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1. Resumen.

Las células tumorales expresan superficialmente moléculas del MHC clase | que a su vez portan péptidos
derivados de antigenos provenientes del interior de las células. Esto permite su reconocimiento y su
eliminacion por los linfocitos T citotaxices. Sin embargo, la disminucion de 1a expresion de estas moléculas
puede dificultar el reconocimiento y proporciona un mecanismo de evasion del sistema inmune. Este puede
ser el caso del cancer cervical, puesto que las células transformadas expresan continuamente proteinas
derivadas del virus de papiloma humano cuyos péptidos asociados a las moléculas MHC-| deberian conducir
a su eliminacion por parte de los linfocitos T citotdxicos; sin embargo, ocufre ta progresion de la neoplasia

hacia estadios mas avanzados.

En este estudio se evalud la capacidad de ocho lineas celulares derivadas de cancer cérvico utering
para expresar moléculas del MHC clase I, En elias, se indujo la expresién transitoria de las moléculas de
histocompatibilidad de raton KY, D4 y L9 por medio de una infeccién con virus vaccinia recombinante. tLa
expresidn de estas moléculas se evalud utilizando anticuerpos monocknales especificos, mediante citometria
de flujo. Se encontrd que todas las lineas celulares estudiadas expresaron las moléculas de MHC clase |
inducidas, aunque variaron en su capacidad de expresar los distintos alelos entre cada linea celular. El alelo
con menor expresion en todas las lineas celulares fue LY, y la linea celular con menor capacidad de expresar
las diferentes moléculas fue C33. El estimulo con IFN v, un inductor de la expresién del moléculas det MHC
clase 1, fue mas notable en aumentar la expresion de las moléculas del alelo L9 en todas las lineas tumorales
y en aumentar la expresion de los tados los alelos de C33. Al analizar 1a relacion entre tipo de HPV infectante
y la expresion de moléculas de MHC |, fue notable que la linea celular negativa al HPV {C33) exhibio los
niveles mas bajos de expresion de moléculas de MHC | propias e inducidas (moléculas H-2 de raton K¢, Dé y
LY}, comparadas con la expresion observada entre las lineas celulares positivas al HPY 18 y al HPV 16. Las
iineas celulares con secuencias génicas de HPY mostraron que su expresion es independiente del tipo viral
infectante (HPY16 0 HPV18) por lo que se concluye que no existe una relacion entre el tipo de HPY infectante
y 1a capacidad de expresién de molécutas de MHC clase 1, y paraddjicamente fue una linea celular sin
secuencias integradas de HPV la que mostrd la menor expresién. Finalmenie, se analizd 1a expresién de
maléculas que participan en el procesamiento de antigenos, en Ja linea celular C33, debide a que presentd la
expresion de MHC | mas baja; se observaron deficiencias en la expresién de moléculas TAP1, LMP7, y
LMP10, sugiriendo que estos elementos son necesarios para una eficiente presentacién de antigenos.



2. Introduccion.

Aproximadamente 10 por ciento de los 6 millones anuales de carcinomas corresponden al cancer de cérvix.
En México, aproximadamente 5 mil mujeres mueren anualmente por cancer cervico uterino, cifra que ha
permanecido estable en los ultimos 20 afios; de manera tal que este padecimiento continia siendo la principal

causa de muerte por cancer en mujeres mexicanas.

El cancer cervical es un tumor que se origina en el cuelle de la matriz y crece paulatinamente.
Algunos factores de riesgo que se asocian a tal padecimiento son: el inicio de las relaciones sexuales a
temprana edad, maltiples parejas sexuales, fa multiparidad y el tabaquismo. Sin embargo, el papilomavirus
humano (HPV) es considerado el principal factor de riesgo al estar presente en 99.7 por ciento de los casos
estudiados. EI HPV se transmite por contacto sexual, infecta el tejido det cuello de la matriz y produce
alteraciones que pueden degenerar en cancer No obstante, la asociacion entre la infeccién con HPV y e
desarrollo del cancer no es abseluta, ya que la mayoria de la mujeres infectadas con este virus no desarrollan
el cancer cervical; solamente en una pequefia cantidad de mujeres (20 por ciento de las originalmente
infectadas) el virus no es emradicado, y la infeccion persiste. Este hecho puede provocar que el desamolio de
lesiones benignas con el tiempo evolucionen hasta tumores avanzados. El proceso desde que aparecen las
primeras anpmalias hasta que se desarrolla el cancer dura varios afios, de allf que sea posible preveniro.

Por ofro lado, hoy en dia se realizan estudios para encontrar tratamientos mas eficaces contra este
mal; actualmente, los tratamientos mas cominmente empleados son medicamentos de quimioterapia, la
radioterapia v la cirugia. La aplicacion de éstos depende de la localizacion y el tamafio del tumor, el estadio
de la enfermedad, la salud general y la edad de la mujer, entre ctros faclores. Sin embargo, estos
tratamientos son efectivos cuando se aplican en las primeras etapas de desarrollo ¥ en estadios avanzados
su efectividad es limitada; ademas en los paises en vias de desarollo la accesibilidad = ellos se ve afectada
por 1as condiciones socioecondmicas.

Actualmente existen numerosas lineas de investigacion que buscan proponer estrategias que
permitan fa emradicacion de esta enfermedad. Algunas de ellas buscan esclarecer tas propiedades del sistema
inmunoldgico, por ejemplo, se basan especificamente en las propiedades de los linfocitos T citotdxicos. Estas
células reconocen especificamente a fragmentos derivados de proteinas enddgenas, asociados a las
motéculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC [} y son expresadas en ia membrana
plasmatica; de esta forma, es posible la deteccion de proteinas virales 0 mutadas que pueden ser indicativas
de una transformacion celular. Su participacion es importante en la defensa en contra de patogenos



infracelulares y células tumorales, tanto que pueden deteminar el destino de una lesidn tumoral, ya que se ha

observado que la presencia de linfocitos en lesiones se commelaciona con un mejor diagnéstico de | cancer.

Tomando en cuenta los antecedentes mencicnados respecto a fa importancia que las moléculas
MHC-I pueden tener en el desarmollo del cancer cervical, en el presente estudio se analizo la capacidad de

ocho lineas celulares derivadas de cancer cérvico uterino para presentar en su superficie a esas moléculas.



3. Marco tedrico.

3.1. Origen de las células blancas del sistema inmune.

Tedas las células sanguineas blancas del sistema inmune provienen de un progenitor comdn: las células
madre hematopoyélicas de la médula 0sea (HSCs), capaces de renovarse asi mismas y de diferenciarse
hacia cualquiera de los tipo de células sanguineas. Generalmente dan lugar a células precursoras con un
potencial mas fimitado que pueden originar a células sanguineas rojas, 0 a las dos principales categorias de
células sanguineas blancas: linfoides y mieloides. Los diferentes tipos de células sanguineas y fas relaciones
de sus linajes son resumidos en la figura 1 (Janeway ef a1, 1999; Ikuta ef al., 1992; Francois ef af,, 1984).
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Figura 1. Arbol de diferenciacidn de las células madre hemalopoyeticas de la médula 6sea (HSCs) hacia las dos
principales categorias de células sanguineas blancas: linaje mieloide y linfoide (Morrison et al, 1997).



Los progenitores comunes linfoides provenientes de las HSCs son los generadores de linfocitos,
existiendo dos tipos principales: los linfocitos B (LB) y los linfocitos T (LT); estos dltimos se dividen en tres
clases. Una clase se diferencia, una vez activados, en célufas T citotdxicas (LTC); los segundos son Hlamados
linfocitos T cooperadores {LTh) y, una tercera clase de célula linfoide son llamadas células naturales
asesinas o células NK, las cuales carecen de receptores antigeno especificos y forman parte del sistema

inmune innato (Janeway ef af., 1999; Ihle of af., 1995).

Los linfocitos T y B se desarollan en micro-ambientes del timo y de la médula dsea,
respectivamente. El desarrollo de los LT requiere su migracion hacia el timo para proliferar, y diferenciarse en
células T maduras después de una compleja serie de interacciones con células estromales. En el desammollo
de los LB, los progenitores B permanecen e interactian con las células estromales de la médula dsea para
diferenciarse en células B maduras. Una vez que han completado su maduracion, ambos tipos de linfocitos
ingresan al tomente sanguineo, circulan continuamente en (a sangre en los tejidos linfoides periféricos hasta
encontrar a un organismo extrafio y activar sus funciones especificas (Abbas et al., 2000; Janeway et af.,
1999; Renske et al,, 1998).

3.2, Inicio de la respuesta Inmune.

La sobrevivencia de un organismo depende de su capacidad para reconocer, interpretar y responder
a ios cambios medioambientales, asi come a microorganismos que pueden ser dafiinos para él. Para esto
poseen harreras fisicas, diversos tipos de células, ciertas sustancias q'uimicas y enzimas, todos los cuales
participan en su defensa frente a un ambiente potencialmente hostil (Germain, 1994).

Una vez que un patdgeno ha infectado a un individuo, es detectado y destruido en pocas horas por
un conjunto de células pertenecientes a ia inmunidad innata. Dentro de ia respuesta inmune innata (RII), los
fagocitos, granulocitos y macréfagos proporcionan una primera finea de defensa en contra de muchos
rmicroorganismos comunes, y son esenciales para el control de infecciones bacterianas comunes. La
respuesta inmune innata toma un papel importante en e! controt de las infecciones durante los primeros dias
de la infeccidn, Ya que existe un retraso de 4-7 dias antes de que 1a respuesta inmune adaptativa tome efecto
{Janeway et af., 1999).

La limitada especificidad y eficiencia con que opera la respuesta inmune innata, generalmente es
seguida por la respuesta inmune especifica o adquirida, Hamada asi porque ocurre durante el tiempo de vida
de un individuo como una respuesta adaptativa a la infeccién con el patégenc (Janeway ef al., 1999). La



respuesta inmung adquirida (RIA} en contra de patégenos es realizada por el conjunto de células finfoides que
han evolucionado hacia medidas de defensa mas versitiles y, ademas, proparcionan una mejor proteccion
ante una posible reinfeccion con e mismo patégeno {Swain ef al., 1996).

ta RfA comprende la captura y procesamiento del patdgeno o agente extraio por las células
presentadoras de antigenos (APC) y la exposicidn de esa forma procesada junto a moléculas del MHC, al
conjunto de linfocites T para inducir su activacion. El termino activacion se refiere a los eventos que ocumen
cuando las células T son expuestas a un estimulo inmune. Como consecuencia de la activacion, las células T
experimentan una expresidn genica que culmina en Ia sintesis e insercidn en la membrana de receplores para
varias linfocinas, tales como el receptor para la interleucina 2, un factor de crecimiento para las células T. Las
células T activadas también producen un amplio rango de citocinas, por ejemplo IL-2, IL3; IL-4 & IL-5, que les
permiten regular su crecimiento, diferenciacion y funcién de las células del sistema inmune {lzquierdo ef af.,
1992; Gemnain, 1994; Janeway ef al,, 1999).

Una estimulacion efectiva de células T, requiere de dos sefiales independientes. La primera sefial
esta dada por la interaccion del receptor de la célula T (TCR) con el antigeno unido a la molécula de MHC en
la superficie de las celulas presentaderas de antigenos. La naturaleza de la segunda sefial es mucho menos
definida y puede diferr, dependiendo de! tipo celular (por ejemplo Th1 y Th2) y el estadio de diferenciacion
{virgen o de memoria) de 1as células durante la estimulacién. Dependiendo y de estos y otros factores, la
funcidn coestimulatoria puede ser completada por una variedad de moléculas, tales como B7/CD28, IL-1 {en
células Th2}, LFA-1/ICAM, y otras (Sette of &/, 1994).

Una vez activados los LTC, se valen de mecanismos liticos para matar a células diana a las que se
unen sin afectar a las células vecinas. Algunos mecanismos liticos resultan de la secrecion de granulos
citoplasmaticos produciendo hinchazén osmética y lisis a las células blanco; otros, utilizan enzimas activadas
dentre de las células diana para digetir su propio ADN (apoptésis) (Janeway ef al., 1999 Romagnani , 1997,
Mosmann ef al,, 1987; Francois ef al,, 1984),

3.3. Moléculas del complejo principal de histocompatibilidad.

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) es una region de genes altamente polimérficos
que codifica glicoproteinas altamente especializadas que usualmente forman complejos estables con péptidos
antigénicos, expuestos sobre 1a superficie celular para su reconocimianto por los CTL's del sistema inmune.
Cada individuo ha sido equipado con un pequeiio nimero de ellas, las cuales puede unirse a un amplio orden



o ndmero de diferentes péptidos antigénicos, permitiendo al sistema inmune responder especificamente a una
gran variedad de desafios. Esta promiscuidad esta dada por las caracteristicas de la molécula, desde su
estructura tridimensional asi como su arreglo geométrico que permite una gran receptividad a diferentes
secuencias de aminoacidos. Ademas de la amplia especificidad de péptidos y la capacidad para presentar
cada péptido como un dnico complejo antigénico, fas meléculas de MHC deben ser capaces de retener a sus
ligandos sobre fa superficie celular, para que el reconocimiento por las células T ocura (Madden, 1995;
Williams ef af., 1996).

Los genes del MHC estan incluidos sohre ei brazo coro del cromosoma 6 (6p21.3), el cual posee
alrededor de 3500 kilo-bases y comprende mas de 200 genes (figura 2).

Figura 2. Esquema del cromosoma 6, que incluye a los genes del MHC,

El MHC es divido en clase |, clase Il, y clase Il y es llamado HLA en humanos (antigenos
leucocitarios humanos) y H-2 en el ratdn (figura 3). La familia de genes HLA clase | a su vez es clasificada
en Ia e Ib. Ia comprende los haplotipos HLA-A, -B y -C, estos son presentados en todas las células
nucleadas y son altamente polimérficos. Ib comprende a los haplotipos HLA-E, -F y -G, poseen distribucion
celular restringida, y con polimorfisme limitado y ne participan en la histocompatibilidad (Abbas ef al., 2000,
Margni et al., 1995; Breiturd of af., 1996)



Las moléculas de HLA clase | tienen como funcion principal unirse a péptidos anligénicos
provenientes de patégenos intracelulares para ser expuestos a los LTC CD8+. Estas moléculas son
expresadas por la mayoria de las células nucleadas. Ya que las moléculas de MHC estan asociadas a la
membrana y no son secretadas, los linfocitos T pueden reconocer antigenos extrafios solamente cuando se
unen a la superficie de ofras células. Los LTC examinan diversos ameglos de complejos péptide-clase |, y bajo
circunstancias normales, no reconacen péptidos propios (Abbas ef al., 1994; Austyn et af., 199; Breiturd ef al.,
1996; van Endert, 1999).

Durante una infeccion viral o la transformacion maligna de una célula, un amplio espectro de
péplidus son presentadoes por las moléculas clase |. Algunos de estos complejos son reconocidos por los LTC,
conduciendo a su eliminacién. Es por esto que las moléculas de MHC | tienen un papel crucial en la
inmunidad celular,

Los genes de HLA clase 1l codifican glicoproteinas expresadas sobre las células presentadoras de
antigenos (células dendriticas, células epidermales de Langerhans, macréfagos), y se unen a péptides
exbgenamente procesados en el camino endosomalfliposomal para ser reconocidas por linfacitos CDA*,
Ademas, la regidn de MHC clase il también contiene genes que codifican proteinas involucradas en el
procesamiento (LMP2, LMP7) y de transporte (TAP1, TAP2) de péplidos unidos y presentados por las
moléculas clase | {Breiturd ef af., 1996; Abbas ef af., 1994; Janeway ef af.,, 1999).

La region clase il incluye genes que codifican componentes del complemento (C2, C4, Bf), proteinas
de choque témico {Hsp70) y Factor de necrosis tumoral o y B (TNFa y B). En humanos, los genes de MHC

clase | y clase !}l forman dos regiones discretas separadas por los genes clase |1l (Breiturd et al, 1996).
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Figura 3. Mapa del complejo de antigenos leucocitarios humanos (HLA) que comprende a fos genes clase |, Il y Il. Los
genes son esquematizados como rectangulos negros verticates (Breiturd ef af., 1996).



3.4. Estructura tridimensional de las moléculas de MHC.

La estructura tridimensicnal de las moléculas clase | ha sido determinada por cristalografia de rayos
X. Las moléculas clase | estan constituidas por tres subunidades: una cadena transmembranal pesada (o ¢
HC dei ingles heavy chain) altamente polimérfica de 45 kd {con dominios extracelulares a1, a2 y a3)
codificada en el MHC; una subunidad soluble de 12 kd denominada 3,-microglobulina (B.m) asociada a la HC
de manera no covalente y el péptido ligando. Los dominios distales o ¥ o2 de 1a cadena o forman una hoja
de 8 bandas f3 plegadas, atravesada por dos hélices o que comprenden el piso y los lados, respectivamente,
del hueco de union del péptido {figuras 4 y 5). Los bordes del hueco de unién estan cerrados y la mayoria de
los andlisis cristalograficos han revelado que los téminos -N y -C de los péptidos unidos son fijados en los
extremos del hueco a través de interacciones de hidrégeno con residuos conservados entre todas las formas
alélicas clase |. Generalmente estas caracteristicas restringen el fargo de los péptidos de 8 a 11 aminoacidos
{Madden, 1995; Williams et af., 1996; Elliot, 1997; van Ende et al., 1996},

a) Vista lateral b) Vista superior

Figura 4. Estructura de ta molécula de MHC ¢lase |. (a) Vista lateral mostrando los dominios a, ¢t2, asy a

[Bz-m. {b} Vista superior para mostrar &! péplido en el sitio de union (Alberts ef al., 1994},
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Figura 5. Estructura de la molécula HLA clase I. La estructura total indicando los dominios o, oz, o3 y §2m. El péptido

es unido entre las hélices au Y az(Alberts ef al, 1994).



Ademas de las interacciones con los extremos terminales de los péptides, se forman numerosas
adhesiones de hidrégeno entre los residucs clase | y diversos &lomos a ko largo del péptide. Estas
asociaciones explican porgue una amplia diversidad de péptidos pueden unirse fuertemente por un simple
producto alélico clase 1. La especificidad alélica estd dada principalmente a través de la interaccion entre los
huecos en el piso def sitio de unidn y los aminoacidos de las cadenas laterales en varias posiciones a lo largo
del péptido (Williams et af., 1996).

Los huecos varian en profundidad y naturaleza quimica entre variantes alélicas y sirven para fijar
cadenas laterales de péptidos particulares {(denominados residuos de anclaje). Sin embargo, los péptidos
unidos a una molécula clase | en particular exhiben un patrén de unién alelo especifico que consiste de dos o
algunas veces fres residuos de anclaje. Uno de los residuos de anclaje se encuentra en el extremo -C
terminal del péptido. En el caso de las moléculas clase | de raton, todos los péptidos unidos analizados
muestran residuos hidrofobicos o positivamente cargados. Para los péptidos asociados con las moléculas
clase | humanas, €l extremo -C terminal de anclaje puede ser hidrofobico o positivamente cargado. La
capacidad de cada molécula para unir un amplio y generalmente no trasiapado ameglo de péplidos asegura
que la mayeria de las proteinas sintetizadas bajo condiciones normales o patoldgicas sean presentadas a las
células T citotoxicas (Williams et al., 1996).

3.5. Mecanismo de presentacion de moléculas clase |.

El principal camino del procesamiento de antigenos que se asccia con el MHC | involucra tres pasos
principales: generacion de péptidos citosdlicos, transporte de péplidos hacia el reticulo endeplasmico {RE}, y
ensamblamiento de péptidos con las moléculas clase ! (figura 6) {van Endert, 1996).

3.5.1  Generacion de péptidos citosolicos.

La degradacion de antigenos citosolicos es un paso esencial en 1a generacién de la mayoria de los
epitopes del MHC clase | presentados, es altamente especifica y es controlada cuidadosamente para prevenir
ta destruccion no especifica de proteinas propias esenciales y es efectuada por el proteasoma (Pamer et ai,
199; Johnsen et al, 1998).

El proteasoma, es un complejo mufti-subunitarfo de proteasas citosdlicas que  degradan
selectivamente proteinas intracelulares. La mayoria de los mecanismos para marcar una proteina para su



degradacion via proteasoma es la ubiquitinacion. Esto involucra la adhesion de multiples cadenas de la

ubiquitina de 76 aminoacidos a la proteina que serd degradada (Johnsen et al., 1998; Hilt et af., 1995).
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Figura 6. Mecanisma de presentacidn de moléculas HLA dase { (van Endert, 1996}

El proteasoma esta constituido por un nicles catalitico compuesto de 28 subunidades arregladas en
cuatro anillos heptaméricos apilados. Dos de los anillos de los proteasomas de mamiferos contienen a la
subunidad catalitica 3, 8, X y Z. Estas son reemplazadas por LPM2 y LMP7 (proteinas de bajo peso
molecular) y LMP10 en células tratadas con IFN y (LMP2 puede reemplazar al LMP19, LMP7 al LMP17, ¥
LMP10 puede reemplazar al LMP9) (figura 7); la incorporacion de LMP2 y LMP7 al proteasoma altera la
actividad enzimética e incrementa la produccion proteslifica de ciertos péptidos, dependiendo de |a naturaleza
de los aminoacidos inmediatamente precedentes al sitio de rompimiento (Johnsen et al, 1998; van Endert,
1996). El gene LMP10 también conocido como MECL-1, esta ubicado en un cromosoma diferente del MHC, y
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su papel regulador aun no ha sido establecido, aungue aparece como una subunidad catalitica {(Johnsen et
al., 1998; van Endert, 1996; Madden, 1995 ).

) HFN Y B IFN ¥
Profeasoma 26 Innwmoproteasonma PAZS

Macleo del proteasoma 205

Figura 7. El IFN y induce cambios en el proteasoma (basado en un proteasoma de levaduras). a) El
proteasoma 205 es esquemalizado como una estructura cllindrica de cuatro anillos, constituido de siete subunidades o y
siete subunidades [3; éste puede formar un complejo con olros dos complejos ATPasa. b} en humanos, el IFN yinduce la
expresion det inmunoproteasoma. El nlcleo del proteasoma 208 posee tres subunidades cataliticas p: X, Y y Z, mientras
que el inmunoproteasoma posee a las subunidades inducibles con IFN y LMP2 {marcada como 2), LMP7 (7) y MELC1
(M) en fa posicion correspondiente durante el ensamblaje. EI IFN y lambién induce |a expresién de del reguiador PA2S,
compuesio por PA28 (cx) y PA28P (B). ¢) E! proteasoma 208 y el inmunoproteasoma pueden asociarse al complgjo
ATPasa, al PA28, o a ambos(Frih ef af., 1999).

El nucleo del proteasoma 20S puede ensamblarse con otros componentes, tales como el complejo
195 (también conecido como PA700) para formar al proteasoma 26S, o al regulador del proteasoma 118
(también llamado PA28) para formar al complejo proteasémico PA28, {figura 7). Et complejo requiador PA28
esta compuesio por dos subunidades, PA28« y PA28(, formando un complejo en forma de "anillo” que se
une a los extremos del proteasoma cilindrico 20S. Las unicnes de PAZ28 alteran la cantidad y calidad de
péptidos producidos por el proteasoma (figura 5). La expresion incrementada de PA28¢ aumenta el
reconocimiento por los linfocitos citotéxicos T antigeno-especificos, y la asociacion de PA28 con el

proteasoma 20S favorece la generacién de péptidos inmunogénicos. Algunos estudios han mostrado que el



complejo 265 puede degradar proteinas ubiquitinadas mientras que el proteasoma 208, no (Johnsen et a/.,
1998; Hitt ef af,, 1996).

i Transporte de péptidos hacia el RE.

Los transportadores asociados af procesamiento de antigenos tipo ABC compuestos por las
subunidades TAP1 y TAPZ2 estan codificados dentro de fa regidn clase Il del MHC, adyacentes a LMP2 y
LMP7. Las funciones de los TAP's son necesarias para un eficiente procesamiento de antigenos clase | pues
los genes de TAP codifican protelnas ubicadas en la membrana del reticulo endoplasmico que transportan
péptidos antigénicos a partir del citoplasma hacia el lumen del reticufo endgplésmico (RE), donde se unen
péplidos alelo-compatibles (usualmente nonameros), para después ser transportados a la superficie celular
{Hilt et al., 1996; Keating ef al., 1995; Tindle, 1997).

TAP1 y TAP2 poseen un dominio N-teminal hidrofébico que atraviesa la membrana de seis a acho
veces y un dominio C-termina! hidrofilico que contiene [a region de unién al ATP. Las dos proteinas de TAP
funcionan como un heterodimero en {a membrana de! RE y ¢is Golgi, con sus dominios de union al ATP
orientados hacia el citosol (Williams ef al., 1996).

Los complejos TAP de humanos y roedores muesiran especificidad al substrato, basandose
principalmente en los extremos amino-terminales y en los tres residuos carboxi-terminales. Los TAP's de
ratén exhiben una marcada preferencia por péptidos con terminales -C hidrofébicas, mientras que los TAP's
humanos transportan péptidos que posean cualquier residuo C-terminal {aunque, para algunos péptidos, los
residuos acidicos C-lerminales y de prolina son transportados pobremente). La especificidad de estas
especies es dependiente del tamafio de los residuos C-terminales, identificados en los peptidos unidos a las
motéculas clase | en las dos especies. También se han encontrado algunas diferencias en la unibn de
péptidos a algunos alelos, por ejemplo, HLA-AZ tiende a tener bajas afinidades mientras que otros alelos,
especialmente HLA-B27, parece estar mucho mejor adaptado para unirse a péptidos aportados por TAP {van
Endert, 1996; Williams et al., 1996).

ii. Ensamblaje de péptidos con las moléculas clase |,
El ensamblaje de las moléculas clase | esta intimamente relacionado con la unidn de péptidos. El

orden de ensamblaje puede ocurrir por tres rutas principales: 1) el péptido puede unirse primero a la cadena
pesada (H) , seguida por la cadena ligera ([zm); 2) un heterodimero clase | puede ensamblarse a partir de



una cadena H y fm, seguido por fa union del péplido; o 3) un heterodimero cadena H/p;m clase | es

ensamblado a la tapasina, seguide por la asociacion con el péptido (Neisig ef af., 1996).

Antes de la union del péptido, el complejo cadena HiB-m permanece inestable por lo que es
necesario que interactué con algunas molécutas que transitoriamente le dan estabilidad. El orden de estas
interacciones de las moléculas clase | con otras proteinas en el RE ya ha sido establecido. Las cadenas alfa
clase | recién sintetizadas se asocian inicialmente con ia proteina chaperona calnexina. Desde la unitn de la
Bam, fas moléculas humanas clase | tolalmente oxidadas se unen a la calreticulina mientras que algunas se
mantienen asociadas a la calnexina. En presencia de |a proteina tapasina de 48 kDa, las molgculas clase |
vacias unidas a la calreticulina/calnexina y a la reductasa Em57 se asocian con los transportadores TAP
(figuras 6 y 8). Una vez que un péptido se ha unido a ellas, las meléculas clase | se disocian de todas esas

moléculas accesorias para ser exportadas a la superficie celular (van Endert, 1996).

La calnexina es utilizada para coadyuvar el plegamiento y la formacion de puentes disulfure en tas
cadenas alfa clase | y para promover su ensamblamiento con la cadena ligera Pam; ademés se ha sugerido
que la calreticulina {muy probablemente junto con TAP y/o tapasina) esta involucrada en la retencién en el RE
de fas moléculas clase | no-ensambladas, ya que se ha observado que en la molécula mutante HLA-A2

{Thr134—Lys) no se permite la salida de las moléculas clase | sin péptidos cargados (van Endert, 1996).

La tapasina es una proteina transmembranat fipo | de 48 kDa residente del RE, que pertenece a la
super-familia de inmunoglobulinas. La tapasina permite a les dimeros clase | vacios, y probablemente también
a la Bum sola, asociarse con los complejos TAP; mas de cuatro complejos de clase | y tapasina pueden
asociarse con un dimero TAP1/2. Se ha reportado que la tapasina incrementa ta expresién de los complejos
TAP y puede regular su funcidn probablemente actuando como chaperona sugiriendo que el papel
fundamental de la tapasina es actuando principalmente como una concentradora de moléculas clase | vacias

en el sitio de liberacidn de péptidos al RE, ver figura 8 (van Endert, 1396).

Otra proteina que ha sido identificada como un componente del procese de la carga de péptidos del
complejo clase | es la Erp57 una proteina residente en el RE previamente ¢aracterizada como una reductasa
dependiente de grupos thiol, una cisteina proteasa y una chaperona para otras proteinas. Empd7 es
encontrada principalmente en complejos ya ensamblados de calreticulina y tapasing; sin embarge la
asociacion de Erp57 con las meléculas clase | parece preceder a TAP. Interesantemente ErpS7, calreticulina y
tapasina parecen ensamblarse con clase | en un modo cooperativo, aungue sus funciones pueden ser

independientes (van £ndert, 19986).
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Figura 8. Funcién hipotética de la tapasina. a} La tapasina media la asociacion de moléculas clase 1 con TAP,
probablemente en el dominio fransmembranal. Esta asociacion puede tener dos efectos: incrementar la posibilidad de
que los péptidos encuentren moléculas clase | vacias, o etener a [as moléculas de MHC | no ensambladas en e RE. b)
Utiizando sus propias sefiales de relencion, tapasina puede detener a las moléculas clase | sin interactuar con TAP. ¢)
L a tapasina puede mantener al sitio de unién del péptido de [as moléculas vacias en una conformacion "abierta® e
inestable interactuando con los dominios cta y (B2m. d) La tapasina puede estabilizar a las moléculas clase | vacias

interactuande con ef dominio a3 y Bam (Kim et &/, 1995; ODuggan-Keen et &f,, 1994) {Figura temada de van Endert,
1999).

3.6. Etiologta Viral Del Cancer Cérvico Uterino.

A pesar de la existencia de programas de deteccidn, hoy en dia los altos niveles de cancer cérvico
uterino siguen siendo una importante causa de muere; en todo el mundo son reportados anualmente
500,000 nuevos casos (Tindle, 1997; Wolgang ef al.,, 1997). En México, entre las causas de muerte en
mujeres, el CaCu es el nimero uno, aproximadamente 5000 mujeres mueren anualmente, cifra que ha
permanecido estable en los {ltimos veinte afios. Cuando se aplican tratamientos en las primeras etapas de
desarrollo de este tipo de cancer, el cien por ciento de las mujeres sana. Dependiendo de la dimension y las
caracteristicas del tumor, éste se trata con ¢irugia, radioterapia o con ambos procedimientos. Sin embargo,
conforme avanza el cancer las posibilidades de curacion van disminuyende {Di Castro, 1398; Bartholomew ef
al., 1997).



El inicio temprano de relaciones sexuales {antes de los 19 afios), el nimero de parejas sexuales, el
tabaquismo, el haber padecido enfermedades de transmision sexual, constituyen sélo algunos de los factores
de riesgo en el cancer cervical. Sin embargo, el factor mas importante parece ser la infeccion con virus de
papiloma humano (HPV) (Di Castro, 1998; Wolfgang et al., 1999).

La asociacién del CaCu con el HPV es bastante fuerte, debido a que han sido detectados en mas
del 99.7% de los casos estudiados (Meijer et al; 2000}, Actualmente se han descrito alrededor de 100 tipos
diferentes, son altamente huésped-especificos y estrictamente epitelio-especificos, difieren en su tejido blanco
¥ en su patogenicidad; de ellos alrededor de 25 se han relacicnade con lesiones en el tracto genital femenino.
Estos papilomavirus genitales pueden ser dividides en tipos de bajo riesgo, los cuales inducen solamente
lesiones benignas {condilomas y papilomas), las cuales raramente evolucionan a neoplasias, y tipos de alto
riesgo, los cuales son asociados con el desarrollo de lesiones malignas (Thomas, 1998).

Se ha observado que las infecciones con HPV de alto riesgo, en particular el HPV tipo 16 (HPV186) y
HPV tipo 18 (HPV18), pueden progresar a displasias de alto grade y carcinomas invasivos. El HPV16,
aparece en el 50-60% de los tumores, y el HPV18 encontrado en el 20-25% de los casos. Aunque también
han sido encontrados otros tipos de HPVs con menor incidencia: 31, 33, 35, 45, 52, y 39 (Tindle, 1996; Viguer
ef al., 1995; Bartholomew of al., 1997; Breiturd of al,, 1996; Boursnell ef af., 1596, Wolfgang ef af,, 1999,
Steenberyen et af., 1998).

Los HPV's son virus pequefios de unos 55 nandmetros de didmetro, la cdpside esta compuesta por
72 unidades morfoldgicas, o capsomeros, arreglades scbre una superficie de un icosaedro, T=7. Los
capstmeros localizados en cada uno de los doce vértices, son pentavalentes, y los otros 60 capsémeros son
hexavalentes (cada uno adyacente a los 6 capsomeros) (Stannard, 1995). Un modelo de la capside del

papiloma virus se muestra en la figura 9.

Figura 9. Capside del HPY {Stannard, 1995).

18



Los HPV's estan constituidos por una doble hebra circular de DNA y compuestos por uncs 8000
nucledtidos. En el genoma virat se han identificado diversas regiones:

i. Zonas de lectura abierta (Open Reading Frame, ORF} que son fragmentos de ADN con capacidad para

codificar proteinas de dos tipos:

a. No estructurales, responsables de la regulacion de fas funciones virales, y
b. Proteinas estructurales, que intervienen en |a produccion de las particulas infecciosas.

Las ORF gue codifican proteinas no estructurales se denominan genes tempranos (E: early) cuya funcidn
es la de regular la replicacion del DNA viral (E1 y E2), de la transcripcion de RNA (E2) y de la transformacion
celular {ES, E6 y E7), E4 participa en la maduracion de particulas virales. Los que codifican a los
componentes estructurales de la capside viral son denominados genes tardios (L: late). Las ORF tempranas
estan constituidas por siete genes mientras que los genes tardios lo estan por dos.

ii. Regidn no codificadora {NCR: Non coding region), encargada de la transcripcian y del origen de la
replicacion viral, ver figura 10 (Ponten et al, 1995; Viguer, 1995; Tzyy-Choou, 1993; Breiturd et al, 1996).

La infeccién por HPV se transmite por contacto sexual y se inicia en células con mayor capacidad de
divisibn mitotica, es decir, en las células bésales del epitelio escamoso, produciendo alteraciones celulares
que pueden degenerar en cancer. Una vez que la infeccion se produce, el virus puede permanecer sin
replicarse, dando Jugar a una infeccion Jatente, sin cambios morfolégicos en algunos casos. La mayoria de
estas infecciones son asintomaticas y transitorias, en estos casos el HPV se ha detectado ¢como un episoma,
integrado, 0 como una combinacion de ambas formas. El proceso desde que aparecen las primeras
anomalias hasta que se desarrolla el cancer dura varios afios, y de ahi que se pueda prevenir (Viguer et al.,
1695; Berumen, 1997; Vemon ef al., 1997; Ponten et af., 1995; Tzyy-Choou, 1993).
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Figura 10. Genoma del HPY 16 (Tindle, 1997).

De esta manera, en enfermedades pre-neoplasicas, el DNA viral es detectado como un episoma,
mientras que en canceres estd cominmente integrado {Vemon et al, 1997). Cuando el HPV se integra,
frecuentemente el DNA viral se rompe en la region genética E1-E2, este rompimiento causa la pérdida de la
expresion de E2, una proteina reguladora de Yos principales oncogenes del HPV: E6 y E7. Ya que la
integracion incrementa la expresion de E6 y E7 se afectan las caracteristicas de crecimiento celular (Viguer of
al, 1995).

Los mecanismos por los cuales E6 y E7 interactlan con las proteinas reguladoras y como estas
pueden contribuir al desarrollo de un fenotipo transformade ya han sido elucidados. En el caso de E§, se ha
establecido que facilita la degradacion de p53 por medio de 1a asociacion con una proteina accesoria
relacionada con la via proteolifica de la ubiquitina, Esto sugiere que la funcidn central de E6 es inactivar 1a
funcién celular de p53 lo que conduce a una proliferacidn incontrolada, interumpiendo los procesos de
apoptasis en células infectadas (Labreque ef af., 1995).

En el caso de E7 se ha reportado que interactita con numerosos blancos celutares [retinoblastoma
{Rb}, p107, Ciclina A y TBP] intimamente involucrados en la regulacion del crecimiento celular. El gene Rb,
ha sido defetado o mutado en muchos tumores humanos incluyendo a retinoblastomas, osteosarcomas,
carcinomas de células de pulmdn, céncer de pecho, y en carcinomas de vejiga. En todos los casos
estudiados, la pérdida del gene Rb o la incapacidad para sintetizar a p105-Rb se ha correlacionado con

incrementos en la proliferacién y onco-génesis. Esto sugiere que 1a proteina Rb juega un papel importante en
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el control de 1a proliferacion de ciertas células y por lo tanto constituye un factor importante en la progresion
de los tumores (Dyson ef al,, 1989).

El genoma viral integrado en el genoma de la célula huésped, es capaz de causar una
transformacién maligna, definida como la pérdida del control de la proliferacién provecando un incremento en
la poblacidn de células cancerosas, evolucionando en algunos casos en tumores malignos (Vemon et al.,
1997, Thomas ef al., 1998; Viguer ef al., 1995; Ponten et &l., 1995).

3.7. Evasion del sistema inmumne,

Las moléculas HLA clase | del MHC juegan un papel importante en |a respuesta inmune, portando
gran responsabilidad en la respuesta anti-tumores, cualquier desregulacion o una carencia total en su
expresion les confiere ventaja para evadir el contml del sistema inmune, hasta que este se hace ineficiente

para combatir el tumor.

Algunos de los mecanismos por los cuales se han mostrado como probables responsables de la
alteracion de la expresién de las moléculas clase | son:

i, Mutaciones en Pp-microglobulina o responsables de la pérdida total de clase | dificultando el
ensamblamiento de moléculas clase | (Tait, 2000).

ii. Anormalidades en los genes responsables de la expresion de TAP's y LMP's resultando en una
disminucién de los antigenos clase | debido a la deficiencias en la formacion y transporte de péptidos
(Tait, 2000).

fii. Pérdida de haplotipos debido a deleciones en segmentos enteros de cromosomas (Tait, 2000,
Breiturd ef al., 1996},

iv. Pérdida de alelos debido a mutaciones en la cadena pesada clase | {Tait, 2000; Breiturd ef af., 1996;
Keating ef al., 1995).
V. Por el efecto de proteinas viricas yfo asociado al efecto de hormonas estercides asociado a la

integracién de DNA de HPV de alto riesgo integrado en las células hospedera. Aunque hay pocas
evidencias que sugieran que la disminucion de clase | y el cancer cervical este relacionado con los
productos genéticos de los HPV's (Breiturd et af., 1996; Bartholomew ef al., 1997; Fruh ef af., 1997).

Esta disminucion y/o pérdida total de la expresion de las moléculas clase | ya ha sido demostrada en
estudios por tincidn inmuno-histoquimica en muchos tipos de células tumorales utilizando anticuerpos
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monoclonales dirigidas hacia determinantes monomérficos (Breiturd ef al., 1996; Keating ef al,, 1995; Vitale ef
al., 1998; Hosch et al., 1997).

La mayoria de estos estudios han evaluado la expresion de los antigenos clase | y de los elementos
que participan en la maguinaria de procesamiento y presentacion (Tait, 2000). Los primeros defectos en la
capacidad para procesar y presentar péptidos antigénicos a los CTL's CD8* fueron descritos en las células
pequeias de carcinoma de pulmaén (SCLC), las cuales fracasaban en la transcripcion de genes que codifican
para LMP2, LMP7, TAP1y TAP2 causando bajos niveles de expresion de moléculas de MHC | { Restifo ef af,,
1993; Singal ef al., 1996; Johnsen et al,, 1998}, un comportamiente muy parecido fue observado en lineas
celulares de linfomas de Burkitt (Breiturd et al.,, 1996). Esta anormalidad , también ha sido encontrada células
de carcinoma hepético y en células renales malignas, resultando en una expresion heterogénea de los niveles
de proteinas TAP1 y TAP2 para el carcinoma hepético, LMP2, LMP7, TAP1, TAP2 cadena alfa y cadena
ligera para el carcinoma renal (Breiturd ef &f., 1996; Seliger-Hohne et af., 1996). En otro estudio realizado en
53 lineas provenientes de cancer de mama, se encontré que 14 de 37 lineas celulares de alto grado
presentaron disminucion en la expresién de moléculas clase |, § de las 37 presentaron desregulacién en la
expresion de antigenos clase I, TAP1 o TAP2, y una péndida total fue enconfrada en 3 de fas 37 (Vitale ef al,,
1998). Johnsen analizd a 27 lineas celulares tumorales con diferentes tipos histologicos, 9 de ellas
presentaron deficiencias en uno o mas de los componentes (TAP1, TAP2, LMP2, LMP7) (Johnsen et &/,
1998).

En estudios realizados en cancer de ¢érvix también se han reportado anormalidades en la expresion
de las moleculas clase | Keating y sus colaboradares (1995} estudiaron en 100 muestras provenientes de
carcinoma de cérvix |a expresion de las proteinas HLA-A y -B clase | la cual fue disminuida en uno o mas
alelos en al menos 73% de los carcinomas cervicales. Los TAP's fueron disminuidos en un 38% de los
tumores con la expresion de HLA clase | desregulada. La pérdida de la expresion para alelos comunes de
HLA clase | se encuentra en un intervalo de 36% al 71%. En otro estudio se reportd la disminucion o ausencia
de las moléculas de MHC clase | en mas del 75% de lesiones de NIC y céncer cervical (Tzyy-Choou, 1993),

El presente trabajo fue llevado a cabo con la finalidad de analizar la capacidad de ocho lineas
celulares derivadas de cancer cérvico uterino para expresar moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad. El estudio consistié en infectar con e] virus vaccinia recombinante a las célutas tumorales
para que expresen en su membrana plasmatica los alelos K¢, D¢ y L9 del MHC clase |. Ademas se evalud el
efecto del [FN-y sobre fa expresion.
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4. Hipétesis y Objetivos.

Hipétesis.

« La transformacion maligna de las células tumorales humanas se asocia con la disminucion o pérdida de
la expresion de proteinas de MMC clase |. Asimismo, en la patogénesis del cancer cervical tiene un lugar
importante la infeccion por virus de papiloma humano. Entonces, fa disminucion de la expresion de
moléculas MHC-I en este cancer puede ser inducida por la expresién del virus de papiloma humano, y

puede depender del tipo de virus infectante.

Objetivos:

Objefivo general:

*Evaluar la capacidad que tienen ocho lineas celulares derivadas de CaCU para expresar moléculas MHC |;

Objetivos particulares:

*Determinar la capacidad de lineas celulares derivadas de CaCu con diferentes tipos de HPV para expresar
los alelos K¢, ¥ y LY del complejo principat de histocompatibilidad clase 1.

*Determinar el efecto del INF y en la expresién de moléculas del MHC | en cada una de Ias lineas celulares;
*Analizar si existe relacion entre la expresién de moléculas de MHC [ y la presencia 0 ausencia de HPYV, asi
como el tipo de HPV infectante.
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5. Materiales y Métodos.
5.1. Células en cultivo.

Las lineas celulares derivadas de cancer cervical C33, ViBo, SiHa, CaSki, Calo, Hela, InBl, ViPa y el
mastocitoma de raton P815 (cuadro 1) fueron mantenidas en medie de cultivo RPMI suplementado con suero
fetal de bovino {SFB) al 10%, a 37°C de temperatura, con una aimosfera al 10% de biéxido de carbono y un

ambiente saturado de humedad en cajas Costar (USA} de 75 cm2

Tipo celular Caracteristicas
T2 Linea linfocitica carente de TAP1, TAPZ, LMP2 y
LMP7
Linfocitos de sangre peritérica (LSP) Cultivos cbtenidos de donadores normales
CaSki Carcinoma epidermoide cervical {metastasico)
(HPV16)
SiHa Carcinoma escamoso de cervix (HPV16)
Calo Carcinoma epidermoide de células grandes, no
queratinizado; estadio clinico {1B (HPV18)
InB! Carcinoma epidermoide de células grandes, no
queratinizado, estadio clinico IVB (HPV18)
Hela Carcinoma epitelicide {adenocarcinoma) (HPY18)
ViPa Carcinoma IIA (HPV18)
C33 Carcinoma de cervix (negativa a HPV)
ViBo Carcinoma de cervix (negativa a HPV)

Cuadro 1. Caracteristicas de las lineas tumorales empleadas.

Cada linea tumoral fue sembrada en dos grupos, uno de los cuales fue tratado con 400 Uiml de iFN-y
humano por 48 horas y el segundo se utilizd sin la estimulacién de IFN-y; los dos grupos fueron sometidos a

la infeccion con la vaccinia recombinante {750PFU/cel), y citometria de flujo (Diagrama 1).
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5.2. Infeccidn con Virus Vaccinia Recombinanta.

El virus Vaccinia es un poxvirus benigno notable por su uso extensivo como vacuna que condujo ala
erradicacion global de la viruela. Estos virus son modificados genélicamente para expresar proteinas
extrafias, y son conocidos como recombinantes. Muchos de los trabajos con los virus vaccinia recombinantes
{Vvr) son en parte para producir nuevas vacunas, o para promover la produccion de otras proteinas en
cultivos celulares (Munday, 2000). En este trabajo se utilizd al Vvr para inducir la expresién transitoria de las
maoléculas clase | de ratbn K9, D9 o L¢ (Vwr-KY, Vvr-D¢ y Vvr-L9 respectivamente, estos Vvr fueron
proporcionados por e Dr. Femando Esquivel, Institute de Biotecnologia, UNAM). Inicialmente se
contabilizaron 200, 000 células de cada linea tumoral con ayuda de un hemocitdmetro (Sigma, USA), de estas
se tomaron 50, 000 y se resuspendieron en 0.5 ml de RPMI y se colocaron en cajas costar® de 24 pozos
{costar®, USA). A cada pozo se le afiadio 5 p! de Vvr (con 750 PFU/célula), después se mezcld con 0.5 1!
RPMI-SFB al 20% (Vvr-K?, Vvr-D? o Vvr-L9 seqlin comesponda) (diagrama 1), y se incubé por cuatro horas
{Restifo et af., 1993).

5.3. Citometria de flujo (FACS®).

La citometria de flujo se realizé para evaluar la expresion de moléculas de MHC i propias y la
expresion de fas moléculas H-2 clase | Kf, D¢ y LY en cada una de las lineas celulares derivadas de CaCu
estimuladas con IFN vy y sin estimular. Para la deteccion de las moléculas MHC | propias se utilizd al
anticuerpo W6-32 que reconoce a las moléculas de MHC | unidas a Bom. La linea celular de raton P815 que

expresa naturalmente los alelos K¢, D¢ y L9 se utilizd como testigo para probar a los anticuerpos anti-K¢, ant-
D¢y anti-LY, (SF1.1, 344.2S. y HB27 respectivamente). Estos anticuerpos también se utilizarén en las lineas
tumorales infectadas con los Vvr correspondientes. A continuacién se presenta el procedimiento general:

Las lineas celulares derivadas de CaCu fueron cosechadas con 0.5ml de solucién de verseno
(apéndice) lavadas con PBS {apéndice) suplementado con SFB al 2% y mantenidas por 30 mir en hielo con
el anticuerpe primario comespondiente. Subsecuentemente se lavaron 2 veces mas con PBS-SFB al 2%, se
centrifugaron a 2000 rpm por 4 min; después se incubaron en hielo con PBS suplementado con SF8 al 3%
por 30 min con un anticuerpe secundaric marcado con fluoresceina (FITC) (el anticuerpo secundario reconoce
la regién Fc del anticuerpo primario). Después se lavaron 2 veces con PBS-SFB al 2%, se centrifugaron a
2000 rpm por 4 min, se resuspendieron en 200ul de PBS con SFB al 2% y se procedié a la lectura en el

citometro de fiujo.
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200, 000 células

Diagrama 1. Procedimiento efectuado en cada una de las lineas celulares derivadas de cancer cervical para la
evaluacion de las moléculas H-2 clase | K?, Dd y L4 (anti-K¢, anti-D? o anti-Lrespectivamente) mediante citometria de
flujo.

54. RT-PCR.

EI RNA se obtuvo siguiendo el protocolo suministrado con el reactive Trizol {Life Technologies, Inc.),
el cual consiste en lisis celutar con isotiocianato de guanidina, extraccion con fenol-cloroforme y precipitacion
con isopropanc!. Para ello, se lisaron las células de una caja de cultivo de 25 em2 subconfiuente, con 2ml de
Trizol.

Después de obtener el RNA total, se empled el protecole de retrotranscripeidn (RT), para poder
obtener sdlo RNA mensajero que lleva la informacion de las proteinas que serén traducidas. La reaccion de
RT se realizo bajo |as siguientes condiciones empleando el kit de RT-PCR {Perkin-Elmer, USA).

i. Reaccién de retrotranscripeion:

Dos ul de cloruro de magnesio (stock 25 mM); 1 pl de buffer de PCR !l (stock 10X); 4 ul de
nucleotidos {dATP, dTTP, dCTP y d GTP stock 10mMy); 0.2 pl de inhibidores de RNAsas (stock 20 U/ul), 0.5
pl de oligo dT (stock 50 mM); 0.5 ! de retrotranscriptasa reversa (stock 2.5 Uful) y 0.5 pl de ditiotritol {stock
0.7 mM), ademas de los 2 t de RNA (500 ng/yl).
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La mezcla se incubd a 42°C por una hora, enseguida se incremento la temperatura 2 94°C duranie 5

minutos. La reaccién se realizé en termociclador {Cyclogene techne, USA).

ii. Amplificacion de los genes de TAP1, TAP2, LMP2, LMPT a través de la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa.

El DNA complementario (cDNA) resultante se amplificé por PCR combinando 5 ul de la solucién de
¢DNA, 1.5 pl MgClz 50 um, 0.2 pl de trifosfato deoxinucledtidos, 0.125 pl de ampli-Taq (Life Technologies,
Inc.), 0.1 ul de primers 26 uM para (-actina, 2.5 pl de buffer 10X PCR (Life Technologies, Inc.) y agua
tratada con dietit pirocarbonato para completar el volumen final de 25 pl. Las muestras TAP2, LMP2, LMP7,
PA28a. y PA28[ fueron incubadas en un termogiclador Techne Ciclogen a 94° por 1 min, seguida de 25 ciclos
de: 30 s 2 94°C, 30 s a 60°C, y 1.5 min a 72°C, después de estos ciclos las muestras se incubaron a 72°C
por 5 min. Mientras que LMP10 y TAP1 se incubaron por 94° por 5 min después, 27 ciclos de: 1 min a 94°C,
1 min a 60°C y 1.5 min a 72°C, finaimente se incubaron a 72° por 5 min. Los primers a utilizados fueron;
TAP1 A: GAC AAG AGC CAC AGG TAT TTG G y TAP1 B: TGA TGA GAA GCA CTG AGC GG, TAP2 A: TAC
CTG CTC ATA AGG AGG GTG C y TAP2 B: ATT GGG ATA TGA AAA GGA GAC; LMP2 A: GGG ATA GAA
ATG GAG GAA CC y LMP2 B: AGA TGA CAC CCC CGC TTG AG; LMPT A: GAA CAC TTA TGC CTA CGG
GGT C y LMPT7 B; TTT CTA CTTTCA CCC AAC CAT C; actina 1: GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG y actina
2: GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG. Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa , teflido
con bromuro de efidic y fotografiados bajo iuz ultravioleta. Los resultados obtenidos de la RT-PCR se
confirmaron al compararkos con un control negativo (T2} y con un control positivo: linfocitos de sangre
periférica (LSP) {Johnsen ef al., 1998, Referencia de los de TAP1y2).
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6. Resultados.

6.1 Evaluacion de la expresion de moléculas HLA clase | propias en lineas celuiares derivadas de
CaCu. El ensayo consistié en evaluar la capacidad de expresion de molécutas de MHC clase | propias baje
condiciones normales de cullivo, y después de haber sido tratadas por 48 horas con 400 U/ml de IFN-y en las
lineas celulares C33 y ViBo {negativas a cualquier tipe de papilomavirus), CaSki y SiHa (positivas al HPV tipo
16) y en Calg, InBl, Hela y ViPa con papifomavirus tipo 18,

La expresion de las moléculas de MHC clase | fue evaluada mediante citometria de flujo utilizando al
anticuerpo monoclonal W8-32 especifico para un epitope monomarfico de las moléculas de MHC clase 1. Se
encontraron diferentes intensidades de expresion de MHC-| en las distintas fines ya que se algunas de ellas
mostraron altos indices de fluorescencia media (IFM}, y otras mostraron una intensidad de fluorescencia
media baja. Por ejemplo, InBI, Calo y SiHa presentaron los niveles de [FM mas altos (1368, 1126 y 1025
unidades, respectivamente), mientras que C33, ViBo y CaSki presentaron los valores de IFM més bajos {101,
222 y 229 unidades, respecfivamente). La fluorescencia media de Hela y ViPa fue relativamente baja (471 y
657 unidades, respectivamente)(grafica 1).
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Grafica 1. Expresion de moléculas HLA clase | propias en lineas celulares derivadas de cancer cervical. Las
celulas fueron incubadas durante 48 horas con o sin interferon y; después se marcaron con el anticuerpo monocional
monembrfico WE-32 , y analizadas mediante citometria de fujo.
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Al evaluar el efecto de! IFN-y sobre la expresion de moléculas de MHC clase | propias encontramos
un incremento bastante notorio en la expresién de estas moléculas en algunas de las lineas celutares bajo
estudio. De tal manera que ViBo presentd un incremento de 502% y Hela de 309%, en tanto que el aumento
en Calo fue 90%, en InBl 84%, en ViPa B1%, y en CaSki 79% . En Ia linea celular C33 se observd una
respuesta moderada al incrementarse solamente en un 32 % (grafica 1). La expresion heterogénea podria
ser debida a que cada linea celular posee un haplotipo propio, y que los distintos alelos pueden estar
expresados en forma diferente, o que incluso en algunas lineas dejen de expresarse algin alelo. Para
profundizar en el analisis de la capacidad de expresar moléculas MHC-| en ia superficie por parte de las
lineas celulares se planted como siguiente objetivo evaluar la expresion de alelos comunes en cada una de

las lineas de cancer del cuello uterino.

STt w0 vaoeet o de motesulas te o s e s _

T . & - - .e~nca. Con la finalidad de homogeneizar la evaluacion de la expresion de
moléculas de MHC clase | en todas las lineas celulares, se indujd 1a expresion de moléculas de MHC | de
raton K¢, D¢ y LY por medio de una infeccion con virus vaccinia recombinante (Vvr). Inicialmente, en Ia linea
celular P815 con halplotipo H-2¢ {utilizada como positivo) se analizd la expresion de las moéculas Kd, D? y L2,
Se encontraron altos niveles de IFM, indicando que los anticuerpos utilizados son adecuados (grafica 2). De
esta forma, la fluorescencia media de K2 tuvd un valor de 387unidades, D¢ presentd una IFM de 500 unidades
y L? con una intensidad de fluorescencia de 149 unidades. Estos datos concuerdan con lo reportado
previamente, en donde se ha observado que la expresion del alelo LY es menor que I expresion de K¢ y D,
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Griéfica 2. Evaluacidn de la expresion de los alelos K9, D y L9, expresados en forma natural en ia linea celular
P815.
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El andlisis de la expresion de moléculas de MHC clase |, alelo K¢ es mostrado en la grafica 3. Como
| se puede observar en éste grafico, cada finea celular mostré distintos niveles de fluorescencia media,
| resaltando la linga celular C33 por su baja IFM, la cual tuvo un valor de 4 unidades. Las lineas celulares con
fluorescencia media mas alta son InBl, ViPa, Hela y ViBo {IFM= 52, 43, 38 y 37 unidades, respectivamente);
Calo expreso una [FM de 30 unidades y en CaSki se observé una intensidad de fluorescencia relativamente
baja (IFM=22 unidades).

Por otro lado, al evaluar la respuesta de las lineas celulares al tratamiento con IFN-y, destacan C33y
CaSki, las cuales incrementaron su fluorescencia media en 125 y 95%; las demas lineas tumorales
incrementaron su expresién moderadamente Vipa (16%), Calo y SiHa (6%), Hela (2.6%} y ViBo e InBI
ambas con 11%.
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Grafica 3. Andlisis por citometria de flujo de la expresidn de K? sobre la superficie celular de lineas derivadas
de CaCu. Las lineas celulares de Cacu fueron infectadas con Vacc-K? y pre-tratadas con o sin 400 L/mi. 1EN y por 48.
Las moléculas clase | fusran marcadas con el anticuerpo monoclonal SF1-1

En la grafica 4, se observan los resultados obtenidos del analisis de las molécutas de MHC clase 1,
alelo D9, sobre la superficie cefular de las oche lineas celulares bajo estudic. Se encontré que todas las fineas
celulares de cancer cervical presentaron diferente capacidad de expresion, Las lineas celulares con valores
de flucrescencia media mas alies son: InBl, ViPa y SiHa (IFM=49, 46 y 41unidades, respectivamente); Calo,
HeLa, CaSki y ViBo presentaron valores de IFM intermedios (IFM=29, 26, 21 y 19 unidades,
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respectivamente). De nueva cuenta, la linea celular C33 presenté la fluorescencia media con menor vator
({FM=3 unidades).

Al analizar el efecto del [FN-y, encontramos que en las lineas celulares Hela, ViPa, Calo e InBl el
incremento de la expresién de moléculas de MHC clase i, alelo D¢ no fue muy evidente; SiHa mantuvé su
expresion constante (IFM=41 unidades). Finalmente, la linea celular ViBo sufrid un decremento en su

flucrescencia media en un 21%.
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Gréfica 4, Evaluacion de la expresitn de moléculas de MHC clase i de raton, alelo D? ocho lineas celulares derivadas de
CaCu. Las células tumorales fueron infectadas con Vvr-D4 y pre-tratadas con o sin 400 Uiml. IFN y por 48. Las moléculas
clase | fueron marcadas con €l anticuerpo monocional 344.25

Al evaluar la expresion de moléculas de MHC clase |, alelo L9 en |as ocho lineas celulares de CaCu
se encontrd que los valores de IFM, a diferencia de los otros dos alelos (K¢ y D¢}, son mucho menores (grafica
5). Enlo que respecta a este alelo, las lineas celulares HelLa, InBl y ViPa se observaren los més altos niveles
de fluorescencia media (16, 16 v 14 unidades, respectivamente); SiHa, ViBo, CaSki y Calo presentaron
niveles regulares de fluorescencia media (11, 10, 9 y 8 unidades , respectivamente). De nueva cuenta, en la
linea celutar C33 se observd la menor intensidad de flucrescencia media (IFM=2 unidades).
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Por otra parle, al analizar el efecto de IFN-y destacd que todas las lineas celutares presentaron un
alto incremento en sus valores de fluorescencia media para la deteccidn de la molécula L9. A continuacion se
enlista en forma decreciente los porcentajes de incremento de la fluorescencia media de las fineas celulares
bajo estudio: C33 (150%), SiHa (109%), ViBo (90%), Calo (62.5%), ViPa (57%), InBl (56%), HelLa (50%), ¥
finalmente CaSki (33%) (grafica 5).

Todos estos resullados sugieren que |a linea tumoral C33 presenta una o mas alteraciones capaces
de provocar una deficiente expresion de moléculas de MHC clase | (ya evidenciado por su baja capacidad
para presentar moléculas de MHC clase | propias y tambien a las moléculas de MHC clase | de raton K9, D¢y
L9). Se ha reportado que son muchos los factores que pueden influenciar a expresion de clase | en las células
cancerosas, una causa probable podria ser la pérdida o alteracion de los genes involucrados en el
mecanismo de procesamiento y presentacion de las moléculas de MHC ¢lase |, aunque también podrian estar

involucrados otros mas.
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Gréfica 4. Evaluacion de la expresion de moléculas de MHC clase | de raton, alelo L¢ ocho lineas celulares derivadas de
CaCu. Las células tumorates fueron infectadas con Vir-L9 y pre-fratadas con o sin 400 Uimil. IFN y por 48. Las moléculas
clase | fueron marcadas con el anticuerpo moneclonal HB27.

6.3. Analisis de los componentes involucrados en ef mecanismo de procesamiento y presentacion de
antigenes clase | en la linea celular C33 derivada de CaCu. Se ha reportado que las células tumorales
pueden presentar alteraciones en las proteinas involucradas en el mecanismo de procesamiento de péptides
y presentacicn de moléculas de MHC |, para evadir el reconocimiento y eliminacion por los LTC.
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En este ensayo se ulilizd la técnica de RT-PCR para evaluar la expresion de RNAm de varios de los
componentes del camino de procesamiento de antigenos de MHC clase | (TAP1, TAP2, LMP2, LMP7,
LMP10, PA28c y PA28B) en la linea celular £33 (figura 11), en virtud de que ésta mostrd drasticamente la
menor expresion de moléculas clase | tanto constitutivas como inducidas mediante vaccinia recombinante. Se
evaluaron las mismas moléculas en la linea celufar T2, 1a cual tiene una delecidn homocigotica en fa regidn
del MHC que abarca a los genes TAPt, TAP2, EMP2 y LMP7 y que por tanto funciona como un control
negativo para la expresion de esas moléculas (figura 11}. También se evalud 1a expresion en linfocitos de
sangre periférica LSP, que sirvieron como un control positivo (figura 11). Se analizd también a la linea celular
InBl (figura 11} ya que aunque deriva de un tumor cervical no presenta una expresion tan baja de moléculas
MHC-I, como la presenta C33. En cuanto a la linea celular InBl, se encontrd que expresa deficientemente |a
molécula TAP1, lo cual &s comdn en la mayoria de 1as lineas celulares que manejamos en este trabajo (datos
no mostrados). Por lo que respecta a C33, se observo que no expresa TAP1, LMP7 y tampoco LMP10, siendo
la linea celular con mayor niimero de deficiencias observadas. Estos resultados nos pemmitieron concluir gue
estas moléculas influencian de manera importante a la capacidad de expresién de moléculas de MHC clase I,
aunque existe 1a posibilidad de que otros factores estén involucrados en la baja expresion en esta linea y que

alin no han sido analizados.

Figura 11, Electroforesis en gel de agarosa de las proteinas TAP1, TAP2, LMP2, LMP7, PA28-c. y PA28-f en las lineas
celulares derivadas de CaCu InBl y C33. T2 se utiiizé como control negative para los genes TAP1, TAP2, LMP2, v
LMP7; LSP fue utilizada como contral positivo.
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7. Discusion.

La defensa en contra de patbgenos intracelulares y células tumerales es dirigida por fas céfulas T
CD8-. Estas células reconocen especificamente a péptidos extrafios unidos a las moléculas de MHC clase |
expresadas en la membrana plasmatica. Los péptidos son originados a partir de proteinas citoplasmaticas
somelidas al proceso de ubiguitinacién y a los proteasomas para su degradacion (Monaco et al., 1995). Los
péptides resultantes son llevados por meléculas transportadoras (TAP's) al interior del RE en donde se unen
a las moléculas HLA clase | {una cadena pesada asociada a una cadena ligera, 3-m). Después atraviesan
por e Aparato de Golgi, y finalmente son expresadas en la superficie celular, De esta forma, {as moléculas
HLA |, indican Ja composicion de las proteinas cefulares a las células del sistema inmune (Benham et al.,
1998), permitiendo el reconocimiento de proteinas mutadas o derivadas de los agentes patdgenos, Yo cual

puede ser un indicio de transformacion celular.

Por ofro fado, se reconoce al cancer cervical como una de las principales causas de muerte en
mujeres en paises subdesarmollados. Se ha documentado que la formacion de tumores en el ser humano se
origina como resuliado de una serie de fendmenos en una multitud de pasos (multifactorial). Sin embargo, se
ha considerado como principal factor de riesgo al HPV, el cual se ha encontrado en ef 99.7% de muestras de
carcinomas cervicales mundiales (Meijer et al., 2000). Otra caracteristica frecuentemente encontrada es la
alteracion de la expresion de las moléculas HLA | (Ruiz-Cabello ef al., 1991), ya sea la pérdida total (Connors
et al., 1990; Cromme et al., 1993; Torres ef al., 1993; Hilders ef af, 1993; Honma et al, 1994), la disminucion
de algunos alelos (Connors et al, 1990; Cromme ef al, 1993; Cromme et af, 1993; Tomes ef al, 1993;
Keating et al., 1995), 6 por la pérdida de alelos comunes {Connors ef af., 1990; Hilders ef af., 1993; Honma et
al., 1994; Keating f af., 1995).

En ¢l presente trabajo se evalué la capacidad de expresion de moléculas del MHC clase | en ocho
lineas celulares derivadas de cancer cervical, Debido a que cada linea celular posee un haplotipe propio, se
homogenizé la expresion de los mismos alelos induciendo transitoriamente la expresion de las moléculas de
MHC | de raton K¢, D? y LY en todas las lineas celulares. Los resultades indicaron que cada Iinea celular
posee una capacidad particular para expresar moléculas de MHC |. De enfre las lineas celulares en el
estudio, C33 exhibid los niveles de expresién de antigencs clase | mas bajos, para los tres alelos estudiados.

La diferente capacidad de cada linea tumoral para expresar moléculas de HLA | podria estar

relacionada con las caracteristicas propias de cada una de ellas; esto es, cada linea celular presenta distintas
alteraciones genéticas, y estas alteraciones repercuten directamente en los niveles de expresion de moléculas
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clase |. Por ejemplo, hay que considerar que son muchos los elementos que intervienen en el mecanismo de
procesamiento y presentacion de dichas moléculas (tates coma LMP's, TAP's, cadena pesada, 3r-m, efc) y
cualquier deficiencia funcional podria alterar la expresion de moléculas clase |. Este fendmeno parece
reflejarse en nuestros resuftados, ya que en la linea celular C33 se observaron los niveles de expresion de
moléculas clase | mas bajos comespondiendoe con el mayor nimero de deficiencias genélicas observadas
{carece de LMP7, LMP10 y TAP1). En la finea tumoral ViBo también se han observado deficiencias en la
expresion de LMP10 y TAP1 (datos no mostrados), lo cual comesponde con una expresion imegular.

Pensamos que ios defectos encontrados en las subunidades del proteasoma LMP7 y LMP10,
pueden alterar el espectro de péptidos producidos; aunado a esto, el subsecuente transporte hacia el RE por
los transportadores asociados al procesamiento de antigenos se veria afectado, ya que TAP1 también
presenté defectos en su expresion en las lineas tumorales bajo estudio {C33, e InBl). Estas deficiencias
podrian influenciar a los péptidos antigénicos presentados via clase |, cambiando Ia naturaleza y/o cantidad
de péptidos presentades por las células malignas de cancer cervical. Este comportamiento es importante si se
considera que una activacion eficiente de las células del sistema inmune depende, en parte, de los niveles de
expresion de las moléculas de MHC clase 1.

Al evalyar la expresion de las moléculas de MHC | de ratdn K9, D¢ y L4, se observd una baja
intensidad de fluorescencia del alelo L9, comparado con K¢ y Y. Este comportamiento es acorde con estudios
previos, en los cuales se ha sefialado que el alelo L? es menos estable que K¢ y D¢la baja estabilidad es
atribuida a su secuencia de aminoécidos y a su estructura (Beck ot af.,, 1986; Hansen ef al. 1988). Tambén se
ha mencionado que las moléculas de MHC clase | de ratén L¢ poseen baja afinidad por la cadena ligera Bm;
aungue se ha repartado que la 2m es requerida por las cadenas pesadas de las moléculas MHC-I para ser
transportada la superficie celular, se ha observado que este alelo {L%) no requiere a Bzm para expresarse en
1a superficie (Martinko ef al., 1986; Potter et al., 1984; Allen et al,, 1986}, aungue se presenta en niveles bajos
(Hansen et al., 1988).

Un objetivo en este estudio fue determinar la posible relacién entre el HPV y la expresion de
moléculas HLA clase I. Esto se realizé considerando que las lineas tumorales Calo, InBl, ViPa y Hela
poseen a HPV tipo 18; SiHa y CaSki son positivas al HPY18, mientras que C33 y ViBo sen negativas a
cualquier tipo de HPV. En nuestros resultados observamos que una linea celulares negativa al HPV, fue la
que presentd los niveles de IFM mas bajos, comparadas con [as lineas positivas al papilomavirus humano.
Estos resultados nos dejan frente a dos posibilidades. Una de ellas seria que la expresion de moléculas MHC-
clase | esté incrementada por encima de lo normal en las linas celulares con infeccion por HPV. Un evento
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que podria explicar este fenomeno estd relacionado con la proteina E7 de los HPV. Berezutskaya y
colaboradores (1987) observaran que la proteina oncogénica E7 posee otros blancos ademas de la proteina
Rb. Uno de ellos es la subunidad 4 (S4) del complejo ATPasa del proteasoma 265, E7 se une a 54 por
medio de la interaccion con su dominio carboxitermina!, esta interaccion incrementa [a actividad de la ATPasa
provocando un incremento de la degradacion de proteinas citosdlicas y produciendo una mayor cantidad de
péplidos, los cuales serian transportados al interior del RE, unidos a las moléculas de MHC 4, y por lo tanta

incrementando la expresion de moléculas clase ).

Por ofro lado, la segunda interpretacign posible es que Ias lineas celulares carentes de secuencias
génicas de HPV , tengan una disminucidn importante en su capacidad para expresar a las moléculas MHC 1.
Esto es evidente en la linea C33 ya que muestra 1a expresion més baja tanto de HLA-F {moléculas propias)
como de los tres alelos de ratén inducidos (K¢, D¢ y L9). En tanto Vibo, mostrd una baja expresion de HLA-I
aunque su comportamiento fue irregular en cuanto a la expresion de los alelos de ratén inducidos. Esta
disminucion puede deberse a la deficiente expresion de algunas moléculas relevantes para el procesamiento
de antigenos asociados a moléculas MHC clase-l. Consistentemente con tal idea en 1a figura 11 se muestra
que fa linea C33 presenta defectos en la expresion de los genes para TAP1, LMP7 y LMP10, a diferencia de
otra linea que expresa con mayor infensidad a las moléculas MHC | (InBI), la cual es incapaz de expresar a
TAP1. Por otro lado la linea Vibe, cuya expresion de moléculas MHC 1 fue baja en algunos casos y elevada en
otros tiene defectos en TAP1 y LMP10 (datos no mostrados).

Se ha observado que el tratamiento con IFN-y de células en las cuales los genes que codifican bajas
cantidades de las proteinas involucradas en el procesamiento de antigenos {TAP's y LMP's) es capaz de
aumentar el RNA mensajero para que se expresen y revertir las deficiencias bioquimicas y funcionales
observadas (Aliison et af., 1995; Yamada et al., 1997; Thomas et af., 1998). Al evaluar el efecto del IFN y se
ohservd un incremento de la expresion de moléculas de MHC clase | propias en todas las lineas tumorales
{grafica 1}; en el caso de los alelos H-2 (K¢, D¢ y L9) también se observd en general un incremento en la
expresion aunque fue moderado y en algunas fue imperceptible {graficos 3, 4 y 5). Estos resultados sugieren
que el IFN y podria estar reestableciendo la expresidn de las proteinas TAP's o LMP's, de tal manera que se

mejora la expresion de las moléculas HLA clase [

Aunque el papel del sistema inmune en fa eradicacién viral ain no es claro, existen evidencias de
que la respuesta inmune celular puede determinar el destine de la infeccidn con HPV latente hacia la
regresion o hacia el desarrollo de una neoplasia. Se ha observado que las lesiones cervicales asociadas al

HPV son mas frecuentes en individuos inmunosuprimidos, tales coma los receptores de transplantes que han
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sido sometidos a terapias inmunosupresoras (Halpert ef al., 1986} o quienes han sido infectados con el virus
de inmuncdeficiencia humana (Petry ef al, 1994). También se ha observado la regresidn espontanea de
verrugas genitales inducidas por el HPV relacionade con la infiltracion de linfocitos en las lesiones (Coleman
et al., 1994). Del mismo modo, se ha observado gue la presencia de [infocitos en las lesiones se carrelaciona
con un mejor diagnéstico en el cancer escamoso (Tosi et al, 1992). Estas observaciones resaltan la
importancia de la respuesta inmune celular en este padecimiento, y propician el desarmollo de terapias
basadas en su empleo. Una de estas estrategias consiste en el disefic de vacuna dirigidas en contra de
algunas de las proteinas del HPV. Se han postulado a la inmunizacidn con secuencias derivadas de las
protefnas de HPV denominadas como L1 y L2, considerando gue podrian prevenir 1a infeccion por ef HPV.
Por otro lado, E6 y E7 son proleinas que persisten en las células y que se han reporiado como necesarias
para mantenerias transformadas, por lo que serian utilizadas como parte de una terapia para estimular a los
linfocitos citotoxicos T, ya que se ha comprobado que bajo condiciones experimentales fas moléculas MHC |
pueden presentar péptidos derivados de tales proteinas. Sin embargo, para et adecuado funcionamienio de
las alternativas inmunoterapéuticas es necesario la comprension cabal de los mecanismos involucrados. Por
ejemplo, en este trabaje demostramos que existen células derivadas de céncer cervical con severas
deficiencias en la expresion de moléculas involucradas en el procesamiento de antigenos; este tipo de
deficiencias podria representar una sera dificultad para establecer un procedimiento inmunoterapéutico
basado en |a presentacién de antigenos virales en el contexto de las moléculas MHC 1. Por Io tanto se hace
evidente que se requiere profundizar en el conocimiento de fa inmunmebiologia de las patologias como es ef
¢aso del cancer cervical,

37



8. Conclusiones.

o La expresidn de las moléculas de MHC clase | fue diferente en células infectadas por el HPV, en

comparacidn con una linea celular sin secuencias génicas de HPV.

o No hay diferencia en la expresién de moléculas MHC | entre [ineas celulares infectadas con HPV tipo
16 e infectadas con HPV tipo 18.

o EINIFN yincrementa la expresién de clase | principalmente en fas células con menor expresion basal.

o La expresién de MHC clase | en la linea C33 esta afectada por Ia expresion de las moléculas
involucradas en el procesamiento de antigenos.
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Abreviaturas.

APC
ATP
fzm
EDTA
FITC
HLA
HPV
HSCs
IFNy
LB
LMP2, -7, 10.
LTC
LTh
MHC
NIC
PAZ8
PBS
PCR
RE

Rl
Ria
RNA
RT

SFB
Vvr

Células Preseniadoras de Antigenos
Adenosina Trifosfato

[ 2 microglobufina

Acido Etilendiamintetra-acético
Isotiocianato de Fluoresceina

Antigenos Leucocitarios Humanos

Virus de Papiloma Humano

Célutas Madre Hematopoyéticas de la Médula Osea
Interferdn gamma (v}

Linfocitos B

Subunidades Proteasémicas de bajo peso molecular
Linfocitos T citotéxicos

Linfocites T cooperadores

Complejo Principal de Histecompatibilidad
Neoplasia nfraepitelial

Subunidad Activadora del Proteasoma
Sotucién Amortiguadora de Fosfatos
Reaccién en Cadena de la Polimerasa
Reticule endoplasmico

Respuesta Inmune

Respuesta Inmune Adquirida

Acido Ribonucléico.

Reaccién de Retrotranscripeion.

Suero Fetal de Bovino

Virus Vaccinia Recombinante.
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Apéndice

Verseno (1X para un litro}:

Tris-base 3.04 gr
NaCl 8.0 gr
KCI 04 gr
EDTA 02 gr

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 agitacion a
37°C, conla finalidad de homogeneizar |a solucion. Al dia siguiente se esteriliza.

Buffer salino de fosfatos (PBS 1X para 1L):

NaCl 8 g
KCl 02 gr
KH:PO, monobasico 0.2 gr
Na;HPQ, dibasico 216 gr

Buffer de TBE {para 5L):

Tris-base 54 gr
Acido Bérico 2715 gr
EDTApH S8 0.5M (20 ml}

Ltevar a cinco litros de agua.

a7



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Marco Teórico
	4. Hipótesis y Objetivos
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	Bibliografía
	Abreviaturas
	Apéndice

