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1. RESUMEN

El Virus del Papiloma humano (VPH) es el agente etiologico del cancer cervicouterino (CaCu). Durante la
historia natural de la infeccion por este virus, la proteina viral E1 participa en la replicacion de los episomas
virales. La eliminacion de la infeccion viral por el hospedero se lleva a cabo principalmente a través de una
respuesta inmune celular mediada por linfocitos T CD8+. Sin embargo, se estima que un 15% de las personas
infectadas por algun tipo de VPH de alto riesgo no promueve una respuesta inmune efectiva contra éste
llevando hacia una infeccion persistente, representando el factor de riesgo mas importante para el desarrollo
de CaCu. Actualmente, existen tres vacunas aprobadas por la FDA y COFEPRIS para la prevencion de la
infeccion por VPH: Gardasil, Gardasil 9 y Cervarix; ademas de diversos trabajos de investigacion enfocados a
la generacion de vacunas terapéuticas contra el VPH, asi como inmunoestimuladores topicos, los cuales
podrian impedir el desarrollo de cancer en mujeres infectadas. Sin embargo, el abordaje terapéutico atin
presenta resultados limitados, por lo que se requiere de nuevas estrategias terapéuticas. En este sentido, se ha
demostrado que el uso de inmunoterapias y adyuvantes pueden favorecer el establecimiento de una respuesta
de linfocitos T CD8+, particularmente el adyuvante a-galactosilceramida (a-GalCer) promueve una respuesta
de linfocitos T CD8+ antigeno especifico y de memoria, por lo que podria ser un adyuvante util para el disefio

de inmunoterapias contra infecciones producidas por VPH.

La respuesta inmunoldgica de memoria juega un papel importante en la eliminacion de células infectadas por
diversos organismos, incluyendo el VPH. En el caso particular de la respuesta inmune mediada por linfocitos
T CD8+, se han descrito dos fenotipos: memoria central y memoria efectora. Estudios previos de nuestro
grupo mostraron que la inmunizacion con la proteina E1 + o-GalCer aumenta las poblaciones de estos

fenotipos de memoria en un modelo murino.

El objetivo del presente trabajo fue analizar las citocinas involucradas en la generaciéon de memoria de
linfocitos T CD8+ inducida por la inmunizacion con la proteina E1 del VPH 18 junto con a-GalCer,
emplendo el mismo modelo. La determinacion de citocinas se realizd mediante inmunoensayos de ELISA a
partir de muestras de suero de ratones inmunizados. Se determiné que los niveles séricos de las citocinas IL-4
e IL-7 estan aumentados significativamente (p<0.0001) en ratones inmunizados con la proteina El + a-
GalCer, con respecto a los demas grupos de ratones inoculados con PBS, E1 o a-GalCer. Adicionalmente, se
determinaron las poblaciones de memoria en cada uno de estos grupos de ratones observandose un aumento
significativo, de hasta 60 veces, en la poblacién de linfocitos T CD8+ de memoria central en ratones
inmunizados con la proteina E1 + a-GalCer. De esta manera, estos datos sugieren que el adyuvante a-GalCer
tiene un papel importante en la generacion de un ambiente de citocinas ideal para la generacion de los

fenotipos de memoria de linfocitos T CD8+ en presencia de la proteina viral E1.



2. ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) is the etiologic agent of cervical cancer (CaCu). During the natural
history of infection, the viral protein E1 is involved in the replication of viral episomes. Elimination
of viral host infection is primarily accomplished through a T CD8+ cell mediated immune response.
However, it is estimated that 15% of people infected by any high-risk HPV do not promote an
effective immune response leading to a persistent infection, which is the most important risk factor
for the development of CaCu. Currently, there are three vaccines approved by the regulatory
agencies (FDA & COFEPRIS) aimed for the prevention of HPV infection: Gardasil, Gardasil 9 and
Cervarix. In addition, various research works have focused on the generation of therapeutic
vaccines against HPV, as well as topical immunostimulators, which could prevent the development
of cancer in infected women. Nevertheless, the therapeutic approach still presents limited results,
which is why new therapeutic strategies are required. In this regard, the use of immunotherapies and
adjuvants has been shown to promote the establishment of a T CD8+ lymphocyte response,
particularly the adjuvant a-galactosylceramide (a-GalCer) promotes a specific and memory antigen
T CD8+ response, therefore it could to be a useful adjuvant for the design of immunotherapies

against HPV infections.

The memory immune response plays an important role in the elimination of infected cells, including
those affected by HPV. In the particular case of the T CD8+ lymphocyte-mediated immune
response, two phenotypes have been described: central memory and effector memory. Previous
studies of our group showed that immunization with the HPV E1 protein along with a-GalCer

increases the populations of these memory phenotypes in a murine model.

The objective of the present work was to analyse the cytokines phenotypes involved in the
generation of memory T CD8+ lymphocytes, induced by the immunization with the HPV 18 El
protein together with a-GalCer, using the same murine model. Cytokine assesment was performed
by ELISA immunoassays from serum samples of immunized mice. Serum levels of IL-4 and IL-7
cytokines were determined to significantly increased (p < 0.0001) in mice inoculated with PBS, E1
or a-GalCer. Furthermore, a significant increase up to 60-fold in the population of central memory
T CDS8+ lymphocytes was detected in mice immunized with E1 + a-GalCer. Thus, these data
indicate that the o-GalCer adjuvant plays an important role in generating an ideal cytokine
environment for the generation of T CD8+ lymphocyte memory phenotypes in the presence of the

viral protein E1.



3. INTRODUCCION
3.1 Cancer cervicouterino

A nivel mundial, se estima que el cancer cervicouterino causa alrededor de 500,000 muertes
anuales. En los ultimos afios ha habido una rapida declinacion en la mortalidad sobretodo en paises
desarrollados, gracias al aumento de la disponibilidad de técnicas de tamizaje y a la implementacion
de las vacunas (Serman, 2002). EI CaCu se desarrolla como consecuencia de la infeccion persistente
por Virus del Papiloma humano de alto riesgo (VPH) en individuos cuya respuesta inmunitaria
resulta insuficiente contra éste, permitiendo el escape de las células que se enecuentran en proceso
de transformacion finalmente impactando en el desarrollo del cancer (Vici, et al., 2014). La mayoria
de las mujeres que desarrollan este tipo de cancer se encuentran en un rango de edad que abarca los
40 a los 50 afios; sin embargo, es cada vez mas comun entre las mujeres jovenes quienes son

diagnosticadas con CaCu entre los 20 y 30 afios (Ferlay J., et al., 2004).

Asi, la causa principal para el desarrollo de CaCu es el Virus del Papiloma humano o VPH, cuyo
genoma se encuentra hasta en un 99.7% de los carcinomas cervicouterinos. Los tipos de VPH de
alto riesgo 16 y 18 son los que se detectan con mayor frecuencia en CaCu (Lewis, 2004). Este virus
se contrae principalmente por contacto sexual. La progresion gradual de esta enfermedad en
diferentes etapas intraepiteliales preinvasoras se establece de acuerdo con la proporcion del grosor
del epitelio cervical comprometido de acuerdo con la clasificacion Bethesda (Serman, 2002; Lacruz

Pelea, 2003).

Se ha demostrado que el VPH es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de lesiones
preneoplasicas y neoplasicas del cuello uterino. Las infecciones persistentes con VPH, son
consideradas actualmente como una causa necesaria mas no suficiente para el desarrollo de CaCu
(zur Hausen et al., 1996). De esta manera, existen otros factores importantes en el desarrollo de
cancer cervicouterino, incluyendo multiples parejas sexuales, el uso prolongados de anticonceptivos
orales, el tabaquismo, edad temprana de inicio de vida sexual, la multiparidad, entre otros (Tindle
RW 2002, Diaz-Benitez CE et al; 2009; Castellsagué et al., 2002; IARC report, 2019). También se
ha evaluado la participacion de agentes ambientales tales como el humo del tabaco, los
anticonceptivos hormonales, el regimen alimentario y diversos microorganismos infecciosos como

posibles cofactores del VPH en la carcinogénesis cervical (Daling, J. R., et al., 1996).

3.2 Historia del Virus del Papiloma Humano y su asociacion con CaCu



La asociacion entre las verrugas en humanos y el VPH fue documentada desde principios del siglo
XX, por el italiano G. Ciuffo. El primer aislado del Virus del Papiloma fue en 1933 por Richard
Shope, pero no fue hasta 1935 que este investigador junto con Rous demostraron que los
papilomavirus pueden causar carcinoma de piel en un modelo de conejos de cola blanca (Santos-
Lopez et al., 2015). A principios de la década de 1970, el Dr. Harald Zur van Hausen propuso la
relacion etioldgica entre el cancer cervical en la mujer y la presencia de un agente viral, pero no fue
hasta 1980, que se demostro la presencia de DNA de dos tipos de papiloma en biopsias de cancer
cervical mediante experimentos de hibridacion, siendo estos el tipo 16 y el tipo 18 (Santos-Lopez et
al., 2015). En 1991, la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) concluyeron, con base en datos epidemioldgicos y experimentales, que
la infeccion por el Virus del Papiloma Humano se asocia efectivamente, con el desarrollo de este
tipo de cancer (Ferlay J., et al., 2004). Se ha demostrado que los tipos de VPH de alto riesgo (HR),
precisamente los tipos 16 y 18, participan en el proceso de carcinogénesis cervical a través de la

expresion de las oncoproteinas E6 y E7.

3.3 Aspectos moleculares del Virus del Papiloma Humano
Los Virus del Papiloma humano son virus capaces de infectar las células epiteliales y causar una
variedad de lesiones que abarcan desde verrugas, neoplasias cervicales y cancer. Se han identificado
hasta la fecha mas de 200 tipos diferentes, los cuales han sido clasificados como de bajo y alto
riesgo de acuerdo con su potencial oncogénico (Bzhalava, D., et al., 2015). Los papilomavirus
parten de un género de virus agrupados juntos por su tumorigenicidad y homogeneidad de DNA,
que afectan exclusivamente a los vertebrados. Los tipos de alto riesgo se relacionan principalmente
con el desarrollo de cancer, mientras que los de bajo riesgo con condilomas acuminados (Vici, et
al., 2014). Estos, comprenden un grupo de virus pequefios pertenecientes a la familia
Papilomaviridae, sin envoltura, compuestos por un genoma de DNA de doble cadena de

aproximadamente 8,000 pares de bases, con alto tropismo por el tejido epitelial (Doorbar, 2005).

Los principales géneros de VPH son el alfa y el beta, de los cuales el segundo grupo esta asociado
principalmente con infecciones cutaneas inaparentes en humanos; el grupo mas grande de VPH
comprende a los papilomavirus alfa, los cuales engloban los tipos de VPH afines a mucosas de
genitales, asi como ciertos virus causantes de las verrugas comunes. Cerca de 40 diferentes tipos de
VPH infectan el epitelio cervical, dentro de los cuales un subconjunto de estos esta asociado con

lesiones que pueden progresar hacia el cancer (Doorbar, 2005).



La capside de estos virus se compone de capsémeros constituidos por 5 moléculas de la proteina L1
y una molécula de L2 en el centro del pentamero de LI1. El genoma del VPH se divide
funcionalmente en tres regiones: 1) la region de genes que se expresan tempranamente (E1, E2, E4,
E5, E6 y E7), b) region de genes que se expresan tardiamente (L1 y L2) y 3) la region larga de
control no codificante o LCR que regula la expresion de los genes virales. Los genes tempranos son
responsables de la replicacion del DNA, la regulacion transcripcional y la transformacion célular,
mientras que los genes tardios codifican proteinas involucradas en la generacion de la capside viral.
Dentro de los genes tempranos, se codifican oncoproteinas responsables de suprimir la actividad de
los productos génicos celulares supresores de tumor como p53 y pRb, produciendo un descontrol en
la proliferacion celular (Serman, 2002). Ademads, en la region larga de control o LCR se encuentran
elementos de respuesta para factores de transcripcion celulares, tales como AP1 y SP1, entre otros,
asi como para las proteinas virales E1 y E2 (Kurg R., 2011). En la Tabla 1 se muestran las

principales funciones de las proteinas y de la LCR del VPH.

Tabla 1. Principales funciones de las proteinas del Virus del Papiloma humano.

Gen Funciéon

L1 Estructural, proteina mayoriataria de la capside (IARC, 2007)
L2 Estructural, proteina minoriatria de la capside (IARC, 2007).
E1l Proteina con actividad de ATPasa y helicasa de DNA. Mediadora de la replicacion del

DNA episomal (numero de copias) (IARC, 2007; Lentz, M. R, et al., 20006).

A |-

Factor de transcripcion. Regula la replicacion viral (IARC, 2007).

E4 Facilita la liberacion de viriones mediante la interaccion con citoqueratinas y filamentos
intermedios, induce el arresto en Gz (Dalianis, 2014; IARC, 2007).

E5 Estimula la proliferacion celular mediante la sobreexpresion de EGFR (Dalianis, 2014).
Regula negativamente la expresion de los MHC I en la superficie celular (IARC, 2007).

E6 Promueve la transformacion celular mediante su interaccion con la proteina supresora de
tumores p53 y proteinas con dominio PDZ, favoreciendo su degradacion (IARC, 2007,
Yoshimatsu Y., et al., 2017).

O

E1
- E4 E7 Mantiene a las células activas en su ciclo celular mediante la inactivacion de pRB. Induce
a la transformacion maligna junto con E6 (IARC, 2007).

LCR Segmento gendmico que no contiene ningin marco de lectura y que gobierna la expresion
génica y la replicacion viral. En ella se ubican: un enhancer, un origen de replicacion, asi
como un promotor temprano (Sheila V. Graham. 2017).

3.4 Proteina temprana E1 del Virus del Papiloma Humano

La proteina E1 forma parte del grupo de las proteinas de expresion temprana del VPH. Se trata de
una fosfoproteina nuclear involucrada en la iniciacion de la replicacion del DNA mediante su

actividad de helicasa ATP-dependiente. Esta proteina se une con muy poca afinidad al DNA,



contrariamente a lo que sucede con la proteina temprana E2, la cual se ha visto interactiia con gran
afinidad en diversos sitios de union dentro de las regiones reguladoras o region larga de control de
los papilomavirus. En el caso del VPH1S, se han descrito tres sitios de union especificos para E2.
La interaccion entre E1 y E2, asi como la gran afinidad por los sitios blanco de E2 en el origen de
replicacion, reflejan el papel fundamental de E2 en la replicacion como potenciador de la capacidad

de union de E1 en el origen de replicacion (Sverdrup & Khan, 1993).

La proteina viral El es codificada por el gen que porta el mismo nombre, correspondiendo a la
proteina mas grande y conservada dentro de todos los papilomavirus. Esta proteina, de
aproximadamente 67.5 a 76.2 kDa, se trata de una helicasa hexamérica dependiente de ATP
involucrada en la replicacion del DNA viral y se caracteriza por ser la unica con actividad
enzimatica. Esta proteina se une al origen de replicacion, en una secuencia palindromica rica en A 'y
T ubicada en la region larga de control (Enemark et al., 2000). E1 se divide en tres regiones: el
dominio amino terminal, el cual contiene sefiales de localizacion nuclear; una region espaciadora de
longitud variable o DBD, la cual corresponde a la region de unién al DNA y se caracteriza por ser
monomérica con capacidad de dimerizar una vez que se une al DNA cuya funcion importante
consiste en el reconocimiento y marcaje del ori, también juega un papel importante en la fusion del
DNA de doble cadena y formacion de la helicasa replicativa hexamérica (Bergvall, Melendy and
Archambault, 2013). Finalmente, una region carboxilo terminal de mayor tamafo, la cual posee la
funcion de ATPasa y helicasa, cuya conformacion genética es la mas altamente conservada de la

proteina (Bergvall M., et al. 2013).

El es capaz de interactuar directamente con la DNA polimerasa a. La union de ésta depende de su
acoplamiento con la proteina E2, aumentando su especificidad. En cuanto a su rol en la
transcripcion, se ha observado que el dominio DBD, es capaz de estimular la actividad
transcripcional de E2 dependiente de El. Se ha descrito ademas la interaccion con proteinas
asociadas a procesos epigenéticos, tales como la histona H1, promoviendo la descondensacion de la
cromatina facilitando el proceso de replicacion del genome viral (Enemark et al., 2000). Asi, la
proteina viral E1 es un factor de replicacion esencial que sirve como proteina de reconocimiento
inicial. Posee el ORF mas largo y es la proteina de expresion temprana mas conservada entre los
papilomavirus (Bergvall M., et al. 2013). De manera interesante, esta proteina es expresada a lo
largo de la historia natural de la enfermedad, alcanzando sus niveles mas altos en cancer en
comparaci'n con lesiones premalignas indicando su posible participaciéon en la carcinogénesis

cervical (Baedyananda, Chaiwongkot & Bhattarakosol, 2017).
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3.5 Historia Natural de la Infeccion por el Virus del Papiloma Humano
El ciclo replicativo del VPH esta ligado a la diferenciacion de la célula huésped infectada. Las
infecciones genitales por VPH son transmitidas principalmente por contacto sexual, mediante el
ingreso de las particulas virales a través de microlesiones del epitelio, exponiendo las células de la
capa basal (Doorbar, 2005). Esta infeccion conduce a la activacion de la expresion en cascada de los
genes virales, lo cual provoca una produccion de aproximadamente 20 a 100 copias

extracromosomales del DNA viral por cada célula (Alvarez-Aldana, et al., 2012).

La expresion de los oncogenes E6 y E7 sucede cuando el queratinocito infectado entra al
compartimiento de diferenciacion, saliendo asi del ciclo celular, donde se activa una regulacion
positiva de la expresion de estos genes virales promoviendo la replicacion del DNA viral
(Longworth M., 2004). Consecuentemente, el nimero de copias virales aumenta hasta, al menos,
1000 copias por célula (Zaldivar Lelo de Larrea et al., 2012). La expresion de altos niveles de
proteinas virales y ensamblaje de la particula viral ocurre unicamente en las capas superiores, ya sea
en el estrato espinoso y/o en el estrato granuloso del epitelio escamoso (Zaldivar Lelo de Larrea et

al., 2012) (Figura 1).

La replicacion viral es totalmente dependiente de la maquinaria de sintesis del DNA celular
(Zaldivar Lelo de Larrea et al., 2012). Las proteinas virales de expresion temprana inhiben la
apoptosis y retardan la diferenciacion de los queratinocitos infectados, permitiendo que se lleve a
cabo la replicacion del DNA viral. Todo este proceso lleva a la produccion de particulas infecciosas
y no a la transformacion celular. Es una infeccion persistente la que se asocia al desarrollo de cancer
(Lizano-Soberon M., et al., 2009). La expresion continua de los oncogenes E6 y E7 en los canceres
relacionados con VPH se atribuye principalmente a la integracion del genoma viral en el genoma
celular, lo cual es un evento clave en la carcinogénesis, aunque no es un requerimiento para la
transformacion celular (Chaiwongkot A., et al., 2013; Vinokurova S., et al., 2008). La causa precisa
de este evento es desconocida, pero se especula que los altos niveles de estrés oxidante inducidos
por proteinas virales promueven inestabilidad genémica durante la infeccion persistente, lo que
eventualmente puede incrementar la ruptura del DNA, tanto viral como celular, promoviendo la
integracion, donde comunmente se rompe el marco abierto de lectura del gen E2, causando la

expresion desregulada de los oncogenes E6 y E7 (Hu, Z., 2015; Chen Y., et al., 2014).
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Las células que tienen integrado algin tipo de VPH de alto riesgo adquieren una ventaja de
crecimiento sobre las células que contienen solamente episomas, aumentando también la

inestabilidad genomica.
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Figura 1. Expresion de proteinas virales durante la infeccion productiva del Virus del Papiloma
Humano. A) El VPH accede a la capa basal del epitelio cervical a través de microlesiones. Las flechas
de colores indican el patron de expresion de los genes del VPH en los distintos niveles de estratificacion
epitelial. B) se esquematizan las distintas etapas del ciclo replicativo del virus indicando las fases donde
incrementa la amplificacion del genoma viral (Modificado de Middleton et al., 2003).

3.6 Evasion del sistema inmune por VPH
Alrededor del 90% de las infecciones por VPH se eliminan espontaneamente dentro de los 3
primeros afios, mientras que un 10% persiste y menos del 1% culmina en cancer cervical
(Sasagawa, et al., 2012). El ciclo infeccioso del VPH por si mismo, es considerado un mecanismo
de evasion de la respuesta inmune ya que debido a su patogenicidad exclusivamente intraepitelial,
no existe viremia ni citolisis durante el ciclo replicativo, el cual ocurre siguiendo el propio
programa de diferenciacion del queratinocito, conllevando a que s6lo una muy pequefia cantidad del
virus quede expuesta a las defensas del huésped y evitando que se incite la respuesta inflamatoria,

disimulando la infeccion a nivel de microambiente local (del Toro-Arreola, et al., 2018).

Las oncoproteinas de los VPH de alto riesgo E6 y E7, poseen mecanismos que inhiben la sintesis de
interferon y las vias de sefializacion intracelular, inhibiendo la actividad antiviral, antiproliferativa y
antiangiogénica de éstas. Asi, estas oncoproteinas desrregulan la expresion de interferones de tipo I
o IFNs en las células hospederas. Al no reconocer un proceso inflamatorio importante en el epitelio

cervical, la muerte celular se reconoce como una “causa natural”, resultando en una infeccion
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cronica persistente (del Toro-Arreola, et al., 2018). La ausencia de sefiales coestimuladoras
inducidas por las citocinas, como estos IFNs, durante el reconocimiento del antigeno, puede
provocar una tolerancia inmunologica en lugar de propiciar una respuesta apropiada (Sasagawa, et
al.,, 2012). Ademas de que la expresion de las principales citocinas, moléculas de adhesion,
receptores y quimiocinas se encuentra desreguladas negativamente a nivel del epitelio infectado,
conllevando a una pobre infiltraciéon en el epitelio por parte de los linfocitos T citotoxicos
especificos contra el VPH, dando paso a las células T reguladoras de dominar en el ambiente
infectado, suprimiendo la respuesta efectora asesina y desregulando la activacion y migracion de las
células presentadoras de antigenos o APC a la zona infectada (Mora-Garcia and Monroy-Garcia,

2018).

La respuesta inmune contra este virus involucra a las células de Langerhans o células LCs, células
presentadoras de antigeno (APC) que capturan a las proteinas del VPH y las procesan en peptidos,
después las LCs se traslocan a los nédulos linfaticos en donde, mediante las proteinas del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de clase II en la superficie celular, presentan a los antigenos
virales transmitiendo una sefial a las células T CD4+ “naive”, permitiendoles diferenciarse en
linfocitos T helper activando de esta manera la respuesta adaptativa (Rincon, O., et al., 2007; Anaya

etal., 2013).

Simultaneamente, las células dendriticas (DCs) o macrofagos se activan mediante su union a
componentes virales, tales como DNA, motivos CpG o a través de su interaccion con TLRs. Por
otro lado, las células T CD8+ virgenes o “naive” reconocen a todo aquel antigeno presentado por
los MHC de clase I mediante presentacion cruzada de la misma célula dendritica que presento al
antigeno por MHC II, permitiendo que se lleve a cabo la diferenciacion de los T CD8+ a CTL o
linfocitos T citotoxicos. En la presencia de citocinas Thl, como lo es la IL-2 o IFN-y los CTL son
activados y se convierten en células T efectoras, capaces de matar células positivas para los
antigenos VPH o bien células tumorales positivas a VPH (Sasagawa, et al., 2012). Las c¢lulas de
Langerhans, al estar expuestas a la proteina estructural L1 fallan en montar una respuesta inmune e
inducen tolerancia inmunogénica. Ademas de este problema, la mayoria de los VPHs son capaces
de reducir la expresion de E-caderina en la superficie celular epidermal, lo que disminuye la

localizacion de las LCs en la epidermis (Sasagawa, et al., 2012).

Los macrofagos son células del sistema inmune activadas mediante citocinas, las cuales son capaces

de eliminar a las cé¢lulas infectadas por VPH mediante la secrecion del factor de necrosis tumoral o
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o mediante citotoxicidad dependiente de anticuerpos. La proteina conocida como proteina
quimioatrayente de monocitos 1 o0 MCP-1 es una quimiocina capaz de atraer a los macrofagos al
sitio de la infeccion viral. Los queratinocitos sanos liberan MCP-1 en presencia de TNF-a, tipo de
secrecion regulada a la baja por la oncoproteina E6 del VPH. Por otro lado, la proteina MIP-3a o
proteina inflamatoria de macrofagos es otro tipo de quimiocina dirigida a los monocitos que se
encuentra desregulada en los queratinocitos de pacientes cuyas células expresan a las proteinas E6 y
E7. Asi, se puede asumir que estas ultimas proteinas inhiben la traslocacion de los macrofagos al
sitio de infeccion (Sasagawa, et al., 2012). Las células infectadas con algln tipo de virus liberan de
manera autocrina o paracrina interferones de tipo 1 (IFNs), como los son el IFN-a e INF-B. Sin
embargo, se sabe que las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH16 y 18, regulan negativamente la
transcripcion de este tipo de citocinas en las células hospederas, inhibiendo la respuesta inmune
innata mediada por interferones (Sasagawa, et al., 2012). Por otra parte, la proteina E1 del VPH
disminuye la expresion de INFbeta e [FNlambda atn después de un estimulo semejante a infeccion
viral (presencia de RNA), indicando que el VPH es capaz de regular diversos procesos del sistema

inmune gracias a sus proteinas (Castro-Mufioz et al., 2019).

Por otro lado, se sabe que los queratinocitos no expresan moléculas del MHC clase 11, por lo que no
tienen la capacidad de presentar antigenos exdgenos como lo hacen las células presentadoras de
antigenos. Aunque se ha demostrado la presencia de éstos de manera transitoria, confiriéndoles la
capacidad de presentar antigenos a las células T CD4+ que infiltran la lesion. Sin embargo, se ha
estudiado sobretodo a las moléculas MHC de clase I, las cuales si estan presentes en los
queratinocitos y de las cuales se sabe que una pérdida en su expresion se relaciona con CaCu (del
Toro-Arreola, et al., 2018). Cuando estas moléculas estan ausentes, por ejemplo por accion de la
oncoproteina E7, se facilita la presencia del VPH y la progresion de las lesiones a etapas mas
avanzadas, al promover el escape al ataque citotoxico mediado por los linfocitos T CD8+, los cuales
son el tipo principal celular en la defensa contra infecciones virales y el control del crecimiento
tumoral (del Toro-Arreola, et al., 2018). Se sabe ademas, que la proteina ES del VPH16 desregula la
expresion de MHC clase 1 y facilita la evasion del ataque por parte de los CTL (Sasagawa, et al.,
2012). Existiendo este mecanismo del sistema inmune para eliminar la infeccion, el Virus del
Papiloma humano, posee sus propios mecanismos de evasion. Un ejemplo de esto es la capacidad
de la proteina ES5 de desregular las moléculas MHC clase I, las cuales trabajan como moléculas
presentadoras de los péptidos virales. Las células que carecen de estos antigenos virales son
entonces capaces de evadir el ataque por parte de las CTLs. Por otro lado, se ha visto que la baja

expresion del receptor de células NK y la baja actividad citotoxica de estas, son caracteristicas en
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casos de cancer cervical asi como en lesiones precursoras (del Toro-Arreola, et al., 2018; Garcia-

Iglesias et al., 2009).

Ademas de las moléculas del MHC de clase I y de clase I, el grupo de diferenciacion 1 o CD1
representa una tercera clase de proteinas presentes en las células presentadoras de antigenos (APC)
responsables de la union y presentacion de los antigenos a las células T (Berkers & Ovaa, 2005). De
este modo, las células NKT o células “natural killer” estan restringidas al reconocimiento de CD1d
mediante su receptor con mismo nombre y sirven como puente de activacion entre la inmunidad
innata y la adaptativa. Asi como las moléculas MHC de clase 11, los complejos CD1 se cargan con
antigenos en los compartimientos celulares endociticos. Por otro lado, los complejos CDI1 estan
relacionados estructuralmente con los complejos MHC de clase 1. Sin embargo, mientras que los
MHC de clase I y II se unen a pequefos polipéptidos, los complejos CD1 presentan antigenos
lipidicos (Berkers & Ovaa, 2005). En los humanos se expresan todos los miembros de esta familia,
a diferencia de los roedores, en los cuales s6lo se expresan las moléculas CD1d (Berkers & Ovaa,
2005). Uno de los mecanismos de evasion que se conoce es la regulacion negativa del receptor
CD1d en la superficie de las células infectadas por VPH por accion de la proteina ES (Sasagawa, et
al., 2012).

3.7 Linfocitos T como células clave para la eliminacion de infecciones por VPH
Los linfocitos T son un conjunto de células que son parte de la inmunidad adaptativa, estan dotados
con la capacidad de reconocer antigenos especificos y ejecutar funciones efectoras (Reinherz &
Schossman, 1980). Estas células migran hacia tejidos y o6rganos linfoides y expresan receptores
conocidos como receptores de célula T o TCR, que reconocen pequefias secuencias de péptidos
antigénicos, cuando estas se encuentran unidas a moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad presentes sobre la célula presentadora de antigenos. Los TCR estan
conformados por dos cadenas ancladas en membrana celular, denominadas TCRa y TCRp o bien
TCRy y TCRS. Las interacciones de TCR y la comunicacion celular se estabilizan con otras
moléculas de superficie que son CD3, CD4 y CD8, las cuales se pueden asociar de manera no

covalente a estas subunidades del receptor de linfocitos T (Mach B., et al., 2010).

El contacto del antigeno especifico con los linfocitos induce en estas células un estado de activacion
que implica una expansion en numero, asi como la adquisicion de funciones efectoras tales como
citotoxicidad y secrecion de mediadores de la respuesta inmune, conocidas como citocinas (Palomo

Gonzalez, 2002). Los linfocitos T protegen contra patogenos intracelulares o extracelulares, su TCR
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reconoce péptidos antigénicos proteoliticamente procesados unidos a moléculas del MHC de clase I
y clase II, presentes en las APC (Owen, et al., 2014). Ademas de las poblaciones ya mencionadas,
existen subpoblaciones conocidas como células T colaboradoras o Th, células T citotoxicas o Tc y
las células T reguladoras o Treg. Dentro de esta clasificacion se pueden a su vez, identificar las
poblaciones de células T dependiendo de sus glucoproteinas membranales, ya sean las CD4 o CDS.
El primer grupo T CD4+, generalmente funcionan como linfocitos Th, mientras que las T CD8+
como linfocitos citotoxicos (Owen, et al., 2014). Para que se pueda llevar a cabo la maduracion de
los linfocitos T es necesario un microambiente timico que permita la diferenciacion de las
poblaciones de células T (Figura 2). Las células precursoras de la médula dsea, también llamados
protimocitos migran hacia el timo en donde van a convertirse en células funcionalmente
competentes y de donde posteriormente van a ser enviadas a los compartimentos linfoides

periféricos (Reinherz & Schossman, 1980).
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Figura 2. Esquema de los diferentes estadios de diferenciacion de las células T en humanos A partir
de los protimocitos el desarrollo de los linfocitos se lleva a cabo en 3 etapas de diferenciacion; I)
Timocitos tempranos o T9*/T10"; IT) Timocitos comunes o T4"/T5/T6'/T10"; y III Timocitos maduros
o T17/T3"/T4"/T5"-/T10", etapa en donde sucede la competencia inmunoldgica. Los timocitos terminan
de madurar fuera del timo (modificado de Reinherz & Schlossman, 1980).

Se reconocen tres estadios de la diferenciacion timica, las cuales se caracterizan con base en la
reactividad a anticuerpos monoclonales, los cuales reflejan la presencia de aquellos antigenos de
superficie celular que definen las distintas etapas de la ontogenia de las células T. Las poblaciones
de timocitos en estados de mayor maduracion (estadio III) dan lugar a las células T inductoras

periféricas y al grupo de células citotoxicas/supresoras o C/S (Figura. 2).
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Los linfocitos T con TCRs aff son capaces de reconocer fragmentos peptidicos presentados
en asociacion con moléculas MHC o fragmentos glicolipidicos presentados en asociacion
con moléculas CD1, en la superficie de células presentadoras de antigenos profesionales.
La mayoria de estos linfocitos, son linfocitos MHC restringidos que expresan el co-receptor

CD4 o CD8 (Palomo Gonzalez, 2002).

Las células T CD8+ juegan un papel crucial en la inmunidad contra los virus y tumores.
Una de las caracteristicas principales de la respuesta antiviral de estas células es la
inmunodominancia, es decir, de los miles de péptidos potenciales como blanco, solo unos
pocos generan respuestas detectables (Yewdell & Del Val, 2004). Las citocinas derivadas
de células T CD8+ son criticas en la resistencia a los virus, existiendo una evidencia cada
vez mayor que respalda el potencial de tales mecanismos no liticos para contribuir a la
resolucion de la infeccion viral (Harty, et al., 2000). Estas células liberan factores
citotoxicos, eliminando asi la célula y por ende al virus, tienen capacidades liticas y
también participan en el reconocimiento y la eliminacion de células propias anormales. Los
CTL son CD8+, de donde deriva su nombre T CD8+, por lo que estan restringidos a
interactuar con las moléculas MHC de clase 1. Estos son capaces de reconocer y eliminar
practicamente cualquier célula del cuerpo, mientras que ¢éstas exhiban al antigeno
especifico y sea reconocido por el CTL a través de los MHC de clase 1. Inicialmente, las
células TC “naive” son activadas y se diferencian en CTL efectores funcionales, para
posteriormente, poder reconocer complejos antigeno-MHC clase I en las células blanco y
asi destruirlas. Esta activacion celular se lleva a cabo cuando se lleva a cabo el
reconocimiento del antigeno en una APC (Owen, et al., 2014). Dado que las moléculas
MHC de clase I se expresan en esencialmente todas las células nucleadas, las células T
efectoras CD8+ pueden responder contra los patdgenos intracelulares en la mayoria de los

tejidos eliminando la infeccion (Harty, et al., 2000).

Cuando las células T CD8+ encuentran antigeno y se diferencian en CTL efectores de corta
duracion, pierden la capacidad de albergarse en ganglios linfaticos, pero obtienen acceso a
tejidos periféricos y sitios de inflamacion (Weninger, et al., 2002). Poseen una

extraordinaria capacidad de reaccionar a patdogenos mediante expansion masiva y
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diferenciacion a células efectoras citotoxicas que migran hacia el sitio de infeccion.
Durante una infeccion, las células T CD8+ “naive” son activadas mediante su interaccion
con c¢lulas APC en los 6rganos linfoides secundarios como los nodulos linféaticos y el bazo
(Zhang & Bevan, 2011). Las células citotoxicas también pueden sintetizar y liberar
citocinas, capaces de generar sefales tanto en los linfocitos como en las células infectadas u

otras vecinas, incrementando asi los mecanismos de destruccion (Harty, et al., 2000).

Las respuestas antigeno-especifico por parte de las células T CD8+ requieren interacciones
directas entre células T y las APC. Posterior a una infeccién y al procesamiento del
antigeno por MHC de clase I, las células T CD8+ antigeno-especificas reciben multiples
sefiales extracelulares con el propoésito de iniciar una rapida proliferacion y diferenciacion
de CTL (Harty, et al., 2000). Como resultado de la expansion clonal, las células T CD8+
antigeno-especificas incrementan rapidamente, representando hasta un 1-2% de las T CD8+
de bazo, o hasta llegar a dominar con un 50% o mas de los T CD8+ de bazo durante las
respuestas primarias en ciertas infecciones virales (Harty, et al., 2000). Una vez
estimuladas, las células efectoras resultantes interactian con la célula presentadora de
antigenos en tejidos periféricos (Weninger, et al., 2002). Los linfocitos T CD8+ que
presenten un TCR antigeno-especifico, posterior al encuentro con el patdégeno, son
seleccionadas para llevar a cabo su expansion clonal. La especificidad de esta seleccion se
lleva a cabo mediante la interaccion del TCR con péptidos cortos derivados de patdégenos
(de 8 a 10 aminoacidos), presentados por moléculas MHC de clase I en la superficie de las
células presentadoras de antigenos profesionales (Harty, et al., 2000). El reconocimiento de
antigenos por las células T CD8+ “naive” inicialmente induce la regulacion positiva de las
moléculas de activacion y la expansion clonal, seguido de la adquisicion de funciones
efectoras como la secrecion de citocinas y finalmente, la citotoxicidad (Weninger, et al.,

2002).

Existen dos mecanismos de accion de las células T CD8+ para atacar a la célula blanco. La
primera se lleva a cabo mediante la generaciéon de poros por la accion de perforina,
permitiendo el ingreso de la granzima a la célula blanco, promoviendo una cascada de

reacciones que tienen como resultado la fragmentacion del DNA de la célula, activando asi
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la via apoptdtica (Owen, et al., 2014). En algunos casos, los CTL no presentan perforina ni
granzima, pero llevan a cabo su accion citotoxica mediante el ligando Fas (FasL). Este
ligando se encuentra en la membrana de los linfocitos T citotoxicos y la interaccion de
FasL con el receptor de Fas en la célula infectada desencadena la apoptosis. El ligando Fas,
las perforinas, las granzimas y proteasas de serina también llamadas fragmentinas, median
la destruccion de la célula blanco mediante el linfocito T citotoxico (Owen, et al., 2014). La
citolisis de células infectadas y la producciéon de citocinas, quimiocinas o moléculas
microbicidas, se desarrollan con el tiempo después de que se lleve a cabo la estimulacion
inicial de las células T CD8+ «naive» y se manifiesta en el encuentro posterior de las

células T efectoras CD8+ con células infectadas (Harty, et al., 2000).

En una infeccidon aguda, como las causadas por virus, las células T efectoras son capaces de
eliminar el antigeno, después de lo cual se elimina la mayor parte de estas células para
mantener la homeostasis en el nimero de células T (Weninger, et al., 2002). Sin embargo,
una parte de estas células especializadas se mantiene, generando la memoria inmunoldgica,
también conocida como respuesta secundaria o terciaria. Esto es uno de los resultados mas
importantes de la respuesta inmune adaptativa, la cual se traduce como la capacidad del
sistema inmune para responder mas rapida y eficazmente a patdégenos que hayan infectado
previamente al hospedero y refleja la preexistencia de una poblacion clonal expandida de

linfocitos antigeno-especificos (Castellanos Martinez, et al., 2000).

La generacion de memoria inmunoldgica es el resultado final de una respuesta inmune productiva.
Asi, las células T de memoria se producen después de su encuentro inicial con el antigeno,
fendmeno que sigue siendo estudiado hasta la fecha. Se ha hecho énfasis en el estudio de las
citocinas como participantes importantes en la diferenciacion de las células T CD8+ “naive” a T
CD8+ de memoria. Las citocinas IL-2, IL-7 e IL-15 tienen funciones integrales en la generacion y
el mantenimiento de la memoria de las células T CD8+ (Schluns & Lefrancois, 2003). Para que las
células T CD8+ puedan desencadenar su expansion y diferenciacion clonal, con un desarrollo
eventual de memoria, es necesario tan sélo un breve encuentro con una célula presentadora de
antigeno. Las células T CD8+ experimentan una diferenciacion lineal, que requiere inicialmente de
la célula T “naive” para transitar a través de una etapa efectora antes de diferenciarse en una célula
T de memoria. Asimismo, las células T CD8+ de memoria muestran la funcion efectora (Schluns &

Lefrancgois, 2003). La premisa de que las células de memoria tienen una vida muy larga surgio
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como consecuencia directa de la observacion de que las respuestas de memoria podrian invocarse

meses o afios después de un encuentro antigénico inicial (Gray, 1993).

Una célula T CD8+ de memoria se puede definir como una célula T CD8+ que ha respondido a un
antigeno en especifico y persiste a largo plazo. En comparacion con las células “naive” de la misma
especificidad antigénica, las células T CD8+ de memoria persisten en mayor numero; pueden poblar
organos periféricos; estan preparados para proliferar inmediatamente, ejecutar funciones citotoxicas
y secretar citocinas efectoras en el reencuentro con el antigeno (Martin & Badovinac, 2018). Las
células T de memoria pueden ser independientes del antigeno, pero aun asi se activan y mantienen
debido a algun estimulo no especifico que aun no ha sido aclarado por completo. Las respuestas
aceleradas de células T observadas tras la re-exposicion al antigeno se deben a aumentos en la
frecuencia de células T especificas de antigeno (Ahmed and Gray, 1996). De esta manera, las
células T de memoria continuan dividiéndose, aunque lentamente, en ausencia de antigeno. Estas
células poseen altos niveles de CD44 y de la cadena B de receptor de IL-2 (IL-2Rp), un polipéptido
compartido con el receptor para IL-15 (Ku, 2000).

Las células T que reconocen un epitopo particular estan presentes en nimeros mas altos dentro del
conjunto de células T de memoria que sus precursores antes de la respuesta inmune primaria. Estas
ultimas tienen una mayor sensibilidad a la estimulacion a través de su TCR y tienen requisitos
menos estrictos para los factores coestimuladores secundarios que optimizan la activacion.
Finalmente, con la memoria de activacion, las células T se dividen y diferencian en células
efectoras mas rapidamente que las células “naive” (Marsden, et al., 2006). Todos estos factores
contribuyen a las capacidades superiores de la respuesta secundaria de células T para combatir la
infeccion en comparacion con la respuesta inmune primaria. Ademas, la expresion de proteinas
antiapoptoticas que incluyen Bcl-2 y Bcel-xL es mayor en las células T de memoria CD4+ y CD8+
que en sus contrapartes ‘“naive”, mientras que el factor de transcripcion antiapoptdtico LKLF
también es mas abundante en las células T de memoria CD8+ que en las células T CD8+ “naive”
(Marsden, et al., 2006). Se ha observado que la expresion de CDS se reduce en gran medida a los 5-
8 dias después de la infeccion secundaria, lo que indica que existe una reduccion transitoria en los
niveles de CDS8 independientemente de si las células que respondieron derivaron de una poblacion
de células T “naive” o de un grupo de células T de memoria (Slifka and Whitton, 2000). La
inmunidad a largo plazo de las células T a menudo se observa después de infecciones agudas.
Paradojicamente, hay observaciones que sugieren que la memoria de las células T puede depender

del antigeno durante las infecciones cronicas (Wherry et al., 2004). Existen cambios observados en
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las células de memoria tardias, las cuales se extienden mas alla del fenotipo y las funciones
normalmente atribuidas a las células T de memoria central (TCM), incluida una mayor capacidad
para regular la expresion de FasL, disminucién de la expresion de receptores de citocinas y
quimiocinas incluidos IL-10R e IL-12R y disminucion de la capacidad de producir IFN-y en
respuesta a sefiales inflamatorias en ausencia de reconocimiento de antigeno relacionado (Martin &
Badovinac, 2018). Se ha encontrado en analisis de sangre periférica de animales que las células de
memoria CD8+, definidas por su alta expresion de CD44, constituyen aproximadamente 28% del

total de células CD8+ (Weninger, et al., 2002).

En humanos, se pueden definir dos subconjuntos de linfocitos T CD8+ de memoria de acuerdo con
los niveles de expresion de CCR7 y CD62L (Bouneaud et al., 2005), junto con un subconjunto
diferenciado terminalmente que expresa CD45RA (TEMra). Las células T CD8+ comprenden al
menos dos subpoblaciones funcionales; las células T no polarizadas de “memoria central”, las
cuales expresan el receptor de quimioquinas CCR7 y el ligando CD62, exclusivos de organos
linfoides secundarios y las células polarizadas o de “memoria efectora”, las cuales han perdido la
expresion del CCR7 y han adquirido la capacidad de migrar a tejidos no linfoides (Geninat, et al.,
2001). Las cé¢lulas T de memoria central, también llamadas TCM recirculan a través de organos
linfoides y no muestran funciones efectoras inmediatas, mientras que las células CCR7- CD62L- o
c¢lulas T de memoria efectora (TEM) residen dentro o recirculan a través de los tejidos periféricos
y tienen funciones efectoras inmediatas. Asi, las células TCM o CD62L+CCR7+ se localizan en
tejidos linfoides secundarios y tienen poca actividad citolitica. Se ha propuesto que poseen un
potencial migratorio limitado. Las células TEM o CD62+/-CCR7- por lo contrario, residen en los
tejidos no linfoides, son citoliticas y tienen un potencial circulatorio muy elevado (Schluns &
Lefrancois, 2003). La expresion de CCR7 y CD62L en células TCM facilita el retorno a los érganos
linfoides secundarios, mientras que las células TEM son mas citoliticas y expresan las integrinas y
los receptores de quimiocinas necesarios para la localizacion en los tejidos inflamados (Martin &

Badovinac, 2018).

Por otro lado, las poblaciones de células T de memoria circulante en ratones se pueden dividir en
dos poblaciones distintas, una L-selectinat CCR7 + y la otra L-selectina- CCR7+. Por su fenotipo,
estas dos poblaciones se parecen a las células de memoria central y efectora conocidas en el

humano, respectivamente (Weninger, et al., 2002).
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Los TCM son mas efectivos en la proteccion contra infecciones sistémicas que requieren una
proliferacion significativa de células T CD8+ para un control adecuado. En contraste, los TEM son
mas efectivos para contribuir a la proteccion inmediatamente después de la reinfeccion debido a su
ubicacion en las superficies del cuerpo y la actividad litica constitutiva (Masopust, et al., 2006).
Como se muestra en la figura 3, el estallido proliferativo de las células T activadas por antigeno es
seguido por una fase de contraccion rapida, en la que muere el 85-95% de las células activadas. Las
células T que sobreviven son las fundadoras del grupo de memoria (Marsden, et al., 2006). De
manera general, los linfocitos T “naive” deben pasar por una serie de sefiales que dicta su
diferenciacion a células T CD8+ de memoria. Las células T efectoras CD4+ y CD8+ son de corta
duracion y la mayoria se pierden rapidamente en una fase de contraccion de la respuesta inmune.
Sin embargo, las células antigeno-especificas que sobreviven a la fase de contraccion tienen el
potencial de diferenciarse atn mas para convertirse en células T de memoria, que se mantienen

durante un largo periodo en un individuo (Marsden, et al., 2006).

I < Expansidon - Mantenimiento
Naive' —» glonol 1 y Contraccién —» Je la memoria

>

Presentacion
antigénica

v

NuUmero de células T
epitope-especificas
(Escala logaritmica)

» Tiempo

Figura 3. Esquema del proceso de generacion y diferenciacion de las poblaciones de linfocitos T
antigeno-especificos de memoria (Modificado de Marsden, et al., 2006). Las células T que reconocen
un antigeno particular, provocando su activacion y expansion, dictada por 3 seiiales: la union del TCR-
MHC/péptido, coestimulacion y liberacion de citocinas proinflamatorias. Un 15-5% de las células
efectoras persistiran después de la contraccion para convertirse en células de memoria, viables hasta por
15 afos en el humano.

La via de diferenciacion de los subconjuntos TCM y TEM sigue siendo controversial y surge una
complejidad adicional con respecto a las capacidades de autorrenovacion de ambos subconjuntos o

la conversion de células de un subconjunto a otro en condiciones de estado estacionario a largo
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plazo o tras la reestimulacion. El reconocimiento reciente de que el grupo de memoria de linfocitos
T CD8+ es heterogéneo conlleva a pensar que los TCM y TEM podrian surgir independientemente,
con base al compromiso previo de las células T “naive” individuales o bien, en funcion de sus
condiciones de estimulacion (Bouneaud et al., 2005). Durante una inmunizacion sistémica,
aproximadamente dos tercios de los linfocitos “naive” estimulados pueden dar lugar a poblaciones
TCM y TEM que pueden coexistir, al menos transitoriamente, en 6rganos periféricos y linfoides
(Bouneaud et al., 2005). Aunque aproximadamente dos tercios de los clones TCM y TEM derivan

de un precursor comun, es posible que surjan algunos clones TCM sin pasar por una etapa TEM.

Las células T CD8+ de memoria pueden surgir de las células efectoras (Weninger, et al., 2002). El
programa de diferenciacion de células T CD8+ de memoria, que ocurre después de una infeccion
aguda, es lineal y progresiva y culmina en la formacion de células T CD8+ de memoria que son
capaces de persistencia independiente del antigeno a largo plazo como resultado de la lenta

proliferacion homeostatica en respuesta a IL-7 e IL-15 (Wherry et al., 2004).

La diferenciacion de las células T CD8+ de memoria esta dictada por el historial acumulativo de
exposicion a antigeno (Masopust, et al., 2006). Los TEM parecen mantenerse estables en humanos,
pero se convierten en TCM en ratones, lo que sugiere que la diferenciacion de células T CD8+ de
memoria es fundamentalmente diferente entre las especies. Con respecto a la expresion de CD62L y
CD127, el potencial citolitico, la produccion de citocinas, la capacidad proliferativa y la
distribucién anatomica, el aumento del nimero de desafios de antigeno (Ag) promueve
preferentemente la generacion y el mantenimiento de TEM en ratones (Bouneaud et al., 2005). Los
TCM estan especializados en el manejo de infecciones sistémicas debido a su ubicacion
centralizada dentro de los 6rganos linfoides secundarios y sus capacidades proliferativas superiores
y a que los TEM se especializan en el manejo de infecciones que surgen dentro de los o6rganos
periféricos debido a su citotoxicidad y su capacidad de localizacion en los tejidos (Bouneaud et al.,

2005).

3.8 Vacunas y adyuvantes
Una caracteristica distintiva del sistema inmunitario es su capacidad para recordar su exposicion
con un patdégeno por varias décadas, incluso durante toda la vida. Esta propiedad fundamental del
sistema inmune es la base para la vacunacion, cuyo objetivo es inducir inmunidad protectora a largo
plazo contra un patoégeno en especifico (Pulendran and Ahmed, 2006). La vacunacion es el método

mas exitoso y rentable para prevenir enfermedades infecciosas.
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Muchas vacunas se han desarrollado sobre la base de prueba y error y sus mecanismos
inmunolégicos de proteccion siguen siendo desconocidos (Bonam, et al., 2017). Las vacunas
abarcan “cualquier” preparacion utilizada como inoculacién preventiva para conferir inmunidad
contra una enfermedad especifica, generalmente empleando una forma inocua del agente de la
enfermedad, como bacterias o virus muertos o debilitados, para estimular la produccion de
anticuerpos ¢ inmunidad celular (Bonam, et al., 2017). Las vacunas que contienen microorganismos
inactivados o sus subunidades, son menos inmunogénicas que las vacunas vivas atenuadas y con
frecuencia, se administran con un adyuvante (Aguilar Rubido & Leal Angulo, 2000). Por lo tanto,
para mejorar su inmunogenicidad, se requiere la administracion conjunta de adyuvantes, que son
sustancias o procedimientos que funcionan como inmunoestimulantes y aceleran, prolongan o
potencian la respuesta inmune especifica contra los antigenos inoculados (Rubido., et al., 2000;

Bonam S.R., et al., 2017).

Entre los beneficios del empleo de adyuvantes en formulaciones vacunales estd la capacidad de
potenciar la inmunogenicidad de antigenos, la reduccion de la cantidad de antigeno y del ntimero de
re-inmunizaciones requeridas para proveer una inmunidad protectora, el aumento de la eficacia de
las vacunas en los recién nacidos, los ancianos y las personas inmunocomprometidas y el
incremento de la respuesta inmune a nivel de mucosas (Aguilar Rubido & Leal Angulo, 2000).
Especificamente, los adyuvantes estimulan el sistema inmune innato directamente al actuar sobre
las células dendriticas, macrofagos y neutrofilos, lo que lleva a la activacion del sistema inmune
adaptativo (Bonam, et al., 2017). La naturaleza del adyuvante puede determinar el tipo particular de
respuesta inmune, que puede estar sesgada hacia las respuestas de células T citotoxicas (CTL),
respuestas de anticuerpos o clases particulares de respuestas de linfocitos T cooperadores (Th por

sus siglas en inglés) e isotipos de anticuerpos (Pulendran and Ahmed, 2006).

Los sistemas de administracion de vacunas y adyuvantes aprobados para su uso en humanos como
lo son las sales de aluminio y virosomas, tienen como fin, principalmente, el estimular las
respuestas inmunes humorales. Sin embargo, estudios preclinicos sugieren fuertemente que las
vacunas exitosas contra los patogenos intracelulares, asi como las vacunas contra el cancer,
requieren tanto respuestas humorales, como aquella mediada por células (Adotevi et al., 2007). En
un estudio realizado por Adotevi et al. en 2007 se demostré que existe sinergia entre el adyuvante
a-galactosilceramida y la vacuna basada en la subunidad no toxica de la toxina Shiga (STxB) de

Shigella dysenteriae, conduciendo a una potente respuesta mediada por células T CD8+, en
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comparacion con otros adyuvantes probados como el poli (I:C) o CpG combinados con STxB
quimicamente acoplado a ovoalbumina (STxB-OVA). Asi, el adyuvante a-GalCer provocod un
aumento significativo en el porcentaje de CTL antigeno-especificos, demostrando que las vacunas
basadas en STxB combinadas con este adyuvante resultan en una respuesta celular mas potente

(Adotevi et al., 2007).

El glicolipido a-galactosilceramida, también conocido como a-GalCer, derivado de una esponja
marina, ha demostrado ser un potente inductor de células NKT, células que median en una reaccion
rapida al glicolipido a-galactosilceramida, lo que desencadena la liberacion de grandes cantidades
de citocinas en el suero. Este glicolipido es presentado por un monomorfico CD1d en células
dendriticas y reconocido por las células NKT, también conocidas como células asesinas naturales T
invariantes (iNKT), las cuales son un subconjunto de linfocitos con un papel importante en la
regulacion de la respuesta inmune. Se sabe que la estimulacion de células NKT con a-GalCer
induce la expansion de otras células, incluyendo las células NK y algunas células T (Nagaraj et al.,
2006). Recientemente se ha demostrado que a-GalCer actiia como coadyuvante en la induccion de
la inmunidad involucrando células T contra las células tanto cancerosas como las infectadas por
virus, a través de una activacion y maduracion eficiente de las células dendriticas. Los monocitos,
c¢lulas dendriticas inmaduras y macrofagos derivados de monocitos, se vuelven potentes
estimuladores de la expansion de las células iNKT e inducen la produccion de las interferones Thl,
IFN-y e interleucina 4 una vez unidos a la molécula a-GalCer (Courtney et al., 2009). Su activacion
mediante este glicolipido podria dar lugar a la activacion secundaria de otros tipos de de células
como las NK, células B, células T CD8+, células dendriticas, mieloides y jugar un papel en la
maduracion de las células T CD4+ en células Thl o Th2 (Berkers & Ovaa, 2005). Un hallmark o
sello distintivo de las células iNKT, es la rapida secrecion de multiples citocinas en el
desencadenamiento de TCR, aumentando asi su capacidad citotoxica. Las citocinas secretadas por
las células iNKT incluyen tanto citocinas reguladoras, como IL-4 e IL-10, asi como citocinas
proinflamatorias como IL-2 e IFNy, las cuales estan involucradas en la supresion o estimulacion de

la respuesta inmune (Nowak et al., 2010).

Se ha demostrado que una variedad de bacterias, parasitos y virus desencadenan una activacion de
las células iNKT, las cuales también estan involucradas en respuestas antitumorales (Blauvelt et al.,
2008). La principal caracteristica de las células iNKT, en comparacion con otros tipos de células a
menudo denominadas células NKT, reside en su capacidad para reaccionar con a-GalCer en el

contexto de la molécula CD1dl, relacionada con la molécula MHC de clase I (Van Kaer, 2005).
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Son abundantes en el timo, el higado y la médula 6sea y se pueden encontrar en grandes
concentraciones en el bazo y la sangre periférica, pero son raras en los ganglios linfaticos. Estas
células pueden producir grandes cantidades de citocinas y llevar a cabo funciones efectoras, cosa
que se distingue de las células del sistema inmune innato (Van Kaer, 2005). Las células iNKT
reconocen especificamente al glicolipido ligado a CD1d exdgeno, a-GalCer (Hachem et al., 2005).
En respuesta a a-GalCer, las células iNKT generan una rapida respuesta, liberando una amplia
gama de citocinas, incluidas IL-3, IL-4, IL-10, IL-13, IFN-y, TNF-a y GM-CSF (Hachem et al.,
2005).

Las vacunas contra el Virus del Papiloma humano han sido desarrolladas con 2 objetivos clinicos
primarios: la prevencion y el tratamiento terapéutico en mujeres ya infectadas para evitar una mayor
progresion de enfermedad o la necesidad de terapias mas invasivas tales como tratamientos
excisionales del cervix (Vici, et al., 2014). Las respuestas profilacticas desafian la primer infeccion
al inhibir la unién de las particulas virales de VPH a las células durante las primeras fases de la
entrada del virus mediante anticuerpos neutralizantes (Vici, et al., 2014). Por otro lado, las vacunas
terapéuticas pretenden erradicar o reducir las células ya infectadas mediante la estimulacion de las
células T citotoxicas contra las células diana infectadas y regulando positivamente la expresion de

moléculas MHC de clase 1.

En 1991, Zhou y colaboradores desarrollaron las primeras particulas similares a virus (virus like
particles o VLP) expresando los genes tardios L1 y L2 del VPH16 en células eucariontes.
Posteriormente, otro grupo de investigadores detallaron la técnica y demostraron que L1 era
suficiente para el ensamble de las VLPs (Martin & Badovinac, 2018). El desarrollo de las vacunas
profilacticas fue impulsado por el desarrollo de particulas VLP con alta inmunogenicidad. La
proteina L1, principal componente de la capside de VPH se puede producir en células eucariotas por
tecnologia de DNA recombinante utilizando un variedad de vectores, incluidas bacterias, virus y
levaduras (Padilla-Paz, 2005) y muestran una alta capacidad de producir anticuerpos neutralizantes
en humanos. La vacuna terapéutica adyuvada con HP0-16/18 AS04 mostr6 una alta eficacia contra
neoplasia intraepitelial cervical escamosa 2 (CIN2) asociada a VPH16/18 y los tipos de VPH
oncogénicos no vacunales, asi como un efecto general sustancial en cohortes que son relevantes
para la vacunaciéon masiva universal y los programas de recuperacion (Paavonen et al., 2009).
Actualmente, existen tres vacunas profilacticas en el mercado basadas en VLPs y dirigidas contra
epitopes de L1: la bivalente (Cervarix™), la tetravalente (Gardasil™) y la nonavelente

(Gardasil9™), Todas incluyen proteccion contra infecciones por VPH16 y 18; la tetravalente
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incluye ademas proteccion contra los tipos de VPH de bajo riesgo 6 y 11 y la nonavalente incluye
estos y otros 5 genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico. Dichas vacunas en su accion de forma
profilactica, han mostrado una excelente proteccion impidiendo el establecimiento de infecciones y
por ende, el establecimiento de lesiones vulvares y vaginales de alto grado asociadas a los tipos de
VPH relacionados con las vacunas (Xu et al., 2019). Sin embargo, estas vacunas no actian de

manera terapéutica, es decir que no protegen contra lesiones ya establecidas.

Las proteinas E6 y E7 han sido los inmunogenos mas atractivos para el desarrollo de vacunas
terapéuticas contra el VPH. Las primeras aplicaciones clinicas de las vacunas terapéuticas que
muestran resultados prometedores incluyen el uso del virus vaccinia recombinante que codifica las
oncoproteinas del VPH16/18. Una de las limitaciones que pueden encontrar las vacunas
terapéuticas es una dependencia de respuesta esperada basada en el MHC y los antecedentes
genéticos, un problema que puede requerir la personalizacion de vacunas para diferentes
subpoblaciones (Padilla-Paz, 2005). Otros ejemplos de tratamientos terapeuticos, como el
tratamiento con DNA CRT/E7 en combinacion con imiquimod conduce a una mejora en las
respuestas inmunes de células T CD8 + especificas de E7 y una disminucion en el nimero de
células supresoras derivadas de mieloides en el microambiente tumoral de ratones con tumor
(Chuang, et al., 2010). La vacunacion terapéutica con DNA del VPH con tratamiento tépico con el
agonista TLR7 imiquimod aumenta la inmunidad antitumoral inducida por la vacunaciéon con DNA

(Chuang, et al., 2010; Schijns & O'Hagan, 2017).

3.9 Citocinas involucradas en fenotipos de memoria inmunolégica
Las citocinas son un grupo de proteinas solubles producidas de forma transitoria que juegan un
papel importante en la comunicacion intercelular, mediando las interacciones complejas entre las
células, al unirse a receptores en la membrana de una célula y ejercer acciones diversas (Figura 4).
Poseen acciones importantes en la activacion o inhibicion de la respuesta celular de los sistemas
inmunitarios y hematopoyético. También ayudan a regular el desarrollo de las células efectoras del
sistema inmune (Kindt, et al., 2007). Estas proteinas poseen actividades biologicas como la
capacidad de regular la intensidad y duracion de la respuesta inmunitaria al estimular o inhibir la
activacion, proliferacion, diferenciacion o una combinacion de €stas en distintas células, ademas de
controlar la secrecion de anticuerpos y otras citocinas. Existen mas de 200 citocinas distintas,
clasificadas en alguna de las siguientes familias: eritropoyetinas, interferones, quimiocinas y

factores de necrosis tumoral (Kindt, et al., 2007).
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Figura 4. Esquema de la funcion de induccion y funcion general de las citocinas. A) Ante un
estimulo la célula secreta citocinas que ejercen algin efecto bioldgico en células blanco al unirse a
receptores en la membrana; B) ya sea en la misma célula que la secreta (autocrina) o en células blanco
cercanas a la célula productora (paracrino), o bien en células blanco en partes distintas del organismo
(endocrina) (Tomada de Kindt, et al., 2007).

Se ha demostrado que ambientes particulares de citocinas favorecen la diferenciacion de TCM o
TEM in Vitro e in Vivo (Bouneaud et al., 2005). Numerosos estudios han centrado la atencion en el
papel de las citocinas comunes de la cadena y o yc (IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 e IL-21), las cuales se
caracterizan por estar involucradas en diversos procesos biologicos en células inmunitarias, como
IL-7 o IL-15 en la persistencia y desarrollo de células T CD8+ de memoria (Lin J.X. y Leonard
W.J., 2018). Estas citocinas son esenciales en la homeostasis de las células T CD8+ de memoria. Se
demostrd que la inyeccion del complejo IL-2/anti-IL-2 Ab aumenta la actividad biologica de IL-2
induciendo la proliferacion homeostatica de las células T CD8+ de memoria en ratones (Boyman,
2006). Paralelamente, un enfoque similar usando el complejo IL-4/anti-IL-4 Ab también indujo la
proliferacion de las células T del fenotipo de memoria CD8+, lo que sugiere un papel para IL-4 en
el mantenimiento de las células de memoria. Del mismo modo, se observd proliferacion del
fenotipo de memoria de células T CD8+ en respuesta a la IL-4 producida después de la activacion

de NKT (Ventre et al., 2012).
Las células T CD8+ de memoria son capaces de persistir durante mucho tiempo en el huésped de

manera independiente del antigeno y del TCR, pero dependiente de las citocinas (Geginat, et al.,

2003). En la Tabla 2, se hace un resumen bibliografico de las citocinas involucradas en la
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diferenciacion de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria. Algunos estudios han

demostrado que ciertas citocinas favorecen preferencialmente la generacion de TCM o de TEM.

Tabla 2. Citocinas involucradas en la diferenciacion de linfocitos T CD8+ de memoria

Citocinas involucradas en la generacion de T CD8+ de memoria

central

Citocinas involucradas en la generacion de T CD8+ de memoria

efectora

IL-2
(Obar y LeFrangois, 2010)

IL-4
(Cho et al., 2012) ; (Sallusto, Geginat & Lanzavecchia, 2004)

1L-7
(Huster et al., 2004); (Purton et al., 2008); (Willinger, et al., 2005)
IL-33
(Yang et al., 2011)
IL-15 IL-15
(Obar y LeFrancois, 2010) (Rautela & Huntington, 2017)
IFN-y IFN-y
(Geninat et al., 2003) (Miyajima et al., 2017)
TNF-a TNF-o,

(Golubovskaya); (Wu, 2016)

(Obar y LeFrangois, 2010); (Willinger, et al., 2005)

En verde, citocinas involucradas en la induccion de cada tipo de memoria; en rojo, citocinas involucradas en la generacion de los dos
tipos de memoria.

La capacidad tnica de las células T CD8+ de memoria para experimentar proliferacion
homeostatica en respuesta a IL-15 e IL-7 permite su autorrenovacion y el mantenimiento de un
conjunto funcional de células T de memoria que pueden responder rapidamente a la reinfeccion y

conferir inmunidad protectora (Wherry et al., 2004).

Estudios in Vitro demostraron que la activacion mediada por antigenos de las células T CD8+ en la
presencia de IL-2 o IL-15 resulta en la generacion de células efectoras de tipo TEM o TCM,
respectivamente (Obar & Lefrangois, 2010). La familia de las citocinas yc contiene 6 miembros; IL-
2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, e impactan en la diferenciacion de las células de memoria. Estas
fases de una respuesta de células T y el consiguiente mantenimiento de las cé¢lulas T de memoria
estan formadas por las citocinas, especialmente IL-2, IL-7 e IL-15. La produccion en estado
estacionario de IL-7 e IL-15 es necesaria para la proliferacion y la supervivencia homeostatica de
las células T de memoria CD4+ y CD8+. Durante las respuestas inmunes, los niveles aumentados
de IL-2, IL-15, IL-21, IL-12, IL-18 e interferones de tipo I determinan el potencial de memoria de
las células efectoras especificas de antigeno CD8+, mientras que el aumento de IL-2 e IL-15 causa

la proliferacion de células T heterologas de memoria CD4+ y CD8+ (Raceber, et al., 2018).
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La proliferacion y la supervivencia homeostatica de las células T CD8+ de memoria dependen
principalmente de IL-15 y en menor medida de IL-7. IL-15 conduce en la memoria a las células T
CD8&+ a través de los factores de transcripcion T-bet y Eomesodermina. IL-7 es la segunda citocina
critica para la homeostasis de células T CD8+ de memoria. La proliferacion homeostatica de las
células T de memoria CD8+ se atenia significativamente en ratones IL-77" y puede inhibirse
bloqueando IL-7 e IL-15. Aunque IL-15 e IL-7 son fisiologicamente los reguladores mas
prominentes de la homeostasis de las células T CD8+ de memoria, otras citocinas pueden afectar de

manera similar a las células T CD8+ de memoria (Raeber, et al., 2018).

Las moléculas IL-4 producidas por células NKT conllevan a una diferenciacion de los timocitos
positivos para CD8 a linfocitos T CD8+ con fenotipo de memoria, también llamadas células T
CDS8+ innatas (Ventre et al., 2012). La interleucina IL-4 es capaz de desregular negativamente, in
Vitro e in Vivo en un ambiente dependiente de STAT6, la expresion especifica de memoria de
NKG2D, molécula involucrada en la inmunovigilancia y presente en linfocitos T de memoria
activados, aumentando asi el umbral de activacion de las células T CD8+ de memoria.
Adicionalmente, IL-4 inhibe la activacion y diferenciacion a células efectoras de las células de
memoria in Vivo, ademas de estar involucrado en la modulacion de la expresion de genes
involucrados en las funciones de T CD8+ de memoria, como la proliferacion celular (Ventre et al.,

2012).

La IL-7 es una proteina de la familia de las citocinas con cadena y en su receptor, también presenta
una cadena o de union a ligando unica. Esta citocina, asi como la citocina IL-15 influyen en la
homeostasis de las células T in Vivo. El mantenimiento del “pool” de células T de periferia con
composicion normal de células “naive” y células T de memoria es respaldada por IL-2, [L-7 e IL-15
(Purton, et al., 2008). Estudios sugieren que IL-7 provee la sefial clave durante la transicion efectora
a memoria (Figura 5), también se ha demostrado que la expresion del receptor IL-7Ra, también
llamado CD127, por si solo es suficiente para asegurar la sobrevida y continuar con la
diferenciacion de las células T CD8+ efectoras. Se ha demostrado que la sefalizacion sinérgica de
IL-7 e IL-15 promueve la formacion de células T CD8+ de memoria y que la presencia de la
interleucina 7 durante la fase de contraccion de los linfocitos T, es capaz de aumentar la
acumulacion células T de memoria antigeno-especificas funcionales (Purton, et al., 2008) (Figura

5).
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Figura 5. Esquema de la evolucion temporal de los linfocitos T CD8+ antigeno-especificos y las
citocinas involucradas en el desarrollo de éstos (Modificada de Purton, et al., 2008). La cantidad de
células T CD8+ antigeno-especificas y la expresion de las citocinas se presentan antes, durante y
después de la infeccion. Los mecanismos que controlan la formacion de células T de memoria atin no es

conocida pero se observa un rol importante por parte de IL-2, IL-7 e IL-15 para regular la homeostasis
de estas células.

En trabajos previos, se ha demostrado que las poblaciones de células T CD8+ efectoras retienen la
expresion de CD127 (IL-7Ra); sin embargo, la sefial de IL-7 no es necesaria para la sobrevida de
estas poblaciones (Obar & Lefrancois, 2010). Esta proteina actia como factor de crecimiento para
los progenitores de los linfocitos T, aunque también esta involucrado en la estimulacion del
crecimiento de linfocitos T maduros (Palomo Gonzalez, 2002). Se ha observado que IL-7 es
necesaria para la supervivencia de las células “naive” y promueve la supervivencia de las células T
CD8+ de memoria y los informes iniciales sugieren que la expresion de CD127 podria usarse para
identificar las células efectoras precursoras de la memoria que muestran una mayor capacidad para
formar células de memoria de larga duraciéon y células efectoras de corta duracion que son
deficientes para generar células de memoria de larga duracién (Martin & Badovinac, 2018). Esta

ultima estimula la proliferacion homeostatica de las células T CD8+ tanto “naive” como de
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memoria, mientras que la IL-15 expande las células T CD8+ de memoria (Schluns & Lefrangois,

2003).

La interleucina 15 (IL-15) es una proteina de unos 14 a 15 kDa secretada por los monocitos y
células epiteliales; sin embargo, se encuentra en una variedad muy grande de tipos celulares y
tienen como blanco celular a los linfocitos T, afectando su proliferacion y generando linfocitos T
citotoxicos especificos (Palomo Gonzalez, 2002). Las células T CD8+ de raton estimulados in Vitro
en presencia de IL-15 adquieren un fenotipo de memoria central, mientras que las células T CD8+
activadas con IL-2 se asemejan a las células T de memoria efectora, indicando que posiblemente
juegue un papel influyente el ambiente de citocinas en el que se encuentren embebidas las células T
CD8+ antigeno-especifico. Se sabe que la IL-15 e IL-7 tienen efectos positivos en el mantenimiento
de la memoria de las células T CD8+ y que el nimero de células T de memoria CD8+ especificas
para un antigeno dado permanece estable durante largos periodos de tiempo (Schluns & Lefrangois,
2003). Debido a que las células T CD8+ de memoria tienen poca respuesta a la interleucina 2, se
presume que la IL-15 actia directamente sobre las células T CD8+ de memoria para inducir la
division celular, mientras que la IL-2 actta indirectamente sobre otro tipo de célula para inhibir la

division de células T CD8+ de memoria (Figura 5).

Por otra parte, las células iNKT estimuladas con el adyuvante a-GalCer se caracterizan por la rapida
produccion de diversas citocinas que incluyen IFN-y, factor de necrosis tumoral, osteopontina, las
interleucinas 2, 4, 10 y 13, el factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos y el factor
de crecimiento transformante o TGF-p (Van Kaer, 2005). A pesar de que se determin6 una gran
liberacion de citocinas por parte de las iNKT estimuladas por este glicolipido, se ha demostrado que
la respuesta inicial estd dominada principalmente por la produccion de IL-4, para después ser
reemplazado por una alta dominancia en la produccion de IFN-y (Van Kaer, 2005).
Adicionalmente, se descubrido que posterior a la activacion de estas células, se lleva a cabo una
activacion de células del sistema inmune como células NK, neutrofilos, macrofagos, células
dendriticas, células B y células T convencionales, evento que también ha sido demostrado al activar

células iNKT humanas (Van Kaer, 2005).

4. ANTECEDENTES
La respuesta inmune innata no siempre es suficiente para eliminar infecciones tales como las del
VPH, requiriendo asi la activacion del sistema inmune celular mediante la produccion de

componentes importantes como las citocinas. Estas moléculas no solamente son capaces de
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encender la respuesta celular, sino que también se han visto involucradas en la estimulacion y
mantenimiento de poblaciones inmunoldgicas implicadas en la generacion de la memoria
inmunolégica. Dada la implicacion en la potenciacion de la respuesta inmune, diversos estudios se
han centrado en la caracterizacion de las poblaciones de memoria en modelos del virus de la
influenza, demostrando que el adyuvante a-GalCer puede ser un inmunoestimulante eficaz. Uno de
estos estudios determind que el adyuvante a-GalCer es capaz de favorecer la generacion de las
células T CD8+ de memoria. Se demostré6 que la inoculacion del adyuvante y el virus de la
influenza A inactivado, tiene la propiedad de promover la sobrevida de las poblaciones de linfocitos
T CD8+ de memoria (Guillonneau, et al., 2009). Por otro lado, en nuestro laboratorio se determind
la capacidad inmunogénica de la proteina E1 del VPH18 en un modelo murino encontrando que los
ratones inmunizados con E1 en combinacion con a-GalCer indujeron la generacion de linfocitos T
CD8+ El-especificos y respuestas NK citotoxicas. De manera interesante, esto correlaciond con la
inhibicion del crecimiento de células de melanoma de raton (B16F0) que expresaron El, en un
modelo de xenotransplante. Estos resultados alentadores se observaron tanto en un protocolo
profilactico como en el terapéutico. Es decir, la combinacion de E1 y a-GalCer podria ser utilizada
como componente tanto en vacunas profilacticas como terapéuticas contra VPH o lesiones por VPH

ya establecidas (Amador Molina, et al., 2019).

Con el fin de lograr una mejor caracterizacion de dicha respuesta, surgio el interés de evaluar el
efecto inmunoestimulante de este tipo de inmunizacion. Es decir, que a través de la estimulacion de
las células iNKT se genere un perfil de citocinas que de forma directa o indirecta sea capaz de
promover la generacion de las poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria El-especificos y no
especificos de bazo de raton. Con ello se pretende caracterizar el perfil de citocinas involucrado en
una posible generacion de linfocitos CD8+ de memoria generados por E1 y a-GalCer, encaminado a
aportar informacion sobre componentes potenciales para el desarrollo de nuevas vacunas contra el

VPH.

5. JUSTIFICACION

A pesar de que existen tratamientos quirirgicos para eliminar lesiones premalignas del cérvix
causadas por VPH, las estrategias terapéuticas con enfoque inmunoldgico son limitadas. Por esta
razon es importante investigar el potencial de antigenos virales para generar respuesta inmune
celular y memoria inmunoldgica, con el fin de generar conocimiento 1util para el desarrollo de

nuevas herramientas en el tratamiento de infecciones ya establecidas por VPH.
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Desde el inicio de su uso en la clinica, las vacunas profilacticas contra VPH han mostrado mas del
90% de eficacia en la prevencion del desarrollo de lesiones de cérvix. Sin embargo, estas vacunas
muestran pobre efecto terapéutico sobre la infeccion preexistente por VPH (Hung, et al., 2008). Con
el fin de eliminar infecciones por VPH ya establecidas, se han desarrollado enfoques
inmunoterapéuticos dirigidos contra células infectadas por VPH-AR para inducir respuestas
inmunes celulares eficaces. De esta manera, surge el interés de encontrar nuevos blancos
terapéuticos y adyuvantes eficaces en la promocion de una respuesta celular que permita la
eliminacion de células infectadas, para lo cual resulta necesario caracterizar los perfiles de citocinas

involucrados en dichas respuestas.

6. HIPOTESIS
La inoculacién con a-GalCer combinado con E1 de VPH18 generara un perfil de citocinas que
favorecera el aumento de poblaciones de células T CD8+ de memoria central y efectora en

comparacion con el generado con E1 solo, en un modelo murino.

7. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar los patrones de citocinas y poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria

inmunolégica, generados por E1 de VPH18, a-GalCer y El/a-GalCer en un modelo murino.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.  Aplicar un esquema de inmunizacion en ratones C57BL6 bajo distintas condiciones
que involucran a la proteina E1 de VPH18 y al adyuvante a-GalCer.
II.  Determinar las poblaciones de memoria central y efectora en los diferentes grupos
de ratones inoculados.
III.  Determinar los niveles de citocinas relacionadas a la respuesta de memoria
inmunolégica de linfocitos T CD8+: 1L-4, IL-7, IL-15 en el suero de los ratones

inoculados bajo los distintos esquemas de inmunizacion.

9. METODOLOGIA

9.1 Protocolo de inmunizaciéon
Se establecio un protocolo de inmunizacion con 4 grupos de 3 ratones cada uno. Se homogenizo6 el
protocolo experimental con la utilizacion de hembras exclusivamente correspondientes a la cepa de

ratones C57BL/6.
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Los ratones C57BL/6 provinieron del Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutriciéon Salvador Zubiran, México. Todos los animales se mantuvieron en un ambiente libre de
patogenos y se alimentaron con pellets (croquetas) y agua ad libitum. Los Comités de Etica de la
Universidad Nacional Autonoma de México y del Instituto Nacional de Cancerologia, México,
aprobaron los procedimientos de cuidado y uso de animales (PAPIIT-IN221810), (017/001/IBI),
(CEI/1076/17). Por ende, se llevaron a cabo todas las reglamentaciones institucionales aplicables

relacionadas con el uso ético de los animales.

Los grupos de ratones fueron inoculados con PBS (Gibco™), a-galactosilceramida (KRN7000),
proteina Elxp.esa y con Elxpesa + a-GalCer. Las dosis administradas para cada uno de los
tratamientos se concentran en la tabla 3. Catorce dias después de la primera inoculacion se
administré un refuerzo a la misma dosis de cada uno de los tratamientos. La administracion del

inoculo se realiz6 via subcutanea en el flanco izquierdo.

Tabla 3. Dosis empleadas en el protocolo de inmunizaciéon

Reactivo Dosis
PBS 50-70 pL
a-GalCer 4 uL
PBS 50-70 pL
Proteina E1,02-¢54 20 pL
PBS 50-70 pL
a-GalCer 4 uL
Proteina E1,02-¢54 20 pL
PBS 30-50 pL

Siete dias después del refuerzo inmunologico, se realizaron las extracciones de sangre periférica
mediante incisiones de menos de 1 cm sobre la cola (incisiones de la vena caudal). Posterior a la
extraccion de sangre periférica, los ratones fueron sacrificados empleando la camara de CO; de
acuerdo con las reglamentaciones indicadas en la NOM-033-SAG/Z00-2014, para la diseccion de

bazo.
9.2 Obtencion de suero a partir de muestras de sangre periférica de ratones C57BL/6.

Se colecto la sangre periférica en tubos estériles sin anticoagulantes y se dejo incubar durante 30

minutos a temperatura ambiente (18-24°C). Posterior a la coagulacion de la sangre, se centrifugaron

35



los tubos a 1800 g durante 15 minutos para separar el suero. Se recolecto el suero evitando tomar el

coagulo. Finalmente, el suero obtenido se alicuotd y almacend a -20°C hasta su uso.

9.3 Cuantificacion de proteinas totales en suero
La cuantificacion de proteinas en suero se llevo a cabo mediante una curva de albumina, utilizando
el método de acido bicinconilico y sulfato de cobre II. En una placa de 96 pozos se realizaron
diluciones de concentraciones conocidas de la proteina albumina (0 a 21 pg, equivalente; 1pg/pL).
Esto se llevo a cabo por triplicado para asegurar reproducibilidad y se leyeron a 540 nm en el lector
de microplacas. A partir de esta curva de concentraciones conocidas de albumina, se determiné las
concentraciones de proteina de cada uno de los sueros obtenidos de ratones, a partir de una

regresion lineal, asegurandose que el valor R? fuera mayor a 0.98.

9.4 Determinacion del perfil de citocinas por inmunoensayo
La determinacion de citocinas en suero se llevdo a cabo mediante ensayos de ELISA indirecto,
utilizando una curva estandar de concentraciones conocidas de cada una de las citocinas de interés
(IL-4: Recombinant Human IL-4 (carrier-free) 574004/25 nug BioLegend ®; IL-7: Mouse IL-
7/Interleukin 7 Protein 50217-MNAE Sino Biological™; IL-15: Human IL-15/IL15/Interleukin 15
Protein (His Tag) 10360-HO7E Sino Biological™). Se usaron controles de isotipo correspondientes
para cada uno de los anticuerpos que detectaban las interleucinas 4, 7 y 15 con la finalidad de
distinguir una posible union inespecifica de los anticuerpos primarios (Goat IgG Isotype Control

02-6202 Invitrogen™, Rabbit IgG Isotype Control Invitrogen™).

El protocolo de ELISA indirecto fue el siguiente:

DIA 1

1. Se diluyé el antigeno a una concentracion final deseada (ug/pL) en DPBS (Gibco™). Se
cubrieron los pocillos de la placa de microtitulacion de PVC de fondo plano con el antigeno,

pipeteando 50 pL de la dilucion de antigeno en los pocillos superiores de la placa.

2. Se cubrio la placa con parafilm e incub6 a 4°C durante toda la noche, en agitacion
constante.

DIA 2

3. Se lavo la placa de tres a cuatro veces llenando los pocillos con 200 pL. de DPBS. Los

lavados se eliminaron colocando la placa sobre un fregadero. Las gotas restantes se eliminaron

golpeando la placa sobre una toalla de papel.
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4. Se bloquearon los sitios de union a proteinas restantes (inespecificidades) en los pocillos

recubiertos agregando 200 pL de buffer de bloqueo (DPBS/suero fetal bovino 5%).

5. Se cubrio la placa e incub6é durante al menos dos horas a temperatura ambiente, en
agitacion.

6. Se lavo la placa de dos a tres veces con DPBS.

7. Se afiadieron 100 pL de anticuerpo primario diluido (1:250 para interleucinas 4, 7y 15) a

todos los pocillos (IL-4: IL-4/IL4/Interleukin-4 Antibody, Rabbit Pab 51084-RPO1 Sino
Biological™, IL-7: IL-7 Polyclonal Antibody PA5-46944 ThermoFisher SCIENTIFIC ™, IL-15:
Purified Rabbit Anti-mouse IL-15 TP242 de Torrey Pines Biolabs Inc.).

8. Se cubrio la placa e incub6 toda la noche a 4°C, en agitacion constante.
DI4 3
9. Se lavo la placa de cuatro a cinco veces con DPBS.

10. Se agregaron 100 pL de anticuerpo secundario conjugado (Goat Anti-rabbit IgG, HRP
Invitrogen™; Rabbit Anti-goat, HRP Invitrogen™; Goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody,

HRP Invitrogen™), diluido a una concentracion de 1:10 000 en el buffer de bloqueo justo antes de

Su uso.

11. Se cubrio la placa e incub6 dos horas a temperatura ambiente.

12. Se lavo la placa de cuatro a cinco veces con DPBS.

13. Se agregaron 100 pL de la solucion de sustrato (substrate reagent A: substrate reagent B,

BD OptEIA™; 1:1), la cual se prepard 15 minutos antes de ser utilizada, a todos los pozos e incub6
30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

14. Se agregaron 50 pL de solucion de paro (Stop solution, BD OptEIA™) a cada pozo y se
ley6 a 450 nm en el lector de ELISA, antes de que transcurrieran 30 minutos.

Una vez obtenidas las lecturas de ELISA en unidades absorbancia de luz a una longitud de onda de
450 nm, se extrapolaron en las curvas estandar de concentraciones conocidas del analito con el fin
de determinar la concentracion en unidades de picogramos/ul. de cada uno de los sueros problema.

Se tomaron tinicamente las rectas con valor de R? mayor a 0.98.

Para realizar dicho calculo se utilizd el software https://www.elisaanalysis.com/ (Durante

Septiembre-Diciembre 2019) y se graficaron en el software GraphPad Prism.

9.5 Obtencion de linfocitos T CD8+ de bazo de ratones C57BL/6 inmunizados
Una vez sacrificados los ratones, se realizd la extraccion del bazo mediante una incision en la

cavidad abdominal. Los bazos fueron extirpados y colectados en tubos estériles con PBS estéril.
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Con el fin de obtener las células de tejido (bazo); se colocé el bazo en un tamiz celular estéril de 70
um (Corning™ Life Sciences) anexada a un tubo coénico de 50 mL y se macerd, dejando caer el

resultante en un tubo.

Los esplenocitos totales fueron lavados con PBS y centrifugados a 1,600 rpm por 5 minutos. El
botén celular fue incubado con solucion de lisis (Becton Dickinson Pharm Lyse™) por dos minutos
a 37 °C para eliminar eritrocitos. Posteriormente se detuvo la reaccion de lisis diluyendo con 40 mL

de PBS y se centrifugé a 1,600 rpm por 5 minutos.

A partir del boton de esplenocitos libre de eritrocitos se llevd a cabo la purificacion de linfocitos T
CD8+ usando el Kit de Miltenyi Biotec (CD8a+ T Cell Isolation Kit II/ LS QuadroMACS™), el
cual realiza una separacion magnética, la cual consiste en la utilizacion de anticuerpos especificos

para todos los tipos de células del bazo, con excepcion de los linfocitos T CD8+.

Una vez purificados los linfocitos T CD8+, se evaluod su viabilidad por conteo celular con azul de

tripano y posteriormente se determiné su pureza a través de citometria de flujo.

9.6 Determinacion de T CD8+ de bazo de ratones C57BL/6 inmunizados mediante
citometria de flujo
Una vez aislados los linfocitos T CD8+ de bazo mediante seleccion negativa, se evaluo la pureza de
estas muestras a través de citometria de flujo usando los anticuerpos anti-CD3 (PE anti-mouse CD3,
BioLegend ®) y anti-CD8 (PE anti-mouse CD8a, BioLegend ®) (Figura 10). La determinacion del
marcaje de linfocitos T CD8+ se evalud tanto en esplenocitos totales, fraccion libre de células

CD8+ y de fraccion enriquecida de linfocitos T CD8+.

Una vez que la pureza fue determinada, se identificaron los fenotipos de memoria de linfocitos T
CD8+ empleando los siguientes anticuerpos monoclonales: BV421-A CD127+ (Brilliant Violet
421™ anti-mouse CDI127 (IL-7Ra), BioLegend ®) y PErCP- A CD62L+ (PerCP anti-mouse
CD62L, Biolegend ®). Las muestras celulares fueron adquiridas en el citometro de flujo
FACSAria™ II (Becton Dickinson) empleando el software FACS Diva 8.0.1. Los resultados
obtenidos fueron analizados en el software FlowJo version 10.2. Se adquirieron 50,000 eventos por

muestra.

9.7 Analisis Estadistico
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9.7 Andlisis Estadistico

El analisis estadistico se realiz6 a través de ANOVA de una cola y con una prueba de Tukey’s post-
analisis, usando el software GraphPad Prism. Las barras representan el error estandar de la media

(SEM) y los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

10. RESULTADOS

10.1 Patron diferencial de las citocinas IL-4, IL-7 e IL-15 en ratones inmunizados

con o-GalCer + E1

El objetivo de este trabajo fue determinar los patrones de citocinas involucrados en el
establecimiento de fenotipos de memoria de linfocitos T CD8+, asi como los porcentajes de dichos
linfocitos, generados por la administracion de la proteina E1, a-GalCer o su coadministracion. Para
ello, se inmunizaron ratones C57BL6 en 4 grupos diferentes como se describe en materiales y

métodos.

En la figura 6A, se muestra la cuantificacion de la IL-4 purificada, obtenida mediante una curva
estandar. Cabe hacer notar que en esta curva se empleo a la interleucina 4 purificada, a diferentes
concentraciones (rango de 0.00000005 pg/pl a 0.5ug/pl) y se utilizo el anticuerpo primario anti-1L-
4 para su deteccion mediante un anticuerpo secundario acoplado a HRP, obteniendo asi sefial

colorimétrica (reaccion de Biuret). La sefial se midi6 en un lector de ELISA a 450 nm.

Los niveles de citocinas cuantificados por ensayos de ELISA de cada uno de los grupos de ratones
indicaron que la citocina IL-4 aumento6 significativamente en el grupo inmunizado con a-GalCer +
la proteina E1 con respecto a todos los demas grupos, alcanzando niveles por arriba de 300 pg/ul.
Por ejemplo, a-GalCer + E1 presenta niveles de IL-4 de casi 3 veces sobre aquellos presentados por
la inmunizacién de E1 sola. Sin embargo, aquellos inmunizados solo con E1 también mostraron un
aumento significativo con respecto al grupo control (PBS), por arriba de 100 pg/ul (casi 100 veces

mas) (Figura 6B).
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Figura. 6 Los niveles de interleucina 4 aumentaron significativamente en los grupos inoculados
con o-GalCer y la proteina viral E1. A) Curva estandar anti-IL-4 (Fg/ pL), R*=0.992. B)
Cuantificacion de los niveles de la proteina interleucina 4 (pg/uL) en ratones C57BL/6 21 dias post
inmunizacion (4 grupos, n=3; PBS vs. E1, p=0.0014; PBS vs. a-GalCer, p=0.2935; PBS vs. a-GalCer +
E1l, p<0.0001; E1 vs. a-GalCer, p=0.047; E1 vs. a-GalCer + E1, p<0.0001; a-GalCer vs. a-GalCer + E1,
p<0.0001). Significancia p > 0.05.

Después de determinar que las inmunizaciones con E1 y mayormente con a-GalCer + E1 inducen la
produccion de 1L-4, se procedio de la misma manera a cuantificar los niveles de IL-7 en los mismos
esquemas de inmunizacion. En la figura 7A se observa la curva de estandarizacion para medir, en
esta ocasion, a la interleucina 7 con anticuerpos especificos (Ver procedimiento descripcion figura
6A). Como se observa en la figura 7B, solo el grupo inmunizado con a-GalCer + E1 mostr6 un
aumento significativo de IL-7 en suero de ratones, en relacion a los otros grupos, alcanzando
niveles de 3000 pg/ pL. Por ejemplo, los niveles de interleucina 7 son 3 veces mas que aquellos

presentados en el grupo inmunizado con la proteina E1 sola.
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Figura 7. Los niveles de interleucina 7 aumentaron significativamente en los grupos inoculados
con a-GalCer y la proteina viral E1. A) Curva estindar anti-IL-7 (pg/ pL), R’>= 0.994. B)
Cuantificacion de los niveles de la proteina interleucina 7 (pg/ pL) en ratones C57BL/6 21 dias post
inmunizacién (4 grupos, n=3; PBS vs. E1 p=0.9420, PBS vs. a-GalCer p=0.3643, PBS vs. a-GalCer +
E1 p<0.0001, E1 vs. a-GalCer p=0.4820, E1 vs. a-GalCer + E1 p<0.0001, a-GalCer vs. a-GalCer + E1
p=0.0201). Significancia p>0.05.

Nuestros resultados muestran que las interleucinas 4 y 7 aumentaron significativamente en los
ratones inmunizados con E1 + a-GalCer y cabe resaltar que se ha reportado que éstas juegan un
papel importante en la generacion de linfocitos de memoria (Ventre et al.,, 2012; Schluns &
Lefrancois, 2003), lo que sugiere que con esta inmunizacion se esté estimulando una respuesta de

memoria.

Por otro lado, la interleucina 15 tambien ha sido reportado como una de las principales citocinas de
generar un ambiente propicio para la diferenciacion a poblaciones de memoria. Para medir esta
interleucina en nuestro modelo, también realizamos una curva estandar con proteina IL-15
purificada y su respectivo anticuerpo (Figura 8A). Sin embargo, en nuestros resultados observamos
que en los niveles séricos de IL-15 en ratones inmunizados no hubo cambios estadisticamente
significativos entre ninguno de los grupos (Figura 8B). Aun asi, se pudo observar una tendencia en
la cual las concentraciones sericas de IL-15 presentaron un aumento en ratones inmunizados con E1

+ a-GalCer, con niveles cercanos a 2000 pg/pL.
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Figura 8. Los niveles de interleucina 15 muestran una tendencia al aumento en los grupos
inoculados con a-GalCer y la proteina viral E1. A) Curva estandar anti-IL-15 (pg/uL), R?= 0.999. B)
Cuantificacion de los niveles de la proteina interleucina 15 (pg/ pL) en ratones C57BL/6 21 dias post
inmunizacién (4 grupos, n=3; PBS vs. E1 p=0.9888, PBS vs. a-GalCer p=0.8451, PBS vs. a-GalCer +
E1 p=0.2418, E1 vs. a-GalCer p = 0.9613, E1 vs. a-GalCer + E1 p=0.3569, a-GalCer vs. a-GalCer + E1
p=0.5015). Significancia p>0.05.

10.2  Evaluacion de perfiles de linfocitos T CD8+ de memoria inmunologica

Simultdineamente a la determinacion de citocinas mediante ensayos de ELISA indirecto, se
determinaron los porcentajes de linfocitos T CD8+ mediante citometria de flujo a través de los
marcajes de las moléculas CD62L y CDI127. El uso de estos marcadores de memoria ha sido
ampliamente reportado en modelos de raton (Henao-Tamayo et al., 2010; Curiel, 2013; Huster et
al., 2006) y permiten identificar diferentes poblaciones de memoria como se indica en la figura 9.
La fraccion de células que son doble positivas para los dos marcadores (CD62L+/CD127+)
corresponde a la fraccion de memoria central (TCM), en el cuadrante superior derecho. Por otro
lado, la poblacion celular positiva solamente a CD127 corresponde a los linfocitos de memoria

efectora (TEM), en el cuadrante inferior derecho.
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Figura 9. Representacion biparamétrica en 2D (Dot plot density). Seleccion de las poblaciones de
linfocitos T CD8+ de memoria mediante citometria de flujo. Se utilizaron los marcadores de superficie;
CD62L+PerCP-A y CD127+BV421-A. Cuadrante superior izquierdo; Células T CD8+ intermediarias
(Cd62L+/Cd127-), Cuadrante inferior izquierdo; Células T CD8+ efectoras (Cd62L-/Cd127-), Cuadrante
superior derecho; Células T CD8+ de memoria central Cd62L.+/Cd127+), Cuadrante inferior derecho;
Células T CD8+ de memoria efectora (Cd62L+/Cd127-).

10.3  Evaluacion de la pureza de los linfocitos T CD8+ purificados de bazo

Para evaluar el porcentaje de linfocitos T CD8+ de memoria en cada uno de los grupos de ratones,
primero se purifico toda la poblacion de CD8+ de bazo por separacion magnetica como se describe
en materiales y metodos. Se verifico que el porcentaje de pureza de la poblacion de linfocitos T
CD8+ fuera mayor a 88%, lo cual corresponde al minimo indispensable de pureza que sefiala el

fabricante.
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PURIFICACION DE LINFOCITOS (CD8+/CD3+) de BAZO
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Figura 10. Purificacién de linfocitos T CD8" a partir de esplenocitos por medio del kit CD8a+ T
Cell Isolation Kit mouse. Dot blots representativos de las poblaciones purificadas; A) Esplenocitos
totales tefiidos con anti-CD3 y anti-CD8 para identificar el total de linfocitos T CD8+ esplénicos (14.9
%). B) Fraccion celular después de aislar linfocitos T CD8+ (5.47 % de linfocitos T CD8+). C) El
porcentaje de pureza corresponde a un 93.8 %, posterior a la purificacion magnética. D) Histograma que
ejemplifica las tres poblaciones de linfocitos T CD8+ identificadas en: A, B y C) (intensidad de
fluorescencia para PE-A; positivididad para el marcador CD8+) obtenidas mediante la purificacion de
espenocitos y linfocitos T CD8+ de bazo de raton.

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos de la purificacion de los linfocitos T CD8+
obtenidos de los esplenocitos recolectados de los bazos de raton, una vez finalizado el periodo de
inmunizaciones. Las fracciones celulares correspondientes a las mostradas en la figura 10D
demostraron una baja contaminacion entre poblaciones previamente identificadas (Figura 10A, B).
Ademas de haber obtenido un alto porcentaje de pureza al finalizar la separacion magnética

corresponde como se muestra en la figura 10C.

10. 4 Aumento de las poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria en ratones

inmunizados
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Posterior a este enriquecimiento de linfocitos T CD8+, el andlisis de citometria mostro6 la presencia
de una poblacion tinica con respecto a sus cardcteristicas de tamafio y complejidad, la cual fue
incubada con controles de isotipo para definir los cuadrantes negativos a las moléculas CD62L y
CD127 (Figura 11 B y C). La figura 11 D, se muestran las poblaciones de memoria central y
efectora en cada uno de los tratamientos. Se observa que en los ratones con PBS no presentan un
enriquecimiento en las poblaciones de interés. Sin embargo, los ratones inmunizados con E1 si bien
no presentan un enriquecimiento en las poblaciones de interés, tienen un marcaje positivo a CD62L,
que corresponden a las poblaciones de linfocitos T CD8+ con un fenotipo intermedio descritas
previamente (Bachmann, et al., 2005). Por otro lado, en los linfocitos de los ratones inoculados
tanto con o-GalCer como con a-GalCer + El, se muestra un incremento significativo de las

poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria central y efectora (Figura 12).
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Figura 11. Acotamiento de subpoblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria. A) Seleccion de los
singletes, evitando los falsos positivos. B) A partir de la seleccion de células individuales, se analizaron
por las caracteristicas de complejidad y tamafio, observandose una poblacion unica. C) A partir de esta
poblacion se delimitaron los cuadrantes positivos a las marcas de c¢d62L y cd127, gracias al uso de
anticuerpos de isotipos, para determinar la presencia de pegado inespecifico. D) A partir de la
delimitacion de los cuadrantes, se aplicé el andlisis a todas las muestras problema. Diagramas Dot-plot
density para las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ de bazo de ratones C57BL/6 21 dias post
inmunizacion (4 grupos, n=3), marcados con los siguientes marcadores de superficie: CD62L+PerCP-A
y CD127+BV421-A; PBS: Células T CD8+ intermediarias (Cd62L+/Cd127-) x=4.6%; Células T CD8+
efectoras (Cd62L-/Cd127-) X = 94.26%; Células T CD8+ de memoria central (Cd62L+/Cd127+)
x=0.193%; Células T CD8+ de memoria efectora (Cd62L+/Cd127-) =0.953%. E1: Células T CD8+
intermediarias (Cd62L+/Cd127-) X=95.16%; Células T CD8+ efectoras (Cd62L-/Cd127-) X=2.613%;
Células T CD8+ de memoria central (Cd62L+/Cd127+) x=2.166%; Células T CD8+ de memoria
efectora (Cd62L+/Cd127-) x=0.0463%. a-GalCer: Células T CD8+ intermediarias (Cd62L+/Cd127-)
X=2.193%; Células T CD8+ efectoras (Cd62L-/Cd127-) X=31.863%; Células T CD8+ de memoria
central (Cd62L+/Cd127+) X=21.466%; Células T CD8+ de memoria efectora (Cd62L+/Cd127-)
x=44.433%. a-GalCer + E1: Células T CD8+ intermediarias (Cd62L+/Cd127-) X=5.15%; Células T
CD8+ efectoras (Cd62L-/Cd127-) X=7.506%; Células T CD8+ de memoria central (Cd62L+/Cd127+)
X=61.133%; Células T CD8+ de memoria efectora (Cd62L+/Cd127-) X=26.2%.

El anélisis de las poblaciones de memoria muestra que en los ratones inmunizados con a-GalCer +
E1l y a-GalCer incrementaron las poblaciones de memoria central (CD62L+/CD127+; Figura 12-A)
y memoria efectora (CD62L-/CD127+; Figura 12-B), resaltando que el mayor porcentaje de
linfocitos TCM son los mas altos con la inmunizacion de a-GalCer + E1, representando un 61.133%
de los linfocitos totales; mientras que el nivel mas elevado de linfocitos TEM se observa con la
inoculacion de a-GalCer solo, representando 44.433% de los linfocitos totales (vs. 26.2% con a-

GalCer + E1).
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Figura 12. Cuantificacion de las poblaciones de células T CD8+ de ratones C57BL/6 21 dias post
inmunizacién. A) Diagrama de dispersion de los porcentajes de células T CD8+ Cd62L+/Cd127+
(TCM) de bazo para los 4 grupos de ratones (n=3). Analisis estadistico; PBS vs. E1, p=0.9976; PBS vs.
a-GalCer, p=0.2691; PBS vs. a-GalCer + E1, p=0.0021; E1 vs. a-GalCer, p = 0.3392; E1 vs. a-GalCer +
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E1, p=0.0025; a-GalCer vs. a-GalCer + E1, p=0.0250. Significancia p>0.05. B) Diagrama de dispersion
de los porcentajes de células T CD8+ Cd62L-/Cd127+ (TEM) de bazo para los 4 grupos de ratones
(n=3). Analisis estadistico; PBS vs. E1, p=0.9997; PBS vs. a-GalCer, p<0.0001; PBS vs. a-GalCer + E1,
p=0.0029; E1 vs. a-GalCer, p<0.0001; E1 vs. a-GalCer + E1, p=0.0026; a-GalCer vs. a-GalCer + E1,
p=0.0210. Significancia p>0.05.

Se mostré un aumento significativo con los distintos tipos de inmunizacioén en el porcentaje de
poblaciones tanto de memoria efectora (hasta aproximadamente un 40%) como de memoria central
(hasta aproximadamente un 60%). Especificamente, como se puede observar en la figura 12-A, en
el caso del fenotipo de memoria central, se encontrd que los ratones coinmunizados con a-GalCer y
E1 mostraron un aumento significativo para la poblacion de memoria central con respecto a todos
los grupos de ratones. Respecto a la subpoblacion de memoria efectora T CD8+, se detectd un
aumento significativo en ratones inmunizados con a-GalCer solo y co-inmunizados con la proteina
viral EIl con respecto a los demas grupos (Figura 12-B). En ambos casos, puede verse que el uso
de a-GalCer promueve la generacion de fenotipos de memoria CD8+ (Figural2). Sin embargo,
resulta interesante que el efecto de a-GalCer es mayor en TEM cuando se inocula solo, que
combinado con El, mostrando que a-GalCer estimula la generacion de células de memoria sin

especificidad antigénica.

11. DISCUSION

El Virus del Papiloma humano es el agente etioldgico del cancer de cuello uterino, en México se
posiciona como el tercer lugar en incidencia y es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres.
A pesar de que aproximadamente el 90% de las infecciones por VPH pueden ser revertidas
espontaneamente en mujeres inmunocompetentes (Rincon L., et al., 2007; Tindle R., 2002), se ha
reportado que un 10 a 15% de mujeres sexualmente activas no produce una respuesta inmune
eficiente contra el VPH (Stanley, et al., 2007). Se sabe que en los pacientes que revierten de manera
natural la infeccion, una de las principales respuestas inmunes empleadas por el organismo para
eliminar células infectadas es la respuesta celular mediada por linfocitos T CD8+ (Rincon, O., et al.,
2007; Erazo-Luna & Velasquez-Lopera, 2019; Nicol, et al., 2005). Cuando esta respuesta no es
suficientemente efectiva para eliminar estas infecciones, se ha visto que el uso de adyuvantes
inmunologicos mejora dicha respuesta. Se ha demostrado que la mayoria de los adyuvantes son
efectivos para potenciar una respuesta humoral que involucra anticuerpos. Sin embargo, a-GalCer
es un adyuvante que promueve preferentemente una respuesta inmune T CD8+ especifica de

antigeno (Adotevi, et al. 2007).
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Se ha reportado que a-GalCer es capaz de inducir poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria
antigeno-especificos, en modelos que utilizan antigenos del virus de influenza (Guillonneau et al.,
2009). En particular, los autores encontraron un aumento significativo de las poblaciones de
linfocitos T CD8+ de memoria central. En nuestro trabajo confirmamos la eficacia del adyuvante a-
GalCer como potente estimulador de la respuesta inmune de memoria. Asi, confirmamos que la
presencia de un coestimulante, como lo es el fragmento de la proteina viral E1 que utilizamos,
aumenta significativamente la respuesta de memoria, tanto la central como la efectora. Ademas,
resulta interesante que nosotros observamos que la inoculacion con a-GalCer sin antigeno también
mostré un incremento significativo en la respuesta de memoria efectora, que no habia sido
previamente demostrado, lo que abre un area de interés para analizar en el futuro la implicacién de
esta respuesta, que probablemente en presencia de un antigeno podria favorecer la rapidez de la
activacion de la respuesta inmune. Por otro lado, resulta necesario demostrar la especificidad de la

respuesta contra E1 en nuestro modelo.

Hallazgos de nuestro laboratorio demuestran que la inoculacion con a-GalCer junto con la proteina
E1l es capaz de generar células T CD8+ antigeno especificas en un modelo murino (Amador-Molina
et al., 2019). De esta manera, en el presente estudio evaluamos los perfiles de citocinas involucradas
en la generacion de poblaciones de memoria, ya que no existen hallazgos que sefialen si a-GalCer
co-administrado con un antigeno proteico promueve citocinas que favorezcan la diferenciacion de

linfocitos T CD8+ efectores a linfocitos T CD8+ de memoria central y memoria efectora.

Para evaluar esta hipotesis se inmunizaron ratones con PBS, E1, a-GalCer y a-GalCer + E1 y se
determinaron, como primer acercamiento, los niveles séricos de I1L-4, IL-7 e IL-15. Estas citocinas
estan involucradas principalmente en el mantenimiento y la induccion de sefales antiapoptoticas.
Por lo tanto, nos interesamos en conocer los perfiles de citocinas especificos para la generacion de
diferentes poblaciones de memoria, en un modelo murino inmunizado por a-GalCer y la proteina

viral E1 (Tabla 2).

En este trabajo observamos un aumento significativo de las IL-4 e IL-7 en los ratones
coinmunizados con la proteina viral E1 y a-GalCer. Es relevante mencionar que estas citocinas
estan clasificadas como moléculas importantes en la generacion de linfocitos T CD8+ de memoria
debido a su capacidad de inducir la proliferacion de los linfocitos T CD8+ de memoria, asi como su
mantenimiento (Ventre et al., 2012; Schluns & Lefrangois, 2003). Los resultados obtenidos en

nuestros inmunoensayos indican que las citocinas IL-4 e IL-7 se encuentran aumentadas
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significativamente en ratones inmunizados con la proteina E1/a-GalCer con respecto a los demas
grupos. Se observaron diferencias significativas para dos de las tres citocinas evaluadas, lo cual
podemos atribuir al hecho de que todas forman parte de la familia de citocinas yc, las cuales han
sido previamente reportadas como participes de la diferenciacion de las células de memoria
(Raeber, et al., 2018). Por otro lado, estas dos citocinas juegan un importante papel en la
estimulacion de las poblaciones de memoria de linfocitos T CD8+. Por ejemplo, Nanjappa et al.,
(2008) determinaron que la inoculacion con la IL-7 durante la fase de contraccion de una respuesta
de células T tiene la capacidad de aumentar las concentraciones de células T de memoria viral-
especificas. Mientras que la interleucina 4, producida por las células NKT, las cuales fueron
directamente estimuladas por el adyuvante a-GalCer (Hill & Sarvetnick, 2002), conllevan a una
diferenciacion de los linfocitos T CD8+ a un fenotipo de memoria, asi como su diferenciacion en

células citotoxicas activas (Ventre et al., 2012).

En el caso de las interleucinas 7 y 15 se observé un aumento en las concentraciones en suero de los
ratones inmunizados, aunque este aumento no fue significativo (Figura 7 y 8). Este aumento podria
deberse a la capacidad estimuladora del adyuvante a-GalCer. Por otro lado, en el caso de la
interleucina 4 (Figura 6) se observa un aumento significativo, en presencia del antigeno E1, que
aumenta con el adyuvante. La IL-4 es una citocina que regula multiples funciones bioldgicas, esta
involucrada en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis de varios tipos celulares de origen
hematopoyético y no hematopoyético durante una respuesta inmune normal, entre numerosas otras

funciones (Zamorano, Rivas & Pérez-G, 2003).

Se pudo observar la generacion de linfocitos T CD8+ sin especificidad antigénica, estimulados por
la inoculacion del adyuvante o-GalCer. En este caso cabe resaltar que se ha descrito una
subpoblacion de linfocitos T CD8+ de memoria conocidas como células innatas de memoria que

podrian explicar en parte este efecto (Ventre et al., 2012).

Las células de memoria innata se definen como el linaje o fenotipo de células T de memoria,
normalmente en estado latente, cuyo estado de exposicion al antigéno es nulo (Jacomet et al., 2015).
Estas cé¢lulas comparten diversas caracteristicas con las células de memoria antigeno-especificas, tal
como su capacidad inmediata de secresion de IFN-y en respuesta a la activacion de su TCR (Ventre
et al., 2012). La generacion de este fenotipo celular esta impulsada por la estimulacion del TCR por
la respuesta a ciertas citocinas (Jameson, Lee & Hogquist, 2015). Esto puede correlacionarse con

nuestros hallazgos, ya que las interleucinas evaluadas: IL-4, IL-7 e IL-15, forman parte de las
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citocinas involucradas en este proceso de diferenciacion para este tipo de fenotipo de memoria,
especialmente de la IL-4, para la cual ya se ha reportado una subpoblacion conocida como «células
de memoria IL-4 inducidas» (Jameson, Lee & Hogquist, 2015). Estas ultimas, pueden ser
primariamente detectadas en el timo (Lee et al., 2011), 6rgano linfoide del cual fueron extraidos en
este trabajo, todos los linfocitos T CD8+ de memoria. Al haber estimulado la activacion de las
células iNKT, se incentivo la produccion y liberacion de IL-4, promoviendo este subtipo celular,
correlacionando los datos obtenidos en el aumento de esta citocina (Figura 6B) y el aumento de las

poblaciones de memoria en los grupos de ratones inoculados con a-GalCer solo (Figura 12 A-B).

La relevancia de la presencia de este tipo de memoria radica en que estas células poseen
superioridad funcional sobre las células T CD8+ “naive”, asi como su potencial de respuesta
aumentado para la eliminacion de patdogenos, a pesar de ser menos efectivas contra patdgenos en
comparacion a las células T CD8+ de memoria verdaderas o antigeno-especificas (Ventre et al.,
2012). Auln asi, todavia el papel de esta poblacion y sus funciones bioldgicas alin permanece en

investigacion.

A pesar de que no se observaron diferencias significativas en los niveles séricos de la interleucina
15, se observo una tendencia del aumento de esta citocina en los grupos de ratones inoculados con
a-GalCer +E1 y a-GalCer solo. No se descarta que los niveles de esta citocina puedan ser mas
elevados en tiempos mas largos después del refuerzo inmunolodgico, debido a que es necesaria para

la renovacion proliferativa de las células TCD8+ de memoria virus-especificas (Becker et al., 2002).

Finalmente, un analisis cuantitativo de la interleucina 2 se sugiere con el fin de determinar factores
de regulacion negativa de la proliferacion y diferenciacion de las poblaciones de linfocitos TCD8+
de memoria, ya que se ha reportado que la interleucina-2 puede inducir muerte en las células T
activadas y en las células proliferativas de fenotipo de memoria CD8+ (Ku, 2000). Esto podria dar
un panorama mas completo de los perfiles de citocinas involucradas en la generacion de las

poblaciones de memoria linfocitaria.

Simultaneamente, el analisis de citometria mostré un aumento significativo en las poblaciones de
memoria central y efectora de linfocitos T CD8+ en los ratones coinmunizados con a-GalCer + E1.
En el caso de los linfocitos T CD8+ de memoria central, se observé un aumento significativo en el
grupo de ratones coinmunizados con a-GalCer + E1 ademas de que, al igual que con lo observado

para las citocinas, con excepcion de IL-4, se pudo observar una tendencia en aumento para los
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distintos grupos de ratones y sus porcentajes, siendo el grupo inmunizado con la proteina E1 aquel
en el que los niveles séricos de las citocinas evaluadas fueron los mas bajos y los inmunizados con

a-GalCer y/o la proteina E1, los mas altos.

Los resultados de citometria de flujo se correlacionan con los resultados obtenidos mediante
ensayos de ELISA, donde los niveles séricos de IL-4 e IL-7 estan mas elevados en el grupo de
ratones coinmunizados con a-GalCer y El. Esta correlacion toma importancia ya que estas citocinas
confieren el potencial de proliferacion y diferenciacion de los subconjuntos de células T CD8+ de
memoria (Geginat, et al., 2003). El hecho de que los niveles de IL-7 también se encontraron
aumentados en el grupo de ratones inmunizados con a-GalCer solo, indica que se logra establecer y
mantener una poblacion de células T CD8+ con memoria en ausencia de antigeno. Una de las
ventajas de los TCM es su potencial proliferativo y su inmunidad protectora, la cual indica que la
induccion y el mantenimiento 6ptimos de este subconjunto, asi como el de las células T de memoria
residentes en los tejidos se puede establecer y mantener en ausencia de antigeno (Wherry & Ahmed,
2004). Por lo que el aumento significativo de estas poblaciones celulares necesitaria un perfil de
citocinas idoneo para lograr generar poblaciones de memoria con o-GalCer y EIl, lo que se

correlaciona con los resultados obtenidos (Figura 12 A).

Cabe senalar que los porcentajes en las poblaciones de memoria, asi como los perfiles de citocinas,
pueden fluctuar drasticamente dependiendo del numero de refuerzos inmunologicos, el momento en
el cual se determinen estos parametros durante el protocolo de inmunizacion, asi como la naturaleza

del antigeno y adyuvante (Remy-Ziller et al., 2013).

Por otro lado, se observo un incremento de las poblaciones de linfocitos T CD8+ con fenotipo
"Cd62L"/Cd127", también conocidas como células T CD8+ intermedias, en la citometria de los
bazos de ratones inoculados unicamente con la proteina viral E1 (Figura 11-D). Esta poblacion
celular de fenotipo intermedio o transitorio (Cd62L"/Cd127") se puede originar debido la presencia
de una estimulacion débil y corta del antigeno (Bachmann, et al., 2005). Sin embargo, cabe
mencionar que la generacion de subpoblaciones de células T CD8+ es la consecuencia de la
variabilidad en la intensidad de sefial, que se define como el parametro multifactorial que afecta la
activacion de las células T, incluida la afinidad por el TCR-MHC y el antigeno, la concentracion de

antigeno y el acceso a receptores, coestimuladores y citocinas (Huster et al., 2006).
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El equipo de investigacion de Bachmann en 2005 propuso un modelo en el que las células T CD8+
“naive” se diferencian en el primer encuentro con el antigeno en una etapa intermedia transitoria
(Cd62L7/Cd127"). El mantenimiento de los linfocitos en este fenotipo puede deberse a la ausencia
de expansion clonal periférica. Sin embargo, con una exposicion al antigeno adecuada estas células
se pueden diferenciar a células de fenotipo TEM, con funcioén efectora y con gran potencial de
expansion (Bachmann, et al., 2005). Dicho esto, se puede suponer que podria notarse una respuesta
de memoria diferente a la observada en este trabajo si se modificara el tiempo y dosis de exposicion
al antigeno E1 en los ratones, tomando en cuenta que el contacto adicional con el antigeno también
podria inducir a una regulacion negativa de CD127, provocando que las células no desarrollen
memoria de larga vida (Bachmann, et al., 2005). Todos estos factores deben ser considerados en el

momento de disefiar una estrategia de inmunizacion.

En cuanto a los resultados que se obtuvieron para las poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria
efectora, se observd un aument6 significativo en los ratones inmunizados con a-GalCer solo o
coinmunizado con la proteina E1, con respecto al grupo control y al inmunizado con E1. Para este
fenotipo de memoria no se observd una correlacion con los niveles de citocinas evaluadas, por lo
que se deberia de ampliar el perfil de citocinas con el fin de determinar cuales juegan un papel

importante en este fenotipo de memoria.

De manera conjunta, los resultados sugieren que el adyuvante juega un papel importante en la
generacion del ambiente idoneo para la generacion de los linfocitos T CD8+ de memoria en
presencia de E1, misma que podria proponerse como potencial blanco terapéutico, corroborando
que la inoculacion con a-GalCer combinado con E1 gener6 un perfil de citocinas distinto a aquel
obtenido con E1 solo o en ratones sin inmunizaciones, lo que favorecio el aumento de poblaciones

de células T CD8+ de memoria central y efectora en el modelo murino.

Nuestros resultados resultan prometedores en relacion a que la proteina E1 combinada con o-
GalCer podria incluirse en las formulaciones de vacunas contra VPH, no solo esperando una
respuesta profilactica contra la infeccion, sino también una respuesta terapéutica contra lesiones por
VPH vya establecidas. Con todos los datos recopilados, se pueden proponer componentes y su
posible coinmunizacion con el fin de generar una vacuna altamente inmunogénica,

inmunoestimulante y polivalente.

12. CONCLUSIONES
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12. CONCLUSIONES

La inmunizacion con o-GalCer + E1 promueve el aumento de IL-4 e IL-7, favoreciendo la

generacion diferencial de las poblaciones de memoria de linfocitos T CD8+.

El adyuvante a-GalCer juega un papel importante en la generacion del ambiente idoneo para la
generacion diferencial de las poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria, en coinmunizacion con
la proteina E1, misma que podria proponerse como potencial inmundgeno para vacunas terapéuticas

contra lesiones producidas por VPH.

13. PERSPECTIVAS

Como futura investigacion, se propone realizar experimentos complementarios de mayor n para
establecer un vinculo entre las poblaciones de memoria efectora y el entorno de citocinas,
sugiriendo una n de al menos 5 ratones por grupo o un total de 30 ratones, dato que se ha reportado
para experimentos en los que se lleva a cabo la evaluacion de poblaciones de memoria via priming a
ratones C57BL/6 hembras (Obar & Lefrangois, 2010). Adicionalmente, se sugiere una evaluacion
de las concentraciones de citocinas proinflamatorias, asi como citocinas de la familia yc, las cuales
impactan en la diferenciacion de las células de memoria que no hayan sido evaluadas como IL-2
(Raeber, et al., 2018), INF-y (Geninat et al., 2003) y TNF-o (Golubovskaya y Wu, 2016), citocinas
involucradas en la generacion de poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria central. Finalmente,
evaluar a la citocina IL-33, que junto con la sefializacion de TCR y / o IL-12 promueve la
produccion de IFN-y y estd involucrada en la generacion de un fenotipo de memoria central (Yang

etal., 2011).

Cabe mencionar que seria importante determinar si las poblaciones de memoria observadas en este
trabajo corresponden a poblaciones de linfocitos T CD8+ de memoria antigeno-especificos, con el
fin de evaluar en su totalidad la capacidad del adyuvante y la proteina E1 en nuestro modelo.
Ademas de sugerir una probable relacion entre estas subpoblaciones y la produccion de la IL-15, la
cual es necesaria para la renovacion proliferativa de las células T CD8+ de memoria virus-
especificas (Becker et al., 2002). De este modo, se sugiere determinar los fenotipos de memoria de
linfocitos T CD8+ antigeno-especifico, mediante el empleo de tetrameros disefiados para la
deteccion de linfocitos T CD8+ El-especificos en presencia de a-GalCer, como los empleados en
grupos de trabajo de Adotevi y cols. (2007), en donde se llevdo a cabo la determinacion de
poblaciones antigeno-especificas de linfocitos T CD8+ expuestos a diversos adyuvantes

inmunolégicos.
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