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ABREVIATURAS.

ADN Acido desoxiribonucléico.
CaCu Cancer Cérvico-Uterino.
CPA Célula presentadora de antigenos
CTL Linfocito T Citotdxico.
Da Daltones.
HGSIL Lesién itraepitelial escamosa de alto grado.
HLA Antigeno Leucocitario Humano.
HPV Virus de Papiloma humano.
IFNy Interferén gamma.
IL-2 Interleucina 2.
LCR Regiones Largas de Control.
LHSIL Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado.
MHC Complejo Mayor de histocompatibilidad.
NIC Neoplasia Intraepitelial.
NK Células asesinas naturales.
PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
RE Reticulo endoplasmico.
SFB Suero fetal de bovino.
TAP Transportadores Asociados al Procesamiento de Antigenos.
TCR Receptor de Células T.
VAA Variante Asiatico-Americana.
VE Variante Europea.
B2m Beta 2 microblobulina
ABREVIATURAS DE LOS AMINOACIDOS.
A Alanina. M Metionina.
B Aspargina. N Asparagina.
C Cisteina. P Prolina.
D Aspartato. Q Glutamina.
E Glutamato. R Arginina.
F Fenilalanina. S Serina.
G Glicina. T Treonina.
H Histidina. \% Valina.
1 Isoleucina. T Triptofano.
K Lisina. Y Tirosina.
L Leucina. z Glutamato.
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RESUMEN.

El cancer cérvico-uterino (CaCu) se asocia con la infeccién de virus de papiloma
humano (HPV) en el 99.7% de los casos. Dado que distintos tipos de HPV han demostrado
tener capacidades oncogénicas diferentes, es razonable pensar que las variantes de] HPV
pueden tener diferentes capacidades oncogénicas. Esto sugiere que las variantes intratipicas
de los HPVs pueden conferir un riesgo diferencial en la enfermedad cervical.

El presente trabajo se realizé con la finalidad de evaluar las capacidades antigénicas
de péptidos homodlogos derivados de la variante Europea (VE), y la variante Asiatico-
Americana (VAA), de la proteina E6 del HPV 16, a partir de linfocitos de sangre periferica
(LSP) de pacientes con CaCu utilizando técnicas de proliferacién in vitro y citotoxicidad;
fueron usados dos péptidos derivados de la VAA: KLPHLCTEL y KISEYRYYC, y sus
contrapartes de la VE: KLPQLCTEL y KISEYRHYC.

Se utilizaron un total de 18 muestras de pacientes con diferentes estadios clinicos de
CaCu y positivos para €] alelo HLA-A0201, encontrando que linfocitos de sangre periférica
desde estadios tempranos como NIC I, hasta estadios muy avanzados de la enfermedad,
muestran mayores indices de proliferacién con los péptidos derivados de la VAA que con
los de la VE.

Ademas, el péptido KISEYRYYC, induce la mayor proliferaciéon de LSP, que su
contraparte Europea, la cual induce una proliferacion de LSP comparable con la obtenida
con el péptido derivado de la matriz de Influenza A: GILGFVFTL. El péptido
KLPHLCTEL también indujo una mayor proliferacién que su contraparte Europea.

La mayor capacidad de los péptidos analizados para generar una respuesta
citotoxica in vitro, se encuentré en el péptido KLPHLCTEL derivado de VAA. Esto apunta
a que la VAA, es mucho mas antigénica que la VE. Lo anterior sugiere que el cambio de un
aminoacido en los determinantes antigénicos, otorga diferencias antigénicas entre las
variantes intratipicas de las proteinas del HPV.

Estas diferencias antigénicas son importantes debido a que en México las variantes
VAA y VE se encuentran en proporciones casi iguales, lo cual debe ser considerado en
nuevos protocolos de inmunoterapia con el uso de epitopos adecuados del HPV.



INTODUCCION.

El cancer es una enfermedad que produce un crecimiento celular incontrolado. Dado
que la naturaleza multifactorial esta involucrada en la génesis del padecimiento, su alta
morbilidad y mortalidad no han disminuido, en los tltimos afios.

El cancer cérvico-uterino (CaCu) se asocia con la infeccién de virus de papiloma
humano (HPV). La edad promedio para el desarrollo del CaCu es aproximadamente 50
afios; sin embargo, puede afectar a mujeres de hasta 20 afios de edad o incluso menores. El
CaCu es esencialmente una enfermedad de transmision sexual. El riesgo esta inversamente
relacionado con la edad del primer contacto sexual, y directamente con el nimero de
compafieros sexuales a lo largo de la vida.

Por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), identificaron
que el CaCu, se asocia en el 99.7% de los casos de HPV. De la familia de los HPVSs se han
clasificado en alto y bajo grado de riesgo oncogénico. Los tipos 16 y 18 son tipos de alto
riesgo, ademas son los tipos més comunes en México.

Se ha encontrado que diferentes HPV, han demostrado tener capacidades
oncogénicas diferentes, es razonable pensar que las variantes intratipicas del HPV pueden
tener diferentes capacidades oncogénicas. Esto sugiere que las variantes pueden conferir un
riesgo diferencial en el desarrollo de la enfermedad cervical.

Por ofro lado, en investigaciones realizadas en la década de los 80's, se
descubrieron los mecanismos de la generacién y presentacién de antigenos restringidos al
complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC-I). Diferentes moléculas
participan en este complejo proceso: el proteasoma, unidad multicatalitica citosdlica
generadora de péptidos antigénicos a partir de las proteinas sintetizadas intracelularmente;
el heterodimero TAP dependiente de ATP, transportador asociado con el procesamiento de
antigenos, translocando péptidos del citosol al reticulo endoplasmatico (RE). Diferentes
moléculas chaperonas ubicadas dentro del RE como la calnexina, la calreticulina, proteinas
de unién proteina — proteina como Bip, ER60 y la tapasina, estabilizan a las moléculas de
MHC-I dentro del ensamblaje y cargado de péptidos dentro del RE.

La comprensién de los pasos necesarios para el reconocimiento de células
tumorales por linfocitos T citotéxicos (CTLs), fue facilitado por el descubrimiento del
papel fundamental del antigeno de leucocitos humanos (HLA) de clase I, en este proceso.

Las moléculas de clase I de HLA se unen a péptidos generados de proteinas
endégenas por la maquinaria del procesamiento de antigenos que presentan estos péptidos
en la superficie de las células a los linfocitos T.



De tal manera, en este estudio evaluamos las capacidades antigénicas de los
péptidos homdlogos derivados de la variante Europea (VE), KLPQLCTEL y KISEYRHYC
y la vanante Asiatico-Americana (VAA), KLPHLCTEL y KISEYRYYC, de la proteina E6
del HPV16, a partir de linfocitos de sangre periferica (LSP) de pacientes con CaCu
utilizando técnicas de proliferacién in vitro y citotoxicidad.

Se utilizaron un total de 18 muestras de pacientes con diferentes estadios clinicos de
CaCu y positivos para el alelo HLA-A0201, encontrando que linfocitos de sangre periférica
desde estadios tempranos como NIC I, hasta estadios muy avanzados de la enfermedad,
muestran mayores indices de proliferacién con los péptidos derivados de la VAA que con
los de la VE.

Ademas, el péptido KISEYRYYC, induce la mayor proliferaciéon de LSP, que su
contraparte Europea, la cual induce una proliferacién de LSP comparable con la obtenida
con el péptido derivado de la matriz de Influenza A: GILGFVFTL. El péptido
KLPHLCTEL también indujo una mayor proliferaciéon que su contraparte Europea.

La mayor capacidad de los péptidos analizados para generar una respuesta
citotoxica in vitro, se encuentrd en el péptido KLPHLCTEL derivado de VAA. Esto apunta
a que la VAA, es mucho mas antigénica que la VE. Lo anterior sugiere que el cambio de un
aminoacido en los determinantes antigénicos, otorga diferencias antigénicas entre las
vanantes intratipicas de las proteinas del HPV.

Estas diferencias antigénicas son importantes, dado que en México se encuentran en
proporciones casi iguales, lo cual debe ser considerado en nuevos protocolos de
inmunoterapia con el uso de epitopos adecuados del HPV.
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MARCO TEORICO.
Céancer Cérvico-Uterino.

El cancer es un fenémeno de autodestruccién en personas, animales o plantas. El
término cancer deriva del vocablo latino cancer y su diminutivo cancriculus, que significa
cangrejo, animal perteneciente a la familia de los crusticeos. La analogia del término esta
basada en la capacidad de fijacién de los crusticeos hacia lo que los rodea. En todas las
formas de cancer hay una predisposicién genética que es el resultado de una inadecuada
actividad de ciertos genes. Esos genes pueden alterarse por mutacién o por agresién de
diferentes virus. En los cambios genéticos que causan céncer participan dos categorias de
genes: los protooncogenes / oncogenes y los genes supresores de tumor'.

Los cambios de protooncogenes a oncogenes ocasionan que una célula normal se
transforme en maligna por una sobre-expresién de los productos génicos, cambios en las
" bases de los nucledtidos, translocaciones cromosémicas y aumento en el nimero de genes.
El papel normal de los genes supresores de tumor es prevenir el cancer. La inactivacion o la
supresion de estos genes favorece el desarrollo del cancer. El proceso de transformacion de
una célula normal a una célula cancerosa, es una secuencia de alteraciones celulares que
perturban un tejido estableciendo una lesién premaligna que acaba por establecer una
hiperplasia que se transforma en neoplasia y culmina con invasién y metastasis'.

El cancer cérvico-uterino (CaCu), es la tercera neoplasia maligna ginecoldgica mas
frecuente a nivel mundial. FIGURA 1. La edad promedio para el desarrollo de cancer cervical
es aproximadamente 50 afios; sin embargo, puede afectar a mujeres de hasta 20 afios de
edad o incluso menores. Cerca del 1% del total de canceres cervicales aparece en mujeres
embarazadas, o que lo han estado recientemente'" .



FIGURA 1. Frecuencia mundial de céncer en la mujer. (Tomado de Apgar. Brotzman.
Colposcopia Principios y pricticas. Barcelona: Masson, S.A. (2003) pp 3

Nomenclatura.

Las alteraciones del epitelio metapldsico anormal han sido motivo de numerosas
clasificaciones y terminologias. Una primera nomenclatura es la que se incluyen a las
displasias leve, moderada o severa que se refieren a lesiones precancerosas y que culminan
con el carcinoma in situ, llamada clasificacion Reagan. Una segunda nomenclatura para
referirse a los mismos cambios se expresa como neoplasia intraepitelial (NIC) (en lengua
inglesa=CIN Cervical intraepithelial neoplasia): NIC I: displasia leve; NIC II: displasia
moderada y NIC III: displasia severa-carcinoma in situ, llamada clasificacion Richart. Una
tercera nomenclatura es la que se conoce como sistema Bethesda: 1) lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado LGSIL (Low grade squamous intraepithelial
lesion)en donde se combinan las alteraciones celulares por el virus del papiloma humano
(codomm)yhduphmbve(NlCD.yz)lmmtumwlmhsmmomdeam
grado HGSIL (High grade squamous intraepithelial lesion), dende se engloban las
displasias moderadas (NIC 1) y las displasias severas y el carcinoma in situ (NIC II)"%.

La Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia ubica al carcinoma
mmmmmmmmavwdoendosm IA1 y IA2. FIGURA 2, TABLA
"

El CaCu es esencialmente una enfermedad de transmision sexual. El riesgo esta
inversamente relacionado con la edad del primer contacto sexual, y directamente con el
numero de compaiieros sexuales a lo largo de la vida. El riesgo también aumenta si los
varones compafieros sexuales han tenido contacto con mujeres con




TABLA1
CLASIFICACION DE LAS ETAPAS CLINICAS DEL CANCER
DEL CERVIX. FIGO 1994

ETAPA CARACTERISTICAS
I Carcinoma estrictamente confinado al cervix
1A Carcinoma visible solamente al microscopio.
Cuello aparentemente sano. Los cuellos con
lesion visible seran IB
IA1 Microinvasion hacia el estroma no mayor de
3 mm en profundidad ni mayor a 7 mm en
extension lateral

A2 Microinvasion hacia el estromaentre 3y 5
mm y lateral hasta 7 mm

1B Tumor visible confinado al cérvix o
preclinico mayor a 1A

1B1 Tumor limitado al cérvix hasta de 4
centimetros

B2 Tumor limitado al cérvix mayor de 4
centimetros

1] El carcinoma se extiende mas alla del cérvix
pero no llega a las paredes de la pelvis ni al
tercio inferior de la vagina

A No hay invasién parametrial
1B Si hay invasién parametrial

1] El tumor se ha extendido a las paredes de
la pelvis. Por tacto rectal no hay espacio
entre el tumor y la pared pélvica. El tumor
se ha extendido hasta el tercio inferior de la
vagina. Todos los casos con hidronefrosis o
con rifion funcionalmente excluido

A No hay invasién hasta la pared de la pelvis
pero si llega al tercio inferior de la vagina
ne Hay extension hasta la pared pélvica. O hay
hidronefrosis o rifién excluido debido al
tumor
| v El tumor se extiende mas alla de la pelvis o

ha invadido hasta la mucosa de la vejiga, o
del recto o de ambos

IVA El tumor se extiende a los érganos pélvicos
vecinos
VB El tumor se ha extendido a érganos

distantes de la pelvis

Tomado de Gonzéilez — Merlo. Ginecologia oncolégica. 2°. Barcelona: Masson, S. A.
(2000). p 19.
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Virus de papiloma humano (HPV).

SccomquehpuincipalcmsachaCueselvimsdelpapﬂomﬂhmaqo.que
pertenece a la Familia Pamﬁﬁdae.Elnombtcdeestafamﬂiasc_inlcgréapaﬂ:udeS
virusconeapecidadesonmgé:ica:clvirusdelpapilomahummoyammal(Pa),elvnusdel
polioma de raton (Po) y algunos virus vacuolizantes (Va), como el SV40 de monos. La
familia Papovaviridae contiene 2 géneros: Papillomavirus y Miopapavavims’ =

Losvﬁusdzlgﬁuongg‘Homvimssonpoqmﬁm,midenahededorde.SS
nandmetros de dizmetro, ADN bicatenario, capside de 72 capsomeros, simetria icosaédrica
ymmmmrtwma.mmwmwmmmm
que los anteriores, ya que su didmetro es alrededor de 40 nanémetros; pero el resto de
caracteristicas son las mismas, del otro género, este género comprende los virus del
po!yonuﬁpmvﬁmﬂk,vinnJC,ybsvhmvmlMsmoclmSVw’.

El vius JC produce encefalitis destructiva (leucoencefalopatia multifocal
progresiva: PMLE) en pacientes inmunocomprometidos. El virus BK es causante de
infecciones muy frecuentes desde la nifiez, se aisla a partir de orina; sin embargo no se ha
demostrado que ocasione enfermedades graves en el 4

Los virus de HPV son comiinmente transmitidos sexualmente. Mas de 80 diferentes
genotipos de HPVs han sido descritos; los tipos involucrados en la etiologia de cancer
cervical son predominantemente los HPV tipos 16 y 18 y menos frecuentemente los tipos
31, 33, 35 y 45. Estos tipos de HPV son considerados virus de alto riesgo para el desarrollo
de cancer cervical, y el ADN viral de estos tipos puede ser detectado en >99.8% de todos
los carcinomas cervicales. En el mundo, 50% de los tumores estan relacionados al HPV
tipo 16 y en una porcion del 14% por el HPV 18. Sin embargo, el tipo 18 predomina en
mujeres de A;uéa, también como en ciertos adenocarcinomas y carcinomas
adenoescamosos.™

FIGURA 3 Modelo tridimensional del HPV y fotografia de barrido electrénico del HPV.
(Tomado de Henderson L. E. Three — dimensional model of HPV. The PRN notebook,

vol 6 No. 6 September (2001). Physicians Research Network Inc. www.prn.org).

Recordemos que el CaCu es el segundo cancer ginecologicomas frecuente en la
mujer a nivel mundial y es el principal cincer en paises en vias de desarrollo. En México es
el cancer més comin en la mujer’ .



La infeccion con tipos especificos de papilomavirus genital humano es el principal
factor de riesgo para desarrollar cancer y sus lesiones precursoras, y aunque es el principal
factor no es suficiente para el desarrollo de CaCu. También se sabe que los HPVs que
producen cancer cervical son sexualmente transmitidos'*"”.

Mas de 80 tipos diferentes de HPV han sido genéticamente secuenciados, y
alrededor de 40 — 50 tipos diferentes infectan el tracto genital®®?®.

Los tipos de HPV que producen cancer cervical han sido clasificados: en bajo
riesgo, (los cuales se han encontrado principalmente en verrugas genitales), y los de alto
riesgo, (encontrados frecuentemente asociados con cancer cervical invasivo y con canceres
anogenitales)®® .

En un estudio realizado a nivel mundial encontraron que de los 40 tipos que
afectan el tracto genital: 15 tipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73, 82), son referidos como de alto riesgo oncogénico, para indicar la probabilidad de la
progresién maligna después de la infeccién. De riesgo intermedio encontraron 3 HPVs (26,
53, 66), y de bajo riesgo 12 HPVs (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108) y de
riesgo indeterminado fueron 3 HPVs (34, 57, 83)7.

Mediante la tipificacién del papilomavirus infectante, por técnicas como
hibridacidn, se sabe que los tipos de HPV 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35 se encuentran en el
95% de las muestras con carcinoma de células escamosas®’; ademas, en el 93% de casos de
céncer invasivo a nivel mundial el ADN de HPV encontrado es predominantemente de los
tipos 16 y 18?* % También en el Estudio Biolégico Internacional de Céncer Cervical (The
International Biological Study of Cervical Cancer [IBSCC]) reporté que el ADN del HPV
es detectado en mas del 93% de canceres invasivos a nivel mundial.

Se han encontrado dos formas del CaCu: el adenocarcinoma y el carcinoma de
células escamosas, y mientras que la infeccién con HPV es requerida para ambas formas de
la enfermedad, la distribucién es diferente. En un estudio realizado por Mufioz”’ en el 2003,
se encontré que el 94.4% de las pacientes estudiadas tenian carcinoma de células
escamosas, y el 5.6% presentaba adenocarcinoma.

El HPV16 es el tipo mas frecuente involucrado en el desarrollo de carcinoma de
células escamosas (50% de los casos)’’, mientras que el HPV16 y el 18 juegan un papel
primordial en el desarrollo de adenocarcinomas. El adenocarcinoma es biolé%icamenle mas
agresivo y tiene un peor diagnéstico de sobrevida que el de células escamosas®" %2,

Por otro lado, se sabe que el HPV codifica sélo entre 6 y 10 genes y que los demas
factores necesarios para la produccién de los papilomavirus, incluyendo aquellos
involucrados en la transcripcion viral, transduccién y replicacion del ADN son provistos
por la célula huésped.

El genoma de todos los papilomavirus conocidos esta organizado en una forma
similar, e incluye marcos de lectura abierta (open reading frames [ORF]), una region



regulatoria 5’ no codificante (upstream regulatory region [URR]), también llamada la
region larga de control (long control region [LCR]). Esta regién contiene sitios de unién
para los factores de transcripcién también como un origen de replicacién del ADN?,

Tipicamente los genomas de los papilomavirus codifican a 8 productos en sobre—
empalme (ORF’s) los cuales son transcritos unidireccionalmente y agrupados dentro de las
funciones tempranas (E) y tardias (L)*.

Los genes tempranos estin expresados todo el tiempo dentro del ciclo viral,
mientras que los genes tardios solo son expresados durante la fase productiva en
queratinocitos diferenciados™.

En estadios tempranos de la infeccién por HPV se encontré que estas asociaciones
proteina — proteina alteran el ambiente celular, lo que permite la retencién del genoma viral
y crean un estado de inestabilidad gendmica, la cual ayuda a la transformacion celular.
Mientras que la integracion del genoma viral al hospedero, no parece ser esencial para la
progresion maligna puede contribuir a la desregulacién de la expresion de oncoproteinas
virales requeridas para la tumorigénesis™.

Todos los HPVs codifican genes que pueden ser clasificados dentro de 3 grupos™:

1) Proteinas regulatorias: E1 y E2 las cuales controlan la replicacién y
expresion viral™.

2) Proteinas que controlan el crecimiento celular: E6, E7, E5 por la interaccion
con pl05Rb, p53 y otras proteiras celulares™.

. 3) Proteinas estructurales: L1 y L2 que son los componentes de la capside del

virién™. .

La inmortalizacién celular debida a los HPV esta restringida a los tipos de alto
riesgo, y es inducida por la asociacién de las proteinas E6 y E7 con proteinas celulares, que
regulan el crecimiento celular™. La interaccién de E7 con la proteina supresora de tumores

Retinoblastoma (p105Rb) y la E6 con el supresor de tumores p53, juegan un papel principal
en estos procesos™".

La proteina E6 de los HPV de alto riesgo se une a la proteina p53 y promueve su
degradacion por la ruta de ubiquitina. Recientes estudios han identificado una interaccién
entre la E6 de HPV16 y presuntas proteinas de uni6n a calcio que pueden ser importantes
para la actividad transformante sobre p53*°.

La proteina E7 de los HPV de alto y bajo riesgo tienen entre 97-110 aminoacidos
de longitud. El carboxi terminal contiene motivos repetidos de C-X-X-C, requeridos para la
unién al dominio de zinc. Mientras que el amino terminal tiene 2 regiones conservadas de
CR 1 y 2. Estos dominios CR1 y CR2 son requeridos para la transformacién de
fibroblastos, inmortalizacién de queratinocitos, tambien como el bloqueo de TGFBﬁ.

Las proteinas E2, E4 y E5 de los papilomas, son importantes en varias funciones
virales, incluyendo la transcripcién y replicacion, interacciones con el citoesqueleto, e
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inmortalizacion;La funcién de E4 es destruir la matriz del citoesqueleto; la funcién de E5
se localiza en los compartimientos de la membrana celular donde posiblemente interacciona

con la sefializacién de los factores de crecimiento®® ' 7!,

Las funciones basicas de estas proteinas, ademas de las funciones de las
oncoproteinas E6 y E7 del virus del papiloma humano de alto riesgo, se resumen en la
TABLA 2 y 3. La organizacion del ADN del HPV y su integracién dentro del ADN de la
ceélula huésped, se explican en la FIGURA 4. Las funciones de las oncoproteinas E6 y E7 y su
interaccion con cada paso para permitir la inmortalizacién celular, se muestran en la FIGURA
5. Los controles sistémicos y de la célula huésped que interfieren con la progresién de la
proliferacién maligna inducida por el HPV, se marcan en la FIGURA 6 . Los factores
asociados y no asociados al HPV que contribuyen a la progresién maligna y los controles
sistémicos y de la célula huésped que interfieren con la progresién inducida por el HPV a
través de la proliferacién maligna, se exponen en la FIGURA 7.

TABLA2
FUNCIONES DE LAS PROTEINAS VIRALES
PROTEINA FUNCION
El Codifica a una helicasa para la replicacién episomal del virus.
E2 Regula la expresion temprana de los genes y facilita la replicacién del virus.
E4 Altera el citoesqueleto para facilitar la liberacién del virus.
E5 Altera el pH endosomal y el reciclamiento de los receptores de EGF a la
superficie celular.
E6 Inactiva la funcién de p53 e inhibe la apoptosis.
E7 Se une al pl05Rb y reactiva la sintesis del ADN del huésped
L1 Constituye el 80% de la capside viral
L2 Constituye el 20% de la capside viral
TABLA3

IDENTIFICACION DE LAS FUNCIONES DE LAS ONCOPROTEINAS E6 Y E7
DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO DE ALTO RIESGO.

ONCOPROTEINA VIRAL E6.

Inmortalizacion celular.

La asociacion de la proteinas E6 resulta en la degradacion especifica de las proteinas
de la célula huésped (p53).

Efecto antiapoptoético.

Desestabilizacién cromosomal.

Integracién e intensificacién del ADN fordneo y mutagenicidad.

Activacién de telomerasas.

{Bloqueo de las funciones del interferén?

(Continua)
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TABLA 6 (Continuacion).
ONCOPROTEINA VIRAL E7.
Activacion de las ciclinas Ey A

Inactivacion del retinoblastoma

Induccion de apoptosis

Inhibicion de los inhibidores ciclinas dependientes de cinasas

Integracion e intensificacion del ADN forineo y mutagenicidad.

{Degradacion de la tirosina cinasa BLK?

[ Tomado de zur Hausen H. Papillomaviruses causing cancer: evasion from host-cell control in
early events in carcinogenesis. J Natl Can Inst (2000); 92: 690-94.

L1 ~.  Apertura del anillo viral
durante la integracién.

Frecuentemente borrada ~ = '
durante la integracion g5 E4

FIGURA 4.
La organizacion del ADN del HPV y su integracion dentro del ADN de la célula huésped. £l genoma del
virus de papiloma humano contiene entre 6800 y 8000 pares de bases y esté dividida dentro de 8
marcos de lectura abierta. E6, E7, E1, E2, E4. E5 y L1 y L2. Codificando como proteinas tempranas "E” y
tardias "L". En el curso del desarrollo de cancer el ADN viral frecuentemente llega a ser integrado dentro
wm_mhm_m.MdMMsmmmhmmm
17 00 e et omte s LA ot ot
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Nature Reviews Cancer (2002); 2: 342-50).
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FIGURA 5

Funciones de las oncoproteinas E6 y E7 y su interaccion con cada paso para permitir la
inmortalizacion celular. La funcién de E6 para activar la telomerasa, y la cinasa SRC e inhibicion de
la p53 y BAK. E7 inhibe Rb lo cual libera la E2F y resulta en la sobreregulacion de INK4A pero E7
también inactiva a INK4A. En adicion E7 parece estimular las ciclinas "A y E"e inactiva a los
inhibidores de la ciclina dependiente de cinasa WAFI y KIPI. E6 y E7 sinergizan en la
inmortalizacion celular y la transformacién maligna: E6 inhibe la apoptosis que esta inducida por los
altos niveles de E2F y E7 protege a la proteina E6 de la inhibicion de INK4A. (Tomado de zur
Hausen H. Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical application. Nature

Reviews Cancer (2002); 2: 342-50).
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FIGURA 6

Controles sistémicos y de la célula huésped que interfieren con la progresién de la proliferacion
maligna inducida por el HPV. La progresién inducida por el HPV de células infectadas a lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL), a lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL),
a carcinoma in situ y cancer invasivo, esta determinada por la caida de los mecanismos de control.
Esto incluye un control intracelular que esta presumiblemente ejercido por los inhibidores de ciclina
dependiente de cinasa, una cascada de sefales paracrinas y una disminucion del control
inmunoldgico. El control paracrino es disparado por macréfagos y citocinas tales como el factor de
necrosis tumoral (TNF) y estd basado en la pérdida de la sintesis de interferén gamma (IFNy).
(Tomado de zur Hausen H. Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical
application. Nature Reviews Cancer (2002); 2: 342-50).

14



Factores de riesgo viral Tnfeccion Factores
*Tivo de : mutagénicos y
e , ait? HOSE0 derivados de
.Calga Vl]'ﬁll l estrogenos
«Variantes del virus
Persistencia del Sobreregulacion
ADN viral de la actividad
l viral y
amplificacion
LSIL de la persistencia
del ADN viral
Factores de riesgo no
relacionados al HPV HSIL [« | '
*No. de parejas sexuales l Tnestabilidad
*Mutagenos : — genémica
eFumar Carcinoma 1n situ inducida por
sInfecciones l el incremento de
1 7
*Hormonas . . . ;eﬁr:;?;
«Inmunosupresion Carcmoma mvasivo phasd-ain
*Predisposicion genética
FIGURA 7

Factores asociados y no asociados al HPV que contribuyen a la progresién maligna. Los factores
asociados y no asociados al HPV estdn descritos del lado izquierdo. Factores hormonales
(estrogenos y sus derivados) activan al promotor del HPV y facilitan la inmortalizacién de células
infectadas por el HPV. Agentes mutagénicos amplifican la persistencia del ADN viral. Los agentes
mutagénicos intensifican la progresion modificando la cascada de sefiales celulares que controlan la
persistencia del HPV, 6 dirige al incremento de la expresion de los oncogenes virales. Un aumento
del nivel de la expresién de los oncogenes de E6 y E7 resulta en un incremento de la inestabilidad
gendmica, lo que facilita la progresion de células infectadas a través de un crecimiento invasivo.
(Tomado de zur Hausen H. Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical
application. Nature Reviews Cancer (2002); 2: 342-50).
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Variantes del virus de papiloma humano.

Los papilomavirus han coevolucionado con los humanos por los tltimos 200,000
anos y por ello se asocian con nuestra especie miltiples tipos de HPV e incluso de variantes
de estos tipos. De hecho el genoma del HPV16 puede ser dividido dentro de varios linajes
filogenéticos, determinados por la sustitucién del nucledtido. Las variantes se encuentran
en regiones geograficas especificas y en asociaciones étnicas’'.

Dado que diferentes tipos de HPV han mostrado que tienen capacidades
oncogénicas diferentes, es razonable pensar que las variantes también pueden tener
diferencias oncogénicas™.

Las variantes intratipicas han sido mucho mas estudiadas para HPV16™* *',
Ademas se ha evaluado la asociacién de variantes especificas de HPV16 con la persistencia
viral y con el desarrollo de HSIL** %253,

Las variantes de papilomavirus mucoso-genital, en particular las variantes de
HPV16, muestran una fuerte evidencia de agrupamientos geograficos, la cual ha sido
tomada como una evidencia de una evolucién o coevolucién de las variantes con los
humanos>" 36-42-46

Las variantes No — Europeas del HPV16 estén involucradas con un alto riesgo del
desarrollo de cancer cervical’ **

Estudios realizados por Villa® en el 2000, sugiere que la alta incidencia de cincer
invasivo presente en Africa y comunidades en América Latina puede eslar asociado con la
presencia de variantes del HPV16 diferentes a la del prototipo (Europea)

Esto sugiere que las variantes intratipicas pueden conferir un riesgo diferencial en
la enfermedad cervical. Algunas variantes de HPV han sido asociadas con HSIL, cancer

invasivo y las mas agresivas con cancer cervical'® 2% 4% 323459,

La presencia de variantes No - Europeas en adenocarcinomas es del 75% y en
carcinomas de células escamosas es del 47%. Puede ser debido a que en estudios que han
evaluado las variantes de HPV16 (el riesgo de carcinoma de células escamosas y sus
lesiones precursoras, [lesiones de alto y bajo grado]), han observado un incremento en el
riesgo de padecer la enfermedad, asociada con variantes No - Europeas de HPV 1643457

La distribucion de las variantes de HPV16 fueron encontradas en agrupaciones
geograficas.dentro de los 5 continentes, se muestran en la TABLA 4, FIGURAS 8-10.

Las variantes Africanas (Afl y Af2) comprenden cerca del 92% de los
especimenes de Africa y de 0 a 9% en las otras regiones, mientras que la variante Europea
fue encontrada en la mayoria de los especimenes en todas las regiones diferentes a Africa,
teniendo el 60% en el sur de Asia al 93% en Norte América®™
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La variacién geografica también fue observada dentro de la variante Europea. Una
subclase de la variante Europea, la E-350G fue cominmente encontrada en Europa y a

tra\r't;is&o de América, pero en el Suroeste de Asia y Africa fue encontrada la subclase E-
350T™.

_ TABLA 4
DISTRIBUCION DE LAS VARIANTES DE HPV16 A NIVEL MUNDIAL

No. (%) de los especimenes.
Tip_o de Europa No'rt.e Ceglt:rro ’ Suroes}e de Africa Total No.
variante Ameérica : Asia
América
E-350T 20 (40.0) 16 (53.3) | 56(24.6) 19 (54.3) 5(7.8) 116
E-350G 22 (44.0) 12 (40.0) | 119(52.2) 2(5.7) 1(1.6) 156
As 1(2.0) 1(3.3) 0(0.0) 9(25.7) 0(0.0) 11
AA 7(14.0) 0(0.0) 45 (19.7) 2(5.7) 0(0.0) 54
Afl 0(0.0) 0(0.0) 5(2.2) 0(0.0) 39 (60.9) 44
Af2 0(0.0) 1(3.3) 3(1.3) 3(8.6) 19 (29.7) 26
Total 50 30 228 35 64 407
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FIGURA 8. Distribucion de ks varlantes de HPV16 en cancer cervical a nivel mundial, Varlante
Ewropea (E), varlante Aslatica (As), varlante Afrkana (Af), varlante Asidtico — Americana (AA),
variante Norte Americana (NA1). Los lugares del estudio estan en gris en el mapa (Tomado de
Yamada T, Manos M, Peto M. Human paplllomavirus type 16 sequence variation in cervical cancers: a
worldwide perspective. J Virol (1997); 71: 2463-72).
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FIGURA 9. Distribucion de las variantes de HPV16 en cancer cervical por hemisferio. Varlante Europea
(E), variante Aslitica (As), variante Africana (Af), variante Asiatico — Americana (AA), varlante Norte
Americana (NA1). Los lugares del estudio estan en gris en el mapa (Tomado de Yamada T, Manos M,

Peto M. Human paplllomavirus type 16 sequence variation In cervical cancers: a worldwide
perspective. ] Virol (1997); 71: 2463-72).



FIGURA 10. Distribucion de las varlantes de HPV16 en cancer cervical por hemisferio. Variante
Europea (E), variante Aslatica (As), variante Afrkana (Af), varlante Asiatico — Americana (AA),
varlante Norte Americana (NA1). Los lugares del estudio estan en gris en el mapa (Tomado de
Yamada T, Manos M, Peto M. Human papillomavirus type 16 sequence varlation In cervical cancers: a
worldwide perspective, ] Virol (1997); 71: 2463-72).




Las variantes Afl y Af2 se encuentran en su mayoria en Africa,

La variante Asiatica es encontrada en el sureste de Asia,

La variante Asiitico-Americana es encontrada especificamente en Centro y Sur
América y en Europa, solo en Espafia. Esta distribucion puede ser debida a la conquista de
América, sin embargo el origen de la variante AA no es claro®.

Aunque la distribucién geografica de los diferentes tipos de variantes puede estar
influenciada por varios factores incluyendo: coevolucion, migraciéon y mezcla de razas™” **
#3.60. 1as asociaciones geogréficas no son absolutas’'.

Recientemente se reporté que la prevalencia de la VAA es mucho mas alta en
Meéxico con aproximadamente 45.7% de todos los canceres invasivos”* 2.

En un estudio realizado en México por Lizano® en 1997, el 75% de
adenocarcinomas son positivos para HPV16 y HPV18, y fueron infectados con una variante
No - Europeas (NE) del HPV encontrado®.

Una alta incidencia de todos los CaCu en México son atribuidos a la VAA del
HPV16, pues la evidencia sugiere que es més oncogénica que la VE, incluyendo su
asociacién con mujeres jévenes y la alta asociacion con CaCu de riesgo oncogénico. La
frecuencia de la VAA del HPV16 puede también contribuir a la alta incidencia de CaCu en
mujeres Mexicanas.

Estudios preliminares, han sugerido que las variantes de HPV16 pueden mostrar
asociacién con lesiones y neoplasia cervical de diversos grados de progresion'®*%5% %39,
Esto puede ser parcialmente explicado porque algunas infecciones de HPV 16 progresan de
HSIL a cancer mientras que otras no*’.

Se ha encontrando que existe diferencia epidemioldgica de las variantes de
HPV16, dado que el riesgo de cancer cervical es de 11 veces méas con las variantes No-
Europeas (NE) que con las VE®.

La edad promedio de las pacientes Mexicanas con la VAA fue de 46.2 afios
mientras que en las pacientes con la VE fue de 53.9, esto es, 7.7 afios de diferencia. La
VAA y la VE fueron detectadas en frecuencia similar en carcinoma de células escamosas,
pero solo la VAA fue detectada en adenocarcinomas (50%)*.

El porcentaje de pacientes Mexicanas con cancer cervical mostro que el 45.7% son
positivas para la variante Asiatico-Americana’> .

La alta oncogenicidad observada con la variante Asidtico-Americana, puede ser
debida al incremento de la actividad neoplasica de los oncogenes E6/E7 que tienen una
replicacién viral mas eficiente 6 una mejor estimulacién de los genes de expresién
temprana’>®.

Las mujeres con la variante Asiatico-Americana del HPV16 tienen 4.5 veces mas
riesgo de desarrollar una lesion neoplasica intraepitelial de alto grado que las mujeres con
la variante Europea de HPV16*.,
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Las mujeres con la variante Asiatico-Americana del HPV16 tienen 4.5 veces mas
riesgo de desarrollar una lesién neoplasica intraepitelial de alto grado que las mujeres con
la variante Europea de HPV16™.

La evidencia sugiere que la VAA confiere nueve veces mas riesgo que la VE para
padecer cancer cervical. La VAA estd asociada con mujeres 8 afios mas jovenes y con
tumores mas agresivos comparados con las mujeres que tienen la VE. El niimero de copias
virales de ADN de la VAA es mucho mas alta que la VE en CaCu, sugiriendo una mejor
replicacién de la VAA®'.

Se ha encontrado variaciones genética entre las variantes de HPV16 en los genes
de E6, E7, L1, E5, E2 y en las regiones largas de control (LCR)‘Z. La variacion de
secuencias 6 mutaciones después de la infeccion puede modificar las funciones de las
proteinas como se observa para la mutacion de L1 que afecta el ensamble viral y algunas
vaﬂanggsé;ie la proteina E6 que mejoran en su habilidad para inmortalizar células y degradar
la p53™ ™.

La transcripcion de los oncogenes de E6/E7 de HPV derivados de la VE son
controladas por la proteina E2 y estan frecuentemente sobre-regulada por la destruccién del
gen E2 durante la integracion viral. En contraste del gen E2 es retenido totalmente en
muchos carcinomas positivos a la VAA®'.

Se sabe que la proteina E2 de los HPV esta involucrada en la regulacién de los
genes de expresion temprana, con la proteina El en la replicacién del genoma viral. La
disrupcién del gen de E2 durante la integracion del genoma viral ha sido propuesto como
un mecanismo de la progresion para el avance de una lesién preinvasiva a cancer cervical
invasor, y ha sido repetidamente mostrado que la integracién destruye el éen E2, de tal
manera la liberacién del control de E2 incrementa la expresién de E6 y E7% %,

Las diferencias en la regulacion viral de la transcripcién de los oncogenes de
EG(E'élpor la proteina E2 puede estar también involucrada en la alta oncogenicidad de la
VAA".

El gen E2 de la VAA contiene miiltiples cambios en los nucleétidos, ocasionando
que las células infectadas tengan una alta carga viral ademés de retener los genes E1/E2%°.
También las variaciones del gen E2 pueden afectar la actividad transformante debido a la
afinidad por los factores de la transcripcién celulares®™.

Las variaciones de la secuencia de las proteinas de HPV puede afectar el potencial
carcinogénico, tal como para el HPV16 ES, que puede alterar la actividad transformante,
afectando la interaccién con la subunidad de la H'-ATPasa la EGFR de 16 KDa, u otras
proteinas celulares?® %%,
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Papel del sistema inmune en las infecciones genitales por el HPV.

Existen evidencias que indican que el sistema inmune est4 directamente involucrado
en la respuesta a la infeccién primaria y en la progresién maligna de las lesiones por el
HPV. Por ejemplo, se ha encontrado que en pacientes con inmunosupresion, el desarrollo
de verrugas o neoplasias asociadas al HPV ocurren con alta frecuencia. De hecho este
problema se detecta frecuentemente en pacientes que reciben transplantes de érganos, con
terapia inmunosupresora, en pacientes con SIDA e incluso mujeres embarazadas® .

No obstante, cuando la inmunosupresién disminuye o es eliminaDa, las verrugas a
menudo desaparecen; en contraste, en la mayoria de estos pacientes que tienen lesiones
neoplasicas, presentan alteraciones a nivel local probablemente inducidas por el HPV, a
pesar de que su sistema inmune es normal. En las etapas previas al cancer invasor, como
son las neoplasias preinvasoras (NIC's) o el condiloma acuminado, el sistema
inmunolégico alin es capaz de combatir y promover la regresién o mantener el tumor
localizado. Se ha encontrado que en los sitios de las lesiones producidas por HPV, existe un
importante infiltrado celular compuesto por células mononucleares, incluyendo linfocitos T
citotoxicos, células asesinas naturales y macréfagos que invaden la epidermis y destruyen
las células neoplasicas’® "',

Respuesta inmune humoral contra HPV.

Las infecciones de tipo viral son primariamente intracelulares, por lo que los
antfgenos virales escapan al alcance de los anticuerpos. La respuesta humoral es importante
solo para infecciones virales productivas, en las que las particulas virales salen al espacio
extracelular por exocitosis o durante la lisis celular por efecto del propio virus o las células
citotoxicas del paciente. En las infecciones no productivas, como ocurre en los casos de
NIC avanzados y el cancer invasor, solamente se producen proteinas tempranas del virus y
no proteinas tardias, por lo que las particulas virales no se presentan en el espacio
extracvilzular, en consecuencia se esperaria una baja respuesta humoral contra los antigenos
virales™,

A pesar de ello, varios investigadores se han enfocado en demostrar la presencia de
anticuerpos dirigidos a las proteinas virales del HPV, tanto de la céapside como de
transcripcién temprana. Con relacion a las proteinas de la capside, se sabe que la principal
proteina que la constituye es la L1, la cual comprende a mas del 80% de las proteinas del
virién. Existen estudios en los cuales se demuestra que la infeccién con HPV, puede ser
prevenida en conejos y bovinos al ser inmunizados con la proteina L1 y la proteina L2
desnaturalizada. No obstante, atin no se sabe de que manera estas inmunizaciones, mediante

exposicién a mucosas, neutralizan al virus que solamente infecta a células epiteliales™ ",

En humanos, se ha demostrado la presencia de anticuerpos especificos o de reaccion
cruzada contra particulas parecidas a virus (virus like particles, VLP). Se ha encontrado que
el 50-60% de las mujeres infectadas con HPV, tienen anticuerpos contra VLP de HPV16. A
diferencia de otros tipos de HPV, HPV 16 tiene varios subtipos y serolégicamente presentan
reaccién cruzada®®.
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La respuesta inmune mediada por células, ha sido demostrada en primera instancia
en lesiones de piel con infeccién de HPV 5 y 87, y en respuesta linfo-proliferativa in
vitro™ 7. Como resultado de estos estudios, se ha podido describir que en la respuesta
inmune celular contra lesiones producidas por los HPV's, participan varias células
efectoras, entre las cuales destacan, las células asesinas naturales, macréfagos, células
presentadoras de antigeno, linfocitos T citotéxicos, linfocitos T cooperadores o auxiliares y
citocinas producidas por esas células.

Es probable que los macréfagos y las células NK representen uno de los primeros
mecanismos celulares para eliminar y controlar células tumorales infectadas por el HPV.
Las células NK, pueden de manera espontinea, matar in vitro a células infectadas por el
virus y células tumorales sin previa sensibilizacién por un proceso llamado muerte
natural’®. Las células NK estan presentes en muchas lesiones producidas por HPV y NICs,
no obstante, se ha encontrado que células HPV positivas, provenientes de cancer cervical y
células humanas de epitelios cervical inmortalizadas, Joseen propiedades similares a la de
displasia cervical, ya que son resistentes a células NK'°. De igual manera, en pacientes con
displasias cervicales y lesiones precancerosas, también se ha encontrado una disminuida
actividad de células NK.

Los macréfagos también son importantes mediadores de la respuesta inmune celular
antitumoral; se ha encontrado que células NIH-3T3 transfectadas con el oncogen E7 de
HPV-16 son susceptibles de ser lisadas por macréfagos de ratén activados™.

Por otro lado, las células de Langerhans, que son células especializadas de tejido
epitelial y muestran una morfologia dendritica. Bajo condiciones normales, ellas son las
células presentadoras de antigeno con mayor eficiencia. En lesiones verrucosas producidas
por HPV, en éreas de condilomas y NIC's, se ha encontrado que las células de Lan§erhans
se encuentran disminuidas de manera acentuada en relacion con la epidermis normal®'.

La generaciéon de una respuesta inmune efectiva, depende en gran medida de la
secrecién de citocinas, las cuales reclutan y activan a las células efectoras en el sitio de la
infeccién. Las células cervicales normales, secretan de manera constitutiva muchas
linfocinas en cultivos celulares®.

Una de esas linfocinas es la interleucina-1, la cual induce una amplia variedad de
reacciones inflamatorias e inmunoldgicas, tal como la produccién de IL-2 por linfocitos T
cooperadores. Los mismos queratinocitos, son auto estimulados con IL-1 a proliferar, como
resultade de ello, estos sintetizan y secretan otras linfocinas incluyendo a la IL-6, IL-8 y
GM-CSF y TNF-o®.

Cada una de estas citocinas ejercen efectos en reacciones inflamatorias o
inmunolégicas por mecanismos especificos, por ejemplo, el TNF-a y la IL-1 ejercen,
ademas, una accion antiviral por medio en la represion de la expresion de genes virales. A
diferencia de los queratinocitos normales, las células cervicales inmortalizadas y lineas de
carcinoma, presentan una disminuida secrecién de linfocinas®.

Por otra parte, los linfocitos T cooperadores participan de manera muy importante
en la respuesta inmune celular, ya que las diferentes subpoblaciones que los constituyen

24



(Thl y Th2), producen citocinas con actividad especificas para activar o suprimir la
respuesta inmune. Por ejemplo los Thl secretan IL-2 e IFN-y, 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 IL-4, IL-5 e
IL-10, citocinas que suprimen la inmunidad mediada por células; por lo que Th2 es
responsable de la respuesta independiente de la fagocitosis. De esta manera la respuesta
inmune celular antitumoral es inducida por citocinas de linfocitos Thl e inhibida por los
Th2. De hecho en neoplasias intraepiteliales se ha encontrado una gran proporcién de
linfocitos T CD3+ asociado con la expresion de TNF-a,, IL-6, e IL-10 en el 60% de estas
lesiones®”.

Los linfocitos T citotéxicos, que reconocen péptidos antigénicos presentados por
moléculas MHC-I en la membrana de células infectadas con virus del HPV, son activados
en presencia de IL-2 secretada por los linfocitos Thl, de tal manera que son capaces de
producir la lisis de las células blanco mediante tres caminos diferentes®.

a) secretan perforinas y otras proteinas como las granzimas, que perforan la
membrana celular;

b) liberan sustancias que inducen la muerte celular programada (apoptosis) de las
células blanco;

c) liberan citocinas como IFNy, el TNF y la Leucoregulina (LR) que limitan la
actividad viral dentro de las células, atrayendo a macréfagos y otros fagocitos
que pueden destruir a la célula.

El IFNy y la LR inaiben la expresion de los genes virales y estimulan la expresion
de moléculas MHC-I*%.

Moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad.

La presentacion de antigenos esta dada por las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), que son glicoproteinas que se expresan en la membrana celular
y son el producto de un conjunto de genes altamente polimérficos, los cuales se localizan
en el brazo corto del cromosoma 6 en el humano,®’ esta regién ha sido denominada HLA
(Human Leuckocyte Antigens), por haber sido inicialmente encontradas en los leucocitos

humanos®.

La estructura que presentan estas proteinas ha sido dilucidada a partir del analisis
cristalografico por rayos X y se han clasificado en dos grandes grupos: 1) HLA de clase I
(HLA-I). Coinciden de una cadena polipeptidica pesada de un peso molecular de 45,000
daltones (Da); unida no covalentemente a un pequefia proteina con un peso molecular de
12,000 Da; conocida como B2 - microglobulina (B2m)** .
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2) HLA de clase I (HLA-II). Son glicoproteinas transmembranales (similares al
HLA-I), estén conformadas por dos cadenas polipeptidicas: una cadena denominada alfa
(o) con peso molecular de 34,000 Da y una cadena beta (B) con peso de 28,000 Da.

Las mokculas de HLA-1 y HLA-II, son expresadas de manera diferencial entre los
diferentes tejidos: esencialmente, todas las células nucleadas expresan moléculas de HLA-I,
las cuales se expresan abundantemente en células linfoides; enmenorcanhdadenhigado
pulmon,nnon,yenmuypomcanhdadmelwebmymmculomqucl&hm

Las moléculas de HLA-II se encuentran mis restringidas, encontrindose asociadas
especialmente a los linfocitos B, células presentadoras de antigenos (CPA’s) como: células
de Lanhergans, dendriticas foliculares, macréfagos y células epiteliales del timo. FIGURA 11
Y1z

FI'GURA 11 Y 12. Moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I y II.
Vista cristalografica de las moléculas HLA-1 y HLA-II y representacién esquematica.
(Tomado de Janeway C. A. jr. Inmunobiologia. 4° ed. Barcelona. Masson, S. A; (2000)
p112-113

Procesamiento de antigenos.

Se han descrito 4 diferentes etapas que forman parte del mecanismo del
procesamiento de antigenos. por medio de la molécula de HLA-I. las etapas son las
siguientes: a) Generacion de péptidos en el citoplasma, b) Transporte de péptidos hacia el
interior del reticulo endoplésmico. c) estabilizacién y ensamble de moléculas de HLA-I. v
glicosilacion del complejo HLA-1/ péptido y su transporte a la membrana celular.

A).- Generacion de péptidos en el citoplasma.

La principal fuentedcpépndosqmscumnamoléculasdeHLA-Ldenvande
proteinas sintetizadas por los ribosomas celulares’'.
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No obstante, las proteinas introducidas en el citosol, ya sea de manera artificial o
durante el proceso de infeccion viral o bacterial, pueden también contribuir a la generacién
de péptidos antigénicos para ser presentados por moléculas de HLA-I. La mayor parte de la
actividad proteolitica que ocurre en el citosol, es atribuida los proteasomas, quienes se
encargan de digerir a las proteinas citosélicas para producir péptidos de 8 — 10 residuos de
longitud®".

El proteasoma es un complejo multicatalitico con un peso molecular entre 650 a 700
kDa, tiene una estructura cilindrica que consiste de 28 diferentes subunidades arregladas en
4 anillos conformados por siete subunidades cada uno; las subunidades que componen a los
dos anillos centrales se conocen como subunidades f y las subunidades que componen a los
dos anillos de los extremos, son las subunidades o’ **.

Las subunidades cataliticas mas conocidas del proteasoma corresponden a dos
polipéptidos de bajo peso molecular, conocidos como LMP-2 y LMP-7. Ambas pertenecen
a la familia de las subunidades B. Se ha observado que los LMP's pueden alterar la
actividad proteolitica del proteasoma y favorecer la generacién de péptidos que se asocien a
moléculas MHC La degradacion de muchas proteinas celulares es iniciada por su
modificacion con un polipéptido pequefio llamado ubiquitina (Ub); la ubiquitina, se une
mediante un enlace isopeptidico, a su sustrato y hacia otras ubiquitinas a través de los
residuos de lisina (K). De esta manera, la ubiquitina marca a las proteinas para su posterior
degradacién por el complejo proteasoma’.

Las subunidades reguladoras del proteasoma estan constituidas por varias proteinas
accesorias pera favorecer la degradacion de las proteinas blanco-ubiquitinadas: éstas
incluyen a un receptor de Ub (Rub), el cual funciona como un sitio de unién para cadenas
multiubiquitinadas; y una isopeptidasa, para la reutilizacién de residuos de ubiquitina®.

Después de la degradacién de las proteinas blanco a péptidos, los péptidos deben ser
protegidos del ataque de exopeptidasas citosdlicas y dipeptidil-peptidasas que los hidrolizan
a aminodcidos libres; se piensa que uno de los candidatos idéneos en la proteccién de los
péptidos sean las proteinas de choque térmico (Hsp 70/90), las cuales normalmente
funcionan como proteinas chaperonas que se asocian a las proteinas de reciente sintesis en
el citosol y también son las responsables de promover el correcto ensamblaje de la cadena
alfa y 2m en el reticulo endoplasmico®.

B).- Translocacion de péptidos del citoplasma al reticulo endoplasmico.

El proceso de translocacion de los péptidos citoplasmaticos al RE y al cis-Golgi
ocurre principalmente por un heterodimero constituido por proteinas denominadas
"Transportadores Asociados al Procesamiento de Antigenos” (Tap's). El transportador
heterodimérico esta formado por dos proteinas homologas llamadas Tap-1 y Tap-2 con un
peso de 76 kD y 70kD, respectivamente. Estas proteinas estan asociadas de forma no
covalente, cada proteina tiene 6 dominios transmembranales gﬁun dominio dependiente de
ATP, este tiltimo se encuentra orientado hacia el citoplasma®” .
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Después de que el péptido sale del proteasoma, éste es liberado cerca de los Tap's
para poder ser bombeado al RE. La unién del péptido al Tap es independiente de ATP, pero
en la traslocaci6n del péptido al RE, es requerida la hidrélisis del ATP”".

C).- Estabilizacién y ensamblaje de moléculas MHC-I.

Este proceso es mediado por interacciones transitorias con chaperonas moleculares
que residen en el lumen del RE, tal como BiP, GRP94 y Calnexina. La chaperona mejor
caracterizada por su participacién en los eventos de ensamblaje de moléculas MHC-1 es la
calnexina, una proteina de membrana residente en RE con un peso de 88 kDa.

Otra chaperona denominada BiP, se ha visto que tiene similar actividad que
calnexina, actuando especificamente con la cadena pesada de las moléculas MHC-I*%, La
calreticulina es una proteina de 46kD encontrada en el lumen del RE, tiene alto grado de
homologia a la calnexina y tiene alta afinidad por iones calcio que se localizan en el RE. Se
asocia s6lo con los dimeros formados por la cadena pesada y f2m. La Tapasina es una
glicoproteina transmembranal de 428 aminoacidos con un glicano unido a asparragina. La
region hidrofobica que forma el dominio transmembranal, contiene un residuo de lisina el
cual puede estar involucrado en la interaccion con otras proteinas, por ejemplo Tap-1. Cada
molécula de tapasina puede unir un dimero formado por la cadena alfa y B2m, y
probablemente una molécula de calreticulina asociada'®.

D).- Transporte de los complejos MHC-I /péptido a la superficie celular.

Cuando la molécula de clase I se encuentra ensamblada junto con su péptido, -es
transportada desde el RE hacia el aparato Golgi, donde es englobada en una vesicula
secretoria 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 T citotdxicos'®'. FIGURA 13

Por consecuencia, se sabe que las proteinas reguladoras del ciclo viral que
transforman a la célula huésped, pueden ser degradadas por el proteasoma y seguir una ruta
de procesamiento de antigenos ‘“Proteasoma-TAP” y ser expresadas por el contexto de
MHC-], por tal motivo, el sistema inmune puede ser capaz de reconocer a estos péptidos
como extrafios y despertar una respuesta inmune.
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FIGURA 13 Etapas del procesamiento de antigenos por la molécula de HLA-I. A)Generacion de
péptidos en el citoplasma. B) Transporte de péptidos hacia el interior del reticulo endoplasmico, C)
Estabilizacion y ensamblaje de moléculas HLA-1 y D) Glicosilacion del HLA-| y el transporte a la
membrana. (Tomado de Garrido F, Cabrera T, Concha A. Natural history of HLA expresién during tumor
development. Inmumnol Today (1993); 14: 491-99. Groettrup M, Sosa A, Kuckelkorn U. Peptide antigen
production by the proteasome: complex provides efficency. Inmumnol Today (1996); 9: 429-35. Yang Y,
Sempé P, Peterson PA. Molecular mechanisms of class-I major histocompatibility complex antigen
processing and presentation. Inmmunol Res (1996); 15: 208-33. Tanaka K, Tanahashi N, Tsurumi CH.
Proteasomes and antigen processing. Adv Immunol (1997); 64: 138. Modificado por Monroy — Garcia A.
Estudio de la actividad estimuladora de péptidos presentados por moléculas MHC-I de células tumorales de
carcinoma cérvico uterino sobre linfocitos T de sangre periférica. D. F: Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza. UNAM; (1999) p. 10-32, 42-51. Tesis doctoral.)




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Casi un cuarto de todos los cinceres cérvico-uterinos en México, son atribuidos a la
variante Asidtico-Americana del virus del papiloma humano tipo 16. La evidencia sugiere
la variante Asiatico-Americana del HPV16 confiere nueve veces mds riesgo oncogénico
que la variante Europea; ademds, la variante Asiatico — Americana estd asociada con
mujeres 8 afios mas joévenes y con tumores mas agresivos. Por lo tanto es de vital
importancia el estudio es las variantes intratipicas del HPV16, dado que a nivel mundial
estas variantes no son tan frecuentes como en México.

A pesar de las campafias de prevencién y deteccién temprana no ha sido posible
disminuir las tasas de morbilidad y mortandad a niveles deseables; por tal motivo, es
necesaria la busqueda de alternativas para el combate del cancer cérvico-uterino. En este
sentido, la inmunoterapia consiste en la estimulacién del organismo humano por medio de
la inmunizacién con antigenos apropiados para producir una respuesta profilactica o
terapéutica.

De hecho, se sabe que las proteinas reguladoras del ciclo viral del HPV16, pueden
ser degradadas por el proteasoma y seguir una ruta de procesamiento de antigenos
“Proteasoma-TAP” y ser expresadas por el contexto de HLA-I, por tal motivo, €l sistema
inmune puede ser capaz de reconocer a estos péptidos como extrafios y despertar una
respuesta inmune.

De tal manera, en este estudio se evalué la capacidad antigénica de péptidos
sinteticos derivados de la variante Europea (KLPQLCTEL y KISEYRHYC), y de la
variante Asiatico-Americana (KLPHLCTEL y KISEYRYYC), de la proteinas E6 del virus
de papiloma humano tipo 16, para generar una fuerte respuesta inmune en linfocitos T
citotéxicos “in Vitro”.

Finalmente, tomando en consideracién los resultados obtenidos, este trabajo de
investigacion, revela la importancia que tienen las variantes Asiatico-Americanas del
HPV16, ademas que los péptidos estudiados se encuentran expresados y mantienen LSP de
memoria en estadios tempranos como NIC I, hasta estadios muy avanzados de la
enfermedad, lo cual es de gran trascendencia para poderlos proponer en la asignacién de
protocolos de vacunacién a favor de estas pacientes infectados con algin tipo de HPV de
las familias A9 y A7del arbol filogenético del HPV. Dentro de la familia A9 se encuentra el
HPV16 y dentro de la familia A7 se encuentra el HPV18
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OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la capacidad antigénica de péptidos homélogos derivados de la variante
Europea (VE) y de la variante Asiatico — Americana (VAA) de la proteina E6 de HPV 16.

Obijetivos particulares.

Determinar la afinidad de los péptidos homologos derivados de la VE y de la VAA, por la
molécula de HLA-A0201

Determinar el tipo de papilomavirus infectante en las pacientes donadoras.

Determinar la capacidad antigénica de los péptidos homoélogos derivados de la VE y de la
VAA.

Determinar Ja capacidad citotoxicica de linfocitos de sangre periférica (LSP) de pacientes
estimulados in vitro con péptidos homologos derivados de la VE y de la VAA de la
proteina E6 de HPV 16.

HIPOTESIS.

Los péptidos homdlogos derivados de la variante Europea y de la variante Asiatico
— Americana de la proteina E6 de HPV 16, con un tiempo medio de disociacién igual (segin
programas computacionales de prediccién algoritmica), con respecto a la unién de la
molécula de HLA-A0201, presentaran diferentes capacidades antigénicas, debido a que el
cambio minimo en las secuencias les conferira a los LSP la capacidad de reconocer con
mayor intensidad a s6lo uno de los dos péptidos relacionados de la variante Europea o de la
variante Asidtico — Americana.
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MATERIALES Y EQUIPOS.

Torundas con alcohol 70%.

Ligadura.

Agujas vacutainer.

Porta-agujas vacutainer (capuchén).
Tubos vacutainer con anticoagulante
ACD.

Jeringas con aguja de 3, 5, 10, 20 mL
Centrifuga para andlisis clinicos marca
Solbad S. A.

Centrifuga congelante con rotor para
placas de cultivo marca Hettich
zentrifugen.

Tubos coénicos estériles 17x120 mm
marca Falcon.

Tubos coénicos estériles 40x125 mm
marca Falcon.

Tubos estériles de estireno 12x75mm,
marca Elkay.

Tubos 25x110 marca Pyrex.

Pipetas de 1, 2, 5 mL marca Bellco.
Micropipetas graduables con capacidad
maxima de 20, 200, 1000 plL marca
Gilson.

Puntas para micropipeta marca Coming
incorporate.

Micropipeta multicanal de 20 — 200 pL
marca Wheaton.

Micropipeta repetidora de 50 y 250 pL
marca Robbins.

Incubadora con atmésfera de CO; marca
Forma Scientific.

Campanas de flujo laminar marca Veco.
Citémetro de flujo FACScalibur marca
Beckton Dickinson .

Contador de centelleo marca Beckman
Contador Geiger.

Cosechadora marca Brandel

Papel filtro de fibra de vidrio marca
Brandel.

Kit de tipificacién de HLA marca lambda
inc.

Placas de cultivo de 24 y 96 pozos de
poliestireno marca Corning incorporate.
de fondo plano y céncavo.

Filtros de membrana esterilizante de
0.20pum marca Coming incorporate.

Cajas de cultivo de poliestireno de 3, 6,
10 cm de didmetro marca Coming
incorporate.

Anticuerpos monoclonales primarios para
detectar HLA

Anticuerpos monoclonales secundarios
con fluoresceina para detectar anticuerpos
monoclonales primarios.

Medios de cultivo estériles: RPMI 1640,
DMEM, de Iscove complementado,
medio de congelacidn.

Reactivos estériles: Amortiguador salino
de fosfatos (PBS), suero fetal de bovino
inactivado  por calor (SFB), 2
mercaptoetanol, piruvato de sodio,
soluciéon de aminoéacidos no esenciales,
Ficoll-Histopaque, mezcla de penicilina-
estreptomicina para cultivos celulares,
amortiguador  de lisis, solucidén
desarrolladora, colorante azul tripano,
solucién de timidina tritiada gHz),
solucién de cromato de sodio (lCr),
solucion de bromuro de etidio,
dimetilsulféxido,

Refrigerador, congelador, ultracongelador,
contenedor para nitrégeno  liquido.
Autoclave. Microscopio, estereoscopio.
Cémara de Neubauer. Microscopio de
fluorescencia.

Lineas celulares: T2, K562, CasKi, Hela.
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METODO.

PEPTIDOS USADOS EN EL ESTUDIO.

Los péptidos usados en este estudio se enlistan en la Tabla 5; los datos de tiempo de
disociacion medio fueron obtenidos del programa de prediccién de algoritmos bimas
(http://www.bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/ken parker comboform), el cual se basa en
los residuos de anclaje y el tamafio de los péptidos que han sido descritos para cada alelo
particularloz, de tal forma que las secuencias de la proteina E6 de HPV16 en su variante Europea y
su variante Asidtico — Americana fueron analizadas para obtener este par de péptidos homdlogos.

) TABLA 5
PEPTIDOS USADOS EN EL ESTUDIO.
1
Secuencia Algﬁ) Ad € Tipo de HPV | Proteina | Posicién dislc;({ziigén ;(;ﬁd;;
KLPQLCTEL | HLA-A2 HPV16 E6 18 74.768 1
KLPHLCTEL |HLA-A2 |HPV16VAAI E6 18 74.768 4
KISEYRHYC | HLA-A2 HPV16 E6 79 53.914 3
KISEYRYYC |HLA-A2 [HPV16VAAI E6 79 53.914 5
TLGIVCPIC | HLA-A2 HPV16 E7 7 2.037 7
Matriz de 170
GILGFVFTL |HLA-A2 influenza. 58 2666 INFL
YMLDLQPETT | HLA-A2 HPV16 E7 11 184.028 38

Letras en negrita muestran donde se encuentran los cambios en los aminoacidos de las VE y
VAA.

Se conoce que el alelo mas estudiado es el alelo HLA-A0201 por ser el alelo mas
frecuente en la poblacién mundial'®"'% por lo cual los péptidos fueron restringidos a la
molécula HLA-A0201.

Ademas, estos péptidos fueron utilizados debido al parecido de sus secuencias con
otros péptidos que anteriormente demostraron antigenicidad, entre ellos destacan los
péptidos ISEYRYYC de la proteina E6 del HPV16; TLGIVCPIC y YMLDLQPETT de la
proteina E7 del HPV16; los péptidos KLPDLCTEL, ELTEVFAFA y KTLELTEV de la
proteina E6 del HPV 18 y los péptidos FLNTLSFVC y TLQDIVLHL de la proteina E7 del
HPV1855 106,107

Los péptidos 7, 17, y 38, son usados como controles positivos de proliferacion.

El tiempo de disociacién medio sirve como un indicador indirecto de la estabilidad
con la molécula de HLA-A0201: esto es, a mayor tiempo, mayor estabilidad.

Los péptidos fueron sintetizados por Invitrogen, USA, y usados como fue indicado.
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OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA.

Se obtuvo en un tubo con anticoagulante ACD sangre de paciente o donadores, y se
centrifugaron a 2500 Fuerzas Centrifugas Relativas (FCR) por 6 minutos, se separd el
plasma y se guardé en un tubo de plastico de cinco mililitros.

Se tomd con una pipeta graduada el restante del plasma y paquete celular,
transfiriendolo a un tubo coénico de cincuenta mililitros y se homogenizaron con una
cantidad 1:1 de amortiguador de fosfatos (PBS), en tubos de vidrio para contener quince
mililitros y colocaron alrededor de dos a tres mililitros de Histopaque™ (Ficoll-Hypaque de
Sigma), se agreg6 gota a gota el homogenizado sin romper la interfase.

Se centrifugaron a 250 FCR por veinticinco minutos, al mismo tiempo se inactivo el
plasma autdlogo a 56°C por 35 minutos en bafio de agua. Transcurrido el tiempo se
recolectd la capa de leucocitica formada, se colocé en un tubo y lavaron 2 veces con la
solucion de PBS.

Después del segundo lavado se resuspendié el botén celular en dos mililitros con
medio de cultivo Iscove complementado y con antibidticos. Se contaron en la cimara de
Newbauer el nimero de leucocitos obtenidos.

TECNICA DE PROLIFERACION IN VITRO.

Las células polimorfonucleares (PMN) obtenidas anteriormente, se incubaron en una
placa de cultivo de 96 pozos de fondo plano marca Corning, a una densidad de 2x10° células
por 100 pL en medio Iscove’s complementado y 20% de plasma autélogo, por pozo.

Se afiadieron 100 puL del péptido correspondiente por triplicado e incubron por siete
dias a 37°C con atmosfera del 5% de CO,. Cuidando la viabilidad de los leucocitos, al sexto
dia se retiraron 100 uL de medio de cultivo y se agregaron 100 pL de medio de Iscove,
también se agregaron 20 puL de timidina tritiada, (1pCi) e incubaron por doce horas a 37°C
con atmosfera de CO,.

Se cosecharon los linfocitos sobre una tira de papel filtro de fibra de vidrio, con
ayuda de una cosechadora marca Brandel, USA. Al dia siguiente se colocaron los nicleos de
los linfocitos retenidos en los circulos de papel, en los tubos correspondientes, se agregaron
2 mL de liquido de centelleo y se leyé en el contador de centelleo.

TIPIFICACION DE LOS HAPLOTIPOS DE HLA DE CLASE .

Se empleo el kit Fluorebeads de One Lambda, Inc. Se siguieron las indicaciones en
el inserto del fabricante. Como parte final se colocaron dos gotas (aproximadamente cuatro
microlitros) por pozo en una placa Terasaki que contiene los antisueros correspondientes y
complemento, a temperatura ambiente.

34



Se dejaron protegidos de la luz una hora. Transcurrido el tiempo se adicionaron
Spul/pozo de solucién FluoroQuench. Finalmente, se evaluaron en un microscopio de
fluorescencia y se anotaron los resultados en las hojas de tipificacién provistas.

TIPIFICACION DE HPV INFECTANTE EN LAS BIOPSIAS DE PACIENTES
DONADORAS.

Las biopsias obtenidas de las pacientes donadoras se lavaron con PBS 1X (Phosphate
Buffer Saline), se fragmentaron y se colocaron en un tubo Eppendorf con 400 pL de buffer
de lisis, y se almacenaron a —70 °C hasta su utilizacion.

Se descongelaron y se adiciond 5 pL de proteinasa K (10pg/mL, SIGMA USA) y se
incubaron toda la noche a 37 °C. Se homogenizd y se agregaron 40 pL de Tris-Base 1M, pH
9.4, 400 pL de una solucién de fenol saturado en agua y se agit6é vigorosamente.

Se centrifugé 10 minutos a 11600g, se extrajo la fase acuosa y se transfirié a un
nuevo tubo, se agregd un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico (25:1), se agitd
vigorosamente y se centrifugo por 10 minutos a la misma velocidad. se extrajo la fase
acuosa y se transfirié a un nuevo tubo, donde se adiciond la mitad del volumen de acetato de
amonio 7.5M se homogenizd, posteriormente se agregaron 2.5 volumenes de etanol absoluto
frié y se mezcld por inversién.

Se centrifugo durante 10 minutos a 7200g a 4 °C, el boton se lavo con etanol al 75%
vlv, y se volvié a centrifugar conforme a las condiciones anteriores. Se dejo secar a
temperatura ambiente el botén, se disolvid con agua ultrapura libre de DNAsas y RNAsas en
un volumen 1:4, se incub6 30 min a 56 °C. Se centrifugd a 2300g por 10 min a 4 °C, el
sobrenadante obtenido fue cuantificado por espectrofotometria.

El HPV de las muestras de ADN tumoral fue tipificado mediante PCR, utilizando los
oligonucledtidos MY09 y MY11 descritos por Manos en 1989. y utilizando una digestién
enziméatica con la enzima de restriccién Rsal, se obtuvo un patrén de corte, que se comparé
confra los patrones de corte de lineas celulares positivas para HPV16 o HPVIS (CasKi y
HeLa respectivamente) sobre un gel de agarosa.

ENSAYO DE CITOMETRIA DE FLUJO.

Se colocaron las células que se les realizard el estudio en placas de 96 pozos de
fondo céncavo, se coloco la placa en bafio de hielo. Se lavaron las células con 100 uL de
una solucién de PBS 1x (Phosphate Buffer Saline) al 2% de SFB (Suero Fetal de Bovino).
Se agregaron 90 puL de PBS 1x 2% SFB, 10 pL de anticuerpo primario. Se colocd la placa
en bafio de hielo y dejé 30 minutos. Transcurrido el tiempo se lavaron dos veces (centrifugd,
retiré medio, lavd, resuspendid).

Se agregaré el anticuerpo 2° 1uL por pozo y 99 uL de PBS 1x 2% SFB, y se dejaron
reposar en baflo de hielo por 15 minutos. Transcurrido el tiempo lavé dos veces (centrifugo,
retiré medio, lavo, resuspendid).
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Después del segundo lavado agregaron 100 pL de PBS 1x 2% SFB, resuspendieron y
transfirieron a tubos 12x75mm de estireno y colocaron 200 uL de PBS 1x 2% SFB mas. Se
leyeron en un citémetro de flujo.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD.

Se estimularon los linfocitos de sangre periférica por dos semanas de con el péptido
correspondiente. Un dia anterior al ensayo de citotoxicidad se incub6 la linea celular T2 con
péptido y sin péptido, en una placa de 24 pozos, y prepar6é la linea celular K562 en
condiciones éptimas. Se contaron con azul tripano los linfocitos y lineas celulares.

Los linfocitos se ajustaron a una cantidad conocida y se siembraron en una placa de
96 pozos de fondo concavo en dilucién seriada para tener tres concentraciones de células,
por triplicado. El volumen final fue de 50 uL. Cocultivaron por 1 hr. con 50 pL de las
células K562 (20 por cada célula blanco que se colocaron después).

Se marcaron las células T2 con 10 uCi de *'Cr por 2 horas; transcurrido el tiempo,
lavaron y contaron con azul tripano. Se ajust6 el nimero deseado a 100pL para una relacién
de linfocitos: T2 de entre 100:1 hasta 10:1, y cocultivaron en los pozos de linfocitos y K562,
para un volumen final de 200uL, durante cuatro horas. Pasado el tiempo, centrifugé la placa
y colectaron 100ul de medio sobrenadante de cada pozo y transfirieron a microtubos, para
fueron colocados en el contador de centelleo. Para cada tratamiento fue media la liberacién
espontanea de cromio (células T2 incubadas sin linfocitos efectores) y la liberacién total
(células T2 lisadas con SDS al 5%). El porcentaje de citotoxicidad se determinara mediante
la siguiente formula:

% de Citotoxicidad = (LExp-LEsp/LTot-LEsp) x 100, donde
LExp= Liberacién experimental de cromio

LEsp= Liberacién espontanea de cromio
LTot= Liberacién total de cromio.
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RESULTADOS.

ESTABILIZACION DE LA MOLECULA DE HLA-A2 EN CELULAS T2.

Para conocer la estabilidad experimental de estos péptidos y determinar la
concentracion necesaria para utilizar en el cultivo celular, se realiz6 una curva dosis
respuesta, que fue evaluada mediante la técnica de citometria de flujo.

Utilizando células T2, la cual presenta moléculas HLA-A0201 vacias, que fueron
cargadas con péptidos a diferentes concentraciones, para conocer la estabilizacién de la
molécula de HLA-A0201. FIGURA 14.

Estabilizacion de la molécula de HLA-A2 en células T2
a diferentes concentraciones

500

125 25 50 100 200
Concentracion pM
——Negativo -=-Péptido 1 -+-Péptido 3 —-Péptido 4
—Péptido 5 ——Péptido 7 — Péptido 17 — Péptido 38

FIGURA 14. Indice de fluorescencia media (IFM) de los péptidos usados en el estudio, a
diferentes concentraciones.

Péptido 1) KLPQLCTEL Péptido 3) KISEYRHYC Péptido 7) TLGIVCPIC
Péptido 4) KLPHLCTEL Péptido 5) KISEYRYYC Péptido 17 o INFL) GILGFVFTL
Péptido 38) YMLDLQPETT

Los péptidos 1, 4, 3, 5 y 38 tuvieron una concentracién éptima de 50 pM, dado que
en andlisis anteriores utilizando concentraciones de péptido a 50 y 200 pM, mostraban
similares proliferaciones, mientras que los péptidos 7, y 17 tuvieron una concentracion
optima de 25 pM.
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TIPIFICACION DE LOS HAPLOTIPOS DE HLA DE CLASE I

Los leucocitos de sangre periférica provenientes de muestras de pacientes con CaCu
fueron tipificadas para conocer su haplotipo de HLA-I. Los resultados de la tipificacion de
HLA de clase I se resumen en las FIGURAS 15-17. El haplotipo, la edad, y el estadio clinico
de las pacientes donadoras se resumen en la TABLA 6.

ALELOS DE HLA-A DE PACIENTES
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FIGURA 15. Frecuencias de los alelos de HLA-A en las pacientes. Los alelos con mayor
frecuencia fueron: HLA-A2, -24, -A19, -A28 y —A30.

ALELOS DE HLA-B EN PACIENTES.

PORCENTAJE

ALELOS

FIGURA 16. Frecuencias de los alelos de HLA-B en las pacientes. Los alelos de HLA-B de
mayor frecuencia fueron: HLA-B16, -B35, -B14, -B40 y -B15. (HLA-B39 es un subclase
del tipo HLA-B16)
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ALELOS DE HLA-C DE PACIENTES

PORCENTAJE
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FIGURA 17. Frecuencias de los alelos de HLA-C en las pacientes. El alelo de HLA-C de
mayor frecuencia en el estudio fue: HLA-CW3
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TABLA 6

ALELOS DE HLA CLASE I

A33

A68
A33
A33
A68
A33
A3
A2 Al
AG68
A19
A9 A30
Al All
Al19 A28
Al10 A24
A26
Al6
A24
A28
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A2 A3

A2 A9
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A2

A3l Al9
Al AI19
A2 A19
A24 A19

A9 A30

Al0 A19
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A2 All

Al19 A30
A24 A28
A24 A28
A2

(continua)
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TABLA 6 (continuacion)
37 39 NIC-1 A2 A28 B16 B40 CW6

38 42 NIC-I Al A24 B39 B57 CW6
39 44  NIC-I A2 A28 Bl16 B63

40 32 NIC-I A2 A28 BS2 CW3
41 32 NIC-1 A2 A24 B35 Cw3
42 41 [11B A2 A28 B7 B49

43 55 1B A2 B17 Bl16 CW6
44 A2 A24 B35 CWl1
45 55 1B

46 A2 B35 B51 CW6

TABLA 6 Relacién de edad, estadio clinico y alelo de HLA clase 1. El rango de edades varia
de 19 hasta 66 afios con una edad promedio de 42.5 afios en contrando que este rango medio
se encuentran la mayoria de los estadios avanzados.

TIPIFICACION DE HPV INFECTANTE EN LAS BIOPSIAS DE PACIENTES
DONADORAS.

Se observan los patrones de corte de los productos tratados con enzimas de
restriccion (signo +), el signo (-) es el patron de corte sin enzima de restrinccion; la linea
celular HeLa como control positivo para HPVI8 y la linea celular CasKi como control
positivo para HPV16. Se muestra un resultado representativo de la tipificacion del HPV
infectante en las biopsias de las pacientes donadoras, donde se comparan los patrones de
corte del ADN de las biopsias de las pacientes con los patrones de corte de las lineas
celulares, de tal manera si los patrones son idénticos a alguna de las dos lineas celulares, se
concluye que es del mismo tipo viral de la linea celular. FIGURA 18

HELA CASKI| PACIENTE 1 PACIENTE 2

PM]_——1+|—|+|—|+|-1+]

FIGURA 18. Se observan los patrones de
corte de los productos tratados con enzimas
de restriccién (signo +), el signo (-) es el
patron de corte sin enzima de restrinccion.
PM son los pesos moleculares.
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PROLIFERACION /N VITRO DE LSPs

Para determinar la capacidad antigénica de los péptidos homélogos derivados de la
VE y de la VAA, se realizard una proliferacién in vitro a LSP estimulados con los péptidos
homologos.

De las 46 pacientes analizadas, 28 pacientes tuvieron el alelo HLA-A0201, de las
cuales se utilizaron 18, debido a que se contaba una cantidad adecuada de leucocitos de
sangre periférica (LSP), con la calidad necesaria para realizar el estudio de proliferacion in
vitro. Las pacientes a las cuales se les realizé el ensayo de proliferacién in vitro fueron
reenumeradas.

El indice de proliferacién (IP), encontrando que los LSP de las pacientes 1 y 2
muestran un reconocimiento por el péptido 5 KISEYRYYC, y de manera casi insignificante
contra el péptido 1 KLPQLCTEL. El control de IL-2 que muestra la viabilidad de los LSP,
muestra para las dos pacientes altos niveles de proliferacién. El péptido control de la matriz
de influenza-A (GILGFVFTL) para ambos casos es alto. FIGURA 19 Y 20.

Para las pacientes 3 y 5, se observa una baja respuesta de proliferaciondebida a los
péptidos 3 KISEYRHYC y 38 YMLDLQPETT, indicando una respuesta contra la VE. Para
ambos casos el control de IL-2 es alto. FIGURA 21 Y 22.

En la pareja de pacientes 8 y 9, sus LSP responden para los mismos péptidos, 5
KISEYRYYC, 7 TLGIVCPIC, 17 GILGFVFTL, y 38 YMLDLQPETT, ademas del control
de IL-2, pero no con la misma intensidad. Cabe destacar que aunque el tipo infectante de
HPV no es del tipo 16 o 18, existe una respuesta que suponemos que es del tipo cruzado,
entre varios tipos de papiloma dentro de la familia A9 y A7 del arbol filogenético en los
cuales se encuentran el tipo 16 y el tipol8. FIGURA 23 Y 24.

Los LSP de la paciente 11 reconocen un par de los péptidos homélogos VE y VAA,
aunque se observa una mayor respuesta para la VAA; ademas en el otro par de los péptidos
homélogos, se observa linicamente respuesta para la VAA. Los péptidos controles son
ampliamente reconocidos. Para la paciente 15, muestran un comportamiento semejante,
excepto por el péptido 17 GILGFVFTL. Por lo demés el control de proliferacion (IL-2) es
alto para ambos casos. FIGURA 25 Y 26.

El caso de las pacientes 4 y 6, es muy similar al caso anterior, ya que aunque son
reconocidos el par de péptidos homologos 3 KISEYRHYC y 5 KISEYRYYC, derivados de
la VE y VAA, sblo uno estos péptidos es mas fuertemente reconocido. Los péptidos
controles son altos para ambos casos, al igual que el control de IL-2. FIGURA 27 Y 28.
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Para las paciente 7 y 10 se observa un reconocimiento de los péptidos 1
KLPQLCTEL y 5 KISEYRYYC, aunque en el caso de la paciente 7, el péptido 1
KLPQLCTEL es muy débilmente reconocido, aunque también mostré una baja actividad
contra el péptido 3 KISEYRHYC. Estos datos nos sugieren algin tipo de respuesta
recruzada, dado a que el HPV infectante es de tipo 18 y los péptidos provienen de la
secuencia de HPV16. Los péptidos controles no mostraron una respuesta, que puede ser
debido al tipo de HPV infectante, dado a que los péptidos usados son derivados del virus de
HPV tipo 16. El control de proliferacién muy alto. FIGURA 29 Y 30.

Para la paciente 13, los dos pares homdlogos son reconocidos; para el par de
péptidos homélogos 1 KLPQLCTEL y 4 KLPHLCTEL, el péptido 4 KLPHLCTEL es 2.33
veces mas reconocido que el péptido 1 KLPQLCTEL; para el par de péptidos homdlogos 3
KISEYRHYC y 5 KISEYRYYC, el péptido 5 KISEYRYYC es 1.08 veces mas reconocido
que el péptido 3 KISEYRHYC. Para la paciente 16 el comportamiento es similar al de la
paciente 13. FIGURA 31 Y 32,

La paciente 14 responde a los dos pares de péptidos homélogos de la VAA y VE,
aunque se observa una mayor respuesta para la VAA. Ademas aunque el péptido control
(38 YMLDLQPETT), es muy alto, el control de Influenza A GILGFVFTL no es
reconocido. El control de IL-2 es alto. Para la paciente 12, como caso contrario, ningin
péptido responde, sugiriendo que la probabilidad del tipo de HPV infectante no esté
relacionado con la familia A9 o A7, dado a que ninguna secuencia de los peptidos fue
reconocida. FIGURA 33 Y 34.

La respuesta de los pacientes 17 y 18 con respecto al péptido 1 KLPQLCTEL es
muy similar, ademés que este péptido es el wnico reconocido del par homélogo. Con
resoecto al otro par homélogo, la paciente 17 no muestra respuesta, pero para la paciente
18, responden de manera casi similar pero un poco mas la variente europea como se
muestra en el péptido 3 KISEYRHYC. El péptido control 38 YMLDLQPETT es
reconocido, y el control de proliferacién IL-2 es alto. FIGURA 35 Y 36.

Con respecto al donador 1, el reconocimiento contra los péptidos homélogos de la
VE y VAA es insignificante, los controles son altos a excepcién de péptido de influenza
esto puede ser debido a que otros epitopes de la proteina M1 de influenza A pudiera ser de
mayor relevancia en diferentes estratos o sectores de la poblacion mexicana, a causa de
posibles cambios en las secuencias de las variantes de este tipo. Por el donador 2, cuyo
HLA no incluye al alelo HLA-A2, no hay reconocimiento de ningtin péptido, esto se debe a
que los péptidos son especificos contra el alelo HLA-A2, solo el control de IL-2 se muestra
alto. FIGURA 37 Y 38.

Promediando los indices de proliferacién de las 18 pacientes, se observa que el
péptido 4 (KLPHLCTEL), derivado de la variante Asiatico-Americana de la proteina E6 de
HPV16 es 1.59 veces mas reconocido y que el péptido 1 (KLPQLCTEL), derivado de la
variante Europea de la proteina E6 de HPV16, lo que le confiere al péptido 4
(KLPHLCTEL) mayor antigenicidad.
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El péptido 5 (KISEYRYYC) derivado de la VAA es 2.26 veces mas reconocido y
que el péptido 3 (KISEYRHYC), derivado de la VE, lo que le confiere al péptido 5
(KISEYRYYC) mayor antigenicidad. Por tanto la VAA es mucho més inmunogénica que
la variante Euroxpea de la proteina E6 de HPV16 confirmando lo reportado por Berumen*
2001, Yamada®® 1995, Casas®® 1999. Lo anterior sugiere que el cambio de un aminoécido
otorga diferencias antigénicas entre las variantes de las proteinas del HPV, ademas s6lo un
péptido ya sea de la variante Europea o Asidtico-Americana es reconocido con mayor
intensidad por el linfocito T citotoxico. FIGURA 39.
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FIGURA 19 Y 20 Indices de proliferacién de LSP estimulados con péptidos homélogos
derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 21 Y 22 Indices de proliferacién de LSP estimulados con péptidos homélogos

derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 23 Y 24 Indices de proliferacién de LSP estimulados con péptidos homélogos

derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 25 Y 26 Indices de proliferacion de LSP estimulados con péptidos homélogos
derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 27 Y 28 Indices de proliferacion de LSP estimulados con péptidos homélogos
derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 29 Y 30 Indices de proliferacién de LSP estimulados con péptidos homélogos
derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 31 Y 32 Indices de proliferacién de LSP estimulados con péptidos homélogos
derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 33 Y 34 Indices de proliferacion de LSP estimulados con péptidos homélogos
derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 35 Y 36 Indices de proliferacion de LSP estimulados con péptidos homologos
derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 37 Y 38 Indices de proliferacién de LSP estimulados con péptidos homélogos

derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del HPV16
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FIGURA 39 Indices de proliferacion promedio de LSP de las 18 pacientas donadoras
estimulados con péptidos homoélogos derivados de la VE y de la VAA de la proteina E6 del

HPVI16
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ENSAYO DE CITOTOXICIDAD.

Tomando en consideraciéon los indices de proliferacion de las 18 pacientes,
observamos que la VAA es mucho mas antigénica que la VE, para determinar la capacidad
citotoxicica de linfocitos de sangre periférica (LSP) de pacientes estimulados in vitro con
péptidos homélogos derivados de la VAA y la VE de la de la proteina E6 de HPV16, se
realizon un ensayo de citotoxicidad con los LSP de la paciente 13 que fue tipificada con la
variante Asidtico-Americana. Donde se observa que el péptido 4 muestra una mayor
citotoxicidad que su secuencuia prototipo. FIGURA 40.

% LISIS ESPECIFICA 30:1 (E:T)

cadaB8hE

i

PEPTIDO 1 | PEPTIDO 4 | PEPTIDO 3 | PEPTIDO 5

Péptido 1) KLPQLCTEL Péptido 3) KISEYRHYC Péptido 7) TLGIVCPIC
Péptido 4) KLPHLCTEL Péptido 5) KISEYRYYC Péptido 17 o INFL) GILGFVFTL
Péptido 38) YMLDLQPETT

FIGURA 40. Ensayo de citotoxicidad in vitro. LSP estimulados con péptidos homélogos
derivados de la variante Europea y de la variante Asiatico-Americana de la proteina E6 del
HPV16, fueron capaces de lisar mayormente a células T2 cargadas con péptidos
KLPHLCTEL derivados de la VAA que con el péptido KLPQLCTEL deriados de la VE
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ANALISIS DE RESULTADOS.

El céncer de cérvix (CaCu), es la tercera neoplasia maligna ginecolbgica mas
frecuente a nivel mundial, con la tendencia a ser la segunda causa de muerte. FIGURA 1. La
edad promedio para el desarrollo de CaCu es aproximadamente 50 afios; sin embargo,
puede afectar a mujeres de hasta 20 afios de edad o incluso menores™°.

El CaCu es el principal cancer en paises en vias de desarrollo” ®. En México, es el

céncer ginecolégico més comiin en la mujer después del de mama” '*'*2'77,

Mediante técnicas como hibridacién y PCR, se conoce que los tipos de HPV: 16,
18, 45, 31, 33, 52, 58, 35 se encuentran en el 95% de las muestras con carcinoma de células
escamosas’’, y el ADN de estos HPV encontrados es predominantemente de tipo 16 y 18
encontrados en el 93% de casos de CaCu® ',

Dado que diferentes tipos de HPV han mostrado que tienen capacidades
oncogénicas diferentes, es razonable pensar que las variantes también pueden tener
diferencias oncogénicas.”’ La incidencia en cancer cervical en diferentes comunidades
puede estar asociada con la distribucién de variantes virales especificas ™ '% 304252 34:59.92.

Aungque la distribucién geogrifica de los diferentes tipos de variantes puede estar
influenciado por varios factores incluyendo: coevolucién, migracién y mezcla de razas™ >
2. € las asociaciones geograficas no son absolutas.’’ La variante Asiitico-Americana
(VAA) de HPV16 ha sido reportado en muestras con céncer invasivo en Centro y Sur

América, Espafia y Asia” %,

La prevalencia de la VAA es mucho més alta en México, con aproximadamente
45.7% de todos los CaCu.** 7 La evidencia sugiere que es mas oncogénica la VAA que la
variante Europea (VE), incluyendo su asociacién con mujeres jévenes y la alta asociacion
con CaCu de riesgo oncogénico®’.

Dado que la sobre-expresioén de las proteinas oncogénicas E6 y E7 de los HPVs de
alto riesgo™, en células del epitelio cervical infectadas por el virus y en células tumorales
desarrolladas durante la enfermedad, han llevado a proponer que éstas pueden ser las
proteinas blanco idéneas para servir como antigenos tumorales'®” ''°.

Por otra parte, debido a que los linfocitos T citotdxicos son los efectores primarios
para la eliminacion de células infectadas con algin virus y células tumorales, a través del
reconocimiento de péptidos presentados por moléculas del antigeno leucocitario humano
(HLA) de clase I, varios grupos de investigacién como el nuestro, han dirigido sus
esfuerzos para identificar a los péptidos antigénicos derivados de las proteinas E6 y E7 del
HPV16 y 18 con la capacidad de estimular los Linfocitos T citotéxicos restringidos a
moléculas HLA-A0201. Debido a que el alelo HLA-A0201, es el mas frecuente en la
poblacién mundial®> '%1%7,
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El presente trabajo se realizé con la finalidad de evaluar las capacidades antigénicas
de los péptidos homologos derivados de la variante Europea y la variante Asiatico-
Americana de la proteina E6 del HPV 16, a partir de linfocitos de sangre periférica (LSP) de
pacientes con cancer cérvico-uterino con diferentes estadios clinicos, utilizando técnicas de
proliferaci6n in vitro y citotoxicidad.

Los alelos de las pacientes estudiadas, coinciden con lo informado por De Leo'® en
1997 y Weeman'® en 1997.

Se obtuvieron dos pares de péptidos derivados de la VE y VAA, usando un
programa de prediccidn algoritmica BIMAS, se identificé cuales tedricamente estabilizan
mejor a la molécula de HLA-A0201.

Para comprobar esta estabilizaciéon de la molécula de HLA-A0201, se realiz6 la
curva dosis respuesta, en la que se observa que los dos pares de péptidos homélogos
derivados de la VE (KLPQLCTEL y KISEYRHYC), y de la VAA (KLPQLCTEL y
KISEYRHYC) motraron un comportamiento semejante a lo descrito por el programa
BIMAS. Siendo semejantes la informacién teérica y experimental.

Pero los datos suministrados por el programa BIMAS con respecto a los péptidos 7
TLGIVCPIC, 17 GILGFVFTL y 38 YMLDLQPETT son diferentes a la estabilizacién
experimental. El programa BIMAS nos dice que el péptido 7 TLGIVCPIC es el que menos
estabilizaria a la molécula HLA-A0201, pero experimentalmente es el que mas fuertemente
estabiliza a la molécula HLA-A0201. Por el contrario el péptido derivado de la matriz de
influenza A GILGFVFTL, el programa BIMAS nos indica que es el que mejor estabiliza a
la molécula HLA-A2, pero experimentalmente no lo es.

Hemos observado que se repité un comportamiento, en el cual son reconocidos los
dos péptidos homologos. Sin embargo, la respuesta siempre es mayor para uno de los dos
péptidos, ya sea de la VAA 6 VE. Como por ejemplo, el caso de la paciente 11, que fueron
reconocidos el par de péptidos homologosl y 4 (KLPQLCTEL y KLPHLCTEL
respectivamente), pero el péptido 4 es 1.65 veces mas reconocido que el péptido 1.
También, hemos observado que la especificidad a solo un péptido del par homologo es
variable y puede ser debido a la capacidad del HLA y TCR propios de las pacientes para
reconocer y presentar estos péptidos sin importar este cambio sutil en la secuencia de
aminoacidos, dado a que las secuencias de éstos peptidos homologos derivados VAA y VE,
mantienen los aminoécidos anclas, y el cambio se encuentra en el centro o casi el centro de
la secuencia, otorgando diferentes capacidades antigénicas, porque recordemos que aunque

se reconocieran los dos péptidos solo uno era mas fuertemente reconocido que el otro® '
13

La falta de respuesta en algunas pacientes contra el péptido 17 derivado de la matriz
de influenza-A (GILGFVFTL), puede ser debido a que otros epitopes de la proteina M1 de
influenza A pudieran ser de mayor relevancia en diferentes estratos o sectores de la
poblﬁfién mexicana, a causa de posibles cambios en las secuencias de las variantes de este
tipo' .
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Lamentablemente, no se conté con la biopsia necesaria para el anilisis del tipo de
HPV infectante, en algunas pacientes, lo tinico que podemos hacer es presuponer el porque
algunos ensayos las respuestas no son tan fuertes o son nulas, lo que creemos es algin tipo
de reaccion cruzada.

Esta respuesta cruzada pude deberse a que los HPV incluidos en este estudio no
estan tan alejados en el 4rbol filogenético del HPV; Asi, el HPV16 pertenece a la familia
A9 y el HPV39 pertenece a la familia A7, en la que también se encuentra el HPV18, con lo
que presumimos que estas familias, al estar emparentadas pueden tener una respuesta
cruzada. Comparando las secuencias de los péptidos en este estudio observamos que: El
péptido 1 KLPQLCTEL y 4 KLPHLCTEL tienen una secuencia similar con el péptido
KLPDLCTEL de la proteina E6 del HPV18. Es por esto que en algunos pacientes con
HPV18 mostraron actividad contra los péptidos derivados de la proteina E6 del HPV16.
Corroborando nuestra hipétesis sobre la respuesta cruzada en algunas pacientes.

Se realizaron un ensayos de proliferacion y de citotoxicidad utilizando LSP
estimulados con péptidos derivados de la VE y VAA, obtenidos de una misma paciente. En
el ensayo de proliferacion in vitro observamos que los dos pares homélogos son
reconocidos, el par de péptidos homélogos 1 KLPQLCTEL y 4 KLPHLCTEL, el péptido 4
es 2.33 veces més reconocido que el péptido 1, el par de péptidos homélogos 3
KISEYRHYC y 5 KISEYRYYC, el péptido 5 es 1.08 veces mas reconocido que el péptido
3. Por otro lado en el un ensayo de citotoxicidad sobre células T2. La citotoxicidad
mostrada por el péptido 4 derivado VAA es mayor con respecto a su secuencia prototipo,
no se encuentra citotoxicidad en el par de péptidos homélogos 3 y 5. Relacionando estos
resultados con los obtenidos en la proliferacién in vitro, se confirma la activacién de los
LSP y la citotoxicidad de los mismos con respecto al par homdlogo 1 y 4 (KLPQLCTEL y
KLPHLCTEL respectivamente), siendo el péptido 4 mucho mas antigénico.

Con respecto de péptidos homélogos 3 KISEYRHYC y 5 KISEYRYYC, si se
encuentra un reconocimiento por los LSP mostrado por el indice de proliferacién in vitro,
pero no se encuentran citotoxicidad, puede ser debido a que hay muy pocas clonas que
reconocieron a estos péptidos que al activarse secretan al medio citocinas como IL-2 para
una estimulacion autocrina o paracrina, pero que pudieron estimular a células vecinas de
manera inespecifica, este fenémeno pudo ocurrir por la naturaleza genética de la paciente.
Se puede concluir con estos datos que el péptido 4 es mucho mas antigénico y que produce
un numero de alto de clonas capaces de reconocerlo, produciendo memoria inmunolégica.

Para demostrar que efectivamente el péptido KLPHLCTEL derivado de VAA, era
reconocido por los linfocitos T citotoxicos, por un efecto de memoria inmunolégica, la
biopsia fue secuenciada para comprobar la existencia de la variante en la biopsia, y asi
confirmar que la respuesta inmune obtenida se debia a una respuesta de memoria. El
resultado indicé que efectivamente contenia ADN viral del HPV16 VAA, con lo que se
puede reafirmar de que este péptido puede llegar a ser presentado™.
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Promediando los indices de proliferacién de las 18 pacientes, se observa que el
péptido 4 (KLPHLCTEL), derivado de la VAA es 1.59 veces mas reconocido y que el
péptido 1 (KLPQLCTEL), derivado de la VE, lo que le confiere al péptido 4
(KLPHLCTEL) mayor antigenicidad.

El péptido 5 (KISEYRYYC) derivado de VAA es 2.26 veces més reconocido y que
el péptido 3 (KISEYRHYC), derivado de la VE, lo que le confiere al péptido 5
(KISEYRYYC) mayor antigenicidad. Por tanto la VAA es mucho mas inmunogénica que
la variante Europea de la proteina E6 de HPV16 confirmando lo reportado por Berumen®?
2001, Yamada® 1995, Casas® 1999. Lo anterior sugiere que el cambio de un amino4cido
otorga diferencias antigénicas entre las variantes de las proteinas del HPV, ademas sélo un
péptido ya sea de la variante Europea o Asidtico-Americana es reconocido con mayor
intensidad por el linfocito T citotdxico.

Datos interesantes provienen de los péptidos controles que se emplearon: el péptido
7,17 y 38 (TLGIVCPIC, GILGFVFTL y YMLDLQPETT). Los péptidos 7 y 38 pueden ser
usados como controles de memoria o ser estudiados para conocer su capacidad
inmunogénica y citotdxica, y pueden ser empleados en vez del péptido 17, dado que no
toda la poblacién mexicana responde ante este péptido''* Tomando en cuenta esto, y
observando los resultados, el péptido 7 es 58.82% reconocido por todas las pacientes, el
péptido 17 es reconocido 44.44% vy el péptido 38 es 58.82% reconocido por todas las
pacientes estudiadas® !> 16,

El codén de E6 de los residuos 10 y 14 muestran un reemplazo de aminoacidos en
dos posiciones cada uno. Una posible explicacién para la concentracién de cambios puede
ser un punto antigénico selectivo en la regién. El HPV16 E6 puede se un blanco selectivo
de ambas respuestas humoral y celular' '’

La relevancia inmunolégica de la regién de E6 amino terminal estd fundamentada
por la demostracién de un procesamiento endégeno de péptidos restringidos a HLA-A0201
(KLPQLCTEL, de la proteina E6), similares al encontrado en el péptido 4 KLPHLCTEL
derivado de la VAA, también como el sobrelapamiento del ‘)?tido RPRKLPQL, también
de la proteina E6, pero con especificidad al alelo HLA-B7''&117,

Con esto podemos sustentar que efectivamente para la paciente 13, si se expresaba
la proteina E6 de la VAA, y también que los resultados encontrados en algunas pacientes en
las cuales respondian contra los dos péptidos homoélogos, se debia posiblemente a que la
respuesta inmune celular esté modificada por factores del huésped tal como la presentacién
de moléculas de HLA, proteinas virales como E6 y E7 o una combinacién de ambos.

LLa causa de esta asociacion puede ser explicada por las diferencias de la regulacion
de la transcripcién del virus por diferentes variantes, en la actividad bioldgica de las
proteinas codificantes de las variantes de HPVI16 que intensifican la actividad
transformante E6/E7, o la habilidad del huésped para generar una respuesta inmune contra
epitopes especificos de la variante del virus. Esto ultimo efecto mediado a través del
antigeno leucocitario humano HLA presentando antigenos virales® ''! 42 117 e e que
hemos observado en este trabajo.
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Ademas, también se confirma que la variantes de HPV son mas antigénicas, ya que
aparte de su relacién con el riesgo de carcinoma de células escamosas y sus precursores:
lesiones de alto grado, en la cual se han observado un incremento de riesgo de padecer la
enfermedad, asociada con variantes no-europeas de HPV16™ 5% También, se sabe que
la presencia de variantes no-europeas en adenocarcinomas es del 75% que en carcinomas
de células escamosas 47%.”’ Con esto se confirma la antigenicidad de las variantes.

En un estudio realizado con la subclase de la variante Europea, se encontré que la
E-350G, resultante de un cambio de leucina por valina puede influenciar la respuesta por la
presentacion de los péptidos y/o su inmunogenicidad. Esto nos permite su$crir que con el
cambio de un aminoécido la presentacién y el reconocimiento son afectados .

Finalmente, observamos que el cambio de un aminoicido otorga diferencias
antigénicas entre la VE y la VAA de la proteina E6 del HPV16, ademas s6lo un péptido, ya
sea de la VE o de la VAA, es reconocido con mayor intensidad por el linfocito T, revelando
la importancia que tiene la variante Asiatico-Americana, dado que, en México la VAA y la
VE se encuentran en proporciones casi iguales. Ademas que los péptidos estudiados se
encuentran expresados y mantienen LSP de memoria en estadios tempranos como NIC I,
hasta estadios muy avanzados de la enfermedad, lo cual debe ser considerado en nuevos
protocolos de inmunoterapia con el uso de epitopos adecuados del HPV a favor de estas
pacientes infectados con algiin tipo de HPV de las familias A9 y A7del arbol filogenético.
Dentro de la familia A9 se encuentra el HPV16 y dentro de la familia A7 se encuentra el
HPVI8.
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CONCLUSIONES.

Pacientes con cancer cérvico-uterino (CaCu), mantienen linfocitos T CD8" de
memoria especificos contra péptidos antigénicos derivados de la proteina E6 del HPV 16, en
el contexto de HLA-A0201.

El péptido derivado de la variante Asiatico-Americana (KISEYRYYC), induce la
proliferacion de LSP comparable con el efecto obtenido con el péptido control de influenza
A. Su contraparte Europea (KISEYRHY C), no indujo una proliferacion significativa de los
LSP aun cuando sélo difieren de un aminoacido.

Un comportamiento semejante tiene el péptido de la variante Asiatico-Americana de
la proteina E6 del HPV16 (KLPHLCETL), que induce una proliferacién mayor en los LSP
que su contraparte Europea (KLPQLCTEL).

Lo anterior sugiere que el cambio de un aminoécido otorga diferencias antigénicas
entre las variantes de las proteinas del HPV, ademas sélo un péptido, ya sea de la variante
Europea o de la Asiatico-Americana, es reconocido con mayor intensidad por el linfocito T.

La antigenicidad de los péptidos estudiados no esta relacionada con la afinidad
tedrica o experimental por la molécula de HLA-A0201.

La capacidad de los péptidos analizados para generar una respuesta citotéxica in
vitro, se encuentra en el péptido KLPHLCTEL derivado de la variante Asiatico-Americana
de la proteina E6 del HPV16. .

Esto sugiere que la variante Asiatico-Americana de la proteina E6 del HPV16, es
mucho mas inmunogénica que la variante Europea.

PERSPECTIVAS.

Es conveniente ampliar el niimero de muestras de pacientes HPVI16', HLA-A02017,
para corroborar el comportamiento de los péptidos variante Asiatico-Americana y de la
variante Europea de la proteina E6 del HPV16.

Asimismo seria conveniente contar con un grupo control de mujeres sanas, HLA-
A02017, comprobando la nula persistencia del HPV, mediante técnicas como:

Papanicolaou, colposcopia, hibridacion, etc.

Aumentar el niimero de ensayos de citotoxicidad, con lo que se pudiera corroborar
lo encontrado en este proyecto de investigacion.
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