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RESUMEN. 

El cáncer cérvicouterino (CaCu) es una de las principales causas de muerte en 
México , el virus de papiloma humano (HPV) se encuentra asociado a 99.7% de los 
casos de CaCu , los tipos 16 y 18 son los más frecuentes , en 50 % de los casos 
está asociado al HPV-16 . y el HPV-18 se encuentra en 14 % de los casos , por lo 
que el HPV se cons idera factor de riesgo para desarrollar CaCu . Al penetrar el 
virus a la cé lula normal induce mutaciones que se transmiten a la progenie de 
esta cél ula y puede desencadenar fenómenos neoplásicos con capacidad 
invasora ; el virus nel papiloma humano está constituido por proteínas oncogénicas 
como las proteína <> E6 y E7 que alteran el ciclo celular, favorecen la replicación del 
HPV y son necesarias para mantener el estado transformado, se encuentran 
durante todo el ciclo de vida del virus y en todas las etapas de la enfermedad . 
Estas proteínas intrace lulares son generalmente procesadas por proteasomas y 
presentadas por moléculas del MHC clase 1 (MHC-1), actuando como antígenos 
tumorales. Los fragmentos (péptidos) del antígeno , presentados de forma 
adecuada por las MHC-1 estimulan a los linfocitos T citotóxicos (Te) que portan en 
su membrana receptores específicos para reconocer péptidos antigénicos . 

Recientes investigaciones han permitido identificar péptidos inmunogénicos de 
proteínas del HPV que prod ucen una elevada respuesta específica por parte de 
los linfocitos Te cul tivados in vitro , y algunos investigadores han aplicado algunos 
de estos péptidos en protocolos de inmunoterapia contra el CaCu. El presente 
trabajo se llevó a cabo con la finalidad de identificar péptidos antigénicos 
derivados de las proteínas E6 y E7 de los HPV 16 y 18, así como de la variante 
asiatico americanas-1 y variante asiatico americana-2 descritas en México, más 
afines para los alelos HLA-A2 y 835 (de mayor frecuencia en México) . A través de 
un programa del algoritmos se predijeron péptidos de 9 aminoácidos, derivados 
de las proteínas anteriormente mencionadas, con mayor afinidad a las moléculas 
HLA-A2 y HLA-835 . Muestras de linfocitos T de sangre periférica de 30 pacientes : 
20 positivas para HLA-A2 y 18 para HLA-835 , ya sea con infección por HPV y 
cá ncer cervical y de 14 donadoras normales , fueron evaluadas a través del 
estimulo in vitro de linfocitos T con los péptidos sintéticos obtenidos. 
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El péptido CVYCKQQLL derivado de la proteína E6 del HPV-16 y el péptido 
KLPHLCTEL derivado de la proteína E6 de la VAA1 de HPV-16, así como el 
péptido TLGIVCPIC de la proteína E7 de HPV-16 prototipo , fueron identificados 
como los más antigénicos para las pacientes positivas para el alelo HLA-A2 
Asimismo, los péptidos YSKISEYRY derivado de la proteína E6 de la VAA-1 de 
HPV-16 y el péptido YSRIRELRY de la proteína E6 de la VAA-2 de HPV-18, 
fueron los más antigénicos para las pacientes positivas para el alelo HLA-835. En 
este estudio se destaca que péptidos antigénicos derivados de las variantes 
asiático americanas 1 y 2, indujeron mayores estímulos en los linfocitos T de las 
pacientes HLA-A2 y HLA-835 en comparación con los péptidos antigénicos 
identificados de las secuencias prototipo, lo cual es de gran relevancia para 
considerar el empleo de estos antígenos en el desarrollo de terapias contra el HPV 
y contra el cáncer cérvicouterino en nuestra población. 
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MARCO TEORICO. 

1.-CANCER. 

El fenómeno producido cuando las células proliferan sin control se conoce como 
cáncer o neoplasia , y es consecuencia de la alteración del ciclo celular e inhibición 
de la apoptosis, producidos por mutaciones dentro de la célula (Scaffidi , 1999). 
Las células cancerosas no dejan de crecer y dividirse , pudiendo formar tumores 
malignos que invaden tejidos vecinos mediante el proceso de metástasis, 
destruyendo tejidos y órganos vitales . En un mismo tejido se pueden encontrar 
variedades de cáncer con morfolog!a y grado de malignidad distinta , existen más 
de 100 formas de cáncer, aunque sus mecanismos moleculares básicos son 
similares (Orozco y Gariglio, 2000), los cuales inicialmente fueron estudiados con 
el análisis molecular de virus tumorales (B ishop y Weinberg 1996). 

Antes de 1900 las neoplasias eran poco conocidas , la mayoría de las muertes 
eran por enfermedades infecciosas como tuberculosis , influenza y neumonía. En 
el siglo XX y a la fecha, el cáncer es la causa más importante de mortalidad en el 
mundo junto con las enfermedades cardiovasculares (Orozco y Gariglio , 2000) 
por lo que en los últimos 20 años se ha estudiado con más énfasis este 
padecimiento. En México, el CaCu junto con el cáncer de mama son la primera 
ca usa de muerte en mujeres por cáncer, constituyendo un grave problema que 
afecta principalmente a la población económicamente activa , es decir entre los 15-
64 años . (www.SSA.gob .mx 2001 ), ocasionando altos costos económicos para su 
tratamiento y afectando las actividades no sólo de la paciente sino de las personas 
que conv iven con ella , impactando a un amplio sector de la población en general , 
por lo cual es muy importante realizar investigaciones que permitan desarrollar 
estrategias efectivas para preven ir y combatir el CaCu. 

3 
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1.11.- VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO HPV Y CANCER CERVICOUTERINO. 

Asociado al CaCu se encuentra el HPV en un 99.7 % de los casos en el mundo 
(Wa lboomers et al , 1999) , estableciendo una asociación etiológica entre la 
infección por HPV y el desarrollo de la neoplasia intraepitelial cervical (Bosch et 
al , 1995; Lizano et al , 1997; Torroella-Kouri et al , 1998; Muderspach et al , 2000;). 
El HPV tipo 16 es el más frecuente , se encuentra en casi 50 % de los tumores y el 
HPV tipo 18 se encuentra en aproximadamente 14 % de las neoplasias cervicales 
y se considera n factor de riesgo para desarrollar CaCu. El HPV por si solo no 
produce el CaCu, se necesita la alteración de antioncogenes y de otros genes 
pa ra que se desarrolle un cáncer invasor. (Bosch et al. 1995; Munoz, 2000; 
Wa lboomers et. al. 1999) 

HPV 

El HPV Infecta las 
capas externas 

invasiva 

Figura 1.- Etapas de la in fecció n con l IPV en e l cé rvix , e integraci ón a l genoma ce lul a r 
(Tomado v mod ifi cado de W \\ \ \ hawa ii .edu/hpv/ccrvical_ cancer-info. html ). 
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11.- VIRUS DE PAPILOMA HUMANO. 

Los virus de papiloma humano (HPV) son pequeños virus oncogénicos que 
pertenecen a la familia Papillomaviridae , infectan la mucosa y epitelio cutáneo 
(epiteliotrópico) causando lesiones benignas hiperproliferativas (papilomas, 
verrugas , condilomas). Al penetrar el virus a la célula , incorpora sus genes al 
genoma de ésta , e induce mutaciones que se transmiten a la progenie de la 
célula, pudiendo desencadenar fenómenos neoplásicos con capacidad invasora 
(Fig . 1) (Gariglio et al , 1987; Gariglio y Salcedo, 1993; Zur Hausen , 1999). En 
algunos casos, la infección viral es claramente seguida de la activación del 
sistema inmune y la eliminación de la infección del hospedero ; sin embargo , 
ocasionalmente las lesiones persisten y progresan malignamente causando 
tumores , la falla en la eliminación del virus es atribuida a una pobre respuesta 
inmunológica (O. Brien y Saveria 2002) , la cual es vital en la protección contra el 
HPV, y la subsecuente progresión neoplásica (Gariglio y Rangel , 1992 ; Hilders et 
al, 1994, 1995; Guzmán-Rojas, 1998). 

El virus de papiloma tienen forma icosahédrica, su genoma está compuesto por 
una doble cadena de DNA de aproximadamente 7900 pa res de bases (Fig . 2) 
(Howley y Knipe , 1996) Las cuales forman dos grupos de genes codificados por la 
misma doble cadena de DNA (transcritos en un solo sentido) los de transcripción 
tardía (L del ingles Late) ó tempranas (E del ingles Early). Los genes E son 
expresados durante todo el ciclo biológico viral , mientras que los genes L son 
expresados sólo durante la fase productiva . Se pueden clasificar estos genes 
funcionalmente en tres grupos: 1) los que cod ifica n a las proteínas reguladoras E1 
y E2 que controlan la rep licación del DNA y la expresión de los genes virales; 2) 
los que codifican para las proteínas E6, E7 y ES que controlan el crecimiento 
celular y 3) los componentes virales estructurales L 1 y L2 (Fig . 2) (Laimins , 1998). 
Existe una región que precede a los genes tempranos llamada región larga de 
control (RLC o LCR) y contiene secuencias promotoras y aumentadoras de la 
trascripción , así como secuencias que controlan el inicio de la replicación (Zur 
Hausen, 1999; Kammer et al , 2000). 

5 
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a) 
E6 

b) LCR ~'\E7 7900 pb 

L
1 

( HPV-16 ) 
... 

E1 
Codifican los 

~y: genes 

E5 

Proteína Función 
E1 Codifica a una hel icaza para la replicación episomal del DNA viral 
E2 Regula la expresión temprana de los genes y facilita la replicación del virus 
E4 Altera el citoesqueleto para facilitar la liberación del virus 
E5 Altera el pH endosomal y el reciclamiento de receptores de EGF a la 

superficie celular 
E6 Inactiva la función de p53 e inhibe la apoptósis 
E7 Se une a pRB y reactiva la síntesis de DNA del huésped 
L 1 Constituye el 80% de la cápside (cubierta) viral 

Figura 2. a) Estructura tridimensional de un virión de HPV; b) Genoma del HPV; c) Genes E y L del 
HPV y la función que lleva n acabo ( Tomado y modificado de www .cdcnpin .org/scripts/std.asp; 
papanicolau hpv_abbB html; .unizh.ch/pathol/hpvnachweishtml) . 

a) .-PROTEINAS E6 Y E7 DEL HPV. 

El DNA del HPV se integra al genoma celular al azar, rompiéndose en la región E1 
y E2 con lo cua l se inactiva la proteína E2, favoreciendo Ja expresión de las 
proteínas vira les E6 y E7 , las cua les se unen e inactivan a p53 y a pRb 
respectivamente (Fig . 2) , además de otras proteínas celulares (Jayaramanet y 
Prives, 1995 ; Stoppler et al, 1998; Veress et al, 1999) induciendo la proliferación y 
perdida de Ja regulación ce lular e inhibición de apoptosis , retrasando la 
diferenciación ce lular y el aumento de Ja replicación del HPV, existiendo un alto 
riesgo de que cé lulas infectadas con HPV puedan llegar a ser tumorigénicas 
(Levi ne et al, 199 1; Lee et al, 1995; Hubert et al, 2001 ). Por su papel en el 
desarrollo del cáncer se les conoce como proteínas oncogénicas . 

6 
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11 .1.- TIPOS Y CLASIFICACION DE LOS HPV'S. 

Hasta el momento han sido descritos más de 100 tipos virales, 40 de los cuales se 
encuentran asociados a infecciones del tracto anogenital (De Villers et al , 1994; 
Myers 1996) . Existen variaciones entre los genomas de un mismo tipo de HPV. 
Un tipo viral del HPV se define como aquél cuyo DNA tiene menos del 90% de 
homología en la secuencia con cualquier otro tipo de HPV (Van Ranst et al , 1993; 
Zur Ha usen et al , 2000), cuando los virus varían uno de otro de 2 al 1 O % en su 
genoma . son clasificados como subtipos , cuando las diferencias son menores al 
2%, en la región codificable y 5% en la región no codificable del genoma viral con 
respecto al prototipo aislado se clasifican como variantes intratípicas (Bernard et 
al , 1994 ). Estas variaciones confieren a los diferentes tipos , subtipos y variantes 
de HPV diferente capacidad antigénica y diferente potencial oncogénico (Brady et 
al , 1999 ; Hildesheim and Wang, 2002) . Se ha descrito que la recombinación entre 
va riantes es muy rara o no existe (Ho et al, 1993; Yamada et al , 1995, 1997; Villa 
et al, 2000) 

Los tipos virales del HPV se clasífic.an en grupos de bajo, intermed io y alto riesgo, 
de acuerdo a la frecuencia con que se encuentran asociados a lesiones 
premalignas o con el cáncer invasor. Los tipos virales HPV-16 y -18 , son 
considerados tipos de «alto riesgo » ya que son comúnmente detectados en 
lesiones displásicas moderadas o severas y en el cáncer invasor (Picconi et al , 
2000) . Los tipos virales como el HPV-6, y -11 entre otros, son denominados de 
«bajo riesgo » por hallarse principalmente asociados a condilomas (verrugas 
genitales) y displasias leves (Cuadro 1) (Wheleer y lcenogle , 1995; Zur Hausen , 
2000 ; Toshihiko et al , 2001 ). 

TIPO DE HPV 1 RIESGO ONCOGENICO 

1 16, 18, 45, 56 1 ALTO RIESGO 

131 , 33, 35, 51, 521 RIESGO INTERMEDIO 

16, 11,34, 42, 43 , 441 BAJO RIESGO 

Cuadro 1.- Se muestran algunos tipos de HPV y su clasificación deacuerdo al riesgo oncogénico 
que representan (Wheleer y lcenogle , 1995; Munoz , 2000; Picconi et al , 2000; Zur Huasen. 2000) . 

7 
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a) .- VARIACION GEOGRAFICA DEL HPV. 

Los últimos estudios han encontrad o que el HPV-16 tiene 5 grandes ramas: dos 
presentes en África , una en Asia , una en Europa y una en Asia y América, las 
cuales se distribuyen en los cinco continentes de diferente forma (cuadro 2) una 
pequeñísima variante se ha reportad o en Norte Americana (NA 1) centro y 
Sudamérica (Cuadro 2)(Ho et al, 1993; Yamada et al, 1997). La distribución de las 
variantes de HPV-16 en el continente americano reve la la colonización del nuevo 
mundo por europeos y africanos (Ho et al , 1993). Se ha relacionado esta variación 
geográfica con la prevaléncia de HPV genitales (Eschele et al , 1992; Lorinz et al , 
1992; Nindl et al , 1999; Ferrera et al, 1999; Herrero et al , 2000; Jacobs et al , 
2000). 

1 

VARIANTE DE HPV16 
1 

DISTRIBUCION MUNDIAL 

Asiático-Americana (AA) 
1 

Centro , Sudamérica y España. 

Africana (Af1 y Af2) 1 A frica. 

Asiática (As) 
1 

Sudeste de Asia. 

1 

Europea (E) En todas las regiones menos en 

1 A frica . 
.. 

Cuadro 2.- D1stribuc1on mundial de las variantes de HPV-16 (Yamada et al , 1997) . 

En México se han realizado pocos estudios entorno a las variantes de HPV, por lo 
que es muy poca la información que existe al respecto. En pacientes mexicanas 
con infección de HPV-1 6, las variantes predominantemente encontradas son las 
Asiático Americanas y las variantes Europeas (Cuadro 3) , y un pequeño 
porcentaje de una variante Af (Berumen et. al. 2001 ). 

VARIANTE DE HPV-16 FRECUENCIA REPORTADA 

1 Asiático-Americana (AA) 1 46 % 
J Europea ¡ 54 % 
Cuadro 3.- Variantes de HPV-16 descritas en México, y la proporción en que se 
encuentran (Berumen et al , 2001 ). 

8 
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b) .- VARIANTES DEL HPV Y RIESGO DE CANCER. 

En los últimos años se ha encontrado que existe una asociación entre la 
secuencia de nucleótidos de genomas virales y el potencial para inducir 
neoplasias intraepitelio-cervical (NIC). Estos estudios revelan cierta relación 
causal entre el grado de NIC y el tipo de HPV presente (Bergeron et al , 1992; 
Lorinz et al , 1992; Bosch et al, 1995; Londesborough et al , 1996; Lizano et al , 
1997; Torroella-Kouri et al, 1998; Muderspach et al , 2000 ; Matsukura y Sugase 
2001 ). Por otro lado las variantes AA se han asociado con carcinomas escamosos 
y adenoescamosos positivos para HPV-16 y 18, ademas estas infecciones 
tienden a persistir más frecuentemente, mientras que las variantes E se asocian 
con carcinomas escamosos y lesiones de bajo grado (Londesborough et al, 1996; 
Lizano et al , 1997 Villa et al, 2000). En un estudio con mujeres jóvenes se 
encontraron 16 variantes de HPV-16, una de las cuales persistió todo el tiempo , 
las otras fueron transitorias, mostrando que la variación intratípica de HPV-16 es 
un importante predictor de progresión de lesiones cervicales (Xi et al , 1997). En 
los estud ios realizados en México las variantes AA se presentaron más 
frecuentemente en pacientes con cáncer que en personas aparentemente sanas 
(control) , y su proporción es mayor respecto de las variantes E en cáncer cervical 
(cuadro 3). La edad promedio de las pacientes con cáncer con variantes AA es 
menor que la de las infectadas con variantes E, el porcentaje de variantes AA es 
mayor al reportado en Sudamérica , debido principalmente a que la subvariante 
AA-e es muy frecuente solo en México. Las variantes E por su parte se 
encontraron ligeramente mas frecuentes en pacientes que en el grupo control , el 
hecho de que las variantes AA se encuentren con mayor frecuencia en pacientes 
que las variantes E muestra que las variantes AA son más oncogénicas (Berumen 
et al , 2001); esto puede ser explicado en base a que el número de copias por 
cé lula de la variante AA es mayor que el de la variante E, la actividad del promotor 
p97 es 3,3 veces mayor que en E sugiriendo que se replican más (Hubert et al , 
200 1 ). La alta tasa de infección de virus de alto riesgo y la gran proporción de 
variantes no prototípicas de HPV-16 asociadas con un mayor potencial 
oncogénico explica el porque existe una elevada frecuencia de cáncer cervical en 
ciertas poblaciones (Picconi et al , 2000; 2002) . La gran incidencia de cá ncer 
cervica l en México (59/100,000) se puede asociar con una prevaléncia alta de 
va riantes oncogénicas . Se ha descrito que las variantes Asiático-Americana de 
HPV 16 y la variante Asiát ico-Amerindio para HPV 18 son más frecuentes que las 
eu ropeas en pacientes mexicanas (Berumen et al, 2001 ). 

Por lo tanto , es posible relacionar tipos de HPV con las ca racterí sti cas 
histopatológicas del CaCu , como el caso de una variante de HPV-18 que ha sido 
encontrada exclusivamente en células de carcinoma escamoso (Lizano et al , 
1997) , lo cual es importante para determinar asociaciones entre diferencias 
funcionales entre las variantes virales e influir en el riesgo de lesiones 
precancerosas y su progresión , siendo importante para las estrategias de 
inmunización debido a la posición de algunos aminoácidos . 
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Se ha descrito que una sola variación en la secuencia de nucléotidos de la 
proteína E6 del HPV-16 aislada de cáncer cervical de un individuo, interfiere con la 
resp uesta de las células T citotóxicas (Ellis et al, 1995) Por lo que estas 
variaciones en la secuencias de nucleótidos son usadas como una importante 
herramienta para estudios epidemiológicos de la transmisión y persistencia del 
virus del HPV (Kirnbauer et al, 1992, 1993; Franco, 1995). Hay pocas diferencias 
de nucleótidos entre las variantes de HPV (Cuadro 4) resultando interesante que 
estas alteraciones interfieran con las propiedades y funciones de proteínas virales 
antigénicas (Fujinaga et al, 1994; Song et al, 1997; Berumen et al , 2001) Un 
estudio realizado en México encontró que el cambio de un sólo aminoácido en la 
secuencia del péptido produce diferente respuesta, mostrando la especificidad del 
reconocimiento de antígeno (Monroy et al , 2002). Se ha reportado que el cambio 
de T por G en E6 de variantes de HPV 16 está coordinado con un cambio 
específico en E7 (Vaeteewoottacharn et al , 2003). 

SECUENCIA DE LA PROTEINA VARIANTE A LA QUE 
E6 DEL HPV-16. CORRESPONDE. 

DPQERPRKLPQLCTELQTII secuencia prototipo (E) 

DPQERPRKLPHLCTELQTII secuencia de la variante AA -1 

DKCLKFYSKISEYRHYCYSL secuencia prototipo (E) 
DKCLKFYSKISEYRYYCYSL secuencia de la variante AA -1 

Cuadro 4.- Comparación entre un segmento de las secuencias de las proteínas E6 de HPV-16 
prototipo (E= Europea) y el mismo segmento de la variante AA= Asiático Americana 1, los cuales 
cambian en un solo aminoácido (www.bimas dcrt nih ov/molb io/hla bind/). 
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111.- SISTEMA INMUNE. 

El organismo para defenderse de cualquier enfermedad cuenta con un sistema 
inmune constituido por el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo, 
los cuales actúan de forma integral y son esenciales para la defensa del 
organismo. El sistema inmunológico está formado por células, moléculas, órganos 
linfoides, la circulación linfática , proteínas sanguíneas, miembros del complemento 
y otros mediadores de ia inflamación , proteínas llamadas citocinas que regulan y 
coordinan muchas de las actividades de la inmunidad innata y adaptativa (Abbas 
et al , 2000) . 

111.1.- INMUNIDAD INNATA. 

La inmunidad innata es aquella que se tiene al nacer y es la primera defensa del 
cuerpo , no depende del contacto previo con el agente infeccioso, su acción se 
lleva acabo de forma inespecífica , y no se modifica de manera importante con 
exposiciones repetidas al patógeno durante la vida de un individuo. El sistema 
inmunitario innato está formado por barreras mecánicas tales como la piel que 
evita físicamente que potenciales agentes lesivos penetren al interior del cuerpo; 
además proteínas y enzimas como el ácido láctico y otras substancias en el sudor 
que mantienen la superficie de la epiderm is en un pH ácido que ayuda a evitar la 
colonización por bacterias y otros microorganismos . De forma similar el 
recubrimiento epitelial de las vías respiratorias y digestivas está bañado de una 
capa de moco protectora que puede atrapar, disolver y arrastrar hacia a fuera 
sustancias extrañas. También se consideran parte de este tipo de inmunidad a las 
células fagocitarias: monocitos , macrófagos , neutrófilos y células asesinas 
naturales (NK); las dos primeras engloban y digieren virus y otras partículas. 
Cuando esta primera defensa falla , entra en acción la inmunidad adaptativa (Rojas 
Espinosa , 1996). 

111 .11 .- INMUNIDAD ADAPTATIVA. 

La inmunidad adaptativa se llama así ya que se adapta y se desarrolla con la 
infección , se sabe que apareció primero en los vertebrados sin mandíbula y fue 
incrementando su especialización a la par con la evolución de las especies . Este 
tipo de inmunidad se caracteriza por: 

1 - Genera memoria hacia el antígeno, es decir que a partir de experiencias 
previas se modifica , de manera que encuentros subsecuentes con un mismo 
antígeno extraño originan respuestas más rápidas y vigorosas , aumentando en 
gran medida con exposiciones subsecuentes al mismo patógeno (Stites et al , 
2000 ; Rogers et al , 2000) 

2.- Los linfocitos pueden reconocer y discrim inar en tre lo propio y lo extraño, y 
responder a una amplia variedad de an tígenos, de manera que coexiste 
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pacíficamente con toda la materia que constituyen el huésped , pero responden de 
manera enérgica contra sustancias extrañas. Esta es una remarcable propiedad 
del sistema inmune llamada tolerancia inmunológica . 

3.- Por si esto fuera insuficiente, los linfocitos expresan en su membrana 
receptores capaces de distinguir pequeñas diferencias estructurales dando gran 
especificidad a la acción de los linfocitos, que reconocen porciones especificas de 
un antígeno la cual es llamada determinante antigénico o epítope (Fig. 4 y 7). 

4 .- El número total de especificidades que pueden reconocer los linfocitos de un 
individuo , es llamado repertorio linfocítico, es extremadamente amplio, se estima 
que en mamíferos el sistema inmune puede discriminar entre 109 y 1O 11 distintos 
determinantes antigénicos , esta propiedad del repertorio linfocítico se llama 
diversidad. 

Con el tiempo la respuesta inmune normal decae después de que el antígeno ha 
sido eliminado, el sistema inmune retorna a un estado basal, a través del proceso 
llamado homeostasis , esto como una forma de auto limitación de la respuesta 
inmune (Abbas et al , 2000) . 

a) .- ONTOGENIA DE LOS LI NFOCITOS. 

Desde las primeras semanas de vida embrionaria en el mesodermo del 
sacovitelino se forman las células madre hematopoyéticas (HCS, hematopoietic 
stem cells) y posteriormente en la médula ósea se producen , crecen y diferencian 
las células sanguíneas, a través de un proceso llamado hematopoyesis, en el cual 
se producen tres clases de células: 1) Eritrocitos, que transportan el oxígeno en la 
sangre; 2) Células mieloides ("de la medula ósea") como las plaquetas , que 
controlan la hemorragia ; y 3) Leucocitos o glóbulos blancos que aparecen hasta el 
5° mes de formación (Fig . 3) . Las HCS humanas se pueden distinguir de otras 
células de médula ósea por una proteína que se expresa en las superficies 
celulares , denominada CD34 (CD, se refiere al grupo de diferenciación , cluster of 
differentiation) (Stites et al , 2000) . 

El cuerpo humano normal del adulto contiene alrededor de un billón ( 1O 12
) de 

linfocitos , los cuales se subdividen en linfocitos T provenientes del timo y linfocitos 
8 derivados de la médula ósea , representando cerca de 75 y 1 O % 
respectivamente del total de todos los linfocitos. Además de éstos, las células 
asesinas naturales (NK) constituyen aproximadamente el 15% (Stites et. al. 2000). 
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Figura 3.- Origen de los diferentes linajes de células hematopoyéticas (Tomado de Stites et al , 
2000) 
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b).- LINFOCITOS T. 

Los linfocitos T se pueden distinguir entre si por la función que llevan acabo, y por 
dos proteínas de superficie conocidas como CD4 y CD8, los linfocitos maduros 
expresan casi siempre una de las dos proteínas y esta se relaciona con su 
función celular y con el tipo de proteína MHC que reconocen (Fig. 4) (Abbas et al, 
2000) . Aproximadamente 70% de las células T son CD4, mientras que 25% son 
CD8; cerca de 4% fuera del timo son CD4-CD8-. dobles negativos, y casi todos 
éstos expresan un tipo alterno de receptor de célula T, constituido por 
polipéptidos llamados gamma y delta . El 1 % pueden ser dobles positivas, 
CD4+CD8+ cuya función se desconoce. 

Los linfocitos T auxiliares (Th del ingles T helper) o TCD4+ , expresan en su 
membrana moléculas CD4 y reconocen péptidos presentados por moléculas 
clase 11 del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) en la membrana de 
las células blanco (F ig. 4). Este reconocimiento es el estímulo inicial para su 
activación, además secretan proteínas llamadas citocinas que promueven la 
proliferación y diferenciación de otras células como los linfocitos T, las células B, 
macrófagos y otros leucocitos , así como su propio crecimiento (autócrino), siendo 
el principal de estos factores la IL-2 (Canaday et al , 2001 ). Dentro de las células 
TH pueden distinguirse dos grupos de células que secretan un grupo característico 
de citocinas cuando se activan , y así promueven tipos particulares de reacciones 
defensoras , las TH1 que secretan IL-2 , IL-3, IL-13, IFN-y y TNF-13 y las TH2 que 
secretan IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-3, GM-CSF y IL-13 (Passmore et al , 2002) . 

Diferentes estudios han indicado que las células tumorales y células infectadas 
con virus pueden ser destruida por los linfocitos T citotóxicos, es decir, que tienen 
la capacidad de destruir células extrañas (Brander y Walker 1999; Bontkes et al , 
2000 ; Stites et al, 2000) Los linfocitos T citotóxicos presentan en su superficie 
moléculas CD8 y reconocen sólo porciones o péptidos antigénicos presentados 
por moléculas MHC clase 1 (Fig . 4) . El linfocito T citotóxico activado produce 
gránulos citolíticos constituidos por enzimas proteolíticas (granzimas , perforinas) 
para destruir a las células blanco (Van Leeuwen y Samelson, 1999; Canaday et al , 
2001 ). por lo que los linfocitos T citotóxicos (Te) o CD8+ han sido usados por 
muchos años como las meiores células efectoras contra el crecimiento de tumores 
y se ha sugerido el uso de epítopes antigénicos a CDS+ en las vacunas 
tumorales para inducir una efectiva asociación antígeno-tumor, específica en la 
respuesta inmune celular (Alexander et al , 1996; Guzmán-Rojas et al , 1998; Yoon 
et al , 1998; Borgault et al, 2000 ; Castellanos et al , 2001; Oh/schlager et al, 2003) 
El reconocimiento de epitopes para células T ayuda a entender Ja forma en que el 
MHC 1 y 11 , maquinaria de procesamiento de antígeno (APM), y los defectos 
moleculares permiten que las células tumorales escapen del reconocimiento de las 
células T (Se/iger et al , 2000 ; O' Brien y Savería, 2002) 
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IV.- EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD. 

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC del ingles mayor 
histocompatibility complexe) es una región de genes muy polimórficos (Fig . 8) los 
cuales producen proteínas que se expresan en las superficies de las células 
nucleadas de los animales. Las moléculas MHC fueron descubiertas en los años 
so ·s, cuando se observó que personas que recibieron transfusiones sanguíneas o 
que estuvieron embarazadas varias veces , tenían anticuerpos en su suero que 
reaccionaban contra glucoproteínas de la membrana a las cuales llamaron 
antígeno leucocitarias humanos (HLA) , término que se usa como un sinónimo de 
MHC en humanos(Fig. 8) . Después se observó que al incubar juntos leucocitos 
de dos individuos no relacionados, las células T de cada uno reaccionan 
fuertemente contra proteínas HLA expresadas por el otro , siendo las proteínas 
HLA los blancos principales de las reacciones inmunitarias celulares que causan 
el rechazo de tejidos transplantados entre individuos. Las proteínas HLA actúan 
como marcadores inmunógenos que distinguen a las células de cada pE:rsona y 
constituyen la principal barrera de la histocompatibilidad (Abbas et al, 2( 100). Las 
proteínas codificadas por el MHC se denominan moléculas del MHC o an tígenos 
del MHC, y existen 2 tipos de estqs moléculas: las de Clase 1 y las de Clase 11. 
Estas moléculas están asociadas a la membrana celular de células presentadoras 
de antígeno (APC) (Janeway et al , 2001 ) La función principal de las moléculas del 
MHC es atrapar fragmentos (péptidos) de proteínas extrañas, formando complejos 
que pueden ser reconocidos por los linfocitos T. Las proteínas clase 1 y 11 se 
codifican por genes separados , pero están estrechamente vinculados en evolución 
y estructura similar en muchos aspectos (Aultman et al , 1999; Roitt et al, 2001) . 
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Figura 4.- Moléculas clase 1 y Clase 11 del MHC, presentando un péptido (antíg eno) , reconocidas 
por el TCR de un lin focito CDS+ y CD4+ respectivamente (Tomado y modificado de Marsh et al, 
2000) 
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IV.1.- MOLECULAS DEL MHC. 

Moléculas clase l. 

Las moléculas clase 1 están formadas por 2 cadenas polipeptídicas separadas, 
una cadena alfa o pesada, codificada por el MHC en el brazo corto del 
cromosoma 6 para dar lugar a una proteína de aproximadamente 44 kilodaltones 
(kD) ; y una cadena beta 2 microglobulina no codificada por el MHC de 12 kD 
codificada en el cromosoma 15. La cadena alfa está formada por tres dominios: 
alfa 1, alfa 2 y alfa 3 (Stites et al , 2000) que forman juntos un polipéptido central de 
aproximadamente 44 kD y un oligosacárido; unida a la parte extracelular de la 
cadena alfa por enlaces no covalentes se encuentra la cadena beta 2 
microglobulina. El extremo amino terminal del polipéptido y el oligosacárido, se 
extienden en el medio extracelular, un segmento hidrofóbico corto atraviesa la 
membrana, y el extremo carboxilo terminal con 30 aminoácidos se extiende en el 
citoplasma (Abbas et al, 2000). La beta 2 microglobulina es mas pequeña , con 
sólo un dominio plegado, se enlaza a la membrana sólo indirectamente a través de 
su vinculación con la cadena alfa (Fig. 5 y 6) ; esta vinculación es crítica para 
estabilizar la molécula de clase 1 y para facilitar su transporte a la superficie 
celular. Las proteínas del MHC 1 se expresan por todas las células somáticas y 
tienen la función de presentar antígenos a las células T CDS (Stites et al , 2000) . 

Moléculas clase 11. 

Una molécula clase 11 está formada por las cadenas polipéptidicas llamadas alfa y 
beta , que son de tamaño similar y están anclados en la membrana de superficie 
en sus terminales carboxilo . Las regiones extracelulares de las cadenas alfa y beta 
de clase 11 se pliegan individualmente para formar un par de dominios 
globulares, designados alfa 1 y alfa 2 o beta 1 y beta 2 respectivamente (Fig. 5). 
Las proteínas MHC-11 se expresan únicamente por macrófagos, linfocitos B y Th , 
y son necesarias para la presentación de antígenos a CD4 (Abbas et.al. 2000) . 
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(a ) 

Figura 5.- En la figura se muestra de el lado izquierdo una (a) representación tridimensional de una 
molécula MHC-1. (b) esquema superior de la molécula MHC-1, mostrando los sitios donde se une al 
péptido ; En el lado derecho se muestra un (c) esquema tridimensional de una molécula clase MHC-
11 , (d) vista superior de la molécu la MHC-11, obsérvense las dife rencias entre las conformaciones de 
una MHC-1 y una MHC-11 (Tomado de Mcrsh et al, 2000) 
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V.- PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENOS POR MOLECULAS 
MHC-1. 

Para ser reconocidos como antígenos, las proteínas extrañas deben transformarse 
en péptidos y unirse a moléculas del MHC para presentarse en la superficie de las 
células (Fig . 6). En la década de los 90's el procesamiento de antígenos por MHC 1 
fue bien caracterizado. La proteína antigénica proveniente de un agente extraño o 
de la propia célula debe estar accesible en el citosol para ser degradada por un 
complejo multienzimático denominado proteasoma , el cual degrada a las proteínas 
en fragmentos peptídicos cortos (8-10 aminoácidos) que son translocados dentro 
del lumen del retículo endoplásmico por los transportadores asociados con el 
procesamiento de antígeno (TAP 's) que forman un heterodímero (TAP-1-TAP2) 
codificado en el MHC (brazo corto del cromosoma 6) y cuya función se asocia en 
la selección de péptidos con secuencia específica en el citosol , para ser 
bombeados al interior del retículo endoplásmico (RE). Una pequeña parte de los 
péptidos transportados, se unirán a la cadena pesada de la molécula MHC-1 en el 
interior del RE , en donde otras moléculas accesorias como son : las tapas inas, 
calnexinas, calreticulinas y/ o ER60, pueden mostrar actividad para ligar 
peptidos y estabilizar a las moléculas MHC clase 1 durante el plegamiento y 
ensamble, y facilitar esta unión con el péptido (Seliger et al. 2000). El complejo 
formado por el péptido y la molécula MHC-1 sale del RE vía el camino secretor a 
la superficie celular (Ritz et al. 2001 ; Gromme y Neefjes, 2002) Los fragmentos 
antigénicos son expuestos a los linfocitos T CD8+, a esto se le llama 
presentación de antígeno (Fig. 4, 6 y 7) y las cé lulas capaces de llevar esta 
función se les denomina células presentadoras de antígeno (CPA) (Rojas 
Espinosa, 1996; Roitt et al, 2001) . Una CPA puede presentar varios antígenos 
diferentes simultáneamente, uno en cada una de sus múltiples proteínas . Existen 
cam inos alternativos de procesamiento y presentación de antígenos , los cuales 
puede tener un importante papel en la respuesta inmune contra bacterias 
intracelulares y en inducción respuesta por linfocitos T citotóxicos (L TC) (Gromme 
y Neefjes , 2002) . 

18 



Uli ses Beri stain Aguilar 

transporte del comP,lejo 
al aparato de Golgi 

B~-mic globulina 

Figura 6.- lnternalización , procesamiento del virus , y presentación del antígeno vía moléculas 
Clase l. (Tornado y mod ificado de www.bio.pvc/curso/bio l 45ab/b 14505/51 doo5. htm). 
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V.1.- UNION DEL PEPTIDO A LA MOLECULA MHC. 

Los péptidos antigénicos se unen a las moléculas MHC-1 en el surco formado 
por los dominios alfa1 y alfa 2 de la cadena pesada (Fig. 7) ; mientras que en la 
molécula clase 11 del MHC. en el surco formado por los dominios alfa1 y beta1 . 
En ambos casos los dominios adyacentes se combinan para crear una lámina 
plegada beta de ocho tiras . que actúa como el piso del sitio de enlace y sobre el 
cual se colocan dos hélices alfa orientadas de manera adyacente y casi paralela 
entre sí , de modo que constituyen dos paredes con un surco entre ambas. Los 
péptidos se enlazan en el interior del surco en una conformación extendida , a 
través de enlaces no cova lentes (Roitt et al , 2001 ). La estructura del surco 
determina los tipos de péptidos que puede enlazar (Fig. 5 y 7) . El surco de una 
molécula clase 1 está delimitado en ambos extremos y por tanto sólo puede 
acomodar péptidos que tienen una longitud de 8 a 1 O a.a, los extremos de la 
hendidura de enlace clase-11 son más abiertos, lo cual permite que estas 
proteínas se enlacen a oéptidos un tanto más largos e irregulares de 8 a 12 a.a 
(Janeway et al . 2001 ). La especificidad de enlace en las proteínas de clase 1 y de 
clase 11 se determina principalmente por los residuos de aminoácidos que 
constituyen el piso de la lámina beta (Fig . 7) y las paredes de la hélice alfa del 
surco de enlace del péptido: éstos crean bolsas diminutas con características 
espaciales y químicas singulares que pueden enlazar características 
complementarias en un péptido , como una cadena de aminoácidos en una 
posición particular ( Janeway et al , 2001 ; Marsh et al , 2000) . El enlace de 
péptidos por una proteína del MHC, es un ta nto más selectiva , pero mucho menos 
especifica , que el enlace de antígeno por el receptor del linfocito T (TCR) o por 
una proteína inmunoglobulina. Toda vez que una célula simple puede expresar 
proteínas clase 1 en un orden de 106 en su superficie, por lo que cada célula tiene 
el potencial de presentar muchos péptidos a la vez (Stites et al , 2000) . 

Figura 7.- Vista superior de la molécula MHC-1 presentando un péptido en el centro de la 
hendidura (Tomado de vvvv_';'(Jl§[Eifilato.gob.mx/ssg/cogusida/elvirus htm). 
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Un antígeno se unirá a una molécula MHC-1 o a una molécula MHC-11 
dependiendo del origen del antígeno el cual se puede producir por lo regular, a 
través de dos vías: La vía endocítica (clase 11) y la vía citosólica (clase 1 ) (Abbas 
et al , 2000; Gromme et al, 2002) . 

La vía endocítica: Cuando el antígeno proviene o es capturado del exterior de la 
célula y es llevado a su interior (Fig. 1 O), por endocitosis o por pinocitosis , como el 
caso de un macrófago, que captura un antígeno, lo capta en vesículas 
endosómicas , en donde se desdoblan gradualmente por exposición a un pH ácido 
y a enzimas proteoliticas celulares. Los péptidos generados por la vía endocítica 
varían ampliamente en secuencia y en longitud y se unen a moléculas MHC-11 
presentadas a linfocitos CD4+ (Stites et al, 2000). 

La vía citosólica Cuando el antígeno deriva de patógenos que viven dentro 
(endógenos) de células infectadas como es el caso de los virus , dependen de la 
maquinaria sintética de proteínas del huésped. Algunas bacterias y parásitos 
intracelulares que sintetizan sus propias proteínas, en este caso la degradación de 
la proteína se produce en el citosol dentro de complejos multi enzimáticos 
llamados proteasomas . Cuando el ,péptido se ha unido a una molécula MHC-1 , 
este complejo es llevado a la superficie celular para su presentación a T CDS+ 
(Fig. 6 y 7) . Todos los componentes de esta vía se expresan en casi todos los 
tipos celulares humanos nucleados, lo que asegura que cualquier célula infectada 
puede presentar antígenos a las células T y combatir al patógeno . Algunos 
patógenos son procesados a través de ambas vías. La segregación entre los dos 
caminos de procesamientos de antígenos y presentación no es absoluta (Stites et. 
al. 2000) 

Vl.-DIVERSIDAD DEL MHC. 

Existen genes cuyas secuencias pueden variar frecuentemente , y al menos 1 % 
de los individuos pueden expresar un gen que difiera del gen homólogo del 
resto de los miembros de la población, tales genes se dice que son polimórficos y 
cada variante común de un gen polimórfico presente en la población se llama 
alelo. Genes similares se encuentran en todos los vertebrados , en el complejo 
mayor de histocompatibilidad el cual agrupa los genes polimórficos que ayudan a 
percibir un tejido como propio o extraño y son llamados genes de 
histocompatibilidad , se encuentran agrupados en una sola área del genoma. 
Debido a que en humanos se expresan en leucocitos se les conoce como 
antígenos leucoc itarios humanos (HLA) , y se denominan clase 1 A, B, C, y Clase 
11 DP, DO , DR (Fig . 8) (Abbas et al , 2000) . 
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Una persona hereda normalmente dos copias de cada sitio génico (uno de cada 
progenitor) y por lo tanto porta un total de seis sitios de clase 1 y seis de clase 11, 
además hay alelos múltiples distintos en cada sitio en la población humana, es 
decir, hay muchas versiones alternas de cada gen del MHC que producen 
proteínas con secuencias ligeramente diferentes. Hay cuando menos 250 alelos 
HLA-A conocidos , 490 alelos HLA-B y 119 alelos HLA-C (Marsh et al , 2000). Los 
alelos son designados actualmente con nomenclatura de 4 números, por ejemplo 
H LA-A *0201 ; esta nomenclatura puede compararse a la respectiva secuencia 
conocida en la vieja designación aun en uso, basada en serología , de solo dos 
caracteres , por ejemplo: HLA-A2 que incluye a los alelos desde A *0201 hasta 
A *02012 (Bodmer et al, 1994; Gómez-Casado et al, 1997). Los genes del MHC 
son los más polimórficos del sistema que se conocen, y cada variedad alélica tiene 
sus propiedades de enlace de péptidos propias. Un individuo puede heredar 
alelos distintos de la mayoría y esto aumentar la variedad de péptidos antigénicos 
distintos que pueden presentarse a las células T. Este polimorfismo aumenta la 
probabilidad de que cuando menos algunos individuos tengan la capacidad de 
presentar antígenos de cualquier patógeno nuevo que pueda encontrarse y así 
ayudar para asegurar la supervivencia de la población en general. El HLA-C se 
expresa generalmente en menor cantidad que HLA-A y HLA-B. Algunos genes de 
la región HLA no participan en la presentación de antígeno como es el caso de los 
genes para las citocinas del factor alfa y beta de necrosis tumoral, los factores del 
complemento C2 C4, By F, y proteínas de choque térmico, aunque se desconoce 
el significado de estas vinculaciones (Marsh et al, 2000). 
El numero total de alelos del MHC presentes en cada cromosoma se llama 
haplotipo del MHC (Abbas et. al. 2000), los alelos más frecuentes en la población 
mexicana son HLA-A2, -A24, -A28, -835 y -839 (De Leo et al , 1997; Gómez­
Casado et al , 1997; Weckman et al , 1997; Cerda Flores et al , 2002 ; Vargas­
Alarcón et al, 2003). La fo rma de obtener información de la estructura de 
moléculas de MHC y sus receptores, es analizando con rayos X los cristales del 
MHC. Otros métodos son: 1) aislamiento bioquímico y estudio de asociaciones 
naturales de péptidos y MHC; y 2) estudios con ligandos de péptidos sintéticos , ya 
que se conocen muchos de los aminoácidos que se unen a moléculas MHC-1 ( 
Rammensee et al , 1995). 
Los mecanismos por los cuales el cáncer escapa del sistema inmune puede 
envolver deficiencias simples o combinadas de diferentes componentes de 
procesamiento y presentación de antígenos por MHC clase 1, las cuales pueden 
estar asociada con el HPV o con el fenotipo HLA (Morera et. al. 1997, 1999; Silva 
1999), y no con el grado o estadio del tumor (Hildesheim et. al. 2002; Ritz et. al. 
2001) . 

22 



Ulises Beristair. Agui lar 

CH.O M OSO M A 6 HUMANO 

rcui ó n ll rcuión 111 r eg l ón 1 

C ROMOSOMA I / 01:: llJ\TÓN 

r eyi6n 1 región 11 r egi6n 111 r eg 16 n 1 

Figura 8.- El MHC en el cromosoma 6 humano está divid ido en tres regiones y cada una de ellas 
contiene varios genes, heredados del padre y la madre. El conjunto de los genes de las regiones 1 

y 11 representa el haplotipo de un individuo. Los genes de la región 111 no codifican para moléculas 
de histocompatibilidad . El MHC del cromosoma 17 del ratón se divide en una forma similar 
(Tomado de www fmed 1c un r) 

VII.- PREDICCION DE EPITOPES ANTIGENICOS. 

Existen programas computarizados que ana lizan toda la secuencia de una 
proteína en busca de los si tios de anclaje más probables, formando secuencias de 
péptidos de 8-1 1 aminoácidos , que según sus propiedades teóricamente serán 
más antigénicos y de alta afinidad para ciertos alelos, estos programas se basan 
en información detalladamente descrita , de las reg las que gobiernan la interacción 
de péptidos con molécu las MHC-1 (Fig . 5), el conocimiento acerca de los sitios de 
anclaje específicos para proteasoma, la producción de fragmentos peptídico por 
proteazas , y el transporte de los péptidos al RE (Parker et al , 1994; Rammensee 
et al , 1999) la estructura de los péptidos obtenida por cristalografía , sitios de 
unión , matrices o redes neurales artificia les (ANNs)(Rammensee et al , 1995; 
Nussbaum et al, 2003;). Para predeci r epítopes es importante no considerar solo 
el sitio de unión básico para la MHC sino la posición del ancla, ya que esto puede 
contribui r considerab lemente a la interacción con la molécula MHC(Fig . 7) Otros 
estudios detal lados sobre ligandos muestran que algunos residuos en cierta 
posición en el péptido pueden ocasionar detrimento para ligar (Ruppert et al , 1993; 
Kast et al, 1994; Parker et al , 1994). Aunque las diferentes formas de 
procesamiento y presentación de antígenos aun no pueden ser simuladas por 
computadora comp letamente, ya que se desconocen muchos de los mecanismos 
intracelulares, existen herramientas como estos programas que sirven para 
predecir epítopes para linfocitos T con relevancia inmunológ ica en en fermedades 
infecciosas y cáncer. 



Ulises Beri stain Aguil ar 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El cáncer cérvicouterino es la primera causa de muerte en mujeres por cáncer en 
México, convirtiéndolo en un grave problema de salud, principalmente a la etapa 
más productiva (20-60 años)(www.SSA.gob.mx) . En consecuencia , es de 
primordial importancia realizar estudios que aporten avances en el diagnóstico, 
prevención y tratamiento oportuno de la enfermedad . Actualmente la inmunología 
tumoral es un área de investigación que a través de la identificación de antígenos 
virales y tumorales y el monitoreo de la respuesta inmune hacia ellos, abre nuevas 
posibilidades para generar terapias especificas contra el desarrollo del cáncer 
(Castellanos et al , 2001 ; Rudolf et al , 2001 ). La alta asociación del virus de 
papiloma humano (HPV) con el desarrollo de esta neoplasia (aproximadamente 
99.7%), especialmente HPV-16 y 18 (Walboomers et al , 1999), ha llevado a 
proponer que las proteínas derivadas de estos virus sean candidatos idóneos para 
presentarse como epítopes tumorales . La sobre expresión de las prote ínas 
oncogénicas E6 y E7 de estos tipos virales es un requisito indispensable para 
mantener el estado transformado de las células malignas (Hubert et al , 2001 ), lo 
cual hace que estas proteínas sean idóneas para ser utilizadas como antígenos 
en terapias antitumorales (Da silva et al, 2001 ; Galloway et al , 2003), Por otro lado 
se sabe que existen variantes intratipicas de los diferentes tipos de HPV, las 
cuales tienen diferente potencial oncogénico y se distribuyen de diferente forma en 
todo el mundo (Yamada et al , 1997; Bernard et al , 1994; Lizano et al , 1997) 
Asimismo , se sabe que los linfocitos T CD8+ reconocen péptidos antigénicos 
derivados de proteínas virales procesadas endógenamente y presentadas por 
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 1 en la membrana 
de células tumorales y células infectadas con virus , y que en nuestro país la 
presencia de variantes asiático americanas AA1 y AA2 de los HPV-16 y 18 se 
encuentra en proporciones similares a la europea (Lizano et al, 1997; Berumen et 
al , 2001 ), el presente trabajo tuvo como objetivo el de identificar péptidos 
antigénicos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 y 18 y de las variantes AA1 y AA2 
para los alelos HLA-A2 y 835 (dos de los alelos de más alta frecuencia en la 
población Mexica na)( De Leo et al, 1997; Silva et al , 1999; Wheckman et al , 1999 ; 
Cerda Flores et al , 2002; Várgas Alarcón et al , 2003) con la final idad de proponer 
alternativas terapéuticas contra el cáncer cérvicouterino. 
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HIPOTESIS. 

Tomando en consideración que las moléculas MHC clase 1 presentan péptidos 
antigénicos derivados de proteínas virales procesadas endógenamente a los 
linfocitos T CDS+ para estimularlos a eliminar a las células cancerosas y célulé-ls 
infectadas con virus. A través de la estimulación de linfocitos T CDS+ de pacienti;s 
con infección por HPV y con cáncer cervical , con péptidos de la proteínas E6 y E.7 
de HPV-16 y 18, se podrán identificar a los péptidos antigénicos contra el HPV 
los cuales se podrán proponer en el desarrollo de terapias para mujeres con 
cá ncer cervical e infección con HPV. 
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OBJETIVO GENERAL. 

Identificar a los péptidos antigénicos de las proteínas E6 y E? de los HPV-16 y 18 
y de sus variantes Asiático Americanas AA 1 y AA2 para los alelos HLA -A2 y 835 
del MHC-1. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

A) Obtener muestras sanguíneas de pacientes con cáncer cervical. 

B) Tipificar el HLA clase 1 de los pacientes de estudio . 

C) Tipificar el HPV presente en las muestras tumorales. 

D) Predecir y obtener los péptidos derivados de las proteínas E6 y E? de HPV-16 
y 18 y de las variantes AA 1 y AA2 con mayor afinidad para los alelos HLA-A2 y 
835. 

E) Evaluar la respuesta proli ferativa de linfocitos T de pacientes con infección con 
HPV y con cáncer cervical con los péptidos obtenidos. 
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METO DO. 

PREDICCION DE PEPTIDOS ANTIGENICOS DE LAS PROTEINAS E6 Y E7 DE 
HPV-16 Y 18. 

La predicción de péptidos de las proteínas E6 y E7 del Virus del Papiloma 
Humano tipo 16 y 18 así como de sus VAA-1 y -2 con mayor afinidad para las 
moléculas HLA-A2 y HLA- 835, se realizó mediante el programa de predicción 
por algoritmos que está disponible vía internet (bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_ 
bind/). El tamaño de los péptidos predichos fue de 9 aminoácidos (tamaño 
promedio de los péptidos que se unen a las moléculas HLA clase l)(Kast et al , 
1994) Como control positivo de activación para el alelo HLA-A2 se utilizaron a los 
péptidos antigénicos GILGFVFTL (el cual ha sido reportado como un epítope 
antigénico del virus de la gripe en humanos (Bednarek et al, 1991; Kast et al , 
1994) y LL TEVETYV derivados de la proteína M de Influenza-A; y para el alelo 
HLA-835 se utilizo a los péptidos: QARQMVQAM y GAKEISLSY derivados 
tamb ién de la proteína M de Influenza-A, la predicción se hizo mediante el mismo 
programa de algoritmos vía interne!. 

SINTESIS DE PEPTIDOS. 

Los péptidos que tuvieron el mayor tiempo de disociación promedio para las 
moléculas HLA-A2 y HLA-835 fueron sintetizados por métodos automatizados 
(Gausephol et al , 1990). Brevemente , para ello se utilizó un sintetizador 
automático (Applied Biosystems 2.01, Becton Dickinson y Co. Mountain View, C. 
A) . En una columna de fase sólida y apartir del aminoácido e-terminal, se 
incorporaron los demás aminoácidos mediante repetición de ciclos con 
desprotección de los aminoácidos de enlace, después se desprendieron los 
péptidos de la resina por tratamiento con ácido trifluoroacético. Los péptidos 
fueron liofilizados y disueltos en solución salina de fosfatos y almacenados a -70 
ºC en alícuotas para ser usados posteriormente . 

OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA Y DE BIOPSIAS 
TUMORALES DE PACIENTES CON CANCER CERVICO UTERINO. 

En dos tubos de vidrio vacutainer con anticoagulante (ACD) (Becton Dickinson , 
USA) se reco lectaron aproximadamente 18 mi de sangre periférica , y por medio de 
las técnicas de colposcopía o enconación se obtuvieron las biopsias de tejido 
tumoral de las pacientes con cáncer cérvicouterino. Estos procedimientos se 
llevaron acabo por persona l capacitado de las áreas de Ginecología del Instituto 
Nacional de Cancerolog ía y del Hospital de Zona Gustavo Baz Prada (Cd. Neza) . 
El material biológico se trasladó con mucho cuidado, al laboratorio de 
INMUNOBIOLOGÍA de la FES-Zaragoza, para su procesamiento y análisis . 
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TIPIFICACION DEL HLA CLASE 1 POR MICROCITOTOXICIDAD. 

Se tomaron 2 mi de sangre periférica con anticoagulante ACD. se colocaron en un 
tubo de vidrio de 5ml con tapa de plástico , y se agregaron 100 µ! de una 
suspensión de anticuerpos monoclonales aCD3 unidos a perlas magnéticas (One 
Lambda !ne, USA) . Se colocó el tubo en un agitador horizonta l por tres minutos , 
luego se agregaron 2 mi de solución activadora de la reacción (One Lambda !ne, 
USA) y se homogenizó la mezcla . En seguida el tubo se colocó en un magneto 
miniMACS (Milteny Biotec, Germany) durante tres minutos . Posteriormente , sin 
retirar el magneto , el sobrenadante fue sustraído con una pipeta serológica . Los 
linfocitos adheridos a la pared del tubo fueron lavados 2 veces con PBS durante 
1 minuto y con 2ml de PBS cada vez. Finalmente los linfocitos T CD3 adheridos a 
la pared del tubo se resuspendieron en 250 µ! de RPMl -1640, y se distribuyeron 2 
µ! de la suspensión en cada uno de los pozos de una placa de Terasaki de 96 
pozos (One Lambda lnc, USA) conteniendo diversos antisueros anti-HLA-1 La 
placa se agitó ligeramente por un minuto para homogenizar, cuidando que no se 
derramara el contenido de los pozos , y después se dejó incubar por una hora a 
temperatura ambiente en la oscuridad . Después de este tiempo se agregaron 5 µ! 
de revelador (naranja de acitidina-Bromuro de etídio, One Lambda USA) a cada 
pozo , se agitó suavemente y se dejó incubar por 5 mirutos en la oscuridad . 
Finalmente la placa se observó en el microscopio de fluorescencia para evaluar la 
citotoxicidad y determinar la reacción positiva de los anti sueros, para obtener el 
haplotipo HLA clase 1 de cada paciente (Bodmer et al , 1977; Boyum , 1968; 
Terasaki y Mc-Clelland , 1964; Terasaki et al ,1978) . 

OBTENCION Y CULTIVO DE LINFOCITOS T CITOTOXICOS . 

La muestra de sangre (9 mi. Aprox.) se centrifugó a 2900 g, durante 5 minutos. Se 
obtuvieron dos fases , la fase superior (el plasma) fue ret irada y colocada en un 
tubo de vidrio estéril con tapa ; con ello se eliminaron grasas , proteínas , plaquetas 
y otros componentes de la sangre que se encuentran en el plasma. El tubo fue 
etiquetado y almacenado en un refrigerador La fase inferior que contenía el 
paquete celular fue trasvasada a un tubo Falcón de 50 mi donde se resuspendió 
perfectamente con 30 mi de medio RPMl- 1640, se centrifugó a 2900 g, durante 5 
min y se obtuvieron dos fases : la fase superior fue desechada y la fase inferior (el 
botón celular) fue resuspendida en 30 mi. de RPMl -1640 , y nuevamente se 
centrifugó a 2900 g, durante 5 min . El sobrenadante fu e desechado y el botón 
celular fue resuspendido en 6 mi de medio RPMl-1640 . Esta suspensión celular 
fue adicionada lentamente, a través de las paredes de los tubos , en dos tubos 
conteniendo cada uno 2.5 mi de un gradiente de Ficoll (Linfograde Microlab , 
Mex.) con una densidad de 1.077 g/ml para separar linfocitos. A continuación , los 
tubos fueron centrifugados durante 40 minutos a 1450 g Posteriormente , la banda 
blanca , conteniendo a los linfocitos, fue retirada lentamen te del gradiente y los 
lin focitos fueron lavados con medio RPMl-1640 durante tres veces mediante 
ce ntrifugación a 2900 g, durante 3 minutos cada uno 
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Finalmente el botón celular se resuspendió en 5 mi de medio de cultivo ISCOVE' S 
modificado con 1 O % de Suero Fetal de Bovino, 4 mM de L-glutamina , 1 mM de 
Piruvato de Sodio, 20 µM de 2-Mercaptoetanol, y una mezcla de Aminoácidos no 
esenciales (Gibco BRL, USA) e IL-2 recombinante humana (Sigma, USA) a una 
concentración de 20 U/mi (De Leo et. al. 1997; Evans et. al. 1997; Weckman et. al. 
1997). 

TIPIFICACION DEL HPV DE LAS BIOPSIAS DE TUMORES DE CANCER 
CERVICAL 

Por otra parte las biopsias se lavaron con PBS estéril y se fragmentaron en 
pequeñas porciones, los fragmentos se colocaron en un tubo Eppendorf con 400 
µI de amortiguador de lisis, constituido por NaCI a 100 mM, Tris a 10 mM, EDTA 
25 mM a un pH=8.0 y SOS al 0.5% y se almacenaron hasta su utilización. 
Posteriormente se descongelaron y se adicionaron 5 µI de proteinasa K (1 O mg/ml , 
SIGMA USA) y se incubaron toda la noche a 37 ºC. El tejido disgregado fue 
homogenizado por agitación y se adicionaron 40 µI de Tris-Base 1 M, pH 9:4 , 400 
µI de fenol saturado en agua y se agitó vigorosamente con ayuda de un agitador. 
Se centrifugo 10 minutos a 11600 g, se extrajo la fase acuosa y se transfirió a un 
tubo nuevo donde se le agregó un yolumen igual de cloroformo: alcohol isoamílico 
(25:1), se agitó vigorosamente y se centrifugó por 10 minutos a 11600 g. Se 
extrajo la fase acuosa y se trasfirió a otro tubo, donde se adicionó la mitad del 
volumen de acetato de amonio 7.5 M y se homogenizó, posteriormente se 
agregaron 2.5 volúmenes de etanol absoluto frío y se mezcló por inversión . 
Después de centrifugar durante 1 O minutos a 7200 g y a 4 ºC, el botón se 
enjuagó con etanol al 75%, se centrifugó 1 O minutos a 7200 g a 4 ºC y se eliminó 
el sobrenadante. Finalmente el tubo se dejó a temperatura ambiente durante 1 O 
minutos (casi a sequedad), posteriormente el botón se disolvió con agua ultra 
pura en un volumen de 1 :4, se incubó por lo menos 30 min a 56 ºC, se centrifugó 
a 2300 g, por 10 min a 4 ºC y el sobrenadante obtenido fue vertido a un tubo 
nuevo para su cuantificación por espectrofotometría. El HPV en las muestras de 
DNA tumoral fue tipificado mediante PCR , utilizando los oligonucleótidos MY09 y 
MY11 descritos por Manos et al , (1989) y utilizando digestión enzimática con la 
enzima de restricción Rsal para obtener el patrón de fragmentos de referencia 
(RFLP) para cada uno de los HPV-16 y 18 (Bernard et al, 1994). 

CULTIVO DE LINFOCITOS T CON PEPTIDOS SINTETICOS DERIVADOS DE 
LAS PROTEINAS E6 Y E7 DE EL HPV-16 Y 18. 

Una vez tipificado el HLA, se contaron los linfocitos T utilizando una cámara de 
Neubauer. Se eligieron los péptidos para cada uno de los alelo HLA-A2 ó B35. 
Los linfocitos se sembraron por triplicado a una concentración de 100 000 
linfocitos por cada pozo y con cada uno de los péptidos a una concentración de 25 
µM . a un vo lumen final de 200 µI con medio ISCOVE'S modificado, en una placa 
de 96 pozos Además se colocaron tres pozos sólo con linfocitos T y medio 
ISCOVE 'S como control negativo y otros linfocitos Ten presencia de 20 U/mi 
de IL-2 ó 1 µI de fitohemaglutinina (Microlab , México) como controles positivos 29 
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Los demás pozos fueron suplementados con medio de cultivo hasta un volumen 
total de 200µ1. 

MARCAJE Y CONTEO DE PROLIFERACION DE LINFOCITOS T CULTIVADOS 
CON PEPTIDO. 

Después de 96 hrs. de cultivo, los linfocitos T se marcaron con 2 µCi de timidina 
tritiada (Dupont, USA) por pozo y se cultivaron durante 24 hrs más(Castellanos et 
al. 2001 ). La incorporación de timidina por las células en prol iferación fue 
analizada a través de una cosechadora de células marca Brandel modelo MH-12 
USA, después de varios lavados con agua destilada para eliminar el exceso de 
timidina . Los núcleos celulares cosechados en papel filtro de fibra de vidrio , se 
dejaron secar a temperatura ambiente antes de adicionarlos a viales Mini poly -O 
(Beckman, USA) que contenían 2 mi de líquido de centelleo (Beckman Counter 
USA). Cada vial fue analizado en un contador automático (Beckman modelo LS 
6,500 USA) Finalmente se obtuvo el índice de proliferación (IP) inducido por cada 
uno de los péptidos mediante la siguiente formula: 

IP= ((cpm de los linfocitos estimulados con péptido I cpm de los linfocitos 
cultivados sin péptido)-1)X100 

Los péptidos que indujeron IP mayores a 25 fueron considerados antigénicamente 
positivos al ensayarse en los linfocitos de cada individuo bajo estudio. 

ESQUEM A GENERAL DEL METODO. 

Pr edicción ' de pé¡Ítidos de las 
proteínas E6 y ET'defHPVc 
16, 18 y sus VAA mas afines 
a los. alelos JfLA~Ai,y 7B35.''. 

O~tenf ióQ .de .~iop~a,s_ tum p ral c:~ . y¡.fo .\Je~t~a~ ,. 
· de sangre per.iférica.de pacientes con·.C!iCu. 

o~te ñi: ió\! i;éit!!Lvo· <;l_e linf~ocitos d ~ ~angr~ 
periférica en presencia de: los péptidos . · 

I P = l (c prn de lo s linfocitos est i mu lados C:oñ péptillo / 'CP'm"':dC' tO's li.nfocitos sin p~ptído) - 1) X 1 OO. 

IP ~ 25. fueron con s.iderados como positivos. 
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RESULTADOS. 

1.- PREDICCION, SINTESIS Y OBTENCION DE PEPTIDOS DERIVADOS DE 
LAS PROTEINAS E6 Y E? DE HPV-16 Y HPV-18 Y DE LAS VARIANTES 
ASIATICO AMERICANA (AA1 Y AA2) DE LA PROTEINA E6 DE HPV16 Y HPV 
18. 

Mediante el uso del programa algorítmico vía Internet: 
bimas .dcrt.nih .gov/molbio/hla_bind/, se predijeron péptidos de 9 aminoácidos con 
alta afinidad para las moléculas HLA-A2 y 835 (Tabla 1 ), a partir de las proteínas 
E6 y E? del HPV-16 y HPV- 18; así como de las variantes AA1 y AA2 de la 
proteína E6 de HPV16 y HPV-18 respectivamente que han sido descritas en 
México (8erumen et 3 1, 200 1; Liza no y García-Carranca, 1997). El mismo 
procedimiento se rea lizó pa ra obtener péptidos derivados de la proteína Matriz 
(M1) de influenza-A con alta afinidad para las moléculas HLA-A2 y HLA-835, los 
cuales fueron usados como control positivo para evaluar la activación de los 
linfocitos T de pacientes con HPV y/o cáncer cérv ico uterino (CaCu) . Se utilizó la 
proteína M1 de Influenza-A por ser muy antigénica y altamente conservada entre 
las cepas del virus de la gripe que in fecta al humano. Para su síntesis, se 
elig ieron los péptidos que tuvieron el tiempo medio de disociación más elevado de 
acuerdo con el programa de algoritmos, así como algunos péptidos que ya han 
sido descritos en la bibl iografía por ser muy antigénicos (Tabla 1 ). 
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ALELO PROTEINA TIPO DE POSICIONEN SECUENCIA TIEMPO '/, DE No DE 
HLA HPV LA PROTEÍNA DISOCIACIÓN PÉPTIDO 

(m in) 
HLA-A2 E6 HPV-16 18 KLPQLCTEL 74.768 1 
HLA-A2 E6 HPV-16 21 QLCTELQTT 17.14 2 
HLA-A2 E6 HPV-16 79 KISEYRHYC 53 .914 3 
HLA-A2 E6 HPV-16 18 KLPHLCTEL 74 .76 4 

VAA1 
HLA-A2 E6 HPV-16 79 KISEYRYYC 53.91 5 

VAA1 
HLA-A2 E6 HPV-16 37 CVYCKQQLL 5.98 6 
HLA-A2 E7 HPV-16 86 TLGIVCPIC 2.037 7 
HLA-A2 E7 HPV-16 7 TLHEYM LDL 201 .447 8 
HLA-A2 E7 HPV-16 11 YMLDLQPET 375.567 9 
HLA-A2 E6 HPV-1 8 13 KLPDLCTEL 306.550 10 
HLA-A2 E6 HPV-18 40 ELTEVFEFA 7.82 11 
HLA-A2 E6 HPV-18 36 KTVLELTEV 7.77 12 
HLA-A2 E7 HPV-18 90 FLNTLSFVC 54 .34 13 
HLA-A2 E7 HPV-18 86 FQQLFLNTL 87.078 1 14 
HLA-A2 E7 HPV-18 7 TLQDIVLHL 201 .447 16 
HLA-A2 M1- 58 GILGFVFTL 2666 17 

INFLUENZA 
HLA-A2 M 1- 3 LLTEVETYV 550 18 

INFLU ENZA 
HLA-835 E6 HPV-16 15 RPRKLPQLC 12 19 
HLA-835 E6 HPV-16 118 CPEEKQRHL 12 20 
HLA-835 E6 HPV-1 6 11 DPOERPRKL 40 21 
HLA-835 E6 HPV-16 77 YSKISEYRY 30 22 

VAA1 
HLA-835 E7 HPV-16 5 TPTLHEYM L 20 23 
HLA-835 E7 HPV-16 49 RAHYN IVTF 6 24 
HLA-835 E7 HPV-16 30 DSSEEEDEI 6 25 
HLA-835 E6 HPV-18 6 DPTRRPYKL 20 26 
HLA-835 E6 HPV-18 113 NPAEKLRHL 40 27 
HLA-835 E6 HPV-18 11 o KPLNPAEKL 40 28 
HLA-835 E6 HPV- 72 YSRIRELRY 30 29 

18VAA2 
HLA-835 E7 HPV-18 5 KATLQDIVL 6 30 
HLA-835 E7 HPV-18 3 GPKATLQDI 24 31 
HLA-835 E7 HPV-18 78 SSADDLRAF 15 32 
HLA-835 MI- 208 QARQMVQAM 18 33 

INFLUENZA 
HLA-835 MI- 111 GAKEISLSY 36 34 

INFLUENZA 
Ta bla -1 Caracten st1cas de los pept1dos ut1l1zados en esta 1nvest1gac1on. Se muestran los alelos HLA-1 para el que 
fueron predichos, su tiempo medio de disociación, así como el tipo de HPV, la posición en la que se encuentra en 
la proteina a la que corresponde cada uno de ellos. La columna de la derecha se muestra el número asignado a 
cada péptido 
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2.- HAPLOTIPO DE HISTOCOMPATIBILIDAD HLA CLASE 1 (HLA-1) DE 
MUESTRAS SANGUINEAS DE PACIENTES Y DE DONADORAS NORMALES. 

En esta investigación se trabajaron 30 muestras de pacientes : 4 que presentaban 
Infección con virus de papiloma humano (IHPV); 5 con neoplasia intraepitelial 
(NIC); y 19 con CaCu en diferentes estadios clínicos de la enfermedad (Tabla 2) 
Las etapas clínicas se determinaron de acuerdo con los parámetros de la 
Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO). Las edades de las 
pacientes de este estudio van de los 17 hasta los 73 años . También se analizó la 
presencia de HPV 16 y/o HPV 18; y mediante el empleo de ensayos de 
microcitotoxicidad en linfocitos T CD3+ de sangre periférica , se tip ificaron los 
haplotipos de moléculas HLA-1 (A,B,C,) de cada paciente, obteniéndose los 
resultados mostrados en la tabla 2. 

En total se tipificó el haplotipo HLA-1 de 85 mujeres mexicanas , de las cuales 42 
presentaron el alelo HLA-A2 (51 %) y 36 el alelo HLA-835 (42 3%), seguidos ror 
los alelos A28 con 28.57%, y A24 con 25%, para el alelo HLA-A, y respecte al 
alelo HLA-8 839 con 17. 9%, 815 con 21 .15% y 87 con 17.9%, los cua les 
coinciden con las frecuencias alélicas reportadas en la literatura para la poblac:ón 
mexicana (Long et al, 1991 ; De Leo et al , 1997; Silva et al , 1999; Vargas-Alarcón 
et al , 2003) cuya ascendencia puede ser asociada con la frecuencia de estos 
alelos (Cerda-Flores et al, 2002). No obstante debido a la disponibilidad de 
linfocitos con que se contó, en este estudio únicamente se incluye ron 30 
pacientes , de las cuales 20 fueron positivas para el alelo HLA-A2 ; 18 positivas 
para el alelo HLA-835 y 8 positivas para ambos alelos. 
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PACIENTE TIPO DE ESTADIO EDAD l-I LA-1 
HPV CLINICO 

l 18 IH PV 35 A2, A28, 8 16, B40(60),Cw3 
2 18 NICI 40 A2, 835, 860(40), Cw3, 8w6 
~ ND IB2 28 A2 , 860 (40), Cw3, Cw7 .) 

4 18 IIA 32 A2, 835, 8 16, Cw l , Cw4 
5 Otro IB 37 A23 , 835, 839, Cw4, Cw7 
6 Otro 118 45 A28, A3 , 835, 8 65,Cw4 Cw8 
7 ND IB 39 A2, A24, 835, 87, Cw4. Cw7 
8 NO 11 8 52 A24(9), A28(68), 8 16, 835 
9 16 IBI 54 A2, A23(9), 851(5), 87,Cw6 
10 18 IIJ8 49 A2, A l 9, 8 16, 8w6 
11 Otro IB2 40 A24, A28, 835, 8 15, 8w4, Cw4 
12 NO IB2 33 A2, 85, 8w6, 8w4 
13 16 IIB 73 A2, 852(5), B35, Cw4 
14 16 11 8 44 A2 , A28, 835, 815, 8w4,Cw4 
15 Otro NICI 32 A24(9),A28(68),B35,848,Cw4 
16 16 NICII 26 A2,A24(9),875( l 5),8w6,Cw l 
17 16 NO 36 A2, A 10,85,8 l 5,8w6,8w4,Cw3 ,Cw9 

-
18 18 II8 35 A l9, B35, 8w4, Cw3 
19 Otro Al 42 A2, 8 15, 8w4, 8w6 
20 ND IBI 50 A2, A4 , 87, 8 15, Cw3, Cw7 
2 1 18 NO NO A2, A28(68), 835, 848, Cw41 
22 ND NICI 37 A2 , 87, 84 1, 8w6 
23 ND NO NO A2, 85 , 85 102, Cw3, Cw9 
24 NO NICI 23 A24(9) ,A28(68) , B35,8 48,Cw6 
25 NO IHPV 17 A24 , i\ 19, 8 35, 862( 15), Cw4 
26 NO 11-!PV 35 J\3, A I 9, B35, 8w6, Cw4 
27 ND 11-! PV 2 1 A2, A9,860, 840, Cw3 
28 16 IV8 73 A2, A 19, 85, B35,Cw3 ,Cw4 
29 NO IBI 48 A 19, 835, 8 16, Cw3 , Cw4 
30 NO IIB 55 A2, A29( 19), 835, 85 1 (5) , Cw4 

Tabla 2.- Se muestra el haplotipo HLA-1 de cada paciente de este estudio, si presenta HPV-16 o 
HPV-18 , as í como el estadio cli nico y el tipo de carcinoma correspond iente a cada caso 
Otro: Se detectó HPV pero no corresponde al tipo 16 o 18; NO: No determinado ; IH PV Infección 
con Vi rus de Papiloma Humano. 
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De manera complementaria a esta investigación , se utilizaron 14 muestras de 
donadoras normales (sin diagnóstico de cáncer), tomadas de la Unidad de 
Tran splantes del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador 
Zubirán , de las cuales 9 presentaron el alelo A2 y 6 presentan el alelo 835, 1 de 
ellas presentó tanto el alelo A2 como el 835 . Las edades de las pacientes van 
desde los 30 hasta 57 años (Tabla 2 y 3). 

-

DONADORA HLA-1 

1 A l , Al ! , B35, Bw6, Cw4 . 
2 A l 1, 827, B35, Cwl, Cw4. 
3 A2, A24(9), B39, B35, Cw3 , Cw4. 
4 

1 
A2, A23(9), 839(6), 845, Cw7, Cw6. 

5 A24(9), B35, 862(15), 8w6, Cw4, Cwl. 
6 A24(9), B35, 862(15), Cw 1, Cw4. 
7 A24(9), B35, B62(1 5), Bw6, Cwl, Cw3. 
8 A l , A2, 88, 816, Bw6(15), Cw7, Cwl. 
9 A l , A2, 88, 839, 8W6(15), CW7, CWI. 
10 A2, 839(16), 862(15) , BW6, CW7, CWI. 
11 A 1, A2, 88, 865 , 8W6(15) , CW7, CW I. 
12 A2, A24(9), 839(16), CWl. 
13 A2, A24(9), 839(16), CW7. 
l~ A2, A33(19), 862(15), 860(40), Cw4, Cw3 . 

Tabla 3.- Se muestra el haplot1po HLA-1 de cada una de las donadoras 
norma les , así como el numero asignado a cada una. 
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3.- RESPUESTA DE LINFOCITOS T DE PACIENTES POSITIVAS PARA EL 
ALELO HLA-A2, CON PEPTIDOS DERIVADOS DE LAS PROTEINAS E6 Y E7 
DE HPV-16 Y-18 Y DE LA PROTEINA E6 DE LA VARIANTE AA-1 DE HPV-16. 

Un total de 20 muestras de linfocitos T de sangre periférica de pacientes positivas 
para HLA-A2, fueron estimuladas con nonapéptidos derivados de las proteínas E6 
y E7 del HPV- 16, HPV-18 y de la proteína E6 de la VAA-1 de HPV-16. En todos 
los casos se realizaron ensayos con IL-2 y Fitohemag lutin ina (PHA) como 
controles positivo de activación de los linfocitos . Además se utilizaron 
nonapéptidos derivados de la proteína MI de Influenza-A, como controles 
normales de activación . Se consideró positiva la estimulación de linfocitos T 
inducida con los péptidos cuando el índice de proliferación (IP) fue .=::25 Cabe 
mencionar que en algunos casos el número de linfocitos T que se obtuvo fue un 
factor limitante , por lo que en algunos experimentos no se evaluaron todos los 
péptidos disponibles . 

Estimulación de linfocitos T de pacientes con péptidos de la proteina E6 de 
HPV16 y su variante AA1 . 

En la grafica 1 se observa que los péptidos derivados de la proteína E6 de HPV-16 
(péptidos 1, 2, 3 y 6), estimularon en 15.7, 26 , 33 .3 y 55 % de los casos 
respectivamente ; mientras que los péptidos derivados de la variante Asiático 
Americana 1 (péptidos 4 y 5) estimularon en 57 .9 y 36 .85 % de los casos 
respectivamente, además de que estos últimos indujeron estímulos con mayores 
índices de proliferación (Gráfico 1) Cabe mencionar que los péptidos 4 y 5 
derivados de la proteína E6 de la VAA 1 produjeron mayores índices de 
proliferación que sus homólogos, los péptidos 1 y 3 respectivamente, derivados 
de la secuencia E6 del HPV-16 prototipo. 
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Gráfica 1-- Proliferación de linfocitos T de pacientes, estimu lados in vitro con péptidos derivados de la proteina E6 
del HPV-16 y de la proteina E6 de la VAA del HPV-16 , afines al alelo HLA-A2 . Pn = Número de paciente 
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Estimulación de linfocitos T de pacientes con péptidos derivados de la 
proteína E7 de HPV-16. 

Por otro lado al evaluar el efecto de los péptidos derivados de la proteína E7 de 
HPV-16 se observó que el péptido 7 produjo estímulo en 8 de 13 casos, 
destacando el caso de la paciente 28, en el cual se produjo un índice de 
proliferación de los linfocitos T > 300 (Gráfica 2), uno de los estímulos más altos 
obtenidos en este trabajo. Por su parte el péptido 8 estimuló en 3 de 12 casos; y 
el péptido 9 produjo estímulo en 8 de 18 casos, cuatro de ellos con índices de 
proliferación >1 OO . 
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Gráfica 2 - Proliferación de linfocitos T de pacientes, estimulados in vitro con péptidos derivados de la 
proteína E7 del HPV-16, afines al alelo HLA-A2 . Pn= Número de paciente . 
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Estimulación de linfocitos T de pacientes con péptidos derivados de la 
proteína E6 y péptidos derivados de la proteína E7 de HPV-18. 

En la gráfica 3 se muestra que de los péptidos derivados de la proteína E6 de 
HPV-18, el péptido 10 produjo estímulo en 3 de 14 casos ; el péptido 11 en 6 de 
14 casos ; y el péptido 12 en 4 de 14 casos Cabe destacar que los linfocitos T del 
paciente 19 respondieron fuertemente a los péptidos 11 y 12, los cua les 
compa rten sus secuencias en 5 de 9 aminoácidos (EL TEV). 
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Gráfica 3.- Proli feración de lin focitos T de pacientes . estimulados in vitro con péptidos derivados de 
la proteina E6 y péptidos derivados de la proteina E7 de HPV-1 8 afines al ale lo HLA-A2 . Pn = 
Número de paciente. 
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En cuanto al estímulo producido por los péptidos de la proteína E? de HPV-18 
sobre los linfocitos T de las pacientes, se observó que el péptido 13 estimuló en 6 
de 15 casos; el péptido 14 en 3 de 18 casos, y el péptido 16 en 4 de 13 casos. 
Los linfocitos T de las pacientes 19 y 20 presentaron índices de proliferación 
mayores a 100 cuando fueron estimulados con los tres péptidos (Gráfica 3). 

Estimulacíón de linfocitos T de pacientes con péptidos derivados de la 
proteína M1 de Influenza-A. 

Al analizar el efecto de dos péptidos derivados de la proteína M1 de Influenza-A 
en pacientes HLA-A2+, se encontró que el péptido 17 produjo estimuló en 4 de 13 
casos , mientras que el péptido 18 produjo estímulos positivos en 3 de 14 casos; 
ambos péptidos estimularon fuertemente a los linfocitos de la paciente 19 con 
índices de proliferación >300 en ambos casos (Gráfica 4). 
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Gráfica 4 - Proliferación de linfocitos T de pacientes, estimulados in vitro con péptidos derivados de 
la prote ína M1-lnfluenza, afines al alelo HLA-A2. Pn = Número de paciente. 
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RESPUESTA DE LOS LINFOCITOS T DE PACIENTES POSITIVAS PARA EL 
ALELO HLA-835, CON PEPTIDOS DERIVADOS DE LAS PROTEÍNAS E6 Y E7 
DE HPV-16 Y 18 Y LAS VARIANTES AA-1 Y AA-2 DE ESTAS. 

Un total de 18 muestras de linfocitos T de sangre periférica de pacientes positivas 
para HLA-835, fueron estimuladas con nonapéptidos derivados de las proteínas 
E6 y E? del HPV- 16, HPV-18, de la proteína E6 de la VAA-1 de HPV-16 y de la 
proteína E6 de la VAA-2 de HPV-18. También en todos los casos se realizaron 
ensayos con IL-2, PHA, y nonapéptidos derivados de la proteína MI de Influenza­
A. Se consideró positiva la estimulación de linfocitos T inducida con los péptidos 
cuando el índice de proliferación (IP) fue ~25. Cabe mencionar que en algunos 
casos el número de linfocitos T que se obtuvo fue un factor limitante, por lo que en 
algunos experimentos no se evaluaron todos los péptidos disponibles. 

Estimulación de linfocitos T de pacientes con péptidos derivados de las 
proteínas E6 y E7 de HPV-16. 

Con respecto a los péptidos derivados de la proteína E6 de HPV-16, el péptido 19 
produjo estímulos positivos en 7 de 18 casos , el péptido 20 en 5 de 12 casos , y el 
péptido 21 en 5 de 17 casos (Gráfica 5). 
En cuanto a los péptidos derivados de la proteina E7 de HPV-1 6, se obtuvo que el 
péptido 23 estimuló a 7 de 16 casos; el péptido 24 en 4 de 10 casos y el 
péptido 25 en 5 de 16 casos (Gráfica 5) . Los linfoci tos de la paciente 19 (P19) 
también fueron estimulados fuertemente con los péptidos derivados de las 
proteínas E6 y E7 de HPV-16. 
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Gráfica 5. - Proliferación de linfocitos T de pacientes, estimulados in vitro con péptidos derivados 
de la proteína E6 y E7 de el HPV 16, afines al alelo HLA-635 . Pn = Numero de paciente . 
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Estimulación de linfocitos T de pacientes con péptidos derivados de la 
proteína E6 y E7 de HPV-18. 

Por otra parte al estimular los linfocitos de las pacientes , con péptidos derivados 
de las proteínas E6 de HPV-18 se pudo observar que el péptido 26 estimuló en 6 
de 15 casos , el péptido 27 en 6 de 13 casos, mientras que el péptido 28 en 4 de 8 
casos (Gráfica 6) 
En el caso de los péµtidos derivados de la proteína E7 de HPV-18, el péptido 30 
estimuló en 6 de 14 casos , el péptido 31 en 4 de 12 casos y el péptido 32 en 3 de 
11 casos. En este grupo de pacientes fue evidente un mayor estímulo con los 
péptidos de la proteína E6 que con los péptidos de la proteina E7 derivados del 
HPV-18 (Gráfica 6). Los linfocitos T de la paciente 20 se estimularon fuertemente 
con los péptidos 27 , 28 , 31 y 32 , con IP>275. Además los linfocitos de la paciente 
19 también fueron estimulados con la mayoría de los péptidos , aunque con menor 
intensidad . 
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Gráfica 6.- Prol iferación de lin foci tos T de pacientes, estimulados in vitro con péptidos derivados 
de la proteina E6 y E7 de el HPV 18, afines al alelo HLA-835. Pn = Numero de paciente 
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Estimulación de linfocitos T de pacientes con péptidos derivados de las 
proteínas EG de las variantes AA-1 y AA-2 de HPV-16 y HPV-18 
respectivamente. 

Al evaluar el efecto de los péptidos derivados de las variantes E6 de HPV-16 y 18 
se observó que el péptido 22 perteneciente a la VAA-1 de HPV-16 estimuló 
positivamente en 9 de 17 casos, mientras que el péptido 29 derivado de la 
proteína E6 de la VAA-2 de HPV-18 produjo estímulos en 9 de 14 casos (Gráfica 
7) . Es importante destacar que entre estos dos péptidos se comparten 6 de los 
nueve aminoácidos y estimu laron mayor número de casos que los obtenidos por 
péptidos derivados de las proteínas E6 prototipos de HPV-16 y HPV-18 (ver 
Gráfica 5 y 6). 
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Gráfica 7.- Pro liferación de linfocitos T de pacientes, estimu lados in vitro con péptidos derivados 
de la prote ína EG de las variantes AA de HPV-16 y HPV-18, afines al alelo HLA-835. Pn 
=Numero de paciente . 
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Estimulación de linfocitos T de pacientes con CaCu con péptidos derivados 
de la proteína M1 Influenza-A. 

Por otro lado los péptidos 33 y 34 derivados de la proteína M1 de Influenza-A 
estimularon pos itivamente en 5 de 16 casos cada uno, no obstante los índices de 
pro li fe ración inducidos por el péptido 33 fu eron mayores que los inducidos por el 
péptido 34 (Grá fi ca 8) 
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4.- RESPUESTA DE LOS LINFOCITOS T DE DONADORAS NORMALES 
POSITIVAS PARA LOS ALELOS HLA-A2 y -835, AL SER ESTIMULADOS CON 
PÉPTIDOS DERIVADOS DE LAS PROTEINAS E6 Y E7 DE HPV-16 Y-18 Y 
VARIANTES DE ESTAS. 

En el grupo control constituido por 14 donadoras negativas para la infección con 
HPV y cáncer cervical en el momento de la toma de muestra , el estímulo de 
linfocitos T con los péptidos derivados de las proteínas E6 y E? de HPV-16 así 
como de HPV-18 y sus variantes fue inferior respecto al encontrado en las 
pacientes, observándose que el índice de proliferación en la mayoría de las 
donadoras analizadas fue < 25%. 

Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-A2+ con péptidos derivados 
de la proteína E6 de HPV-16 y de su VAA1, afines al alelo HLA-A2. 

Al estimular linfocitos T de donadoras HLA-A2+ con péptidos derivados de la 
proteína E6 de HPV-16 y de la VAA de HPV-16, se encontró una, baja ac tividad 
estimuladora en la mayoría de las donadoras, no obstante los linfocitos de la 
donadora 14 (014) fueron estimulados fuertemente con los péptidos 2 y 3 de E6 
de HPV-16; asimismo los linfocitos de la donadora 013 fueron ligeramente 
estimulados con los péptidos 5 y 6 derivados de la proteína E6 de la VAA, en 
cambio con los péptidos derivados de la secuencia prototipo no hubo ningún 
estímulo; y los linfocitos de la donadora 011 resultaron fuertemente estimulados 
con el péptido 6 de la proteína E6 de la VAA (Gráfica 9). En la gráfica 9 también 
se puede observar que el péptido 3 y el péptido 5 produjeron diferente número de 
estimulas a pesar de variar sólo en un aminoácido de su secuencia , ya que 
estimularon en 1 y 4 de 8 casos respectivamente. Sugiriendo que estas 
donadoras probablemente presentaron infección por algún tipo de HPV en 
alguna etapa de su vida. 
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Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-A2+ con péptidos derivados 
de la proteina E? del HPV-16 afines al alelo HLA-A2. 

En cuanto a los resultados obten idos al estimular linfocitos de donadoras con péptidos de 
la proteina E7 del HPV-16, se encontró que los linfocitos T de la donadora 014 fueron 
estimu lados fuertemente con los péptidos 7, 8 y 9 derivados de esta proteína. Además 
los linfocitos T de la donadora 8 y 13 también fueron estimulados, aunque en menor 
proporción, con el péptido 7 (Gráfica 1 O) . 
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Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-A2+ con péptidos derivados 
de las proteínas E6 y E7 del HPV-18 afines al alelo HLA-A2. 

Nuevamente, se puede observar que los estímulos de linfocitos T en las 
donadoras fueron muy bajos en la mayoría de las donadoras , sin embargo los 
linfocitos de la donadora 14 fueron activados fuertemente con los péptidos 11 y 12 
de la proteína E6 de HPV-1 8 y con los péptidos 14 y 16 de la proteína E7 de HPV-
18 (Gráfi ca 11 ), indicando una fuerte respuesta inmune de esta donadora, muy 
probablemente debida a una infección reciente por HPV. 
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Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-A2+ con péptidos derivados 
de la proteína MI de Influenza-A afines al alelo HLA-A2. 

El estímulo dado por los péptidos 17 y 18 derivados de la proteína MI de Influenza­
A fue relativamente escaso a como era de esperarse, ya que estimularon en 1 de 
7 donadoras y 4 de 7 donadoras respectivamente; siendo el péptido 18 el que 
indujo mejor respuesta en estas donadoras (Gráfica 12). 
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Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-835+ con péptidos 
derivados de la proteína E6 y E7 de HPV-16 afines al alelo HLA-835. 

Al eva luar el efecto de los péptidos derivados de las proteínas E6 y E7 de HPV-1 6, 
sobre los linfocitos de las donadoras norma les HLA-83 5+ , se observó que el 
péptido 19 derivado de la proteína E6 de HPV-16 indujo estímulo en 6 de 7 
donadoras, especialmente en las donadoras 3 y 11 en donde éste fue muy fuerte. 
Además el péptido 24 derivado de la proteína E7 de HPV-16 también indujo efecto 
estimulador en 5 de 6 donadoras, aunque en menor proporción que el ejercido por 
el péptido 19 (Gráfica 13) . 
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Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-835+ con péptidos 
derivados de la proteína EG y E7 de HPV-18 afines a HLA-835. 

Los péptidos 26 derivado de la proteína E6 y el péptido 30 derivado de la proteína 
E7 de HPV-18, estimularon en 4 de 6 casos cada uno. Los péptidos 28 derivado 
de la proteína E6 y el péptidos 31 derivado de la proteína E7 de HPV-18, 
estimularon en 2 de 6 casos cada uno. En estos casos los estímulos fueron no 
mayores a un IP de 50 , a excepción del estímulo ejercido por el péptido 26 en la 
donadora 03 el cual fue de un IP de 180 (Gráfica 14) 
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Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-835+ con péptidos 
derivados de las proteinas E6 de las VAA de HPV-16 y de la VAA de HPV-18 
afines al alelo HLA-835. 

El péptido 22 derivado de la proteina E6 de la varian te del HPV-16 estimuló en 3 
de 6 casos con IP menores a 50; datos simi lares se obtuvieron con el péptido 29 
perteneciente a la variante del HPV-18 que estimuló en 2 de 6 casos (Gráfica 15). 
Es posible considerar que los pocos casos en que se produjo estimulación de los 
linfocitos T de las dor,adoras, se pueden deber a que en alguna etapa de su vida, 
estas donadoras estuvieron expuestas a algún tipo de HPV, pero han logrado 
resolver la infección y conservan algunos linfocitos de memoria. 
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Estimulación de linfocitos T de donadoras HLA-835+ con péptidos derivados 
de la proteína MI de Influenza-A afines al alelo HLA-835. 

Los péptidos 33 y 34 derivados de la proteína MI de Influenza-A, lograron 
estimular en 2 de 6 casos y en 3 de 6 casos respectivamente (Gráfica 16) . 
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Gráfica 16.- Estímulos de linfocitos T de donadoras con péptidos derivados de la proteína M1-
lnfluenza, afines a moléculas del alelo HLA-835. Dn =número de donadora. 

Finalmente, al analizar los resultados de manera global, se puede observar que 
los péptidos P4(KLPHLCTEL) y P6(CVYCKQQLL) derivados de la proteína E6 de 
la variante AA de HPV-16, así como los péptidos P?(TLGIVCPIC) y 
P9(YMLDLQPET) de la proteína E? de HPV-16, fueron los péptidos que indujeron 
estímulos en el mayor número de las pacientes positivas para el alelo HLA-A2 
(Tabla 4). Asimismo, el péptido P22(YSKISEYRY) derivado de la proteína E6 de la 
variante AA de HPV-16, el péptido P28(KPLNPAEKL) y el péptido 
P29(YSRIRELRY) de la proteína E6 de la variante AA2 de HPV-18, estimularon 
en un mayor número de casos a pacientes positivas para el alelo HLA-835 (Tabla 
5) . También se muestra que el péptido P19(RPRKLPQLC) indujo el mayor indice 
de proliferación de linfocitos T en las pacientes estudiadas (Tabla 4). Por otra 
parte, los péptidos P19(RPRKLPQLC) y el péptido P24(RAHYNIVTF) derivados 
de las proteínas E6 y E? de HPV-16 indujeron estímulos en varias de las 
donadoras normales positivas para HLA-835 (Tabla 5). Además se destaca que 
los péptidos específicos para HLA-835 indujeron mayores índices de proliferación 
en las pacientes y donadoras normales , que los péptidos específicos para el alelo 
HLA-A2 (Tablas 4 y 5) 54 
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5.- ESTIMULO DE LINFOCITOS T DE PACIENTES CON CANCER CERVICAL, 
CON LOS PEPTIDOS DE LAS PROTEINAS E6 Y E7 DE: HPV 16 Y 18, LAS 
VARIANTES VAA1 Y VAA2 DE EL HPV 16, PARA MOLECULAS HLA -A2 Y -
835. 

TIPO DE PACIENTES DONADORAS 
PROTEINA PEPTIDO 

% ESTIM. TOTAL % ESTIM. TOTAL 

Pl(KLPQLCTEL) 15.7(36.8) 19 o 8 
E6/l-IPV 16 P2(QLCTELQTT) 26.5(72.8) 19 28(65.8) 7 

P3(KISEYRHYC) 33(60.1 ) 18 14(95.6) 7 

E6/HPV16 P4(KLPHLCTEL) 57.9(51.43) 19 12(37.6) 8 
VARAA P5(K!SEYRYYC) 36.9(188.94) 19 50( 46.85) 8 

E6/HPV16 P6(CVYCKQQLL) 55(130) 20 37(125. 7) 8 

E7/HPV1 6 P7(TLGIVCPIC) 53.9(116) 13 37(86.43) 8 
P8(TLHEYMLDL) 23(44) 13 42(73) 7 
P9(YMLDLQPET) 44.5(182.9) 18 12(127) 8 

P 1 O(KLPD LCTEL) 21.4(39.16) 14 28(73.5) 7 
E6/l-IPV 18 PI l(ELTEVFEFA) 42.85(79) 14 14(340) 7 

P l 2(KTVLEL TEV) 28.6( 11 0) 14 28( 160) 7 

Pl 3(FLNTLSFVC) 40(183.5) 15 14(203) 7 
E7/l-IPV18 P 14(FQQLFLNTL) 16.6( 160.3) 18 14(273) 7 

P 16(TLQDI VLl-IL) 30. 7( 149.8) 13 14(99) 7 

MI Pl 7(G!LGFVFTL) 28( 147.3) 14 14(6 1.5) 7 
INFL UENZA P 18(LLTEVETYV) 20(290) 15 57(167) 7 

Tabla 4.- Estímulos de linfocitos T de pacientes y donadoras normales positivas para el alelo 
HLA-A2 con péptidos derivados de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 y 18 y de la variante AA1 de 
HPV-16. El número de estímu los corresponde a los casos en donde el IP>25, el promedio del IP de 
los casos positivos aparecen entre paréntesis. Los péptidos con mayor actividad antigénica se 
marcan en negritas . 
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TIPO DE PACIENTES DONADORAS 
PROTEINA PEPTIDO % ESTl\1. TOTAL º/., ESTIM TOTAL 

P l 9(RPRKLPQLC ) 38(200) 18 85( 136.8) 7 
E6/HPVl6 P20(CPEEKQRHL) -l I ( 185) 12 16(28) 6 

P21(DPQERPRKL ) 29( 11 O) 17 33(32 .5) 6 

E6/HPV16 P22(YSKISEYRY) 52(133) 17 42(38) 7 
VARAA 

P23(TPTLI-IEYML) -1 3( 191.4) 16 o 6 
E7/HPV 16 P24(RAHYNIVTF) -10(76) 10 83(66.5) 6 

P25(DSSEEEDEI) 3 1 ( 136.1 ) 16 33(43.1) 6 

J 

P26(DPTRRPYKL) 42( L 14.95) 14 66(72.25) 6 
E6/HPV1 8 P27(NPAEKLRHL) 46( 105.7) 13 16( 42.8) 6 

P28(KPLNPAEKL) 501147.5) 8 33(50) 6 

E6/HPV18 P29(YSR1RELRY) 64(161 ) 14 33(40.57) 6 
VAA 

P30(KATLQDIVL) -1 2(69) 14 66(36.85) 6 
E7/HPVI8 P3 l(GPKATLQDI ) 33( 193.67) 12 33( 44) 6 

P32(SSADD LRAF) 27( 197) 11 o 6 

MI P33(QARQMVQAM) J 1 ( 119) 16 33(67) 6 
INFLUENZA P34(GAKEIS LSY) J 1 (62) 16 50(30) 6 

Tabla 5.- Est imulos de linfocitos T de pacientes y de donadoras normales positivas para el alelo HLA-835, 
con péptidos derivados de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 y 18 y de la variante AA1 de HPV-16 y AA2 de 
HPV-18. El número de estimulos corresponde a los casos en donde el IP>25, el promedio del IP de los casos 
positivos aparecen entre paréntesis. Los pépt idos con mayor actividad antigénica se marcan en negritas. 
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ANALISIS DE RESULTADOS. 

La infección por virus de papiloma humano (HPV) en genitales es una de las 
enfermedades de transmisión sexua l más comunes en la población mundial. Se 
calcula que aproximadamente 60-75% de la población sexualmente activa está 
infectada por algún tipo de HPV (Riethmuller et al , 1999). Los tipos HPV-16 y 18 
se han encontrado .1sociados con un 70-80% de los tumores cervica les y junto con 
otros HPV·s (HPV-3 1, 33 , 45 , 54, etc.) en un 99 7% de los tumores (Walboomers 
et al , 1999) En México el cáncer cerv ical es el de mayor incidencia en la población 
femenina y considerando la alta incidencia de cáncer cervi ca l en el mundo, así 
como su clara asociación con el HPV se ha hecho necesaria la adopción de 
nuevas estrategias para tratar de controlar este prob lema. Los avances en el 
conocimiento de la biolog ía molecular del HPV durante la historia natural de la 
enfermedad , as í como de los meca'l ismos molecula res de la respuesta inmune 
contra este virus , han favo recido el d2sarro llo de propuestas de vacunación contra 
el cáncer cérv icouterino en los últim:)s años (Guzmán-Rojas et al , 1998; Pandey 
et al , 1999; Galloway et al , 2003). 
La sobre expresión de las proteínas oncogén icas E6 y E7 de los HPV de alto 
riesgo (Hubert et al , 2001) en células del epitelio cervica l infectadas por el virus y 
en las células tumora les desarrolladas durante la enfermedad ha llevado a 
proponer que éstas puedan ser las proteínas blanco idóneas para servir como 
antígenos tumorales (Da Silva et al. 2001 , Galloway , 2003). 
Por otro lado, debido a que los linfocitos T citotóxicos son los efectores primarios 
en la el iminación de células infectadas con vi rus y células tumorales , a través del 
reconocimiento de péptidos presentados por moléculas del complejo principal de 
histocompatibi lidad clase 1 (HLA-A, B, C) , varios grupos de investigación han 
dirigido sus esfuerzos para identificar a los péptidos antigén icos derivados de las 
proteínas E6 y E7 con capacidad de estimular y generar linfocitos T citotóxicos 
restringidos a moléculas particulares del complejo principal de histocompatibilidad 
clase l. El alelo HLA clase 1 más estudiado, ha sido el alelo HLA-A2 , por ser el 
alelo más frecuente en la población mundial (De Leo et al , 1997; Silva et al , 1999; 
Weckman et al, 1999; De Anda Turati et al, 2000; Salit et al , 2002) , por lo cua l, 
va rios péptid os inmunogén icos (capaces de inducir una respuesta inmune) 
derivados de E6 y E7 de HPV-16 y 18, con especificidad para el ale lo HLA-A2, 
han sido recientemente identificados . Entre ellos destacan los péptidos 
ISEYRYYC de la proteína E6 de HPV-16; los péptidos TLGIVCPIC y 
YMLDLQPETI de la proteína E7 de HPV-1 6; los péptidos KLPDLCTEL, 
EL TEVFEFA y KTVLEL TEV de la proteína E6 de HPV-18; y los péptidos 
FLNTLSFVC y TLQDIVLHL de la proteína E7 de HPV-18, no obstante estos 
péptidos derivan de secuencias protot ipo (Europea) de los HPV-16 y 18 (Kast et 
al, 1994; Alexander et al . 1996; Yoon et al , 1998 ; Muderspach et al, 2000 ; Villa et 
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al , 2000 ; Youde et al , 2000; Castellanos et al , 2001 ; Rudolf et al , 2001 ; 
Sanclemente , 2003) , la cua l es muy frecuente en la población caucásica (Yamada 
et al , 1997; Bible et al , 2000; Fu Xi et al , 2002) 
Por otra parte, tomando en consideración que en México existen las variantes 
asiático americanas AA 1 y AA2 de los HPV-16 y 18 (Liza no et al , 1997) y que las 
VAA de HPV-16 se encuentran en proporciones similares a la europea (Berumen 
et al , 2001 ), el presente trabajo de invest igación se realizó con la finalidad de 
identificar péptidos antigénicos de rivados de las proteínas E6 y E7 de los HPV-16 
y 18 tanto de la variante europea como de las asiático americanas, para dos de 
los alelos de más alta frecuencia en nuestra población , HLA-A2 y HLA-835 
(Vargas- Alarcón et al , 1996, 2003 ; Gómez-Casado et al , 1997; De Leo et al , 1997; 
Silva et al , 1999; Weckman et al, 1999; Cerda Flores et al, 2002) . A partir de 
ensayos de estimulación de linfocitos T citotóxicos obtenidos de sangre periférica 
de pacientes con infección de HPV y/o cáncer cervical en diferentes estadios de la 
enfermedad y de donadoras normales, con péptidos derivados de estas proteínas 
oncogénicas (obtenidos a través de un programa de algoritmos) , se encontró que 
el péptido P4(KLPHLCTEL) derivado de la proteína E6 de la VAA 1 del HPV-16 y el 
péptido P6(CVYCKQQLL) derivado de la proteína E6 del HPV-16, así como los 
péptidos P7(TLGIVCPIC) y ¡::i 9(YMLDLQPET) de la proteína E7 de HPV-16 
prototipo , fueron los péptidos que indujeron mayores índices de proliferación en 
el mayor número de las pac entes analizadas en este estudio, positivas para el 
alelo HLA-A2 . Asimismo, el péptido P22 (YSKISEYRY) derivado de la proteína E6 
de la variante AA1 de HPV-1 6 y el péptido P29(YSRIRELRY) de la proteína E6 de 
la variante AA2 de HPV-18, indujeron altos indices de proliferación en un mayor 
número de casos de las pacientes analizadas positivas para el alelo HLA-835. 
Además, se encontró que los pépt id os P19(RPRKLPQLC) y el péptido 
P24(RAHYN1VTF) derivados respectivamente de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 
así como los péptidos P26(DPTRRPYKL) y P30(KATLQD1VL) derivados 
respect ivamente de las proteína E6 y E7 de HPV-18 indujeron estímulos en varias 
de las donadoras normales positivas para HLA-835. 
Varios de los péptidos que utilizamos en este estudio son similares a péptidos que 
ya han sido utilizados en estudios de prueba inmunogénica en la población 
ca ucásica . Por ejemplo, el péptido YMLDLQPETT de la secuencia 11-20 de la 
proteína E7 del HPV-1 6 (Alexander et al , 1996; Castellanos et al , 2001 ; Youde et. 
al , 2001 ;) el cual ha sido aplicado clínicamente en pacientes con NIC's y en 
pacientes con cáncer cervica l (Alexander et al , 1996; Muderspach et al , 2000) . 
Asimismo el péptido MLDLQPETI ha sido aplicado en protocolos de vacunación 
de pacientes con CaCu inicia l y avanzado, obteniéndose resultados muy 
favorables en las pacientes con enfermedad preinvasiva, en las cuales su estado 
de salud no fue inmunocomprometido (Muderspach et al, 2000) . En nuestro 
estudio , se utilizó el nona péptido P9(YMLDLQPET) de la secuencia 11-19 de la 
proteína E7 de HPV-16, con el cual se logró obtener un estímulo importante en 
8/17 pacientes, reafirmando que esta secuencia es un importante epitope de la 
proteína E7 de HPV-16, mostrando también su inmunogenicidad en pacientes 
Mexicanas. 
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Otro de los péptidos antigénicos reportados en la literatura es el péptido P1 O 
(KLPDLCTEL) de la secuencia 13-21 de la proteína E6 de HPV-18, el cual ha 
resultado se r altamente inmunogénico en 5/15 ensallos de citotoxicidad en 
donadoras normales de la población de Estados Unidos de Norte América (Yoon 
et al , 1998 Rudolf et al. 200 1 ). En nuestro estudio estimuló a 3/13 pacientes, al 
igual que el péptido P1 (KLPOLCTEL) de la secuencia 18-26 de la proteína E6 de 
HPV-16. Sin embargo, el péptido P4(KLPHLCTEL) de la secuencia 18-26 de la 
prote ína E6 de la variante AA 1 de HPV-16 , el cual cambia el aminoácido D (ácido 
aspártico) am inoácido an iónico, del péptido 1 O o el aminoácido Q (Glutamina) , 
aminoácido polar sin carga , del péptido 1, por el aminoácido básico H (histidina) , 
indujo una respuesta fuerte en 11/18 pacientes, lo cuál nos sugiere que este 
cambio puntual en el péptido P4 derivado de la V AA-1 lo hace más antigénico 
que sus homó logos derivados de E6 de HPV-16 y 18 en la población mexicana 
analizada . 
Por otra parte , los péptidos P12(KTVLEL TEV) y P11 (EL TEVFEFA) de la proteína 
E6 de HPV-1 8 el péptido P16(TLODIVLHL) de la proteína E? de HPV-16; y el 
péptido QFLN' LSFV de la proteína E? de HPV-18 este ultimo comparte 8 
aminoácidos con el péptido 13(FLNTLSFVC) de esta investigación, han resultado 
ser al tamente i11munogénicos en la población norteamericana (Yoon et al , 1997; 
Rudolf et al , 2001 ; Caste llanos et. al , 200 1 ); no obstante en nuestro estudio no 
fueron importantes en inducir una respuesta inmune en la mayoría de las 
pacientes . 
El péptido P?(TLGIVCP IC) de la secuencia 86-94 de la proteína E? de HPV-16, e l 
cual incluye al octapéptido TLGIVCPI , utilizado en las primeras pruebas de una 
vacuna a base de péptidos contra el CaCu de alto grado (Muderspach et al. 
2000) , estimu ló fuertemente a los linfocitos de 6/12 pacientes estudiadas. 
Otro de los péptidos con activid ad estimuladora relevante fue el péptido P6 
(CVYCKQQLL) , ya que en nuestro estudio indujo un fuerte estímulo de linfocitos T 
en 11/19 pacientes estudiadas . Cabe mencionar que en el programa de 
pred icción por algoritmos, éste péptido aparece en el lugar 6 en la lista de los 
péptidos de la proteína E6 del HPV-16 prototipo más afines a moléculas HLA-A2; 
no obstante este péptido aparece en el primer lugar de la lista de los péptidos 
derivados de la proteína E6 de la variante VAA 1 con mayor afin idad para este 
ale lo . Considerando que este péptido antigénico es común entre las secuencias 
de proteína E6 de HPV-16 prototipo y de las variantes VAA1 y AA2 existentes en 
nuestro país , y debido a que no fueron tipificadas las muestras para diferenciar las 
variantes de los papi lomas, sería conveniente saber si este péptido resulta ser 
más an tigénico en las pacientes infectadas con la variante VAA que en pacientes 
infectadas con el HPV-1 6 prototipo. 
Es interesante mencionar que los péptid os P3(KISEYRHYC) de la proteína E6 de 
HPV-16 y el péptido P5(KISEYRYYC) de la proteína E6 de la VAA-1 de HPV-16 , 
junto con el péptido 22(YSKISEYRY) de la proteína E6 de la VAA-1 de HPV-1 6, 
con el cual compa rten 7 de 9 a a, pertenecen a una reg ión antigénica de la 
proteína E6 de HPV-16 (Esquemas 1 y 2), tanto para el ale lo HLA- A2 como para 
el alelo HLA-835 , ya que los pépt idos 3 y 5 afines al alelo HLA-A2 estimularon en 
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6 de 17 y 7 de 18 casos respectivamente y el péptido 22 afín al alelo HLA-835 
estimuló 9 de 16 casos. Además el péptido 29 derivado de la proteína E6 de HPV-
18, el cual comparte 7 de sus 9 aminoácidos con el péptido 22 , mostró la más alta 
antigenicidad al estimular linfocitos de pacientes en 9 de 13 casos, ambos 
péptidos pertenecen a diferente tipo de HPV, sugiriendo que esta región de la 
proteína E6 corresponde a un epítope conservado entre ambos papilomas 
(Esquemas 1 y 2) , los cuales pertenecen a un ancestro común (Myers et al , 1996). 
Por otra parte, también observamos que linfocitos T de pacientes positivas para 
HLA-A2 (pacientes 17, 18 y 20) fueron estimulados con el péptido 22 , o en el caso 
de la paciente 11 , positiva para HLA-835, cuyos linfocitos fueron est imu lados con 
el péptido 5, lo cual nos indica una reactividad cruzada de estos péptidos hacia 
los alelos analizados (Marsh et al , 2000). En consecuencia , estos epítopes 
homólogos serían buenos candidatos para ser aplicados en protocolos de 
vacunación de pacientes infectados con diferentes tipos de HPV, por ejemplo 
16, 18 y variantes de éstas, así como con diferentes alelos de histocompatibilidad 
clase 1 (HLA-A2 y 835) , abarcando amplios sectores de la población infectada por 
estos virus . 
Resulta interesante observar que 21 de los 34 péptidos que se utilizaron en esta 
investigación presentan una leucina en posición 1, o 2 o en la partE· carbox ilo 
terminal de su secuencia , lo cual parece ser importante al observar ~u afinidad 
hacia las moléculas estudiadas y hacia su antigenicidad. Además de manera 
interesante, en ciertas regiones de las secuencias de las proteínas E6 y E7 de 
HPV-16 y 18 y variantes de ellas , se localizan va ri os de los péptidos predichos 
con especificidad para HLA-A2 y HLA-835 , compartiéndose algunos aminoácidos 
entre estos péptidos, además de ident ifica rse como regiones antigénicas en estas 
proteínas (Esquemas 1 y 2) . 
Por otra parte , se observó que los linfocitos T de varias de las mujeres 
pertenecientes al grupo control (donadoras norma les) con positividad para el alelo 
HLA-835 , mostraron react ividad hacia los péptidos 19 derivado de la proteína E6 
del HPV-16 y el péptido 24 derivado de la proteína E7 de HPV-1 6 principalmente; 
y en menor grado hacia el péptido 26 derivado de la proteína E6 del HPV-1 8 y el 
péptido 30 derivado de la proteína E7 de HPV-1 8. Este dato resulta muy 
interesante , ya que existen datos que indica n que el alelo HLA-835 es un buen 
presentador de antígenos virales ya que varios epítopes derivados de HIV-1 , 
HCV, CMV, EBV y E8NA3 han sido ca racterizados a partir de este alelo (Marsh et 
al , 2000) . En el caso de nuestro estudio, es posible que el estímulo de linfocitos T 
encontrado en este grupo de mujeres positivas para HLA-835, se relacione con 
respuesta inmunológ ica de memoria como consecuencia de alg ún contacto 
eventual con el virus en alguna etapa de la vida, además hay que recordar que 
cerca del 60-70% de la población sexualmente activa puede presentar infección 
con algún tipo de HPV (Riethmuller et al, 1999). Asimismo, encontramos que los 
índices de proliferación de los linfocitos T de las pacientes positivas para HLA-
835, fueron más altos que los encontrados en las pacientes positivas para el ale lo 
HLA-A2 al ser estimulados con péptidos de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 y 18 
y las variantes AA1 y 2 (Tablas 3 y 4) . 

60 



Ulises Beristain Aguilar 

Por otra parte, observamos que los cuatro péptidos derivados de la proteína M de 
Influenza-A no fueron tan eficientes en inducir respuesta de linfocitos Ten el grupo 
y en el grupo de las pacientes analizadas, probablemente debido a que otros 
epítopes de la proteína M de influenza-A pudieran ser de mayor relevancia en 
nuestra población, a causa de posib les cambios en las secuencias de las variantes 
de este tipo (Acosta Arauja, 2002). 

Finalmente, tomando en consideración los resultados obtenidos de manera global , 
el presente trabajo de investigación revela la importancia que tiene la secuencia 
de los epitopes o determinantes antigénicos de las proteínas E6 y E7 de los HPV-
16 y 18 y variantes AA-1 y AA-2 de éstas en la activación de linfocitos T de 
pacientes que cursan por varios estadios de la enfermedad (desde pacientes 
infectadas con HPV hasta pacientes con CaCu avanzado), lo cual es de gran 
trascendencia para poderlos proponer en la asignación de protocolos de 
vacunación contra estas pacientes. La mayoría de los trabajos hechos hasta 
ahora , se han enfocado a identificar epítopes de las secuencias prototipo de los 
HPV-16 y 18 (Yoon et al, 1998; Rudolf et al , 2001), los cuales han tenido un papel 
importante en la aplicación de protocolos de vacunación en la población caucásica 
(Kammer et al, 2000; Salit. et al , ~002) . Nuestro trabajo de investigación, basado 
en la predicción de epítopes derivados de secuencias de las proteínas E6 y E7 de 
los HPV-16 y 18 del prototipo Europeo y de las variantes Asiático Americana 
reportadas en nuestro País (Lizano et al , 1997; Berumen et al , 2001 ), muestra 
que cambios puntuales en la secuencia de algunos epítopes de las variantes AA, 
pueden ser vitales en generar mejores estímulos en linfocitos T de las pacientes 
mexicanas analizadas al compararse contra los epítopes homólogos derivados de 
las secuencias prototipo. Aun cuando no se contó con la tipificación del tipo de 
HPV o de la variante en la mayoría de las pacientes, estos datos son de gran 
relevancia para nuestra población ya que hasta el momento no se han hecho 
estudios sobre la respuesta de linfocitos T hacia antígenos de las variantes de 
HPV-16 y 18 descritas en México (Grakoui et al. 1999; Hildesheim y Wang 2002), 
por lo que este estudio es muy enriquecedor para entender la especificidad 
antigénica debida a las variaciones entre uno y otro tipo o variante de HPV en la 
respuesta de los linfocitos T humanos durante la infección con este virus y el 
eventual desarrollo de CaCu, siendo éste un factor muy importante en el 
tratamiento de la población mexicana que padece infección con HPV y/o CaCu. 
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SECUENCIA DE LA5 PROTBNAS DE EG Y E7 DE B.. HPV-16. 

PROr8NAE6 

1 ... M-lOKRT AivFQ DPQERPRKLP QCTELQTTI HDllLECWC KQQURREVY DF.L\FRDLCIV 

KLF' CXCTEL 
CLCTELQTT 

KLP HLCTEL 
CWCKCf)LL 

PPRKLP CLC 

?LYRDGNPYAVC DKCLKFYSKJ SEYRHYCYSL YGTTLEQQYN KPLCDLLJRC 

YSJ<J SEYRY 

121. 11'.COKPLCPE EKQRHLDKKQ RFHNIRGRWT GRCfv1SCCRSS RTRRETQL 

PROr8NAE7 

.M-ffiTPTLHE YMDLQPETT DL YCYEQLN* SSEEEDEICX3 PAGQAEPDRA HYNIVTFCCK 

YMWLOPET 

71 .. CDSTLRLCVQ STHVDIRTLEDLLl\/GTLGl\tCPICSQKP 

TLGIVCPIC 

péptido 

1 
2 

(M1J4 
6 

19 
21 

3 
(M1)5 
(M1)22 

20 

péptido 

8 
9 
23 

24 

7 

Esquema l. Se muestran las secuencias de las proteínas E6 y E7 de l HPV-16, en color claro se muestran las secuencias de 
los péptidos utilizados y en co lor rojo se muestran los pépt idos mas ant igén icos del lado derecho se muestra e l número del 
pépti do a 1 que corresponden. 
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SECUENCIA DE LAS PROTEINAS DE E6 Y E? DEL HPV - 18 
•PROTEÍNA E6 

.MARFEDPTRR PYKLPDLCTE LNTSLQDIEI TCVYCKTVLE L TEVFEFAFK DMR0.61 

KLPDL C TE 

DPTRR PYKL 

E LTE VFEFA 

KTVLE L TE V 

péptído 

10 
11 

12 

26 

71PHAACHKCID FYSRIRELRH YSDSVYGDTL EKL TNTGL YN LLIRCLRCQK~LRH LNEKRR FHNI 

,,-: ·- :~_·-Y 29 
NPA EKLRH L 27 

131 .AGHYRGQCHS CCNRARQERL QRRRETQV 

PROTEÍNA E7 

.MHGPKATLQD IVLHLEPQNE IPVDLLCHEQ LSDSEEENDE NHQHLPARRA EP<llRJW 

71 00 !VLHL 

f:c/\ 1100 IV 

GlºKA 1 LOO 

71 .CCKCEARIEL WESSADDLR AFOQ LFLNTL SFVCPWCA 

FLN TL SFVC 

FQQLFLN T 

SSr'\OOL R /\ F ---- -

28 

péptído 

16 

30 
31 

13 
14 

32 

Esq uema 2. Se muestran las secuencias de las proteínas F6 v E7 del l IP V- 18. en co lor claro se mnes tran las secuencia ~ de 
los péptidos utili zados , . en culor roj o se muestran los péptidos mas an ti gé ni cos del lado derecho se mues tra el número Jel 
pép ti do a 1 que corrc: sponJcn . 

6-1 



Uli ses Beristain Aguilar 

CONCLUSIONES. 

1 - Se identificaron los péptidos P4(KLPHLCTEL) y P6(CVYCKQQLL) derivados 
de la proteína E6 de la variante AA 1 y del prototipo de HPV-16 respectivamente; 
así como los péptidos P7(TLGIVCPIC) y P9(YMLDLQPET) de la proteína E7 de 
HPV-16 prototipo, como altamente antigénicos para l;:is pacientes positivas para el 
alelo HLA-A2. 

2.- Asimismo, el péptido P22(YSKISEYRY) derivado de la proteína E6 de la 
variante AA1 de HPV-16 y el péptido P29(YSRIRELRY) de la proteína E6 de la 
variante AA2 de HPV-18, fueron identificados altamente antigénicos para las 
pacientes positivas para el alelo HLA-835 

3.- Los péptidos derivados de las variantes , indujeron mayores estímulos en los 
linfocitos T de las pacientes HLA-A2 y HLA-835 en comparación con los péptidos 
antigénicos identificados de las secuencias prototipo. 

4.- Los péptidos afines al alelo HLA -835, produjeron mayores índices de 
proliferación en las pacientes que los péptidos afines al alelo HLA-A2. 

5.- Los péptidos derivados de HPV-16 y sus variantes produjeron mayores 
estímulos en las pacientes positivas para HLA-A2, mientras que los péptidos 
derivados de HPV-18 produjeron mayores estímulos en las pacientes positivas 
para HLA-835. 
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PERSPECTIVAS. 

1.- Es conveniente ampliar el número de muestras de pacientes y caracterizarlas 
en cuanto a la tipificación de HLA-A2 y HLA-835; para el tipo de HPV-16 y 18 y 
las variantes Asiático Americanas encontradas en estas muestras ; así como para 
los estadios clínicos en los que se encuentren las pacientes, con la finalidad de 
correlacionar la antigenicidad de los epítopes identificados en este estudio. 

2.- Asimismo sería conveniente contar con un grupo de mujeres control (sanas) 
libres de in fección con HPV, tipificadas mediante pruebas de PCR, captura de 
híbridos etc, además de la prueba negativa de Papanicolaou. 

3.- Determinar si estos epítopes identificados a través de la proliferación de 
linfocitos T de las pacientes , son capaces de inducir citotoxicidad específica 
contra células tumorales o cé lulas presentadoras de estos antígenos. 

4.- Con base a las propiedades químicas de los péptidos identificados de las 
variantes y sus homólogos de las secuencias prototipo, analizar su 
inmunogenicidad in vivo e in Vitro . 
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