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1. RESUMEN

El Cancer Cérvico-uterino (CaCu) en nuestro pais es una de las principales causas
de muerte por cancer entre las mujeres, aun cuando se¢ ha encontrado que la
infeccion por genotipos oncogénicos de Virus del Papiloma Humano (VPH) es el
factor de riesgo mas significativo para desarrollar esta patologia, las evidencias
indican que la respuesta inmune del hospedero también juega un papel importante en

la patogénesis de la enfermedad (Alonso P, ez a/ 2000).

Aunque la evidencia de la asociacion entre el Antigeno Leucocitario Humano (HLA)
y CaCu ha sido controversial, hay estudios donde algunos haplotpos, HLA Clase [ o
[1, estan asociados posinvamente con cancer cervical invasor, mientras otros
haplotipos actian de manera negatva respecto al desarrollo del tumor, es decir, son
protectores (Garrido I, e al 1997; Speiser D, ez al. 2004; Rios A, e al. 2004). Lin el
presente trabajo se estudiaron muestras de 100 pacientes con CaCu y 100 donadoras
sanas. Los resultados obtenidos nos muestran que el haplotipo mas frecuente en
ambos grupos fue el dado por los alelos HLA-A2, -B35 v —~Cw4; no obstante el alelo
HLA-Cw10 tue ¢l mas frecuente en las pacientes con CaCu. Al analizar las
asociaciones alélicas en ambos grupos, encontramos que las asociaciones de HLA-
B39, -B35, -A3, -A24 v —Al con el alelo HLA-Cw7 v los alelos HLA-AT v —B39
con HLA-Cw4, fueron por lo menos dos veces mas frecuentes en las donadoras
sanas. Asimismo, al analizar la expresion de las moléculas del procesamiento
antigénico en tumores de estas pacientes encontramos que TAP 1, TAP 2 y LMP-10
estuvieron ausentes en un 37, 43 y 47% respectivamente, ademas de que estas
pacientes presentaron una baja frecuencia de las asociaciones alélicas antes
mencionadas, lo que nos permite sugerir que estas asociaciones alélicas puedan estar

asociadas en la proteccion contra ¢l CaCu.



2. INTRODUCCION

El Cancer Cérvico-uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por cancer entre las
mujeres de todo el mundo y aun, cuando se ha encontrado que la infeccion por
genotipos oncogeénicos de Virus del Papiloma Humano (VPH) es el factor de riesgo
mas significativo para desarrollar esta patologia, las evidencias indican que la
tespuesta inmune del hospedero también juega un papel importante en la

patogénesis de la enfermedad (Alonso P, ef al. 2000).

La respuesta inmune mediada por linfocitos T citotoxicos (CD8+) es fundamental
en la eliminacion de células infectadas con virus. Ellos reconocen péptdos
antigénicos  presentados  por  moléculas  del  Complejo Principal  de
Histocompaubilidad Clase 1 (MHC-1) HLA en humanos, en la membrana de las
cclulas infectadas por virus o de las células tumorales. Los pépudos antgénicos
denvan de la fragmentacion de proteinas virales o mutadas del tumor producida por
un complejo multienzimatico (proteasoma) constituido por enzimas proteoliticas de
bajo peso molecular (LMP-2, -7 v -10) v las proteinas activadoras del proteasoma
PA28a v P localizadas en ¢l citoplasma. Posteriormente los  pépudos  son
transportados  al interior  del redculo  endoplasmico  por las  proteinas
Transportadoras Asociadas al Procesamiento de Antigenos (TAP 1 v TAP 2) donde
se¢ ensamblan a las moléculas MHC-1 y finalmente emergen a la superficie celular

para su presentacion.

Se ha reportado que en lesiones premalignas y malignas del cérvix, la  pérdida o
deficiencia en la expresion de las proteinas participantes en ¢l procesamiento de

antigenos puede favorecer la evasion de la respuesta mmune en estas pacientes con



CaCu. De hecho, la baja expresion de las proteinas TAP 1 o mutaciones de éstas,
se han relacionado con la baja expresion de moléculas HLLA Clase 1, principalmente
de los alelos: HLA-A2, -A30, -A31 y -A32; HLLA-B39, -B40 y -B35 en las células
tumorales de cancer cervical (Tanaka K., e/ a/ 1984; Borysciewicz LK., ef al 1996;

Boursnell M.E.| ef a/. 1996; Silva B., et al. 1999).

Tomando en consideracion que la pérdida en la expresion de proteinas del
procesamiento antigénico puede asociarse con la disminucion en la expresion de
moléculas HLA Clase I y que ésta puede ser un factor genético para un mayor
desarrollo de la enfermedad, el presente trabajo tuvo como finalidad ¢l de analizar
las frecuencias de haplotipos HLA Clase | de pacientes con cancer cervical y su
asociacion con la pérdida en la expresion de moléculas que partcipan en el

procesamiento de antigenos (TAP 1y 2; LMP-2, -7y -10; PA28a y ).
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3. FUNDAMENTACION DEL TEMA

Respuesta Inmune

El cuerpo tiene diferentes mecanismos de proteccion. La primera linea de defensa se
proporciona por barreras mecanicas como la piel, que cubren superficies corporales
y evitan fisicamente que microorganismos y otros potenciales agentes lesivos
penetren a los tejidos situados por debajo. Otra forma de defensa son células
especializadas con la capacidad de reconocer, secuestrar y eliminar varios tipos de

microorganismos o sustancias perjudiciales (ver Tabla 3.1) (Abbas AK., ez a/. 2004).

[ll sistema inmunitario tiene cuando menos tres propiedades funcionales principales
que lo diferencian de todas las otras defensas del cuerpo. la primera es su
especificidad extrema, es decir, la propiedad de reconocer y distinguir un numero
grande de moléculas blanco distintas y responder (o no hacerlo) a cada una de cllas
de manera individual. la segunda, efectia una discriminacion entre lo propio y lo
extrano, de manera que coexiste pacificamente con todas las muluples proteinas y
otras materias organicas que consttuyen al huésped. la tercera, el sistema
inmunitario tiene memoria; la propiedad de adaptarse a partir de experiencias

previas (Roitt 1., ez a/. 2000).

Desde hace nempo, estos factores defensores se han caractenizado en dos sistemas
funcionales mas o menos distintos, con base en el tipo de resistencia (inmunidad)
que confieren contra patogenos particulares: la inmunidad innata (o natural) y la

inmunidad adquirida (o especifica) (ver Tabla 3.1) (Margni R.,1996).



‘T'abla 3.1 Caracteristicas de la inmunidad innata y adquirida (Abbas A.K_ et a/. 2004).

Caracteristicas Inmunidad innata Inmunidad adquirida

Especificidad Para estructuras comunes | Para  antigenos  de
a grupos de | microorganismos y
Microorganismos antigenos no
relacionados microbianos.

Diversidad Limitada Muy amplia

Memoria No Si

Componentes

Barreras fisicas v | Piel, epitelios mucosos; | Linfocitos en  epitelios;

quimicas productos quimicos | anticuerpos  secretados
antimicrobianos en superficies epitehales.

Proteinas sanguineas Complemento Anticuerpos

Células Fagocitos  (macr6fagos, | Linfocitos
neutrofilos), células !

| asesinas naturales | ]

La nmunidad innata (o natural) se refiere a cualquier resistencia existente al
nacimiento que se presenta la primera vez que se enfrenta a un patogeno. Hstos
incluyen a las barreras fisicas v a tres categorias de células inmunologicas que son
granulocitos, monocitos/macrofagos y linfocitos (ver Tabla 3.1). Un cjemplo de
las c¢lulas mas abundantes en sangre, son los granulocitos, los cuales fagocitan
(ingieren) los antigenos que penetran en el cuerpo, sobre todo si estos antigenos
han sido recubiertos en la sangre por inmunoglobulinas o por proteinas del sistema
del complemento. Una vez ingeridos, los antigenos suelen ser destruidos por las

potentes enzimas de los granulocitos (Janeway C., ef al. 2005).

las células y factores humorales del sistema inmunitario innato, en la mayor parte,
han evolucionado para reconocer carbohidratos o marcadores de lipidos disunovos

que se encuentran en muchos apos de patogenos, pero no en el huésped normal.
] ] patog » P p



La inmunidad adquirida (o adaptativa), se refiere a la resistencia débil o ausente en el
momento de la primera exposicion, pero que aumenta de manera espectacular con
exposiciones subsecuentes al mismo patogeno especifico. Hay dos tipos de respuesta
inmunitaria adquirida, la inmunidad humoral y la celular, las cuales estain mediadas
por diferentes componentes del sistema inmunitario y cuya funcion es eliminar
diferentes tpos de microorganismos o de sustancias extranas que inducen una

inmunidad especifica (antigenos) (Abbas A.K., ef a/ 2000).

En la inmunidad humoral participan moléculas presentes en la sangre, denominadas
anticuerpos, que se producen a partir de células conocidas como linfocitos B. listos
anticuerpos reconocen  especificamente  antigenos microbianos, estos linfocitos
neutralizan  a los microorganismos y dirigen su accion para su climinacion por

diversos mecanismos efectores.

La inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa frente a los
microorganismos extracelulares v sus toxinas debido a que los antcuerpos secretados

pueden unirse a éstos para facilitar su eliminacion (Roiee 1. 2000).

Iistos anticuerpos son clementos especializados, de manera que tpos diferentes de

anticuerpos pueden activar mecanismos efectores distintos.

En la inmunidad celular, también llamada inmunidad mediada por células, participan
los linfocitos T Los microorganismos intracelulares, tales como los virus y algunas
bacterias, sobreviven v proliferan en el interior de los fagocitos y otras células del

huésped, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes.
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La defensa frente a este tipo de infecciones depende de la inmunidad celular que
induce la destruccion de los microorganismos residentes en los fagocitos o de las

células infectadas (Gostout B.S., e al. 2003).

Los linfocitos T, se subdividen en poblaciones funcionalmente diferentes, de las
cuales las mejores definidas son las células ‘I colaboradoras y las células T citoliticas

(o citotoxicas) (Gostout B.S., ef al. 2003).

Las células T no producen anticuerpos, sus receptores de antigenos son moléculas
de la membrana distintas de los anticuerpos, pero estructuralmente relacionadas

con ellos (Janeway C., ef al. 2005). -

Los linfocitos 'T' colaboradores y citoliticos (CTL) tienen una especificidad limitada
para los antigenos; solo reconocen antigenos peptidicos unidos a proteinas del

huésped codificadas por genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

y que se expresan en la superficie de las células blanco ( Fig. 3.1 )(Stites D., ef a/
2000).

Fig.3.1 Los linfocitos, o globulos blancos de la sangre,
= : LA se generan en la médula. Estas células son las principales

S o T responsables del control de las infecciones, ya que
' ' atacan de manera directa a los antigenos, o sustancias
extrafias al organismo. Cuando se trasplanta un 6rgano,
los linfocitos suelen atacar a los tejidos trasplantados,
causando el rechazo del trasplante.

e CCIN R ,’__- Yapence Soprves Phofo K




Complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

Ll MHC, esta presente en todos los vertebrados superiores estudiados hasta la fecha.

(Stoltze L, et al. 2000).

Para llegar al reconocimiento de estos antigenos, Jean Dausset, Jan van Rood y
colaboradores demostraron por primera vez que los pacientes que rechazan
transplante de nnon o que presentaban reacciones a los leucocitos en las
transfusiones, contienen con frecuencia anticuerpos circulantes que reaccionan con
antigenos presentes en la superticie de los leucocitos de la sangre o el 6rgano
donado. Los sueros que reaccionan frente a las células de otros individuos alogenos
se denominan aloantisueros v contienen aloanticuerpos, cuvas dianas moleculares se
designaron como aloantigenos, los cuales son los productos de genes polimorfos que
distinguen tejidos extranos de tejidos propios. Se recolectaron conjuntos de
aloanusueros procedentes de donantes inmunizados con aloantigenos, rales como
mujeres multiparas (las cuales se inmunizan por los aloantigenos paternos expresados
por ¢l feto durante el embarazo), voluntarios inmunizados activamente y receptores
de transfusiones o transplantes. Estos sueros se compararon segun su capacidad para
unirse v lisar linfocitos procedentes de diferentes donantes. El intercambio de
reactivos entre laboratorios, gracias a los esfuerzos realizados en varos talleres
internacionales, permitieron la identificacion de diversos locus genéticos polimorfos
agrupados conjuntamente en un anico locus en el cromosoma 6 (ver Fig. 3.2), cuyos
productos son reconocidos por los aloantucuerpos. Debido a que estos aloantgenos
se expresan en leucocitos humanos, se denominaron Antigenos lLeucociticos

Humanos (HLA) (Abbas A.K., e/ a/. 2004).



Iig. 3.2 Estructura genética del MHC en el brazo corto del cromosoma 6 (Janeway
C., et al. 2005).
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De manera que, el locus HLA humano es funcionalmente equivalente al locus H-2
del raton. Hoy en dia se sabe que las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) presentes en la superficie celular participan directamente
en .el reconocimiento de un antigeno (Ag) por parte de los linfocitos T colaboradores

y citotoxicos (Gostout B.S., ez al. 2003).

Las caracteristicas mas sobresalientes del HILA son la extension de su polimorfismo y
la identificacion de 150 alelos para algunos de los loci, mediante analisis serol6gicos.
La secuenciacion molecular ha mostrado que un alelo HLLA unico definido

serologicamente podria constar en realidad de multiples variantes ligeramente

diferentes (ver Tabla 3.2) (Abbas A.K., ez al. 2004).



Lin la region del HILA en el brazo corto del cromosoma 6 ( Fig. 3.2) se pueden

definir  tres clases de genes; la Clase 1 (Iig. 3.3), la cual codifica péptidos

transmembranales de 44kDa asociados en la superficie celular con la f2-

microglobulina, los cuales se encuentran en casi todas las células del organismo

excepto en los trofoblastos vellosos del ser humano, por lo que el HLA se asocian

con el antigeno de la superficie de las células infectadas por virus para senalar a los

linfocitos T citotoxicos y presentan péptidos a las células T CD8+ y son reconocidas

por éstas (Janeway C., e/ al. 2005).

— Hendigura g —
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32m

microgiobuiina -
" Reqion
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Dommio 1g

Fig. 33  Estructura de Ia
molécula MHC Clase I. la
figura  (izquierda) ilustra  las
diferentes regiones de la molécula
MHC Clase I, constituida por una
subunidad pesada y una subunidad
ligera B,-micro-globulina (B,-m).
En la parte superior se encuentra la
hendidura de la molécula donde se
traba el péptido, de unos nueve
aminoacidos. Los extremos del
péptido se mantienen  fijos
mediante enlaces en los entrantes
de los bordes de la hendidura. La
figura (derecha)  representa el
diagrama de cinta del MHC Clase [
(Abbas A.K., et al. 2004).



Las moléculas de Clase 11 (Fig.3.4), son heterodimeros transmembranales
compuestos por cadenas o y § de cast el mismo tamano, se asocian particularmente
con linfocitos B y macrofagos pero pueden ser inducidos sobre células del endotelio
capilar y células epitehiales por accion del interferon-y, senalan a los linfocitos T
colaboradores para los linfocitos B y los macréfagos por un mecanismo de

activacion similar y presentan péptidos a las células T CD4+.

Hendidura de umon
| A papcs W bisson Fig34 Estructura de la
-- 27 molécula MHC Clase II. La
\_ . ) figura (izquierda) ilustra las

i o o . diferentes regiones de la molécula

) B . ™ Bl MHC Clase II, constituidas de
subunidades alfa (a) y beta (B),

de caracteristicas similares. FEstas
moléculas retienen los péptidos

en una hendidura y los enlaces

ﬁ ) que los ligan se hallan a la mitad
del surco. Los péptidos unidos a

las moléculas Clase II suelen ser
mas largos y variables en su

Hegon
Jgransmamorana

J’ Pruente disufuro longitud que los asociados con la
1hi e R ok Clase 1. la figura (derccha)
! [ representa el diagrama de cintas
S < del MHC Clase I1. (Abbas A K.,

el al. 2004).

Los genes de Clase 11 codifican componentes del complemento relacionados con la
formacion de C3 convertasas (Abbas A.K., ef al 2004). Se conoce que el HLA esta
compuesto por millones de pares de bases de DNA, en el centromero del

cromosoma 6 podemos encontrar la regiéon que contiene genes de Clase IT; mientras



que en ¢l telomero del brazo corto de este cromosoma se encuentra ubicada la region

que contiene genes de Clase I (ver Fig. 3.2).

Iintre la region de Clase 1 y Clase I1 se encuentra la region de Clase 111, [iste
contiene 75 genes que codifican una gran variedad de diferentes proteinas, las cuales
se han encontrado que codifican componentes complementarios C4, C2 y factor B4

(ver Fig. 3.2) (Marsh S., ef al. 2002),

[ixisten cinco isotipos de las proteinas de HLA Clase 11 los cuales son designados
como: HLA-DM, -DO, -DP, -DQ y -DR. Los genes principales de HLA Clase |
son aquellos que se codifican en cadenas pesadas (llamadas también cadenas a) en

se1s 1soformas diferentes para la Clase I: HLA-A-B, -C, -1, -I' v =G (Tabla 3.2).

También existen las isoformas HLA-H, -], -K y -1, las cuales son pseudogenes no
tuncionales cercanamente relacionados en la secuencia de los genes funcionales de

clase I (T'abla 3.2) (Marsh S., ez al. 2002).

Los genes que codifican para la B,-microglobulina (8.-m), que se asocia a la cadena
pesada de la molécula de HLA Clase 1, no se encuentra situada en el complejo de
HILA sino en el cromosoma 15. Debido a la localizacion del cromosoma, el gen .-

m no le da ninguna designacion al HLA.

Otro gen parecido al complejo HLLA Clase I localizado cerca de éste es el gen MIC y
¢l HEE. Estos genes parecidos al HLLA Clase I tienen la funcion de involucrarse en la

defensa y el sistema inmune (Marsh S, ef a/. 2002).



Tabla 3.2 Numero de alelos HLLA con nombres oficiales en cada locus hasta julio

del 2002 ( Marsh S., ef al. 2002).

Locus Nimero de alelos
HLA-A 250
HLA-B 490
HLA-C 119
HLA-E 6
HLA-F 1
HLA-G 15 |
HLA-DRA 3 '
HLA-DRB1 315 N
HLA-DRB2 1
HLA-DRB3 8 |
HLA-DRB4 12 O
[IL.A-DRB5 5 g
HLA-DRBG 3
HLA-DRB7 7 |
HLA-DRBS | g
]
HLA-DRBY 1 .
HLA-DQAI1 2z |
HLA-DQBI1 53 |
HLA-DPAI 20 i
HLA-DPBI1 99 1
HLA-DOA 8
HI.A-DOB 8 I
HLA-DMA o r
HI.A-DMB 3
TAP 1 6 )
TAP2 4 '
- . 1
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Procesamiento y Presentacion de Antigenos por MHC Clase |

Los linfocitos I CD8+, que mayornitariamente son Linfocitos 1" citotoxicos (CTL),
reconocen antigenos asociados a moléculas de MHC-1. Ademas, las células 1" CD8+
generalmente reconocen antigenos que son sintetizados dentro de las cclulas y luego
expresados en sus superficies en asociacion con MHC-1. Los ejemplos clasicos de
antigenos  sintetizados enddgenamente son las proteinas virales y los antigenos
tumorales. Los CTL son el pnncipal mecanismo de defensa antiviral y pueden
tambi¢n tener un papel importante en la destruccion de células tumorales (l.ehner

J.P., and Creswell P. 1996).

Se han descnto 5 diferentes ctapas que forman parte del mecanismo  de
procesamiento y presentacion de antigenos por medio de moléculas MHC-1 (Abbas

AK., e al. 2004).

ILas etapas son las siguientes: A)generacion de proteinas en el citosol; B) degradacion
proteolitica de las proteinas; C) transporte de péptidos desde el citosol al Reticulo
Endoplasmico (R1%); 1) ensamblaje de los complejos péptido-MHC Clase 1 en RE;

y 1) expresion en superficie de los complejos péptido-Clase 1 (Fig. 3.5).

A) Generacion de proteinas en el citosol

la principal fuente de péptidos que se unen a moléculas MHC-I, deriva de proteinas
sintetizadas por los nbosomas celulares.  Sin embargo, las proteinas mtroducidas en
el atosol, ya sea de manera artificial o durante el proceso de infeccion viral o
bacterial, puede también contribuir a la generacion de péptidos antigénicos para ser
presentados por moléculas MHC—I (Matsumara M., ef al. 1992; Driscoll |, ef al 1992;
y Williams 1D.B., e7 a/ 1996).



L.a mayor parte de la actividad proteolitica que ocurre en el citosol, es atribuida a los
proteasomas, quienes se encargan de digerir a las proteinas citosolicas para producir
pépudos de 8-10 residuos de longitud (ver IFig. 3.5) (Goldeberg A.L., e al 1992;
Benham A, e al 1995; y Lehner |.P., e al 1996).

B) Degradacion proteolitica de las proteinas citosolicas

La degradacion proteolitica es el principal mecanismo de generacion de péptidos por
¢l proteasoma. El proteasoma es un gran complejo enzimatico multiprotéico con un
amplio espectro de actividades proteoliticas que se encuentran en el citoplasma de la

mayoria de las células.

Dos subunidades cataliticas-8 que estan presentes en muchos proteasomas | llamados
LLMP-2, LMP-7 se codifican por los genes del HILA y son muy importantes para
generar péptidos de union a la Clase 1 (Abbas A, K., ez @/ 2004). Una tercera
subunidad del proteasoma conocida como MECI-T (ILMP-10), es inducible con

[I'N-y v reemplaza a la subunidad de proteasoma 7. (Groettrup M., ef a/. 1997).

Il proteasoma basicamente da mantenimiento a las células ya que degrada muchas
proteinas citoplasmicas diferentes. listas proteinas se marcan para ser degradadas
por ¢l proteasoma mediante la union covalente de vanas copias de un pequeno
polipépuido denominado ubiquitina. Una vez terminada la ubiquitinacion, se
despliegan las proteinas, se elimina la ubiquitina y se enrollan las proteinas a través de

los proteasomas (Iig. 3.5) (Lehner J.P., ez al 1996).
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Fig. 3.5. Procesamiento y presentacién de antigenos. El complejo MHC-péptido se transporta
a través del citoplasma a lo largo de la via ordinaria de transporte vesicular y pasa secuencialmente a
través del aparato de Golgi y la red trans-Golgy, antes de emerger sobre la superficie celular. Las
proteinas de Clase I que fallan en fijar péptidos son inestables y se degradan dentro de la célula
(Monroy-Garcia A., e al. 1999).



C) Transporte de los péptidos desde el citosol al reticulo endapldsmico

El transporte de los péptdos citoplasmaticos al RE y al cis-Golgi ocurre
principalmente por un heterodimero constituido por proteinas denominadas
“T'ransportadores Asociados al Procesamiento de Antigenos” (TAP’s) (Kleyjmeer M.,
et al. 1992; Nefjes ].J., et al. 1993; Androlewickz M.|., et al 1993; y Shepherd J.C., ef al.
1993). La distribucion subcelular de estos transportadores, realizada por microscopia
inmunoelectronica y analisis confocal en RE y cs-Golgi, es consistente con la

localizacion de moléculas MHC-I en este sitio (Kleymeer M., e al. 1992).

La proteina TAP se localiza principalmente en ¢l RE, donde interviene en el
transporte activo dependiente de A'T'P de los pépudos desde el citosol hacia la luz del

RE (Fig. 3.6).

Lixisten dos proteinas homologas de las cuales esta formado el transportador
heterodimérico y son llamadas TAP 1y TAP 2, las cuales transportan péptidos al
interior del REX como parte de la via enddgena v estan codificadas en la region de

Clase I (ver Iig. 3.2).
En el lado luminar de la membrana del RI, la proteina TAP se une de manera no

covalente a las moléculas del HLA Clase | recién sintetizadas mediante una proteina

de union denominada tapasina (Lehner |.P., ez al. 1996).
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Fig.3.6. Estructura de las proteinas transportadoras asociadas al procesamiento antigénico (TAP).
Estas proteinas se localizan principalmente en el Reticulo Endoplasmico (RE), transportan péptidos
de 6 a 30 aminoécidos de longitud y contienen extremos carboxilicos y transmembrana hidroféobica;
intervienen en el transporte activo dependiente de ATP de los péptidos desde el citosol hacia la luz
del reticulo endoplasmico. Estas proteinas presentan dos estructuras conocidas como TAP 1y TAP
2 y sus genes estan cerca de los que codifican para LMP-2 y LMP-7 en el MHC (Janeway C., et al.
2005).

D) Ensamblaje de los complejos MHC-1/ péptido en el RE

Los péptidos translocados hacia el interior del RE se fijan a las moléculas del MHC-I
que se encuentran unidas al heterodimero de TAP 1y 2. Las cadenas alfa de Clase |
y la B,-microglobulina recién sintetizadas, entran al RE, en donde también se lleva a
cabo el plegamiento adecuado de las cadenas alfa nacientes por la presencia de
proteinas nodrizas, tales como calnexina y calreticulina. Una vez que en el intenor del
RE los dimeros de Clase I estan vacios, permanecen unidos al complejo TAP

mediante la tapasina (Fig.3.5) (Williams D.B., ¢z 4/ 1996).
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Cuando el péptido entra en el RE a través del TAP, el pépudo se fija a los sitios de la

molécula de Clase 1.

E) Expresiin en superficie de los complejos péptido-Clase |

Cuando la molécula de Clase 1 se encuentra ensamblada junto con su péptido, ésta es
transportada desde el RI hacia el aparato de Golgi, donde es englobada en una
vesicula secretora y posteriormente transportada a la membrana citoplasmatica para
fusionarse con ella y dejar expuestas y ancladas a las moléculas Clase I del MHC que
expondran su péptido para ser reconocido por los linfocitos " citotoxicos (I'ig. 3.5)

Benham A, ef al. 1995).
(

Cancer Cérvico-uterino

Il Cancer Cérvico-uterino (CaCu) es una neoplasia muy frecuente en la poblacion
femenina; consttuye 30% de los tumores malignos que se presentan en los
habitantes de los paises en desarrollo v es la segunda causa de muerte en mujeres en
el mundo (Shiffman H.M., e o/ 1995; Broker T.R., et al. 1986; Silva B., e al 1999,

Fernandez G, ef al. 2004).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, se registran mas de 500 000 nuevos casos
al ano. En México es un grave problema de salud publica, pues en la dlima década
ha sido el cancer mas frecuente en la poblacion femenina (Iscandon-Romero €. e

al. 1992).

El factor de nesgo mas importante para CaCu es la infeccion con Virus del Papiloma



Humano VPH, de alto nesgo; sin embargo, para la progresion de la neoplasia
mtraepitelial cervical (CIN) a cancer invasivo (Riou G., ef a/ 1987) se necesita la
participacién de factores, como la respuesta inmune del huésped (Riou G., ef al
1987; Munioz N., ¢z a/ 1994; Cullen A, ¢ al 1991; Schiffman M.H., e al 1995;
Pinton S.B., ef al. 1991; Mitra A.B,, ¢z al. 1994).

Se conocen mas de 80 tipos de VPH. La estructura del VP11 consta de proteinas 7
y una proteina mayor de la capside denominada L1, presenta un didmetro
aproximado de 55 nanémetros (Fig 3.7) que de acuerdo con la similitud de las
secuencias nucleotidicas del DNA: viral, son estructuras especificas que mnfectan
cclulas epiteliales de mamiferos. Se ha encontrado que los tipos de VPH malignos
6, 11, 16, 18, 33 y 35 se presentan en tumores genitales, llamados de alto nesgo y
especificamente el 16 es tres veces mas frecuente en cancer epitelial escamoso (De
Villiers E. 1989; Van Ranst M., ef a 1992).

Fig.3. 7MODELOQO TRIDI-
PROTEINA MAYOR MENSIONAL DEL VPH
DE LA CAPSIDE (L1) Su diametro es alrededor de 55
nanoémetros, ADN bictanario,
capside de 72 capsémeros,
simetria icosaédrica y no tienen
envoltura.

ADN VIRAL
(www.pubmed.com)

Se han descrito diferentes etapas del Cancer Cérvico-uterino, entre ellas esta la

clasificacion de Sur Hausen la cual nos dice lo siguiente:
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Etapa 0 (Carcinoma in Situ)

En la etapa 0, el cancer se encuentra en la primera capa de células que recubren el
cuello del atero solamente y no ha invadido los tejidos mas profundos del cuello

uterino. La etapa 0 se denomina también carcinoma in situ.

Etapa l

Fin la etapa I, el cancer se encuentra en el cuello uterino solamente. La etapa | se

divide en etapas 1A y IB, segun la extension del tumor.

« [tapa [A: Se detecta una cantidad muy pequena de cancer que no puede verse
sin un colposcopio en los tejidos del cuello utenno. El cancer no tiene mas de
5 milimetros de profundidad (menos de 1/4 pulgada) v su ancho no supera los
7 milimetros (aproximadamente 1/4 pulgada).

« LErapa IB: En la ctapa IB, ¢l cancer aun se encuentra dentro del cuello uterino

V va sea:

» puede verse solamente con un colposcopio v tiene mas de 5 milimetros de
profundidad (menos de 1/4 pulgada) o su ancho supera los 7 milimetros
(aproximadamente 1/4 pulgada), o

» puede verse sin un colposcopio y puede ser mas grande que 4 centimetros

(aproximadamente 1 1/2 pulgadas).



Etapa I1

[in la etapa 11, el cancer se ha diseminado mas alla del cuello uterino pero no ha
alcanzado la pared pélvica (tejidos que recubren la parte del cuerpo entre la cadera).

La etapa II se divide en etapas IIA y IIB, segin el grado de diseminacion del cancer.

« litapa ITA: El cancer se ha diseminado mas alla del cuello uterino a dos tercios
superiores de la vagina pero no a los tejidos en torno al atero.
« Litapa 11B: El cancer se ha diseminado mas alld del cuello uterino a dos tercios

superiores de la vagina y a los tejidos en torno al atero.

Etapa III

Ein la ctapa 111, el cancer se ha diseminado al tercio inferior de la vagina y tal vez
haya alcanzado la pared pélvica y los ganglios linfaticos circundantes. La ctapa 111 se

divide en etapas [IIA y T1IB, segin el grado de diseminacion del cancer.

« Lrapa IITA: El cancer se ha diseminado al tercio infenor de la vagina pero no
a la pared pelvica.

« btapa I1B: El cancer se ha diseminado a la pared pelvica o el tumor es lo
suficientemente grande para bloquear los uréteres (tubos que conectan los
rinones a la vejiga). Este bloqueo puede hacer que los nnones aumenten de
tamano o dejen de funcionar. Las células cancerosas pueden también haber

alcanzado los ganglios linfaticos en la pelvis.



Etapa IV

En la etapa 1V, el cancer se ha diseminado a la vejiga, el recto u otras partes del
cuerpo. La etapa IV se divide en etapas IVA y IVB, segun el lugar donde se

encuentre el cancer.

« Ltapa IVA: Ll cancer se ha diseminado a la vejiga o la pared del recto y puede
haberse diseminado a los ganglios linfaticos en la pelvis.

« Litapa 1VB: Ll cancer se ha diseminado mas alla de la pelvis y los ganglios
linfaticos a otros lugares en el cuerpo, como el abdomen, el higado, el tubo

intestinal o los pulmones. (www.NCI/PD()/pacientes)

Los VPH aparentemente han evolucionado para evadir la respuesta inmune, y la

infeccion generalmente dura vanos afios (Peralta-Zaragoza O., et al. 2004).

El ciclo de replicacion de los VPH se lleva a cabo dentro de los queratinocitos; los
vinlones maduros escapan de la superficie epitelial infectada en los queratinocitos que
se descaman (De Villiers . 1989). De esta manera, durante la infeccion hay poca

presentacion de antigenos virales al sistema mmune.

L.a respuesta inmune contra los virus esta dada tanto por la respuesta mmune
humoral como por la celular. Diversos estudios se han realizado para conocer los
anticuerpos circulantes contra los VPH, pero son pocos los que se han llevado a

cabo para conocer la respuesta inmune celular (Peeling R.W. and Sparling 1-. 1999).

Las cclulas asesinas naturales (NK) y los linfocitos T citotoxicos CD8+ (CTL),

participan en la respuesta contra los Virus del Papiloma [ lumano, cuya actividad es
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regulada principalmente por los linfocitos T CD4+, los que se dividen en dos
subpoblaciones de linfocitos T' cooperadores Thl y Th2, (por sus siglas en inglés T
helpers), y son antagonistas entre si en cuanto a la funcion de las citocinas que

secretan.

Los Thl secretan interleucina (IL.-2) e interferon gama (IFN- y), los que participan
como los principales mediadores de la inmunidad celular contra microorganismos
intracelulares y dirigen la defensa del huésped mediada por fagocitos. Las células
Th2 secretan 1L-4, IL-5 e 1L-10, citocinas que suprimen la inmunidad mediada por

células (Abbas A. K., ez 2l 2004).

Asi, una respuesta inmune celular anatumoral es inducida por citocinas de los
linfocitos Th1l e inhibida por los Th2 (inmunosupresion). Las células NK v
macrofagos estan presentes en la mayoria de las lesiones; sin embargo, células de
cancer cervical y lineas celulares VPH+ son resistentes a las células NK.

Se ha encontrado una gran proporcion de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8, junto
con la expresion del factor de necrosis tumoral (I'NF- ), 11-6 ¢ IL-10 en 60% de las
CIN (Tzyy-Choou W., ef al. 1994; Golumbek P.T', ez al. 1991; Dranoft G., e al. 1993;
Topalian S.L., e al. 1994). Lo que sugiere que el factor mas importante en la
regresion espontanea o en el progreso a carcinoma cervical invasor es la respuesta
inmune celular, como se habia mencionado anteriormente. En esta respuesta cl
Complejo Principal de Histocompatbilidad (MHC, en vertebrados especificamente,
o HLA, en humanos) tene la capacidad de presentar gran variedad de antigenos
tumorales y virales, que son reconocidos por los linfocitos T, los cuales actian de

una manera muy precisa para climinar el umor.
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Aunque la evidencia de la asociacion entre HLA y Cancer Cérvico-uterino ha sido
controversial, hay estudios donde algunos haplotipos, Clase 1 o 11, estan asociados
positivamente con cancer cervical invasor, mientras otros haplotipos actian de
manera negativa respecto al desarrollo del tumor, es decir, son protectores. Se han
reportado clertas alteraciones en la expresion de HLA en algunos tumores donde

¢sta se halla disminuida (Aaltonen M, ef o/ 1999; Hemandez H., ef al. 2004).

Expresion de H1 A Clase 11 en el Cancer Cérvico-uterino

Las moléculas HILA-I1 no son expresadas normalmente en epitelio cervical, pero su
expresion puede llevarse a cabo bajo diversas circunstancias patologicas, como lo es
la inflamacion, la transformacion tumoral v la autoinmunidad (Gostout B.S., ef al

2003).

Se ha observado que en epitelio escamoso ectocervical no neoplasico, la expresion
del HLA-DR ftue negativa consistentemente, aun  en  secciones  mostrando
significativa infiltracion lintocitania; sin embargo, se observd expresion de HLA-DR
en epitelio  glandular endocervieal, epitelio  escamoso  metaplasico mmaduro v

carcinoma invasivo (De Leo C., ef al. 1997; Gostout B.S., ef al. 2003).

Fxiste una marcada ausencia en la expresion de HLA-DR en células cervicales
normales v escasa expresion en neoplasia intracpitelial escamosa de bajo grado. Pero
en la neoplasia intraepitehal escamosa de alto grado hay expresion de DR en los
queratinocitos, lo que podria deberse a la produccion de citocinas proinflamatorias

liberadas por las células inmunocompetentes (Gostout B.S., ef a/. 2003).



lin el analisis de la asociacion de haplotpos Clase 11 DR-DQ con carcinoma
cervical-VPH-16+ en mujeres hispanicas, se encontré que ¢l DRB1*1501-DQBI1*
0602+0301*0303 y el DRB1* 0407-DR*0302 se asocian fuertemente al desarrollo del
carcinoma cervical, mientras que en el haploupo DR13 la asociacion es negativa

(Hernandez H., ez al. 2004).

Puesto que los haploupos DQA* 0501-DQB*0301 son mas comunes en poblaciones
hispanicas que en caucasicas, se concluyé que quizas la presencia de ciertos
haplotipos HLA-II induce una respuesta inmune para epitopos especificos de VPH y
afectan el riesgo de generar una displasia cervical grave y posteriormente un

carcinoma cervical invasivo (Gostout B.S. ef a/. 2003).

Iin mujeres afro-americanas se encontré una asociacion estadisticamente significativa
entre un riesgo relaovo de cancer cervical v los haploupos DQB1*0303 y DB1%0604,
mientras  que el haplotipo DQB1*0201 y ¢l heterocigoro DQB1+0301/*0501

mostraron disminucion en el riesgo de cancer cervical.

Iistos estudios confirman lo encontrado en mujeres caucasicas, donde los alelos

HLA-DQ3 tambicn se asocian al riesgo de CaCu (Aaltonen M., e al. 1999).

Resultados similares se reportan en un estudio de pacientes con cancer cervical de
células escamosas (SCCC), que presentan una frecuencia de los alelos DQAT*030X y

DQB1*0301.

También existe una asociacion significativa entre el haploupo Clase 1T DQWS3 y
SCCC VPH+, que sugiere que estas pacientes presenten una incapacidad para
climinar la infeccion por VPH que las predispone a desarrollar el SCCC (Gostout

B.S., e ol 2003). Asimismo, existe una ligera asociacion de cancer de celulas



escamosas y HLA-DQBI12; hay aumento no significativo en la expresion de los
subtipos de HLLA B12 (HLA-B44/45) y se supone que este aumento probablemente
es secundario 2 HLA-DQW?3 (Gostout B.S., e a/. 2003).

Expresion de HI.A Clase 1 en el Cancer Cérvico-uterino

Iil carcinoma de cérvix es derivado de epitelios HLLA-1+. Hay varios mecanismos
que pueden alterar la expresion del MHC-I, como son: inhibicion en el transporte o
glicosilacion de HLA-I; mutacion en los genes TAP; mutacion o arreglos en el gen -
2-microglobulina; cambios en la meunlacion y la estructura de los genes Clase I3
alteraciones en la union de los factores transcripcionales a elementos potenciadores o
enhancers y regulacion negativa de la expresion de HLA-I por oncogenes Cis-Trans

o por el VPH (Aaltonen M., e a/. 1999).

Se ha detectado que lesiones premalignas y malignas presentan una expresion

negativa especifica del locus HLA-AB,C, Clase 1 (Hernandez H., ef al. 2004).

Se ha encontrado una expresion reducida de HLA-1 en 70% de los tumores
estudiados, con un 50% de disminucion en la expresion del alelo HLA-A2, 66% en

A3, 56% en BW4 v 37% en BWG6 (Silva B., et 4/ 1999; Fernandez G, et al. 2004).

También se ha analizado la expresion de HLA-I en hinfocitos infiltrantes de cancer
cervical, donde hay una disminucion de la expresion de HLA-1 en 60% de las
metastasis cervicales; sin embargo, solo hay una disminucion en 21% de los tumores
primarios, lo que sugiere que la pérdida de la expresion de HILA-1 pueda representar
un mecanismo de escape de la respuesta mediada por linfocitos T CD8 citotoxicos v
producir un aumento en el potencial metastasico de las células tumorales (Hernandez

H., et al. 2004).
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Iin algunos casos hay una pérdida en la expresion del haplotipo HLA-B7 en
metastasis diseminadas de ncoplasias cervicales, en donde se observa una vanante de
la proteina E6 de VPH-16, la cual tene una alteracion en uno de los epitopos que se
unen a HLA-B7, mostrando un mecanismo de escape importante hacia la vigilancia

inmunologica del VPH-16 en individuos HLLA-B7 (Hernandez H., ef al. 2004).

Otro de los mecanismos que podrian explicar la baja expresion de HLLA-T en Cancer
Cérvico-uterino, es la mutacion en  Proteina Transportadora de Antgenos (T'AP);
algunos estudios encuentran que la expresion de HLA-A y HLA-B por células
tumorales es regulada negativamente en uno o mas alelos, por lo menos en 73% de
los carcinomas cervicales, y aproximadamente 50% de estos tumores presento la
pérdida de la expresion de TAP 1y 2, sugiriendo que la inhibicion de TAP 1y 2 por
regulacion negativa es una estrategia potencial de las células malignas para evadir la

vigilancia inmune (Gostout B. 8., ef a/. 2003).

También se ha observado la baja expresion de B,-microglobulina; dos tercios de 42
muestras de epitelio  cervical premaligno presentaron sobreexpresion de  esta
molécula, comparada con ¢l epitelio normal; sin embargo, en 32 de 36 tumores
invasivos disminuyo notablemente la sobreexpresion de B,-microglobulina, lo que
concuerda con la falta de expresion de HLA-I en tumores que va han penetrado las

membranas basales (Groettrup M., ef al 1995).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Cancer Cérvico-uterino (CaCu) sc asocia etiologicamente con la infeccion por
virus de papiloma humano (VPH) ya que mas de un 99% de tumores cervicales
resultan positivos a este virus. Ademas, se ha detectado que un alto porcentaje de las
lesiones mas avanzadas muestran una disminucion parcial o total de la expresion de
moléculas de histocompatibilidad Clase I (MHC-I), las cuales son importantes para la
presentacion de antigenos virales a los linfocitos T citotoxicos (Hemandez J., ef al.

2000).

Aunque la evidencia de la asociacion entre HILA y CaCu ha sido controversial, hay
estudios donde algunos haplotipos, HILA Clase I o 11, estan asociados positivamente
con cancer cervical invasor, mientras otros haplotipos actian de manera negativa
respecto al desarrollo del tumor, es decir, son protectores (Hernandez H., ef al

2004).

Se han reportado ciertas alteraciones en la expresion de HLA en algunos tumores
donde ésta se halla disminuida. Los alelos que se han visto alterados son: HLA-A2,

HLA-DQ3, DR5 (Silva B, et a/. 1999: I'ernandez G, ef al. 2004).

Varios estudios han sido enfocados a analizar  la baja expresion de  moléculas
HLA-I en células rumorales de CaCu v la expresion de moléculas participantes en el
procesamiento antigénico (Hernandez H., ez al. 2004). Por cjemplo, en algunos
estudios encuentran que la expresion de HLA-A y HLA-B en células tumorales esta
regulada negativamente en uno o mas alelos. in 73% de los carcinomas cervicales v

aproximadamente el 50% de estos tumores presentaron pérdida de la expresion de

-
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TAP’s, sugiriendo que la inhibicion de TAP’s por regulacion negativa es una
estrategia potencial de las células malignas para evadir la vigilancia inmune (Cromme

F.V., et al. 1994; Keatung P.J., ez al. 1995).

Asimismo, en la poblacion caucasica se ha encontrado una expresion reducida de
HLA-1 en 70% de los tumores estudiados, asociados con un 50% de disminucion en
la expresion del alelo HLA-A2, 66% en A3, 56% en BW4 y 37% en BW6 (Chen L.P.,
et al. 1992).

Sin embargo, no se sabe si la frecuencia en la expresion de algunos alelos de
pacientes con CaCu se asocia con varios defectos en la expresion de moléculas del
procesamiento antigénico, lo cual puede influir directamente en la presentacion de
pépudos antigénicos por estos alelos. Por lo anteriormente reportado, este estudio
se llevo a cabo con la finalidad de analizar s existe una asociacion entre la
disminucion o diferencias en la expresion de las subumidades catalincas (LMP-2,
LMP-7 v LMP-10), las proteinas reguladoras (PA28a y PA28B) del proteosoma o los
transportadores de pépudos (TAP 1y TAP 2) con las trecuencias alélicas HLA Clase

I en las pacientes con CaCu.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVVO GENERAL

e Analizar el haplotipo HLA-A, -B, -C  en pacientes con Cancer
Cérvico-uterino  y la  expresion de moléculas participantes en el

procesamiento de antigenos en células tumorales de estas pacientes.

OBJETIVVOS PARTICULARES

e ‘lipificar el haploupo HILLA Clase I de pacientes con Cancer Cérvico-
uterino v de donadoras sanas.

e Analizar la expresion haplotipica de una poblacion de mujeres con
Cancer Cérvico-uterino v una de donadoras sanas.

* Analizar la expresion de las subunidades cartaliticas (LMP-2, LMP-7 y
LLMP-10) y reguladoras (PA28x v PA28B) del proteasoma, asi como la
de las subunidades transportadoras de pépudos TAP 1y TAP 2, en

células rumorales de Cancer Cérvico-uternno.



6. HIPOTESIS

La deficiencia en la expresion de las moléculas HLLA Clase I en las células tumorales
puede ser un factor importante en la progresion de cancer, debido a que los
antigenos de histocompatibilidad tenen la capacidad de presentar gran variedad de
antigenos tumorales y virales, que son reconocidos y eliminados por los linfocitos T

(Bahena-Roman M., ez al. 2000).

También se sabe que varios factores genotipicos y fenotipicos pueden influir en la
disminucion de la expresion de moléculas HLA Clase I de las células tumorales, tal
como la deficiencia en la expresion de moléculas asociadas al procesamiento de

antigenos como son LMP-2, -7-10, TAP 1y 2, PA28 o y PA28B.

Por lo que en el presente estudio se espera encontrar una asociacion entre la
deficiencia de expresion de moléculas participantes en el procesamiento de antigenos
(LMP-2, -7,-10, TAP 1, TAP 2, PA28x y PA28B) v frecuencias alélicas encontradas

en pacientes con CaCu.

-
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7. MATERIAL Y METODO

Material Bioligico

En este trabajo se utilizaron muestras biologicas, consistentes en sangre periférica
(100 pacientes con CaCu) y biopsias tumorales (30 pacientes con CaCu), obtenidas
del Servicio de Ginecologia Oncoldgica del Instituto Nacional de Cancerologia, S.S.
También se utlizaron muestras sanguineas de 100 donadoras sanas sin evidencia de
lesiones cervicales, ni reporte positivo de Papanicolaou. Las muestras sanguineas de
las donadoras sanas se obtuvieron en el Departamento de I'ransplantes del Hospital

de Ciencias Médicas vy de la Nutricion “Salvador Zubiran”, S.S.

Cultrvos celulares

Se uso la linea celular T2 como control negativo de las moléculas TAP 1, TAP 2,
ILMP-2 y LLMP-7, debido a la presencia de una delecion de los genes que codifican
paras estas moléculas en la region del MHC de estas células. También se utlizaron
cultivos primarios de epitelio normal de cérvix y cultivos de Linfocitos de Sangre
Periférica (LSP) como control positivo  para la presencia de las moléculas del

procesamiento antigénico: T'AP’s, LMP’s y PA28 (Tabla 7.1).

Los cultvos celulares  fueron mantenidos en medio de cultivo RPMI (Microlab,
Mex) complementado con Suero etal de Bovino (SEB) (vol/vol) al 10% (Gibco o
Hyclone, USA), dentro de un incubador biolégico (IForma Cientifica, USA) a 37°C,

con 5% de CO, en un ambiente de humedad saturante.
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Tabla 7.1 Caracteristicas de las células utilizadas.

TIPO CELULAR CARACTERISTICAS

T2 Linea linfocitica con expresion deficiente

de TAP 1, TAP 2, LMP-2 y LMP-7.

' Linfocitos de sangre periférit; (_I \]’) | Obtenidas de Donadoras Sanas

Fibroblastos Cérvix sin diagnostico oncoldgico

Muestras tumorales de pacientes con CaCu |Obtenidos en el Insttuto Nacional

Cancerologia, S.5.

Lspaficacion de HI1 A Clase | por microcitotoxicidad

Se tomd 1 ml. de la muestra de sangre con anticoagulante (ACD), se colocd en un
tubo de plastico de 5 ml. (13 x 100mm) con tapa de plasuco, y se agregaron 50 pl.
de una suspension de anticuerpos monoclonales «CID3 unidos a perlas magnéticas
(One Lambda Inc, USA). Se coloco el tubo en un agitador horizontal por tres
minutos, luego se agregaron 2 ml. de solucion desarrolladora (contenida en el ki)
(One Lambda Inc, USA) al 10% en solucion amortguadora de  fosfatos (SAL) v se
homogeneizo la mezcla. Enseguida el tubo se colocé en un magneto midi-MACS
(Milteny Bistec, Germany) durante tres minutos. Posteriormente, sin retrar ¢l
magneto, el sobrenadante fue sustraido con una pipeta serologica. Los linfocitos
adhenidos a la pared del tbo tueron lavados 2 veces con PBS durante 1 minuto y

con 2ml. de PBS cada vez.
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I'inalmente los linfocitos T CD3 adheridos a la pared del tubo se resuspendicron en
250 pl. de RPMI-1640, y se distribuyeron 2 pl. de la suspension en cada uno de los
pozos de una placa de Terasaki de 96 pozos (One Lambda Inc, USA) conteniendo
diversos antisueros anti-HLA-L. La placa se agit6 ligeramente por un minuto para
homogenizar, cuidando que no se derramara el contenido de los pozos; después se
dej6 incubar por una hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Después de este
tempo se agregaron 5 pl. de revelador Fluoro Quench (bromuro de etidio, naranja
de acndina y azida de sodio, One Lambda USA) a cada pozo, se agité suavemente y
se dejo incubar por 5 min ¢n la oscuridad. Finalmente la placa se observo en ¢l
microscopio de fluorescencia (Leica U.S.\) para evaluar la citotoxicidad y determinar
la reaccion positiva de los antsueros, para obtener el haplotpo HILA Clase I de cada

paciente.

Manejo de biopstas de CaCu

Una vez que se obruvieron las biopsias tumorales, colocadas en tubos de 50 mlL con
RPMI-1640 suplementado con SFB 20% y antuibioticos penicilina a 200 U/ml. vy
estreptomicina a 200 pg/ml. en tbos (Ialcon USA) de 50 ml.. Las biopsias fueron
transportadas al laboratorio en una hielera y las muestras sanguineas a temperatura
ambiente. Los tejidos cervicales tueron fragmentados y lavados con SAF en una caja
petnt de 6 cm de diametro; una vez realizado este procedimiento vanas veces se
coloco la muestra fragmentada en un tbo Eppendorf (1.5 mlL) con 1 ml. de tnzol

(hite Technologies).
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Transcripcidn reversa con reaccion en cadena de la polimerasa. (RT-PCR)

Obtencion de RINA total

Para obtener el RNA total se empleé el reactivo Trizol (Gibco, USA) de acuerdo con
las instrucciones remitidas por el proveedor. Brevemente, el cultvo celular
confluente en buenas condiciones de una caja de 6 cm de didmetro fue lavado con
SAF y entonces las células fueron lisadas al agregar directamente 1 mL de Trizol
(Gibco, U.S.A), el lisado celular fue posteriormente transferido a un tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL de capacidad. Ein caso de células no adherentes, éstas
fueron recuperadas mediante centrifugacion, lavadas con SAF  y  lisadas

directamente en el tubo Eppendorf de 1.5 mL.

A partir de este momento, se sometieron al proceso indicado consistente en la lisis
con isotiocinato de guanidina y la extraccion mediante la formacion de una fase
organica (fenol-cloroformo) y una fase acuosa donde se encontr6 solubilizado el
RNA. EI RNA se precipité con isopropanol para recuperarlo v se resuspendio en 40
pl. de agua libre de RNAsas v DNAsas (Gibco, USA). Finalmente, se cuandficé
mediante una lectura de la absorbancia de la solucion en un espectrofotometro

(Eppendorf, USA) a 260 nm de longitud de onda.
Transcripcion reversa
La reaccion de trascripcion reversa se efectué en tubos para PCR en un volumen de

100pl.. En cada tubo se agregaron los siguientes reactivos: RNA (10 pg), MgClL,(30
mM), Buffer RT 10x, dNTP’s (100 mM), inhibidores de RNAsas (50mM), Oligo-dt
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(10mM), ditiothreitol (DTT) (125mM), enzima transcriptasa reversa M-MLV
(50mM), H,O libre de RN Asas y DNAsas (Gibco, USA).

La reaccion se efectud a 42°C durante 1 hora para finalizar a 95°C durante 5 minutos

en un termociclador de marca Eppendorf (USA).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta reaccion se efectud en un volumen final de 25 pl.. Para tal efecto se mezclaron
los siguientes reactivos, cuya concentracion final resulta la siguiente: cDNA 5 pl;
amortiguador para la reaccion de PCR 1x (Biotecnologias Universitarias, Mex),
MgCl, 1.25 ul. (Biotecnologias Universitarias, Mex); dNTP’s 0.8 ul. (Gibco, USA);
enzima pt)]im{:rasa de DNA (Biotecnologias  Universitarias, Mex) 1U,
oligonucle6tidos especificos para B-actina 1.0 pl. (Gibco,USA), H,O cbp 25 ul., de

los oligos se agregaron 2.0 pl. de cada uno y los ciclos fueron de acuerdo a sus

secuencias (I'abla 7.2).
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Tabla 7.2 Secuencia de oligonucleotidos utilizados en el trabajo.

- pb pares de bases

41

OLIGO SECUENCIA PRODUCTO REFERENCIA
AMPLIFICADO
(rb)

B-ACTINA Sentido: GGG TCA GAA GGA 230pb Fueron
TTCCTATG disenados
Antisentido: GGT CTC AAA CAT
GAT CTG GG

TAP 1 Sentido: CAG AAT CTG TAC CAG | 345pb Singal D, e al.
ceC 1998
Antisentdo: CTG GCT GTT TGC
ATC CAG G

TAP 2 Sentdo: TAC CTG CTC ATA AG 312pb Seliger, et al.
AGG GTG C 1997
Antisentido: ATT GGG ATA TGC
AAA GGA GAC

LLMP-2 Sentdo: GGG ATA GAA CTG 321pb Johnsen A, et

sAG GAA CC al 1998

Antisentido: AGA TGA CAC CCC
CGCTTG AG

LMP-7 Sentido: GAA CAC TTA TGC CTA | 174pb Johnsen A, ef
CGG GGTC al1998
Antsentido: TT'T CTA CTT TCA
CCCAACCATC

LMP-10 Sentdo:ATT CTG GGC GCC GAT | 174pb Groettrup M., ef
ACG CG al 1995
Antisentido:GCC AGG GCC GCG
TCC TGA CC

PA28 o Sentido: GAG CCA GCT CTC AAT | 467pb Johnsen A, es
GAA GCC al. 1998
Antisentido: CAC CAG CTG CCG
ATA ATC ACC

PA28 B Sentdo: CAC CCA AGG ATG 431pb Johnsen A., e
AGA TGG al 1998
Antisentido: GCT CAG CAT AGA
AGG CCCTCA G




Corrimiento de los productos de PCR en gel de agarvsa y revelado del gel de agarosa

Los productos de las reacciones se someteron a electroforesis horizontal en un gel
de agarosa al 3% en amortiguador TBE 0.5X, a un voltaje de entre 70 a 73 volts, y
posteriormente se analizaron en un transluminador (Fotodyne, U.S.A) para verificar

que se haya llevado a cabo una adecuada amplificacion.

Apnalisis estadisticos

Para realizar los andlisis estadisticos de las frecuencias alélicas de cada locus, se
utilizo la chi cuadrada exacta de Fisher, con intervalos de confianza del 95%. Se
determino la frecuencia alélica (numero de veces que se repite cierto alelo en la
poblacion estudiada) y la Frecuencia Génica (I'G), la cual fue determinada con la
siguiente ecuacion:

FG= n / (No. de alelos diferentes en la muestra — No. de alelos homocigoticos)

Donde n es el nimero de alelos presentes en las pacientes y donadoras.



8. RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LAS PACIENTES Y DONADORAS

Las edades de las pacientes utilizadas en este estudio, oscilaron entre los 17 a 72 anos
con un promedio de edad de 46 afios, muy cercano a la edad promedio (49 anos)
reportada para la poblacion caucasica con cancer cervical (ver Tabla 12.1 Anexos)

(Guzman-Rojas L., ef al. 1998).

Los estadios clinicos mas frecuentes en las pacientes fueron IB1 con 17 casos, I1IB

con 33 casos y [11B con 22 casos (ver T'abla 12.1 Anexos).

Aunque solo  se  registrd el upo tumoral de 49 casos, mas del 80% fueron
carcinomas epidermoides, seguido por adenocarcinomas en un 14% y el restante
6% a celulas gigantes no queratinizantes y cervicitis cronica (ver Tabla 121

Anexos).

En el caso de las donadoras sanas, las edades oscilaron entre los 8 a 77 anos con una

edad promedio de 35.5 anos (ver Tabla 12.2 Anexos).

FRECUENCIAS  ALELICAS HLLA CLASE 1 DE PACIENTES Y
DONADORAS.

En los grupos de mujeres analizadas, se observé que los alelos de mayor frecuencia

fueron HLA-A2, -B35 y —-Cw4. lLas I'recuencias Génicas (I'G) de estos alelos en las

pacientes con CaCu y donadoras normales fueron muy similares: para el alelo
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HLA-A2, las FG fueron 0.366 y 0.367; para el alelo HLA-B35 fueron 0.258 y
0.289; finalmente para el alelo Cw4 fueron 0.347 y 0.397 respectivamente (Tabla
8.1). Los valores de las FG encontradas para los alelos HLA-A2, -B35 y —-Cw4,
coincidieron con las frecuencias génicas de los alelos mas comunes reportados para
la poblacion mexicana en trabajos hechos recientemente (Silva B., ez al 1999,

Hernandez H., et al. 2004).

El alelo HLA-Cw10, el cual tuvo una frecuencia de 7% en el grupo de mujeres con
CaCu, contra 0% en el grupo de donadoras sanas, present6 una Razon de Momios
(RM) de  8.29(1.04-178.3) veces mas en la poblacion de pacientes con CaCu, con
un 95% de confianza de acuerdo con la prueba Chi cuadrada exacta de Fisher

(Tabla 8.1).

Por otro lado, al hacer asociaciones de los alelos HLA-Cw4 y -Cw7 con alelos de
los loci HLA-A y HLA-B de mayor frecuencia encontrados en las poblaciones
analizadas, se observé que las asociaciones de los HLA-B39, -B35, -A3, -A24 y -Al
con el alelo -Cw7 fueron por lo menos dos veces mas frecuentes en las donadoras
sanas que en las pacientes con CaCu (Tabla 8.2). El mismo comportamiento se
observo al analizar las asociaciones de los alelos HLLA-B39 v -A1 con el alelo -Cw4
(Tabla 8.2). Sugiriendo que estas asociaciones pudieran ser benéficas a nuestra

poblacion para protegerla contra el cancer cervical.
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Tabla 8.1 Tabla de frecuencias de alelos HLA-ABC en donadoras sanas y pacientes

con CaCu.

Pacientes (100)* Controles (100)*
RM (IC
HLA-ABC n FG N FG PC . 95%)
A2 67 0.366 69 0.367 NS
A28 31 0.169 19 0.101 NS
A24 29 0.158 30 0.159 NS
A31 17 0.092 25 0.132 NS
A1 10 0.054 23 0.122 NS
A31 10 0.054 17 0.090 NS
B35 48 0.258 53 0.289 NS
B39 26 0.139 37 0.202 NS
B51 13 0.069 22 0.120 NS
B44 11 0.059 13 0.071 NS
B62 7 0.037 13 0.071 NS ]
B49 3 0.016 15 0.081 NS
Cw4 50 0.347 64 0.397 NS
Cw7 37 0.256 53 0.329 NS
Cw3 33 0.229 42 0.260 NS
Cwi 14 0.097 21 0.130 NS
Cwb 8 0.055 4 0.024 NS
8.29(1.04-
Cwi10 7 0.048 0.03 178.3)
Cw8 5 0.034 1 0.006 NS
Cw2 3 0.020 6 0.037 NS
NS no significatvo

RM Razon de Momios
PC Porcentaje Calculado

IFG Frecuencias Génicas
* Se utilizaron muestras sanguineas de 100 pacientes con CaCu y 100 de donadoras sanas, las cuales poscen

2 alelos por cada locus HLA-A, B o C por lo que las G se calcularon con base a los 200 alelos de pacientes

con CaCu y 200 de donadoras sanas para cada locus.
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Tabla 8.2 Tabla de asociaciones alélicas HLA-ABC en donadoras sanas y pacientes

con CaCu. Las frecuencias alélicas mas significativas se resaltan en esta tabla.

ASOCIACIONES PACIENTES N=100* | DONADORAS N=100*
ALELICAS ) (-) +) (=)
B35-Cw4 33 167 40 160
A2-Cw4 24 176 30 170
A2-Cw7 19 181 29 17
A24-Cw4 12 188 16 184
A28-Cw4 9 191 13 187
B39-Cw7 8 192 22 178 |
B35-Cw7 8 192 18 o182 |
A28-Cw7 7 193 11 189
A3-Cw4 6 194 5 195
B39-Cw4 5 195 15 185 |
A3-Cw7 4 196 1 199
A24-Cw7 3 197 13 187
A1-Cw7 3 197 12 188
Al1-Cw4 2 198 7 193

* Se utilizaron muestras sanguineas de 100 pacientes con CaCu y 100 de donadoras sanas, las cuales poseen

2 alelos por cada locus HLA-A, B o C por lo que en total se unlizaron 200 alelos de pacientes con CaCu v

200 de donadoras sanas .
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EXPRESION DE MOLECULAS PARTICIPANTES EN EL
PROCESAMIENTO ANTIGENICO (FAP’s, LMP’s y PA28a y B).

Se sabe que las moléculas LMP-2, LMP-7 y LMP-10  son las principales
subunidades cataliticas del proteasoma para generar péptidos antigénicos a partir
de proteinas virales o propias del tumor, los péptidos al ser translocados hacia el
interior del reticulo endoplasmico por las moléculas transportadoras TAP 1y TAP
2, se asocian con las moléculas MHC Clase I. Ademas, la carencia o deficiencia en la
expresion de estas moléculas puede repercutr en el procesamiento y presentacion
de péptidos antigénicos por moléculas HLA Clase I, para ser reconocidos por los
linfocitos 1" citotoxicos. Por lo que, en el presente trabajo se procedio a analizar la
expresion de  TAP 1, TAP 2, LMP-2, -7 y -10, asi como de los reguladores del

proteasoma PA28c y B, en muestras de tejido tumoral de pacientes con CaCu.

lin este trabajo se analizo la expresion de moléculas presentadoras de antigenos en

solo 30 pacientes, debido a la disponibilidad y viabilidad de las biopsias tumorales.

A través de RT-PCR se pudo evidenciar la expresion de las moléculas proteoliticas
LLMP-2, LMP-7 y LMP-10 (Figura 8.1 ), asi como los transportadores TAP 1 y TAP
2 (Figura 8.2 ); ademas de los activadores PA28a y PA28P del proteasoma (Figura
8.3), a partir del RNA mensajero (RNAm) obtenido de 30 biopsias de pacientes
con Cancer Cérvico-uterino. En las figuras 8.1 a 8.3 se puede observar la expresion
y/o carencia de estas moléculas en 5 muestras de pacientes con Cancer Cérvico-
uterino. Cabe mencionar que la carencia de al menos una  de estas moléculas fue
observada en el 80% de las biopsias analizadas. Asimismo se observo que las

moléculas TAP 1, TAP 2 y LMP-10 estuvieron ausentes en 37, 43 y 47% de las 30
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muestras (Tabla 8.3), mostrando que los defectos en la via del procesamiento
antigénico estan presentes de manera consistente en la generacion y transporte de
los péptidos  hacia el reticulo endoplismico en la mayoria de los tumores de Cancer

Cérvico-uterino estudiados.

PM T2 LSP ENO P1 P2 P3 P4 P5 H,0

LMP-2
:;; L B-actina
238 Pb p-actina
174 LMP-7
369 Pb LMP-10
238 p-actina

Figura 8.1 . Anilisis de RI-PCR de la expresion de RNAm de las subunidades del proteasoma:
LMP-2, LMP-7 y LMP-10 de biopsias provenientes de tumores de Cancer Cérvico-utermo. Pb,
pares de bases, PM peso molecular ; LSP, linfocitos de sangre periférica; ENO, epitelio normal;

T2, linea celular linfoblastoide negativa para  LMPs; P1-P5 pacientes con CaCu.
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PM T2 LSP ENOPI P2 P3 P4 P5 HO

345Pb TAE 1
238 p-actina
312Pb
238 TAP 2
B-actina

Figura 8.2 . Anilisis de RT-PCR de la expresion de RNAm de los transportadores asociados con el
procesamiento antigénico: TAP 1y TAP 2, en muestras provenientes de biopsias tumorales de
Cancer cérvico-uterino. Pb, pares de bases, PM peso molecular; LSP, linfocitos de sangre
penfénca; ENO, epitelio normal; T2, linea celular linfoblastoide negativa para  TAP’s; P1-P5,
pacientes con Ca Cu.

PM T2 LSP ENOPI P2 P3 P4 P5 HO

467 Pb PA28a
238 p-actina
431 Pb PA28B
238 B-actina

Figura 8.3 Analisis de RT-PCR de la expresion de RNAm de las subunidades reguladoras del
proteasoma PA28a y PA288 en muestras provenientes de biopsias tumorales de Cancer Cérvico-
uterino. Pb, pares de bases, PM peso molecular; LSP, linfocitos de sangre perifénica; ENO, epitelio
normal; T2, linea celular linfoblastoide negativa para TAPs y LMP’s; P1-P5, pacientes con CaCu.
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Tabla 8.3 Expresion de moléculas del procesamiento antigénico HLLA Clase 1 en 30
pacientes con Cancer Cérvico-uterino. Las moléculas TAP 1, TAP 2 y LMP-10

estuvieron ausentes en 37, 43 y 47% respectivamente.

Paciente | (E.C) T?P T‘;P Ll\2,1P Lh_;IP L:%P :g; 2?[; Haplotipo HLA Clase |
1 1B1 - - # + - + + A2 B65 | Cw8 | A28 | B39 | Cw7
2 1B2 ND - + + - + + A2 B35 | Cw4
3 1A * + + + + + + A3 B38 A11 | B35 |Cw4
4 1A ND - ND - - + + A2 B35 | Cwd4 | A3 | B41 | Cw7
5 1A + + + + + + + A2 B65 | Cw7 | A33 | B50 | Cw8
6 B2 + + + + + + + A2 B38 B60 |Cw3
T nB + + + + + + + NT
8 1B2 + + + + - + + Al B8 Cw7 | A24 | B44
9 1A - ND + + ND + + A2 B39 | CWT7 | B41
10 1B - ND * + - * + A2 B35 | Cwi10 | A31 | B38
11 1B - ND + + - + + A2 B39 | Cw7 |B51 |{Cw3
12 1B + + + + + + + A2 B7 Cw7 | A23 | B51 | Cw3
13 1B2 + + + + - + + A2 B35 | Cwd | A23 | B50 | Cwb
14 1B - - + + - + ND A2 B35 | A28 |B60
15 B - = + + z + - A2 B35 | A24 | B45
16 1B - ND + + - + + A23 B35 | Cw4 | A32 | B50
1Z 1B - ND + + - + + A1l B35 A29 | B44
18 B2 - - * + - + + A28 B65 | Cw3 | A33 | B61
19 e + + + + + + + A28 B35 | Cwd | A24
20 1B - ND | ND + - + + A30 B18 | Cw7 | A28 | B38
21 1B1 + - + + + + - A2 B35 | Cw3 | A24 | B40 | Cw4
22 1B ND + + + - + - A30 B18 | Cw7 | A28 | B38
23 B ND ND + + ND + ND A31 B52 | Cw9 | A2 | B44 | Cwb
24 1B + - + + ND + + A2 B35 | Cw34 | B49 | Cw7
25 IB1 + - + + ND + + A3 B13 | Cw4 | A30 | B35 | Cwb |
26 ND + - + + + + + A24 B36 | Cw3 | A31 | B60
27 B + + + + + + A2 B44 | Cw3 | A31 | B39
28 1B ND + - + + + + A28 B44 | Cw4 | A23 | B51
29 1B1 + - * + + + + A29 B45 | Cw6 | A24 | B51
o ND - - + + + - + A2 B35 | Cwd4 | A24 |Bw6 | Cw4

ND No determinado
+ sl se encuentra presente
No s¢ encuentra presente

1C Estadio clinico
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ASOCIACION DE ALELOS HLA CLASE 1 CON DEFECTOS EN LA
EXPRESION DE MOLECULAS DEL PROCESAMIENTO ANTIGENICO EN
TUMORES DE CANCER CERVICO-UTERINO.

Los alelos HLA Clase 1 que mas fuertemente estuvieron asociados con la carencia
en la expresion de TAP 1, TAP 2 y LMP-10 en las biopsias tumorales fueron
A2(57%), B35(47%), Cw7(33%) y Cw4(30%) (Graficas 8.1 a 8.3, Tablas 8.4 a 8.6).
Ademas, la asociacion alélica mas frecuentemente encontrada fue HLA-B35 con el
alelo -Cw4  la cual estuvo presente en 9 de las 30 pacientes. No obstante, las
asociaciones alélicas entre HLA-B39 y Cw7; HLA-B35 y -Cw7 y HLA- B39 con el
alelo -Cw4, fueron escasas en pacientes con CaCu y se presentaron de manera mas
frecuente en el grupo de las donadoras sanas (T'abla 8.2). Lo anterior apoya mas la
sugerencia de que las asociaciones alélicas HLA-Cw7 con los alelos HLA-B35 v -
B39; y la del alelo HLA-Cw4 con -B39 pudieran tener un papel importante en la

proteccion contra el Cancer Cérvico-uterino en nuestra poblacion.

Los estadios clinicos mas frecuentes en las pacientes fueron IB1 con 17 casos, 1IB

con 33 casos y I1IB con 22 casos (Tabla 12.1 Anexos).

Por otro lado, los estadios clinicos de las 30 pacientes de las cuales se obtuvieron las
biopsias, fueron distribuidos de manera homogénea: 1B1(4), IB2(5), IIA(4), 11B(8),
ITIB(6) y no hubo una correlacion directa con algun alelo HLA Clase | en particular,
ya que los alelos predominantes HLA-A2, B35, Cw4 y Cw7 en estas pacientes,
también se distribuyeron de manera homogénea entre los diferentes grupos de

pacientes de acuerdo con su estadio clinico ( Graficas 8.5 a 8.9).
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En el caso de alelos HLA Clase I con defecto en la expresion de moléculas del
procesamiento antigénico se encontré que la molécula TAP 1 estuvo ausente en un
37% de las muestras tumorales analizadas y los alelos mas frecuentes en estas

pacientes fueron HLA-A2, B35 y Cw7 (Tabla 8.4 y Grafica 8.1). -

Tabla 8.4 Pacientes con CaCu que no expresan la proteina transportadora TAP 1.

Paciente y E.C Haplotipo HLA CLASE |
1(IB1) A2, B 65(14), Cw8, A28, B39(16),Cw7
9 (I1A) A2,B39(16),Cw7,B41
10 (11B) A2,B35,Cw10,A31,838

11 (1IB) A2, B39(16),Cw7, B51(5),Cw3
14(11B) A2,B35,A28,B60

15 (11B) A2 B35,A24,B45

16 (11B) A23,B35,Cw4,A32,B50

17 (11B) A1,B35,A29,B44

18 (1B2) A28,B65,Cw3,A33,B61

20 (liB) A30,B18,Cw7,A28,B38(16) (39)
30(NP) A2 B35,Cw4,A24 Bw6,Cw4

FRECUENCIA DE ALELOS

B35

B38 B39 B

Grafica 8.1 Principales alelos asociados a la no expresion de la molécula TAP 1 en celulas de

65

pacientes con CaCu. Ln donde encontramos que los alelos mas frecuentes son el A2, Cw7 y B35,



l.a carencia en la expresion de la molécula TAP 2 se encontro asociada a los alelos

A2, B35 y Cw4 (ver Tabla 8.5, Grafica 8.2).

Tabla 8.5 Pacientes con CaCu que no expresan la proteina transportadora TAP 2.

Paciente y E.C Haplotipo HLA CLASE |
1(1B1) A2, B 65(14), Cw8, A28, B39(16),Cw7
2 (IB2) A2,B35,Cw4
4 (l1A) A2 B35,Cw4,A3,B41.Cw7
14(11B) A2,B35,A28,B60
15 (11B) A2 B35,A24,B45
18 (I1B2) A28,B65,Cw3,A33,B61
24 (1iB) A2,B35,Cw4,B49,Cw7
25 (IB1) A3,B13,Cw4,A30,B35,Cwb
26 (NP) A24,B39,Cw3,A31,B60
27 (IB) A2 B44,Cw3,A31,B39
29 (1B1) A29,B45,Cw6,A24 B51(5)
30 (NP) A2,B835,Cw4,A24 Bwb,Cwd
8 =
3
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S 6+
<
I 57
[
< 41 =
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z 3
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A28 A31 Cw3 Cwd4 Cw6 Cw7 B35 B39 B45 B60 B65
Grafica 8.2 Principales alelos asociados a la no expresion de las moléculas TAP 2 en células de

pacientes con CaCu. En donde encontramos que los alelos mas frecuentes en el caso de la carencia

de esta molecula, son A2, Cw4 v B35,

h
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En el caso de la molécula LMP-10 se encontr6 que los alelos A2, B35 y Cw7 fueron

mas frecuentemente expresados en las pacientes cuyas muestras tumorales estaban

carentes de esta molécula (Tabla 8.6, Grafica 8.3).

Tabla 8.6 Pacientes con CaCu que no expresan la subunidad del proteasoma LMP-10.

Paciente Haplotipo HLA CLASE |
1 (1B1) A2, B 65(14), Cw8, A28, B39(16),Cw7
2 (1B2) A2,B35,Cw4
4 (I1A) A2,B35,Cw4,A3,B41.Cw7
8 (IB2) A1,B8,Cw7,A24(9),B44 (12)

10 (I1B) A2,B35,Cw10,A31,838

11 (1IIB) A2, B39(16),Cw7, B51(5),Cw3
13 (IB2) A2,B35,Cw4,A23 B50,Cw6
14(11B) A2,B35,A28,B60
15 (I1IB) A2,B35,A24,B45
16 (IIB) A23,B35,Cw4,A32,850
17 (1IB) A1,B35,A29,B44
18 (1B2) A28,B65,Cw3,A33,B61
20 (11B) A30,B18,Cw7,A28,838(16) (39)
22 (IIB) A30,B18,Cw7,A28,838(16) (39)

FRECUENCIAS DE ALELOS

1

A1 A2 A23 A24 A28 A30 Ow3 Cw4 Ow7 B18 B35 B38 B39 B44 BS0 B65

Grafica 8.3 Principales alelos asociados a la no expresion de la subunidad de proteasoma en LMP-

10 en células de pacientes con CaCu. En donde encontramos que los alelos mas frecuentes en el

caso de esta molécula fueron A2, Cw7 y B35.
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Cabe mencionar que la asociacion B35-Cw7 no fue frecuente en las pacientes que
presentaron deficiencias en TAP 1, TAP 2 y LMP-10, lo cual nos indica que la
expresion individual de estos alelos, a pesar de ser altamente frecuentes en estos
grupos (A2 en 57%, B35 en 47% y Cw7 en 33%) (T'abla 8.7 y Grafica 8.4), no
pudieran estar relacionados con la proteccion contra el desarrollo de cancer cervical,

a menos que estén asociados entre ellos como lo muestra la tabla 8.2.

Tabla 8.7 Alelos mas frecuentes en el estudio de baja expresion de moléculas del procesamiento de

antigenos en 30 pacientes con Cancer Cervical.

Alelo A2 Alelo A28 | Alelo B35 | Alelo B38 | Alelo Cw3 | Alelo Cw7
g:':g’:ﬁ M7 36 6114 25 26 4110
E:’?:‘:g 917 26 8/14 0/5 46 210
ey | 0/6 114 o5 0/ 110
dgi’;“;f’fo 817 5/6 8/14 3/5 206 6/10
f;g’g‘ésa 117 0/6 114 0/5 0/6 0/10
diagea“;‘;sé 117 116 114 1/5 116 1110

Grifica 84 Alelos mis frecuentes en Pacientes con Cincer Cérvico-uterino, en donde A2 presenta un
57%, el B35 presenta un 47% y el Cw7 presenta un 33% de frecuencia; éstos a su vez se asocian a la

deficiencia de moléculas presentadoras de antigenos (IAP 1 y LMP-10).
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Por otra parte, al analizar las frecuencias alélicas con diferentes etapas del desarrollo

del CaCu se encontro lo siguiente:

En el grupo con Estadio Clinico (EEC) IB1 los alelos mas frecuentes fueron A2, A24,
Cw4, Cw6 y B35, encontrados en 2 pacientes cada uno (ver Grafica 8.5); en el
grupo con EC IB2 se encontrd que los alelos mas frecuentes fueron A2, Cw4 y B35
(ver Grafica 8.0); en el EC IIA encontramos que los alelos mas frecuentes fueron A2,
Cw7, B35 y B41 (ver Grafica 8.7); en el grupo del EC IIB se encontré que los alelos
mas frecuentes fueron A2, Cw7, B35 los cuales son los mismos alelos presentes al
EC IIA (ver Grafica 8.8); en el caso del EC 11IB, que nos indica una neoplasia mas
avanzada, se encontr6 una mayor dispersion de las frecuencias alélicas,
observandose que los alelos mas frecuentes fueron A2, A24, A28, Cw4, B35 y B51
presentes en dos pacientes cada uno, por lo que al igual que en los casos anteriores se
presentan los mismos alelos que por si solos podrian no ser alelos protectores,
debido al desarrollo de la patologia, no obstante asociaciones particulares de estos
pudieran serlo (ver Grafica 8.9). Por lo que en la comparacion de estas cinco tablas
encontramos que entre ellas se encuentran alelos frecuentes los cuales son A2, B35 v
Cw4, los que se consideran que son los mas frecuentes en la poblacion de mujeres

Mexicanas.

56



Grifica 8.5 Pacientes con Estadio Clinico (EC) IB1 Grifica 8.6 Pacientes con EC 1B2
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Graificas 8.5 a 89 Los alelos mis frecuentes de HLA Clase | en pacientes con EC IBI, fueron A2, A24,

Cwd, Cw6 y B35, en el EC IB2 los alelos mas frecuentes fueron A2, Cw4 y B35, en pacientes con EC ITA
los alelos mas frecuentes fueron A2, Cw7, B35 y B41, en el EC IIB los alelos mas frecuentes fueron A2,
Cw7 v B35 v en el EC I1IB, fueron A2, A24, A28, Cw4, B35 v B51.

Ln
-



9. ANALISIS DE RESULTADOS

Ein estudios recientes se ha recalcado que el sistema inmune es capaz de detectar y
eliminar células infectadas con virus y células tumorales a través del reconocimiento
de antigenos peptidicos (de 8 a 10 aminoacidos) por el receptor de los linfocitos T
citotoxicos (CTL’s) (Janeway C., et al 2005). Pero, las células pueden algunas veces
evadir esta respuesta inmune especifica de las células T en el curso de una evolucion
clonal (genética y fenotipica). Ademas de que el tumor escapa al mecanismo inmune,
la alteracion en las moléculas HLA juega un papel crucial en el procesamiento y
presentacion de antigenos hacia los linfocitos T y en la regulacion de las células
asesinas naturales (NK) lo que conduce al desarrollo y progresion de tumores.

(Garndo F., ez al. 1997; Garcia-Lora A, ef al. 2003).

Por otra parte, se han asociado diferentes alelos HLA Clase I o Clase II con la
susceptibilidad a diferentes enfermedades, como es ¢l caso de la Espondilins
anquilosante con el alelo HLLA-B27 y el de la Diabetes Mellitus Insulino-dependiente
con cl alelo DR3 y DR4 (Marsh, ez /. 2000). En el caso particular de CaCu, se ha
observado que la asociacion de haplotipos Clase 1I y la expresion de alelos HILA
Clase 1 puedan tener un papel importante en desarrollo de la enfermedad. Por
ejemplo, en un estudio hecho en mujeres hispanicas con cancer cervical positivas a
la infeccion con VPH-16, se encontro que las asociaciones alélicas DRB1*1501-
DQB1* 0602%0301*0303 v el DRB1* 0407-DR*0302 se trelacionaron fuertemente
con el desarrollo del carcinoma cervical, mientras que el haplotpo DR13 tuvo una
asociacion negativa ( Hernandez H., ef a/. 2004). En otros estudios, se ha encontrado
una expresion reducida de moléculas HLA Clase 1 en el 70% de los tumores

cstudiados; en donde el alelo HLA-A2 presenté una disminucion del 50% en su
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expresion; el alelo HLA-A3 un 66% ; el alelo Bwd en un 56% vy el alelo Bw6 en un
37% (Silva B., ez al. 1999; Fernandez G., et al. 2004). La baja expresion de alelos
HILA Clase I puede estar asociada con la pérdida de la expresion de las moléculas del
procesamiento antigénico TAP 1 lo cual puede influir directamente en el aporte de
pépudos hacia ciertos alelos HLA Clase 1 causando su retencion el reticulo
endoplismico v en consecuencia el abatimiento de su expresion en la membrana
para su  presentacion de péptdos antigénicos hacia  linfocitos T, como
recientemente s¢ ha reportado por Cromme F.V., et a/. 1994 v Gostout P.'T., ef al.

2003.

El invesugar la asociacion de defectos en el procesamiento antigénico con ciertos
alelos HLLA Clase 1, es de gran relevancia para conocer la predisposicion  a la
enfermedad. Por tal razon, en el presente trabajo analizamos las frecuencias alélicas
HLA Clase I en pacientes mexicanas con CaCu con la finalidad de ver si estas se
asocian con la pérdida de la expresion de moléculas del procesamiento antgénico
(LMP-2, LMP-7, LMP-10, PA28«, PA28E, TAP 1 y TAP 2) en tumores derivados
de estas pacientes. Al estudiar un grupo de 100 pacientes con CaCu v uno de 100
donadoras sanas, encontramos que los alelos mas frecuentes en  ambos grupos
fueron HILA-A2, -B35 v —Cw4; el alelo HLLA-Cw10 fue mis frecuente en pacientes
con CaCu. Al analizar las asociaciones alélicas en ambos grupos, encontramos que
las asociaciones de HLA-B39, -B35, -A3, -A24 y —A1l con el alelo HLA-Cw7 y los
alelos HLA-A1 v -B39 con HLA-Cw4, fueron por lo menos dos veces mais

frecuentes en las donadoras sanas.
Asimismo, al analizar la expresion de las moléculas del procesamiento antigénico en
tumores de estas pacientes encontramos que TAP 1, TAP 2 y LMP-10 estuvieron

ausentes en un 37, 43, v 47% respecnvamente, ademas de que estas pacientes
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presentaron una baja frecuencia de las asociaciones alélicas antes mencionadas, lo
que nos permite sugerir que estas asociaciones alélicas pueden ser protectoras contra
el CaCu. Lo anterior se apoya por ¢l hecho de que en trabajos recientes se ha
reportado que los alelos HLA-Cw7 vy —Cw4  presentan péptidos  especificos
derivados de antigenos tumorales, como es el caso de melanoma en donde el alelo
HLA-Cw7 presenta un péptido comun entre las proteinas MAGE-2, -3, -6 y —12
(Breckpot K., ez al. 2004); o el del alelo HLA-Cw4 en donde nuestro grupo de
trabajo ha encontrado que este alelo presenta péptidos derivados de antigenos
virales, uno de ellos proveniente de la proteina L1 de VPH-18 (Monroy-Garcia A., e/

al. 1999).

Iin otros estudios, se ha reportado que los alelos HILLA-B35 o —B39 presentan
cficientemente a varios antigenos virales (Marsh S, ef a/ 2000), entre ellos algunos
derivados de VPH-18 (Monroy Garcia A, ef al. 2002).  De acuerdo a lo observado
en nuestro estudio, la baja asociacion de los alelos HLA-Cw7 y Cw4 con otros alclos
que también son eficientes para la presentacion antigénica (como son HLA-B35 y -
B39) en las pacientes con CaCu, podria dar una desventaja a la paciente para el
desarrollo del tumor, dejaindola probablemente con una mayor suceptibilidad a la

enfermedad.

Se ha reportado que la baja presencia de algunos alelos HLA de tpo C en pacientes
con cancer troideo, principalmente HLA-Cw7 y -Cwl, se asocian con un
prondstico muy pobre para la sobrevivencia de estos pacientes, puesto que ademas
de presentar antigenos tumorales a los linfocitos T, también pueden regular
negativamente la respuesta mediada por las células NK (Rios A., e @/ 2004). Esto
también ha sido detectado en varios fenotipos tumorales carentes de algunos alelos

HILA del upo C, en donde de acuerdo con la interaccion con ¢l receptor KIR en la
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célula NK, pueden inhibir su respuesta antitumoral, favoreciendo asi la evasion de
la respuesta inmune por parte del tumor (Garrido I, ef al. 1997; Speiser D, e/ al.

2004).

En nuestro estudio, pacientes con CaCu que presentaban el alelo HLA-Cw7, también
presentaron defectos en las moléculas del procesamiento antigénico principalmente
TAP 1y LMP-10 (Tabla 8.7). Lo que puede influir en la generacién y transporte de

péptidos para unirse a este alelo.

Finalmente, en un estudio epidemiolégico reciente de la poblacion de Costa Rica y
Estados Unidos, se encontrd una prevalencia del alelo  alelo HLA-Cw2 en las
mujeres con lesiones cervicales de alto grado con respecto a la poblacién sana;
ademas los alelos HLLA de upo C mas frecuentes en la poblacion control fueron
HLA-Cw4 y -Cw7, lo que sustenta de manera importante los datos que obtuvimos

en el presente trabajo (Wang S., e7 al. 2002).
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10. CONCLUSIONES

L ]

En el presente trabajo se encontré que los alelos HLLA-A2, -B35 y —Cw4
fueron los mas frecuentes en los grupos de pacientes con CaCu y donadoras
sanas. También se enconurd que el alelo HLA-Cw10 fue significativamente

mas frecuente en pacientes con CaCu.

Al analizar las asociaciones alélicas en ambos grupos, encontramos que las
asociaciones de HLA-B39, -B35, -A3, -A24 y —=Al con el alelo HLA-Cw7 y
los alelos HLA-A1 y —B39 con HLA-Cw4, fueron por lo menos dos veces

mas frecuentes en las donadoras sanas.

Ein el analisis de la expresion de las moléculas del procesamiento antigénico
en tumores de estas pacientes encontramos que TAP 1, TAP 2 v LMP-10
estuvieron ausentes en un 37, 43, v 47% respectivamente, ademas de que estas
pacientes presentaron una baja frecuencia de las asociaciones alélicas antes

mencionadas.
Lo que nos permite sugerir que las asociaciones alélicas: HLA-B39, -B35, -A3,

-A24 y —A\1 con el alelo HLA-Cw7 v los alelos HLA-A1 v B39 con HLA-

Cw4 pueden ser protectoras contra ¢l CaCu.
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11. PROPUESTAS

De acuerdo a lo encontrado en el presente trabajo se sugiere que las asociaciones
alélicas HILA-B39, -B35, -A3, -A24 y —Al con el alelo HLLA-Cw7 y los alelos HLA-
Al y -B39 con HLA-Cw4, pueden ser protectores contra el desarrollo de Cancer
Cérvico-uterino. Por tanto, si el desarrollo de CaCu esta asociado etiologicamente
con la infeccion por VPH y las proteinas virales con mayor potencial antigénico
corresponden a las de la capside (L1 y L.2) y a las oncogénicas (6 y E7), entonces
seria de gran relevancia buscar péptidos antgénicos de estas proteinas especificas
hacia esos alelos, para ser utilizados como vacunas en pacientes con CaCu y en

personas con riesgo de padecerla.
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12. ANEXOS

Tabla 12.1

Datos de Pacientes con CaCu.

PACIENTE TIPO DE ESTADIO
TUMOR CLINICO HAPLOTIPO HALA CLASE |
(E. G
1 Ca. Epidermoide 1B A2, B35, AG8, B48.Cw4
2 Adenocarcinoma 118 A3,B7,Cw3,A24 B50(21),Cw3
3 Ca. Epidermoide 118 A1,B8,Cwl,A36, B60(1),Cwl
4 Ca. Epidermoide IIB A24(9), B35, Cwl, A28, B15, Cwl
3 Ca. Epidermoide IB1 A2, B39, Cw3, A2, B60, Cw3
O Ca. Epidermorde 1B A2, B33,A2, B35
7 Ca. Epidermoide B A31, B33, A28, B48
8 Ca. Epidermoide B2 Al, B8, A24(9), B44(12)
9 Ca. Epidermoide ITA A2, B65(14), Cw7, A33(19), B50(21), Cw8
10 Ca. Epidermoide B2 A2, B38(16),Cw3, A2, B60(40), Cw3
I Adenocarcinoma T A3, B38,Cwd, A1, B35, Cwd
12 | Ca. Epidermorde IB2 A2, B33, Cw4, A2 B35,Cw4
|
13 Adenocarcinoma 1B1 A2, B65(14), Cw8, A28,B39(16), Cw7
14 Ca. Epidermorde ITA A2 B35, Cw4,A3,B41,Cw7
15 Ca. Epidermorde ITA A2,B39(16)Cw7,A2, B4l Cw7
|

16 | Ca. Epidermoide 1B A2, B35,Cwl0,A31,B38 Cw10
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PACIENTE TIPO DE ESTADIO
TUMOR CLINICO HAPLOTIPO HALA CLASE |
EQ
17 Ca. Epidermoide 1B A2,B39(16)Cw7,A2, B51(5), Cw3
18 Ca. Epidermoide 1B A2 B7,Cw7, A23 B51, Cw3
19 Ca. Epidermoide VA A2, B48, Cw7, A28, B51, Cw3
20 Ca. Epidermoide B2 A2 B35, Cw4, A23 B50,Cw6
21 Ca. Epidermoide 1B A2, B41, Cw9, A28, B62, Cw9
22 Ca. Epidermorde 111B A24, B46, A28, B4s
23 Ca. Epidermoide 1B A31, B35, Cw10, A28, B15, Cwl10
24 Ca. I1B A2, B35, A28, B6O
Adenoescamoso
Ca. 1B A2, B34, A24, B45
25 Adenoescamoso
Ca. Epidermoide 1B A23, B35,Cw4, A32B50, Cw4
26
Ca. Epidermoide 113 Al, B35,A29 B44
27
Ca. Epidermoide 1B2 A28, B65,Cw3, A33, B6L, Cw3
28
Ca. Epidermorde 1B A28, B35,Cw4, A24, B35, Cwd
29 |
Ca Epidermoide | 1B | A30. BIS, Cw7, A28, B38(16) (39).Cw7
30 |
Ca. Epidermoide 1B AZ2B42,Cw7,A30,B42.Cw7 |
31 *
Cervicitis cronica IIB A2 B35,Cw4, A2 B49,Cw7
32
Ca. Epidermoide 1B A2,B50,Cw2 A2 B27.Cw2
33
Adenocarcinoma 1B1 A3.B13,Cw4 A30,B35,Cwi
34
Ca. Epidermoide 1B1 A2,B35,Cw3,A24 B40,Cw4
35
Ca. Epidermoide 11B A2B35,Cw4,A24 B27 Cw2
36




PACIENTE TIPO DE ESTADIO HAPLOTIPO HALA CLASE T
TUMOR CLINICO
(E.C)
Ca. Epidermoide |  IIIB A31(19).B52(5)Cw9,A2,B44(12),Cw6
37
38 Ca. Epidermoide IB1 A2,B44 Cwd,A33, Bwd Cwd
Ca. Epidermoide 1B AZ,B35,Cw4,A31,Bw6,Cwd
39
Ca. Epidermoide In situ A2,B35,Cw4,A2,B39(16).Cw4
40
Adenocarcinoma 1B A2,B48, A28 B39
velloglandular
4 invasor
Ca. Epidermorde 1B1 A31,B61,Cw3 A32B51,Cw3
42
Ca. Epidermorde 1B A2 B62,Cwl A3B7.Cw7
43
Ca. Epidermotde 1A A2,B55(22),Cw4,A28,B835 Cwd
44
Ca. Eprdermmde 1B A2.B51,A28B15
45 _
Ca. Epidermoide 1B ALBE.Cw7 A31LB35 Cwd
46
Ca. Epidermorde 1B A2.BE.Cw7, A30,B18,Cws
47
Ca. Epidermoide 1B A2BI3.Cw6, AL B8, Cw6
48
Carcinoma 1B A28,B35,Cw4 ATLBOI(H0),Cw3
49 Epidermorde
A24B35.Cw,A31,B39.Cwl
50 NP NP
51 NP NP A2B35,Cw4,A24 B35, Cwd
5 - o A2.B35 Cw4 A24(9) B35 |Cwd
53 NP NP A2B35,Cw3.A34(10),B49(21).Cw3
54 NP B1 A2,B62(13).Cw3,A28 B65(14),Cw8
= P i A28,B35.Cwh,A24(9) B35.Cwl
5 N = A31(19),B39(16),Cw7,A28 B37,Cw?
57 NP B2 A2.B4H A3 B6L
CaCu clilis A2.B62,A68(28) B51
gigantes no
54 queratinizantes IB1
- - _ 2B O AT
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PACIENTE TIPO DE ESTADIO HAPLOTIPO HALA CLASE [
TUMOR CLINICO
(E.C)
60 NP 1IA Al1,B52,A24 B39
A2,B39,Cw8 AGE(28),B64,Cw8
61 NP 11B
A2,Cw10,A2,B60,Cw10,A2B62,Cwl
62 NP 111B
A24(9),B60(40),Cw3,A11,B55(22),Cw3
63 NP
64 NP 1B A1B8,Cwl,A68(28),B75,Cwl
A2,B35,Cw4,A24(9),B35,Cwd
65 NP 1B1
i X — A2,B48,Cw10(3),A2,B7,Cw10
67 NP 1IB A2.B51,(5),Cw3,A24(9),B39(16),Cw3
& -~ — A31,B65(14)A28,B39(16)
69 NP LIB A2.B35,Cw4,A68(28),B39(16),Cw10
e = - A29(19),B44(12).Cw4,A29,B44,Cwd
71 NP 1B A28,339,Cw7,A28,B39,Cw7
- - KE A31(19),B39,A11,B53
73 NP 1B A28, B35,Cw4,A28,B53,Cw4
74 NP B AZ,B44,Cw3,A2,A31,B39,Cw3
75 = Kip A24,839,Cw3.A31,B60,Cw3
76 NP 1B A28, B4 Cw4, A23 B51,Cwd
- - - A2.B75(15)Cwl (1),A30(19),B65(14).Cw 1
28 - i A29,B45,Cw6,A24 B51(5).Cwo
79 NP 11IB A2B13,Cw4,A30(19),B35,Cw4
80 NP B2 A28,B39,Cw6,A2,B65(14)Cwh
81 NP IB1 A2 B35,Cwd,A2,B39,Cwd
82 NP 11B2 A2B35,Cw4,A24,B39,Cw7
83 NP 1A A24,B35,Cw3,A29(19),B44(12), Cw3
£
A31(19), B61 (40), Cw3, A24 (9), B35, Cwd
84 NP B
85 NP A28, B38 (16), Cw 7, A30(19), B35, Cw4
86 NP 1A A2, B35, Cw4, A3, B39(16), Cw7
A2 B35, Cwl, A24 (9), B35, Cwd
87 NP B
’L a8 NP 1B A2, B35, Cw, A3, B35, Cw7
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PACIENTE| TIPODE |ESTADIO
TUMOR CLINICO HAPLOTIPO HALA CLASE 1
(E.C)
A2, B62(15), Cw3, A11, B7, Cw7
89 NP IB1
% NP i AL B, Cw7, A24 (9), B35, Cwd
A2, B35, Cwd, A24 (9), BT, Cw7
91 NP IB
Al B8, Cw7, A2, B62(15), Cw7
92 NP 1118
93 — i A3,B65(14),Cw5,A30(19),B44(12), Cw5
o4 NP i A2,B35,Cw4,A23,B51(5),Cwd
05 NP 1A A28,B39,Cw7,A28,B61(40),Cw3
= NP . A2,B39(16).Cw3,A31(19).B60,Cw3
97 NP A2,B51(5),Cw7,A26(10),B49(21),Cw7
93 NP e A2,B35,Cw4.A29(19).B51 Cwi
99 NP i A2,B60(40),Cw3,A2,B60.Cw7
100 P - A28,B60(40).Cw3,A24(9),B60,Cw3

NP Dato No Proporcionado

Tabla 12.2 Datos de donadoras sanas.

Donadora Edad Haploupos HLA Clase 1
1 22 ALBRCw7 A2,B35,Cwd
2 25 AT1B35 Cw4 A2,B39(16),Cw7
3 22 ALB49(21).Cw6,A2,B27,Cwi
4 36 A11,B33,Cwd A2 B16,Cw7
5 29 A28,B39(16),Cw7.A28 B60(40),Cw3
6 18 A2,B52(5),Cwl1,A2,B62(15),Cw3
7 29 A1LB15.Cw2,A2,B63(15),Cw7
8 24 A2,B62(15),Cw3,A28 B39(16),Cw7
9 39 A1B8,Cw3,A2.B39(16),Cw7

. S B
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Donadora Fdad Haplotupos HLA Clase |
10 53 A1,B49(21),Cw7,A28,B60(40),Cw3
1 66 A2,B35,Cw4,A11,B64,B65(14),Cwd
12 77 A2,B62(15),Cw3,A24(9),B62,Cw3
13 28 2 B35,Cw4,A29(19),B7,Cw4
14 29 A2,B35,A68,B15
15 20 A1,B49(2),Cw7,A28,862(15),Cwl
16 35 A2,B35,Cw4,A24(9),B48 Cw4
17 18 A2,B35,Cw4,A24(9),B48,Cw8
18 21 A2,B35,Cw4,A68(28),B39(16).CwT
19 40 A3,B38(16),Bw3,A3,B55(22),Cw3
20 12 A2,B44(12),Cwd, A24(9),B35,Cvd
21 21 A3,B35,Cw4,A2,B39(16),Cwd
2 37 A2,B39(19),Cw7,A31(19),B44(12),Cw5
23 43 A2,B35,Cw4,A28 Bo0(40),Cw3
2 38 A2B62(15),Cw3,A2.B39(16).Cw7
25 40 A2.B39(16),Cw7,A28,B48,Cw8
26 36 A1,B8.Cw7,A32(19),B60(40),Cw3
27 43 A2,B35,Cw4,A28, B35 Cwi
28 14 A2,B60(40),Cw7 A28 B48,Cw7
29 19 A1,B8.Cw3,A2,B62(15),Cwl
30 39 A2,B27,Cw1,A24(9),B35,Cw!
31 45 A24(9),B35,Cw4, A28, B39, Cw7
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70

Donadora - Fidad Haploupos HLA Clase 1
32 44 A1,B49(21),Cw4,A23(9),B41,Cwi
33 Y A2,B62(15),Cw1,A2,B39(16),Cw7
34 49 A2,B48,Cw7,A24(9),B62(15).Cw1
35 10 A2,B35,Cwd,A3,B49(2),Cw7
36 56 A2,B51(5),Cw7,A24(9),B39(16).Cw7
37 40 A2,B62(15),Cw3,A24(9),B21,Cw3
38 36 A1,B8,Cw7,A24(9),B35 Cw4
39 16 A24(9),B60(40),Cw4,A31(19),B35,Crwd
40 8 A28B35,Cw3.A11,B62(15),Cwl
. “29 A2,B60(40),Cw3,A11,B35 Cwvd
12 54 A23(9),B39(16,Cw7,A24(4),B48,Crv 7
3 4 A24(9),b51(5).Cwd, A34(10),B51(5),Crd
4 35 A3,B62(15),Cw3,A24(9),B48,Cw3
15 28 A28,B35,Cw4,A3,839,Cwid
46 73 A24(9),B35 Cwd,A29(19),B44(12) Cwd
47 58 A2,B16(40).Cw3,A24(9),B61(40),Cw3
48 42 A2B41,Cw7,A24(9),B35,Cw3
49 34 A2,B35 Cwd A29(19),B7,Cw7
50 38 A2,B39(16),Cw7,A24(9),B39,Cw7
51 25 A3,B35,Cw4,A31(19),B39(16).Cw3 |
52 18 A31(19),B39(16),Cw3,A28,B51(59),Cwd
i _;" N i A2B4921).CwT, A28 BIV(16),CwT |



Donadora Edad Haplotipos HLA Clase 1
54 39 A1,B35,Cw2,A30(19),B18,Cw5
55 49 A2,B51(5),Cw7,A2,B49(21),Cw7
56 30 A2,B44(12),Cw5,A24(9) B39(19),Cw5
57 65 A2,B35A2B35
58 29 A26(10),B38(16),Cw4,A2,B38, Cwé
59 57 A2,B35,Cwd4,A28 B35 Cwl
60 25 A2,B52(5),Cw3,A24(9),B45(12),Cw3
61 30 A28,B60(40),Cw3,A31(19),B52(15),Cw4
62 28 A2,B51(5),a29(19),B44(12)
63 23 A2,B39(16),Cw7,A24(9),B35,Cwl
64 42 A24(9),B38(16).Cw7.A31(19,B35,Cw4
65 18 A1BB.Cw7 A2 B8 Cwd
66 54 A2,B62(15),Cw1,A28,B35,Cwd
67 28 A24.B48,Cwd A23 1335, Cwd
68 27 A3B35,Cwd, A28,B39(16),Cw4
69 47 A24(9),B55(22),Cw3,A11,B35,Cw4
70 29 A24,09),B7,Cw7,A2,B35,Cd
71 37 A2,B51(5),Cw3.A3.B13.Cw3
72 62 A24(9),B48,Cwd,A11,B35,Cwd
73 40 A1,B35,Cw4,A31(15),B35,Cw2
74 51 A31(19).B35,Cw7,A32(19),B41,Cw7
75 20 A68(28),B39(16).Cw4.A29(19),B44(12).Cwi
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Donadora [Edad Haploupos HLA Clase |
76 36 A24(9),B60(40),Cw3,A24,B60,Cw3
77 NP A2,B51(5),A68(28),B39(16)
78 42 A2,B35,Cw4,A2 B 35Cwd
79 25 A2,B35,Cw4,A31(19),B39(16),Cw7
80 23 A2,B60(40),Cw6,A24(9),B49(21),Cw6
81 21 A2,B39,Cw7,A24,B39,Cw7
82 25 A2,B39(16),Cw7,A31(19),B51(5),Cw7
83 26 A24.B39(16),Cw7,A2,B35,Cw4
84 37 A24(9),B35,Cw4.A31(19).835,Cw4
85 46 ALB8.Cw7,A2 B35 Cwd
86 35 ALB52(5),A1,B18
87 30 A2,B35,Cwd4 A31(19),B35,Cwd
88 44 A1LB7.Cw7,A2,B51(5),Cw3
89 36 AZB62(15),A24.B62
90 34 ALBI921).Cw7,A31,B35.Cwd
91 35 A2,B35,Cwd A28 B51(5),Cw3
92 2 A2,B35,Cw4,A68(28),B61(40),Cw3
93 22 A2,B39(16),Cw7,A28,B39(16).Cw1
94 41 A2, BB(Bwo6),Cw4,A28 B35(11),Cw7
95 23 A2B62,Cwl A24,B61.Cw3
96 32 A2.B62,Cwl,A26,B38,Cwl
97 33 A2B39(16).Cw4,A31(19),B39(16).Cw3




Donadora IEdad Haploupos HLA Clase |
98 20 A2B39(16),Cw7,A24(9),B35,Cw4
99 54 A2,B39(16),Cw4,A32(19),B51(5),Cw3
100 32 A2,B62(15),Cw1,A2,B56(22) Cwl
NP Dato No Proporcionado
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13. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

CaCu Cancer Cérvico-uterino

CIN Neoplasia Cervical Intraepitelial

CTL Linfocitos T Citotoxicos

DNA Acido Desoxiribonucléico

ENO Epitelio Normal

HFE Probable Gen de la Hemocromatosis

HLA Antgeno Leucocitario Humano

IFN-y Interferon Gamma

IL Interleucina

LMP Subunidades Cataliticas del Proteasoma, codificadas por genes del MHC
LSP Linfocitos de Sangre Periférica

MAGE Genes Asociados al Melanoma

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad
MIC Moléculas Asociadas al MHC Clase I

NK Células Asesinas Naturales

OP Orden de Proporcionalidad

PA28 Molécula Actvadora del Proteasoma.

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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RE Reticulo Endoplasmico

RM Razén de Momios

RNA Acido ribonucléico

RNAm Acido Ribonucléico mensajero

RT Retro Transcripcion

SCCC Cancer Cervical de Células Escamosas

SFB Suero Fetal de Bovino

TAP Transportadores Asociados al Procesamiento Antigénico

VPH Virus del Papiloma Humano
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