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ABREVIATURAS

ACTH: Hormona adrenocorticotrofica o adrenocorticotrofina

ATP: Adenosintrifosfato

C2, C3 y C5: Componentes del complemento

CacCu: Céncer cérvico uterino

c-mye: gen nuclear involucrado en la inmortalizacién de las células

CRE: elementos de regulacion de clase |

CYP450, CYP1A1 y CYP1A2: enzimas que regulan el metabolismo del estrégeno
DNAc: ADN complementario.

erbB: receptor de membrana que enlaza la hormona del factor de crecimiento epidermal
ERG: Elemento de respuesta 2 glucocorticoides

GM-CSF: Factor de estimulacién de colonias de macrofagos y granulocitos
GM-CSF: Factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos

HC: Hidrocortisona

HCMV: Citomegalovirus

HPV: Virus del Papiloma Humano

HSV: Virus del herpes simple

I3C: Fitoquimico anticancerigeno y antiestrogenico

IFN-y: interferdn gamma

IL: Interleucina

IRE: Elemento de respuesta a interferon

JAW1: Proteina transmembranal que puede funcionar como los TAP

Jun-b: Factor de transcripcién

LMP10: Polipéptido de baja masa molecular 10

LMP2. Polipéptido dc baja masa molecular 2

LMP7: Polipcptido de baja masa molecular 7

MCK-7, MDA MB 231, MDA MB 435, IMIM MA-2 y IMIM MA-3: lineas de céncer
dec mama

MHC-1: Complgjo Mayor de Histocompatibilidad clasc I

NF1: Gen asociado a la neurofibromatosis 1, que implica el desarrollo de multiples
tumores cn ¢l sistema nervioso periférico.

Oct: Elemento especifico de tejido cpitelial,

P97: Promotor transcripcional del HPV

PCT: Proteinas de choque térmice

ras: gen que convicrte GTP a GDP, en la transduecién de sciiales.

RLC: Regidn larga de control

RNAm: ARN mensajero

RT-PCR: Reaccidn de retrotranscripeion y reace1én en cadena de la polimersa
SM: Scgundo mensajero

SP1: Elemento regulador de la transcripeion de DNA en todos los genes de la célula.
TAPI: Transportador asociados con ¢l procesamicnto de antigeno (subunidad 1),
TAP2: Transportador asociados con ¢l procesamiento de antigeno (subunidad 2).
TGE-f}; Factor de Crecimiento Tumoral beta

TH1: tinfocitos que producen entocinas, las cuales faverecen los fenomenos de
inflamagion.



TH2: linfocitos que producen citocinas, las cuales favorecen la inmunidad humoral
TNF-f: Factor de necrosis tumoral beta

Y, X MECL-1: subunidades del proteasoma que se encuentran en el proteasoma sin
estimular con interferén

MECL-1: Complejo Semejante 2l Multicatalitico endopeptidasa-]



RESUMEN

A nivel nacional, el cancer cérvico-uterinc (CaCu) es la primera causa de
muerte por neoplasias entre las mujeres. Esta enfermedad se encuentra asociada
stiologicamente con la infeccién del virus de papiloma humano (HPV); cerca del 90%
de los tumores la presentan. Se ha visto que la transformacién del epitelio por el HPV
s¢ encuentra favorecida por varios factores, tal como la presencia de hormonas
esteroides. Se sabe que estas hormonas aumentan la transeripcion de proteinas
oncogénicas del HPV debido a la interaccidn de ellas con elernentos de respuesta
localizados en el genoma viral. Asimismo en recientes estudios se ha encontrado que
inducen la disminucidn de ta expresion de moléculas clase T del MHC (MHC-I) en
c€lulas infectadas con HPV. En el presente trabajo, znalizamos el efecto de la
hidrocortisona (HC) sobre la transcripcién de las cadenas pesadas de las moléculas
MHC-I y su expresidn en membrana celular, asi como de la transcripcién de las
principales moléculas que intervienen en la via del procesamiento de antigenos por clase
I en varias lineas celulares de cancer cervical: 4 con infeccién de HPV-18 (CALO,
INBL, HELA y VIPA), 2 con HPV-16 (CASKI v SIHA); y 2 sin HPV (C33A v VIBO.
Mediante ¢l analisis de citometriz de flujo, sc encontro que la HC indujo una
disminucion en mayor proporcién de la expresion de MHC-I en las lineas celulares con
HPV: las lincas positivas a HPV-18 presentaron una disminucién de 30 a 50%; y las de
HPV-16 de 20 a 30 %; mientras que en aquellas sin infecciédn con HPV se encontré un
cfecto poco perceptible. El andlisis dc los transcritos de la cadena pesada del MHC-1 y
de Ias moléculas que interviencn cn ¢l proccsamiento de antigenos (TAP-1, TAP-2,
LMP-2, LMP-7, LMP-10, PA28« y PA28B) mcdiante RT-PCR reveld que sélo en
HELA disminuyo la transcripcién de las cadenas pesadas del MHC-I bajo el tratamiento
con la HC, mientras que la transcripeién de las moléeulas del procesamiento antigénico
no fue afectada por la hormona en todas las lincas celulares. El cfeclo de HC sobre la
disminucidn de la expresion de MHC- en la membrana de las células infectadas con
HPV, cstaria principaimente a mvel postrancripeional, en donde ¢l aumento de la
sintesis  de las  proteinas oncogénicas (L6 y E7) inducidas por la HC, afectaria

direetamente ¢l proceso de formacién y maduracidn  de los complejos MHC-I



Finalmente se sugiere que el uso de hormonas estroides en personas que presenten
infeccion con HPV, pueda constituir un factor de riesgo en el desarrollo de las

neoplasias cervicales.



MARCO TEORICO

1.Cancer Cérvico Uterino y Virus del Papiloma Humano

1.1.Céncer Cérvico Uterino

En México las mujeres jévenes en etapas reproductivas estin propensas a sufrir
cancer cérvico uterino (CaCu), siendo asi la primera causa de mortalidad (Meneses et al,
1994; Taylor et al, 1999). Algunos factores de riesgo son: inicio de la actividad sexual a
edad temprana y el nimero de compafieros sexuales, entre otros. Ademads existen
cofactores gue aumentan ¢l mesgo de progresidn a cancer como son: la
inmunosupresién; la influencia de hormonas (esteroides) que favorecen la
susceptibilidad a la infeccidn con ciertos virus, provocando la disminucion de moléculas
clase I en las células infectadas (Bartholomew et al, 1997); infecciones con agentes
sexuales de transmisidn tales como la C trachomatis, que han sido asociados con el
desarrollo de neoplasias cervicales (Murfios y Bosch, 1997; Pavoneen et al, 1990). En
los afios 60 y 70, el CaCu sc asocié etiolégicamente con la presencia del virus Herpes
simple (HSV) y en menor grado con citomegalovirus (HCMV), sin embargo, en lz
mayoria de los cstudios moleculares no se encontraron pruebas contundentes del papel
de estos virus en la transformacion celular v se desechd esa idea (Warness, 1995; Villa
et al, 1997). Mas tarde cn los 80, ia cticlogia viral del CaCu se volvid a retomar cuando
s¢ cncontré una alta frecuencia del HPV cn los tumores. Actualmente con ayuda de
técnicas de biologia molecular, se ha podido constatar que cerca del 98% de los
tumores cxiste la presencia de DNA del HPV, ¢incluso s¢ sabe dcl papel transformante
de algunas proteinas del HPV en fa célula huésped (zur Hauscn, 1991; Bosch ct al,
1995},

1.2 Virus del Papiloma Humano



1.2.1. Estructura del virus.

En la familia de HFV existen mas de 80 tipos, los cuzles se clasifican en dos
grupos: los de alto riesgo (el tipo 16, 18, 31, etc) y los de bajo riesgo (6, 11, 3 etc), cabe
mencionar que cada virus presenta diferente grado de virulencia que los demds; por
ejemplo, el tipo 18 es mas agresivo que el tipo 16, va que clinicamente el tipo 18 esta
siempre asociado con neoplasias intraepiteliales cervicales avanzadas vy carcinomas
cervicales (Chen et al, 1993; Kurman et al, 1988; Matlashewski, 1989; Wright et al,
1989; y Storey et al, 1990).

El HPV posee una simetria icosahédrica y un DNA circular de doble cadena, v
es estrictamente epiteliotrdpico (Pater et al, 1994). El genoma del HPV se compone de
aproximadamente 7904 pares de bases; consta de dos tipos de genes: los genes de
expresion temprana (E, early), que occupan alrededor de 4.5 Kb ¥ sor necesarios para
regular la transcripcion y transformacion de la célula huésped; y los genes de expresion
tardia (L, late), con 2.5 Kb, v codifican a las proteinas de la cépside. El HPV posee en
su DNA una region reguiadora de aproximadamente 1 Kb, que porta 2 su vez el origen
dc replicacion y muchos elementos de control para la transcripeion y rephicacidn viral
(ver figura 1.1). El inico promotor transcripcional presente en el mapa de los HPV cs
designado como p97 (Arbcit et al, 1996 y Parte et al, 1994). En el proceso de
replicacién del genoma viral. el gen E2 tiene un cfecto de represién sobre los oncogenes
EG y E7. Por otro lado, se ha visto que el DNA viral se encucntra en forma episomal
en cstadios de bajo riesgo (como verrugas y displasias del cérvix); mientras en los
carcinomas, el genoma viral se intcgra a Jos cromosomas de la célula huésped, al
integrarse sc produce una ruptura que da origen a grandes fragmentos del genoma viral,
perdiéndosc normalmente los genes L1, L2 v algunos genes tempranos (como E1 y E2);
al perderse E2 sc potencia la replicacion de los genes transformantes E6 y E7
{Matlashcwski ct al, 1989; Tindle 1996; Crusius ct al, 1998; Desaintes y Demeret, 1996;
Duggan-keen ct al, 1998). Las funciones de los genes on ¢ virus se enlistan en ¢l cuadro

1.1,



Cuadro 1.1: Caracteristicas y funciones principales de las proteinas del virus del HPV.

Proteinas Tempranas

i3

Proteina basica unida a zinc, se une a DNA
de doble cadena con alta afinidad.
Inmortaliza las células hiesped y modula la
transcripeién del virus, se une a p53 con la

finalidad de degradarla.

E7

Fosfaproteina nuclear 4cida, unida a zinc.
Inmortaliza las células del huésped y modula
Ia transcripcion del virus. Transforma
cultivos primarios de células de ratén al
cooperar con  ras. Se une a pRb
inactivindolo. Modula indirectamente la

transcripcion.

E2

Regula la transcripeidn viral, se une al DNA|

¥ coopera con El en la replicacion viral.

El

Participa en la regulacién viral, inicia la
replicacion debido a que es una ATPasa
dependientc de DNA v una helicasa de DNA
requerida para 12 sintesis y meodula la

funcion

E4

Participa en la maduracién de las particulas

virales.

ES

Transforma y se pierde durantc la

integractén viral.

Proteinas Tardias.

[TyLi?

Protcinas de [a cipside del virus

Toledo-Cuevas y Garcia Carranca, 1996; Miinger ct al, 1993,



Figura 1.1: Organizacion genémica del virus del papiloma humane. En el
esquema se presentan fos diferentes genes que integran el papiloma: los tempranos
(designados en inglés como early) B, E2, B4, B35, E6 v E7; v los tardios (designados en
inglés later) L1 y 12. El virus posee un promotor temprano denominado p97 y una
regién larga de control (RLC), donde existen varios elementos de respuesta a diferentes

proteinas.

1.2.2. Ciclo celular del virus

De acuerdo con estudios epidemiolégicos, la edad promedio en la cual la
carcinogénesis cervical ocurre con mayer frecuencia es a los 40 afios de edad; el pico
de mayor incidencia dc la infeccidn es a los 20 afios. Después de ocurrida la
introduccion del virus a fa célula huésped, s¢ puede presentar un periodo de latencia
largo entre la infeccién del virus y ¢l desarrollo de cancer {que va de los 20 a 30 afios)
(Fields ct al, 1990 y Lazo, 1999). El HPV sc desarrolla de acuerdo con ¢l estado de
diferenciacion de las células epitcliales de cérvix, csta situacién se explica debido a que
la regulacion transcripcional de la regidn larga de control cs mds activa cn células ya
difereneiadas. De hecho varios estadios del ciclo del virus requicren factores especificos
que son provistos por las diferentes ctapas de maduracidn de las células epiteliales
cscamosas (Pater ct al, 1994). Sc picnsa que la infeccidn primaria sc da en las células no
diferenciadas del epitclio estratificado, scguida de su penetracién hacia su  micrior
medianic mecanismos adn desconocidos. las particulas virales de MPV  ticnen una
cipside compuesta por las profeinas L1 (aproximadamente en un 90%) y L2 (10%);

eslas proteinas interactdan con las moléculas de superficic de la célula blanco



facilitando la entrada del DNA viral, y una posible viade entrada ala célula es la o

mntegrina (Evander et al, 1997). Al inicio de la infeccién se detectan las proteinas E1,
E2 y E5, en donde las dos primeras permiten la estabilidad del DNA episomal. En las
capas epiteliales mas diferenciadas se expresan las proteinas L1 y L2, las cuales

permiten el ensamblaje y la Itberacion del virus (Duggan-Keen et al, 1998).
1.3. Carcinogénesis cervical

En el proceso de carcinogénesis cervical, pueden intervenir muchos factores
como son: hormonas; encogenes; factores mutagénicos; y factores virales enire otros.
En el caso de las hormonas se sabe que sensibilizan al epitelio, de tal manera que
cuando el virus del papiloma lo infecta es posible desarrollar mas rapido la infeccién y
progresar a estadios més avanzados (Khare et al, 1997; Knebel et al, 1990; Pater et al,
1994; Mittal et al, 1993; Pater et af, 1988; DiSaia, 1998). Asimismo, se ha visto que
hay una correlacion entre el desarrollo de neoplasias cervicales y ¢l uso prolongado de
anticonceptivos orales (Beral et al, 1988); de hecho, durante el embarazo se incrementan
los niveles de progesterona, lo cual es un factor significativo de riesgo para el proceso
de transformacién maligna (Pater et al, 1990; Pater and Pater, 1991).

Otro factor de carcinogénesis ¢s la presencia de oncogenes cc'mm ras activado, ¢l
cual permite que las células infectadas con HPV sean tumorigénicas favoreciendo la
transeripeién de los oncogenes (Chen et al, 1993; Yamada et al, 1997). Los factorcs
mutagénicos y los asociados con virus se encuentran relacionados, ya que cuando se da
la infeceidn por el virus del papiloma en las etapas iniciales se expresan altos niveles de
El y EZ, con lo que se aumenta la replicacién viral en células con displasia leve que
conlicrien DNA cpisomal, a continuacién E6 y E7 sc transcriben produciendo una
desestabilizacién cromosomai. Este cvento facilita la intcgracion del DNA viral en ¢l
genoma del huésped, por medio de la recombinacidn de las secuencias homélogas en
presentes on el genoma de la célula (Pater, 1994). Algunos de los eventos ocurridos al
integrarse ¢l virus al genoma celular son: ¢l DNA viral es lincarizado entre E y E2 (al
interrumpirse E2 deja de regular a E6 y E7, aumentando su expresion); hay pérdida o

dano de tos genes E1, L1 y L2; al integrarse ¢l virus en el genoma de la célula huésped,



se puede alterar la expresion de los genes cercanos al sitio de integracidn, por ej. se ha

visto que el DNA del HPV se integra cerca del gen c-myc, con este evento c-mye es
capaz de alterar la expresion de otros genes celulares (Antinore et al, 1996). Los
factores que producen la carcinogénesis pueden actuar en conjunto en la transformacién

de células normales como se muestra en la figura 1.2

1.4. Esteroides y CaCu.

1.4.1. Produccidn y funcién de esteroides.

Las hormonas producidas por la glandula adrenal son de tres tipos: las hormonas
que regulan el desarrollo sexual, los glucocorticoides y los mineralocorticoides. De
éstas, los glucocorticoides juegan un papel importante sobre la inmunidad del huésped,
por lo que nos enfocaremos al mecanismo y biosintesis de estas hormonas. La glandula
adrenal es estimulada para producir hormonas. El proceso inicia en los centros
neuronales, los cuales pueden ser estimulados por estrés u otras entradas sensoriales. La
sensibilizacién de estos centros, origina un mensaje hacia el hipotalamo para producir el
factor de liberacion de corticotropina. Este factor es enviade a la hipdfisis,
especificamente a la pituitaria anterior, donde se estimula directamente la liberacidn de
la hormona adrenocorticotropina (ACTH, de 39 amincdcidos), que es liberada a sangre
y viaja hasta la corteza fasiculada adrenal, donde estimula la produccién de
hidrocortisona (también denominado cortisol) (Hadley et al, 1992). En la biosintesis de
las hormonas esteroides como es ¢l caso de la hidrocortisona, el colesterol es el
compuesio del cual se producen todos los csteroides. La sintesis de la hidtocortisona se
inicia cuando el colesterol por la adicién de grupos hidroxilo se transforma a
pregnenolona. A su vez la pregnenolona es hidroxilada con la finalidad de producir la
17-OH-pregnenolona; a este iltimo compucsto posteriormente se le guita un hidrégeno,
convirtiéndose en la 17-OH-progesterona. Despuds de succsivas adiciones de OH se
produce ¢l 11-desoxihidrocortisona y finalmente la hidrocortisona (Baxter y Rousscan,
1979). Los glucacorticoides son potentes agentes anti-inflamatarios ¢ inmuncsupresores
generales, destruyen el tejido linfoide (los cosindfilos y basdéfilos son suprimidos),

activan una varicdad de funciones metabolicas interviniendo con 1a gluconcogénesis. En
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Figura 1.2: Modelo de carcinogénesis cervical. Cuando se da la infeccion por HPV, ¢l
sistema inmune pucde controlar el “avance del tumor”. Sin cmbargo, cuando se cvade la
respucsta inmunoldgica, se puede producir una displasia leve, en la cual el genoma viral se
encuentra en estado episomal. S¢ ha visto que para que ocurra la transformacion del epitelio
cervical hacia una neoplasia intracpitelial de alto riespo, intervienen varios factores como
son los niveles normales o clevados de hormonas esteroides, que permiten que ¢l virus
pudicra aumentar la transcripcion de sus genes. La integracion del DNA viral al genoma
celular, aunado a cventos mutagénicos como son las deleciones, transiocaciones y
duplicaciones, propician ain mds la activacion y supresion de alpunos genes celulares gue
conllevan a la transformacion celulur y por consiguiente al desarrollo det tumor.



altas conceniraciones, estas hormonas estimulan la degradacién e inhibicién de
proteinas; promueven la lipdlisis; estabilizan los lisosomas y membranas de todo tipo;
inhiben !a migracion de leucocitos, e intervienen en la produccion de bajos niveles de
anticuerpos (Giuliani et al, 1995; Jonson, 1992; y Parker, 1993; Smith y Thier, 1990, v
Wilckens v De Rijk, 1997)

1.4.2 Niveles y mecanismo de accién de hidrocortisona en sangre

Los niveles de la hidrocortisona en el organismo variar a lo largo del dia de
manera naturzl, de forma heterogénea como se observa en la figura 1.3. En la figura se
observa que la mas alta concentracién de hidrocortisona es en la mafiana, y los niveles
se reducen en la noche. Sin embargo existen factores externos como el estrés
(infecciones fuertes pueden provocar estrés), que pueden inducir la produccién de la
hormona adrenocorticotropica {por la hipdfisis) y la posterior liberacién de la
hidrocortisona (por la glandula adrenal). Cuando la hidrocortisona se vierte en el
torrente sanguineo, la hormona se une a la proteina llamada transcortina (con alta
afinidad); sin embargo, no toda la hormona se une a la proteina, la que se encuentra
libre cs capaz de entrar 2 la célula blanco y producir sus efectos bioldgicos. La vida
media de la hidrocortisona es de 90 minutes (Bolander, 1989).

Al atravesar la membrana celular el glucocorticoide es capaz de unirse a su
receptor, que sc cncucntra de forma inactiva cn el citoplasma (es deeir, esta unido a
proteinas de choque térmico come 90 kDa, 70 kDa o 56 kDa) (O'Malley y Tsai, 1993 v
Pater et al, 1990). Una vez que cl receptor de glucocorticoides es activado, por 1a unién
a csta hormona, cs transiocado al ndcleo en forma de dimero, el cual se une 2 los
clementos de respucsta a glucocorticoides en ¢l DNA (Hadley, 1992; Hashida et al,
1991, Newficld ct al, 1998) {figura 1.4).

1.4.3 Elementos dec respuesta en ¢l genoma del HPY

Como ya se habia mencionado anteriormente el genoma de virus del HPV posce
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Figura 1.3:Variacién de los niveles de hidrocortisona a lo largo del dia en una persona
normal, en ia gréfica se observa que los niveles mas altos sc alcanzan entre 1as 6 y 9 de la
mafiana, debido a la variacién diurna de la hormona adrenocorticotrofica (ATCH).
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una regidn larga de control, la cual tiene varios elementos que regulan la transcripcién
de los genes del virus, entre los mas importantes se encuentran AP1 (heterodimero
formado por un elemento de la familia fos y vuno de la familia jur); ERG
(elemento de respuesta a glucocorticoides); NF1; SP1 y el elemenio Oct-1 que da
especificidad para epitelio (Butz, 1993; Mack y Laimins, 1991).

El elemento de respuesta a glucocorticoides (Figura 1.5), tiene un papel
importante en la transformacién de las células, debido a que en ¢l humano se producen
glucocorticoides que son capaces de unirse al virus, permitiendo el aumento de la
transcripcion de las oncoproieinas E6 y E7, las cuales afectan p53 y pRB ( Huibregtse y

Beaudenon, 1996 y Leanne y Miinger, 1996 ).

—

- oo
TATA

NF1 NFl AP1 KRF NFI ERG

QPI \ /
e

Aumentadores de tejido especifico Promotores de EG-E7

Figura 1.5: Region de Control Larga del virus del papiloma humano. Se compone de
varios elementos de respuesta como: {1)El NF1 es importantc cn la estimulacién para la
transcripeidn de Jos oncogencs E6 v E7; (2)AP1 promueve la transcripcidn de E6 y E7,
pero su incidencia es mayor que la de NF1,; para una buena transcripcion se requicre que
las dos subunidades de este elemento estén presentes; (3)KRF-1 es un factor especifico
de epitelio que se upe a Oct, juntos aumentan la actividad del HPV; (4)Se tienc un
elemento de respuesta a glucocorticoides, que aumenta la expresién de E6 y E7 no tan
marcadamente como API; el dltime elemento designado como SP1 tienc el mismo
cfecto que AP1. Cuando se producen mutaciones cn SP1, sc puede presentar una
disminucion en la actividad del virus.

1.4.4 Metabolitos de estrégenos y su participacion en la carcinogénesis.

Las hormonas csteroides se han asociado con ¢l aumento de riesgo de cancer
cervical, demdo a que existen metabolitos carcinogénicos, por cjemplo en ¢l
metabolismo del estradiol existen dos compuestos importantes; ¢l 16a-hidroxilado del

estradiol (Bradlow ot al, 1986; Schnoider ot al, 1989); y la forma 2-hidroxilada
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FIGURA 1.6: Sintesis del estriol a partir de estradiol, cn cste procesos sc sintctiza un
producto carcindgeno para las células epitcliales (16 alfa-hidroxicsirona).



(Michovicz and Bradlow, 1990). El estradiol es el principal componente estrogénico
que se convierte a estrona por oxidacién de carbono 17; la estrona es entonces
metabolizada por el citocromo p450 especifico, a través de 2 caminos: la hidroxilacion
en la posicién 2 de los catecolestrégenos vy la hidroxilacién de la 16a-hidroxiestona y
estriol (Figura 1.6}. La direccion del metabolismo estrogénico esta modulada por varios
factores ambientales tales como dietas o quimicos (Gierthy et al, 1988, Michnovicz and
Bradlow, 1990).

Estudios sobre la transformacion celular en modelos de ratén con cancer
cérvico-vaginal, que poseen los genes virales de £6 y E7 de HPV 16, muestran que estos
animales desarrollan cancer cuando son sometidos a tratamiento crdnico con estrégeno.
Los modelos han permitido analizar los eventos que preceden a la  transformacion
cetular, entre ellos: el incremento de la replicacion del virus; incremento de la
preliferacidn de las células sensibles a 1a hormona, incluyendo células infectadas con el
virus; prevencion de la apopiosis y aparicidn de metabolitos carcinogénicos. Estos
altimos se incrementan a través de la infeccion con el papiloma (Aubom et al, 1991),
por ejemplo en el caso del estradiol se aumentaria la 16a-hudroxiestrona, incrementando
la proliferacién de células de tracto genmital que estén infectadas o no por el
HPV(Newfield et al, 1998). En el cuadro 1.2 sc ilustra la presencia del metabolito en
cctlulas normales y células transformadas.

Cuadro 1.2: Porcentaje del metabolito 16a-hidroxiestradio] en céluias epiteliales

genitales (% del compuesto por 100 ug de proteinas)

Células Nommal Inmortalizada
Prepucio 0.08+0.08 1.60.1
Cérvix {endocérvix) 0.7£0
Cérvix (zona transformada) 27+0.7 16.3+£0.5
Carcinoma cervical 8.641.4

Cuddro tomado de Auborn et al, {991,
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Datos recientes han mostrado que existen fitoquimicos como el I3C, un
anticancerigeno y antiestrogénico, el cual inhibe el crecimiento de tumores benignos de
laringe causados por HPV en ratén, ademds de ser efectivo en el ifratamiento y
prevencién de papilomas. Los I3C son encontrados en altos niveles en vegetales
cruciferos (por gjemplo col, brocoli, gemen de bruselas, y coliflor). La dieta con e} I3C
funciona como un potente inductor del 2-hidroxiestradiol en roedores ( Bradlow et al,
1991 ; Michnovicz et al, 1991 ) y humanos { Michnovicz y Bradlow, 1991 ), al
incrementarse este metabolito la 16a-hidroxiestrona disminuye. En experimentos
realizados por Jin et al {1999), con ratones transgénicos que presentan el genoma del
VPH tipo 16 y con la dieta de I3C, se observd que ¢l 76% de los ratones sin tratamiento
desarrollaron céncer, mientras que sdlo el 8% de los ratones tratados con [3C presentd
cancer. En este estudio se observo que los ratones sin tratamiento tuvieron los siguientes
porcentajes: 21% de hiperplasia, 50% de displasia moderada, 21 % de displasia severa y
céncer 4%; mientras fos tratados con I3C muestran 44% de hiperplasia, 48 % de
displasia moderada y 8 % de displasia severa. Se considera que la forma en que actiia el
I3C es por medio de Ja alteracién de alguna enzima que regula ei metabolismo del
estrogeno por ejemplo CYP450; a través del incremento de CYP1AI y CYPIAZ,
aumentando la 2-hidroxiestrona que compite con el estradiol por el receptor de
cstrégenos, asimismo se considera que inhibe la expresion de cinasas dependientes de

ciclinas G ¢ induce la detencién del ciclo celular en Gl o a la apoptosis.

Z. Procesamiento y Presentacién de antigenos.

2.1 Respuesta Inmune

La defensa que presenta el organismo ante las diferentes enfermedades es
mediada tanto por células y moléculas (inmunidad innata y adaptativa), como por
hormonas (sistcma endocrino). La inmunidad innata cs producida por sisiemas cclulares
de defensa con reconocimienio no clonal, donde la respucsta no s especifica (Austyn ¢t
al, 1993). Entre cllos sc encuentran los fagocitos (de linaje monocito-macréfago) y los
polimorfonucleares o granulocitos (neutrdfilos, baséfilos y cosindfilos); aqui se incluye

a las células Hamadas asesmas naturales que son capaces de destruir a células infectadas
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céncer. En este estudio se observé que los ratones sin tratamiento tuvieron los siguientes
porcentajes: 21% de hiperplasia, 50% de displasia moderada, 21 % de displasia severa y
cancer 4%; mientras los tratados con I3C muestran 44% de hiperplasia, 48 % de
displasia moderada y 8 % de displasia severa. Se considera que la forma en que actiia el
I3C es por medio de la alteracidn de alguna enzima que regula el metabolismo del
estrogeno por ejemplo CYP450; a través del incremento de CYPLAl v CYPIA2,
aumentando la 2-hidroxiestrona que compite con el estradiol por el receptor de
estrégenos, asimismo se considera que inhibe la expresién de cinasas dependicntes de

ciclinas G ¢ inducc la detencidn del ciclo celular en Gl o a la apoptosis.

2. Procesamiento y Presentacion de antigenos.

2.1 Respuesta Inmune

La defensa que presenta el organismo ante las diferentes enfermedades es
mediada tanto por células y moléculas (inmunidad innata y adaptativa), como por
hormonas (sistema endocrino). La inmunidad innata ¢s producida por sistemas celulares
de defensa con reconocimicento no clonal, donde la respuesta no ¢s especifica (Austyn ¢t
al, 1993), Entre cllos se encucntran los fagoeitos (de lingje monocito-macrdfago) v los
polimorfonucleares o granulocitos (neutréfilos, baséfilos y cosindfilos); aqui se incluye

a tag células llamadas asesinas naturales que son capaces de destruir a células infecladas



con virus, embridnicas o células tumorales. Ademas estin los megacariocitos que
producen plaquetas, las cuales estin involucradas en la coagulacidén sanguinea y en la
respuesta inflamatoria, que frecuentemente ocurre cuando hay alguna infeccién,
conduciendo a los sintomas clasicos de dolor, calor, enrojecimiento e hinchazén
(Ratcliffe et al, 1988 y van Furth, 1993).

Cuando el sistema innato no es suficiente para contrarrestar la infeccidn, se pone
en marcha la inmunidad adaptativa, compuesta por linfocitos T y B, v se caracterizan
por la especificidad celular y la generacion de memoria para eliminar la infeccién en un
segundo ataque (Roitt, 1991). Los linfocitos B y T maduran en médula ésea y en el timo
respectivamente, pueden generar cientos de variantes de sus receptores por medio de la
recombinacidn de los genes que los codifican. Es posible que cada receptor sélo
reconozea un aniigeno especifico y se active para proliferar y diferenciarse a célula
efectora. La respuesta adaptativa estd dada por 2 vias de reconocimiento antigénico
denominadas: inmunidad humoral (linfocitos B) y celular (flinfocitos T) (Janeway et al,
1997). La respuesta humaral se produce a través de anticuerpos (moléculas receptoras y
efectoras de los linfocitos B), que son inmunoglobulinas en forma de "Y" constituidas
por 4 cadenas polipeptidicas: dos pesadas (H) con peso de 50 2 70 kDa vy dos ligeras (L)
con un peso de 23 kDa, que en conjunto constituyen la moiécula de inmunoglobulina
(Roit, 1991; Paul, 1993 y Janeway et al, 1997). La inmunidad mediada por los
anticuerpos, sigue dos vias: 1. a través del sistema de complemento, ¢l complemento se
compone de enzimas proteoliticas, las cuales lisan a las células que reconoce el
anticuerpo y, 2. por medio de la opsonizacién de los patégenos, facilitando que los
macréfagos fos fagociten.

La mmunidad celular cstd dada por células T, que previamente han sido
scleccionadas para reconocer s0lo antigenos extrafios presentes en las moléculas del
MHC clasc I y 11, que s¢ encuentran cn la superficic de las células cpitcliales situadas en
la corteza timica. En la seleccién se climinan los linfocitos que reconocen antigenos
propios, y solo ¢l 5% de los timocitos salen al torrente sanguinco come linfocitos
maduros (Austyn ¢t al, 1993; Robey ct al, 1994). Los linfocitos T citoldxicos produccn
citocinas como 1L-2, [L-3, IL-4, IL-5, IL-6, IFN-y, cte., ademas producen vesiculas que

Hevan enzimas con potencial litico dirigidas hacia 1a ¢élula infectada o transformada



(Squier et al, 1994; Berke, 1994; Berke, 1995; Peralta et al, 1995). Los timocitos CD4+
al madurar presentan la secrecién de IL-2, IL-3 y GM-CSF, asi mismo, existen dos
poblaciones: TH1, la cual produce IFN-y, IL-2 y TNF-B que participan en fendémenos de
inflamacién; y la TH2 que produce IL.-4, IL-5, IL-6, IL-10 & IL-13, las cuales favorecen
la inmunidad humoral (Rober et al, 1991; Berke, 1994; Moreno, 1996).

En el caso del sistema endocrino, cuando se origina la infeceion, el organismo
libera una gran cantidad de hidrocortisona como resuttado del estrés que la infeccidn le
provoca, La funcién principal de esta hormona consiste en modular la respuesta inmune
celular y humoral, ademas de inducir varios efectos fisiologicos como son: movilizacién
de la glucosa de sus sitios de almacenamiento, aurmentio del ritmo cardiaco y la
contraceion muscular de las fibras musculares de los vasos de la piel y de otros organos,
dilatacién los bronquios y los vasos localizados en los misculos esqueléticos, aumento
la muerte por apoptosis de linfocitos inmaduros del timo, reduccién de la actividad
proinflamatoria de los fagocitos y facilita la coagulacién sanguinea. En modelos de
raton recién nacidos a ios que se les inyectaban bacterias muertas (lo que simulaba una
infeccién), desarrollaban la respuesta de estrés y los macréfagos se activaban
produciendo citocinas pro-inflamatorias (con lo que aumentaba el metabolismo
oxidativo de los fagocitos, aumento en la liberacidn de radicales libres, asi como la
induccidn de apoptosis). La infeccién crémica implica una actividad constante del
organismo, por lo cual se puede generar fa pérdida de peso, anorexia y en etapas mas
avanzadas la inmunosupresién (Reyes ct al, 1996). Existen hormonas que pueden
controlar los efectos producidos por la hidrocortisona, como es ¢l caso de la melatonina
{en la glandula pineal) sustancia que atenua y balancea los cfectos antagénicos entrc la
inflamacién v el estrés. La timulina (producida en las células cpiteliales del timo), la
dchidroepiandrosterona (sintetizada cn las adrenales) y acctato de zine también pueden
regular la aceidn producida por la respuesta inmunc y restablecer ¢l cstado normal del

animal {Reyes ct al, 1996).

2.2 El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC).

Et MHC en ¢l genoma humano se encuentra ubicado en ¢l brazo corto del
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cromosoma 6 (la parte distal de la banda 6p21.3), en una regién conocida como sistema
principal de histocompatibilidad, que abarca entre tres mil y cuatro mil pares de bases
nucleotidicas. Esta regién posee por lo menos 17 genes agrupados en tres variantes: las
del MHC clase-I, también conocidas como HLA-A, -B y -C {(que juntas forman el
haplotipo HLA clase I)( Browning et al, 1996); las variantes de clase 1T DP, PO/DZ, DQ
v DR; ¥ la tercera variante (conocida como clase I1I) se encuentra entre las primeras
dos regiones, donde se encuentran los genes que codifican los componentes del
complemento C2, Factor B {fB) y C4A y C4B, asi como los genes estructurales de la
21-hidroxilasa A y B (21-OHA y 21-OHB), ademas de los genes que codifican para
glioxilasa 1. En la region II también se encueniran los genes que codifican para las
subunidades cataliticas de los proteasomas (LMP2 y LMP7, que degradan a las
proteinas antigénicas a péptidos, ver adelante); los genes de los TAP (transportadores
asociados con el procesamiento de antigenos que tramslocan los péptidos dentro del
reticulo endoplasmico); v los genes DM que tienen como funcién catalizar el enlace del
péptido al MHC clase II (Parham, 1995, Janeway, 1997). En concreto, se puede decir
que la regidn donde se ubica ¢l MHC se compone de un grupo de genes que en su
mayoria proveen el contexto para reconocimiento del antigeno extrafio. Los genes del
MHC-I son los mis polimérficos, algunos de cstos alelos difieren por méas de 90
nucléotidos substituidos (Engelhard, 1994) (figura 1.7). La molécula MHC-1 se
compone por la cadena pesada que como ya se dijo esta codificada en cl cromosema 6,
y por la subunidad p;-microglobulina que sc encuentra codificada en ¢l cromosoma 13.

El gen dec las moléculas clase I del MHC sc compone de § exones, de los cuales
el exdn 1 codifica la secuencia lider; el exédn 2 para ¢l dominio ol de la cadena pesada;
¢l cxén 3 para el domino ¢:2; el exdn 4 para ¢l domine a3; ¢l exén 5 para la region
transmembranal v parte de la citopldsmica; los exones 6 y 7 para partes de la region
intracitopldsmatica y el ¢x6n 8 para la cola 3' no traducida (Vargas, 1993).

La regidn designada para la molécula de histocompatibilidad clase 1, posce
varias secuencias de genes que funcionan como promotores de la melécula. Dentro de
los detectados actualmenic s¢ hailan la sccuencia aumentadora A, que en ratoncs sc

ubica alrededor de 160 pares de bases antes de la caja TATA(Blanchet et al, 1991); en
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la caja TATA se hallan 20 pares de bases antes de la secuencia de los genes MHC-I;
otro elemento de promocién es el denominado con la signiente secuencia: CCAAT
{(situado alrededor de 20 pares de bases antes de la caja TATA); los clementos de
respuesta a interferén (IRE) (ubicado 110 pares de bases antes la caja TATA) (Blanchet
et al, 1991) (figura 1.8). Entre las 400 y 431 pares de bases de esta region, se encuentra
una secuencia de nucléotidos a la cual se {e puede unir el elemento c-jun, provocando
una disminucién de la transcripcién de las moléculas MHC-I (Howcroft, 1993), este
clemento junto con ¢-fos dan origen al complejo AP-1, el cual se encuentra en epitelio.
La transcripcion del complejo AP-1 estd regulada por ciertos factores como: la proteina

E1A del adenovirus, o por el oncogene ras activado.

1100 203 180 170 139 61 53 26
| | red ! | Exon1

—
. | | -

2 ' T
4 161T 150 g5 CAAT  TATA
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Elemento de respuesta a

mterferon

Figura 1.8: Elementos que controlan la transcripcion de los genes del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad; es importante mencionar que las posiciones que s indican de Tas bases son
anteriores a las de los genes del complejo.

2.3.Procesamiento y presentacién de antigenos del MHC clase I (MHC-I)

En la mayoria de las células nucleadas. se expresan moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad clase I, las cuales son las responsables de presentar los
péptidos antigénicos 2 los linfocitos T CD8+ con la finalidad de ser reconocidas y
climinadas, cuando existe una infeccidn viral o transformacién maligna (Berke, 1995;
Morcno, 1996). La via por la cual cstos péptidos son presentados a los CD8+ es la
siguicnte:

Degradacion de proteinas en el ciioplasme:

Las protcinas enddgenas propias o mutadas, son ubiquitinadas mediante una
seric de enzimas (El, E2 y E3), las cuales sc enlazan covalentemente a residuos de
hsina especificos de la proteina blanco (Michalek et al, 1993). La ubiquitinacion

conduce al desdoblanuente de la proteina para ser reconoeida por ¢l protecasoma, un



complejo multienzimético localizado principalmente en el citoplasma y cuya funcidn es
la de degradar a las proteinas previamente ubiquinadas. Este complejo multienzimatico
{también llamado 20S) se compone de 4 subunidades que forman un barril, las cuales a
su vez poseen 7 subunidades alfa (que se encuentran en la parte exterior del barril) y 7
beta (que forman el interior); las subunidades beta poseen los sitios cataliticos y sdlo 3
de las 7 subunidades son activas. Cuando se induce a la célula con interferdn gamma,
aumenta la actividad de los sitios proteoliticos, haciendo que las subunidades beta
denominadas Y (8) y X (MB1) sean remplazadas por LMP2 y LMP7 respectivamente;
asi mismto se induce el complejo multicatalitico semejante a 1a endopeptidasa MECL-1
(LMP10 el cual es codificado en el cromosoma 16) que reemplaza a la subunidad beta
denominada Z . En la mayoria de los casos, los LMP 2 y 7 son esenciales en el
procesamiento de antigenos va que confieren especificidad al proteasoma, se ha visto
que estas subunidades son capaces de aumentar los cortes de péptidos después de un
residuo hidrofébico basico, y existe una inhibicién en el corte de péptidos después de
residuos icidos. En algunos estudios se ha reportado que células linfobldsticas asi comno
en las células tumorales HELA de céncer cervical, la transfeccion de LMP7 aumenta
la capacidad de corte en los residuos hidrofdbicos o bdsicos, mientras que con la
transfcecién de LMP2, disminuye la capacidad para cortar residuos dcidos (Sijts et al,
1996; Eggers et al, 1995; Martinez et al, 1991; Ortiz-Navarrete et al, 1991; Nandi et al,
1954).

La molécula MHC-I, tipicamente enlaza péptidos que tienen residuos
hidrofébicos en el carboxilo terminal. En modelos donde los ratones carecen de LMP2,
existen pocos linfocitos CD8+ maduros e incluso disminuye la respuesta de
citotoxicidad hacia la infeecidn con virus de la influenza. Por otro lado, los ratones con
deficiencia en LMP7, presentan baja expresion de moléculas MHC-I en superficie.

La funcién del protcasoma cs regulada principaimente por las moléculas PA28,
las cuales son inducibles después del tratamiento con inlerferdn-y. La molécula PA2S
esta constituida por 6 subunidades designadas oo y [ que sc acomodan de forma
alternada ¢n un anillo, estas estructuras s¢ unen a los cxtremos del protcasoma 208. La

funcién de PA2S ¢s la de aumentar la actividad proteolitica de las protcinas antigénicas



ademas de colaborar con LMP2 y LMP7 para aumentar la actividad de corte de
arunoacidos después de residuos hidrofobicos (Ustrell et al, 1995 y Dick et al 1996).
Hay dos tipos de moléculas PA28 denominadas PA28c y PA28p, que estin presentes
en aproximadamente proporciones iguales; en experimentos sobre las subunidades el
PA28 alfa cuando se transfecta en fibroblastos que poseen MCMYV pp89, se hacen mas
susceptibles de lisis por medio de linfocitos CD8+ especificos, que los fibroblastos no
transfectados (Groettrup et al, 1996 y Lindsay, 1998).

El micleo del proteasoma 208 puede asociarse con otras subunidades (como el
complejo 195-ATPasa) que alteran su tamafio y actividad, al producirse esta wnién el
proteasoma 205 se conoce como complejo 265 (Hoffman et al, 1994). Entre otros
compuestos que se unen al complejo 208 estan: complejos de 700 kDa compuestos de
aproximadamente 16 polipéptidos llamados PA700 (Maetal, 1994); este complejo
posee actividad de ATPasa y contiene mitltiples subunidades con secuencias consenso
para enlazar ATP(DeMartino et al, 1994).

Transporte de los péptidos al reticulo endoplismico: En la membrana del
reticulo endopldsmico (RE) se hallan los transportadores asociados con la presentacion
de antigenos (TAP), los cuales se encargan de translocar a los péptidos generados en
citosol hacia el RE. Estos transportadores funcionan como un heterodimero,
constituido por las subunidades TAP1 y TAP2 codificadas en los genes cercanos a
LMP2 y LMP7 en el MHC, son inducibles con interferén-y, y poseen varios dominios
transmembranales, con una regién hidrofdbica en el amino terminal y un dominio de
enlace ATP en el carboxilo terminal. La expresién de TAP1 y TAP2 cs requerida para
un buen transporte de péptidos, debido a que el transporte estd dado por la unién de las
regiones citosdlicas de los TAP (Androlewicz et al 1994 y Nijenhuis et al, 1997). En
células de cancer cervical, sc ha cncontrado que el TAP1 disminuye en fos nédulos
hinfoides metastasicos (18 de 20 pacientes), més que en tumores primarios (11 de 20
pacicntes) (Cromme ¢t al, 1994), La mutacién del residuo 374 ¢n ¢l TAPL. altera ¢l
transporte especifico, ya que justamente esle sitio ticne preferencia por ¢f carboxilo
terminal del péptido (Van Endert et al, 1995 y Ucbel et al, 1995). El sitio de unién sc
forma por el extremo carboxilo hidrofdbico de las dos subunidades, adyacentc al

damino hidrofilico citosélico. Es importante mencionar que ¢l enlace del péptido s




independiente del ATP, pero no asi su translocacién (Neefjes et al, 1993 y Androlewicz
et al, 1994). En humanos, los transportadores enlazan péptidos con extremo carboxilo
basico; asi, la arginina en las primeras posiciones aumentan el enlace del péptido. Las
posiciones 1,2,3 y 9 estdn predominantemente involucradas en el enlace de un péptido
nonamero a los TAP. Otra via de translocacion al reticulo endoplasmico es a través de
proteinas transmembranales como JAW1, en algunos casos se ha presentado la situacién
de que el péptido emira a reticulo endoplidsmico de forma independiente a los TAP,
luego vuelve a salir a citoplasma y es translocado a reticulo por los transportadores.

Ensamblaje de la molécula

En la sintesis de las proteinas en reticulo endoplismico se les adicionan 3
glucosas, de las cuales 2 son removidas enzimaticamente para generar el ligando
monoglucosilado al que se podria unir la calreticulina v la calnexina (la primera es una
proteina soluble v 1a segunda transmembranal } ; se sabe que la calnexina se asocia a la
cadena pesada sola reteniéndola en reticulo endoplasmico antes de unirse con el
péptido, aunque hay excepciones donde la cadena pesada se asocia con la Ba
microblobulina, como es el alelo HLA-B27. La calreticulina se une a la cadena pesada,
cuando ésta previamente se ha unido con la B, microglobulina, este complejo se asocia
con los TAP a través de la proteina llamada tapasina. La tapasina es una glicoproteina
transmembranal de 428 aminoécidos y rica en prolina, con un glicano unide al extremo
amino. La regién hibrofébica forma un dominic transmembranal que contiene un
residuc de lisina, el cual le permite la interaccién con otras proteinas como los TAP. El
gen que codifica |2 tapasina sc¢ ubica dentro de la regidn del MHC (a 500 kb del TAPL v
TAP2Z) (Ortmann ct al, 1994; Sandasivan et al, 1995; Suh ¢t al, 1994; vy Ortmann et al,
1997).

La tapasina sc une al TAP! con la finalidad dc bobear ¢l péptido a la cadena
pesada del MHC-I; por consiguicnte cn células carentes de tapasina, se ve afectada la
expresién de MHC-1 cn particular, alclos HLA-B (Grandea ct al, 1997).

Después que s¢ forma cl complgjo MHC-I/péplido, éste es  transportado hacia el
aparato de Golgi, donde ¢s ghcosilado y postertormente llevado hacia la superficie de

la célula (Pamer y Cresswell, 1998) (figura 1.9).



(1) S02IXO10}I0 [, sopoojui] Iod BPIICUOIRL 195 9P $9[q11daons opuRIs eongtuse|d BUBIqUIALL € IIfeS
eaed 21517 B1S0 £ BpR[ISOoLS S0 apuop 180D op ojeiedy € esed e[nogjour g ‘opndadeulngo[Soronuig /- DA ofeldwos [2 asreuLio)
1v (@ "T-OHW 12 opndad o seuototodosd sp eBresua os euisede) v) ‘qv 1, $0| & aun as opugn)) opiidad [0 eun o7 25 ofsjdwod [z anb
viseY PEpIqEISS ©s opustusjuewt 1ngss eied ofojduwiod J2 sun as BUINONDIED B} ‘eui[nqojFomiury pepungns el [-DHW (¥ aun 3j
95 OpUERND ‘PEPI[IgRISe BRUS] UGIOELLIOIECD B)I9I0 JaUs] [2 epesad BUSPED ] anb ap PEPIEUL B] U0 ‘BUIXOU[ED Bf SUN 3] 38 O[NONDL 2P
JoTeur {o uf oorwsgdopus omonal us sonpel) A aquosue} os -OHHIA 19 (D esed 035 senueiy “dV 1 BIA odlwsejdopua ojnoual (v
SOPIONPOIIUL U0S S01SH (€ "SOPIogOLIWE ) © § 3P soyanbad (sopndad) sojuswiSey us ewroses)ord 12 Jod sepeUiod 133 sHUsLLOUISOd
eed (qn) seumnbiqn woo sepeosswl uos vwse[dojo e uese onb 'B[N[PD ef op SeuaSQpuUS O SMAIA un 3p seurdjold se] opuend
grorur ojuaruresacoxd [ (' °[ oseo pepl[iquedurosoisiy 9p emag[ow ela sousSpue ap ugmeiussard £ ojualesa20ld (1°E'T & ndig

I-DHW [2p epesad vuape)

¢dvil IdVdL BUIXIU[ED

ruijnqojdoTorur

)

VVVYY
DINSYVIdOANT O TNIILEY

97709 3 OL

25



2.4 Hormonas y MHC

La expresion de MHC-I es regulada por varios factores inmunodominantes
exdgenos y endogenos, como interferones (alfa, beta v gama) y factor de necrosis
turnoral que incrementan los niveles de RNA mensajero de clase I, mientras que
algunos oncogenes disminuyen su expresién, lo que facilita la evasién de la respuesta
inmunolégica. La proteina H-2RIIBP se enlaza al elemento regulador designado CRE
{elementos de regulacién de clase I) II, siendo un factor que activa la transcripeion de
los genes clase I (Arbeit et al, 1996; Hamada et al, 1989). Existen otros CRE 3, I vy III,
que son reconocidos por complejos de factores trans celulares (Rodriguez et al, 1994).
Los experimentos en fa linea C4-1 demuestran que la dexamectasona disminuye la
expresion de las moléculas MHC-I hasta en un 50% en 5 dias, asi mismo el analisis de
los niveles constantes del RNA mensajero también muestran una reduceion de hasta un
50% en su expresion en las lineas C4-I, HT3, HaCat, Sw756, SIHA y ME18&0 tratadas
durante 24 horas con esta hormona (Von Knebel et al, 1990). Dependiendo de otros
factores (ya sea transcripcionales, donde este integrado el DNA viral, entre otros) v la
cantidad de receptores para la hormona, el efecto que se produzea puede ser a favor o en

contra de los niveles del MHC-I (Leanne et al, 1996 ).
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3.Planteamiento del problema.

El céancer cérvico-uterino (CaCu) ocupa el primer lugar de mortalidad por
neoplasias en nuestro pais, con un 40% del total; ademds es considerado un problema
de salud a nivel nacional, ya que afecta a las mujeres en etapa productiva (25-50 afios).
El desarrollo del carcinoma cervical se encuenira fuertemente asociado con una
etiologia viral, cerca del 98% de los tumores presentan infeccién con el virus de
papiloma humano (HPV). Ademés de la participacion del HPV, varios cofactores
pueden contribuir en el desarrollo de la carcinogénesis del epitelio cervical, entre los
cnales destacan las hormonas esteroides. Se tiene reportado que la progesterona e
hidrocortisona, a niveles fisiologicos, pueden disminuvir los niveles de expresién de
moléculas clase [ del MHC en la membrana de las células del epitelio cervical
infectadas con HPV, ademds de favorecer la replicacion del virus y aumentar la
transcripcidn de las proteinas oncogénicas E6 y B7. El resultado final se traduce en  la
transformacion y la proliferacién desmedida de las células (formacién del tumor) y su
evasidn al reconocimiente especifico por linfocitos T citotéxicos.

Se sabe que dentro del genoma del virus de papiloma humano existen elementos
de respuesta a glucocorticoides, por lo que a transcripeidn de las proteinas oncogénicas
(E6 y E7) de estos virus, es inducida mediante cstas hormonas. No obstante, poco se
sabe acerca de los mecanismos mediante los cuales los glucocorticoides pueden
disminuir o inhibir la expresion de moléculas MHC-I. Se ha especulado que ésta pueda
ocurrir a través de la regulacién de la transcripeién de los genes codificados en el
MHC-I. Por tal motivo, ¢l presente trabajo tuvo como objetivo el de analizar el efecto
de la hidrocortisona sobre la transcripeion de moléeulas MHC-I y de moléculas que
interviencn en el procecsamiento de antigenos, en células tumorales de céncer cervical

(infcctadas y no infectadas con HPV).
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4. Hipotesis:

El cancer cérvico-uterino se asocia efiologicamente con el virus de papiloma
humano de alto riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, 45). Ademis se sabe que el genoma de estos
virus poseen un elemento de respuesta a glucocorticoides el cual favorece la replicacion
viral v la transcripcion de los oncogenes E6 y E7. Asimismo, se ha observado que los
glucocorticoides disminuyen la expresion de moléculas clase I del MHC en células
mfectadas con el HPV, al actuar indirectamente sobre la transcripcion de moléculas‘
codificantes en la regién de histocompatibilidad. En consecuencia, se espera que al
utilizar una hormona glucocorticoide, como la hidrocortisona, disminuya la expresién
de moléculas clase I del MHC asi como las de moléculas TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7

{codificandos en el MHC) en lineas celulares de cancer cervical infectadas con HPV.



4.0BJETIVOS

4. 1.0bjetivo General:

Analizar el efecto de la hidrocortisona sobre la expresion de moléculas MHC-I
v de las moléculas que participan en el procesamiento de antigenos en lineas celulares

de cancer cérvice-uterino con y sin infeccién de HPV.

4.2.0bjetivos particulares:

Analizar el cfecto de la hidrocortisona en la expresidn de moléculas MHC-I en

las lineas celulares de cancer cervical.

Analizar el cfecto de la hidrocortisona sobre la expresién de las moléeulas
LMP2, LMP7, LMPI10, PAZ8a, PA28[, TAP] y TAPZ cn las lineas celulares de cancer

cervical.



5. METODOLOGIA

5.1.Cultivos celulares

Se utilizaron 8 lineas celulares de céncer cérvico-uterino: 2 infectadas con HPV-
16 (CASKI y SIHA)}, y 4 infectadas con HPV-18 (CALO, INBL, HELA, VIPA), v 2

lineas sin infeccidén a HPV (C33A y VIBO). Las caracteristicas de las lineas son las

siguientes:

Tabla 5.1. Caracteristicas de las lineas celulares empleadas

TIPO CELULAR

CARATERISTICAS

T2

Linea linfocitica carente de TAP1, TAP2,
LMP2 y LMP7

Linfocitos de Sangre Periférica (LSP)

Cultivos obtenidos de donadores normales

HTBS Linea celular de vejiga humana
Epitelio normat {(EPINOR) Cultivos de epitelio de cérvix obtenidos de

donadoras normales

CASKI Carcinorna epidermotde cervical
(metastasico)(HPV-16)

SIHA Carcinoma escarnoso de cérvix (HPV-16)

CALC Carcinoma epidermoide dc células grandes,
1o queratinizado; estadio clinico [IB (HPV-
18)

INBL Carcinomna epidermoide de céulas grandes
no queratinizado; estadio clinico IVB (HPV-
18)

HELA Car¢inoma cpitclioide (adenocarcinoma)
{HPV-18)

VIPA Carcinoma ITA(HPV-18) l

C33A Carcinoma de cérvix (negativo a HPV) I

VIBO Carcinoma de cérvix (negativo a HPV) J

3(‘\



Las tineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI-1640 sin roje de fenol
{con la finalidad de que ¢l fenol del medio ne simulara a estructura de la hormoena, y
pudiera producir un efecto similar al que se esperara con ¢l tratamiento), suplementado
con 10% de suero fetal de bovine previamente dializado para eliminar los esteroides del
suero, en cajas pem de 60 mm (60x15mm) de poliestireno y en placas de 24 pozos
{(Nunclon). Se mangjaron 3 condiciones de cultivo: sin estimule {control (-)); con
interferdn y (100 U/m] durante 48 horas} v con hidrocortisona (0.4 g/ ml durante 72
horas) (Bartholomew et al, 1997). Las células se mantuvieron en una incubadora

Scientific a 95% aire / 5% de CO, vy a una atmdsfera de humedad a punto de rocio.

5.2. Obtencién de epitelio normal.

Las células epiteliales fueron obtenidas de biopsias de tejido de ¢érvix humano,
de pacientes sometidas a histerectomia por presentar miomatosis uterina.

El tejido se fragmentd en trozos pequefios colocandolos en un matraz con 15 mL
de tripsina al 0.05% (Sigma Co. USA) en verseno (apéndice); el matraz se colocd en un
baite 2 37°C en agitacién constante por 15 min. Al final de este periodo, el sobrenadante
se decanté en un embudo con malla y se colectd en un tubo ¢onico con 0.5 mL de SFB.

Inmediatamente al tgjido sobrante, se le adictonaron otros 15 mL de tripsina y se
llevo a un bafio a 37° en agitacién constante por 15 min. Al término de este tiempo, la
suspension celular contenida en el sobrenadante se filtrd a través de un embudo con
malla ¥ recolectd en un tubo cénico que contenia 1 mL de SFB.

Los tubos se centrifugaron a 500 g (gravedades) durante 5 min. Se retiré cl
sobrenadante mediante decantacidn y el botdn celular resultante se resuspendid en 5 mL
de RPMI suplementado con 10% de SFB. La suspensidn celular se sembré en cajas dc
cultivo (COSTAR) y se mantuvieron cn una incubadora Scientific al 95% aire / 5% de
CO; v a una atmésfera de humedad a punio de rocio durantc 24 hrs. Se realizé un
cambio de medio por uno nuevo (RPMI al 10% de SFB) con Img/mL de insulina y
Img/mL de hidrocortisena, de mancra que sélo permanceicron en ¢l cultive las células

adhandas. Despuds de 3 a 7 dias se obtuvicron cultives eelulares de epitelio.

30 Aidstamiento de RNA total por moedio de 1a téenica de Trizol (Gibeo



BRL)

Las células adherentes se despegaron con verseno (apéndice) y se
resuspendicron en 1 ml TRIZOL (Gibco BRL, U.S.A) (2x10° células). La suspension se
incubo a temperatura ambiente durante 5 minutos, para favorecer la disociacién de los
complejos de nucleoproteinas. Enseguida se le adicioné 0.2 ml de cloroformo, se agitd
vigorosamente durante 15 segundos, incubando al final de la agitacién 3 minutos a
temperatura ambiente. La muestra se centrifugéd a 12000 x g durante 15 minutos a 4
°C. Posteriormente, la fase acuosa (fase transparente) se transfirié a un tubo eppendorf
nuevo que contenia 0.5 ml de isopropanol, la muestra se incubd 10 minutos a
temperatura ambiente, y se centrifugd a 12000 x g durante 10 minutos 2 4°C. El botdn
resultante  fue lavado con 1 ml de etano! al 75 % (preparado en agua con
diettlpirocarbonato (apéndice)), vy por ultimo se resuspendio en c¢ierfo volumen de agua
con dietilpirocarbonato, dependiendo de la cantidad de RNA obtenido.

Por dltimo se cuantificé la presencia de RNA en la solucidén, utilizando un
espectrofotémetro (Cam Spec) a una longitud de onda de 260 y 280 nanometros,
finatmente la solucién se llevé a una concentracion de 0.5 pgipl, y se analizo por medio

de un gel de agarosa (Gibco) especial para RNA con formamida.

5.4. Obtencion del DNA complementario a partir de RNA total.

Después de obtener el RNA total, se empled el protocolo de retrotranseripcion
(RT) para obtener DNA complementario. La reaccién de RT se hizo bajo las siguientes
condiciones empleando ¢l kit de RT-PCR (Perkin-Elmer, USA).

Los reactivos empleades en la RT son: 1 ug de RNA, buffer de RT (1X), cloruro
de magnesio (3mM), mezcla de nucleétidos {adenina, timina, citocina y guanina & una
concentracién de 4mM), inhibidores de RNasas (1U), oligo dT (0.04pg), ditiotreito!
{0.1M), retrotranscriptasa del virus de la feucemia de ratén (1U) y HoO cbp 10ul

La mezcla sc colocd a 42°C por una hora, enseguida la temperatura se subid a
94°C durantc 5 minutos y finalmente se levé a4 °C durantec 24 horas. La
amplificacién se tlevd a cabo en un termociclador ( Cyelogene techne, USA) (Sambrook
ct al, 1989)



5.5. Amplificacién del gen de la cadena pesada y de los genes TAP1, TAP2,
LMP2, LMP7, LMP10, PA280 v PA2EP mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)

En la amplificacidn de la cadena pesada de la molécula MHC, se empleo ia
siguiente mezcla de reaccion: del DNA complementario obtenido de la RT se usaron 6
ul, buffer de PCR (1X), cloruro de masgnesio (2mM), nuclediidos (adenina, timina,
citicina y guanina con una concentracién de 0.8 mM), taq polimerasa (1U), oligos para
p-actina y oligos genéricos (ver tabla 5.5.1) para la cadena pesada de MHC-I{1uM) vy
HxO cbp 25 pl. Mientras que para los diferentes genes de las moléculas presentadoras
de antigenos, comparten las mismas concentraciones de los reactivos, por lo cual la
mezcla que se uso para cada molécuia es la siguiente: 10 pl de DNA complementario
obtenido de la RT, buffer de PCR (1X), cloruro de magnesio {1.5mM), nucieétidos
{adenima, timina, citocina y guanina a una concentracion de 0.8mM), tag polimerasa
(1)), oligos para la B-actina y especificos para cada gene{1pM) v H2O cbp 25 11

Tabla 5.2: Lista de oligos empleados en las amplificaciones

Molécula Secuencia del oligos Referencias

B-actina Sentido: GGG TCA GAA GGA ) Fueron diseniados
TTCCTA TG
Antisentido: GGT CTC AAA CAT
GAT CTG GG

LMmP2 Sentidor GGG ATA GAA CTG) Johmsen ef af, 1998
GAC GAACC
Antisentidor AGA TGA CACCCC
CGCTTG AG

LMP7 Sentido: GAA CAC TTA TGC!lohnsen ef af, 1908
CTACGG GGTC
Antisentido: TTT CTA CTT TCA
CCCAACCATC

L.MPI10 Sentido: ATT CTG GGC GCC|[Johnsen er al, 1998
GAT ACG CG

Anusentide:  GCC AGG GCC
GCG TCC TGA CC

—
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PA28x Sentido: GAG CCA GCT CTC | Johnsen e af, 1998
AAT GAA GCC
Antisentide: CAC CAG CTG CCG
ATA ATC ACC

PA288 Sentido: CAC CCA AGG ATG |Johnsen ef af, 1998
ATG AGA TGG

Antisentido: GCT CAG CAT AGA
AGGCCCTCAG

TAP1 Sentido: GAC AAG AGC CAC| Seliger etal, 1997
AGG TATTIG G

Anngentido:  TGA TGA GAA
GCA CTG AGC GG

TAP2 Sentido: TAC CTG CTC ATA [Seliger et zl, 1997
AGGAGGGTIGC

Antisentido: ATT GGG ATA TGC

AAA GGA GAC

[Cadena pesada de la molécula| Sentido: CIC AAG CIT ATG | Fueron disefiados

| MHC-] GCC GTC ATG GCG
| Antisentido; GGG GAT CCC ACT
! TTA CAA GCT GTG AGA GAC l

ACC TAA GAG

Las mezclas de rcaccion se sometieron a difercntes condiciones dependiendo de
la molccula, asi LMPZ, LMP7 y TAP2 tenen las siguientes condiciones: una
temperatura inicial de 94°C durante 2', seguida de; 30"a 94 °C, 30"a60°C y 1730" a
72 °C quec cn conjunto representan un ciclo, y fucron 25 ciclos seguido por 5 minuios a
72 °C. En cl caso de LMP10 ¢l programa empleado fue: 94°C por 5', los segmentos de
RCP son 94°C par 1', 60 °C por 1' v 72°C por 1' 30", con 27 ciclos scguido por 72°C
por 5. Los PA28 ay J sc amplifican con: 94°C por 2' 30", con los siguicntes
segmentos, 94°C/1", 59°C/1", 72°C/ 1" 30", por 25 ciclos scguidos por un segmento de
72°C por 3. El TAP1 sc amplifica con un scgmento de 94°C/ 2' 30", scgwido por

94°C/1', 38°C/1', 72°C/1'30", durante 28 ciclos, ademads de un segmento de 72°C/ 5'.

5.5, Anilisis de los productos de PCR

£
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Los productos de PCR se analizaron en geles al 1% y 3% de agarosa con un
voitaje de 60, ademas de emplear sus respectivos marcadores de peso molecular 1kb
{Gibco) y de bajo peso molecular (Facultad de Medicina UNAM), para su andlisis. Se

uso ¢l TBE como buffer de corrida (apéndice).

5.6. Citometria de flnjo

Después de cultivar a las diferentes lineas celulares con los tres diferentes
tratamientos (control negativo, con IFN-y e hidrocortisona}, se procedic a desprenderlas
con una solucion que contenia 5mM de EDTA en amortiguador de fosfatos (PBS).
Después de lavarlas con PBS suplementado con 2% de suero fetal de bovino, 500,000
células fucron depositadas en cada uno de los pozos de una placa de 96 pozos, se
centrifugé la placa a 500g durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. Enseguida se
agregé el anticuerpo monoclonal W6/32 (clase total) y un anticuerpo anti-CD8&+ (como
irrelevante); se incubd durante 30 minutos a una temperatura de 4°C, una vez que
transcurrid este tiempo se centrifugd a 500g para eliminar el sobrenadante, y se
realizaron dos lavados con 100 pl de buffer de fosfatos suplementado con suero. A
cada botén celular se le adiciond una solucién que contenia | mg/ ml del anticuerpo
secundario marcado con isotiocianato de fluoresceina, este anticuerpo reconoce la
region Fo del anticuerpo primario. Después de incubar 30 minutos a 4 °C, se centrifugd
a 500 g y se lavé dos veces mas, adicionandose al final 300 d a cada pozo de yoduro de
propidio (10 mg de propidio en 1 m] de agua estéril bidestilada). Finalmente se leyeron
las muestras en un citdmetro de flujo (FACScan, Becton Dickinson & Co. Mourntain
View, CA, USA). Para calibrar ¢l aparato se utilizaron las lineas celulares sdlo

mcubadas con anticuerpo sccundario (Coligan et at, 1992).



6. RESULTADOS

6.1 La hidrocortisona dismiruye la expresiéon de moléculas MHC-I en la
membrana celular de lineas de CaCu con infeccion de HPV.

Enr estudios recientes, se ha encontrado que la hidrocortisona (HC) a una
conceniracién fisiologica (0.4 pg/ml) disminuye la expresion de moléculas MHC-I en
céinlas del epitelio cervical en las cuales se encuentra integrado el PV (Bartholomew
et al, 1997). En el presente trabajo, utilizamos esta concentracién de hidrocortisona
para analizar el efecto de esta hormona sobre la expresidn de moléculas clase 1 del
MHC en la membrana celular de 8 lineas celulares de carcinoma cervico-uterino: 6 con
infeccion de HPV vy 2 sin infeceién HPV (Tabla 5.1)

Al evaluar la expresion de moléculas MHC-I en la membrana de células
tratadas con HC, utilizando el anticuerpo monoclonal W6/32 que reconoce una regién
monomorfica (constante} de todas las moléculas MHC clase-1, se encontré que las
lineas de céncer cervico-uterino, a diferencia de las células de epitelio normal derivadas
de tejido cervical sano, mostraron una disminucion en la expresion de moiéculas MHC-
[. El tratamiento de las células de epitelio normal con HC, indujo un incremento en la
expresion de moléculas MHC-I: la intensidad de fluorescencia media (IFM) de las
células aumentd de 469.76 en células no tratadas con HC, a 632.09 cn células tratadas
con HC (Figura 6.1a).

For otra parte, cinco de las seis lineas celulares de céncer cervical con infeccién
de HPV presentaron una considerable disminucidn on la expresion de moléeulas MHC-|
en comparacién con aquellas lincas celulares negativas para HPV (Figura 6.1). De las
Hneas con infeccion de HPV, tres con HPV-18 presentaton los efectos mas
pronunciados ¢n la disminucién de moléculas MHC-I (Figura 6.1a): en ¢l caso de la
linca VIPA su IFM cn células no tratadas fuc de 466.9, mientras que en células
tratadas con HC fuc de 205.7; cn la linca HELA, cl tratamiento con HC disminuyé cl
IFM de 319.4 a2 205 15 cn lalinea INBL <l IFM disminuyé de 307.5 4 242.3 con ¢l
tratamiento de HC. En el caso de la finca CALO (también infectada con HPV-18), ¢l
electo de HC fue imperceptible, ¢ IFM cambid de 241.3 a4 236.2 con ¢l tratamiento de

HC {figura 6.1a). Las tincas infectadas con HPV-16 mostraron una menor disminucion




que las infectadas con HPV-18 en la expresion de moléculas MHC-I cuando fueron
tratadas con HC: la linea celular SIHA disminuyé el IFM de 285.6 2 228.9; en la
linea celular CASKI el IFM disminuy6 de 159.7 a 117.3. Finalmente, en el caso de las
lineas celulares sin infeccidn con HPV, los valores de los I[FM disminuyeron muy
discretamente: en la linea celular C33A, el IFM disminuyé de 58.6 a 53.2 con el
tratamiento de HC; mientras que en la linea celular VIBO, el [IFM cambié de 163.3 a
146.9. De manera interesante, se encontré que ia linea celular HTRY, derivada de un
carcinoma de vejiga humana, al cultivarse en presencia de HC incrementé la expresién
de moléculas MHC-I en la membrana celular, pues el IFM incrementd de 162.2 2 262.6
(figura 6.1b). Estos resultados, indican que las lineas celulares de cancer cervico-
uterino que presentan infeccidon con HFV, al igual que lo mostrado en la literatura
(Bartolomew et al, 1997), tienden a presentar una disminucién en la expresién de

moléculas MHC-I a nivel de membrana cuando son cultivadas en presencia de HC.

6.2 La hidrocortisona disminuye, a nivel transcripcional, la expresion de
moléculas MHC-I en algunas lineas celulares de CaCu.
En células tumorzles de carcinoma mamarie, se ha reportado que la disminucién o
ausencia de moléculas Clase I del MHC en membrana, se refaciona con la reduccién de
los niveles transcripcionales de algunos alelos MHC-I, o con la inhibicién de
secuencias promotoras de moléculas MHC-I en células tumorales cultivadas con
hormonas esteroides (Garrido et al, 1997). En ¢l caso particular de células tumorales de
CaCu, sc ha visto que la dexametasona puede afectar los niveles de RNA mensajero
{von Kncber et al, 1990). Considerando estos antecedentes y el hecho de que en las
lincas celulares de CaCu con infectidn de HPV se encontrd una disminucién en la
expresidn de molécutas MHC-I por ¢l tratamiento con HC, s¢ procedi¢ a determinar el
cfecto de ta HC sobre 1a transcripeion de las moléculas MHC-1 en estas lineas celularcs.
Para ¢llo, medianie la téenica de RT-PCR, se utilizaron  oligonucledtidos consenso para
amplificar y analizar el cfecto de HC sobre la transcripeion de las cadenas pesadas de
las moléeulas MHC-1 (que incluyen los locus HLA-A, -B y ~-C) de las lincas celulares
de CaCu. Los productos de PCR  dc las cadenas pesadas de las lincas celulares no

tratacdas y tratadas con HC, asi como de células tratadas con IFN-y (cilocina inductora



de la transcripeidn de moléculas MHC-1 ) se muestran en la Figura 6.2. La disminucién
en los transcritos de las moléculas MHC-I s6lo se presento en la linea celular HELA. En
la linea SIHA se pudo observar un ligero incremento en la expresion de los transcritos
de la cadena pesada de MHC-I. Finalmente, en el caso de las lineas celulares C33A. y
VIBO, ambas sin infeccién con HPV, el nivel de expresién de la cadena pesada del
MHC-I en C33A fue muy bajo, correlacionande de manera parcial con el nivel de
expresion de molécuias MHC-I en la membrana celular de esta linea. Sin embargo, en la
linea celular VIBO no se lograron amplificar los transcritos de las cadenas pesadas del
MHC-1, pudiéndose deber a la variabilidad alélica presentada por esta linea celular, por
lo cual Jos oligonucleotidos no fueron compatibles para amplificar a las cadenas pesadas
de las moleculas MHC-I de la linea. Estos resultados nos permiten sugerir que la
disminucién de moléculas MHC-I encontrada a nivel de membrana en las lineas de
CaCu tratadas con HC, no solo estd dada por la disminucién de los niveles
transcripcionales de estas moléculas, pudiendo participar de manera complementaria, la
disminucidn en la expresién de otras moléculas que participan de manera importante en

el procesamiento y presentacion de las moléculas MHC-I en la membrana celular,

6.3 La hidrocortisona no disminuye la expresién de moléculas que
participan en el procesamiento antigénico en las lineas celulares de CaCu.
Tomando en consideracién que las hormonas esteroides pueden actuar a nivel de
secuencias promotoras del MHC (Garrido, et al, 1997), y que varias moléculas que
participan en la via del procesamicnte antigénico del MHC-I estin codificadas en esta
region (brazo corto del cromosoma 6), se procedié a detenminar el efecte de la HC sobre
la expresién de las moléculas TAP-1, TAP-2, LMP-2 y LMP-7 (codificadas en cl
cromosoma 6}, asi como de las moléculas LMP-10, PA28c y PA2SB que también
Jucgan un papel importante cn ¢l procesamiento de antigenos. Para cllo, utilizamos [a
técnica de¢ RT-PCR para amplificar algunos fragmentos corrcspondicntes a cstas
moléculas cn las lincas celulares previamente tratadag con HC y comparados con
aquellos abtenidos de células no tratadas con HC y células tratadas con IFN-y. Cabe
mencionar que et lus diferentes reacciones de RT-PCR se meticron controles de agua,

con la finahidad de saber s1 existia contaminacion en la reaccién.



Al analizar la expresion de los TAP, se enconird que todas 1as lineas celulares de
CaCu con o sin infeceién de HPY, presentaron deficiencia en la expresion de TAP-1,
ademds de que en ninguno de los casos el IFN-y pudo restablecer adecuadamente su
expresion cuando las células fueron incubadas con este factor (Figura 6.3.1). En el caso
de TAP-2 (Figura 6.3.2), la hidrocortisona no indujo cambios en la expresion de esta
melécula en las lineas celnlares de cancer cervical. En estos ensayos se utilizé a la
linea linfoblatica T2 como control negativo, debido a que presenta una delecion en los
genes que codifican para TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7 (Salter et al, 1985 y Salter y
Cresswell, 1986); y como control positivo se utilizé DNAc obtenido de linfocitos de
sangre periférica de un donador normal.

Cuando se analizé la expresién de las proteinas de bajo peso molecular (LMP),
unidades proteoliticas de los proteasomas, se encontré que la HC no indujo Ia
disminucion de la expresion de las subunidades LMP-2, LMP-7 y LMP10 en las lineas
celulares de cancer cervical (Figuras 6.3.3-6.3.5). Cabe destacar que las lineas celulares
sin infeccién al HPV(VIBO y C33A) no expresaron LMP10 y que tinicamente C33A
fue carenie en la expresidn de LMP7 (Figuras 6.3.3 y 6.3.4), lo que también
correlaciona con los bajos niveles de expresién de moléculas MHC-I encontrados
previamente a nivel de membrana celular.

La hidrocortisona tampoco indujo disminucién en la expresidén de las
subunidades reguladoras (PA28c y PA28PB) del proteasoma en las lineas celulares de
carcinoma cervical utilizadas en cste csiudio (Figuras 6.3.6-6.3.7).

De acuerdo con los resultados obtenidos en conjunto, se puede concluir que la
hidrocortisona induce una disminucién en la cxpresién de moléculas clase I del MHC
en las lineas ceclulares de céncer cervical, principalmente en aquellas que tienen
infeccidn con virus de papiloma humano. Se puede hablar de que csta baja expresién de
la molécula este asociado con la baja transcripeion de la cadena pesada de la moléeula,
como ocurrié en HELA, sin embargo sc deben realizar mas cxperimentos con diferentes
lincas para ratificar o desechar csta idea, asi como se pueden usar otras téenicas. No
obstante, ¢l hecho de que no sc encontraran cfectos notables de la HC sobre la

transcripeidn de moléculas que parlicipan ¢n el procesamicnto antigénico (TAP, LMP y
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PA28 alfa y beta) en las lineas cclulares, indica que la disminucion en la expresion de
moléculas MHC-I a nivel de membrana en las células tumorales de cancer cervical con
infeccién de HPV pudiera ser también a través de mecanismos postranscipcionales que

seran mencionados en discusién.
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o-MHC-I

[B-actina

CASKI STHA C33A VIBO
() I HC (O I HC (3 I HC () 1
‘ A 1018

EPINOR  VIPA
() I HC (9 I HC PM

a-MHC-T——p| 1013

B-actina

Figura 6.2: Efecto de¢ la hidrocortisona sobre la transcripcién de moléculas MHC-I,
en lineas celulares de CaCu. E1 RNA total fue extraidode células cultivadas ya sca cn
medio normal (-); en presencia de 100 U/ml de INF-v (I); o con 0.4 pg/ ml de
hidrocortisona (HC). Los productos de RT-PCR obtenidos de la amplificacion de las
cadenas pesadas de las moléculas MHC-T (1100 pb), fucron analizadas mediante
clectroforesis en un gel de agarosa al 1%. La amplificacién de un fragmento de B-actina
(238 pb) fuc utilizado como control de la estabilidad del RNA, ¢n todos los casos. 1.os
marcadores de peso molecular (P.M), al final de cada gel.
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Figura 6.3.1: Efecto de la hidrocortisona sobre la transcripcion de TAP1 en las
diferentes lineas de CaCu. El RNA total fuc extraido de células cuitivadas ya sea cn medio
normal (-); en presencia de 100 U/mt de 1FN-y (1); o con 0.4 pg/mi de hidrocortisona (HC),
los productos de RT-PCR obtenidos de la amplificacion del TAP1 (345 pb) fucron
analizados cn un gel de agarosa al 3%. La amplificacion de un [ragmento de B-actina (238
pb)y fue utilizado como control de la estabibidad del RNA, en lodos los casos. Los
marcadores de peso molecular (P.M), al principio de cada gel. El pozo de INBL T1-2 ¢s [a
inea INBL transfectada con el TAPY y TAP2. La abreviatura BEPINOR representa edlulas de
epiielio normal.
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Figura 6.3.2: Efecto de la hidrocortisona sobre la transcripcion de TAP2 en las
diferentes lineas de CaCu. El RNA total fuc extraido de células cultivadas ya sea en medio
normal (-); en presencia de 100 U/ml de 1IFN-y (I); o con 0.4 ug/ml de hidrocortisona (HC).
Los productos de RT-PCR obtenides de la amplificacién del TAP2Z (312 pb) fueron
analizados cn un gel de agarosa al 3%. La amplificacion de un fragmento de P-actina {238
pb} fuc utilizado como control de [a cstabilidad del RNA, en todos los casos. Los
marcadores de peso molecular (M.P), al principio de cada gel. La abreviatura EPINOR
representa eélulas de epitelio normal.
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Figura 6.3.3: Efecto de ia hidrocortisona sobre la transecripcién de LMP2 en las
diferentes lineas de CaCu. El RNA total fue cxtraido de céluias cultivadas ya sca en medio
normal (-); en presencia de 100 U/ml de IFN-y (1); o con 0.4 pg/ml de hidrocortisona {HC).
Los preductos de RT-PCR obtenidos de la amplificacion del LMP2 (321 pb) fueron
analizados cn un gel de agarosa al 3%. La amplificacién de un fragmento de f-actina (238
pb) fue wilizado como control de la cstabilidad del RNA, cn todos los casos. los
marcadores de peso molecular (P.M), al principio de cada gel. La abreviatura EPINOR
represeita células de epitelio normal.
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Figura 6.3.4: Efecto de la hidrocortisona sobre la transcripcién de LMP7 en las
diferentes lineas de CaCu. El RNA total fuc extraido de células cultivadas va sea en medio
normal {-}; en presencia de 100 Urml de IFN-y (T); o con 0.4 pg/ml de hidrocortisona {(HC),
Los productos de RT-PCR oblenidos de la amplificacién del LMP7 (174 pb) fucron
analizados en un gel de agarosa al 3%. La amplificacién de un fragmento de f-actina (238
pb) fue utilizado como control de la estabilidad del RNA, cn todos los casos. Los
marcadores de peso molecular (P.M), al principio de cada gel. La abreviatura EPINOR

representa eélulas de epitelio normal.
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Figura 6.3.5: Efecto de la hidrocortisona sobre Ia transcripcién de LMP10 en las
diferentes lineas de CaCu. El RNA total fue extraido de células cultivadas ya sea en medio
normal (-); en presencia de 100 U/ml de IFN-y (I); o con 0.4 pg/m] de hidrocortisona (HC).
Los productos de RT-PCR obtcnidos de la amplficacion del LMPIO (369 pb) fueron
anzhzados ¢n un gel de agarosa at 3%. La amplificacion de un fragmento de B-actina (238
pb) fue utilizado como control de la estabilidad del RNA, cn todos los casps. [.os
marcadores de peso molecular (P.M), al principio de cada gel. La abreviatura EPINOR
representa células de epitelio normal,
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Figura 6.3.6: Efecto de la hidrocortisona sobre la transcripcién de PA28c en las
diferentes lineas de CaCu. E! RNA total fuc extraido de células cultivadas ya sea cn medio
normal (-); en presencia de 100 U/ml de IFN-y (I); o con 0.4 pg/ml de hidrocortisena (HC).
Los productos de¢c RT-PCR ebtcnides dc la amplificacién del PA28a (467 pb) fueron
analizados cn un gel de agarosa al 3%. La amnplificacién de un fragmento de factina {238
pb) fue utilizado como conirol de ia cstabitidad del RNA, en todos los casos. Los
marcadores de peso molecular (P.M), al principio de cada gel. La abreviatura EPINOR
representa células de epitelio normal.
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Fipura 6.3.7: Efecto de la hidrocortisona sobre la transcripcién de PA283 en las
diferentes lineas de CaCu. El RNA total fuc extraido de células cultivadas ya sea en medio
normal {-); en presencia de 100 U/ml de IFN-y (1); o con 0.4 ng/ml de hidrocortisona (HO).
Los productos de¢ RT-PCR obtenidos de la amplificacién del PA28B (431 pb) fucron
analizados cn un gel de agarosa al 3%. La amplificacién de un fragmenio de f-actina (238
pb) fue uulizado como coatrol de la estabilidad del RNA, en todos los casos. Los
marcadores de peso molecular (P.M), al principio de cada gel. La abreviatura EPINOR

tepresenta células de epitelio normal,
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Las moléculas clase I del MHC juegan un papel importante en la inmunidad
adquirida para eliminar a las células tumorales o células infectadas con virus, debido a
que son las responsables de mostrar en la membrana de la célula blanco, a los péptidos
antigenicos derivados de proteinas propias mutadas o de las proteinas virales para su
reconocimiento por los linfocitos T citotéxicos (Janeway et al, 1997 y Moreno et al,
1996). La disminucién de la expresidn de moléculas MHC-1 es muy frecuente en
células malignas; aproximadamente un  60-85% de ios tumores pueden disminuir o
perder ya sea un alelo HLA clase I, un locus HLA-A, -B o -C, o bien el haplotipo
completo de las moléculas MHC-I (Keating et al, 1995; Garrido et al, 1997; Ressing et
al, 1996, Browning et al, 1997; Seliger et al, 1997; Vitale et al, 1998; Finke et al, 1999).
En el caso particular de CaCu, se han asociado varios factores con la disminucién en la
expresion de moléculas MHC-I, entre eilos se encuentran: alteraciones en la cadena
pesada de algunas moléculas MHC-I (mutaciones y deleciones en los sitios de unién a
péptidos) (Koopman et al, 1999; Koopman et al, 2000; Johnsen et al, 1998); pérdida en
la expresidn de ia cadena ligera (B2-microglobulina) (Seliger et al, 1996); zltcraciones
¢n la expresién de moléculas que intervienen en el procesamiento v presentacion de
antigenos (ausencia de moléculas transportadoras como los TAP);, y ei papel de
hormonas esteroides (Chen et al, 1997, Jin et al, 1999; Peace-Brewer ct al, 1996).

En estudios recientes, se ha encontrado que cuando las células epiteliales del
cucllo uterino (con infeccién por HPV) son cultivadas en presencia de hormonas
esteroides, a niveles fisioldgicos, la expresidon de moléculas MHC-] en la membrana
cclular disminuyc notablemente (Bartholomew, 1997). Se ha sugerido que la
disminucién de la expresion de moléculas MHC-I en estas células, pudicra ocurrir a
nmivel transcripcional, tal como se ha obscrvado eon células tumorales derrvadas de
céncer de mama, en donde sc ticnen evidencias de que las hormonas glucocorticoides
pucden incdir indirectamente sobre la transcripeidn de las moléeulas MHC-1 a través de
clementos (p.¢jm. c-fun) que inderactdian con rcgiones promotoras de genes que

coclifican  en el MHC (Tlowerofl ¢t al,1993 y Yang-yen, 1990). Estos clementos sc




originan después de que ¢l complejo hormona-receptor atraviesa la membrana nuclear y
captura al elemento fos del complejo AP-1 para dejar libre a c-jun, el cual interactia con
la region promotora ubicada aproximadamente a 400pb de los genes que codifican a las
moléculas del MHC.

En el presente trabajo, utilizando concentraciones fisiolégicas de HC (0.4pg/ml),
encontramos que en ocho lineas celulares de cancer cervico-uterino, 5 de 6 lineas que
presentan infeccidn con HPV, disminuyeron notablemente la expresidn de moléculas
MHC-I en membrana. La baja expresién de moléculas MHC-I en la membrana de estas
células, inducida por el efecto de HC, s6lo se correlaciono en la linea celular HELA con
la disminucién de la trapscripcion de la cadena pesada del MHC-1 y en ninguno de los
casos con la disminucidn o la pérdida de moléculas que participan en ¢l procesamiento
de antigenos de la via MHC-I, como fue ¢l caso de los transportadores de péptidos
antigénicos (TAP-1 y -2), las subunidades proteoliticas del proteasoma (LMP-2, -7 v -
10} y los reguladores del proteasoma (PA28a y ). El efecto heterogéneo producido por
la hormona HC en las diferentes lineas de CaCu, sobre la disminucién en la expresion
de moléculas MHC-I a nivel de membrana del MHC-I, puede estar asociado con
diversos elementos propios de las células tumorales que resultan del proceso de
transformacién maligna. Entre estos elementos se pueden considerar: el nimero de
copias activas del virus del HPV que se encuentran integradas en ¢l genoma de la célula
huésped; el mamero de receptores para glucocorticoides presentes en la ¢élula maligna;
la presencia de diversos oncogenes activados (c-myc y ras); el aumento de receptores
quc propician la proliferacion celular, por ejemplo ¢l receptor para el factor de
crecimicento epidermal, ctc. Es importantc mencionar que de los clementos antes
mencionados, el nimero de copias activas de los HPV pudiera tencr un papel muy
importante en la disminucién de la expresion de moléculas MHC-I, debido a que dentro
del genoma de los HPV de alto riesgo, cxisten clomentos de vespuesta a
glucocorticoides (ERG}). Después de quc ocurre 1a mtcgracidn del virus en el genoma
de la célula huésped y son climinados los gencs reguladores El1 y E2 del HPV, los
complgjos hormona-receptor inicraccionan con ¢l ERG para favorecer la transeripeién
de los oncogencs E6 y E7 (Burl y Hoppe-Seyler, 1993; Chen ¢t al, 1993; Jin et al,

1998). 13 resultade final ¢s 1a transformacion de la célula huesped y 1a disminucion de
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moléculas MHC-L Se ha postulado que este ltimo ferémeno se debe a que un
segmento de la proteina oncogénica E7, semejante a unt dominio de la proteina E1A
del adenovirus, retienc a las moléculas MHC-1 en el reticulo endoplismico,
favoreciendo su degradacion por enzimas residentes en este organelo (Braspenning et
al, 1998; Brokaw et al, 1994).

Por otro lado, las deficiencias en la expresion de moléculas que participan en
procesamiento y presentacién de moléculas MHC-I, conducen a la disminucién en la
expresién de moléculas MHC-I a nivel de membrana, lo que constituye per se un
mecanismo de evasion de la respuesta inmunolégica (Thomas y Banks, 1999; Garrido et
al, 1997). En este trabajo encontramos que las lineas celulares sin infeccién con HPV
(VIBO y C33A), mostraron deficiencias en la expresion de las moléculas TAPI, LMP7
y LMPI10, lo cual comelaciond con la baja expresién de moléculas del MHC-I
encontrada a nivel de membrana y de los transcritos de las cadenas pesadas de]l MHC-1.
En este sentido, también habrd que considerar si existen mutaciones en las secuencias
que codifican para las cadenas pesadas del MHC-I de estas lineas celulares, to cual
pudiera influir en la deficiente amplificacién de estas moléculas mediante la técnica de
RT-PCR, tal como fue observado en nuestros resultados.

La disminucidn de la expresién de las moléculas MHC-I inducida en las lineas
de CaCu (infectadas con HPV) mediante la HC, puede ser considerada de relevancia,
debido 2 que tal disminucién pudiera afectar a ciertos alelos que tienen un papel
csencial en la respucsta inmunolégica, por su capacidad de prescntar determinantes
antigénicos. Se sabe que la disminucién o pérdida de la expresién de un sélo alelo en
las células tumorales, cs capaz conducir a la evasién del reconocimiente inmune celular
mediado por los linfocitos T citotdéxicos (Scung et al, 1993). Sc tienen reportes de casos
donde la cchala tumoral evade la respuesia inmunologica, a través de cambios en la
expresion de moléculas MHC-I que presentan péptidos antigénicos, de tal manera que
los linfocitos citotdxicos CD8+ no las pueden reconocer y eliminarlas (Garrido, 1997;
Keatin et al, 1995; Cromme et al, 1994; von Kncbel et al, 1990). Por cjemplo, se sabe
que en pacienies con melanoma avanzado ¢l alelo HLA-A2, caracterizado por presentar

antigenos asociados al melanoma, disminuye considerablemente su expresidn en cstos



tumores (Ferrone et al, 1995); asimismo, en pacientes con CaCu también se ha visto
que la pérdida del alelo HLA-BT se asocia con un mal prondstico de sobrevivencia
{Ressing et al, 1996). Se esperaria que al disminuir los niveles de expresién de la
molécula MHC-I, se activaran las células asesinas naturales, sin embargo, esto no
ocurre. Ante esta situacion varios autores han planteado que el tumor evade la respuesta
de hinfocitos citotdxicos a través del abatimiento parcial de las moléculas MHC-I que
son importantes en la presentacién de antigenos virales, mientras que por ofro jado los
alelos que mantienen su expresién (por lo general del locus HLA-C), pueden inducir
sefiales de inactivacidn en las células asesinas naturales para evitar su accién citotoxica
(Gasrido et al, 1997).

Finalmente, podemos considerar que la asociacién entre HPV y hormonas
esteroides puede ser un factor de riesgo considerable para el desarrollo del cincer
cervico-uterino, puesto que se sabe que cerca del 98% de los tumores de CaCu se
asocia etioldgicamente con [a presencia de virus de HPV oncogénicos. En este sentido,
largos periodos de estrés que conducen al awmento de los niveles fisiologicos de
hormonas esteroides, 6 el uso prolongado de anticonceptivos orales o anti-inflamatorios
constituidos por hormonas esteroides, pueden alterar el curso de una displasia cervical

hacia el desarrolio de un carcinoma cuando existen infecciones genitales con HPV.
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8. CONCLUSIONES

. La hidrocortisona disminuye la expresién de moléculas MHC-I en membrana en

células positivas a la infeccidén con HPV.

La hidrocortisona no afecta la transcripcién de moléculas que participan en el

procesamiento y presentacion de antigenos (TAP, LMP, PA28)



9. VOCABULARIO

Condiloma acuminado: Se le designa as{ a las verrugas externas producidas en el
aparato genital, por lo regular son producidos por el HPV-6 y —11, no son malignos
Displasia: Cambios en el tamafio, la forma y la organizacidn de las células, debido a la
irritacién o inflamacion crénicas; puede progresar hasta neoplasia, o regresar a la
normalidad si se elimina el factor estresante. Algunos autores comsideran que la
displasia es semejante a la neoplasia intracervical

Estadios clinicos del cancer cervical

Estadio 0: carcinoma in situ (algunos autores lo consideran con las mismas
caracteristicas de la displasia III)

Estadio I: Tumor conferido al cérvix (puede estar disgregado)

Estadio [A: Carcinoma invaser preclinico, diagnesticado sélo por microscopio.
Estadio IAl: minima invasién a estroma

Estadio IA2: Tumor con componentes invasivos, las células tienen crecimiento de
5mm o menos en profundidad tomado desde la base de epitelio y 7mm ¢ menos en su
extensidn horizontal.

Estadio IB: Tumor mds grande que IAZ.

Estadio IX: Carcinoma cervical que invade mas alla dei utero, pero no la pared pelvica ¢
la parte baja de vagina.

Estadio IIA: Sin invasion parametrial

Estadio IIB: Invasion parametrial

Estadio I1I: Carcinoma cervical que se extiende a la pared de la pelvis y/o involucra la
parte baja de la vagina y/o causa hidronefrosis o no permite que funcione €l rifidn.
Estadio IVA: Tumor que invade la mucosa de vejiga o recto y/o se extiende hasta
pelvis.

Adenocarcinoma: Resulta de células columnares de endocérvix, representa del 10 al 3
% dc los carcinomas. Ticnen una paraciencia glandular poro pueden pasar a una
apariencia séhda. Ticne nicleos agrandades y sus mitosis son incrementadas.
Adenoescamosos: Representan ¢l 2 % de los carcinomas, Son una mezcla de
adenocarcinoma maligno y de carcinoma de células escamosas

Carcinoma Invasive: Ocurre cuando las células de epitelio malignas rompen la
membrana basal y entran en estroma. Implicando una lesidn visible que se exparse a
vagina, utero, a la parlc anterior de la vejiga, o a la parte posterior del recto.

Metastasis: Se producc cuando las células transformadas son transportadas a través del
torrente sanguineo
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10. APENDICE

Verseno (1X paralL):

Tris-base 3.04 gr

NaCl 8.0 gr

KCl 0.4 gr

EDTA 02 g

Ajustar a pH 7.7 con acido clorhidrico

Agua tratada con dietilpirocarbonato:

Se disuelve 0.2 ml de dietilpirocarbonato en 100 ml de agua milliQ, y se deja toda la
noche en agitacién a 37 °C, con la finalidad de homogeneizar la solucién. Al siguiente
dia se esteriliza.

Buffer Salino de Fosfatos (PBS 1X para 1 L):
NaCl 8 er
KCl1 0.2 gr
KH; PO, monobasico 0.2 gr
Na,HPQ, dibasico 2.16 gr

Buffer de TBE (para 5L)

Tris-base 54  gr
Acido Bérico 275 gr
EDTA pH 8 0.5 M (20 ml)

Llevar a5 litros de agua.
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