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N tuve tiempo..

% hombre muy sabio decia: La gran linea divisoria entre el éxito y el fracaso se

encierra en tres palabras: no tuve tiempo.

El medio del frenético ritmo de la vida moderna nos parece con frecuencia, que lo0s

dias no tuvieran horas suficientes para realizar nuestras aspiraciones y entonces
renunciamos a ellas.

E mundo sin embargo, esta lleno de personas que a fuerza de voluntad han encontrado

la manera de destinar una hora diaria por lo menos a cultivar por si mismas su facultad
creadora. Es mas, he observado que los individuos con mayor niimero de ocupaciones,
suelen ser los que se arreglan para disponer diariamente de una hora para disfrutar de su
soledad.

:@ien dedique aungque solo sea una hora al dia, a algun proyecto para él apasionante

le estara dedicando 365 horas al atio. O sea, el equivalente de mads de 45 jornadas de
trabajo, de ocho horas cada una.

Eto es como agregar un mes y medio de vida productiva a cada arno de nuestra

existencia. Reconozco que no es cosa fdcil.

gé necesita voluntad, primero para darse esa hora y para luego utilizarla sabiamente.

Lo mds importante es que nuestras horas de soledad, sea productivas y asi puede serlo
aunque a veces unicamente nos proporcione un sentimiento de bienestar.

Andénimo



El presente trabajo se desarrolld en el Laboratorio de Inmunobiologia de la UMIEZ de la FES-
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Resumen.

El cancer cervical uterino (CaCu) es un importante problema de salud publica a nivel
nacional, representando la principal causa de muerte por tumores malignos en mujeres, con
un 14.4% del total, dando lugar a mas de 4000 muertes por afio en México. Actualmente, es
el primer céancer reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud que es 100%

atribuible a la infeccidon por el virus de papiloma humano (HPV).

Se ha reportado que mas del 90% de los tumores de cancer cérvico-uterino presentan
pérdida o disminucién de la expresion alélica de las moléculas clase | del complejo
principal de histocompatibilidad (HLA-I), la cual se asocia con deficiencias en la expresion
de moléculas que participan en el procesamiento de antigenos tales como LMP-2, LMP-7,
LMP-10, TAP-I, TAP-2 y Tapasina.

En estudios recientes, se ha descrito que algunos mecanismos epigenéticos como son la
hipermetilacion y desacetilacion de histonas, controlan la expresion de genes que codifican
para proteinas que participan en el reconocimiento inmune de las células tumorales,
incluyendo a las moléculas HLA-I y del procesamiento de antigenos. Asimismo, en un
estudio reciente, realizado por nuestro grupo de investigacion, se encontré que el uso del
agente desmetilante hidralazina (H) junto con el inhibidor de desacetilasas de histonas,
acido valproico (AV), inducen una mayor expresion de moléculas MHC clase | y favorecen
el reconocimiento inmune de células tumorales de cancer cérvico-uterino (CaCu). Por lo
que en el presente estudio se analizo si el incremento en la expresion de moléculas HLA-I
en células tumorales de CaCu tratadas con ambos farmacos se relaciona con algln

incremento en la expresion de moléculas del procesamiento antigénico.

En este estudio se utilizaron seis lineas celulares derivadas de cancer cérvico uterino: C33A
y Vibo (HPV-), Caski y Siha (HPV16+) y Hela e Inbl (HPV18+). Después del tratamiento
con hidralazina (H) 10uM durante 5 dias y acido valproico (AV) 1mM durante 3 dias, se
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analizo la expresion total de moléculas HLA clase | en membrana mediante citometria de
flujo y la expresion intracelular de las moléculas participantes en el procesamiento y
presentacion de antigenos LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y Tapasina mediante tinciones

inmunocitoquimicas utilizando anticuerpos monoclonales especificos.

El tratamiento de las células tumorales con H y AV indujo un importante incremento (21-
143%) en la expresion de moléculas HLA-I en las lineas celulares estudiadas, incluso mayor
al obtenido cuando las células fueron tratadas con IFN-y (inductor positivo) (9-89.5%). La
combinacion de H+AV+ IFN-y indujo el mayor incremento en la expresion de moléculas
HLA-1 (133-173.5%). Por otro lado, el tratamiento con H+AV indujo un incremento
importante en la expresidn constitutiva de las moléculas del procesamiento antigénico LMP-
2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 'y TPN comparable a la inducida con IFN-y. Las moléculas TAP-1
y LMP-7 del procesamiento antigenico fueron las que presentaron una mayor induccion en

las células cultivadas en presencia de los tres farmacos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, el tratamiento de células
tumorales con H, AV e IFN-y favorece el incremento en la expresion de las moléculas
HLA-1y del procesamiento antigénico, lo cual puede repercutir de manera favorable para su
reconocimiento inmunolégico, por lo que resultaria conveniente estudiar la inclusion de

estos farmacos en protocolos de inmunoterapia en pacientes con CaCu.



Rosario Garcia Rocha

Introduccion.

Cancer cervico-uterino.

El cancer cervical uterino (CaCu) es un importante problema de salud publica pues en el
Mundo es la segunda causa de mortalidad debida a padecimientos oncoldgicos en mujeres,
con unas 300, 000 muertes al afio siendo la mayor tasa de incidencia entre la poblacién
femenina de los paises en vias de desarrollo (Parkin et al., 1999). En México, representa la
principal causa de muerte por tumores malignos en mujeres, con un 14.4% del total,

representando mas de 4000 muertes por afio (INEGI, 2002).

Actualmente, es el primer cancer reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud que
es 100% atribuible a la infeccion por el virus de papiloma humano (HPV) (Bosch y Mufioz,
2002) y la infeccidn por este virus representa la enfermedad por transmision sexual mas
difundida (Bosch et al., 2002, Walboomers et al., 1997, Walboomers et al., 1999), aunque
la mayoria de estas infecciones es transitoria y no es clinicamente evidente debido a que el
70-90% de mujeres infectadas resuelven la infeccion en 12 a 30 meses (Evander et al.,
1995 y Ho GY, et. al., 1998) y se estima que solo un 5 a 8% de mujeres que la padecen
desarrolla el CaCu (Torroella et al., 1998).

Esta enfermedad tiene una historia natural de larga evolucion que inicia con los cambios en
el epitelio cervical, que gradualmente van acentuandose hasta que en un término de 1-10
afios después de la infeccion persistente por el HPV se transforman en carcinoma invasor
(Castellanos, 2003).

La edad promedio para el desarrollo del cancer cervicouterino es aproximadamente 50
afios; sin embargo, puede afectar a mujeres de hasta 20 afios de edad o incluso menores. El
cancer cervicouterino esta directamente relacionado con él nimero de compafieros sexuales
a lo largo de la vida (Nubel, 2005).
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Marco teédrico.

Virus del papiloma humano (HPV).

El HPV pertenece a la familia Papovaviridae, de estructura icosahédrica de 72 capsomeros
(60 hexameros y 12 pentdmeros) sin capsula con un didmetro aproximadamente 55nm que
contiene el genoma viral (Figura 1), compuesto de DNA circular de doble cadena de
aproximadamente 8kb y 8, 000 pares de bases de longitud (Hebner y Laimins, 2006).

Figura 1. Virus de Papiloma Humano. Tomado de: (http://www.roche.de/.../hpv_verlauf.htm).

El genoma del HPV se divide en tres regiones: la region larga de control (LCR) que no
contiene marco de lectura alguno, la regién que corresponde a las proteinas temprana (E1 a
E7) y la region que corresponde a las proteinas tardias (L1 y L2) (Figura 2) (McMurray, et
al., 2001).

Figura 2. Genoma del HPV, tomado de: (L6pez y Lizano, 2006).


http://www.roche.de/diagnostics/infektionsdiagnostik/hpv_verlauf.htm
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Tabla 1. Funciones de los productos génicos del HPV.

Proteinas virales
tempranas

Funciones

El

Replicacion del ADN viral y
mantenimiento episomal.

E2

Transcripcion viral, replicacion y
transformacion.

E4

Modifica el citoesqueleto para permitir la
liberacion del virus.

E5

Proteina transformante: inhibicion de la
degradacion del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR).

E6

Proteina transformante: inactiva la proteina
p53 e inhibe la apoptosis.

E7

Proteina transformante: interfiere con las
proteinas supresoras del retinoblastoma
(Rb).

Proteinas virales
tardias

L1yL2

Principales proteinas de la capside, L1
constituye el 90% y L2 el 10%.

Tomado de Zur, 2000, Huibregtse et al., 1991, Munger et al., 1992, DiMaio et al., 1994, Chen et al., 1995 y
Syrjanen y Syrjénen, 1999.

Infeccion del virus.

La infeccién con HPV es la enfermedad de transmision sexual mas comun en el mundo; al

menos el 60% de las mujeres con vida sexual activa menores de 35 afios han tenido

infeccion genital por HPV (Herman, 2003).

Es un virus epiteliotropico que puede infectar la piel, el tracto ano genital, boca, laringe y

esofago (Tewari, et al., 2000), hasta ahora, por o menos se han identificado 200 tipos (Zur,

1999) y los tipos de HPV’s genitales son clasificados segun su potencial para inducir
malignidad: de alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 36, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 73 y 82,
probable alto riesgo: 26, 53 y 66 y de bajo riesgo: 6, 11,40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,81y
CP6108 (Mufoz et al., 2003).
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Aproximadamente el 99% de canceres cervicales contienen DNA de HPV de alto riesgo,
siendo el HPV tipo 16 es el mas prevaleciente, encontrado en mas del 50% de los casos
seguido por los tipos: 18, 31, 33 y 45 (Walboomers et al., 1999).

Como todas las neoplasias malignas, el carcinoma de cérvix es consecuencia de una serie
de alteraciones en genes que regulan la proliferacion celular y apoptosis, en donde el HPV
es el factor mas importante en su etiopatogenia debido a que el DNA del virus se encuentra
integrado en las lesiones invasoras en mas del 90% de los casos (Howley, 1991). Aunque
esto no es suficiente ya que solo una pequefia proporcion de las mujeres infectadas por el
virus desarrollan cancer (Hernan y Baylin, 2003) indicando que otros factores estan
implicados en la progresion de la infeccion (Berek y Hacker, 2000) como lo son la
multiparidad (cuando la mujer a tenido 7 6 mas embarazos a término), el cigarrillo, la
inmunosupresion, (Mufioz et al., 2002) y el uso prolongado de anticonceptivos orales
(Moreno et al., 2002).

Las particulas infecciosas entran a las células basales del cervix a través de una abertura en
el epitelio estratificado. Tal abertura puede ocurrir en condiciones donde la piel tenga
alguna lesién o microtrauma (Evander et al., 1997) y alli se mantienen 50 a 100 copias de
virus por célula; cuando se presenta la division celular una célula empieza a migrar hacia la
superficie e inicia su proceso de diferenciacion, lo cual es un problema para el virus que
requiere de toda la maquinaria replicativa de la célula para la sintesis de su DNA; sin
embargo, el virus requiere de algun nivel de diferenciacion ya que el promotor que regula la
sintesis de la capside sélo se activa en células parcialmente diferenciadas. Por lo tanto el
virus debe alterar la progresion de la fase G1 a la S para realizar su replicacién en la capa
granular y la sintesis de la capside y amplificacion de su DNA (Figura 3) (McMurray et
al., 2001).

La funcion de los productos de las proteinas E6 y E7, durante la infeccion productiva, es
modificar los caminos de regulacion del crecimiento celular para facilitar la replicacion

viral en la célula que aun no estad diferenciada y mantener activo el proceso de division
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celular. La proteina E6 de HPV se une a p53 y lo hace blanco de degradacion por
ubiquitinacion, esta degradacion tiene la misma funcién de una mutacién inactivante
(Warness et al., 1990). Los productos del gen E7 se unen a la forma hipofosforilada de las
proteinas de la familia pRb, esta union interrumpe el complejo entre pRb y el factor de
transcripcion celular E2F, liberando asi la transcripcion de genes cuyos productos son
requeridos para que la célula entre en fase de sintesis del ciclo celular. Los productos del
gen E7 también se pueden asociar con otras proteinas del ciclo celular como la ciclina E,
dando como resultado la estimulacion de la sintesis de DNA y la proliferacion celular
(Thomas et al., 1999) (Figura 3).

Figura 3. Arquitectura de la célula epitelial estratificada del cervix y expresion de las proteinas virales después de la
infeccion. Tomado de: (Frazer, 2004).

Respuesta inmune contra el cancer.

La respuesta inmune estd considerada como un mecanismo efector en la resistencia a los
tumores y esta relacionada desde la fase de iniciacion hasta el crecimiento y progresion de

éstos (Janeway et al., 2001).
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Importantes evidencias sugieren que el sistema inmune participa en la eliminacion de las
células malignas que aparecen en el huesped, probablemente, como resultado de
mutaciones espontaneas, exposicion a carcinégenos del medio ambiente y activacion viral.
Ademas, tiene una crucial implicacion en la progresion de tumores ya establecidos, pues
generalmente son mas agresivos, en aquellos pacientes que sufren inmunodepresion
(Brostoff et al., 1993).

El HPV ha evolucionado conjuntamente con los humanos durante mucho tiempo y por
tanto, su ciclo replicativo es muy complejo, de tal forma que puede infectar el tracto genital
femenino durante varios afios con un bajo perfil de expresién, lo que genera una muy pobre
respuesta inmune innata (Wright y Richard, 1989). Cuando logra establecerse, una
respuesta inmunoldgica adaptativa es mas eficiente, y por eso, aunque la tasa de infeccion

es muy alta, no todas las infecciones progresan hasta CaCu (Franco et al., 1999).

Pero cuando la infeccion es persistente y el sistema inmune esta deprimido, puede darse
lugar a la integracion del genoma del HPV a la célula hospedera y eventualmente, al
desarrollo de una neoplasia que puede derivarse hacia tumores avanzados y finalmente,
hasta metéastasis (Zur, 2000).

Potencialmente todas las proteinas del HPV pueden ser blancos antigénicos para generar
una respuesta inmune, no obstante, de acuerdo con el ciclo biologico del virus, algunas de
sus proteinas pueden quedar méas accesibles al reconocimiento inmune. En las etapas
tempranas de infeccion viral o en las etapas iniciales del desarrollo del cancer cervical,
cuando existe una amplia formacién de viriones, las proteinas de la cépside
(primordialmente L1) son los principales antigenos blanco accesibles para la respuesta
inmune humoral y celular contra la infeccion por HPV (Zur, 2002), mientras que las
oncoproteinas E6 y E7, que se expresan abundantemente en estadios tardios, constituyen
los principales blancos de la respuesta inmune en el cancer cervical en etapas avanzadas
(Frazer, 2004).
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Ademas de que el HPV no estimula una respuesta inflamatoria usa estrategias deliberadas
para evitar ser detectado (Frazer, 2004). En los canceres cérvico-uterinos asociados con este
virus frecuentemente se encuentra una pérdida o disminucion de la expresion alélica de las
moléculas clase | del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), que estan
intimamente involucradas en el reconocimiento y presentaciéon de antigenos de superficie.
Esto podria explicar por qué algunos canceres escapan a la vigilancia inmunoldgica

mediada por células (Serman, 2002).

De hecho el estudio de la inmunidad celular dirigida hacia proteinas del HPV ha sido
enfocado principalmente hacia estas proteinas de transcripcion temprana, las cuales al ser
sintetizadas enddégenamente quedan disponibles en el citosol para ser degradadas a péptidos
y posteriormente presentados por moléculas MHC clase | en la membrana celular
(Feltkamp et al., 1993).

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC).

El factor mas importante en el progreso de un carcinoma vaginal es la respuesta inmune
celular. En esta repuesta el Complejo principal de Histocompatibilidad (MHC en
vertebrados especificamente, o HLA en humanos) tiene la gran capacidad de presentar gran
variedad de antigenos tumorales y virales, que son reconocidos por los linfocitos T, los

cuales actdan de una manera muy precisa par eliminar el tumor (Garrido et al., 1993).

El complejo principal de histocompatibilidad esta ubicado en el brazo corto del cromosoma
6 en el humano, e incluye por lo menos 200 genes (Figura 4). EI complejo se encuentra
dividido en tres regiones: Clase Il (con los genes HLA-DR, -DP y -DQ), clases Il (que
incluye los genes que codifican las proteinas del complemento y factor de necrosis
tumoral), y clase I (con los genes HLA-A, B, -C, -E, -H, -G y -F) (Fig. 4) (Moss y
Khanna, 1999).

10
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Figura 4. Mapa geonomico; incluye los genes que codifican las moléculas del MHC clésicas y no cléasicas. En MHC-I11 el
concepto de clésico y no clasico no se aplica. Tomado de:
(http://courses.cm.utexas.edujrobertusch339koverheads-1ch7_MHC-proteins).

MHC-I

Las moléculas del MHC-I se expresan de manera constitutiva en practicamente todas las
células nucleadas, este patron de expresion esta ligado a las funciones de las células T.
Debido a que los virus pueden infectar cualquier célula nucleada, todas las células de este
tipo deben presentar los ligandos que reconocen los las células T. Asi, proporcionan un

sistema de presentacion de antigenos virales (Apple y Erlich, 1996).

En las moléculas de clase I, cada familia génica codifica para dos cadenas péptidicas
heterodiméricas denominas cadena pesada (cadena alfa) y liviana (Beta 2 microglobulina,
codificada fuera del complejo), la cadena pesada (44 a 47 kDa) se orienta de manera que
alrededor de las tres cuartas partes del polipéptido se extienden en el medio extracelular, un
pequefio segmento atraviesa la membrana y el extremo carboxiterminal se localiza en el
citoplasma. Los segmentos alfa 1 y alfa 2 del extremo amino terminal interaccionan y
forman el sitio de union al péptido, su tamafio es suficientemente grande para unir péptidos
de 8y 11 residuos de aminoacidos en una conformacion flexible y extendida, los extremos

11
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de esta hendidura estan cerrados de manera que péptidos de mayor tamafio no puedan
encajar (Figura 5) (Andersson et al., 1994).

Figura 5. Esquema de la molécula MCH-1 tomado de: (htt://pcourses.cm.utexas.edujrobertusch339koverheads-
1ch7_MHC-proteins).

Procesamiento de antigenos.

En el contexto MHC clase I, un gran nimero de moléculas participan en el proceso
conocido como procesamiento y presentacion de antigenos: primero el proteasoma que es
una unidad multicatalitica localizada en el citosol de la célula, genera péptidos a través de
la degradacion de proteinas intracelulares. El proteasoma esta compuesto por una familia de
14 subunidades diferentes pero homologas con una masa molecular de entre 20 y 35 kDa,
los cuales se clasifican en subunidades tipo o y B, tiene una estructura cilindrica altamente
conservada con dos anillos externos de subunidades a y dos anillos internos de subunidades
. Tres de las subunidades B llamadas LMP2, LMP7 y MECL1, cuyos genes codifican en
la region del MHC clase Il, pueden ser inducidas por interferén y para formar el

inmunoproteasoma desplazando a las subunidades originales X, Y y Z, estos cambios

12
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inducidos por el interferon son responsables de los cambios funcionales en la actividad

catalitica y el procesamiento de antigenos (Heemels y Ploegh, 1993).

Una vez generados los péptidos son llevados desde el citosol hacia el reticulo endoplasmico
por medio de la proteina transportadora asociada al procesamiento de antigenos Ilamada
TAP que es un complejo heterodimérico transportador dependiente de ATP compuesto por
las unidades TAP1 y TAP2, cuyos genes se codifican en el MHC y son fuertemente
inducidas por el interferén; cada una esta constituida por una cadena polipeptidica con seis
dominios transmembranales y un dominio carboxilo-terminal de union a ATP, la proteina
TAP tiene una alta especificidad y selecciona péptidos del tamafio correcto y con los
residuos amino y carboxilo-terminal adecuados. Se ha demostrado la preferencia del TAP
hacia péptidos de 8 a 13 aminodacidos en presencia de ATP y dado que esta es la longitud de
los péptidos que se unen a moléculas clase |, se puede correlacionar la longitud con la
especificidad de los TAP (Momburg et al., 1994 y Neefjes y Momburg, 1993).

Existen moléculas chaperonas residentes en el reticulo endoplasmico como: calnexina,
calreticulina, BiP (proteina de union), ER60 y tapasina, las cuales estabilizan a las
moléculas MHC clase | para su ensamblaje (Koopman et al., 1997; Van et al., 1999;
Lehner y Cresswell, 1996) en este proceso la cadena pesada o transmembranal, interactla
con las moléculas chaperonas y es doblada para unirse a la cadena ligera f2-microglobulina
(B2m), después de ser cargada con el péptido forma el complejo de la molécula MHC-B2m-
péptido que posteriormente es transportado desde el reticulo endoplasmatico hacia el
aparato de Golgi, donde es englobada en una vesicula secretora y posteriormente es
transportada a la membrana citoplasmatica para fusionarse con ella y ser expuesta en la
superficie y asi presentar el péptido asociado a la molécula MHC, hacia los linfocitos T
CD8" (Figura 6) (Zinkernagel y Doherty 1997).
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Figura 6. Procesamiento y presentacion de antigeno. Tomado de:
(http://www.bio.davidson.eduCoursesimmunologyStudentsspring2006 Maluskitapasinimages0)

Las células presentadoras de antigenos tienen como objetivo capturar y procesar antigenos
dentro de ella y presentarlos en la superficie celular en forma de péptidos a los linfocitos T
quienes reconocen y eliminan el antigeno presentado. Estos antigenos pueden derivar de
patdgenos que se replican dentro de las células como virus o bacterias intracelulares o de
patdgenos y sus productos que son internalizados a las células por endocitosis. Los péptidos
se liberan en la superficie celular para ser presentados por glicoproteinas especializadas
Ilamadas moléculas MHC, estas glicoproteinas codifican en una enorme region donde se
agrupan genes que han sido identificados por su potente efecto en la respuesta inmune
(Janeway et al., 2005).

El carcinoma de cervix es derivado de epitelios HLA-I+ (Cromme et al., 1993).y la

expresion deficiente de moléculas clase | del MHC en la membrana, es un mecanismo
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caracteristico en las células malignas para evadir la respuesta inmunolégica mediada por los

linfocitos T citotoxicos (Janeway et al., 2005).

Existen varios mecanismos que pueden alterar la expresion del MHC-I, como son la
inhibicion de transporte o glicosilacion de HLA-I; mutacion en los genes TAP; mutacion o
arreglos en el gen B-2-microglobulina; cambios en la metilacion de la estructura de los
genes clase I; alteraciones en la union de los factores transcripcionales y la regulacion

negativa de moléculas HLA-I por oncogénesis o por el HPV (Cromme et al., 1993).

La expresion de moléculas HLA-I en células de cancer cervical se observa disminuida en el
60% de los tumores con metastasis, existiendo también una menor infiltracion de linfocitos
en el tejido, lo que sugiere que la perdida de la expresién de moléculas HLA-I puede
representar un mecanismo de escape de la respuesta mediada por linfocitos T CD8"
citotoxicos y producir un aumento en el potencial metastatico de las células tumorales
(Hilders et al., 1995).

Ademas la mayoria de los tumores de cancer cérvico-uterino presentan deficiencias en la
expresion de componentes de la maquinaria del procesamiento antigénico (LMP-2, LMP-7,
LMP-10, TAP-I, TAP-2) (Ritz et al., 2001 y Fowler et al., 2004), afectando la presentacion
de antigenos tumorales en la membrana celular y por tanto en el reconocimiento inmune

por linfocitos T citotoxicos (Brady et al., 2000 y Hilders et al., 1995).

Epigénetica y cancer.

La epigenética es un fendmeno bien establecido que juega un papel importante en los
procesos bioldgicos como el desarrollo embrionario, la biologia del cancer, la respuesta del

sistema inmune entre otros (Jablonka y Lamb, 2002).

En estudios recientes han descrito que los mecanismos epigenéticos de control

transcripcional, juegan un papel de gran importancia en la desactivacion de genes
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responsables de la regulacion del crecimiento y diferenciacién celular, asi como de genes
que participan en el reconocimiento inmune de las células tumorales, incluyendo a las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad y moléculas del procesamiento de
antigenos (Maio et al., 2003). Los mecanismos epigenéticos mas estudiados son la
metilacion del DNA 'y la desacetilacion de histonas (Spencer y Davie, 1999).

Metilacion del DNA.

La metilacion del DNA es un proceso importante en la regulacion epigenética. Consiste en
la incorporacion de un grupo metilo en la citosina del dinucle6tido CpG (Figura 7).
Participa en la regulacion de etapas tempranas del desarrollo, asi como en la inmovilizacion

de transposones, manteniendo una mayor estabilidad (Bird, 2002).

Ni"z T.z
P
. ~
o L\CHs | / -
[/ \\:‘H | E-I\ZL ]
\N//%ID H_N/"J%O
Citosina 5-metil-citosina

Figura 7. La metilacion del DNA ocurre por la adicion enzimética de un grupo metilo en el carbono 5 del nucleétido
citosina. Tomado de: (Gémez JR, et. al., 2005).

La mayoria de las 5-metilcitosinas (5 mC) en el DNA humano estan presentes en los
dinucle6tidos 5'-CpG-3’ (citosina-fosfato-guanina, CpG), los cuales no se encuentran
uniformemente distribuidos en el genoma ya que han sido eliminados progresivamente de
éste a lo largo de la evolucion (Ng et al., 1999). En el 98% del genoma, los dinucleotidos
CpG aparecen una vez cada 100 dinucleotidos y se encuentran fuertemente metilados con

objeto de estructurar la cromatina (Bestor y Tycko, 1996).
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La metilacion puede regular la expresion génica por dos mecanismos:

» Por interferencia directa en la union de los factores de transcripcion con secuencias
blanco, evitando su activacion.

» La unién de proteinas que reconocen al DNA metilado, conocidas como "Methyl-
CpG-binding proteins”, que unen co-represores y éstos ademas reclutan desacetilasas de

histonas, generando una cromatina altamente compactada (Bird y Wolffe, 1999).

Por contrario, pequefias regiones del DNA que van desde 200 pb hasta varias kilobases,
denominadas “islas CpG”, contienen la frecuencia esperada de dinucleétidos CpG (1 por
cada 10 dinucledtidos) (Gardiner et al., 1987 y Bird et al., 1986). Estas areas estan
protegidas de la metilacion y se encuentran localizadas en las regiones promotoras
proximales de cerca del 50-60% de todos los genes, siendo esta ausencia de metilacion un
requisito basico para la transcripcion activa y normal funcionamiento de los mismos
(Antequera y Bird, 1996).

La metilacion de las regiones promotoras de los genes es, en la actualidad, el evento
epigenético (alteracion de la expresion de un gen sin que exista cambio en la secuencia
normal de los nucleétidos que lo componen) mejor caracterizado de las células tumorales;
se encuentra virtualmente en todos los tipos de neoplasias humanas y se asocia con el
inapropiado silencio transcripcional y pérdida de funcion de estos genes (Herman y Baylin,
2003 y Das y Singal, 2004).

La metilacion de genes relacionados con el cancer aparece en la mayoria de las vias
moleculares que caracterizan la actividad tumoral. Genes implicados en la regulacion del
ciclo celular, reparacion del DNA, resistencia a drogas, diferenciacion, apoptosis,
angiogénesis, metastasis e invasion se encuentran patoldgicamente silenciados por
metilacion (Figura 8) (Belinsky, 1998 y Robertson y Wolffe 2000).
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Figura 8. Papel central de la metilacion del DNA en la conducta normal y tumoral de las células. Tomado de:

(Gémez et al., 2005).
En resumen, el silenciamiento por metilacién del DNA de regiones de control de muchos
genes supresores de tumor, cuya funcion es evitar el proceso de tumorigénesis en el
humano; sugiere que tiene un papel importante en cualquier proceso maligno que lleva al
desarrollo de céncer. Y sobre este punto, ademas, surge la importancia de considerar a los
inhibidores de la metilacion, como posibles drogas con efectos terapéuticos, para mejorar
incluso el efecto de las modalidades existentes como la quimio y la radioterapia (Jones y
Laird, 1999).

Acetilacion de histonas.

Las histonas son proteinas bésicas, ricas en arginina y lisina que juegan un papel
estructural en la conformacién de la cromatina. La cromatina es la estructura en la que el
DNA se organiza y empaca en el ndcleo de la célula eucarionte. La unidad primaria es el
nucleosoma que estd formado por un octamero de histonas con dos de cada una de las

proteinas histénicas: H2A, H2B, H3 y H4. Un fragmento de 146 pares de bases (pb) de
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DNA se arregla alrededor de cada octamero (Wolffe y Hayes, 1999). Las interacciones
internucleosomales se ven favorecidas por la quinta histona, la histona H1 y otras proteinas
no histénicas como las proteinas de alta movilidad electroforética (HMGs). Asi, se organiza
el nivel superior de la cromatina generado por la reunién de varios nucleosomas, y
formando una hebra de 30 mm de didmetro. Cada hebra se retne entre si varias veces para
generar otra de mayor grosor y formar parte de una cromatida de un cromosoma que
representa el mayor nivel de estructuracion de la cromatina (Figura 9) (Davie y Chadee,
1998).

Figura 9. Niveles de organizacion de la cromatina en una célula eucarionte. EI DNA se organiza con el octamero de
histonas para formar el nucleosoma. Se indican las dimensiones en didmetro de diferentes niveles de organizacion de la
cromatina. Tomado de: (Arenas y Recillas 2002).

Por otro lado, el remodelamiento de la cromatina que regula la expresion génica, esta
determinado principalmente por la interaccion de dos grupos de enzimas, las desacetilasas
(HDAC) y las acetiltransferasas de histonas (HAT) (Spencer y Davie, 1999).

Se sabe que la acetilacién esta relacionada con la regulacién de la transcripcién genética.

Esta relacion se corrobor6 al observar que los complejos activadores de la transcripcion
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poseen funciones de acetiltransferasas de histonas (Kuo et al., 1998) y facilita la union de
los factores de transcripcion a las secuencias de DNA en las zonas promotoras de los genes,
fomentando una estructura abierta de la cromatina (Lefebvre et al., 1998). Incluso, la
acetilacion incrementa la solubilidad de la cromatina en medios més acuosos (Perry y
Chalkley, 1982).

Por otro lado, los complejos co-represores poseen actividad de desacetilasas de histonas y
confieren represion transcripcional (Wong et al., 1998). De esta manera, el proceso de
acetilacion de histonas es dindmico y los residuos de lisinas modificados hacia el extremo
amino-terminal, son hiperacetilados con vidas medias de pocos minutos en zonas de

cromatina transcripcionalmente activa (Zhang et al., 1988).

La alteracion de la estructura de la cromatina por un desbalance de la acetilacion de
histonas puede dar origen a enfermedades neoplasicas como las leucemias (Redner et al.,
1999).

Las alteraciones epigenéticas en las moléculas que participan en el reconocimiento
inmunoldgico son cominmente observadas en diversos tumores humanos (Seliger et al.,
2000; Van et al., 2004). Por ejemplo, la inactivacion de la transcripcion de genes que
codifican para antigenos de histocompatibilidad HLA-I, debido a la hipermetilacion del
DNA, ha sido demostrada en carcinoma de eséfago (Van et al., 2004, Nie et al., 2001). De
igual manera, la desacetilacion de histonas en genes que promueven la transcripcion de las
moléculas de histocompatibilidad HLA, como son los genes CIITA, tiene un efecto
primordial en la disminucion de la expresion de moléculas HLA clase 1 y Il en las células
tumorales. Actualmente se ha demostrado que el uso de drogas anti-epigenéticas en células
malignas puede revertir dichas alteraciones. Por ejemplo el tratamiento de células de
melanoma con el agente desmetilante 5-aza-2"-desoxicitidina, ha mostrado tener un efecto
significativo al aumentar la expresion constitutiva de antigenos HLA clase | (alelos HLA
Al y A2); asi como de moléculas co-estimuladoras B7.1 y moléculas de adhesion

intracelular ICAM-1 y LFA-3, las cuales son importantes en el reconocimiento
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inmunoldgico de las células malignas (Coral et al., 1999). Asimismo, el uso de tricostatina
A, un agente inhibidor de desacetilasas, induce la expresion de promotores CIITA para las
moléculas HLA clase | y Il en varias lineas celulares tumorales deficientes en HLA clase |
y Il (Morimoto et al., 2004; Satoh et al., 2004; Kanaseki et al., 2003; Magner et al., 2003).

Se ha establecido que algunos virus pueden encontrar diferentes maneras para regular la
expresion de sus genes a través de la modulacion de la metilacion de DNA, asi un virus
puede imponer silencio con la activacion de sus genes de una manera que favorece el
establecimiento de una infeccion persistente y la evasion de la respuesta inmune (Tao et al.,
1993).

La reactivacion de genes supresores de tumor que han sido silenciados por un factor
epigenético, como el gen promotor de la metilacién es un blanco molecular muy atractivo
para la terapia del cancer. Los inhibidores de la metilacion de DNA han demostrado la
habilidad de inhibir la hipermetilacion, la restauracion de genes supresores de tumor y

ejerce los efectos antitumor (Duefias et al., 2005).

Hidralazina y &cido valproico.

La hidralazina (H), uno de los primeros agentes antihipertensivos orales usados que reduce
la resistencia periférica directamente por la relajacion del musculo de la capa celular en los
vasos arteriales, ha sido utilizado para el manejo de trastornos hipertensivos y fallas
cardiacas, no obstante, su uso actual esta limitado sélo a trastornos hipertensivos durante el
embarazo (Arce et al., 2006).

A pesar de numerosos estudios con el farmaco, su mecanismo de accién ha permanecido
desconocido, pero se ha sugerido que la hidralazina puede modular los efectos de ciertos
compuestos como las purinas, liberados por el nervio simpatico, y mediante la inhibicion de
Ca" intracelular en células de los vasos sanguineas. La mayoria de sus efectos son

confinados al sistema cardiovascular. La disminucion de la presion sanguinea después de la
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administracion de hidralazina, se asocia con un decremento selectivo en la resistencia
cardiovascular en la circulacion coronaria, cerebral y renal, y un efecto mas pequefio en piel
y musculo. El efecto hipotensivo de hidralazina en plasma ocurre entre los 30-120 minutos
después de la ingestion. Aunque su vida media en plasma es aproximadamente 1 hora, la
duracion del efecto hipotensivo puede durar hasta 12 horas; no hay una clara explicacion

para esta discrepancia (Arce et al., 2006).

Existen 2 tipos de efectos secundarios que ocurren después del uso de la hidralazina. El
primer tipo es una extension del efecto farmacol6gico de la hidralazina, incluye dolor de
cabeza, nausea enrojecimiento, hipotension, palpitacion, taquicardia, aturdimiento y angina
de pecho; la hidralazina puede producir retencién de sal con congestivo desarrollo de falla
cardiaca. El segundo tipo de efecto secundario es causado por reacciones inmunoldgicas, de
las cuales la induccidon del farmaco al sindrome semejante al lupus es el mas comun (Arce
et al., 2006).

La H es también un inhibidor de la metilacién de DNA (Segura et al., 2003; Angeles et al.,
2005 y Arce et al., 2006) y su capacidad desmetilante y reactivante de genes supresores de
tumor ha sido demostrada en un estudio de fase clinica | en pacientes con cancer cervical
(Zambrano et al., 2005).

Por su parte el acido valproico (AV), una cadena de &cido graso ramificada de 8 carbonos,
conocida como una droga antiepiléptica como lo ha demostrado durante 35 afios de uso. Su

vida media en suero es de 9-18 horas y es administrado oralmente (Chavez et al., 2005).

Los efectos secundarios observados en pacientes durante el tratamiento con &cido valproico
son: la somnolencia, veértigo y temblor asi como molestia gastrointestinal. Los efectos mas
adversos son la teratogénesis cuando el farmaco es suministrado durante el embarazo
(Duenias et al., 2007).
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En estudios clinicos, se ha reportado que la hidralazina ha sido tolerada por los pacientes y
ademas no presenta efectos toxicos y se logra satisfactoriamente la reexpresion de genes
importantes para la homeostasis celular (Zambrano et al., 2005). Mientras que a las
personas que se les ha suministrado acido valproico en un estudio clinico fase | presentan
fatiga, pero sin que esta interfiera en las actividades diarias de los pacientes (Chavez et al.,
2005).

Se ha reportado recientemente que causa la hiperacetilacion de los extremos N-terminales
de las histonas H3 y H4 e inhibe la actividad de las desacetilasas de histonas muy
probablemente por la union al centro catalitico de las enzimas, blogueando el acceso del
substrato (Phiel et al., 2001 y Kramer et al., 2003).

La habilidad de AV para inhibir la actividad desacetilasa en tumores solidos ha sido
recientemente demostrada en pacientes con CaCu y cuando es usado en combinacion con
H, estos agentes regulan positivamente la expresion de genes supresores de tumor en las

células tumorales tratadas (Chavez et al., 2005).

Interferdn-y.

Los interferones (IFN) son un grupo extraordinario de proteinas cuya actividad antiviral
condujo a su descubrimiento hace casi 50 afios. En estudios subsecuentes demostraron que
los IFN"s poseen otros efectos, que incluyen la capacidad para inducir diferenciacion

celular y participar en funciones inmunoreguladoras (Goldsby et al., 2006).

Los interferones han sido clasificados en dos categorias:

» El IFN tipo I, es inducido como el resultado de una infeccién viral, y agrupa a la
familia del IFN-a y al IFN-f.
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» EL IFN tipo Il, es inducido inmunoldgicamente y a traves del estimulo inflamatorio.
Es sintetizado exclusivamente por linfocitos T y por células asesinas naturales y conocido

como IFN-y (Weissmann y Weberbh, 1986).

El interferon y se descubrio por su capacidad para inducir a las células a bloquear o a
inhibir la replicacion de una amplia variedad de virus. La actividad antiviral es una
propiedad que comparte con el IFN-a e IFN-B. Sin embargo, a diferencia de estos otros
interferones, el IFN-y tiene una funcién central en muchos procesos inmunorreguladores
como son aumentar la expresion de moléculas del MHC clase | de muchos tipos celulares y
clase Il en células que presentan antigenos, como macrofagos y células dendriticas
(Goldsby et al., 2006).
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Justificacion.

En México, la infeccion por virus del papiloma humano y la incidencia de cancer cérvico-
uterino se incrementa dia a dia, debido a que la infeccion por HPV es asintomatica y se
mantiene latente por periodos largos de tiempo (Mufioz y Bosch, 1997; Mufioz et al.,
2003). EI CaCu representa en nuestro pais la principal causa de muerte por tumores
malignos en mujeres, con un 14.4% del total, representando méas de 4000 muertes por afio
(Registro Histopatoldgico SS, México, 1999; INEGI, 2002).

La alta asociacion etiolégica de CaCu con la infeccion por el HPV (>99.7%) ha llamado a
proponer que proteinas derivadas de HPV de alto riesgo como son los tipos 16 y 18, sean
utilizados en la composicion de vacunas contra esta enfermedad (Walboomers et al.,
1999).

Aln cuando se realizan importantes estudios para evaluar la eficacia de propuestas de
vacunacion, como lo son las particulas tipo virales (VLPs), que mimetizan la estructura
viral sin efectos nocivos, y estan siendo utilizadas en la inmunidad profilactica (Koutzky et
al., 2002, Billich, 2003); o el uso de las proteinas E6 y E7 de HPV como antigenos en los
componentes de las vacunas terapéuticas (Frazer, 2004 y Zur, 2002), quedan muchos
aspectos por resolver respecto de la naturaleza de la respuesta inmune efectiva inducida en
contra del HPV. Uno de esos aspectos, entre otros, es mejorar el reconocimiento y rechazo
de las células tumorales blanco. Se conoce que la mayoria de los tumores de céancer
cérvico-uterino presentan defectos en las moléculas que conducen a un eficiente
procesamiento y presentacion de antigenos, lo cual favorece la evasion del reconocimiento
inmune. Asimismo varios de estos defectos han sido atribuidos a mecanismos epigenéticos
como son la metilacion de genes o la desacetilacion de histonas que conducen a la

transcripcion deficiente de moléculas participantes en este proceso.

Recientemente se ha demostrado la capacidad del acido valproico (agente inhibidor de

desacetilasas) para inhibir la actividad desacetilasa en pacientes con CaCu, y cuando es
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usado en combinacion con hidralazina (agente desmetilante), estos agentes regulan
positivamente la expresion de genes supresores de tumor en las células tumorales tratadas
(Chavez et al., 2005); e incrementan el reconocimiento inmune de células tumorales de

cancer cérvico-uterino mediante linfocitos T citotoxicos (Mora et al., 2006).

Con base en estos trabajos, en el presente estudio se propone analizar la expresion de
moléculas que participan en la via del procesamiento y presentacion de antigenos por
moléculas HLA-I en las células tumorales de cancer cérvico-uterino tratadas in vitro con

acido valproico e hidralazina.

Los resultados de este trabajo seran importantes para evaluar el uso de estos medicamentos

en el tratamiento inmunoterapéutico del cancer cérvico-uterino.
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Hipotesis.

La deficiencia en la expresion de moléculas participantes en el procesamiento y
presentacion de antigenos es un proceso conocido en células tumorales de cancer cérvico-
uterino. Ademas, se sabe que mecanismos epigenéticos como la hipermetilacién de genes e
hiperacetilacion de histonas en tumores, afectan la expresion de genes que codifican para
moléculas importantes en el reconocimiento inmune de las células tumorales. En estudios
previos se ha mostrado que el agente desmetilante, hidralazina, en combinacion con el
inhibidor de desacetilasas, acido valproico, regulan positivamente la expresion de genes
supresores de tumor e incrementan el reconocimiento inmune en células de CaCu tratadas,
sugiriendo un incremento en la expresion de moléculas participantes en el procesamiento de
antigenos. En consecuencia, se espera que en células tumorales de cancer cérvico-uterino,
tratadas in vitro con los farmacos hidralazina y acido valproico, se aumente la expresién de
moléculas TAP-1, TAP-2, LMP-2, LMP-7 y Tapasina ademéas de HLA-I.
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Objetivo general.

Analizar la expresion de moléculas relacionadas con la presentacion (HLA-I) y del
procesamiento de antigenos (TAP-1, TAP-2, LMP-2, LMP-7 y Tapasina, en células de
cancer cérvico uterino tratadas in vitro con el agente desmetilante, hidralazina (H), en

combinacion con el inhibidor de desacetilasas, &cido valproico (AV).
Objetivos particulares.

» Evaluar la expresion de moléculas HLA-I en lineas celulares derivadas de cancer

cervical tratadas in vitro con hidralazina y &cido valproico y en combinacion con IFN-y.
» Evaluar la expresion de las moléculas del procesamiento (TAP-1, TAP-2, LMP-2,

LMP-7 y tapasina) en lineas celulares derivadas de cancer cérvico uterino tratadas con

hidralazina y acido valproico y en combinacién con IFN-y.
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Métodos.

Muestras biologicas.

Se trabajo con seis lineas celulares derivadas de cancer cérvico uterino:

» Vivoy C33A (HPV-).
» Caskiy Siha (HPV16+).
» Helae Inbl (HPV18+).

Las células fueron cultivadas en condiciones de esterilidad con medio de cultivo consistente
en RPMI-1640 de GibcoBRL (Life Technologies) suplementado con suero fetal de bovino
GibcoBRL (Life Technologies) al 10% y mantenidas bajo condiciones reguladas en una

incubadora (Forma Scientific) a 37°C con 5 % de CO..

Tratamiento de las lineas celulares.

Las lineas celulares fueron cultivadas in vitro durante 5 dias bajo los siguientes

tratamientos:

»  Sin tratamiento, Unicamente con medio de cultivo.

»  Con Interferén gamma (IFN-y) 100ng/ml durante 48 hrs.

» Con hidralazina (H) 10uM durante 120hrs y con acido valproico (AV) 1mM en las
ultimas 48 hrs de cultivo.

» Con la combinacion de H+AV+IFN-y, H durante120hrs, AV e IFN-y en las ultimas 48

hrs de cultivo.
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Los tiempos y las dosis de farmacos utilizados en los cultivos celulares fueron los mismos
que utilizaron Segura et al., en el 2003 para el caso de la hidralazina; Chavez et al., en 2005

para el acido valproico y de Mora et al., 2006, para el caso de IFN-y.

El analisis de la expresion de moléculas participantes en el procesamiento y presentacion de
antigenos, se llevo a cabo por medio de tinciones inmunocitoquimicas, de acuerdo con el
protocolo anexo en el kit DAKO LSAB + Kit, Peroxidase (DAKO LABS®+ Kit, HRP,
USA)).

Ademas, se realiz6 una citometria de flujo para el analisis de la expresion de moléculas

HLA-I en la membrana de las células.

Citometria de flujo.

Después de los tratamientos con los diferentes farmacos:

1. Se colocaron 1X10° células/por pozo en una placa de 96 pozos de fondo U.

2. Se lavaron las células con solucion salina de fosfatos y suero fetal de bobino al 3%
(PBS-SFB) y se centrifugaron a 3500 rpm a una temperatura de 4°C por 5 minutos
desechando el sobrenadante.

3. Se incubaron las células por 30 minutos a 4°C con 100ul de un anticuerpo
especifico (W6/32) que reconoce la porcion constante de las moléculas HLA clase-I
a una concentracion de 10ug/ml en solucién de PBS-SFB.

4. Se centrifugaron las células y se les dio dos lavados con PBS-SFB como se describe
en el paso 2.

5. Nuevamente se las células fueron incubadas pero esta vez con 100ul de un
anticuerpo secundario marcado con isotiocianato de fluoresceina (Fitc-Goat
antimouse 1gG Zymed Laboratorios Invitrogen immunodetection) (dilucién 1:100)
por 30 minutos a 4°C.

6. Se centrifugan las células y se lavan como en el paso 2.
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7. Por Gltimo las células se colocaron en tubos de plastico con 200ul de solucién PBS-
SFB y con 200ul de paraformaldehido al 4% para fijar las células y realizar su

analisis en un citémetro de flujo (FACScalibur Becton Dickinson).

Tincién inmunocitoquimica de las lineas celulares.

Después de los tratamientos, las células fueron colocadas en portaobjetos con 8 pozos
(2.5X10* células por pozo) (LAB-TEK, NUNK), para su adherencia. Una vez adheridas, las
celulas se lavaron con PBS dos veces, y posteriormente se fijaron con acetona fria por 2
minutos y se volvieron a lavar con PBS. Para la tincion inmunocitoquimica se realiz6 lo

siguiente:

1. Se retird el exceso de PBS y se agregd a las células unas gotas de amortiguador de
bloqueo y permeado (Apéndice 1), cuidando de que cubriera perfectamente toda la
superficie y se dejo reposar por 30min. Se enjuagé con solucién de lavado
(Apéndice 1).

2. Se retir0 el exceso de solucion de lavado y se agregd una gota de peroxido de
hidrogeno al 3% y se dejé incubar durante 5 minutos. Se enjuagé con la solucién de
lavado y se coloco en una camara himeda.

3. Se elimind el exceso de la solucion de lavado y se seco cuidadosamente alrededor
de la muestra. Se agregaron independientemente los anticuerpos primarios
(anticuerpos contra HLA-I (hibridoma W6/32), LMP-2, LMP-7 y Tapasina (Sta.
Cruz USA), TAP-1y TAP-2 (anticuerpos policlonales de conejo donados por el Dr.
Miguel Cruz del H. Especialidades CMN SXXI) y se incubaron durante 30 minutos
cubriendo con un cuadrito de parafilm para evitar que los anticuerpos se secaran. Se
enjuagaron como en el paso 2 y se retird el empaque que dividia cada pozo.

4. Inmediatamente se elimino el exceso de solucion de lavado y sec6 cuidadosamente,
las muestras fueron tratadas con un anticuerpo secundario (LINK: que contiene

inmunoglobulinas que reconocen anticuerpos de conejo, raton y cabra en solucion

31



Rosario Garcia Rocha

de PBS con proteinas y acida de sodio a 15mM), cubriendo con parafilm y se
incubd durante 30 minutos. Se enjuagé como en el paso 2.

5. Se elimind el exceso de solucion de lavado y secd cuidadosamente, se agregd una
gota o gotas de la enzima estreptavidina marcada con peroxidasa (estreptavidina-
peroxidasa) se cubri6 con parafilm y se dejo incubar durante 30 minutos. Se enjuag6
como en el paso 2.

6. Se elimino el exceso de solucién de lavado y se secd cuidadosamente alrededor de
la muestra. Se agreg6 una solucion de sustrato-cromogeno (apéndice 1) cubriendo
con parafilm y se dejé incubar por 5 minutos. Se enjuago delicadamente con agua
destilada.

7. Se cubri6 la muestra con Hematoxilina para contra tefiir los nucleos, se incubé por
20 min. Se enjuago delicadamente con agua destilada.

8. Se sumergi6 10 veces en agua de amonia (apéndice 1).

9. Se colocd la muestra en agua destilada o desionizada por 2 minutos.

10. Las preparaciones se observaron en el microscopio a un aumento de 10X, 40X y
100X determinando mediante una coloracion marron la presencia de las moléculas

HLA-1y del procesamiento de antigenos.
Control positivo y negativo.
La linea linfoblastica T2 negativa para HLA-I, LMP2, LMP7, TAP1 TAP2 y Tapasina
(Hosken et al., 1990, Johnsen et al., 1998), fue usada como control negativo de la expresion

de estas moléculas; mientras que células de tejido normal de cervix de un donador sano fue

utilizado como control positivo en ambas pruebas.
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Resultados.

Analisis de expresion de moléculas HLA-I.

Se tiene reportado que la expresion de las moléculas HLA-I se encuentra generalmente
disminuida en células tumorales de cancer cérvico-uterino, debido entre otros factores a la
metilacién del DNA vy a la desacetilacion de histonas (Brady et al., 2000), lo que representa
un factor importante en la presentacion de antigeno y por tanto en la evasién de la respuesta
inmune. Con la finalidad de analizar si el tratamiento con el agente desmetilante hidralazina
y el inhibidor de desacetilasas &cido valproico induce un incremento en la expresion de
moléculas HLA-I en células tumorales de cancer cérvico-uterino, seis lineas celulares

fueron sometidas al tratamiento con estas drogas.

El anélisis de la expresidon de moléculas HLA-I se realiz6 mediante citometria de flujo. Para
cada linea celular cultivada en condiciones normales (Unicamente medio de cultivo), el
valor de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) obtenido después de la tincién con el
anticuerpo monoclonal W6/32 fue asignado como el 100% vy las tinciones celulares

obtenidas en cada tratamiento como valores relativos a este.

En todas las lineas celulares se obtuvo un incremento en la expresion de moléculas HLA-I
cuando fueron tratadas ya sea con IFN-y (inductor positivo de la expresion de moléculas
HLA-I) o con los farmacos H+AV y con la combinacion de H+AV+IFN-y (Fig. 9, A-H).

En la linea celular T2, utilizada como control negativo se observé un aumento marginal de
la expresion de moléculas HLA-I, utilizando al IFN-y, H+AV y al H+AV+IFN-y siendo
este del 2.8%, del 1.3% y del 10.1% respectivamente (Fig. 9, A). Por su parte, en el control
positivo (celulas derivadas de cervix normal) se observé un incremento de expresion de las
moléculas HLA-I de 20.5% con H+AV y de 52.1% con la combinacion de H+AV+IFNy
(Fig. 9, B).

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Brady+CS%22%5BAuthor%5D

Rosario Garcia Rocha

En las células que fueron tratadas con IFN-y el menor aumento de la expresion de
moléculas HLA-I fue del 9% en las células C33A (Fig. 10, C) y el mayor fue de 89.5% en
la linea Inbl (Fig. 10, H).

La combinacion de los farmacos H+AV en las células derivadas de cancer cérvico-uterino
también indujo un aumento diferencial en la expresion de moléculas HLA-I, desde el 22%
en las células Vibo (Fig. 10, D) hasta 143% en la linea celular Inbl (Fig. 10, H). Cabe
destacar que este tratamiento indujo un mayor incremento de HLA-I en las lineas celulares:
C33, Siha e Inbl en comparacion al obtenido cuando fueron tratadas con IFN-y (Fig. 10, C,
Fy H). En las lineas celulares Vibo, Caski y Hela el incremento de la expresion de HLA-I

fue comparable cuando se aplicaron ambos tratamientos (Fig. 10, D, Ey G).

En todas las lineas celulares el mayor incremento de la expresion de moléculas HLA-I fue
obtenido cuando se utilizd la combinacion H+AV+IFN-y (Fig. 9 y 10), desde el 48.3% en
Hela hasta el 173% en las células Inbl (Fig.10, G y H). Es interesante mencionar que en tres
lineas celulares (C33A, Vibo e Inbl) este incremento fue mayor al 100% en relacion a las

células sin tratamiento (Fig. C, D y H).
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Figura 9. Expresion relativa de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-1) en la
membrana de la linea celular T2 (control negativo) y las células derivadas de cervix normal (control positivo)
tratadas con hidralazina (H) y acido valproico (AV) e Interferén gamma (IFN-y).
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Figura 10. Expresion relativa de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-I) en
la membrana de las lineas celulares de cancer cérvico-uterino tratadas con hidralazina (H) y acido valproico

(AV) e Interferén gamma (IFN-y).
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Expresion de moléculas del procesamiento antigénico.

La baja expresion de moléculas HLA-I en células tumorales de cancer cérvico-uterino ha
sido asociada con la deficiencia de la expresion de moléculas del procesamiento antigénico
(Seliger, 2002). Por lo que en este estudio se evalud la expresion de moléculas
presentadoras de antigenos (HLA-I) y del procesamiento antigénico (LMP-2, LMP-7, TAP-
1, TAP-2 y TPN) en las seis lineas celulares tratadas con IFN-y, H+AV y H+AV+IFN-y

mediante tinciones inmunucitoquimicas (Fig.11-18).

Figura 11. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de la linea celular T2 (control
negativo) tratadas con hidralazina (H), acido valproico (AV) e Interferén gamma (IFN-y) (40X).

36



Rosario Garcia Rocha

Figura 12. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de células derivadas de cervix
normal (control positivo) tratadas con hidralazina (H), &cido valproico (AV) e Interferon gamma (IFN-y) (40X).
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Figura 13. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de la linea celular C33A
tratada con hidralazina (H), &cido valproico (AV) e Interferon gamma (IFN-y) (40X).
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Figura 14. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de la linea celular Vibo tratada
con hidralazina (H), acido valproico (AV) e Interferén gamma (IFN-y) (40X).
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Figura 15. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de la linea celular Caski
tratada con hidralazina (H), &cido valproico (AV) e Interferon gamma (IFN-y) (40X).
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Figura 16. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de la linea celular Siha tratada
con hidralazina (H), &cido valproico (AV) e Interferén gamma (IFN-y) (40X).
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Figura 17. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de la linea celular Hela tratada
con hidralazina (H), acido valproico (AV) e Interferén gamma (IFN-y) (40X).
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Figura 18. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de la linea celular Inbl tratada
con hidralazina (H), &cido valproico (AV) e Interferén gamma (IFN-y) (40X).
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El anélisis de las tinciones se llevo a cabo de acuerdo con la coloracion obtenida y se

asignaron los siguientes valores:

Tabla 2: valores otorgados a las inmunohistoquimicas de acuerdo con la coloracién obtenida

0 No hay tincion
1 Intensidad baja
2 Intensidad media
3 Intensidad alta

Las células T2, deficientes en la expresion de TAP-1, TAP-2, LMP-2 y LMP-7 (Hosken et
al., 1990, Johnsen et al., 1998), utilizadas como control negativo en este trabajo, no

mostraron tincion alguna para la expresion de las moléculas analizadas.

En contraste, en las células derivadas de tejido cervical normal, que fueron utilizadas como
control positivo, s6lo se obtuvo un aumento considerable en la expresion de moléculas
HLA-I y TAP-1 con cualquiera de los diferentes tratamientos (Fig. 19, A), por lo que se
puede decir que la H, el AV o el IFN-y también inducen la expresion de moléculas HLA-1'y
del procesamiento antigénico en células derivadas de cervix normal. Ademas Unicamente se

observd incremento de TAP-2 en presencia de H+AV.

Al analizar la expresion de moléculas HLA-I por este método se encontrd que todas las
lineas celulares mostraron un incremento en la expresion de estas moléculas cuando fueron
tratadas con H+AV o con la combinacion de H+AV+IFN-y; no obstante las lineas celulares
C33A, Siha e Inbl presentaron una marcada tincion intracelular cuando no tuvieron
tratamiento (Fig. 20, B).
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Esto contrasta con los valores obtenidos en la citometria de flujo, en donde el tratamiento
de H+AV o de H+AV+IFN-y indujo un importante aumento de la expresion de HLA-I en
membrana celular, sugiriendo que estas lineas celulares retienen de manera intracelular una

gran cantidad de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad.

Al evaluar la expresion de la molécula LMP-2, subunidad catalitica del proteasoma
participante en el procesamiento de antigenos, se puede ver un aumento homogeéeneo en la
coloracion resultante de las celulas Caski, Siha y Hela tratadas con IFN-y, H+AV y
H+AV+IFN-y (Fig. 20, D, E y F). En las células Inbl este aumento fue muy notable ya que

los tres tratamientos indujeron un fuerte incremento en su expresion (Fig. 20, G).

La molecula LMP-7 fue incrementada en todas las lineas celulares tratadas H+AV con
excepcion de la linea celular C33A, no obstante y el tratamiento con los tres farmacos solo

aumento fuertemente la expresion de LMP-7 en las células Hela, Caski e Inbl (Fig. 20, D, F
y G).

La molécula TAP-1 fue la que mayor induccion mostré en las lineas celulares bajo los
diferentes tratamientos (Fig.20). En el caso particular de las lineas C33A, Hela e Inbl (Fig.
20, C, Gy H) éstas presentaron fuerte tincion intracelular en las células sin tratamiento:
Hela y Caski incrementaron la expresion de TAP-1 en presencia de IFN-y, mientras que
C33A no mostré un evidente incremento. Por su parte en las lineas Caski y Siha el

incremento fue notable, de baja a alta intensidad (Fig. 20, Dy E).

La molécula TAP-2 aumento moderadamente su expresién en la mayoria de las lineas
celulares. C33A, Siha y Hela mostraron una tincién intracelular con intensidad media, y
solo en Hela se pudo observar un mayor incremento bajo los diferentes tratamientos (Fig.
20, B, E y F). Las células Vibo, Caski e Inbl, presentaron un ligero incremento en la
expresion de TAP-2 con alguno de los tratamientos; en el caso de las células Caski sélo
existié un aumento en la expresion de TAP-2 con H+AV y con H+AV+IFN-y (Fig. 20, C)

mientras que Inbl aumentd con los tres tratamientos utilizados (Fig. 20, D y E).
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La molécula TPN mostré un fuerte incremento en las lineas celulares Caski y Siha tratadas
con IFN-y, mientras que en Caski, Siha, Hela e Inbl se observo ligero aumento cuando éstas
fueron tratadas con los tres farmacos (Fig. 20, D-G). C33A mantuvo una baja expresion de

TPN, aun después de los diferentes tratamientos (Fig. 20, B).
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Figura 19. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I (HLA-I) y de las moléculas
participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de células derivadas de cervix
normal (control positivo) tratadas con hidralazina (H), &cido valproico (AV) e Interferén gamma (IFN-y).
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Figura 20. Expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase | (HLA-I) y de las
moléculas participantes en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) de las lineas celulares
de céncer cérvico-uterino tratadas con hidralazina (H), acido valproico (AV) e Interferon gamma (IFN-v).
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Discusién de resultados.

La respuesta inmune puede jugar un papel determinante en la eliminacion de células
transformadas, como lo son las células de cancer cérvico-uterino. Para ello, linfocitos deben
reconocer en la superficie de tales células a péptidos derivados de proteinas intracelulares,
asociados a moléculas de histocompatibilidad clase 1, que evidencien su estado
transformado; asi, el reconocimiento de péptidos derivados de proteinas virales 0 mutadas

conduce a la eliminacion de la célula presentadora (Hernandez, 2002).

Por otro lado, las células neoplasicas pueden perder la capacidad para presentar
eficientemente antigenos tumorales al sistema inmune hospedero como resultado de
diferentes mecanismos entre los que destacan defectos que afectan la biosintesis de
moléculas HLA clase I. Las transformaciones malignas estan asociadas entre otros factores,
con cambios en la expresién y/o funcién de antigenos HLA-I, que inducen a la pérdida total
de la expresion de estas moléculas, a una baja expresion, o a la pérdida selectiva de distintos
alelos especificos (Seliger, 2002).

Recientemente, se han mostrado efectos antitumorales en modelos in vivo e in vitro
mediante la modulacion en la expresion de genes silenciados por cambios en la metilacion
del DNA y la modificacion transcripcional a traves del uso de desmetilantes del DNA e

inhibidores de la acetilacion de histonas. (Zhu et al., 2003).

Se ha sugerido que la hipermetilacién del DNA puede ser el principal mecanismo para la
inactivacion transcripcional de genes de HLA clase | en células cancerigenas escamosas en
esofago humano (Nie, 2001). Asimismo, la desacetilacion de histonas en tumores,
particularmente en cancer cérvico-uterino es muy frecuente y su hiperacetilacion ha sido
observada bajo el tratamiento con Valproato de magnesio (Chavez et al., 2006). Por
otro lado, recientemente nuestro grupo de investigacion ha encontrado que el tratamiento de

celulas tumorales de cancer cérvico-uterino con hidralazina y &cido valproico, incrementan
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su reconocimiento inmune mediante linfocitos T citotoxicos (Mora et al., 2006), sugiriendo
que las células tumorales tienen una desregulacion de genes asociados con el mecanismo de

procesamiento y la presentacion de antigenos, los cuales son inducidos con estos farmacos.

En modelos de induccion de antigenos de cancer de testiculo (CAT), se ha reportado que
éstos pueden ser regulados positivamente bajo el tratamiento con drogas inhibidoras de la
metilacién, como los es 5-aza-CdR, dando la posibilidad de poder inducir o potenciar una
respuesta inmune contra estos antigenos, (Karpf, 2004). Se ha visto que las células
tumorales resistentes a morir por apoptosis mediada por interferdn, revierten esa resistencia
al ser tratadas previamente con 5-aza-CdR y después con interferon a y B, (Reu, 2006),
entre las moléculas reguladas por la 5-aza-CdR, también se encuentran las moléculas de
HLA-I, (Coral, 1999).

Otra molécula regulada negativamente en cancer es la proteina FAS, se ha observado que la
perdida de esta determina el escape inmune y la respuesta a la terapia convencional en
cancer, y que esta regulacion negativa de FAS puede ser revertida por el tratamiento con
inhibidores de desacetilasas, logrando una mejor respuesta al tratamiento convencional y
una disminucion tumoral por las células efectoras asesinas naturales (Maecker, 2002).

En este sentido, en el presente estudio se evaluo6 el efecto de los farmacos hidralazina y
acido valproico, que son desmetilante del DNA e inhibidor de la desacetilacion de histonas
respectivamente, en la expresiébn de moléculas presentadoras de antigenos y del
procesamiento antigénico en seis lineas celulares derivadas de cancer cérvico-uterino de las
cuales dos son HPV- (C33 y Vibo), dos HPV16+ (Caski y Siha) y dos HPV18+ (Hela e
Inbl).

De acuerdo a lo esperado, se encontr6 un aumento en la expresion de las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad clase I (HLA-1) y de las moléculas participantes
en el procesamiento de antigenos (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN), en las lineas
celulares cultivadas con los diferentes tratamientos (IFN-y, H+AV y H+AV+IFN-y). Es
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importante destacar que la aplicacion de H y AV en los cultivos celulares indujo un
incremento de la expresion de moléculas HLA clase | en la membrana de las lineas
celulares estudiadas, de manera comparable, e incluso por arriba de la producida por IFN-
v (inductor positivo). El incremento neto observado respecto a la expresion constitutiva de
moléculas HLA-I inducido por IFN-y fue de 9-89.5% y el de H+AV de 21-143.1%;
mientras que el producido por la suma de los tres farmacos fue de 48-173.5%, lo que nos
permite sugerir que ademas de una baja induccién de la expresion de estas moléculas a
nivel de promotores, estos genes pudieran estar hipermetilados o bien desacetilados,
repercutiendo en su expresion como ha sido recientemente observado en cancer de eséfago

y varias lineas celulares derivadas de diferentes tumores (Segura et al., 2003).

La expresion deficiente de moléculas HLA-I en células de cancer se ha tratado de explicar
con base en alteraciones en la maquinaria del procesamiento de antigenos (Johnsen et al.,
1998). En los primeros estudios que reportan la pérdida de la expresion de alelos en el
cancer de cervix mediante inmunocitoquimica, se encontré también una disminucién de la
expresion de la molécula transportadora de péptidos TAP-1, lo cual sugirié que en algunos
tumores existe la incapacidad para estabilizar moléculas HLA-I para que se expresen en
superficie (Cromme et al, 1994). Pero més recientemente se encontr6 que la proteina TAP-
1 se expresa en lineas celulares derivadas de cancer cérvico-uterino, por lo cual se descarta
la participacion de esta molécula como la principal causante en la baja expresion o perdida
de alelos HLA-I en estas células tumorales (Brady et al., 2000). De manera semejante en
otro estudio realizado por Hernandez (2002) se encontr6 RNA mensajero para TAP-1 en
ocho lineas celulares de cancer cérvico-uterino analizadas. En el presente estudio, mediante
tinciones inmunocitoquimicas se encontré un importante incremento en la expresion
intracelular de moléculas participantes en el procesamiento de antigenos, particularmente e
TAP-1y LMP-7 en las células tumorales tratadas con H y AV o su combinacion con IFN-y.
Aunque este fenomeno también fue observado parcialmente en células normales de cervix,
se ha observado que los genes y/o promotores de las moléculas HLA-I, y del procesamiento
antigénico en células tumorales se encuentran hipermetilados, asimismo se ha detectado

una gran desacetilacion en las histonas que envuelven a estos genes. Esto recientemente ha
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sido demostrado en un modelo in vivo de raton, en el cual se encontrd que la expresion de
los genes del procesamiento de antigenos en células tumorales TC-1, esta modulado por los
mecanismos epigenéticos como la hipermetilacion del DNA o desacetilacion de histonas y
que la aplicacion de 5-aza-2’-deoxycytidine y 5-azacytidine (desmetilantes de DNA) asi
como Tricostatin y butirato de sodio (inhibidores de desacetilasas de histonas) tienen un
efecto reversible, mejorando la expresion de moléculas del procesamiento de antigenos y en

consecuencia la respuesta inmune antitumor (Manning et al., 2007).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, el tratamiento de células
tumorales con H, AV e IFN-y favorece el incremento en la expresion de las moléculas
HLA-I y del procesamiento antigénico, lo cual puede repercutir de manera favorable para
su reconocimiento inmunoldgico, como recientemente fue descrito por Mora et al., (2006),
en donde células de cancer cérvico-uterino Caski y MS751 tratadas con H+AV+IFN-y,
fueron altamente reconocidas y lisadas por linfocitos T de pacientes con cancer cervical de
manera alelo especificas. En consecuencia el tratamiento de células tumorales con la
mezcla de los tres farmacos podria ser una alternativa interesante para aplicarla en

protocolos de investigacion clinica en pacientes con cancer cervical.
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Conclusiones.

En todas las lineas celulares de cancer cérvico-uterino estudiadas se encontré un incremento
en la expresion constitutiva de moléculas presentadoras de antigenos (HLA-1) y del
procesamiento antigénico (LMP-2, LMP-7, TAP-1, TAP-2 y TPN) con el tratamiento de

H+AV y su combinacion con IFN-y.

Las moléculas TAP-1 y LMP-7 del procesamiento antigénico fueron las que presentaron

una mayor induccion en las células tumorales cultivadas con los tres farmacos.
El incremento de la expresion de moléculas HLA clase | y del procesamiento de antigenos

en las lineas celulares de cancer cérvico-uterino no dependid del tipo viral infectante ni de la

ausencia de virus en las celulas tumorales, fue independiente del tipo viral.
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Perspectivas.

De acuerdo a nuestros resultados, las moléculas TAP-1y LMP-7 fueron las que se indujeron
en mayor proporcion con la combinacion de H, AV e IFN-y en las lineas celulares, esto nos
conduce a proponer un analisis de los niveles de metilacion y de desacetilacion de histonas
en las células tumorales, lo cual puede ser de gran relevancia para el estudio de induccion de
la expresion de las moléculas HLA-I en estos tumores, con la finalidad de mejorar la

respuesta inmune antitumoral.

El uso de los farmacos hidralazina junto acido valproico e IFN-y en dosis adecuadas
podrian ser una alternativa interesante para incluirla en protocolos de investigacion clinica
en pacientes con cancer cervical.
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Apéndice 1.

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS).

» 8 gramos de cloruro de sodio

» 0.2 gramos de potasio

» 0.2 gramos de fosfato de potasio monobasico.

Se afora en un litro de agua Milli-Q y se ajusta a un pH de 7.2 con fosfato de sodio

dibasico.

Solucion de lavado.

> 1 litro de PBS.

»  6.057 gramos de Tris-base.

Se ajusta el pH a 7.2-7.6 con &cido clorhidrico.
Amortiguador de bloqueo y permeacion.
> 0.4 mililitros de suero fetal de bovino.

» 0.2 mililitros de albdmina serica de bovino.
> 0.02 mililitros de Triton 100X
>

0.01 mililitro de Tween 20
Se diluye en 20 mililitros de PBS.

Solucién cromogena-sustrato.
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Dependiendo del niUmero de muestras a ser tefiidas, se agrega 1 mililitro de buffer sustrato
del el kit DAKO LSAB + Kit, Peroxidase (DAKO LABS®+ Kit, HRP, USA.) en un tubo
pequefio. Por cada mililitro de buffer se agrega una gota del cromogeno DAB el kit DAKO
LSAB + Kit, Peroxidase (DAKO LABS®+ Kit, HRP, USA.), se mezcla y se agrega

inmediatamente a las muestras.

Agua de amonia.

» 2.5 mililitros de hidréxido de amonio.

Se afora en un litro de agua destilada.
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Abreviaturas.

MM
ATP
AV
Ca
CaCu
CAT
cdks
CpG
DNA
EGFR

HAT
HDCA
HFK
HLA
HMGs
HPV
hrs
IFN-y
IMF
kDa
Kb
LCR
LMP
mc
MHC

mi

Micromolar.

Trifosfato de adenosana.

Acido valproico.

Calcio.

Cancer cérvico uterino.
Antigenos de cancer de testiculo.
Cinasas dependientes de ciclinas.
Citosina-fosfato-guanina.

Acido desoxirribonuclico.
Factor de crecimiento epidermal.
Hidralazina.

Acetiltranferasas de histonas.
Desacetilasas.

Keratinocitos humanos.

Antigenos leucocitarios humanos.

Proteinas de alta movilidad electroforetica.

Virus de papiloma humano.

Horas.

Interferon gamma.

Intensidad media de fluorescencia.
Kilodalton.

Kilobases.

Region larga de control.

Subunidad catalitica del proteasoma.
Metilcitosinas.

Complejo principal de hitocompatibilidad.
Mililitros.
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mM
ng

pb
PBS
PDGFR
pH

Rb
rpm
SFB
TAP
TPN
VLP’s

Milimolar.

Nanogramos.

Pares de bases.

Solucién amortiguadora de fosfatos.
Crecimiento derivado de plaquetas.
Potencial de hidrogeno.
Retinoblastoma.

Revoluciones por minuto.

Suero fetal de bovino.
Transportador asociado al procesamiento de antigenos.
Tapasina.

Particulas tipo virales.
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