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1. RESUMEN. 

r 
La expresión de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase-I (MHC·I) 

en la membrana de células infectadas con virus y células tumorales. es de gran 

importancia para mediar el reconocimiento de linfocitos T citotóxicos (COS") contra estas 

células blanco. Los linfocitos T C08' reCOnocen péptidos de 8 a 9 aminoácidos que 

provienen, en su mayoría. de proteínas degradadas en el citeso! de la célula presentadora 

de antígeno por el complejo multienzimático proteasoma. Los péptidos son transportados 

hacia el lumen del retículo endoplásmico (RE) por el dímero fomnado por las proteínas 

Tap1 y Tap2. donde se unen a las moléculas clase I del MHC (MHC-I), para finalmente 

viajar a la superficie celular donde cumplen la función de presentar el antígeno. Por lo 

tanto, la presentacíón de péptidos antígénicos por medio de las moléculas MHC·I, es uno 

de los aspectos más importantes en la inducción de respuesta inmune celular, en donde 

los linfocitos T citotáxicos participan en la eliminación de células infectadas con virus y en 

la regresión tumoral. 

Con la finalidad de analizar la funcionalidad de moléculas MHC·I y de identificar a los 

péptidos antigénicos presentados por estas moléculas en células de cáncer cervical, en 

este trabajo, se evaluó la expresión de moléculas MHC-I en dos nuevas lineas celulares 

de cáncer cérvico uterino, CALO e INBL, positivas para la infección con el virus de 

papiloma humano tipo 18. En las células CALO, las moléculas HLA-B78 (Bw6) se 

expresan abundantemente, mientras que la expresión de HLA-B27 es baja; de manera 

simílar, la línea INBL expresa grandes cantidades de HLA-B48 (Bw6) Y bajas de HLA· 

A 11. En ambas líneas celulares, los alelos de baja expresión no fueron inducibles con 

IFN·y; mientras que los de alta expresión sí lo fueron, además al cultivar a las células a 

26·C o en presencia de péptidos alelo-especificos, se restableció parcialmente la 

expresión de HLA·B27 y ·A 11. En las dos líneas celulares, diciho defecto no está 

asociado con una expresión baja del RNAm de las cadenas pesadas de los alelos 

deficientes. Sin embargo, al analizar mediante RT·PCR, la expresión de las subunidades 

proteolíticas (LMP·2, ·7, Y 10) Y las subunidades activadoras (PA2Ba y PA28P) del 

proteasoma, así como las subunidades transportadoras Tap·! y Tap-2, se encontró que 

ambas Uneas celulares fueron deficientes en LMP·1O y Tap-1, las cuales fueron 

ligeramente restablecidas cuando las células fueron tratadas con IFN-y. Tomando en 

consideración que en tumores de cáncer cervical se ha encontrado una deficiencia 

importante de moléculas MHC-I asociada con la ausencia en la expresión de Tap'1 



(aproximadamente en el 30% de tumores). nuestros resultados permiten sugerir que la 

deficiente expresión de moléculas MHC-I en este tipo tumoral. se asocia no sólo con 

defectos en el transporte de péptidos sino también con defectos en la generación de 

péptidos para unirse de manera alelo-específlca a las moléculas MHC-I, afectando su 

expresión en la membrana celular. Por otro lado, de la línea INBL, se purificaron 

moléculas MHC-¡ y se aislaron los péptidos unidos a ellas. Una fracción de estos péptidos, 

estimuló a linfocitos T provenientes de una donadora con infección por HPV-18 y que 

presenta el alelo HLA-Cw4 al igual que IN8L. La secuenciación de esta fracción de 

péptidos, indica que el péptido antigénico proviene de la región 54-62 (NQFPIMLQF) de la 

proteína L 1 de HPV-18 y tiene los residuos de unión a la molécula HLA-Cw4. Empleando 

el péptido sintético: NQFPIMLQF y la linea celular C1R (solamente expresa mOléculas 

HLA-Cw4 en membrana). se demostró fa presencia de linfocitos T citotóxicos de la 

donadora HLA-Cw4+ y positiva para HPV-18. Estos resultados muestran respuesta de 

memoria inmunológica contra un determinante antigénico, naturalmente procesado por 

células de cáncer cérvico-uterino, que pudiese ser utilizado con fines terapéuticos. 
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2. INTRODUCCION. 

En los últimos años la Inmunología tumoral ha tenido gran importancia gracias al estudio 

y caracterización de los antígenos de rechazo tumoral. la cual tiene como base dos 

aspectos fundamentales: primero; la identificación de los genes mutados que codifican 

para proteínas reguladoras y estructurales en diferentes tipos de cáncer y que 

constituyen los blancos con potencial antigénico en el rechazo tumoral y segundo; el 

papel de los linfocitos T citotóxicos (l TC's) en la detección de péptidos que derivan de 

estas proteínas intracelulares mutadas y que son presentados por moléculas del 

Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I (MHC-I) en la membrana celular 

(Zinkemagel y Doherty, 1979). 

la habilidad de linfocitos T para reconocer pépbdos antígenos presentados por moléculas 

MHC-I, y de conferir actividad protectiva contra tumores, ha sido demostrada en 

modelos de ratón (Lurquin et al, 1989; van den Eynde el al, 1991; y Feltkamp et al, 1993). 

Estos modelos han estimulado el interés de varios investigadores para tratar de 

identificar a los péptidos inmunogénicos expresados en tumores humanos, con la finalidad 

de implementar nuevas terapias anticancer con mayor efectividad (Robbins y Kawakami, 

1996; Wang y Rosenberg, 1996; Ressing et al, 1996; Melief et al, 1996; y Velders et al, 

1998). No obstante, la observación de que un gran número de tumores presentan 

deficiencias en la expresión de moléculas MHC-I en su membrana, ha originado la 

hipótesis del escape inmunológico, en donde la ausencia de la presentación de antígenos, 

potencialmente reconocibles por linfocitos T, proporciona una ventaja selectiva a las 

células malignas para evitar ser eliminadas (Moller y Hammerling, 1992). Este fenómeno 

ha permitido dirigir diversos estudios para identificar a los factores que inHuyen en la 

expresión de moléculas MHC-I en la membrana de las células tumorales. Encontrándose 

desde la desregulación de secuencias promotoras de alelos específicos HLA-A, -B, -C 

(Garrido et al, 1997); la desregulación de los elementos que participan en la vía de 

procesamiento y presentación de antígenos por moléculas MHC-I (Jhonsen et al, 1998); Y 

mutaciones puntuales en los péptidos antigénicos (Ellis et al, 1995; y Ossendorp et al, 

1996). Además se ha visto que la generación de una respuesta inmune efectiva también 

depende. en gran medida de la secreción de citocinas que regulan la expresión de 

moléculas MHC, y que son producidas por células activadas del sistema inmune (linfocitos 

T y macrófagos), por células infectadas con virus o por células transformadas (Bornstein 

et al. 1996). 
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En el caso particular del cáncer cérvico uterino {CaCu}, el cual se asocia etiológicamente 

con el virus de papiloma humano (HPV). más del 9Q% de los tumores de CaCu presentan 

infección cen HPV (van der Brule et al, 1991; Y Torroella-Kouri et al, 1998), hace que este 

tumor sea potencialmente antigénico. y en consecuencia. factible de ser estudiado en su 

caracterización antigénica. No obstante, pocos estudios han sido dirigidos para analizar 

la expresión de moléculas HLA en células tumorales de CaCu. su regulación y su 

funcionalidad en la presentación de antígenos. Por ejemplo, en algunos estudios, se ha 

encontrado una asociación entre la deficiencia en la expresión de algunos alelas HLA-A y 

B Y la deficiencia de la subunidad Tap-l (Cromme et al, 1993; Garrido et al, 1993; 

Keating et al, 1995); asimismo, la inducción de la expresión de moléculas MHC-I cen 

citocinas ha sido poco estudiada (Bornstein et al, 1996). También muy pocos estudios 

han sido dirigidos hacia la caracterización de péptidos inmunogénicos en CaCu; por 

ejemplo, en uno de ellos, se ha descrito la e!ución natural de un péptido endógeno 

derivado de la proteína E6 de HPV-16 a partir de células infectadas con el virus de 

vaccinia recembinante portandO la información de E6 de HPV-16 (Barlholomew et al, 

1994). En otros estudios, la identificación de péptidos antigénicos se ha realizado por 

medio de la predicción de péptidos derivados de las proteínas oncogénicas E6 y E7 de 

HPV-16 hacia algunos alelos HLA-A (Ressing et al, 1994; y Kast et al, 1994). 

En el presente estudio, se describe la expresión diferencial de moléculas MHC-I en la 

membrana de dos nuevas líneas tumorales de cáncer cervical (CALO e INBL), en donde 

dos alelas de baja expresión (HLA-A 11 en INBL y -B27 en CALO) no son inducidos con 

IFN-y, pero son restablecidos parcialmente cuando las células son cultivadas a 26°C o 

en presencia de péptidos específicos para ellos. Al analizar la presenda de los 

transportadores así como de las subunídades catalíticas y activadoras de los proteasomas 

mediante RT-PCR. se encontró una deficiencia en la expresión de la subunidad Tap-1 y 

LMP-l0 en ambas líneas celulares. Estos hallazgos, permiten sugerir que las deficiencias 

presentadas en la maquinaria del procesamiento de antígenos en estas lineas celulares, 

pueden influir de manera importante en la generación y transporte de péptidos específices 

para alelas de baja expresión, como es el caso de HLA-B27 y -A11 mostrados por CALO 

e INBL respectivamente. 

Por otra parte. se dan fuertes evidencias de que la línea celular tNBL presenta en su 

membrana a un determinante anligénico (secuencia 54-62 de la proteina L 1 de HPV -18), 

que es naturalmente procesado y presentado en el contexto de moléculas HLA-Cw4. 
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3. MARCO TEORICO. 

3.1. EL SISTEMA INMUNE, SUS COMPONENTES Y SU ESPECIFICIDAD. 

3.1.1. Origen de las células blancas del sistema inmune. 

Todos los elementos celulares de la sangre, incluyendo a los eritrOcitos que transportan el 

oxígeno. las plaquetas que participan en la coagulación de la sangre cuando existe daño 

tisular. y las células blancas del sistema inmune son llamadas células hematopoyéticas. 

Todas ellas derivan de un mismo progenitor o precursor celular común llamado célula 

madre hematopoyética, la cual se localiza en la médula ósea (Whetton y Dexter, 1993). 

Debido a la capacidad que tiene esta célula precursora de diferenciarse a practica mente 

todos fos linajes celulares sanguineos, también es conocida como célula madre 

hematopoyética pluripotente o totipotente (TiII y McCulloch, 1961). La célula madre 

hematopoyética. en primera instancia puede diferenciarse en dos tipos celulares más 

especializados: una célula madre linfoide (progenitor linfoide), la cual da lugar a los 

linfocitos T, B Y células asesinas naturales (NK) ; Y una célula madre mieloide (progenitor 

mieloide). la cual da lugar a los leucocitos polimorfonucleares, eritrocitos, mastocitos y 

a los megacariocitos que producen plaquetas (Figura 3.1). 

Los linfocitos T y B al parecer provienen de un mismo precursor común; sin embargo, se 

distinguen por su sitio de diferenciación y por sus receptores. Los linfocitos T se 

diferencian en el timo, mientras que los B lo hacen en la médula ósea. Los linfocitos B 

efectores después de su activación se diferencian en células plasmáticas productoras de 

anticuerpos, mientras que los linfocitos T activados se diferencian a células Que matan a 

células infectadas con virus o también pueden activar a otras células del sistema inmune 

(Janeway et al, 1997). Los leucocitos que derivan del precursor mieloide, son los 

monocitos, eosinófilos, basófilos y neutrófilos, los cuales colectivamente son llamados 

polimorfonucleares, debido a su forma irregular del núcleo, o también son denominados 

granulocitos, debido a que poseen gránulos citoplasmáticos y cuyas características de 

tinción son diferentes entre ellos. Los monocitos se diferencian a macrófagos. los cuales 

al migrar a los tejidos, se convierten en las principales células fagocíticas del sistema 

inmune. Los neutrófilos, las más ímportantes células fagoclticas, tienen funciones 

similares a los macrófagos, sin embargo permanecen en el torrente sanguíneo. Los 

eosinófi1os son células involucradas en la inflamación, míentras que los basófilos que se 

localizan en (a sangre, tienen funciones importantes en las respuestas alérgicas. 
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Finalmente, los mastocitos, los cuales algunos autores sugieren que derivan de 

precursores comunes a los basófilos, tienen funciones muy similares a ellos; después de 

salir de la médula ósea, completan su maduración en tejidos y se piensa que juegan un 

papel importante en la protección de la superficie de las mucosas del organismo, ademas 

de liberar substancias que afectan la permeabilidad vascular (Ikuta el al, 1992; Lowry y 

Quesenberry, 1992; Y Morrison et al, 1995). 

3.1.2. El sistema inmune y su especificidad. 

La sobrevivencia de un organismo depende de la habilidad para reconocer, interpretar y 

responder a los cambios del ambiente. Para ello, los vertebrados han desarrollado 

sistemas adaptativos. entre los cuales el sistema inmune ha permitido a través de la 

presión selectiva de agentes infecciosos y parasitarios, prevenir su invasión (Moreno, 

1996). La piedra angular del conocimiento inmunológico es la distinción entre lo propio y 

lo extraño, una molécula reconocida específicamente por el sistema inmune es un 

antígeno o inmunógeno. La antigenicidad es propiedad primordial de macromoléculas 

complejas como proteínas o polisacáridos de alto peso molecular. Un antígeno tiene 

regiones reconocidas por el sistema inmune en forma específica e independiente, 

denominadas determinantes antigénicos o epi topos. La inmunogenicidad es la propiedad 

de un antígeno que determina la intensidad de la respuesta inmune hacia él. En términos 

generales, la inmunogenicidad aumenta en forma directamente proporcional a la distancia 

filogenética entre un organismo y el agente invasor (Austin et al, 1993; y Moreno, 1996). 

Las bases de la especificidad de la respuesta inmune fueron establecidas en 1957 por el 

gran científico australiano MacFarlane Surnet quien, retomando ideas de Paul Ehrlich, 

Niels Jerne y David Talmage, propuso la Teoría de la selección clonal, según la cual: a) 

todos los individuos poseen clonas de células con receptores específicos, idénticos a los 

anticuerpos secretados por su progenie; b) cada clona produce anticuerpos de 

especificidad única para cada antígeno; c) la especificidad de una clona es determinada 

durante la diferenciación, antes del contacto COn el antígeno; y d) al penetrar al 

organismo, un antígeno selecciona (y expande) las clonas específicas contra él. 

La Teoría de la selección clonal, tuvo su máxima aceptación gracias a las propuesta 

sobre la recombinación de genes para generar anticuerpos con especificidades multiples, 

sugerida inicialmente por Dreyer y Bennett en 1965 y confirmada posteriormente por los 

grupos de Susumu Tonegawa, Phil Leder y Leroy Hood en 1977, quienes demostraron 

que la especificidad (y diversidad) de las inmunoglobulinas es debida al rearreglo de sus 

7 



genes en los linfocitos B. De igual manera, se sabe que la diversidad y especificidad de 

los receptores de los linfocitos T (RLT), al igual que en los genes de inmunoglobulina, 

dependen del rearreglo de genes que codifican las regiones variables de ambas cadenas 

que los conforman y (Moreno, 1996; y Janeway, 1997). 

3.2. INMUNIDAD. 

La inmunidad es mediada por una variedad de diferentes células y moléculas, que como 

un todo, son responsables de dos diferentes, pero interrelacionadas, formas de 

inmunidad: la inmunidad innata y la adaptativa. 

3.2.1. Inmunidad Innata y adaptativa. 

No todos los sistemas de defensa se basan en la selección clonal de linfocitos como la 

propuesta por MacFarlane Burnet en el siglo XIX. Los sistemas celulares de defensa 

con reconocimiento no-clonal son llamados Inmunidad Innata, debido a que todas las 

células que se diferencian de la célula progenitora tienen la misma capacidad de 

respuesta la cual no se adapta o cambia a una parlicular infección (Austyn et al, 1993). 

El sistema inmune innato incluye un grupo de leucocitos llamados fagocitos, el cual 

comprende al linaje monocito-macrófago y alas polimorfonucleares o granulocitos 

(neutrófilos, basófilos y eosinófilos). Asimismo, también incluye a otro grupo de células 

llamadas asesinas naturales que son capaces de destruir a células infectadas con virus, 

embriónicas o células tumorales. Aunado a ello, el sistema innato también incluye 

megacariocitos que producen plaquetas las cuales están involucradas en la coagulación 

sanguinea y en la respuesta inflamatoria, la cual frecuentemente ocurre cuando hay 

alguna infección, conduciendo a los síntomas clásicos de dolor, calor, enrojecimiento e 

hinchazón. Las principales tipos celulares vistos en la respuesta inflamatoria en su fase 

inicial son los neutrófilos, seguido por los macrófagos (Ratcliffe et al, 1988; y van Furlh, 

1993). 

Cuando el sistema innato fracasa en su intento por det~ner la invasión de patógenos o 

de la proliferación de las células tumorales, se pone en marcha el sistema inmune 

adaptativo, compuesto por linfocitos T y B, Y se caracteriza por la especificidad celular y 

la generación de memoria para contrarrestar el efecto del patógeno en un segundo 

ataque (Roitl, 1991). La activación de los linfocitos, depende críticamente de su 

interacción con células fagocíticas qUienes además de procesar, muestran fragmentos de 

antígenos a los linfocitos (Abbas et al, 1991). 
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Los linfocitos B y T, que maduran en la médula ósea y en el timo respectivamente, 

pueden generar cientos de variantes de sus receptores por medio de la recombinación 

de los genes que codifican para sus receptores. Entonces cada linfocito lleva receptores 

con s610 una especificidad, la cual es diferente entre uno y otro linfocito (Janeway et al, 

1997). Por tanto, los millones de linfocitos en el organismo pueden dar lugar a millones 

de especificidades y sólo aquel linfocito que encuentra un antígeno para el cual su 

receptor se une. será activado a proliferar y diferenciarse a células efectoras. Por lo tanto, 

la especificidad dada en la respuesta inmune adaptativa se basa en la teoría de la 

selección clonal propuesta por McFarlane Burnet. La respuesta inmune adaptativa está 

dada por dos vías de reconocimiento antigénico llevadas a cabo por los linfocitos B y T. 

los cuales confieren la inmunidad humoml y celular respectivamente. 

3.2.2. Inmunidad humoral e inmunidad celular. 

La respuesta inmune humoral, se lleva acabo por medio de la generación de anticuerpos 

o inmunoglobulinas que son las moléculas receptoras y efectoras de los linfocitos B (Roitt, 

1991; Paul, 1993; y Janeway et al, 1997). Las inmunoglubulinas son proteínas en forma 

de "Y", y están constituidas por cuatro cadenas polipeptídicas: dos pesadas{H) con un 

peso de 50 a 70 kOa y dos ligeras (L) con un peso de 23 kOa, que en conjunto, 

constituyen un monómero de inmunoglobulina. 

Las regiones constantes de las cadenas pesadas, son codificadas por segmentos génicos 

contiguos con propiedades funcionales diferentes. la unión de estas cadenas con una 

cadena ligera (K o ).,)constituyen un isotipo; en el humano existen 5 diferentes isotipos de 

anticuerpos (lgM, IgG, IgA, IgE e IgO) los cuales tienen propiedades biológicas distintas, 

como es el caso de IgM, IgG3 e IgG1 que activan el complemento, y de IgM e IgG que 

aglutinan bacterias y precipitan antígenos solubles haciéndolos más accesibles a las 

células fagocíticas (Weissman et al, t 993; y Nossal, 1993; Abbas et al, 1994; Moreno, 

1996; y Janeway et al, 1997). 

Los anticuerpos detectan. neutralizan y eliminan a los invasores extraños, bacterias o 

virus por medio de las proteínas del complemento; también recubren a los patógenos 

(opsonización) de tal forma que puedan ser fagocitados por los macrófagos o Células 

Presentadoras de Antígeno (CPA) y posteriormente procesar y presentar a los antígenos 

(Paul, 1993; y Moreno, 1996). 

Un anticuerpo es concebido como una proteína producida como el resultado de la 

introducción de algún antígeno y que tiene la capacidad para combinarse con el antígeno 
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que estimuló su producción. Para su reconocimiento. los antigenos deben estar 

dispuestos en sitios accesibles. ya sea. en sitios extracelulares como en el suero, en 

forma de secreciones del patógeno o bien el patógeno completo (bacterias y algunos 

virus) (Nossal, 1993; Abbas et al, 1994; y Doherty et al, 1994). La maduración de la 

respuesta inmune ocurre en los centros germinales. localizados en los órganos Hnfoides 

(v.g. ganglios linfáticos). Es en los folículos ¡infoides donde los linfocitos B vírgenes son 

inducidos a diferenciarse y a proliferar mediante la ayuda de células dendríticas y 

linfocitos T para que finalmente se constituyan como células productoras de algun isotipo 

de Inmunoglobulina (Maclennan, 1994). 

Por otro lado, el sistema inmune ha desarrollado una vía mediante la cual se pueda 

combatir a los patógenos intracelulares mediante indicaciones extracelulares. En este 

sentido, las células T juegan un papel muy importante en el rechazo de transplantes, en la 

defensa inmune contra células infectadas por virus y células malignas (Greenberg, 1991; 

y Doherty et al, 1994). Las células T tienen funciones reguladoras y efectoras en la 

"inmunidad celular" mediante secreciones de moléculas con gran potencial litico (Squier 

et al, 1994; Chau-Ching et al, 1995; y Berke, 1995). 

Los linfocitos T se desarrollan y diferencian fenotípicamente en el timo a partir de un 

precursor (timocito), originado en la médula ósea. Anatómica y funcionalmente, el timo se 

divide en dos regiones: la Corteza, donde ocurren la mayoría de los eventos de 

diferenciación de los linfocitos T; y la Médula donde ocurre la selección negativa. Cuando 

se localizan en la Corteza, los timocitos llevan a cabo el rearreglo de sus genes para 

conformar las dos cadenas (a y (3) que forman su receptor RLT, además de expresar el 

complejo CD3 (formado por varias cadenas polipeptídicas conocidas como y, 0, &. S ( 2x), 

~), y los marcadores CD4 y CDa (Clayton et al, 1990; Jeffrey et al 1992; Christmas et al, 

1993; Bevan et al, 1994; y Heemels et al, 1995). 

Los linfocitos T que han adquirido los marcadores CDa y CD4, llamados también dobles 

positivos, entran a un proceso denominado selección positiva, que depende de moléculas 

del Complejo Principal de Histocompatibilidad clase I y 11 (MHC-I/II) presentes en la 

supemcie de las células epiteliales situadas en la corteza timiea. La selección positiva en 

el timo, permite obtener el repertorio de linfocitos T con que ha de contar un individuo 

(Campbell et al, 1993; y Jameson et al, 1995). Debido a que los rearreglos del RL T son 

aleatorios, surgen timocitos con RL T que pueden reconocer moléculas del MHC propias y 

extrañas; al mismo tiempo, se da la selección de timocitos con un solo marcador, ya sea 

CD4· o CDa·, y los timocitos dobles positivos mueren por apoptosis (Robey et al, 1991). 
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A continuación, los timocitos resultantes pasan por un proceso denominado selección 

negativa, la cual se lleva a cabo en la médula del timo y en la cual se eliminan timocitos 

que pueden llegar a reconocer moléculas propias del individuo. Como resultado final del 

proceso de selección. menos del 5% de los timocitos sale al torrente sanguíneo como 

linfocitos T maduros (Austyn et at, 1993; y RObey et at, 1994). Los timocitos que 

reconocen antígenos mediante moléculas clase I del MHC permanecen y maduran como 

COS+, mientras que los timocitos que reconocen antígenos mediante moléculas clase II 

del MHC maduran como CD4'. 

Los linfocitos T citotóxicos (L TC), producen citocinas como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, 

IFN·y, TNF-a y tienen como cualidad la de producir y secretar vesículas que llevan en 

su interior moléculas con gran potencial lítico y dirigirlas hacia la célula infectada o 

transformada (célula blanco) (Squier et al, 1994; Berke, 1994; Berke, 1995; Y Peralta et al, 

1995). 

Los timocitos que maduran y mantienen la expresión de CD4·, se conocen como 

linfocitos T cooperadores (Robey et al, 1991). Los linfocitos CD4' maduros después del 

contacto inicial con el antígeno secretan predominantemente IL-2 y se consideran 

¡ndiferenciados (CD4+ o ThO); con el tiempo estos linfocitos se subdividen en dos 

poblaciones de linfocitos y se distinguen por las citocinas que producen para amplificar la 

respuesta contra el antígeno. Los linfocilos T CD4+ tipo1 (Th1) secretan principalmente 

IFN-y, IL-2 Y TNF-p Y proliferan en respuesta a IL-2, favoreciendo asi la inmunidad celular 

y los fenómenos inflamatorios. Los linfocitos T CD4' tipo 2 (Th2) secretan IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10 e IL-13, proliferan en respuesta a IL-2 o IL-4 y favorecen la inmunidad humoral; 

ambas poblaciones secretan IL·2, IL-3 Y Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos 

y Macrófagos (GM-CSF) (Robey et al, 1991; Berke, 1994; Robey et al, 1994; Y Moreno, 

1996). 

3,3, PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENOS POR MOLECULAS MHC 

CLASE 1. 

La respuesta inmune celular llevada a cabo por los linfocitos T, posee diferentes 

mecanismos para eliminar infecciones producidas por patógenos que residen en los 

diferentes compartimentos de la célula huésped. Las células infectadas por virus o 

bacterias que viven en el citosol son eliminadas por linfocitos T citot6xico CD8+, mientras 

que los patógenos y sus productos que residen en en los campartimentos vesiculares 

son detectados por los receptores de los linfocitos CD4+. La generación de péptidos a 
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partir de un antígeno intacto que radica en cualquiera de los compartimentos 

intracelulares, es referida como procesamiento de antígenos, mientras que la disposición 

de estos péptidos en la membrana celular a través de moléculas MHC, es referida como 

presentación de antigenos (Moreno, 1996: y Janeway et al, 1997). 

3,3,1. Moléculas del Complejo Principal de Hislocompalibilidad. 

Las moléculas MHC son glicoproteínas que se expresan en la membrana celular y son el 

producto de un conjunto de genes altamente polimórficos, los cuales se localizan en el 

brazo corto del cromosoma 6 en el humano (York et al, 1996); esta región ha sido 

denominada HLA (Human Leukocyte Antigens), por haber sido inicialmente encontrada 

en los leucocitos humanos (Brodsky et al, 1991: Yewdell et al, 1992: Germain et al, 1993: 

y Cresswell, 1993). 

La estructura que presentan estas proteínas ha sido dilucidada a partir del análisis 

cristalográfico por rayos X de la estructura tridimensional de las moléculas del MHC y ha 

permitido clasificarlas en dos grandes clases: 

- Clase 1: Estas moléculas consisten de una cadena pOlipéptidica pesada con peso 

molecular de 45,000 daltones (Da): unida no covalentemente a un péptido con un peso 

molecular de 12,000 Da: y que es conocido como iJ,-microglobulina (iJ,m). La parte 

extracelular de la cadena pesada se encuentra organizada en tres dominios globulares 

denominados ah a 2 Y a 3- Anclando a la molécula, en la membrana citoplásmica, se 

encuentra una pequeña sección hidrofóbica, y cercana a ella se encuentra una corta 

secuencia hidrofílica citoplásmica en el extremo carboxilo terminal. La iJ,m y la región n, 

tienen una conformación similara a \a de los dominios de inmunoglobulinas en cuanto a 

su patrón de plegamiento. Por otra parte, los dominios (11 y (12 presentan una estructura 

compuesta de dos hélices a extendidas, sobrepuestas sobre una base compuesta por 

láminas j}-plegadas entrecruzadas entre si, formándose con ello una pequeña cavidad en 

donde se aloja el péptido antigénico (Bjorkman el al, 1987a,b: Garret et al, 1989; Saper et 

al, 1991: Fremontet al, 1992: y Madden etal,1992), (Figura 3.2). 

- Clase 11: Las moléculas MHC-II son, al igual que las moléculas de MHC 1, glicoproteinas 

transmembranales, que están conformadas por dos cadenas potipeptidicas: una cadena 

alfa (a) con peso molecular de 32,000-34,000 Da y una cadena beta (~) con peso de 

28,000 Da. Estas moléculas tienen una considerable homología secuencial COn las 

moléculas clase I del MHC, en donde los dominios a, y iJ" los cuales son los más 

cercanos a la membrana celular, asumen el patrón de plegamiento de las 
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inmunoglobulinas; mientras que los dominios a, y J3, imitan a los dominios a, y a 2 de las 

moléculas MHC-I para formar la cavidad en donde se aloja el péptido (Brown et al. 

1993a) (Figura 3.2). 

3.3.2. Expresión de moléculas MHC entre los diferentes tejidos. 

Las moléculas MHC-I y MHC-II, son expresadas de manera diferencial entre los 

diferentes tejidos: esencialmente, todas las células nucleadas expresan moléculas MHC-I. 

las cuales se expresan abundantemente en células linfoides; en menor cantidad en 

higado, pulmón, riñón; y en muy poca cantidad en el cerebro y músculo esquelético 

(Tabla 3.1) (Germain et al. 1993; Germain, 1994; Heemels et al, 1995; y Janeway et al, 

1997). Las moléculas de clase 11 se encuentran más restringidas, encontrándose 

asociadas especialmente a los linfocitos B, Células Presentadoras de Antígenos (CPA·s) 

como son: Células de Lanhergans, dendríticas foliculares, macrófagos y células 

epiteliales del timo (Tabla 3.1) (Unanue et al, 1987; Neefjes et al, 1992; y Moreno, 1996). 

En humanos, los linfocitos T activados expresan moléculas MHC 11, mientras que en ratón 

la expresión de moléculas MHC-II puede ser inducida, utilizando péptidos virales 

especificos en presencia de IFN-y (Thomas et al, 1996). 

Tabla 3.1. Expresión de moléculas MHC-I en diferentes tejidos. Tomado de Janeway et 

al,1997. 

TEJIDO MHC clase I MHCclase 11 

Tejidos linfoldes 

linfocitos T +++ + 
Linfocitos B +++ +++ 
Macr6fagos +++ ++ 
Células de Langerhans +++ +++ 
Células epiteliales del timo + +++ 

Otras células nucleadas 

Neut'rofilos +++ -
Hepatocitos + -
Rinón + -
Cerebro + 

Células no nucleadas 

Eritrocitos -

13 



;: 

CADENA O/. CADENA O/. CADENA (3 

0/., L, ?'f'.~ 0/. 2 

NH_ NH.. 

I 
I • 1 I ~3 (3 2m l I .1 
I 
L_ 

HOOO COOH 

MHC-I MHC-II 

Figura 3.2. estructura de las moléculas clase ¡ y Clase 1I del Complejo Principal 
de Histocompatibilidad. Las moléculas MHC-I están constituidas de una cadena alfa, 
SUbdividida a su vez en tres dominios alfa y la cadena beta 2 microglobulina. El sitio de 
uni6n del péptido (P) lo conforman los dominios alfa 1 y alfa 2, Por su parte las moléculas 
MHC-II tambidn están constituidas por dos cadenas, alfa y beta, subdivididas cada una 
pOr dos dominios, en esta molécula el péptido se une a la cavidad formada por el dominio 
alfa 1 y beta 1 



3.3.3. Etapas del procesamiento y presentación de antígenos por moléculas MHC-I. 

Se han descrito 4 diferentes etapas que forman parte del mecanismo de procesamiento y 

presentación de antígenos por medio de moléculas MHC-I; para fines de la presente 

tesis, se describirán únicamente las etapas que intervienen en el procesamiento y 

presentación de antigenos por moléculas MHC-1. Las etapas son las siguientes: A) 

generación de péptidos en el citoplasma; B) transporte de péptidos hacia el interior del 

retículo endoplásmico; C) estabilización y ensamblale de moléculas MHC-I; y D) 

glicosilación del complejo MHC-I/péptido y su transporte a la membrana celular (Figura 

3.3). 

A).- Generación de péptidos. 

La principal fuente péptides que se unen a moléculas MHC-I, deriva de proteínas 

sintetizadas por los ribosomas celulares. No obstante, las proteínas introducidas en el 

citosol, ya sea de manera artificial o durante el proceso de infección viral o bacterial, 

pueden también contribuir a la generación de péptidos antigénicos para ser presentados 

por moléculas MHC-I (Matsumara et al, 1992; Driscoll et al, 1992; y Williams et al, 1996). 

La mayor parte de la actividad proteolítica que ocurre en el citosel, es atribuida a los 

proteasomas, quienes se encargan de digerir a las proteínas citosólícas para producir 

péptidos de 8·10 residuos de longitud (Goldberg et al, 1992; Benham et al, 1995; Y 

Lehner et al, 1996). 

Un proteasoma es un complejo multicatalítico con un peso molecular entre 650 a 700 

kDa (Goldberg et al, 1992). Basado en el coeficiente de sedimentación, este complejo es 

referido también como 20S. La obtención y purificación de proteasomas a partir de 

Thermoplasma acidophilum, permitió determinar la estructura cilíndrica de este complejo 

multienzimático, el cual 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 p y las subunidades que componen a los 

anillos de los extremos, son las subunidades a (Lówe et al, 1995; y Yang et al, 1996). 

Cada una de las subunidades deriva de un gene distinto y su peso molecular se 

encuentra entre 21-31 kDa. Las subunidades P de los proteasomas 20S, pertenecen a la 

familia de las hidrolasas, las cuales cortan en la porción N·terminal (Ntn) de las 

proteinas (Brannigan et al, 1995). Al caracterizar la especificidad al substrato, se ha 

demostrado que el proteasoma también corta en los extremos carboxilo terminal de 

residuos de aminoácidos hidrofóbicos, básicos y ácidos (Heemels et al, 1995). 
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Muy recientemente, a partir de pituitaria de bovino, se caracterizaron cinco diferentes 

especificidades de peptidasa de los proteasomas celulares, siendo estas: 1. Actividad 

semejante a quimiotripsina (ChT-L); 2. semejante a tripsina (T-L); 3. peptidilglutamil­

peptido-hidrolizante (PGPH); 4. preferencia por aminoácidos ramificados (BrAAP); y 5. 

preferencia por aminoácidos neutros pequeños (SNAAP), (Orlowski et al, 1993; y Eleuteri 

et al, 1997). 

Las subunidades catalíticas más 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 p. Los genes que codifican a estos LMP's se encuentran 

localizados dentro de la región del MHC-II, muy cercanos a los genes que codifican para 

los Transportadores Asociados al Procesamiento de Antígenos (Tap's) (ver adelante), su 

limitada naturaleza polimórfica y su expresión inducida por el IFN-y, son propiedades 

compartidas por la mayoría de los componentes que se encuentran involucrados en la 

presentación de antigenos (Brown et al, 1991; Glynne et al, 1991; Kelly et al, 1991; 

Martinez et al, 1991 y Ortiz-Navarrete et al, 1991a; y Yang et al, 1992). Se ha observado 

que los LMP's pueden alterar la actividad proteolitica del proteasoma y favorecer la 

generación de péptidos que se asocien a moléculas MHC (Martínez et al, 1991; 

Niederman et al, 1995; y Groettrup et al, 1996b). De hecho, se ha visto que deficiencias 

en la expresión de las unidades enzimáticas de los proteosomas LMP-2 y LMP-7 en 

ratones desprovistos de estos genes "Knock out~, conduce a cambios importantes en la 

presentación de péptidos antigénicos y por tanto en la generación de respuesta inmune. 

La carencia de LMP-7 conduce a una disminución en la expresión de moléculas MHC 

clase I en la superficie celular (25-45% de reducción), influyendo de esta manera en la 

disponibilidad de péptidos restringidos por moléculas MHC clase I para ser reconocidos 

por IínfocítosT CD8+ (Van Kaer, et al, 1994; Fehling et al, 1994; y van Endert, 1996). Por 

su parte, la eliminación del gene LMP-2 afecta la producción de distintos epi topes; ya 

que proteosomas extraídos de células de bazo e hígado de ratones mutantes, presentan 

una menor proporción de residuos básicos e hidrofóbicos y un considerable aumento de 

residuos ácidos. La infección con virus de influenza en ratones con carencia de LMP-2, 

manifestó una reducción de 5-6 veces la frecuencia de precursores CTl (Heemels et al, 

1995). 

El nivel de expresión de LMP-2 y LMP-7 Y su inducibilidad con IFN-y varia entre los 

diferentes tejidos (Brown et al, 1991; Y Eleuteri et al, 1997). La exposición de las células 

a IFN-y resulta en la inducción de los proteasomas 205 en donde las subunidades 
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constitutivas, X(MB1) y V(o) son reemplazadas con LMP-2 y LMP-7 (Belich et al, 1994; y 

Woodward y Monaca, 1995). Recientemente, se ha descrito una tercer subunidad de 

proteasoma conocida como MECL-1 (LMP-10), codificada en el brazo corto del 

cromosoma 16 (Tanaka et al, 1997), dicha subunidad es tambien inducible con IFN-y y 

reemplaza a la subunidad de proteasoma Z (Nandi et al, 1996; y Groettrup et al, 1996b). 

Otra forma de proteasoma es la 26S, constituida básicamente por el proteasoma 20S y 

otras sub unidades adicionales. por ejemplo el activador PA28 (también referido como 

regulador 11 S) cuyo peso molecular es de 29-31kDa. Mediante microscopia electrónica, 

se ha visto que PA28 se une en un extremo del proteosoma 20S; asimismo, este compite 

con otro regulador, el 198, el cual se une también al proteosoma 20S para conformar el 

proteosoma 26S que en conjunto pesa alrededor de 1,500 kDa (Hoffman et al, 1994). El 

activador PA28 consiste de seis subunidades que forman un anillo el cual puede unirse a 

los dos extremos terminales del proteasoma 20S (Gray et al, 1994). Dos diferentes 

subunidades, llamadas PA28a y PA28p estan presentes en iguales proporciones en los 

anillos del activador PA28 (Mott et al, 1994). Se ha visto que los activadores PA28 y el 

regulador 19S están en equilibrio dinámico con el proteasoma 20S, de hecho ambos 

activadores sinergizan con las subunidades LMP-2/LMP-7 para aumentar la proteólisis 

justamente después de la presencia de un aminoácido hidrofóbico en la secuencia de la 

proteína blanco (Hoffman et al, 1994; Usb'ell et al, 1995; y Groettrup et al, 1996a). En 

adición, otros investigadores han purificado y caracterizado un complejo de 700kDa 

compuesto de 16 pOlipéptidos, llamado PA7oo, este complejo tiene actividad ATPasa y 

contiene múltiples subunidades con secuencias concenso para unir ATP. Este modulador, 

aumenta la actividad del proteasoma 20S en un factor de 8. Un posible papel atribuible a 

PA700 y otros moduladores, es que este complejo puede asistir en el desdoblamiento y 

la degradación potencial de sustratos (Ma et al, 1994; y DeMartino el al, 1996). 

La degradación de muchas proteinas celulares es iniciada por su modificación con un 

pOlipéptido pequeño llamado ubiquitína (Ub); la ubiquitina, se une medíante un enlace 

isopeptídico, a su sustrato y hacia otras ubiquitinas a través de los residuos de lisina (K). 

Este proceso requiere de ATP y de varias enzimas que activan a la ubiquitina para 

interactuar con Su substrato protéico: E1, enZima activadora de la ubiquitina; E2, enzima 

acarreadora de proteinas; y E3, ligasa de la Ub-protelnas. De esta manera, la ubiquitina 

marca a las proteínas para su posterior degradación por el complejo 26S (Groettrup et al, 

1996b). La identificación de inhibidores dipéptido y tripeptido-aldehidos sobre la 

actividad enzimática de los proteasomas, di6 evidencia directa (in vivo) del papel de 
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estos complejos multicatalíticos en la generación de péptidos antigénicos a partir de 

proteínas celulares (Rock et al, 1994). Las subunidades reguladoras del proteasoma 205 

están constituidas por varias proteínas accesorias para favorecer la degradación de las 

proteinas blanco-ubiquitinadas: estas incluyen a un receptor de Ub (Rub), el cual 

funciona como un sitio de unión para cadenas multiubiquitinadas (Deveraux et al, 1994); y 

una isopeptidasa, para la reutilización de residuos de ubiquilina (Hochstrasser. 1995). 

Además, las unidades reguladoras también contienen. al menos seis distintas, pero 

relacionadas, proteínas de la familia de las ATPasas, se piensa que estas ATPasas 

interactúan con las subunidades a del proteasoma 205 (Tanaka et al, 1997). Después de 

la degradación de las proteínas blanco a péptidos, los péptidos deben ser protegidos del 

ataque de exopeptidasas citosólicas y dipeptidil-peptidasas que los hidrolizan a 

aminoácidos libres; se piensa que uno de los candidatos idóneos en la protección de los 

péptidos sean las proteinas de choque térmico (Hsp 70/90), las cuales nonmalmente 

funcionan como proteínas chaperonas que se asocian a las proteínas de reciente 

síntesis en el citosol y también son las responsables de promover el correcto ensamblaje 

de la cadena alfa y Jl,m en el reticulo endoplásmico, (Tanaka et al, 1997). 

Por otro lado. recientemente se han descrito algunas proteasas adicionales que participan 

en el procesamiento de antígenos. la presencia de diferentes proteasas fue inicialmente 

propuesta por Elliot y sus colaboradores al estudiar la naturaleza de los aminoácidos que 

preceden al residuos amino-terminal de los péptidos que derivaban de una proteína 

nativa, de la cual se habían identificado 64 epitopos presentables por moléculas MHC-I 

(Ellíot et al, 1995). Este grupo de investigadores, observó que los péptidos, obtenidos de 

la degradación de esta proteína, eran cortados de manera azarosa. Al no obtener una 

secuencia lógica de los epítopos, postularon [a existencia de otras proteasas, las cuales 

pudieran estar participando en el citosol o en el lumen del retículo endoplásmico. Más 

tarde, con ayuda de una vaceinia recombinante que codificaba para péptidos de 12 

aminoácidos, un tamaño inapropiado para unirse a las moléculas MHC-I, se pudo lograr la 

obtención de secuencias de péptidos de 9aa en Délulas deficientes de Tap·s. Asimismo, 

la presencia de la dipeptidil amino-proteasa expresada simultáneamente y dirigida al 

interior del retículo endoplásmico, condujo a un incremento en la produceión de péptidos 

en ellumen del retículo endoplásmic (Elliot et al, 1995). 

Por su parte, el uso de inhibidores de proteasomas, ha apoyado la idea de la existencia 

de otras proteasas presentes en el RE para la generación de péptidos (Rack et al, 1994). 

Otros grupos de investigadores, han descrito varios tipos de actividad enzimática 

19 



lendopeptidasas, carboxipeptidasas además de las aminopeptidasas) que cortan en 

diferentes posiciones de la proteína blanco, al analizar la digestión de fragmentos de 

nucleoproteínas en el RE (Heemels et al, 1995). 

B).· Translocación de péptidos del citoplasma al reticulo endoplásmico. 

El proceso de translocación de los péptidos citoplasmáticos al RE y al cis-Golgi ocurre 

principalmente por un heterodímero constituido por las proteínas denominadas Tap-1 y 

Tap-2 con un peso de 76 kD Y 70kD, respectivamente (Kleijmeer et al, 1992; Nefjes et al, 

1993a; Androlewickz et al, 1993; Y Shepherd et al, 1993). La distribución subcelular de 

estos transportadores, realizada por microscopia inmunoelectrónica y analisis canfocal en 

RE y cis-Golgi, es consistente con la localización de moléculas MHC-I en este sitio 

(Kleijmeer et al, 1992). 

Las subunidades Tap-1 y Tap-2 están asociadas de forma no covalente, cada proteína 

tiene 6 dominios transmembranales y un dominio dependiente de ATP, este último se 

encuentra orientado hacia el citoplasma (Figura 3.4) (Trowsdale et al, 1990; y York et al, 

1996). Los genes que ccdifican para estas dos proteínas con actividad 

transportadora de antígenos procesados, son homólogos a la familia de genes que 

codifican para proteínas que median el transporte de compuestos de bajo peso molecular 

a través de las membranas (Familia de transportadores ABC dependientes de ATP), 

(York et al, 1996; y Lehner et at, 1996). 

Después de que el péptido sale del proteasoma, éste es liberado cerca de los Tap's para 

poder ser bombeado at RE. La unión del péptido al Tap es independiente de ATP, pero en 

la traslocación del péptido al RE, es requerida la hidrólisis del ATP (Howard, 1995). 

La importancia de los Tap's en la vía de procesamiento y presentación por moléculas 

MHC-I, fue determinada al observar que en líneas célula res defectuosas en el transporte 

y presentación de antígeno, al transfectarles los genes de Tap-1 y Tap-2, la expresión de 

moléculas MHC-l fue reestablecida (Hosken et al, 1990; Monaco, 1992; Y Momburg et al, 

1994a,b,c). 

En estudios realizados in vitro, con membranas microsomales provenientes de células 

normales, se pudo demostrar que las subunidades de T ap son escenciales para 

translocar péptidos antigénicos allumen microsomal para asociarse con moléculas MHC-

1, no obstante en membranas provenientes de células mutantes de Tap's no fue posible 

observar dicho transporte de péptidos (Koppelman et al, 1992). 
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El tamaño de los péptidos transportados por los Tap's, también ha sido demostrado en 

ensayos in vitro, en donde se ha encontrado Que los Tap's tienen una preferencia a 

transportar péptidos de entre 8 y 15 residuos aminoacidos, no obstante se ha encontrado 

que péptidos de mayor longitud (8-33 aminoácidos) pueden ser transportadas y 

posteriormente asociados con moléculas HLA-827 (Momburg et al, 1994c). 

Por otro lado, algunas investigaciones se han enfocado a tratar de encontrar los sitios 

específicos donde los péptidos son reconocidos por los Tap's_ Algunos investigadores 

han utilizado ensayos de unión de péptidos para medir la afinidad por el Tap, utilizando 

una gran cantidad de péptidos y variantes de ellos. Otras han encontrado sitios 

espeCíficos de unión, en donde los grupos de aminoacídos hidrofóbicos en la posición 3 

(P3) del péptido son preferidos por los Tap's, al igual que los residuos hidrofóbicos o 

cargados en la posición P2 (van Enden et al, 1995 y Androlewicz et al, 1996). El uso de 

péptidos fotomarcados, ha permitido detectar una estrecha asociación entre los Tap's y 

los péptidos, ya que durante el paso de péptidos al RE se pudO revelar Que tanto el 

Tap-1 y el Tap-2 participan en la translocación de los péptidos (Nijenhuis et al, 1996a,b), 

sugiriendo que el sitio de unión del péptido está conformado por ambos Tap's 

(Androlewicz et al, 1992). Los Tap's expresados de manera individual, no mostraron 

foto marcado. lo que indicó que ambas subunidades deben estar presentes para que el 

péptido sea translocado hacia el interior del RE (Russ et al, 1995; y Nijenhuis el al, 

1996a). 

Los aminoacidos que intelVienen en la unión de los péptidos con los Tap's, son 

denominados "motifs" o aminoacidos ancla; por lo general se encuentran en las 

posiciones N-terminal y C-terminal de los péptidos y son específicos para cada uno de 

los a[elos de las moléculas MHC-1. los alelas de Clase-I que prefieren un aminoácido 

ancla o "motif', predicen la unión con el Tap, por ejemplo. la prolina es característica de 

la posición 2 en los epítopes de HLA-B7, en la cual los péptidos pueden ser 

preferencialmente transportados (Neising et al, 1995; van Endert et al, 1995; Androlewicz 

et al, 1996; y Nijenhuis et al, 1996a). 

En células humanas, recientemente se han encontrado cuatro sitios de unión de péptidos 

con los Tap's; dos con el Tap-1 y dos con el Tap-2. Estos sitios de unión se encuentran 

localizados en regiones de las cadenas transmembranales (TM) conocidas como TM-6 y 

TM-5 de ambos Tap's (figura 3.4) y en sus continuaciones extramembranales (Nijenhuis 

et al, 1996b). Estos datos son consistentes con un modelo de Tap's en el cual los 

segmentos TM forman un poro en la membrana, lo cual también ha sido observado en 
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otros transportadores ABe de proteínas de resistencia a multidrogas y en canales de 

cationes (Calteral, 1994). 

Los péptidos podrían ser unidos por la entrada citosólica del poro, los cuales serían 

rodeados por los restantes segmentos TM, permitiendo que múltiples regiones entren en 

contacto con los péptidos simultáneamente (Nijenhuis et al, 1996b; y Nijenhuis y 

Hammerling, 1997). 

En otros estudios, se ha observado una interacción física entre el complejo Tap y el 

complejo cadena pesada/p'!m, al parecer esta interacción es mediada por la sub unidad 

Tap-1 (Suh et al, 1994; y Ortmann et al, 1994). La disociación del transportador con la 

molécula clase I coincide con la salida del complejo MHC-lIpéptido del RE, y al menos in 

vitro, esta disociación puede ser inducida por la adición de péptidos. El transportador se 

une a complejos pre-ensamblados únicamente, ya que no se ha detectado asociación 

entre cadenas pesadas libres y los lap·s. Estas observaciones sugirieron la posibilidad 

de un encauzamiento metabólico para el llenado de moléculas de clase lean péptidos, lo 

cual se lograria colocando a las recién sintetizadas moléculas de clase I en estrecha 

proximidad con el lap-1. Recientemente se describió a una proteína denominada 

tapasina (ver adelante), la cual actúa como puente de unión entre el Tap-1 y el complejo 

framado por ~2m/cadena alfa. Esta asociación, además de conferir estabilidad. ayuda a 

Que la implantación del péptido en la cavidad que forman los dominios a 1 y a2 de las 

moléculas de clase I pueda ser facilitada, y de esta manera evitar la dilución, salida del 

RE, o bien la degradación de los péptidos por enzimas localizadas en el RE (Vinitsky et 

al, 1997). 

Por otro lado, las variantes alélieas de Tap's pudieran estar implicadas en varias 

enfermedades. Antes de la identificación molecular de los lap's, en rata se descubrió un 

locus polimórfico en la región del MHC clase 11, el cual fue capaz de alterar la capacidad 

antigénica y bioquímica de una molécula MHC-I en rata, la molécula RT1A' (Livingstone 

et al, 1989; Livingstone et al, 1991; y Powis et al, 1991). Más tarde se describió que dos 

variantes llamadas modificadoras dellocus clase I (cima y cimb
) eran los responsables de 

estas alteraciones. En presencia del alelo cim' , las moléculas clase I RT1A8 son 

rápidamente transportadas a la superficie celular; mientras que en presencia del alelo 

cimb
, el transporte de RTlA' es deficiente y el reconocimiento por ciertas células T es 

inhibido. De hecho, la variación alélica de Tap-2 en rata altera el comportamiento de la 

molécula RT1A'. Los péptidos asociados con moléculas clase I RT1A' producidos por 

células con eim' o eimb
, presentan diferentes patrones de elución, por ejemplO, aquellos 

23 



provenientes de cima fueron más hidrofílicos. Estos resultados establecieron que la 

variación alélica en los genes del transportador, al menos en rata. pueden alterar el 

repertorio de péptidos que se unen a moléculas MHC-l. Por su parte. el pOlimorfismo de 

los genes de Tap para humano y ratón parece ser más limitado y tienen poco o ningún 

efecto en la especificidad de translocación (Schumacher et al, 1994b; Marusiana et al, 

1997; y Daniel et al, 1997). Para el ratón se han identificado 4 alelas de Tap-l y 7 alelas 

de Tap-2 (Gaskins, 1992). Asimismo. mediante análisis de cadena sencilla de AON. se 

han identificado 4 posibles alelas de Tap-l y 8 posibles alelas de Tap-2 en humano. En 

adición. análisis basados en PCR de un grupo de líneas celulares homocigóticas y 

controles caucásicos, han revelado la existencia de 3 alelas de Tap-l y 5 alelas de Tap-2 

(Colonna et al, 1992; Powis et al, 1992; Carrington et al, 1993; y Powis et al, 1993). 

La generación de la mayoría de los péptidos que se asocian a moléculas MHC-I proviene 

de la proteólisis citosólica, para que éstos a su vez sean transportados al RE por los 

Tap·s. Sin embargo, poco se sabe acerca de cómo las proteínas son seleccionadas en el 

citoso! para la producción de péptidos, y sobre la naturaleza de las proteasas 

participantes en la generación de los péptidos. En células deficientes en Tap·s. se ha 

visto que una gran cantidad de péptidos puede ser liberada en el RE a partir de 

precursores de gran longitud. mediante la translocación vía péptidos señal en su porción 

N-terminal, lo que postuló que la presencia de exopeptidasas en el interior del RE pueda 

ocurrir (Snyder et al, 1994 y Elliot et al, 1995; Y Hammond et al, 1995b). Una proteína 

denominada Jawl, proteína residente en el RE y limitada a células hematopoyéticas, fue 

identificada como una endopeptídasa capaz de generar péptidos en el RE de manera 

independiente a la de los proteasomas y Tap's (pamer y Cresswell, 1998). Esta ruta está 

basada en la alta eficiencia de liberación de péptidos a partir del extremo carboxilo­

terminal de proteínas de membrana situadas o translocadas en el RE (Snyder et al, 

1997). otros mecanismos que involucran el retrotranslocamiento de péptidos desde el 

RE al citosol y la subsiguiente captura y retranslocación al RE por Tap's, también han 

sido considerados como fuentes de péptidos para ser presentados en el contexto de 

moléculas MHC-I (Roelse et al, 1994). 

C).- Estabilización y ensamble de moléculas MHC-I. 

Aunque algunos péptidos pueden unírse a cadenas pesadas libres (Elliol el al, 1991; Y 

Machold et al. 1995). la mayoría de las cadenas pesadas de clase I se pliegan, se 

asocian con p,m y luego unen al péptido (Burshlyn el al, 1993; y Nefjes el al. 1993b). A 
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pesar de que el ensamble puede ser reconstituido in vitro a partir de subunidades 

purificadas, las cadenas peptidicas recién sintetizados, deben de completar su 

plegamiento y ensamble antes de que lleguen a la superficie celular. Este proceso es 

mediado por interacciones transitorias con chaperonas moleculares que residen en el 

lumen del RE, tal como SiP, GRP94 y calnexina (Hurtley et al, 1989; y Gething, 1992). 

La chaperona mejor caracterizada por su participación en los eventos de ensamble de 

moléculas MHC-I es la calnexina, una proteína de membrana residente en RE con un 

peso de 88 kDa (p88) en el ratón y 90 kDa en el humano (IP90) (Ahluwalia et al, 1992; y 

GaMn et al, 1992). Se sabe que en ratón, la calnexina se asocia con las recién 

sintetizadas cadenas pesadas de dase I durante, o poco después de su traslocación en el 

RE, además también se ha encontrada asociada con las cadenas pesadas y ~m 

(Degen et al, 1992; y Rajagopalan et al, 1994). En ausencia de (l,m, el ensamble de los 

complejos de clase I no pueden ser completados, y consecuentemente, las cadenas 

pesadas permanecen unidas firmemente a la calnexina hasta que son degradadas, 

mientras que en la presencia de cadenas pesadas, ~m y péptidos, la interacción con la 

calnexina es momentánea (Galvin et al, 1992; y Ahluwalia et al, 1992). 

En células humanas, la calnexina se asocia preferentemente con la cadena pesada 

(Ortmann et al, 1994; Sugita et al, 1994; y Noessner et al, 1995). Asimismo, se ha 

encontrado que la disociación de la calnexina con la cadena pesada parece ser 

independiente de la presencia de péptidos, siendo la asociación entre la ~m con la 

cadena pesada la que provoca la disociación con la chaperona (Sugita et al, 1994). Otra 

chaperona denominada BiP, se ha visto que tiene similar actividad que calnexina, 

actuando específicamente con la cadena pesada de las moléculas MHC-I (Noessner et 

al, 1995). 

En una línea celular carente de calnexina, se ha encontrado que el ensamble y el 

transporte de moléculas MHC-I no son afectados (Scott et al, 1995), por lo que calnexina 

parece no ser escencial para el transporte de las moléculas MHC-I. Al analizar a otras 

chaperonas que podrían tener una función similar a la calnexina, se encontró que la 

calreticulina cumplía oon una función similar (David et al, 1993). 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 (Sonnichsen et 

al, 1994). Al igual que calnexina, la calreticulina se asocia a glícanos monoglucosilados 

por medio de uniones N-terminal (Hammond et al, 1994; Nauseef et al, 1995; Peterson et 

al, 1995; Wada et al, 1995; y Ware et al, 1995); recientemente, también se le ha 
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encontrado como chaperona de glicoproteínas tales como mieloperoxidasa, 

hemaglutinina de influenza y transferrina (li et al, 1993; Nauseef et al, 1995; Peterson el 

al, 1995; y Wada el al, 1995). 

Estudios más recientes, demuestran que calreticulina tiene un comportamiento 

marcadamente diferente al de calnexina, puesto que se asocia sólo con los dímeros 

formados por la cadena pesada y p, m (Sadasivan et al, 1996). Al mismo tiempo, se 

encontró Que en los precipitados de Tap's-MHC-I, una glucoproteína de 48 kDa fue 

identificada, después de ser caracterizada, se le asignó un papel de conectora entre las 

moléculas MHC-I y los Tap's, por tal motivo se le ha denominado tapasina (Ortmann et 

al, 1994; y Sadasivan et al, 1996). 

La Tapasina es una glicoproteína transmembranal de 428 aminoácidos con un glicano 

unido a asparagina (Ortmann et al, 1997). La región hidrofóbica que forma el dominio 

transmembranal, contiene un residuo de lisina el cual puede participar en la interacción 

con otras proteínas, por ejemplo Tap-1. El gene que codifica para tapasina se encuentra 

codificado en la región del MHC, aproximadamente a 200kb del loci HLA-DP Y 500kb de 

los genes Tap-l y Tap-2 (pamer y Cressell, 1998). El papel preciso de tapasina en el 

ensamble de las moléculas MHC-I resulta no claro, sin embargo se tienen evidencias de 

que tapasina pueda formar tetrámeros al asociarse con Tap-1, o dímeros o monómeros 

que independientemente se asocian con Tap-1 y Tap-2. Lo Que ha sido claro, es Que 

cada molécula de tapasina puede unir un dímero formado por la cadena alfa y I\m, y 

probablemente una molécula de calreticulina asociada (Ortmann et al, 1997). En 

consecuencia, la interacción multimérica de tapasina con el complejo clase-lIf3:,m y 

Tap, puede jugar un papel importante para incrementar la posibilidad de que los péptidos 

translocados puedan unirse a las moléculas clase I asociadas a Tap (Pamer y Cresswell, 

1998). 

0).- Transporte de los complejos MHC-l/péplido a la supertic;e 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 citoplasmática para fusionarse 

con ella y dejar expuestas y ancladas a las moléculas clase I del MHC que expondrán 

su péptido para ser reconocido por los linfocitos T citolóxicos (Rack et al, 1991a; 

Benjamin, et al, 1991; Benham el al, 1995; y Uebel et al, 1995). Por lo general, muy 

pocas moléculas MHC-I que carecen de péptidos se encuentran en la membrana celuar, 
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esto se debe a que muchas moléculas MHC-I vacías, son retenidas en el RE. No 

obstante, cuando las moléculas MHC-I presentes en la membrana pierden sus péptidos o 

éstos son disociados, el heterodímero (a/~ microglobulina) es inestable y se disocia 

rápidamente (Ortiz-Navarrete, et al, 1991b; Rack et al, 1991; y Neefjes et al, 1992a,b). 

Estos mecanismos limitan la asociación de péptidos exógenos y aseguran que los 

péptidos presentados sean los sintetizados por las células mismas (Rack et al, 1991). 

La vida media de las moléculas MHC-I en la superficie celular, varía considerablemente 

dependiendo del tipo celular y de la clase particular del alelo; por ejemplo en linfoblastos 

T, la vida media de las moléculas en membrana es de 5h, mientras que en linfoblastos 

B es de 20h (Machy et al, 1989), En el caso de los alelas MHC-I, en el caso de H-2K', la 

vida media puede ser más de 20h (Machy et al, 1989), mientras que para H-2L', es de 

aproximadamente 2h, aunque esta vida media corta puede ser debida a la carencia de 

péptidos (Smith et al, 1992), Una característica importante en la estabilidad de moléculas 

MHC-I es la tasa de disociación de péptidos y ~-microglobulina. Cuando el heterodimero 

se disocia, la cadena pesada resultante es translocada hacia el citoplasma y entonces 

degradada por los proteasomas (Rack et al, 1991; Ortíz-Navarrete et al, 1991b; Otten et 

al, 1992; y Hughes et al, 1997), En muchos tipos celulares, el complejo tri molecular no es 

constitutivamente internalizado, aunque los ligandos multivalentes, pueden inducir su 

internalización (Machy et al, 1987), En linfocitos T y macrófagos, las moléculas MHC-I son 

espontáneamente endocitadas a través de clatrina mediante señales mediadas en la 

porción citoplasmática de la cadena pesada (Tse et al, 1984; Machy et al, 1987; Dasgupta 

et al, 1988; y Vega et al, 1989), 

3,3,4, Vías allernas de fuenles de péplídos anligénicos presenlados por moléculas 

MHC-1. 

El análisis de la composición de péptidos asociados a moléculas MHC-I, permitido 

sugerir que existen varias vías alternativas en la generación de péptidos antigénicos. Se 

ha observado que la linea celular mutante T2, la cual carece de los genes que codifican a 

los Tap's y a los LMP's, presenta péptidos asociados a mOléculas HLA-A2,1, comparable 

al de células normales. Al analizar la composiCión de sus péptidos, se observó que las 

moléculas se encontraban ocupadas por seis especies de péptidos que representaban el 

50% del total (Henderson et al, 1992; y Wei et al, 1992), Debido a que estas seis 

especies de péptidos se originan a partir de proteínas translocadas al interior del RE o por 

dominios de secuencias señal, se propuso Que los péptidos que se asociaban a 

27 



moléculas HLA-A2.1 eran producidos después de la proteólisis de las secuencia señal en 

el RE, por la acción de enzimas proteolíticas residentes en el RE (Henderson et al, 1992; 

y Wei et al, 1992). En el caso de la molécula HLA-B7 de células normales, también se 

han encontrado péptidos que provienen de secuencias señal (Huckzo et al, 1993). En 

moléculas MHC-I de ratón, se logró identificar a un péptído restringida a la molécula clase 

I de ratón H-2Db del virus de la coriomeningitis linfocítica, el cual deriva de la secuencia 

señal del precursor glicoproteico GP-C (Buchmeier et al, 1992). Esta segunda vía puede 

dar lugar a péptidos que son potencialmente reconocidos por linfocitos T y puede 

considerarse como una vía alternativa durante una respuesta inmune normal, con lo que 

cabe la posibilidad de que existan epítopos peptidicos en el dominio de secuencias señal 

de proteínas. De esta manera, una gran variedad de proteínas de membrana pueden 

también ser presentadas en asociación con moléculas MHC-I, estas incluyen a: 

proteínas de cápside viral, antígenos tumorales, aloantíenos, moléculas MHC y varias 

moléculas que funcionan como receptores (Siliciano, et al 1995). Recientemente se ha 

propuesto que los productos defectuosos de los ribosomas (DRIP's), que consisten de 

polipéptidos terminados de manera prematura durante la síntesis de proteínas, puedan 

ser una fuente significativa de péptidos propios o virales (Yewdell et al, 1996). Las 

proteasas lisosomales, también funcionan como generadoras de péptidos. después de 

que las proteínas citos6licas reaccionan con los lisosomas en un proceso denominado 

autofagia (Janeway et al, 1997). 

3,4, PRESENTACION DE ANTIGENOS POR MOLECULAS MHC CLASE lb Y CD1. 

Las moléculas MHC clase lb (HLA-E, F Y G) al igual que las moléculas MHC clase 1a 

(HLA-A, By C), son codificadas en el cromosoma 6. Por su parte, las moléculas CD1 no 

son codificadas en el MHC, sin embargo, comparten características estructurales con las 

moléculas MHC-I, además de asociarse también con ¡l,m (Melian et al, 1996). 

3.4,1, Presentación por moléculas MHC clase lb. 

Una de las moléculas clase lb mas esludiadas es la molécula de ratón H2-M3. Esta 

molécula fue identificada debido a que presenta péptidos mitocondriales a CTL' s, 

específicamente péptidos que contienen N-formi-metionina en el extremo N-terminal 

(Lindahl et al, 1997). Estudios de cristalografia de rayos X y de elución de péplidos a 

partir de estas moléculas, han permitido caracterizar péptidos más cortos que aquellos 

presentados por las moléculas MHC-1a. Por ejemplo, se han identificado a los péptidos 
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fMYFINIL TL, fMIGWIIA y f-MIVIL. provenientes de Listería monocitogenes, asociados 

a la molécula H2-M3 (Gulden et al, 1996). Otras moléculas MHC-Ib de ratón, Da-1 y 

Oa-2, han sido caracterizadas por presentar péptidos derivados de secuencias señales, 

en particular Oa-1 presenta péptidos de la molécula clase 1 H2-Dk de manera 

dependiente de Tap's (Aldrich et al, 1994) Asimismo, moléculas humanas como HLA-E 

también han sido caracterizadas por presentar péptidos de secuencias señal ( Braud et al, 

1997), 

3.4.2. Presentación por moléculas HLA-G. 

Estas moléculas se expresan preferencial mente en células citotrofobásticas de placenta 

y también sobre macrófagos inducidos con interferón-y (Shawar et al, 1994; Y Yang et al, 

1996). Un aspecto interasante sobre estas moléculas, es que se le puede encontrar 

expresada naturalmente de manera soluble (Fuji et al, 1994), o también asociada a la 

membrana del RE con Tap. El espectro de péptidos unidos a ambas formas (soluble y de 

membrana), es similar y análisis de secuencias de péptidos disociados de esta molécula 

han reportado a dos motifs: una Prolina en la tercer posisión y una Leucina en el 

carboxilo terminal (Lee et al, 1995). 

3.4.3. Presentación de antígenos por moléculas C01. 

Aunque las moléculas CD1 humanas y de ratón tienen rasgos estructurales similares a 

los de las moléculas MHC-I, estas moléculas no son codificadas en el MHC (Melian et al, 

1996). El papel funcional de las moléculas COl en la defensa contra infecciones, se 

determinó al encontrar que las moléculas CD1b y CD1c humanas presentan antígenos 

micobacterianos a linfocitos T (Porcelli et al, 1992; y Beckman et al, 1996). Las moléculas 

COlb, a diferencia de las moléculas MHC-I, se caracterizan por presentar glicolipidos, 

más que péptidos a linfocitos T, por ejemplo ácido micólico y lipoarabinomanana (LAM) 

(Beckman et al, 1994; y Sieling et al, 1995). Las moléculas COl requieren de Il,m para 

ser transportadas a la superficie celular, no obstante, a diferencia de muchas moléculas 

MHC-I, el cargado de epitopos de estas moléculas, parece ser independiente de Tap's 

(Brutkiewicz et al, 1995; y Teitell et al, 1997). El mecanismo de 

procesamiento y presentación de antígenos por moléculas CD1 también tiene rasgos 

similares a los de la via de moléculas MHC-II; las moléculas MHC-II son protegidas por la 

cadena invariante antes de recibir a los péptidos en los endosomas tardíos, mientras que 

las moléculas COl son protegidas mediante su dominio citoplasmático. En un estudio 
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reciente, se demostró que los macrófagos, a través de su receptor de manosa unen LAM 

sobre su superficie celular y después lo depositan en los endosomas tardios, donde las 

moléculas ca 1 los intersectan y presumiblemente unen al LAM (Sugita et al, 1996; y 

Prigazy et al, 1997). 

Debido a que el mecanismo de procesamiento y presentación de CD1 coincide 

parcialmente con los mecanismos de MHC-I y MHC-II, y porque los antigenos 

presentados por CD1 son diferentes a los de MHC-I/II, se ha sugerido que esta via 

podría ser considerada como una tercer vía de procesamiento y presentación de 

anligenas (Melian et al, 1996; y Pamer y Cresswell, 1998). 

3.5. POLIMORFISMO Y ESPECIFICIDAD EN LA PRESENTACION DE PEPTIDOS. 

El MHC-I ha evolucionado en términos de variabilidad entre los individuos, lo cual se 

muestra con un sistema altamente polimórfico basado en la presencia de alelos múltiples. 

Parte del polimorfismo del MHC precede a la divergencia de las especies, lo que sugiere 

que es el resultado de mutaciones acumuladas a través de millones de años de 

evolución. En los humanos, más de 100 estructuras distintas de moléculas de clase I y 11 

han sido identificadas (Genmain et al, 1993). Esta variación proviene de múltiples alelas 

en un locus; y en caso de las moléculas de clase 11. a través de la transcomplementación 

entre las cadenas alélicas a y p (Heemels et al, 1995). En la superficie de las células de 

un individuo normal heterocigótico se pueden detectar hasta seis diferentes moléculas de 

clase I y por lo menos el mismo número de moléculas de clase 11, estas moléculas son 

heredadas de manera codominante, es decir una proviene del padre y la otra de la madre 

(York et al, 1996; y Germain, 1994). La fuerza que dirige la expresión de múltiples 

isofermas, así como la variedad estructural que se encuentra dentro de las especies, es 

determinada casi en su totalidad por el incremento en las oportunidades de que al menos 

una molécula del MHC sea capaz de encontrar al menos un péptido derivado de cualquier 

patógeno. Sin embargo, debido a que cada individuo expresa sólo un pequeño número de 

diferentes moléculas MHC, cada isoforma debe de ser capaz de unir a una amplia 

cantidad de péptidos diferentes para así lograr una respuesta inmune a una gran variedad 

de patógenos (York et al, 1996). 

La mayoria de los residuos polimórf/COs de las moléculas clase I se localizan en las a­

hélices y en el piso de [}-plegados que forman el nicho de unión de péptidos (Figura 3.5a); 

mientras que las orillas de la cavidad de la moléculas clase I del MHC se encuentran 

cerradas. A través de la cristalografía de rayos X. se ha podido analizar la interacción que 
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existe entre el péptido y la molécula MHC. Se ha podido revelar que los residuos N- y C­

terminales del ·péptido están cubiertos o sujetos a las orillas de la cavidad mediante 

puentes de hidrógeno, los cuales se encuentran en residuos de aminoácidos que son 

constantes en todas las formas alélicas de las moléculas MHC-I (Williams et al, 1996). 

Las interacciones laterales del péptido con la cavidad son de gran relevancia, puesto que 

la energía de unión adicional proviene de las interacciones que involucran al esqueleto del 

péptido, lo que provoca una orientación común para los péptidos en los sitios de unión 

(Figura 3.5b). Estas interacciones delimitan un tamaño para los péptidos que se asocian a 

moléculas clase 1, el cual es de nueve residuos en promedio, no obstante se ha 

observado que existen péptidos mayores a nueve aminoácidos (Gua et al, 1992; y 

Kubo et al, 1994). 

Los grupos de aminoácidos de la cavidad de la molécula MHC que forman 105 enlaces 

específicos con 105 péptidos, se denominan "receptáculos". Estas conformaciones se 

encuentran en el piso de la cavidad, lo constituyen las cadenas I3-plegadas y las paredes 

de las a-hélices de la cavidad. Dependienta del alelo, los receptáculos varían en su 

profundidad, orientación y naturaleza química, lo que le confiere la capacidad de poder 

unir a un péptido particular (Figura 3.5c), (Young et al, 1995). 

Los aminoácidos de los péptidos que están orientados hacia la cavidad de las moléculas 

de clase I son denominados aminoácidos ~ancla". Cada péptido posee de 1 a 3 residuos 

ancla, los cuales se localizan principalmente en los extremos o en la posición central del 

péptido y son caracteristicos para cada alelo, (Grey et al, 1995). 

Los otros aminoácidos que forman el péptido se asocian en forma "laxa". lo cual explica 

que fuera de los ami9noácidos ancla. existe una gran variabilidad de los aminoácidos 

presentes en los péptidos inmunogénicos, esto hace que múltiples péptidos puedan ser 

presentados bajo el mismo contexto alélico de moléculas MHC (Falk et al, 1991a,b; y 

Grey et al, 1995). 

Un aspecto fundamental del reconocimiento del antígeno por las células T auxiliares y 

T citotóxicas, es que el linfocito se restringe a reconocer a un sólo péptido. Las 

combinaciones, asociadas con la amplia diversidad de péptidos que pueden formarse, 

hacen que el péptido pueda ser reconocido, s610 si está unido a un producto alélico 

caracteristico del MHC. Este fenómeno es llamado restricción por el MHC, y las bases 

moleculares del reconocimiento del antígeno restringido por MHC mediante las Células T, 

han sido demostradas por estudios paralelos enfocados sobre la estructura del Receptor 

del Linfocito T (Young et al, 1995). 
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Figura 3.5. Interacción del péptido con moléculas clase I del MHC. A) Vista superior de la cavidad de 
unión del péptido de una molécula MHC-l; B) Representación de la conformación del nonámero y la 
localización de sus cadenas laterales en la cavidad de la molécula MHC~I. la localización de los espacios 
de aoplamiento (receptáculos), también es mostrada. e} Representación de la orientación de las cadenas 
laterales de un nonapéptido; los residuos P1, P4 Y P5 del péptido. sobresalen de la cavidad y son factibles 
de ser reconocidos por el linfocito C08+. Los clraJlos negros representan el esqueleto de carbonos del 
péptido, y los circulos abiertos representan a las cadenas laterales del péptido (Tomados de Austyn el al, 
1994; y Janeway et al, 1997). 
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La capacidad de las moléculas de clase l para unir a un gran número de péptidos distintos 

es de gran importancia para la función que desempeñan. El análisis de los peptidos 

mediante espedrometría de masas mediante ionización, ha proporcionado evidencia 

directa de esta capacidad. A partir de una evaluación de la complejidad de peptidos 

procesados naturalmente y asociados con moléculas del MHC, se han logrado detectar 

más de 2,000 péptidos distintos asociadas con la molécula clase I HLA-A2.1 Y -87 

(Huckzo et al, 1993; y Engelhard et al, 1994). La representación de péptidos individuales 

es absolutamente variable, por ejemplo, en un análisis espectrométrico de masas de 

peptidos asociados con HLA-A2.1, se observó que casi el 90% de los péptidos asociados 

estaba presente en una proporción de 0.01%·0.1% del total del extracto, o lo que es lo 

mismo 100-1 000 complejos por célula. Con el uso de grandes cantidades de material 

(2 x1010 células) y con ayuda de la separación adicional por HPLC, se han logrado 

visualizar péptidos que representan hasta una copia por célula (Engelhard et al, 1994). 

Tomando en consideración que una célula expresa de 105.106 moléculas de MHC en su 

superficie, y si tan solo el 1% de las moléculas del MHC estuvieran ocupadas por 

péptidos de la abundancia referida, el número total de péptidos distintos presentados 

podrían ser más de 10,000. Mediante el análisis de espectrometría de masas y análisis 

de Edman se ha podido detectar que el péptido más abundante asociado con moléculas 

de clase I es de 0.4-1 % con respecto al número total de péptidos (Hunt et al, 1992; 

Huckzo et al, 1993; DiBríno et al, 1993; y Engelhard, 1994). Interesantemente, un grupo 

de investigación logró estimar que un péptido del virus de estomatitis vesicular ocupaba 

más de 5% de las moléculas H-2K' en una célula infectada (van Bleek et al, 1990). El 

determinar si este número tan alto e inusual proviene de una infección viral o de otros 

cambios en el metabolismo celular aún no ha sido dilucidado. 

El impacto en el sistema inmune de esta amplia cantidad de péptidos es todavía incierta. 

Se ha estimado que el número mínimo de complejos MHC-péptido expresados en las 

células y que son reconocidos por los linfocitos T como epítopos están generalmente en 

el inlervalo de 100-500 complejos por célula (Demotz el al, 1990; Rotzchke el al, 1991; 

Falk et al, 1991b; Christnick, et al, 1991; Y Wallny et al, 1992). No obstante, algunos 

epítopos pueden estar presentes en cantidades significativamente mayores o menores, 

dependiendo quizás de la abundancia relativa de la proteína de origen (Zahang el al, 

1993). 
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3.6. IDENTIFICACION DE EPITOPOS. 

Actualmente existen algoritmos que permiten la identificación de la secuencia mas 

probable de una proteína para poderse unir a moléculas MHC (Rothbard et al, 1988; 

Cornette et at, 1989; y Parker et at, 1995). La predicción de epitopos peptidicos 

restringidos a moléculas MHC-I que sean capaces de ser reconocidos por linfocitos T 

citolóxicos, ha sido más viable debido a las secuencias cortas de 8-10 aminoácidos y a su 

alta especificidad alélica (Rothbard et al, 1990). En contraste, la identificación de péptidos 

para moléculas MHC-II ha sido más problemático, en consecuencia. varios grupos han 

usado la información acerca de los aminoácidos ancla y su papel en la unión del péptido 

con las moléculas clase 1, con la finalidad de poder definir péptidos que sean óptimos 

como epitopos (Rolzchke et al, 1991; Bednarek et al, 1991; Wallny, et al, 1992; 

Traversari, et al, 1992; y Bertolelli et al, 1993). 

Por medio de HPLC en fase reversa, se ha podido establecer que los péptidos sintéticos 

utilizados en ensayos de unión, son idénticos a los péptidos que se producen de manera 

natural en la célula y que se asocian a moléculas MHC, además de reconstituir la 

actividad de extractos celulares y migrar en un patrón similar cuando son sometidos a 

HPLC de fase inversa (van Bleek et al, 1990; Rolzchke et al, 1990a; y Falk et al, 1991). 

Una extensión importante de este tipo de trabajos ha sido la identificación de epitopos 

peptídicos restringidos a moléculas MHC a partir de la secuencia de una proteína intacta 

(Rammensee et al, 1995). 

Actualmente el uso de aminoacidos ancla especificos para algún alelo (Tabla 3.2), ha 

facilitado la identificación de epitopos por medio de ensayos de unión, estimulación y 

citotoxicidad de linfocitos CD8+ al utilizar un número relativamente pequeño de péptidos 

sintéticos (Hill et al, 1992; Pamer et al, 1992; Cossins et al, 1993; Skipper et al, 1993; y 

Parker et al, 1995). 

Varios investigadores han intentado definir, mediante algoritmos de predicción, a 

péptidos provenientes de proteínas virales u otras proteínas con características 

altamente anligénicas, basándose en los residuos de anclaje y en un tamaño óptimo (8-

11 residuos). En muchos casos, la unión de estos péptidos suele ser débil a pesar de la 

presencia del aminoácido ancla óptimo (Maryanski et al, 1991; Parker et al, 1992; Elliot et 

al, 1992; Jameson et al 1992; Rupert et al, 1993; Zhang et al, 1993; Nijman et al, 1993; y 

Parker el al, 1995), sin embargo al considerar al aminoácido del extnemo C-terminal y 

residuos internos del péptido, como nesiduos ancla dominantes, se han podido identificar 

varios epitopos peplidicos que son reconocidos por las cétulas T (Takahashi et al, 1991; 
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Hahn et al, 1992; Bertoletti et al, 1993; y Engelhard, 1994). Adicionalmente, muchos 

péptidos carecen de residuos principales para el anclaje, pero pueden expresar residuos 

secundarios inusuales (Huckzo el al, 1993; y Engelhard, 1994). Obviamente, aún queda 

mucho por descubrirse acerca de los factores que controtan la unión y estabilidad de un 

péptido a moléculas del MHC. 

Tabla 3.2. Principales aminoácidos de anclaje dominantes y auxiliares de péptidos que 

se asocian a algunos alelas del MHC clase I en humanos (Tomado de Paker et al, 1995; y 

Rammensee et al, 1995). 

POSICION 2 3 4 5 6 7 8 9 
HLA-A1 TII E/O P UM/I y 
HL.A-A2 UM V VIL 
Hl.A-A3 UV/M FIY NC' UFIY Y/K/F 
HLA-A11 Hi1 K 
HLA-A24 Y IN F F/UI 
Hl.A-A31 UVIY/F F/LIY/W UFNII R 
HLA-A33 A/I/IJFfY R 
HLA-Aw68 vrr RlK 
HLA-B7 P R UF 
Hl.A-B8 UP KlR KlR l' l 
HLA-814 RlK LIY/F RlH I/l l 
Hl.A-B27 R YIF/I FfYfUl 
HlA-B35 P YIH¡ 
HLA-B37 O/E V/Hi F/M/UHi 
Hl.A-B38 H O/E F/l 
HLA-839 RlHlKlQ IN/L l 
HLA-B40 E FIIN LJWIfIIIA 
Hl.A-B44 E P V FIY 
HLA-B51 AlP/G FnlV 
Hl.A-B52 Q F l IN 
HLA-Bw53 P E 
HLA-B58 Alsrr p FIW 
HLA·B60 E IN l 
HLA·B61 E F/l/LNfY V 
HLA·B62 Q/l IN FIY 
HLA·B78 P/AlG I/lUFN A' 

HLA·Cw3 Hi P FIY UF/MIl 
HLA·Cw4 Y/F/P VIIIl UF/M 
HLA-Cw6 P/R I/L VlIIL UINIY 
HLA-Cw7 Y/P VIY VII Y/F/l 

Residuos ancla que son dominantes se encuentran en negrillas. 
2 NC indica residuos de aa no cargados. 
3 Hi indica aa hidrofóbices . 
• P8 es el aa C·lenminal. 
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Los residuos de anclaje pueden ser de gran utilidad para la predicción de epítopos si se 

usan con flexibilidad. De acuerdo a un análisis sistemático de los péptidos que se unen a 

HLA-A2.1. se ha desarrollado un algoritmo capaz de predecir péptldos con gran 

capacidad de unión a esta molécula (Rupert et al. 1993; y Parker et al. 1995). 

3.7. TECNICAS UTILIZADAS PARA EL ANALISIS DE PEPTIDOS ASOCIADOS A 

MOLECULAS MHC-1. 

3.7.1. Purificación de péptidos. 

Los péptidos procesados naturalmente que se asocian a moléculas clase I y 11 del MHC 

son, por lo general. aislados de material que ha sido previamente purificada por 

inmunoafinidad, seguido por una separación basada en el tamaño de proteínas 

purificadas (van Bleek et al. 1990; y Buus et al. 1988 y Rotzchke et al. 1990). La 

aplicación de estas técnicas en la obtención y purificación de los péptidos. ha permitido 

obtener un aprovechamiento de entre el 70-80% de las moléculas MHC aisladas de las 

células en cuestión (Hunt et al. 1992a.b; Henderson et al. 1992; Huckzo et al. 1993; y 

Chicz et al. 1993). 

Et análisis de los péplidos asociados a una amplia 9ama de moléculas MHC humanas ha 

sido obstaculizado por la falta de anticuerpos monoespecíficos para la purificación de 

isoformas del MHC, requiriéndose el uso de células homocigotas o transfectadas, o bien 

la eliminación secuencial de moléculas MHC usando de manera progresiva anticuerpos 

menos selectivos (Rotzchke et al. 1991). 

Una de las primeras técnicas utilizadas en la purificación de péptidos. se basó en la 

extracción de proteinas de superficie celular. mediante el uso de células completas 

tratadas con ácido trifluoroacético aunque de esta manera los extractos conten ían 

moléculas del MHC y péptidos asociados a ellas. también existia material protéico 

altamente inespecifico. No obstante, esta técnica ha tenido gran importancia en el 

aislamiento de péptidos que representan etapas intermedias en la purificación de 

antigenos (Wallny et al. 1990; y ROtzchke et al. 1990a.b). 

3.7.2. Secuenciación de la mezcla de péptidos. 

La identificación de péptidos individuales asociados con moléculas clase I a partir de la 

secuenciación de una mezcla de péptidos, puede ser facilitada si se consideran los 

residuos de anclaje correspondientes a alguno de los alelas de las moléculas MHC del 

cual derivó dicha mezcla. Sin embargo, oomo los péptidos extraídos a partir de un alelo 
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representan una mezcla compleja de distintas especies de baja abundancia, el 

aislamiento de péptidos individuales ha sido un factor limitante para su análisis. La 

estrategia más usada, emplea el HPLC en fase reversa para resolver parcialmente a la 

mezcla de péptidos, seguido por la secuenciación directa de Edman del material 

contenido en picos dominantes de mayor definición (Jardetzky et al. 1991; Y Rudensky et 

al. 1991). El uso de este protocolo se encuentra limitado por el hecho de que los picos 

individuales obtenidos por HPLC aún contienen múltiples especies de péptidos. Este 

problema ha sido, en muchos casos, solucionado mediante el uso de espectrometria de 

masas para identificar a las masas individuales en fracciones de HPLC, cuyo tamaño 

puede ser correlacionado con la información de la secuencia obtenida por la degradación 

de Edman (Chicz et al. 1992; y Chicz et al. 1993). 

Otra técnica usada para identificar a los péptidos asociados a molécutas del MHC. ha sido 

mediante el uso de HPLC microcapilar en combinación con ionización por 

electrospray/espectrometria de masas en tándem (Hunt et al. 1992a; y Hunt et al. 1992b). 

En esta técnica los péptidos son separados por uno o más pasos de HPLC en fase 

reversa, y luego por la relación masa/carga en el espectrómetro de masas. Las especies 

individuales son secuenciadas directamente en el espectrómetro de masas por el análisis 

de disociación activada por colisión (Hunt el al, 1986). La información de una secuencia 

puede ser obtenida hasta con 300 fmol de péptido, lo cual es significativamente menor a 

lo requerido en el análisis de Edman, Que necesita de corridas adicionales en derivados 

del péptido modificado químicamente e interpretación de varios espectros de masa. 

Debido a su capacidad de resolver la secuencia de péptidos. la técnica de HPLC 

microcapílar proporciona la información más detallada acerca de ta complejidad de la 

mezcla de péptidos asociados a moléculas MHC (Engelhard. 1994; y Rammensee et al. 

1995). 

3.8. CANCER CERVICO UTERINO y SU ETIOLOGIA CON VIRUS DE PAPILOMA 

HUMANO (HPV). 

En México la enfermedad neoplásica que ocupa el primer lugar de mortandad es el 

Cáncer Cérvico-Uterino (CaCu). que además tiene una alta incidencia en mujeres 

jóvenes en etapa reproductiva (Meneses et al. 1994). 

Desde el punto de vista epidemiológico hace ya tiempo que se estableció que el 

carcinoma cervical es una enfermedad de transmisión sexual. La edad de inicio de la 

actividad sexual y el número de compañeros sexuales durante la vida. son los factores de 
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riesgo más importantes para este padecimiento. Recientemente se han descrito algunos 

otros cofactores como son: la inmunodepresión; influencias hormonales (esteroides) que 

favorecen la integración de HPVs de alto reisgo y la disminución en la expresión de 

moléculas HLA clase I en epitelios cervicales (Bartholomew et al. 1997); e infecciones 

con agentes sexual mente transmitidos tales como la e trachomatis, que han sido 

asociados con el desarrollo de neoplasias cervicales (Muñoz y Bosch. 1997). 

El CaCu se ha asociado con una etiología viral. estudios epidemiológicos realizados 

desde la década de los 60's y 70's empiezan a correlacionar la presencia de algunos 

virus con esta enfermedad. en particular la seropositividad para el virus del Herpes 

simple (HSV). El entusiasmo inicial decayó cuando no pudo demostrarse la presencia de 

ADN viral en la mayoría de los carcinom;:Js y por la falta de pruebas convincentes de una 

mayor frecuencia de cáncer en los estudios prospectivos. esta idea fue casi abandonada 

(Warness, 1995). 

Posteriormente. en la década de los 80's se dio un gran avance en la etiología de esta 

enfermedad al detectar la presencia de varios agentes virales asociados con el CaCu, 

entre estos agentes se encontraron: al Virus de Papiloma Humano (HPV); Virus de 

Herpes Simple (HSV); y en menor grado al Citomegalovirus (HCMV). La mayoria de los 

estudios actuales consideran que el HPV es el principal agente etiológico del CaCu. En 

efecto. mediante el uso de la técnica de "reacción en cadena de la polimerasa" (peR), 

utilizando oligonucle6tidos universales para la proteína L 1 de todos los papilomas, Se ha 

encontrado que más del 90% de tumores cervicales están fuertemente asociados COn la 

presencia de HPV (Bosch et al, 1995). No obstante algunos autores han detectado la 

presencia de HPV en casi el 100% de los tumores cervicales; esto ha sido posible 

mediante el uso de oligonucleótidos específicos para las proteínas virales E6 y E7, ya 

que durante la integración del genoma viral al genoma celular. en algunos casos, se 

pierde un segmento de la proteína L 1, el cual no es amplificado por los oligonucleótidos 

universales de L 1 (Walboomers et al, 1997). 

De la familia de los HPV se han clasificado más de 80 lipos virales genéticamenle 

diferentes, de los cuales los HPV tipo 11, 16,18 Y 31,33, 35, 45 están asociados con la 

transformación de células epiteliales del cérvix, asi como las del cuello del útero, 

produciendo lesiones denominadas neoplasias inlraepiteliales o NIC's (Tabla 3.3). En la 

mayoria de las lesiones. se ha confirmado la etiología viral mediante estudios 

citológicos e histológicos (Seedor! el al, 1986a,b; Pfister 1987; Kurman et al, 1988; Kaur 

et al, 1989; Mailashewski, 1989; Wrighl et al, 1989; y Slorey el al, 1990). Los HPV tipo 5 
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y 8 están comúnmente asociados con epidermodisplasias que pueden progresar a 

cllncer de piel (Howley, 1991) (Tabla 3.3). 

Tabla 3.3. Tipos de HPV en varias lesiones. Tomado de Howley et al, 1991 y Breitburd el 
al 1996 .. 

Tipo de lesión Tipo de HPV 
Piel 
Verrugas 1-4, 7,10,26-29,38,41,48,49,57,63, 65. 
Quiste epidermoide 60. 
Verruga de Camicero 2,7. 
Epidermodisplasia verruciforme 2,3,5,8,9,10,12,14,15,17,19-25,35,47,50 
Cambios bowenoides 16,34,35. 
Carcinoma de células eoidermoides 5,8,14,17,20,41,47. 
Genital 
Condlloma acuminado 6,11,42-44,51-55,58,67,74. 
Neoplasia intraepitelial (NIC) bajo grado 6,11,16,18,30-31,33·35,39,40,42-45, 51-

52,56-59,68 ... 
N1C alto grado 16,18,31,33,35,3945,51-52,56,58-59,68 
Carcinoma cérvico-uterino 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58-59,68 
Tumores de cabeza y cuello 
Papilomatosis 2,6.7,11,32,57. 
Hiperplasia epitelial focal 13,32. 
Carcinoma de amígdala 16,33. 
Los tipOS mas frecuentes se Indican en negntas. 

En los países con mayor frecuencia de CaCu (principalmente paises subdesarrollados). 

se ha observado que el HPV-16 es el de mayor proporción (50%), seguido por el HPV-18 

con 12%, HPV-45 oon 8%, y HPV-31 con 5% (Muñoz y Bosch, 1997). En Méxice las 

proporciones son similares: el HPV~16 se encuentra en el 50% de los casos; el HPV-18 

en el 15%; los HPV-31, 33 y 35, en conjunto, el 12%; y otros tipos virales, en el 

porcentaje restante (Berumen, 1994; y Berurnen, 1995). 

Los virus que pertenecen a la familia del Papiloma, tienen una estructura compuesta por 

una doble cadena de ADN que contiene aproximadamente 8,000 pares de bases. El 

genoma viral codifica para dos clases de proteínas: las proteínas de transcripción 

temprana (E, ea~y proteins), y las de transcripción tardia (L, late proteins). La región que 

precede a los genes tempranos se llama región larga de control (RLC o LCR) y contiene 

secuencias promotoras y aumentadoras de la transcripción. así como secuencias que 

controlan el inicio de la replicación (Figura 3.6). De las proteínas de transcripción 

temprana, las E1 y E2 se encargan de regular la replicación del ADN y ARN viral; 

mientras que las proteínas que intervienen en la transformación celular son E4, E5, E6 Y 

E7( Seedor! et al, 1986a y b). Las proteínas de tranSCripción tardía conocidas cerno L 1 Y 
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Figura 3.6. Mapa genético del virus de papiloma humano tipo 16 (HPV-16). El genoma 
del HPV contiene aproximadamente 8Kpb, es de doble cadena, contiene toda la 
información genética en una cadena, y está dividido en genes tempranos (E), tardios (L) 
y una región larga de control (RLC). pA, señal de poliadenilación. B, BamHI; R. Eco RI; K. 
Kpn Y; V, Eco RV son sitios de restricción de HPV·16. P97 es el promotor temprano. Se 
indica la interrupción del genoma viral al integrarse al genoma celular. con el consiguiente 
bloqueo en la síntesis de la proteína E2 (transregulador negativo de la transcripción de 
los oncogenes E6 y E7 de los HPV genitales). En ausencia de E2, el promotor p97 es 
muy activo y se incrementa la expresión de los oncogenes virales E6 y E7. T amado de 
Gariglio, 1998. 
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L2, son requeridas para el ensamblaje de partículas virales infecciosas de la cápside 

(Villa et al, 1990; Howley, 1991; Garcia-Carrancá et al, 1993; y Tzyy-Chou, 1994). 

La proteína E1 se une a la ADN a-polimerasa e inicia la replicación del AON; E2 es un 

factor de control transcripcional con propiedades de unión al AON; E5 es un activador del 

Receptor para el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFr) y del Receptor del Factor de 

Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGFr), inhibe la acidificación de endosomas y 

también regula negativamente la expresión de moléculas clase I del MHC (Straight et al, 

1995; y Tindle, 1996). 

Entre las principales evidencias que indican que los HPV participan de manera causal en 

el CaCu están: 1) el AON viral se encuentra en más del 90% de los tumores de CaCu; 2) 

el ADN del HPV se integra al genoma celular, inactivándose el gen E2 y favoreciendo la 

expresión de los oncogenes virales E6 y E7 (Figura 3.6); 3) en tumores y líneas celulares 

derivadas de carcinomas celulares se encuentra ARNm y proteína de los oncogenes E6 

y E7 (provenientes de los HPV 16 01B), los cuales son capaces de inmortalizar cultivos 

primarios de queratinocitos humanos y de transformarlos en cooperación con el oncogén 

ras activado. Se ha visto que al cultivar durante tiempos prolongados las células 

inmortalizadas por E6 y E7, éstas originan clonas malignas, lo que sugiere que genes 

celulares se modifican en dichos cultivos (Kaur et al, 1989; Zur Hausen, 1991). 

El ADN viral existe en un estado epi so mal en la mayoria de las verrugas y displasias del 

cérvix, sin embargo, en los carcinomas, el genoma viral suele integrarse a los 

cromosomas de la célula huésped. En la transformación maligna relacionada con el HPV, 

el ADN viral se integra al ADN celular, lo que resulta en la ruptura de grandes fragmentos 

del genoma viral, perdiéndose normalmente los genes L 1 Y L2 Y algunos genes 

tempranos (E1 y E2), quedando solamente los segmentos ES y E7 oomo zonas de 

apertura de lectura frecuentemente encontrados en carcinomas (Matlashewski et al, 

1989; Werness et al, 1995; y Tindle, 1996). 

Se ha propuesto que las proteínas E6 y E7 del HPV, tienen dos funciones críticas para el 

desarrollo de neoplasias. Primero, se ha visto que la proteína E6 de HPV de alto riesgo 

para el desarrollo de CaCu (HPV-16 y 18), es capaz de inactivar la proteína p53, 

proteína supresora del tumor. Estudios bioquímicos han mostrado que OCUrre la 

degradacion de la proteína p53 por el proteasoma 26S, una vez que ésta es marcada 

(ubiquinada) por la proteína E6-APlligasa que se asocia con la proteína E6 (Huilbregtse 

y Braudenon, 1996), (Figura 3.7). En adíción, se ha observado que E6 de HPV-16 

estimula la actividad telomerasa (Klingelhutz et al, 1996). Segundo, la proteína E7 puede 
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interactuar y eVitar las actividades de inhibidores del ciclo celular (inhibidores cdk) que 

interactúan con los complejos cdklciclina tales como p27Klp1 y p21WAFlICIP'.(Figura 3.8). 

Además E7. al igual que otras proteinas oncogénicas de virus tumorales (SV40TAg y 

Ad5 E 1 A). puede inactivar a la proteína pRB. fosforBándola. para liberar al factor de 

transcripción E2F (Figura 3.8) y el ciclo celular puede avanzar de G1 a S. G2 y M. En 

condiciones normales. en la fase M la ppRS se desfosforila por acción de una fosfatasa; 

entonces, la proteína pRB puede unirse nuevamente a E2F y bloquear el ciclo celular 

en G1 (Jones y Münger, 1996) (Figura 3.8). Después del rompimiento del control del ciclo 

celular, las células epiteliales proliferantes, disminuyen los marcadores de diferenciación y 

y son blancos de alteraciones genéticas adicionales para convertirse en células 

neoplásicas (Galloway y McDougall, 1996). 

3.9. PAPEL DEL SISTEMA INMUNE EN LAS INFECCIONES GENITALES POR EL 

HPV. 

Existen evidencias que indican que la inmunidad celular participa directamente en la 

infección primaria y en la progresión maligna de las lesiones por el HPV. Por ejemplo, se 

ha encontrado que en pacientes con inmunosupresión, 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 órganos, con terapia 

inmunosupresora, en pacientes con SIDA e incluso mujeres embarazadas (Senton et al. 

1992). No obstante, cuando la inmunosupresión disminuye o es eliminada. las verrugas a 

menudo desaparecen; en contraste, en la mayoría de estos pacientes que tienen 

lesiones neoplásicas, presentan alteraciones a nivel local probablemente inducidas por el 

HPV. a pesar de que sistémicamente su sistema inmune es normal. En las etapas previas 

al cáncer invasor, como son las neoplasias preinvasoras (NIC's) o el condiloma 

acuminado, el sistema inmunológico aún es capaz de combatir y promover la regresión 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, citotóxicos • células asesinas naturales y 

macrófagos que invaden la epidermis y destruyen las células neoplásicas (Tay et al, 

1987; y Fierlbeck et al, 1989). 
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Figura 3.7. Inactivación de la proteína p53 mediante la proteína E6 del HPV. A, Orden 
de los eventos que conducen a la degradación de p53 dependiente de E6. la formación 
del complejo E6¡E6-AP precede la asociación con p53; p53 es entonces multi­
ubiquitinado, y degradado por el proteasoma 268. B, Estructura ¡función de E6/AP. la 
numeración indica los segmentos importantes de unión con las proteinas E6 y p53. El 
dominio hect cata liza la ligación de las unidades de ubiquitina al substrato. Tomado de 
Huibresgtse y Beaudenon. 1996. 
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Figura 3.8. Inactivación de la proteina pRB mediante la proteina E7 de HPV y otros productos oncogénicos de 
virus tumorales. La proteína Rb se puede inactivar por fosforilación o por interacción con oncoproteinas virales tales 
como la E7 de los HPV de alto riesgo. Al encontrarse pRB en su forma inactiva se libera el factor de transcripción 
E2F y el ciclo celular puede avanzar de G1 a S, G2 Y M, donde nuevamente se desfosforila por acción de una 
fosfatasa; ahora se puede unir a E2F y se bloquea el ciclo celular en fase G 1. La formación de complejos entre pRB 
y las oncoproteínas virales puede llevar a un crecimiento celular descontrolado. Tomado de Gariglio, 1998. 



3.9.1. Respuesta inmune humoral contra HPV . 

Las infecciones de tipo viral son primariamente intracelulares, por lo que los antigenos 

virales escapan al alcance de los anticuerpos. La respuesta humoral es importante sólo 

para infecciones virales productivas, en las que las partículas virales salen al espacio 

extracelular por exocitosis o durante la lisis celular por efecto del propio virus o las células 

citolóxicas del paciente. En las infecciones no productivas, como ocurre en los casos de 

NIC avanzados y el cáncer invasor. solamente se producen proteínas tempranas del virus 

y no proteinas tardías, por lo que las partículas virales no se presentan en el espacio 

extracelular, en consecuencia se esperaría una baja respuesta humoral contra los 

antígenos virales (Berumen et al, 1997). 

A pesar de ello, varios investigadores se han enfocado en demostrar la presencia de 

anticuerpos dirigidos a las proteínas virales del HPV, tanto de la cápside como de 

transcripción temprana. Con relación a las proteínas de la cápside, se sabe que la 

principal proteína que la constituye es la L 1, la cual comprende a más del 90% de las 

proteínas del virión, y la proteína menor L2, cuya localización dentro de la cápside aún 

es incierta. Existen estudios en los cuales se demuestra que la infección con HPV, 

puede ser prevenida en conejos y bovinos al ser inmunizados con la proteína L 1 Y la 

proteína L2 desnaturalizada. No obstante, aún no se sabe de que manera éstas 

inmunizaciones, mediante exposición a mucosas, neutralizan al virus que infecta a las 

células epiteliales (Suzich et al, 1995; Jensen et al, 1995; y Kirnbauer et al, 1996). 

En humanos, se ha demostrado la presencia de anticuerpos específicos o de reacción 

cruzada contra partículas parecidas a virus (virus like partides, VLP). Se ha encontrado 

que el 50-60% de las mujeres infectadas con HPV, tienen anticuerpos contra VLP de 

HPV-16. A diferencia de otros tipos de HPV, HPV-16 tiene varios subtipos y 

serológicamente presentan reacción cruzada (Yamada et al, 1995; y Cheng et al, 1995). 

En neoplasias intraepiteliales NIC-3\ se ha demostrado la presencia de anticuerpos 

contra proteínas de la cápside, sin embargo, en cáncer invasivo HPV-1S+. donde se están 

presentando proteínas de transcripción temprana y no viriones, no siempre se encuentran 

anticuerpos contra VLPs de HPV (Nonnenmancher et al, 1995). En estudios de 

seroreactividad contra los VLP's de los HPV's, se ha detectado que la presencia de 

anticuerpos contra la cápside son inducidos en infecciones severas y persistentes de 

HPV, los cuales disminuyen después de que pasa la infección productiva. Por tanto, 

anticuerpos específicos contra la cápside no son marcadores confi.ables para determianr 

las infecciones por HPV-16 recientes o pasadas en un individuo (Berumen et al, 1997). 
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Por otra parte, en el suero de las pacientes con cáncer cervical frecuentemente se han 

encontrado anticuerpos contra la proteina E7 de HPV-t6 y HPV-18 (Muller et al, 1992; y 

Nindl et al, 1994), De forma paralela, se han detectado anticuerpos contra la proteína E2 

de HPV-16 y HPV-18 (Lentinen et al, 1992a,b; y Dillner, 1994), asi como de E4 (Villa et 

al, 1990; Kanda et al, 1992; y Onda et al, 1993) y E6 de HPV-16 en suero de pacientes 

con CaCu (Ghosh et al, 1993; y Nindl et al, 1994). Además se ha encontrado que los 

títulos de anticuerpos contra las proteínas E2, E6 Y E7 se asocian en forma estrecha con 

la evolución de la enfermedad (Dillner, 1988; y Viscidi et al, 1993). No se sabe como se 

genera esta respuesta humoral, pero quizá durante la lisis de las células cancerosas por 

linfocitos T citotóxicos, salgan antígenos virales al espacio extracelular. Estos estudios 

han permitido sugerir que algunas de estas proteínas virales son inmunogénicas y 

pueden representar los blancos específicos de la vigilancia inmune hacia tumores 

relacionados con HPV (Tzyy-Choou, 1994). 

El papel potencial de inmunoglobulinas especificas hacia HPV-16 o HPV-18 como 

indicadores de infecciones relacionadas al virus o como signo de inicio de cancer, ha sido 

controvertido, debido a la gran heterogeneidad de resultados debida a: los diferentes 

tipos de antígenos estudiados; los diferentes métodos de deteccción empleados; la 

selección de las muestras usadas; la edad de la paciente; el nivel de 

estrógeno/progesterona; el hábito de tabaquismo y la cantidad de muestra de 

inmunoglobulina sérica hacia HPV. Otro factor que influye es que la recurrencia de la 

enfermedad, a menudo se relaciona con tipos adicionales de HPV, implicando que 

múltiples virus residen de forma local y que virus adicionales pueden contribuir a una 

nueva enfermedad y por tanto a la expresión de otros antigenos. Debido a estas 

variaciones, los resultados serológicos deben ser interpretados con precaución (Devesa 

et al, 1986; Dillner et al, 1989; y Tzyy-Chouu, 1994). 

3,9,2. Respuesta inmune celular contra infecciones producidas por HPV, 

La respuesta inmune mediada por células, ha sido demostrada en primera instancia en 

lesiones de piel con infección de HPV 5 y 8 (Ghosh et al, 1993) y en respuesta 

linfoproliferativa in vitro (Steele et al, 1993; y Chambers et al, 1994). El uso de proteinas 

de HPV-16 expresadas en bacterias, e inoculadas en piel de pacientes con lesiones 

NIC, ha permitido detectar respuestas hacia la proteina L 1 del virión, pero no para la 

proteina E4 (Hopft et al, 1991), Además se ha reportado que viriones de HPV-1 y 

proteína E4 purificada de verrugas, son capaces de despertar buena respuesta 
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linfoproliferativa en individuos asintomáticos (Steele et al, 1993). 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, macrófagos, células de Langerhans, linfocilos T 

citotóxicos, linfocitos T cooperadores o auxiliares y citocinas producidas por esas células. 

Es probable que los macrófagos y las células NK representen uno de los primeros 

mecanismos celulares para eliminar y controlar células tumorales infecladas por el HPV. 

Las células NK, pueden de manera expontánea, matar in vitro a células infectadas por el 

virus y células tumorales sin previa sensibilización por un proceso llamado muerte natural 

(Gildlund et al, 1981; Kasahara et al, 1983; y Ortaldo et al, 1995). Las células NK están 

presentes en muchas lesiones producidas por HPV y NIC's, no obstante. se ha 

encontrado que células HPV+ provenientes de cáncer cervical y células epiteliales 

cervicales humanas inmortalizadas, las cuales poseen propiedades similares a la de 

displasia cervical, son resistentes a células NK (Evans et al, 1993). De igual manera, en 

pacientes con displasias cervicales y lesiones precancerosas, también se ha encontrado 

una disminuida actividad de células NK (Malejczyk et al, 1993). Los macrófagos también 

son importantes mediadores celulares de la respuesta inmune antitumoral; se ha 

encontrado que células NIH-3T3 transfectadas con el oncogene E7 de HPV-16 son 

susceptibles de ser lisadas por macrófagos de ratón activados (Banks et al, 1991). 

Por otro lado, las células de Langerhans, son células especializadas de tejido epitelial y 

muestran una morfología dendritica. Bajo condiciones normales, ellas son las células 

presentadoras de antígeno con mayor eficiencia. En lesiones verrucosas producidas por 

HPV, en áreas de condilomas y NIC's, se ha encontrado que las células de Langerhans 

se encuentran disminuidas de manera acentuada en relación con la epidermis 

normal (McArdle et al, 1986; Morelli et al, 1993; y Lehtinen et al, 1993). 

La generación de una respuesta inmune efectiva, depende en gran medida de la 

secreción de citiocinas, las cuales reclutan y activan a las células efectoras en el sitio de 

la infección. Las células cervicales normales, secretan de manera constitutiva muchas 

linfocinas en cultivos celulares (Luger et al, 1990; y Barker et al, 1991). Una de esas 

linfocinas es la interleucina-1 (IL-1), la cual induce una amplia variedad de reacciones 

inflamatorias e inmunológicas, tal como la producción de IL-2 por linfocitos T 

cooperadores. Los mismos queratinocitos, son autoestimulados con IL-1 a proliferar 

(Ristow 1993), como resultado de ello, estos sintetizan y secretan otras linfocinas 

incluyendo a la IL-6 (Kirnbauer et al, 1989), IL-8 Y GM-CSF y TNF-o. (Woodworth et al, 
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1993). Cada una de estas citocinas ejercen efectos en reacciones inflamatorias o 

inmunológicas por mecanismos especificas, por eiemplo, el TNF-a. y la IL-1 ejercen, 

además, una acción antiviral por medio de la represión de la expresión de genes virales 

(Kyo et al, 1994). 

A diferencia de los queratinocitos normales, las células cervicales inmortalizadas y líneas 

de carcinoma, presentan una disminuida secreción de linfocinas (Woodworth et al, 1993) 

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 (Th1 

y Th2), producen citocinas con actividad específicas para activar o suprimir la respuesta 

inmune. Por ejemplo los Th1 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 Th1 e inhibida por los Th2 

(Abbas et al, 1994). De hecho en neoplasias intraepiteliales se ha encontrado una gran 

proporción de linfocitos T CD3+ asociado con la expresión de TNF-a., IL-6, e IL-10 en el 

60% de estas lesiones (Crowley-Nowich et al, 1993). 

Los linfocitos T citotóxicos, 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 los linfocitos Th1, de tal manera que son capaces 

de producir la lisis de las células blanco mediante tres caminos diferentes: a) secretan 

perlorinas y otras proteínas como las granzimas, Que perforan la membrana celular; b) 

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

blanco, y e) liberan citocinas como IFN-y, el TNF y la Leucoregulina (LR) que limitan la 

actividad viral dentro de las células, atrayendo a macrófagos y otros fagocitos que pueden 

destruir a la célula. El IFN-y Y la LR inhiben la expresión de los genes virales y estimulan 

la expresión de moléculas MHC-I (Nickoloff et al, 1984; Furberl-Harris et al, 1989; y 

Woodworth el al, 1992). 

El entendimiento de ta imnunidad mediada por células hacia infecciones de HPV ha sido 

facilitado por la identificación de epitopos o péptidos provenientes de HPV que se unen a 

las motéculas Clase I y 11 del MHC (Tzyy-Choou, 1994). Varios grupos han intentado 

predecir en ratón (Davies et al, 1990; COmeñord el al, 1991; Tindle et al, 1991; y 

Shepherd et al 1992) y en humano (Steele et al, 1993) epitopos de linfocitos Th a partir de 
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proteínas de HPV. Tindle. identificó un péptido para Th de ratón a partir de la proteína E7 

de HPV-16 (aminoacidos 48-54). Este epitopo fue reconocido en asociación con cinco 

alelos MHC-II de tipo I-A e I-E, además de proveer ayuda para la producción de 

anticuerpos para varios epitopos de linfocitos B. incluyendo a un epitopo de la proteína 

E7 de HPV-18 para linfocitos B (Tindle et al, 1991). Aunado a ello, varios investigadores, 

han identificado epi topos para linfocitos T citotóxicos tanto en ratón (Stauss et al, 1992; 

Feltkamp et al, 1993; y Sadovnikova et al, 1994) como en humanos (Kast et al, 1993; 

Kast et al, 1994; y Tarpey et al, 1994) a partir de proteinas de HPV. El grupo de Feltkamp 

ha identificado un epitopo de la proteina E7 de HPV-16 que se une a moléculas H-2Kb y 

H-2Db en estudios e unón de péptidos en un modelo de ratón (Feltkamp el al, 1993). De 

manera similar, el grupo de Kast. ha identificado varios péptidos que se unen con alta 

afinidad a alelos de tipo HLA-A a partir de las proteínas E6 y E7 de HPV-16 (Kast et al, 

1994). 

3.10.INEFICIENCIA DE LA RESPUESTA INMUNE PARA COMBATIR A LAS 

CELULAS TUMORALES INFECTADAS POR EL HPV. 

La ineficiente respuesta inmune para eliminar a células tumorales, puede estar asociada 

con múltiples fallas de los componentes del sistema inmune o de las células blanco. las 

cuales se van acumulando durante la evolución de la enfermedad. Las células malignas 

en etapas avanzadas, utilizan cuando menos tres caminos para evadir la respuesta 

inmune: a) la modulación de la expresión de moléculas del MHC; b) la modulación de 

otras moléculas de unión en la superficie celular, y e) la modulación de la secreción de 

citocinas celulares. Estos cambios repercuten sobre las células inmunocompetentes, de 

tal manera que reducen su número y capacidad de respuesta específica. lo cual pudiera 

contribuir a la progresión tumoral de las lesiones cervicales inducidas por el HPV 

(Tzyy.Choou, 1994; y Berumen el al, 1997). 

3.10.1. Expresión de moléculas MHC-I y 11 en tejido cervical sano y con lesiones 

tumorales. 

Las moléculas del MHC, tienen la capacidad de presentar una gran cantidad de 

antigenos virales. que son potencialmente reconocidos por los linfocitos T y llevar a cabo 

una respuesta específica para eliminar al tumor. Hay varios mecanismos que pueden 

alterar la expresión de móléculas MHC, como son: mutaciones o arreglos en el gen de la 

[l,-microglobulina; cambios en la metilación y estructura de los genes de clase 1; 

regulación negativa de la expresión de moléculas MHC por oncogenes o por proteínas 
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virales; inhibición en el transporte o glicosilación de moléculas MHC; o mutación en los 

genes de Tap's (Garrido et al, 1993; Cromme et al 1993a; Hilders et al 1994; Hilders et 

al, 1995; y Herrington 1995). 

La expresión de moléculas MHC-I y de la ~-microglobulina, se encuentra ligeramente 

disminuida en los condilomas (Viac et al, 1993); de manera importante en las lesiones 

premalignas y es muy heterogénea o está ausente en 75% de los carcinomas invasores 

(Connor et al, 1990; Glew et al, 1992; eromme et al, 1993a, b; Glew et al, 1993; Connor 

et al, 1990; y Carina et al, 1995). 

Se ha encontrado que ~-mjcroglobulina está disminuida en una gran proporción de 

tumores avanzados (90%) en relación con epitelio normal, lo cual concuerda con la falta 

de expresión de MHC-I en tumores que ya han penetrado las membranas basales 

(Petersen et al, 1993). La disminución de la expresión de las moléculas MHC-I ocurre 

principalmente a nivel postranscripcional y además se ha tratado de relacionar con el 

papel que pueda llevar cabo el HPV-16 (Keating et al, 1995). Las lesiones premalignas y 

malignas presentan una expresión negativa especifica del locus MHC-I (HLA-A, B, Y e) 

(eromme et al 1993a). Se ha encontrado una expresión reducida de moléculas MHC-I 

en el 70% de los tumores estudiados, con un 50% de disminución en la expresión del 

alelo HLA-A2, 66% en A3, 56% en Bw4 y 37% en Bw6 (Hilders et al, 1994). De igual 

manera, se ha observado que la disminución de la expresión de moléculas .MHC-I en 

células de tumores cervicales con metástasis es de 60%, mientras que en tumores 

primarios es de 21 %, lo cual también se ha encontrado correlacionado con una 

dismiunución en la presencia de linfocitos ¡nfiltrantes del tumor, lo que sugiere que la 

pérdida de la expresión de MHC-I juega un papel decisivo en la vigilancia inmune, 

aumentando con ello el potencial metastásico de las células tumorales (Hilders et al, 

1995). 

Se ha encontrado que la pérdida de expresión de moléculas MHC-I en tumores, está 

relacionada con la pérdida de expresión de Tap-1 y esto a su vez con el grado de 

malignidad (Reslifo et al, 1993; Kaklamanis et al, 1995; Hailei et al, 1995; y Sanda et al, 

1995). Algunos estudios encuentran que la expresión de HLA-A y HLA-B por células 

tumorales es regulada negativamente en uno o más alelas, por lo menos en 73% de 

carcinomas cervicales, y aproximadamente un 50% de estos tumores presentó la pérdida 

de la expresión de Tap-1, sugiriendo que la inhici6n de Tap-1 es una estrategia potencial 

de las células malignas para evadir la respuesta inmune (Cromme et al, 1993a; Cromme 

et al, 1993b; Cromme et al, 1994a; Cromme et al, 1994b; y Keating et al, 1995). 
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En otros tipos de carcinomas humanos, se ha detectado una baja expresión de ARNm 

para las proteína Tap·1 y Tap·2 junto con la baja expresión de las subunidades del 

·proleasoma LMP-2 y LMP-7 (Restifo el al, 1993: y Sanda el al, 1995). La expresión 

deficiente de la subunidad LMP-10, codificada en otro cromosoma diferente al del MHC, 

ha sido encontrada de manera combinada con la deficiencia en la expresión de las 

subunidades LMP-2 y LMP-7, asi como de Tap-1 y Tap-2, en varias lineas celulares 

derivadas de diversos tipos histológicos, lo que ha sugerido que varios genes que 

codifican para proteínas ímportantes en la vía del procesamiento y presentación de 

antígenos por moléculas MHC-I, están siendo regulados en las células malignas con la 

finalidad de evitar la presentación de antigenos tumorales al disminuir la expresión de 

moléculas MHC-I en su membrana (Johnsen et al, 1998). 

Con relación a la expresión de moléculas MHC-II en células de tejido epitelial cervical, se 

ha observado que el epitelio escamoso ectocervical, no neoplásico, es negativo para la 

expresión de HLA-OR, aún en secciones mostrando importante infiltración linfocitaria. Sin 

embargo, en epitelio glandular endocervical, epitelio escamoso metaplásico inmaduro y 

carcinoma invasivo, existe expresión de HLA-OR (Raju et al, 1994). En células cervicales 

normales, existe una marcada ausencia en la expresión de HLA-OR, escasa expresión 

en NIC's primarios; pero en los NIC's avanzados, hay expresión de DR en los 

queratinocitos, que podría deberse en fa producción de cifocinas proinflamatorias 

liberadas por las células inmunocompetentes (Coleman et al, 1994). Al analizar la posible 

asociación de DR-OQ con carcinoma cervical HPV-16·, en mujeres hispánicas, se 

encontró que ciertos haplotipos clase 11 como: ORB1' 1501-00B1'0602 y ORB1'0407-

DR"0302, se asocian fuertemente al carcinoma cervical, mientras que el haplotipo OR13, 

lo hace negativamente (Apple et al, 1994: y Apple et al, 1995). 

En pacientes caucásicos, se ha detectado una significativa asociación entre el haplotipo 

HLA ctase 11 OOw3 y cáncer cervicat de células escamosas (SCCC) HPV., lo que sugiere 

que estas pacientes tienen una inhabilidad para eliminar la infección por HPV, que las 

predispone a desarrollar el SCCC (Wank et al, 1991). Asimismo, existe una ligera 

asociación de cáncer de células escamosas y HLA-00B12, relacionado con un aumento 

no significativo de HLA-B12 (HLA-B44/45) (Wank el al, 1991). Otra de las asociaciones 

que se ha encontrado, es entre el haplotipo HLA-OOB1'0602, '301, "0303, Y et riesgo de 

ciertos pacientes de desarrollar NIC's y carcinoma cervical (Wank et al, 1992). 
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3.10.2. Citocinas producidas por los queratinocitos cervicales. 

Las células cervicales normales, constitutivamente secretan muchas citocinas. A 

diferencia de ello. las células ceNicales inmortalizadas con HPV y Ilneas de CaCu, 

presentan una disminuida expresión de linfocinas (Woodworth et al, 1993). En el ejemplo 

clásico de la línea celular tumorigénica, SK-v derivada de una NIC HPV-16', se expresan 

y secretan constitutivamente la IL-6 y el TNFa:. Este último, ejerce en forma autócrina un 

efecto antiproliferativo, el cual al parecer se debe a la represión de la expresión de los 

oncogenes virales (Kimbauer et al, 1989; Bavinck et al, 1993; y Apple et al, 1994). 

Igualmente. el factor de crecimiento transformante beta (TGFf3), que es muy parecido de 

manera funcional al TGFa:, también se expresa en queratinocitos humanos e inhibe en 

forma autócrina su crecimiento (Malejczyk et al, 1991). Esta inhibición, no se observa en 

queratinocitos transformados, ni en líneas celulares de carcinoma cérvico uterino 

(Petenpol et al, 1990; y Malejczyk et al, 1992). Estos datos sugieren que la secreción 

contínua de citocinas por los queratinocitos cervicales. es parte de un mecanismo de 

inmunoprotección; mientras que la producción de IL-6 y TNFa en las células infectadas 

por HPV-16. pudiera representar un mecanismo de autocontrol para prevenir el 

crecimiento neoplásico. Resultados preliminares hechos en nuestro país. muestran la 

presencia de cítocinas con actividad inmunosupresora, tal como la IL-10. en la mayoría 

de los tumores de CaCu analizados (Berumen, 1997). En adición, en otro estudio en el 

cual se analizó el patrón de producción de citocinas de los linfocitos Th. estimulados in 

vitro, de pacientes con NIC's avanzados y con infección de HPV 16 y 18, se encontró 

una alta producción de IL-4 e IL-10 (Th2) comparada con la de IL-2 e IFN-y (Th1) (elerici 

et al, 1997). Estos estudios, han permitido sugerir que ademas de la baja expresión de 

moléculas MHC-I y 11 encontrada en células tumorales de cáncer cervical, la presencia de 

citocinas que potencialmente promueven la inmunidad celular (citocinas Th1). pudiera 

estar inhibida, lo cual facilitaría el desarrollo del tumor. 
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4.- JUSTIFICACION, ANTECEDENTES y PLANTEAMIENTO DEL 

PROBLEMA. 

4.1. Justificación. 

El cáncer cérvico~uterino es un problema de salud muy importante en nuestro país. 

Debido a su alta incidencia, esta enfermedad constituye la primer causa de muerte en 

las mujeres que sufren de neoplasias. En consecuencia. es de primordial importancia el 

realizar estudios que puedan aportar mejorías tanto en la prevención, en el diagnóstico, 

así como en el desarrollo de nuevas estrategias que conduzcan a un tratamiento 

oportuno. Actualmente. además de las terapias convencionales. que consisten 

principalmente en la cirugía. radioterapia y quimioterapia. la Inmunología Tumoral es una 

nueva área, que con base en la identificación de antígenos de rechazo tumoral, abre 

nuevas posibilidades para implementar terapias inmuno-específicas del cáncer. Al 

respecto, muy pocos antígenos tumorales han sido descritos, como es el caso de 

melanoma y cáncer de mama (Velders et al, 1998). En el caso particular del cáncer 

cérvico-uterino, debido a su asociación etiológica con el virus de papiloma humano 

(HPV), aproximadamente 90% de los tumores expresan HPV (van den Brule et al. 1991; 

Y Bosch et al, 1995), hace que este tumor sea factible de ser estudiado en su 

caracterización antigénica (Bartholomew et al, 1994); de hecho, esta asociación ha 

llamado a proponer que proteínas derivadas de estos virus sean candidatos idóneos para 

presentarse como epitopos tumorales. Por lo tanto, el estudio de la identificación de los 

antígenos especificas del tumor y su expresión por moléculas MHC en la membrana 

celular, es de gran importancia para implementar terapias inmunoespecíficas contra este 

tipo de cáncer. 

4.2. Antecedentes. 

La expresión de moléculas MHC-I en cáncer cervical. ha sido documentada en diversos 

estudios inmunoquímicos, utilizando anticuerpos monoclonales monomórficos contra 

locus ó alelas específicos HLA clase 1. En varios estudios se ha encontrado una pérdida 

importante de moléculas MHC-I en la membrana de las células tumorales. se ha 

observadoi una pérdida completa de la expresión de moléculas MHC-I en un 5-48% de 

los especimenes analizados en células escamosas de carcinomas (Connor y Stem. 

1990; Torres et al. 1993; Hilders et al. 1994; Duggan-Keen et al. 1996; Barlholomew et al. 
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1997; Y Honma et al, 1994); asimismo, la pérdida de 1 o mas alelas se ha reportado que 

ocurre entre un 30-78% de los tumores de carneer cervical (Connor y Stem, 1990; 

Cromme et ato 1993a; Torres et al. 1993; y Kealing et al, 1995); mientras que la de alelas 

comunes (HLA-A2, -A3, -A4; B7; -Bw4, -Bw6) fueron encontrados entre un 17-71% de los 

tumores analizados (Glew et al, 1993; Hilders et al, 1993; Cromme et al. 1993; Cromme et 

al, 1994a, b: Duggan-Keen et al, 1994). Estas deficiencias en la expresión de moléculas 

MHC-I en tumores cervicales, ha sido asociada con eventos postranscripcionales, que 

incluyen defectos en la expresión de la cadena pesada de algún alelo HLA (Cromme et 

al, 1993), o de la subunidad transportadora de péptidos Tap-1, la cual se ha visto que 

ocurre en un tercio de los carcinomas analizados (Crornrne et al, 1994a, b; Keating et al, 

1995). Estos eventos pueden conducir a una deficiente presentación de los péptidos 

antigénicos mediante alelas HLA clase I en las células tumorales de cáncer cervical. 

A pesar de las deficiencias en la expresión de moléculas MHC-I reportadas en células 

tumorales de cáncer cervical, se han hecho grandes esfuerzos para caracterizar a los 

péptidos antigénicos propios de estas células malignas. En este sentido, uno de los 

primeros estudios relacionados con la respuesta inmune celular especifica contra el virus 

de HPV, fue realizado en epitelios in vivo y de forma linfoproliferativa en ensayos in vitro. 

La respuesta celular en piel contra HPV, fue demostrada mediante el uso de proteínas 

de HPV expresadas en bacterias, las cuales al infectar piel de pacientes con neoplasias 

preinvasivas (NIC), indujeron una respuesta efectiva principalmente hacia la proteína 

L1 del virión (Hopfl et al, 1991). Además se demostró que viriones de HPV-1 y proteinas 

E4 purificadas de verrugas fueron capaces de iniciar una respuesta linfoproliferativa de 

individuos asintomáticos (Steele et al, 1993). 

En los últimos años, el estudio de la inmunidad mediada por células T a infecciones por 

HPV, ha coincidido con el entendimiento de los mecanismos que participan en el 

procesamiento y la presentación de antígenos por las moléculas MHC-I en la membrana 

celular. En este contexto, uno de los primeros trabajos, fue la caracterización de un 

péptido procesado endógenamente y eluído de moléculas HLA-A0201 a partir de células 

infectadas con el virus de vaccinia recombinante expresando la proteína E6 de HPV-16 

(Bartholomew et al, 1994). 

Por otro lado, la identificación de los aminoácidos de anclaje de los péptidos unidos a 

alelos específicos de las moléculas HLA clase I (Falk el al, 1991a), ha permitido 

mediante estudios de unión (Parker el al, 1992), o por algoritmos de predicción (Parker et 

al, 1995), identificar epitopos derivados de proteínas oncogénicas (E6 y E7) de HPV. 
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Por ejemplo el grupo de Tindle identificó un epitopo para linfocitos T auxiliares a partir de 

la proteina E7 de HPV·16 (aminoácidos 48·54), (Tindle et al, 1991). Más tarde, Feltkamp 

identificó un epitopo derivado de la proteína E7 de HPV-16, a través de H_2Kb y H_20b 

en estudios de unión de péptidos sintéticos a estas moléculas, resultando en una 

auténtica protección del ratón inmunizado con estos péptidos hacia un subsecuente reto 

contra el tumor (Feltkamp et al, 1993). Posteriormente, Kast y Ressing identificaron varios 

péptidos sintéticos de proteinas E6 y E7 de HPV·16 con alta afinidad para alelas HLA· 

A0201. La inmunogenicidad de 9 de estos péptidos, fue evaluada in vivo en ratones 

transgénicos HLA-A0201Kb e in vitro en cultivos de CTL's inducidos a partir de linfocitos 

de sangre periférica de donadores sanos con el alelo HLA-A0201. Finalmente tres 

péptidos derivados de la proteína E7 y con alta afinidad para el alelo HLA·A0201, 

indujeron protección a los ratones transgénicos y además una respuesta CTL de los 

linfocitos de donadores normales. Además de ello, clones de Cll's dirigidos contra esos 

tres péptidos, fueron capaces de lisar a la línea celular Caski (HLA·A0201+), sugiriendo 

entonces que estos péptidos representan epitopos de HPV-16 naturalmente procesados 

(Kast et al, 1994; y Ressing et al, 1995). 

En estudios más recientes. se ha encontrado que pacientes con infección de HPV-16 y 

lesiones cervicales (NIC y avanzadas), a menudo presentan linfocitos T de memoria 

contra epitopos predichos de la proteína E7 en el contexto del alelo HLA-A0201 (Ressing 

et al, 1996). En pacientes con similares afecciones, la presencia de línfocitos citotóxicos 

también ha sido detectado anatómicamente, ya sea en sangre periférica, infiltrados en el 

tumor, o en nódulos linfáticos (Evans el al, 1997). Estos datos, dan una evidencia de la 

respuesta inmune mediada por Cll's contra proteínas oncogénicas de HPV, lo cual 

sugiere que la identificación de los epitopos de rechazo tumoral para el CaCu así como 

su restricción alélica de las moléculas MHC-I, puede ser de gran importancia para su 

aplicación potencial como vacunas específicas del tumor. 

4.3. Planleamlento del problema. 

La expresión de moléculas HLA clase-I en la membrana de células infectadas con virus y 

células tumorales, es uno de los aspectos más importantes para mediar el reconocimiento 

de linfocitos T citotóxicos contra eslas células blanco (Greenberg el al 1991; y Doherty et 

al, 1994). Por lo tanto, la pérdida en la expresión de ciertos alelos HLA-A, -6 ó -C en 

membrana celular, puede conducir a una deficiencia en la respuesta inmune contra 

tumores (Restifo el al, 1993). 
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En el caso particular del CaCu, pocos estudios han sido dirigidos para analizar la 

expresión de moléculas HLA, su regulación y su funcionalidad en la presentación de 

antígenos. Por ejemplo. en algunos estudios. se ha encontrado una asociación entre la 

baja expresión de algunos alelas HLA-A y B Y la deficiencia en la expresión de Tap-1 

(Cramme el al, 1993; Garrido el al, 1993; Kealing el al, 1995); asimismo, la inducción de 

la ex.presión de moléculas MHC-I con citocinas y la caracterización de péptidos 

inmunogénicos expresados por las células tumorales de CaCu han sido pocos 

(Bartholomew el al, 1994; y Bornslein el al, 1996). 

El presente trabajo fue llevado a cabo con la finalidad de analizar la funcionalidad de las 

moléculas MHC-I, así como de identificar a péptidos antigénicos presentados por 

moléculas MHC-I en células de carcinoma cérvico-ulerino. Para ello, se utilizó como 

modelo de estudio a dos nuevas líneas celulares de carcinoma cérvico-uterino 

denominadas CALO e INBL positivas para HPV-18. El estudio consistió en analizar: a) 

la expresión de las moléculas HLA clase I y su inducción bajo condiciones que se sabe 

promueven la expresión de moléculas HLA clase I en la superfiCie celular, como son el 

cullivo celular en presencia de IFN-y(Brawn el al, 1991; y Eleuleri el al, 1997); cultivo 

celular a 26°C (Ljunggren el al, 1990; y Rack el al, 1991); y el cullivo de las células en 

presencia de péptidos específicos (Elliot et al, 1991; Jardetzky et al, 1991; Benjamin et al, 

1991; Kasl el al, 1994; Y Malnali el al, 1995); b) analizar la expresión de moléculas que 

participan en la maquinaria del procesamiento antigénico y presentación de péptidos por 

las moléculas HLA clase 1: como son las proleinas calalilicas (LMP-2, LMP-7 Y LMP-10) y 

aclivadoras (PA2SC1 y PA2SP) del praleasoma; así como de las subunidades 

transportadoras Tap-1 y Tap-2; c) finalmente. en este estudio se dirige un esfuerzo para 

analizar e identificar a los péptidos antigénicos presentados por moléculas HLA clase \, 

en la membrana de células lumorales de CaCu. 
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5. HIPOTESIS y OBJETIVOS. 

5.1. Hipótesis. 

Se tienen evidencias de que las células tumorales de cáncer cérvico-uterino, expresan 

epitopos derivados de proteínas virales de HPV a través de moléculas HLA clase I en la 

membrana celular (Bartholomew et al, 1994; Kast et al, 1994; y Ressing et al, 1995). No 

obstante, se ha encontrado que un porcentaje importante (78%) de tumores de CaCu 

con infección de HPV-16/18 presentan deficiencias en la expresión de moléculas MHC-I 

(Keating et al, 1995), en donde en una tercera parte de ellos se ha reportado una 

deficiencia en la expresión Tap·l (Cromme et al, 1993; Garrido et al, 1993; Keating et al, 

1995). Por otro lado, se sabe que bajo ciertas condiciones. como son el cultivo celular en 

presencia de IFN·y (Brown et al, 1991; Bornstein et al, 1996; y Eleuteri et al, 1997); cultivo 

celular a 26"C (Ljunggren et al, 1990; y Rack et al, 1991); y el cultivo de las células en 

presencia de péptidos especificos (Elliot et al, 1991; Jardetzky et al, 1991; y Malnati et al, 

1995), la expresión de moléculas HLA clase I es incrementada en la membrana celular. 

En consecuencia, al analizar la expresión y funcionalidad de moléculas clase I del MHC 

en células de CaCu (lineas celulares CALO e INBL), se espera que la expresión 

deficiente de estas moléculas, sea restablecida bajo condiciones que la promueven: 

cultivo celular a 26°C, en presencia de IFN-y y de péptidos específicos. Asimismo, es 

posible que la baja expresión de moléculas MHC-I se asode con defectos en !a expresión 

de proteínas asociadas con el procesamiento de antígenos. Finalmente se espera 

encontrar que epitopos derivados de proteínas virales de HPV sean presentados por 

moléculas MHC-I en estas lineas celulares. 
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5.2. Objetivos. 

5.2.1 Objetivos generales. 

a) Analizar la expresión y funcionalidad de las moléculas HLA clase 1, en las lineas 

celulares de cáncer cérvico uterino CALO e INBL 

b) Analizar la expresión de moléculas que participan en el procesamiento y presentación 

de péptidos por moléculas MHC-I en estas líneas celulares. 

e) Identificar a los péptidos inmunogénicos presentados por moléculas MHC-I en CALO 

e INBl. 

5.2.2. Objetivos particulares. 

a) Ana]]zar la expresión de moléculas MHC-I en la membrana celular de las líneas 

CALO e INBL y su inducción con IFN-y; a 26°C. o en presencia péptidos específicos. 

b) Determinar la expresión de los transportadores asociados con el procesamiento de 

antigenos Tap-1 y Tap-2 en tas lineas CALO e INBl. 

e) Determinar la expresión de las subunidades catalíticas LMP-2. LMP-7 Y LMP-10 del 

proteasoma en las líneas celulares. 

d) Determinar la expresión de las subunidades reguladoras PA28a y PA281l del 

proteasoma en las lineas celulares. 

e) Aislar los péptidos asociados a moléculas MHC-I de las lineas celulares CALO e 

INBl. 

f) Evaluar la capacidad estimuladora de linfocitos T de los péptidos aislados 

g) Identificar y caracterizar a los péptidos con actividad inmunogénica. 

h) Evaluar la inducción de linfocitos T citotó"icos con los péptidos caracterizados. 
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6. MATERIALES Y METODOS. 

6.1. Líneas celulares y sus características. 

Las lineas celulares de carcinoma cérvico-ulerino CALO e IN8L, fueron establecidas en 

nuestro laboratorio a partir de dos tumores malignos, provenientes de dos pacientes con 

cáncer cervical y cuyos estadios clínicos fueron IIB y Iva respectivamente (Monroy et al, 

1992). La linea celular de CaCu denominada HELA (HPV-18+); la línea SIHA (HPV-16+); 

y fas líneas celulares CALO e INBL, fueron cultivadas en monocapas, utilizando medio 

RPMI-1640 (Gibco Laboratories. Grand Island. NY. USA) suplementado con 10% 

(vol/vol) de suero fetal de bovino (SFB) (HyClone. Inc. Laboratories Logan Utah.USA). 

penicilina G (100 IU/ml) (LAKESIDE. SA de CV México) y 100 Ilg/ml de sulfato de 

estreptomicina (Sigma Chem. Ca. SI. Louis Mo. USA). la línea celular T2. hibrido de 

linfocitos T y B, negativa para los genes que codifican para las proteínas asociadas al 

procesamiento de antígenos (Tap-1 y 2 Y LMP-2 Y 7). fue utilizada como control negativo 

para estas moléculas (Salter y Cresswell. 1986). 

Las líneas celulares CALO and INBL fueron tipificados para conocer su haptotipo de 

histocompatibilidad clase t (HLA-A. -B Y --C) en tres lugares independientes. (Laboratorio 

de Inmunogenética INDRE; Laboratorio de Inmunología, CMN SXXI y Departamento de 

Inmunologia del tNNSZ, SSA), con la finalidad de obtener un haplotipo consenso. Las 

técnicas utilizadas para su determinación. fueron la técnica estandar de microcitotoxicidad 

y por técnicas de biología molecular a través de la hibridación del AON celular con 

sondas especificas (Vargas'Atarcón et al, 1997). CALO presentó el haplotipo HLA-A26, -

A68, -B27, -B78(Bw6), Cw1 y Cw5; mientras que tNBL presentó el HLA-A11, -Aw33, -

839, -B48(Bw6), -Cw3 y -Cw4. 

La tipificación de HPV para CALO e tNBL, se llevó a cabo utilizando una reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), seguida de un ensayo de Southem blol. Para identificar 

el tipo de HPV presente en el ADN de las lineas celulares, se utilizaron sondas de 

hibridación, las cuates corresponden a segmentos de la proteina L 1 de HPV-16 y HPV-18 

(Iwasawa et al, 1996). Brevemente, 200ng del ADN de cada linea celular fueron 

colocados en mezcla de reacción compuesta por 1U de Taq polimerasa (Perkin Elmer, 

U.S.A); 1 mi de solución amortiguadora para PCR conteniendo MgCt, a 2mM; 200mM de 

cada uno de los nucleótidos dATP, dGTP, dCTP y dTTP (Boheringer, Gemnany); y 10pM 

de cada uno de los "primers" para amplificar los fragmentos: 7485-7804 de HPV-18 

(Ong, et al, 1993) y 7478-7841 para HPV-16 (Ha et al, 1991). Se realizaron 25 ciclos de 
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amplificación y cada ciclo consistió en: 0.5 min a 94°C, 0.5 min a 54°C y 0.5 min a 72°C, 

con una temperatura media de 54°C en un termociclador (Techne, Cyclogene, U.S.A). 

Los oligonucleótidos fueron sintetizados en un Gene Assambler Plus (Pharmacia, Biotech 

Sweden). 

6.2. Anticuerpos monoclonales y su purificación. 

Para la detección de moléculas MHC clase 1, en este trabajo se utilizaron anticuerpos 

monoclonales (MAb) provenientes de los siguientes hibridomas: B27M1(Anti HLA-B27. -

B7), A11.1M(Anti HLA-A11, -A24) Y SFR8-B6 (Anti HLA-Bw6), los cuales fueron 

comprados en la ATCC (American Type Culture Colleetion, Rockville, Maryland,.USA). El 

hibridoma W6/32, el cual reconoce la fracción constante de las moléculas HLA-A, -6 Y -C, 

anticuerpo monomórfico y de moléculas HLA no clásicas, fue generosamente 

proporcionado por el Dr. Gerd Moldenhauer del Centro Alemán de Investigación en 

Cáncer, Heilderberg, Alemania. 

Los MAb fueron obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos. en el caso del 

anticuerpo antl HLA-Bw6; o mediante ascites para los demás anticuerpos. La asciles se 

obtuvo de la siguiente manera: para cada hibrldoma, se utilizaron 5 ratones de la cepa 

BALB/c, los cuales fueron previamente sensibilizados con 1 mi de pristano (Sigma, 

U.S.A.) inyectado en la cavidad peritoneal. Después de una semana, a cada ratón se le 

inyectaron aproximadamente 5x106 células en 1 mi de solución amortiguadora de 

fosfatos (NaH,PO. 0.015M, K,HPO. 0.0011M, NaCI 0.15M, KCI O.003M). Una o dos 

semanas después, se colectó la ascites mediante una punción en la cavidad peritoneal. 

el liquido se centrifugó por 10 minutos a 1500 x g, para después inactivar el 

sobrenadante a S6DC en baño maría por 45 minutos. Finalmente se centrifugó a 20,000 x 

g por 30 minutos, se diluyó 1:10 con PBS y se filtró a través de membranas de 0.45¡tm 

(Coligan et al, 1992). 

Los anticuerpos monoclonales contenidos en el medio condicionado y en la ascites fueron 

purificados por medio de una cromatografía de afinidad, usando una matriz de afinidad de 

proteína A-Sefarosa (Pharmacia, Biotech, Suecia), o bien de proteína G-Sefarosa (Sigma, 

U.SA) tomando en consideración la afinidad del anticuerpo por la matriz (Tabla 6.1). 
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Tabla 6.1. Selección de matriz para purificar anticuerpos monoclonales a partir de 
medios condicionados o ascites. 

HIBRIDOMA ISOTIPO DEL MA TRIl USADA 

ANTICUERPO 

All.1M IgG, PROTEINAG 

B27.Ml IgG,. PROTEINAA 

SFR8-B6 IgG2b PROTEINAG 

W6132 IgG2a PROTEINAA 

La matriz fue previamente lavada con PBS, y después empacada en columnas de 10 mi 

(Sigma, USA), se le hizo pasar el medio condicionado o la ascites diluida 1:10 con PBS, a 

una velocidad de 1 mi/minuto y a una temperatura de 4oC. Después de pasar todo el 

volumen del medio condicionado o de ascites, se lavó la columna con PBS, hasta que 

después de monitorear el eluyente a una longitud de onda de 280 nm, se obtuviera una 

lectura similar a la basal con PBS solo. A continuación se eluyó el anticuerpo haciendo 

pasar por la columna una solución de ácido clorhídrico y glicina con un pH de 2.8 (Glicina 

0.1 M, HCI 0.2M pH=2.8). La solución ácida que contenía el anticuerpo, fue neutralizada 

inmediatamente (pH= 7-7.5) adicionando una solución de Tris-Acido clorhídrico 

(O. 166M) con un pH de 9. El anticuerpo desprendido fue cuantificado de acuerdo a la 

densidad óptica a 280 nm, para la cual 1 mg de IgG corresponde a una 00 de 1.35 

(Harlow y Lane, 1988). Finalmente, los anticuerpos obtenidos fueron guardados en 

alícuotas. 

Cuando los anticuerpos fueron utilizados para acoplarse de manera covalente en 

matrices de Sefarosa activada con CNBr (Pharmaeia, Biotech, Suecia), éstos fueron 

previamente díalizados, utilizando un amortiguador de acoplamiento (NaCI 0.5M, 

Na,HCO, 0.1 M, pH=8.3) en una membrana de 12 kDa de corte (Hartow y Lane, 1988). 

6.3. Detección de moléculas MHC-I por Inmunofluorescencia. 

Para determinar la expresión en membrana de las moléculas MHC-I, 5 x 10' células 

fueron incubadas durante 30 minutos con 10llg/ml de cada uno de los anticuerpos 

purificados. A continuación, las células fueron lavadas en PBS suplementado al 2% con 

SFB pH 7.2 (PBS-SFB). Después, las células fueron incubadas con anticuerpo de cabra 

anti-ratón marcado con isotioeianato de fluoresceína (FITC) (Gibco Co. U.S.A) a una 
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dilución de 1: 1 00 durante 20 minutos en hielo, seguido por dos lavados con PBS-SFR 

Finalmente las células fueron resuspendidas en 0.5ml of PBS-SFB y l~g/ml de loduro de 

Propidio (Sigma Chem. Ca. U.S.A). Las células fueron analizadas en un citómetro de 

flujo (FACScan, Becton Dickinson & Ca. Mountain View, CA, USA). Se seleccionó una 

ventana para analizar la fluorescencia de 10 000 eventos mediante un programa 

denominado Iysis 11. 

En todos los experimentos la detección fue realizada por triplicado y la desviación 

estándar fue también considerada. El nivel de detección con el anticuerpo monoclonal 

secundario, cabra antt-ratón marcado con FITC, fue considerado como control negativo. 

La tinción con anticuerpos irrelevantes con similares isotipos, fue sustraída de los 

valores obtenidos; los valores del isotipo control fueron <10% de aquellos obtenidos por 

los anticuerpos específicos. 

Para determinar la expresión de alelas HLA clase I en células sujetas a cambios de 

temperatura (26/37'C), las células CALO e INBl fueron cultivadas inicialmente a 26'C 

durante 24 hrs, posteriormente el medio de cultivo se renovó por un medio a 3rC y las 

células fueron cultivadas durante 4 hrs más a 3rC. La expresión de HLA fue detectada 

como se mencionó anteriormente. Paralelamente se determinó la expreSión de moléculas 

HLA en células cultivadas a 26'C y a 37'C. 

El efecto de IFN-y en la inducción de HLA fue determinado en las líneas celulares 

cultivadas en presencia o ausencia de 100 U/mi of IFN-y (Genzyme Diagnostics, 

Cambridge, U.S.A) durante 48 hrs. 

6.4. Ensayos de estabilización de las moléculas HLA-A11 y -827 con péptidos 

sintéticos. 

la estabilización de los alelas HLA-A 11 Y B27 fue realizada con los siguientes 

nonámeros: FRYNGLlHR el cual corresponde a un péptido naturalmente unido a HLA­

B2705 (Jardetzky et al, 1991; Benjamin et al, 1991 y Malnati et al, 1995); y la secuencia 

AVDl YHFlK, la cual se sabe que se une específicamente a HLA-A 11 (Kast et al. 1994). 

Estas secuencias fueron sintetizadas en un sintetizador automático de fase sólida 

(Applied Biosystems, Synergy Personal Peplide Synthesizer 432, Perkin Elmer Foster, 

C.A) mediante ciclos repetidos con la adición de aminoácidos protegidos a una resina de 

poliestireno (Gausepohl et al, 1990). los péptidos fueron removidos con una SOlución 

acuosa de ácido trinuoroacético. Finalmente los péptidos fueron analizados mediante 

cromatografia en líquido de alta resolución, liofilizados y disueltos en PBS y almacenados 
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a -70°C antes de su uso. 

Los ensayos de estabilización de los alelas HLA-B27 y -A 11 en las células CALO e 

tNBL respectivamente, se realizaron en presencia de los péptidos especificos en células 

cultivadas por 24 h en presencia de 100J..1.M de cada uno de los péptidos; o en células, en 

las cuales los péptidos (100J.1M) fueron permeados hacia su interior utilizando una 

solución al 1% del detergente saponina durante 1hr de cultivo a 37"C (Jacob et al, 1991). 

En este último caso, las células fueron lavadas con RPMI-1640 conteniendo 10% de SFB 

y se cultivaron durante 4 horas más a 37 oC, después de este tiempo se procedió a 

determinar la expresión de los alelas en superficie celular como previamente se 

mencionó. 

6.5_ Análisis de RNAm. 

La extración de RNA total de las células fue realizada mediante un método estándar 

con isotiocianato de guanidina, utilizando un lote de reactivos RNaid®PLUS Kit (810101, 

La Jolla CA, U.S.A). Para detectar la expresión de los alelas HLA-A11, -B27, -B48 Y -B78, 

RNA total de cada linea celular fue hibridado con sondas especificas para estos alelas. 

Estas sondas fueron generosamente donadas por el Prof. Alejandro Madrigal, del 

Instituto de Investigación Anthony Notan, Londres U.K. El cONA de GAPOH (utilizado 

como sonda para estimar igual cargado), fue obtenido del plásmido pVC18 mediante el 

uso de la enzima 8gl-l. 

Para la hibridación, se utilizaron 40l1g de RNA total, el cual se separó mediante 

electroforesis en un gel de agarosa y se transfirió a membrana de nylon (Zeta-Probe; 

Bio-Rad Loboratories, Richmond, CA). La hibridación fue hecha en una solución con 

formamida a 42 oC incubándola durante toda la noche. Las membranas fueron lavadas 

tres veces en O.3M NaCI-O.03M C,H,Na,O, pH 7 a 60 oC por 30 min y expuestas en una 

placa para autoradiografía. 

6.6_ RT-PCR para la detección de las moléculas transportadoras (Tap-1, -2), 

cataliticas (LMP-2. -7 Y 10) Y activadoras (PA28a y P) del proteasoma, 

Para este análisis, el ARN total de las células, se obtuvo mediante el protocolo anexo al 

reaclivo Trizol (Life Technologies, Inc., USA). Brevemente, el botón celular fue disuelto 

con trizol, seguido por una extracción con cloroformo. La fase acuosa fue recuperada 

mediante centrifugación y el ARN fue precipitado con un volumen de alcohol isopropilico, 

lavado con etanol al 70% y finalmente resuspendido en 30 Id de agua tratada con 
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dietilpirocarbonato. 

Para la transcripción reversa, 5 ~g de ARN fueron combinados con 5~1 de buffer 10X, 

10~1 de MgCl, 25mM, 2~1 de dNTP's 100mM, 0.5 ~I de inhibidores de ARNasas, 1~1 de 

oligo-dT (5~g/~I). 5~1 de DTT 0.1M, 1~1 de enzima Mmlv-RT (200U/~1) (Life Tecnnologies, 

USA), y H,O cbp 50~1. Esta mezcla fue incubada durante una hora a 42'C. 

El ADN resultante (ADNc) fue amplificado por PCR, combinando 5~1 de solución de ADNc, 

1.5~1 de MgCL, 25mM, 0.2~1 de dNTP's 100mM, 0.2~1 de Taq Polimerasa (5U/~I) 

(Amplificasa, Biotecnologias Universitarias. Mex), O.2mL de oligonucleótidos específicos 

para jl-actina: GGGTCAGAAGGATTCCTATG y GGTCTCAAACATGATCTGGG 

(Sinteizados por Gibco,BRL, USA), 2.5 ~I de buffer lOX yagua suficiente para un volumen 

final de 25f.11. Los oligonucleótidos usados para amplificar específicamente las 

subunidades del proteasoma fueron los siguientes: LMP2: 

GGGATAGAACTGGAGGAACC y AGATGACACCCCCGCTTGAG; LMP7: 

GAACACTTATGCCTACGGGGTC y TTTCTACTTTCACCCAACCATC; 

ATTCTGGGCGCCGATACGCG y 

GAGCCAGCTCTCAATGAAGCC y 

GCCAGGGCCGCGTCCTGACC; 

CACCAGCTGCCGATAATCACC; 

LMP10: 

PA28a: 

PA28~: 

CACCCAAGGATGATGAGATGG y GCTCAGCATAGAAGGCCCTCAG (Johnsen et al, 

1998). Las muestras fueron entonces incubadas en un termociclador modelo Cyclogene 

(Techne, USA) a 94°C por un minuto, seguido de 30 ciclos con los siguientes segmentos: 

94°C por 30s, GOoe por 30s y 72°C por 1.5min. Después de estos ciclos, las muestras 

fueron incubadas a 72°C por 5 mino Para la amplificación de LMP10 se empleó el 

siguiente programa: 94°C por 5 min, y entonces 25 ciclos de: 94°C por 1min, GOoe por 

1min y 72°C por 1.5min. seguidos por una incubación de 5 min a 72°C. 

Los oligonucleótidos utilizados para amplificar las subunidades transportadoras fueron: 

Tap-1: GACAAGAGCCACAGGTATTTGG y TGATGAGAAGCACTGAGCGG; Tap-2: 

TACCTGCTCATAAGGAGGGTGC y ATTGGGATATGCAAAGGAGACG (Seliger et al, 

1997). Para su amplificación, se utilizó el siguiente programa: 94'C por 5 min, seguido de 

25 ciclos de 94'C por 1 min; 58·C por 1 min; y 72·C por 1min, seguidos por una 

incubación de 5 min a 72°C. Los productos de las reacciones fueron analizados en 

geles de agarosa a13% a 90Ven bUfferTAE (Tris-aoetato 40mM y EDTA 1mM). 

6.7. Marcaje metabólico con ["S] e inmunoprecipitación de moléculas MHC-I. 

Para la inmunoprecipitación de las moléculas HLA-B27 y -A 11, 2.10' células de las 
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lineas CALO e JN8L fueron cultivadas durante 45 minutos en RPMI-1640 libre de 

metionina, suplementado al 3% con 5F8 previamente dializado. Posteriormente, las 

células fueron marcadas con 400~Ci de metionina marcada [355} (Express labeling 

protein, DUPONT, Bastan U.S.A) durante 30 minutos. Los botones celulares obtenidos 

fueron solubilizados mediante la adición de 500ml de una solución amortiguadora de 

lisis (Tris 50mM, NaCI 150mM, NP-40 1%, pH=7.8) suplementada con inhibidores de 

proteasas (EDTA 5mM, PMSF 0.2mM, Aprotinina 50flM, DTT 0.5mM). 

Antes de inmunoprecipitar a las moléculas MHC-I, los lisados celulares fueron 

purificados mediante la adición de 5 ¡ti/mi de suero normal de ratón y 40fll/ml de una 

suspensión de Staphylococus aureus Cowan 1, el procedimiento se realizó durante toda 

la noche a 5°C y agitación constante. Al día siguiente, la bacteria fue removida por 

centrifugación y la detección de proteína marcada fue determinada en cada ensayo 

mediante la técnica de precipitación con ácido trifluoroacélico (Harlow y Lane, 1988). 

Para los ensayos de inmunoprecipitación, se tomaron iguales cantidades de proteína 

marcada (determinada mediante las cpms detectadas en los lisados celulares), en 

seguida, 100fll de esferas de Proteina G sefarosa (Pharmacia, Uppsala Sweden) 

cargadas can anticuerpos monoclonales 827M1 y A 11.1M fueron adicionadas. La 

inmunoprecipitación de las moléculas HLA-A 11 Y -827 fue llevada a cabo en ausencia 

o en presencia de 100flM de péptidos alelo-especificas (FRYNGLlHR para HLA-B27 y 

AVDLYHFLK para HLA-A11) y el péptido SIINFEKL (258-266 de la proteína ovalbúmina), 

especifico para la molécula H-2Kb de ráton (Falk et al, 1993), que fue utilizado como 

péptido irrelevante. La incubación de las esferas con los lisados celulares se hizo 

durante toda la noche a 5°C. Las esferas fueron lavadas 5 veces con una solución 

amortiguadora de lavado (Tris-HCI 50mM, NaCI 150mM, Nonidet P-40 0.1% y EDTA 

5mM a un pH de 7.8), y otras 3 veoes con solución de lavado sin NP-40. Las esferas 

fueron tratadas con solución de Laemmli y separadas en un gel de SDS-PAGE al 15%, 

finalmente los geles secos fueron expuestos a autoradiografia para detectar en placas 

fotográficas la presencia de las bandas protéicas. 

6,8, Obtención de péptidos a partir de células marcadas metabólicamente, 

Con la finalidad de obtener y detectar péptidos unidos a moléculas MHC-I de las 

lineas celulares CALO e INBL, 50xl0' células de ambas lineas, fueron lavadas en 

medio RSA compuesto por RPMI-1640 desprovisto de los aminoácidos Lys, Leu, Ala 

y Phe y suplementado al 2% con SFB dializado. Las células fueron incubadas en 
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estas condiciones durante 1 hora a 3rC, después fueron centrifugadas y el botón 

celular se resuspendió en RSA conteniendo 1 mCi de cada uno de los siguientes 

aminoácidos tritiados 3{H]-Lys, Leu, Ala, y Phe, los cuales se sabe son altamente 

encontrados como aminoácidos de anclaje de los péptidos que se unen a las moléculas 

MHC-I (Rammensee et al, 1995). 

Después de 7h de incubación a 37°C, los botones celulares colectados por 

centrifugación, fueron lavados en RSA y lisados en solución amortiguadora de lisis. El 

lisado de cada linea fue purificado con Staphylococus aureus Cowan I y suero de ratón. 

En seguida se procedió a la inmunoprecipitación de las moléculas MHC-I utilizando 

esferas de Proteina-A sefarosa previamente cargada con MAb W6/32. 

Los péptidos fueron eluídos de las moléculas MHC-I mediante el uso de ácido acético al 

10% y calentamiento durante 1-2 minutos en baño de agua hirviendo. El sobrenadante 

fue ultrafiltrado en filtros de amicón centricón con corte <5000 Da (Ultrafree-CL, 5000 

NMWL, Millipore, U.S.A). Finalmente los péptidos colectados fueron separados en 

cromatografía en líquido de alta resolución (HPLC), usando una columna de fase reversa 

(C-1B; 5mm, 4.0x300 mm, Millipore U.SA). Se utilizó un gradiente lineal de 0-60 "lo, con 

los solventes A:0.1% de ácido trifluoroacético (TFA) en agua y B: TFA 0.1% en 

Acetonitrilo, con orden creciente de acetonitrilo, las fracciones fueron colectadas a razón 

de 0.5m-1 ml/min. 

Cada una de las fracciones de péptidos obtenidas después de la separación por HPLC 

(Waters, U.S.A), fue cuantificada para evaluar el contenido de los péptidos mediante la 

radiactividad emitida (emisión-p) en un contador de centelleo (Beckmann, U.S.A). 

Por otra parte, las cadenas de las moléculas MHC-I retenidas en los filtros de amicón 

centricón con corte <5000 Da, fueron colocadas en un gel de electroforesis SDS­

PAGE al 15%, para corroborar la presencia de la cadena pesada de 45 kDa y la 

p,m de 12 kDa. 

6.9. Elución de péptidos para evaluar su actividad antigénica. 

Para obtener péptidos, en proporciones suficientes para evaluar su actividad antigénica, 

se obtuvieron moléculas MHC-I a partir de 2x10" células de cada una de las lineas de 

carcinoma de cérvix humano, CALO e INBL. La obtención se hizo mediante una 

cromatografia de inmunoafinidad, en la cual los lisados celulares, en una relación de 

volumen de 5:1 con un amortiguador de lisis, fueron centrifugados a 4,000 xg por 10 

minutos, para así poder retirar los organelos más pesados. a continuación el 

66 



sobrenadante fue preadsorbido con 10 mi de proteína A de Staphy/ococus aureus Cowan 

(Sigma, U.SA), y se centirilugó a una velocidad de 30,000 xg durante 5h, a 

continuación el sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de 0.45J.lm (Millipore, 

USA). 

Simultáneamente se prepararon las columnas de inmunoafinidad con el anticuerpo W6/32 

purificado. Para ello, 3.5 g de Selarosa activada con CNBr (Phanmacia Biotech, Suecia) 

fueron lavados con 700 mi de Hel 1 mM para activar a la Sefarosa. Una vez activada se 

agregaron 60 mg de un anticuerpo purificado en un volumen de 20 mi de amortiguador de 

acoplamiento (Ver inciso 6.2) y se dejó incubar toda la noche a 40 C con agitación suave. 

Una vez que el anticuerpo se acopló a la Sefarosa, lo cual se verificó leyendo la 

absorbancia a 280 nm del sobrenadante, se inactiva ron los sitios activos remanentes en 

la matriz, usando para ello una solución de inactivación (Glicina O.2M, pH 8.0) por un 

lapso de 16 horas a 4oC. Después la columna fue lavada en tres ciclos, cada uno de los 

cuales consistió en un lavado con amortiguador de acetatos (Ac. Acético-Acetato de 

sodio 0.1 M, NaCI 0.5 M, pH=4) Y otro lavado con Tris-HCI 0.1 M conteniendo NaCI 0.5 M 

a PH;:;8.0. Una vez lavada la matriz con el anticuerpo acoplado, ésta se empacó en una 

columna de vidrio de 10 mi (Sigma, USA). 

Posteriormente, el filtrado obtenido de la lisis de las líneas celulares, se hizo fluir a través 

de columnas inespecíficas (Sefarosa sin anticuerpo e inactivada y sefarosa cargada con 

un anticuerpo inespecífico e inactivada) con ayuda de una bomba peristáltica a un flujo 

de 1 mI/minuto. Posteriormente los lisados, se hicieron fluir a través de las columnas 

cargadas con anticuerpo W6/32 (volumen de la matriz de 10ml). El paso del lisado a 

través de las columnas se hizo durante un lapso de 24 horas, al cabo del cual, las 

columnas lueron lavadas mediante el flujo de 500 mi de amortiguador de lavado (ver 

inciso 6.7) y finalmente con 4,000 mi de Tris-EDTA pH= 7.8. Una vez hecho lo anterior, y 

verificando que el líquido de la elución tuviera una O.D basal, las moléculas MHC-I 

unidas a la matriz fueron desprendidas con ayuda de una solución de ácido acético al 

10%. El eluido se colectó en fracciones de 1 mI/minuto y se cuantificó la concentración de 

proteína en cada fracción con ayuda de un espectrofotómetro a una con longitud de onda 

de 280 nm. Las fracciones con mayor absorbancia fueron reunidas y se introdujeron a un 

bano con agua en ebullición durante dos minutos. Por otra parte, inmediatamente 

después de haber eluído a las moléculas MHC-I de las columnas, éstas fueron 

reequilibradas con una solución de Tris-HCI 0.1 M conteniendo 0.5 M de NaCI pH= 8.0. 

Después de este procedimiento, se hizo pasar nuevamente ellisado celular. Se realizaron 
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dos eluciones de moléculas MHC-I mediante el procedimiento antes mencionado. Los 

mismos pasos fueron efectuados en el caso de la columna inespecifica para eliminar a los 

contaminantes que de manera inespecifica pueden unirse a la matriz (Coligan et al, 

1992; y Harlow y Lane, 1988). 

6.10. Evaluación de la actividad antigénica de los péptidos disociados de las 

moléculas MHC·1. 

Para evaluar la actividad antigénica de los péptidos disociados de las moléculas 

MHC-I, se obtuvieron muestras de sangre periférica de varios donadores. ~normales" 

y con CaCu. En seguida, se procedió a separar las células mono nucleares mediante 

un gradiente de densidad (1.077 g/mi) con Ficoll·Histopaque (Microlab, México). Las 

células mononucleares fueron cultivadas (2.5 x105 células por pozo de una placa de 

96) y después de separar las células no adherentes, la fracción adherente fue tratada 

con solución amortiguadora de citralos (Ac. citrico 0.265M, Na2HP04, pH=3.0·3.2) 

suplementada con albúmina sérica bovina 1 % Y J3zm 5j..lg/ml. para remover los 

péptidos naturales presentados por moléculas MHC de estas células (Celis et al. 

1994). 

Para evaluar la actividad antigénica de los péptidos, sobre los linfocitos T, cada una 

de las fracciones peptídicas separadas por HPlC fue liofilizada y disuelta en 1 mi 

de PBS para ser filtrada estérilmente. 10j..l1 de cada una de estas fracciones fueron 

colocadas en diferentes pozos conteniendo a las células adherentes en presencia de 

5 I'g/ml de 13,m. Las células fueron fijadas con glutaraldehido al 0.1% en PBS y lavadas 

3 veces con PBS. A continuación, a cada uno de los pozos se les adicionó 105 linfocitos 

T obtenidos de la fracción no adherente y se procedió a ca-cultivarlos durante 72 h bajo 

estas condiciones en medio completo consistente en medio Dulbecco Modificado 

(GibcoBRL) suplementado 10% con SFB, 100U de penicilina, 4mM de L-glutamina, 1mM 

de piruvato de sodio y 20l'M de ¡l-mercaptoetanol. Después de las 72 hrs de cultivo, se 

adicionó 1J.lCi de timidina tritiada a cada uno de los pozos y después de 18 h se 

determinó la incorporación de timidina tritiada. evaluando la actividad en un contador de 

centelleo. La estimulación de los linfocitos T en presencia de 10U/ml de IL·2 

recombinante humana (R&D Systems) fue utilizada como control positivos. Mientras el 

uso de bradiquinina (INe, Laboratories) a una concentración de 5 I'g/ml, fue utilizada 

como un péptido irrelevante. Por su parte, linfocitos T co-cultivados con células 

adherentes sín péptidos. fueron utilizados como controles negativos. Todos los 
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experimentos fueron realizados por duplicado y la desviación estándar fue evaluada a 

partir de 4 pozos en cada experimento. 

6.11. Caracterización bioquímica y antigénica de los péptidos. 

La fracción de péptidos con mayor capacidad en inducir la mayor estimulación de 

linfocitos T, fue llevada a un análisis de espectro de masas (MALOI-spectra) y 

posteriormente a la degradación amino-terminal de Edman, para conocer el contenido y 

la secuencia de aminoácidos de esta fracción. Estos procedimientos fueron llevados a 

cabo en la HHMI Biopolymer Laboratory & W.M. Keck Foundation Biotechnology 

Resource Laboratory, de la Universidad de Yale. 

Mediante el uso de las secuencias de residuos más significativas, de los péptidos 

reportados, se procedió a realizar un análisis de homología con secuencias de diferentes 

proteinas en una base de datos (Blast Search Entrez) (Falk el al, 1991a). 

Los péptidos NOFPIFLOF, MOYEIMNYF y NOYEIINYF que fueron identificados de la 

secuenciación de una fracción de péptidos antigénicos de la linea IN8L (fracción 19), así 

como sus homólogos que forman parte de las secuencias de proteínas virales. 

NVFPIFLOM (54-62 de L 1-HPV-18), MOYEIINYM (338-346 de la proteína accesoria 

polímerasa T6/GS de HSV) y NEYEILNYF (145-153 de UL 1-HCMV); así como los 

péptidos FPIFLOMAL (56-64 L 1 de HPV-18) altamente afín al alelo HLA-Cw4, y el 

péptido SIINFEKL (258-266 de la proteína ovoalbúmina) considerado como irrelevante, 

fueron sintetizados de manera similar a los péptidos específicos para HLA-A 11 Y -827 

(ver inciso 6.5) (Gausepohl et al, 1990). 

6.12. Ensayos de estabilización de la molécula HLA-Cw4. 

Para los ensayos de estabilización de la molécula HLA-Cw4, se utilizó la linea celular 

GIR, la cual presenta en su membrana celular únicamente a este alelo de manera 

detectable (Zemmour et al, 1992). Estos ensayos consistieron en cultivar a las células 

C1R a 37°C en presencia 50mM de cada uno de los péptidos durante 24 horas, 

colocando una cantidad de estos péptidos durante 12 horas y adícionando medio nuevo 

junto con más péptido en las siguientes 12 horas. Las moléculas MHC-I en la superficie 

de las C1R tratadas, fueron detectadas con el anticuerpo monomórfico W6/32, de 

acuerdo al procedimiento antes mencionado. 
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6.13. Evaluación de la estimulación de linfocitos T COn los péptidos sintéticos. 

Las células C1 R fueron incubadas toda la noche en presencia de 50mM de cada uno de 

los péptidos sintéticos y de 5~g/ml de p,m (Sigma, U.S.A) toda la noche a 37'e. Después, 

las células fueron lavadas 2 veces en medio completo consistente en: Medio Iscove' s 

modificado (Gibco BRL), suplementado con 10% de suero fetal de bovino; 100U/ml de 

penicilina; 4mM de L-glutamina; 1mM de piruvato de sodio; y 20~M de Il­

mercaptoetanoL Posteriormente, 5x104 células C1R cargadas, fueron fijadas con una 

solución al 0.1% de glutaraldehído en PBS y entonces ca-cultivadas con 1x10slinfocitos 

T purificados de donadores normales o de pacientes con CaCu a los cuales se les 

detectó la presencia del alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. Linfocitos T provenientes de 

otros donadores con otros alelas HLA-C, fueron incluidos como controles irrelevantes. 

Después de 72 horas en cultivo, los linfocitos fueron pulsados con 1 mCi de timidina 

tritiada y la incorporación de este radionúclido fue determinada 18 horas después del 

pulso, La estimulación de linfocitos T en presencia de 10U/ml de hrlL-2 (R & O Systems) 

fue usado Como un control positivo; mientras que C1 R cargadas con 5mg/ml del péptido 

de ovoalbúmina, especifico para H-2Kb (Moare et al, 1988), fueron usadas como control 

irrelevante. 

6.14. Inducción in vitro, de la respuesta de linfocitos T citotóxicos de memoria. 

El método utilizado fue muy similar al realizado por (Evans et al, 1997). Brevemente, 

4x106 linfocitos de sangre periférica fueron resuspendidos en 1 mi de medio completo 

e incubados con 10~g/ml de péptido en placas de 24 pozos, Al tercer día de cultivo, 

las células fueron enriquecidas con 1 mi de medio completo conteniendo 10Ul/ml de 

rhIL-2. Al séptimo día, y después semanalmente, las células fueron reestimuladas de 

la siguiente manera: a) las células e1R fijadas (4x10' células) fueron incubadas 

durante 2 hrs a 37'e en 1 mi de medio completo con 1 O~g/ml de péptido y 3~g/ml de 

p2m; b) después de remover las células no adherentes mediante lavado, 10' células 

T responded oras fueron adicionadas en 1 mi de medio completo; y e) las células 

fueron suplementadas dos días después con 1 mi de medio completo conteniendo IL-2 

(concentración final de 10 U/ml). Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo con 

linfocitos T cultivados y reestimulados durante 21 dias. 

6.15, Ensayos de ciloloxicidad. 

La línea celular INBL fue marcada con "[er) (Amersham) durante 1 hr. Diferentes 
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cantidades de células efectoras en 50ml de medio, fueron incubadas y entonces 

2.5x103 células blanco marcadas con 51[Cr] fueron adicionadas a cultivos por 

triplicado en placas de 96 pozos fondo U, en 200).1.1 de volumen final. Después de 

4h de ca-cultivo a 37Q C, 100).1.1 de sobrenadante fueron cosechados y transferidos a 

viales para su cuantificación en un contador de emisión-p (Packard). Células INBL 

marcadas con 51[Cr], incubadas con una solución deTritón X-100 al 5% ó con medio 

solo. fueron usadas para determinar la liberación máxima y expontánea 

respectivamente. La liberación expontánea fue usualmente menor del 10% Y nunca 

excedió en un 15%. El porcentaje de lisis específico de cada ensayo fue calculado 

de la siguiente manera: % de citotoxicidad== (liberación experimental - liberación 

expontánea) I (liberación máxima - liberación expontánea) x 100. 
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7. RESULTADOS. 

A.- EXPRESION y FUNCIONALIDAD DE LAS MOLECULAS CALSE I DEL MHC EN 

LAS LINEAS CELULARES DE CARCINOMA CERVICO-UTERINO, CALO E INBl. 

7.1. Las líneas celulares de CaCu. CALO e INBL positivas para HPV-18, expresan 

moléculas MHC clase I de manera conformacional en la membrana celular. 

Se sabe que más del 90% de los tumores de cáncer cervical expresan algún tipo de 

virus de papiloma humano de alto riesgo (HPV-16. 18. 31. 33) ( Howley et al. 1991; y 

Breilburd et al. 1996). Con la finalidad de conocer el tipo de HPV presente en las lineas 

celulares CALO e INBL, las cuales fueron establecidas a partir de dos carcinomas 

epidermoides de cérvix con estadios clínicos IIB y IVA respectivamente (Monroy et al, 

1992). el DNA de ambas lineas fue analizado con sondas específicas para la proteína L 1 

de HPV-16 y 18 (virus de alto riesgo frecuentemente asociados con CaCu). El análisis 

dió por resultado que ambas líneas celulares hibridaron con las sondas de HPV-18, al 

igual que el mostrado por el control positivo. HELA. Ninguna de las lineas celulares 

hibridó con la sonda de HPV-16, en la cual la linea SIHA (HPV-16+). dió posilividad 

(Figura 7.1). 

Por otro lado, una de las características más comunes que tienen las células malignas 

para evadir la respuesta inmune, es la de presentar una disminución en la expresión de 

moléculas clase I del complejo principal de histocompatibilidad en membrana, esta 

reducción puede estar relacionada con la pérdida en la expresión de alguno de sus 

componentes: ausencia de fu-microglobulina. de la cadena pesada, o de ambas 

cadenas (Connor y Stem, 1990). Por tal motivo, las lineas celulares CALO e INBL, fueron 

analizadas por citometría de flujo para detectar la presencia de fu-microglobulina 

(anticuerpo BBM.l), cadena pesada (anticuerpo B9.12) y ambas cadenas de manera 

conformacional (anticuerpo W6/32). Como se muestra en la figura 7.2. la expresión de 

i32-microglobulina y de la cadena pesada (alfa) en la membrana celular. es similar en 

ambas líneas celulares. Es interesante mencionar que la asociación de ambas cadenas, 

detectada con el anticuerpo monoclonal W6/32 (anticuerpo monomórfico Que reCOnoce 

su asociación). presentó una intensidad de fluorescencia similar a la obtenida para -132-

microglobulina o para la cadena alfa de manera independiente, lo que sugiere que ambas 

cadenas se encuentran asociadas conformacionalmente en la membrana celular de CALO 

e INBL. 
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Figura 7.1. Las lineas celulares CALO e INBL de cárcinoma cérvico-uterino, son positivas para HPV-18. 
Mediante un ensayo de Southem blot, usando sondas específicas para HPV-16 y 18, se encontró que las lineas 
celulares CALO e INBL fueron positivas para HPV-18 pero no para HPV-16 al ser comparadas con las lineas 
HELA (HPV-18+) y SIHA (HPV-16+). 
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Figura 7.2. CALO e INBL expresan moléculas MHC-I de manera conformacional en la 
membrana celular. (-), control negativo, anticuerpo secundario marcado con GAM-FITC; 
(1), control de isotipo, anticuerpo monoclonal anti-CD3, ratón anti-humano. La expresión 
de 13,-microglobulina (132m) y de la cadena pesada (a), asi como su asociación (MHC-I), 
fueron determinadas mediante citometría de flujo empleando los anticuerpos 
monocionales BBM.1, B9.12 Y W6/32 respectivamente. 



7.2. CALO e INBL expresan de manera diferencial alelos HLA-A y B en su 

membrana celular. 

Tomando en consideración el hecho de que muchos carcinomas de cérvix presentan una 

pérdida significativa o disminución de la expresión de alelas HLA-A y -8 en su membrana 

celular (Connor el al, 1990; y Cromme et al, 1994a), se procedió a evaluar el nivel de 

expresión de algunos alelos HLA clase I en CALO e INBL. Los alelas HLA-B27 y -A 11 

as! como los alelos constituidos por la familia HLA-Bw6 el cual incluye al alelo HLA-B78 y 

-848 fueron evaluados en CALO e INBL respectivamente. Los alelas restantes en cada 

una de las líneas celulares, no fueron determinados individualmente por el hecho de 

carecer de anticuerpos monoclonales alelo-específicos. Al analizar la expresión alélica, 

encontramos un nivel bajo de expresión de los alelas HLA-A 11 Y -827 comparado con 

el mostrado por el de los alelas -B78 y -848 (Figura 7.3. histogramas delgados). 

Por otro lado, se sabe que IFN-y es un regulador positivo de la expresión de moléculas 

MHC y de genes de algunas proteínas relacionadas con el procesamiento antigénico 

(Tap's, LMp·s, PA28, etc) (Gaczynska et al. 1993; Groettrup et al, 1995; y Nandi et al, 

1996). Por tal motivo, las líneas celulares CALO e INBL fueron incubadas en presencia 

de IFN-y. La expresión conformacional de las moléculas MHC-I, detectada con el 

anticuerpo monoclonal W6/32, mostró un incremento importante en células cultivadas 

previamente en presencia de IFN-y (Figura 7.3, histogramas gruesos). Al analizar la 

expresión de alelas individuales. se observó que los alelas HLA-878 y -B48. moslraron 

un incremento en la membrana celular, mientras que los alelos HLA-B27 y -A11 no 

incrementaron su expresión en células tratadas con IFN-y (Figura 7.3). 

Por otro lado. al analizar la expresión de las moléculas HLA-B27 y -A 11 en la membrana 

de células normales (linfocitos T de donadores sanos), se observó que la expresión de 

eslos alelas fue mayor en las células normales que en las líneas de CaCu (Figura 7.4), 

sugiriendo una probable afección en la expresión de estos alelas en las lineas celulares. 

Con la finalidad de verificar si la expresión deficiente de los alelas era debida a una 

transcripción deficiente de las moléculas HLA-B27 y -A 11, se procedió a realizar un 

ensayo de Northern Blot para comparar la expresión de HLA-B27 y -878 en CALO y de 

HLA -A 11 Y -848 en INBl. El análisis reveló que estos alelos expresan un patrón similar 

de ARNm (Figura 7.5), lo cual nos permite sugerir que esta afección no se debe a 

defectos en la expresión de los alelas HLA-B27 y -A 11. 
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Figura 7.3. Expresión diferencial de alelos HLA-A y -B en CALO e INBL y su inducción 
con IFN-y. La expresión de los productos alélicos y del total de moléculas MHC-I fue 
analizada en células no tratadas (histogramas delgados), o tratadas con 100U/ml de 
IFN-y durante 48 horas (histogramas gruesos). (-l, nivel de detección con anticuerpo 
secundario solo, GAM-FITC; (1), control de isotipo, anticuerpo monadonal anti-CD3. Para 
la detección de los alelos se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: B27M 1 
(anti HLA-B27, -B7); A11.1 (anti HLA-A11, -A24); Y SFR8B6 (anti HLA-Bw6). El total de 
moléculas MHC-I fue determinado con el anticuerpo monomórfico W6/32. 
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Figura 7.4. Los alelas HLA-B27 y -A 11 son debilmente expresados en las líneas 
celulares CALO e INBL respectivamente. La expresión de los alelos HLA·B27, 
-A 11, -B7B(Bw6) y -B48(Bw6) fue determinada en las líneas CALO e INBL como 
indicado (histogramas delgados), y comparada con aquella expresada en linfocitos 
de sangre periférica de donadoras normales que contenían estos alelas en su 
haplotipo (histogramas gruesos). El nivel de tinción con anticuerpo secundario 
solo, GAM-FITC, fue considerado como control negativo. 
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Figura 7.5. Análisis de Northern blol de los alelas HLA-B27. -B78 en CALO y de HLA-A 11. -B48 en INBL. Después- de 
obtener ARNm de las lineas CALO e INBL. se utilizaron sondas especificas para los alelas HLA-B27. -B78(Bw6) en 
CALO y para los alelas HLA-Al1. -B48(Bw6) en INBL. Las mismas membranas fueron lavadas y utilizadas para 
determinar su reactividad con la sonda de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la cual fue utilizada como 
control de cargado. 



7.3. La expresión de los alelos HLA-B27 y -A11 es incrementada a 26°C. 

Se sabe que el ensamble de los complejos constituidos por la cadena 

pesadalP2m/péptidos, en células con expresión deficiente de moléculas MHC-I en 

membrana celular, es promovido al cultivar dichas células a 26°C, tal como se ha 

observado en la linea linloide humana T2 deficienle en Tap's (Ljunggren et al. 1990; 

Kosken y Bevan. 1990). En este sentido. considerando que la baja expresión y la nula 

inducción de los alelos HLA-B27 y ·A 11 en presencia de IFN·y en las células CALO e 

IN8l, fuera un fenómeno relacionado con el ensamble y la estabilidad de Jos complejos 

cadena pesada/P2microglobulina/péptido. ambas lineas celulares fueron cultivadas a 

26 oC durante 24 horas. Este tratamiento dio como resultado un importante incremento 

en la expresión de HLA--B27 en CALO y -A 11 en INBL (Figura 7.6); no obstante, la 

expresión de estos alelos regresó a sus niveles basales, cuando las células que hablan 

sido cultivadas a 26°C fueron nuevamente incubadas a 37°C por 4 hrs más (Figura 7.6). 

En contraste, los alelas HLA-B78 y -848. no mostraron cambios en su expresión bajo 

las mismas condiciones (Figura 7.6), 10 cual permite sugerir que probablemente existen 

deficiencias en la estabilidad y ensamble de los alelos HLA-B27 y -A 11 comparados con 

los de -B78 y -B48 respectivamente. 

7.4. Péptidos sintéticos que se unen específicamente a los alelos HLA-B27 y -A11, 

incrementaron la expresión de estos alelos en CALO e INBL. 

Considerando la posibilidad de que, las deficiencias en la estabilidad y el ensamble de las 

moléculas HLA-B27 y -A 11, pUdiera deberse a un pobre aporte de péptidos para unirse a 

estos alelas, las lineas CALO e INBL fueron cultivadas y permeadas en presencia de 

péplidos sintéticos que se sabe se unen específicamente a los alelos HLA·B27 y -A 11 

(Elliot et al, 1991; Lie et al, 1990 y Benjamin et al, 1991). Se utilizó el péptido 

FRYNGlIHR para el alelo HLA-B27 (Jardetzky et al, 1991 y Malnati et al, 1995) y el 

péptido AVDLYHFLK para -A11 (Kast et al, 1994). La expresión de los alelos HLA-B27 y 

-A 11 fue incrementada únicamenle cuando los péptidos lueron introducidos en las 

células 4 horas antes de evaluar su expresión en membrana celular (Figura 7.7). 

Por otra parte, se ha visto Que las moléculas clase I de MHC, retenidas en el reticulo 

endoplásmico, pueden ser capturadas e inmunoprecipiladas con péptidos específicos 

adicionados a los lisados celulares (Townsed et al, 1990; y Kvist y Hamann, 1990). Con 

la finalidad de determinar si las moléculas HLA-B27 y -A 11 eran ensambladas en 

condiciones similares, las lineas celulares CALO e INBL lueron marcadas 
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Figura 7,6, Los alelos HLA-B27 y -A11 son estables a 26'C. La expresión de los alelos 
HLA-B27 y -B78(Bw6) en CALO: y HLA-A11 Y -B48(Bw6) en INBL, fue determinada sobre 
células cultivadas ya sea a 37'C; a 26'C durante 24 horas; o a 26'C durante 24 horas y 
después incubadas a 37°C por 4 horas más. 
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Figura 7.7. Expresión de HLA-B27 y -A 11 en presencia de péptidos especificos. Para la 
detección de las moléculas HLA-B27 en CALO y -A 11 en INBL, las lineas celulares 
fueron cultivadas ya sea sin péptidos (SP); o con péptidos adicionados exógenamente 
(EXO), FRYNGLlHR para HLA-B27 y AVDLYHFLK para -A11. Los péptidos también 
fueron permeados usando saponina 0.1% (PER). El nivel de tinción con el anticuerpo 
secundario GAM·FITC fue considerado como control negativo en células sin permear (-) 
o permeadas con saponina (-)PER. n indica la desviación estandar de dos 
experimentos hechos por cuadruplicado. 
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metabólicamente con melionina-35[SJ y posteriormente las moléculas HLA-B27 y -A 11 

fueron inmunoprecipitadas en presencia de péptidos alelo-especificos (100~lM) 

adicionados en los lisados celulares. Después de inmunoprecipitar a estas moléculas, se 

observó un incremento en la captura de las moléculas HLA-B27 y -A 11, cuando los 

péptidos específicos fueron adicionados a los lisados celulares (Figura 7.8). Estos datos, 

nos permiten sugerir que el nivel bajo de expresión de HLA-B27 y -A 11 en la superficie 

celular de CALO e INBL respectivamente, está influenciado muy probablemente por una 

deficiencia en la generación de péptidos adecuados para permitir el ensamble de estas 

moléculas. 

7.5. CALO e INBL tienen deficiente expresión de Tap-1. 

Se sabe que una deficiencia en el transporte de péptidos específicos por los Tap's, 

puede contribuir a un ensamble deficiente de las moléculas MHC-I (Townsed et al, 

1990; Kvist y Hamann, 1990; y Restifo et al, 1993). Además, en tumores cervicales se ha 

documentado una correlación entre la baja o nula expresión de alelas de tipo HLA-A y -B 

Y la pérdida de Tap's, en especial Tap-1 (Keating et al, 1995). En este senlido, se 

procedió a determinar si la baja expresión de los alelos HLA-B27 y -A 11 observada en las 

líneas INBL y CALO, era debida a la ausencia de alguna de las subunidades de Tap. 

Mediante ensayos de RT-PCR, utilizando primers apropiados para Tap-1 y Tap-2 (Seliger 

et al, 1997), se encontró que tanlo CALO como INBL expresaron deficiencia en Tap-1, y 

además, cuando ambas líneas celulares se cultivaron en presencia de IFN-y, esta 

subunidad incrementó su expresión. En contraste, la subunidad Tap-2 fue expresada de 

forma similiar a la del control positivo (linfocitos de sangre periférica) en ambas líneas de 

CaCu (Figura 7.9 A). 

7.6. CALO e INBL expresan de manera deficiente, la subunidad catalitica LMP-10 

del proteasoma. 

La expresión deficiente de moléculas MHC-I en la membrana de células tumorales, se ha 

visto frecuentemente asociada con la deficiente expresión de alguna de las subunidades 

cataliticas del proteasoma (Singal el al, 1996; y Seliger et al, 1996). Con la finalidad de 

analizar la expresión de las principales subunidades del proteasoma que participan en la 

fragmentación de las proteinas antigénicas, los cAON obtenidos de las lineas celulares 

mediante transcripción reversa, fueron utilizados para amplificar mediante PCR, un 

segmento especifico de los genes LMP-2, LMP7, LMP-10, PA28a y PA28P, usando los 
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oligonucleótidos apropiados (Johnsen et al, 1998). 

Como se muestra en la figura 7.9 B, las lineas celulares CALO, INBL Y HELA presentaron 

una eficiente expresión de las subunidades LMP-2 y LMP7, así como de las subunidades 

activadoras del proteasoma PA28a y PA28p (Figura 7.9 C). Cabe mencionar que la linea 

celular CALO, presentó una expresión disminuida de LMP-2 en relación a las otras líneas 

de CaCu. De manera interesante, se encontró que la expresión de la subunidad lMP-10 

del proteasoma, fue deficiente en las tres líneas celulares (Figura 7.9 B). 

Por otro lado, se sabe que el tratamiento con IFN-y promueve la expresión de lap's, 

LMP's y PA28 (Groettrup et al, 1995; y Nandi et al, 1996). En las células CALO e INBL 

tratadas con 100U/ml de IFN-y por 48 horas, las subunidades LMP-2, LMP-7, PA28a y 

Pa28p mantuvieron Su expresión (Figura 7.9 B Y C). En el caso particular de la linea 

celular CALO, el tratamiento con IFN-y indujo un incremento en la expresión de la 

subunidad LMP-2 (Figura 7.9 B). Por su parte, la expresión de la subunidad LMP-10 en 

las células CALO e INBL tratadas con IFN-y, fue incrementada ligeramente (Figura 7.9 

B). 

El conjunto de estos resultados, nos permiten sugerir que la baja expresión de los alelos 

HLA-B27 y -A 11, encontrada en las células CALO e INBL, se asocian fuertemente oon la 

expresión deficiente de la subunidad Tap-1 y de la subunidad LMP-10 del proteasoma. 

Estas deficiencias pueden modificar dos aspectos importantes de la vía del procesamiento 

de antígenos: el espectro de péptidos que son producidos por el proteasoma y el 

transporte de los peptidos que se unen a alelos específicos. 
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Figura 7.8. inmunoprecipitación de las moléculas HLA-B27 (CALO) Y -A11 (INBL) en presencia de péptidos especificas. 
(A), las líneas celulares CALO e INBL fueron marcadas metabólicamente con 35[S]-metionina. Las moléculas HLA-B27 y 
-A11 fueron inmunoprecipitadas a partir de los lisados celulares solos (-); en presencia del péptido SIINFEKL (258-266 
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FRYNGLlHR para HLA-B27 o de AVDLYHFLK para -A11 (PE). Para los inmunoprecipitados. se utilizaron las mismas 
cantidades de proteína marcada (500. 000 cpml5~1). (B), después de revelar la autoradiografia de los geles. las 
cadenas pesadas (45 kDa) de las moléculas HLA-B27 y -A11 fueron analizadas por densitometria. Las gráficas 
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B.- OBTENCION DE PÉPTlOOS ANTIGENICOS ASOCIADOS A MOlECULAS MHC-I 

DE LAS liNEAS CELULARES CALO E INBl. 

7.7. Obtención y detección de los péptidos asociados con moléculas MHC-I de 

CAlOeINBL. 

la presencia de HPV-18 en las células CALO e INBL, hace factible la posibilidad de que 

péptidoS derivados de las proteínas de este virus puedan ser presentados en la 

membrana celular por medio de moléculas MHC-1. La identificación y caracterización de 

dichos péptidos resulta de gran relevancia. pricipalmente porque el HPV se encuentra 

asociado en 90% de los casos con CaCu invasor, siendo el HPV-18 el segundo tipo más 

abundante en esta asociación (Berumen et al, 1997). Con la finalidad de disociar péptidos 

presentados por las moléculas MHC-I de las lineas CALO e INBL y de esta manera poder 

iniciar la identificación de péptidos antigénicos a partir de estas líneas celulares, se 

procedió a marcar metabólicamente la sintesis protéica de CALO e INBl. Para ello se 

utilizaron los aminoácidos Leucina-'[H], Lisina-'[H], Alanina-'[H] y Fenilalanina-'[H], que 

se sabe. son frecuentemente encontrados como residuos de anclaje por los péptidos 

que se unen a la cavidad formada por los dominios 0.1 y 0.2 de la cadena pesada de las 

moléculas MHC-I (Rammensee et al, 1995). Después del marcaje metabólico, las 

moléculas MHC-I fueron inmunoprecipitadas con ayuda del anticuerpo monom6rfico 

W6/32, y los péptidos antigénicos disociados de ellas fueron separados por HPLC en un 

gradiente lineal de aoetonitrilo durante 30 minutos. En las figuras 7.10 a y b, se 

muestran los pertiles de elución cromatográfica y los contenidos de radiactividad-p (cpm, 

cuentas por minuto) de cada una de las fracciones colectadas. Como se puede apreciar, 

las lecturas de mayor radiactividad correlacionan con los picos de péptidos más 

prominentes de los pertiles cromatográficos. 

Después de disociar y ultrafiltrar los péptidos, la fracción de material residual, fue 

separada en un gel de poIiacrilamida al 15%, para analizar sus componentes. la 

autoradiografia del gel, reveló la presencia de la cadena pesada de 45kDa y de p,­
microglobulina de 12kDa (Figura 7.11), con lo cual se demuestra que los pertiles de 

elución corresponden a péplidos disociados de las moléculas MHC-I obtenidas de las 

lineas oelulares CALO e INBL. 
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Figura 7.10 a. Péplidos disociados de moléculas MHC-I de la línea CALO marcada 
metabólicarnente con Leucina->[H]. Lisina-'[H]. Alanina-'[H] y Fenilalanina_3[H]. 
correlacionan su marcaje. cuentas por minuto (cpm), con los perfiles de eluci6n de 
péptidos separados por cromatogrfla de HPLC. 
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Figura 7.10 b. Péptidos disociados de moléculas MHC-I de la linea INBL marcada 
metabólicamente con Leucina-'[H]. Lisina-'[H]. Alanina-'[H] y Fenilalanina-'[H]. 
correlacionan su marcaje, cuentas por minuto (cpm), con los perfiles de elución de 
péptidos separados por cromatografia de HPLC. 

88 

'" ., 
" 



Cadena pesada 
(Alfa) 

Cadena ligera 
(~2-m) 

CALO 

1 2 

INBL 

1 2 

42 kDa 

12kDa 

Figura 7.11. Presencia de las cadenas alfa y J3,-microglobulina en los 
inmunoprecipitados de las moléculas MHC-I de las lineas celulares CALO e INBL. 
La cadena pesada (42kDa) y ligera (12kDa) fueron purificadas por cromatografia de 
afinidad. mediante la inmunoprecipitación de las moléculas MHC-I de CALO e INBL 
después de ser marcad~.s metab6licamente con los aminoácidos (Usina, Alanina, 
Fenilalanina. y Leucina)-[H]'. Ambas cadenas fueron observadas en un gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE al 15%). ya sea a partir del material eluido de las 
esferas de Proteina-A sefarosa cargadas con anticuerpo monomórfico W6/32 (linea 
1). o del material sin eluir (linea 2). 
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7.8. Péptidos aislados de moléculas MHC-I de la línea INBL, estimularon a linfocitos 

T de una donadora con infección viral de HPV-18 en cérvix y portadora del alelo 

HLA-Cw4 en su haplotipo. 

Para iniciar la identificación de los péptidos antigénicos obtenidos de moléculas 

MHC-I de CALO e IN8L. se procedió al aislamiento de péptidos a partir de 2x10' 

células de cada una de estas líneas a partir de cultivos celulares. Las fracciones de 

péptidos eluídos en el intervalo entre 10 y 30 minutos de la cromatografía de 

HPLC, fueron evaluadas en ensayos biológicos de estimulación de linfocitos T totales 

(CD4+ y CD8+) obtenidos de sangre periférica de diferentes donadores. incluyendo 

pacientes con cáncer cérvico-uterino. En la Figura 7.12 A-O, se muestran algunos 

de los resultados de la estimulación de linfocitos T de varios donadores. con las 

fracciones de peptidos eluídas, liofilizadas y reconstituidas 1 :10 con el medio de 

cultivo. En estos ensayos se puede apreciar que en sólo uno de los casos (Figura 

7.12 D), una fraccion de péptidos derivados de la linea tNBL, fraccion 21, fue capaz 

de estimular la proliferación de linfocitos T de una donadora. 

Posteriormente, se procedió a analizar si la donadora compartía algunas 

características propias para favorecer un probable reconocimiento de los péptidos 

antigénicos, tales como el haplotipo de histocompatibilidad clase I y la presencia de 

infección con HPV. Tomando en consideración que la donadora había presentado 

antecedentes de lesión cervical, se procedió a realizar un ensayo de Southern blot 

para detectar la presencia de HPV-18 en células derivadas de un frotis cervical. A 

través de este ensayo, se pudo detectar que la donadora presentaba infección con 

HPV-18 (Figura 7.13). la cual fue corroborada por la presencia de coilocitas en su 

exámen citológico de Papanicolau (datos no mostrados). Al tipificar el haplotipo de 

histocompatibilidad en linfocitos de esta donadora, se encontró que presentaba los 

alelas HLA-A2. -844(12). -872(70) Y -Cw4. La presencia de infección con HPV-18 y la 

prsencia del alelo HLA-Cw4 en el haplotipo HLA clase-I de esta donadora. nos 

permiten sugerir que la estimulación de tos tinfocitos T de esta donadora. 

probablemente esté asociada con péptidos virales eluidos de la línea celular INBL en 

el contexto HLA-Cw4. el único alelo con el cual existe homologia de 

histocompatibilidad entre el haplotipo de ta tinea INBL y el haplotipo de ta donadora. 

Por otro lado, en otro de los casos estudiados, los linfocitos T obtenidos de una 

paciente con CaCu que presentaba infección viral con HPV-18, no fueron 

estimulados con péptidos eluidos de moléculas HLA ciase I de la linea celular CALO, 
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a pesar de portar al alelo HLA-A68 en su haplotipo de histocompatibilidad, homólogo 

al presentado por la linea CALO (Figura 7.12 A). Tampoco se observó proliferación de 

linfocitos T de una donadora normal, negativa para HPV-1B, a pesar de que 

compartia el alelo HLA-Cw1 con CALO (Figura 7.12 C). Finalmente. en el caso de 

una paciente con CaCu e infección de HPV-18, la cual no compartía alelos con la 

línea celular INBL, sus linfocitos no mostraron proliferación al cultivarse en presencia 

de péplidos aislados de moléculas HLA clase I de INBL (Figura 7.12 B). 

Con el propósito de obtener una gran cantidad de péptidos antigénicos para llevarlos 

a su secuenciación de aminoácidos. se procedió a disociar péptidos de una cantidad 

de células 10 veces mayor que la utilizada en las pruebas biológicas de estimulación 

de linfocitos T. Los péptidos obtenidos de esta disociación, fueron separados por 

HPLC en un gradiente lineal de 60 minutos de corrida y las fracciones de péptidos 

colectadas a razón de 1 ml/min, fueron evaluadas biológicamente para estimular a 

los linfocitos T de la misma donadora. En los ensayos biológicos, se pudo detectar 

que la máxima proliferación fue promovida por la fracción 19 de péptidos obtenidos 

de la nueva elución (Figura 7.14). La proliferación inducida por esta fracción, fue 

similar a aquella obtenida cuando se adicionaron 10 U/mi de IL-2 recombinante, la 

cual fue usada como control positivo. Cabe mencionar que las fracciones de péptidos 

inmediatas a la 19, promovieron en menor proporción, la proliferación de los 

linfocitos de esta donadora. En este mismo ensayo, la Bradicinina, utilizada como 

péptido irrelevante, no indujo proliferación alguna de los linfocitos T. 

7.9. La fracción 19, de péptidos eluídos de moléculas MHC-I de INBL, contiene 

péptidos homólogos a secuencias virales, 

El análisis del espectro de masas de la fracción 19, presentó dos pares de picos que 

correspondían a 699/715 y 743/759 Da, también se encontraron varias especies 

menores en el intervalo de 867-1200 Da (Figura 7.15). La separación de todas las 

especies detectadas en el espectro de masas, no fue posible realizarla, por lo que se 

procedió a la secuenciación directa de los péptidos contenidos en toda la fracción 19. 

A partir de la secuenciación protéica, por la técnica de digestión de Edman, se pudo 

detectar una mezcla de péptidos colTespondiente a 9 aminoácidos de longitud. La tabla 

7.1 nos muestra los datos crudos de dicha secuenciación, en donde los valores 

subrayados en cada ciclo, representan los residuos de aminoácidos con valores 

significativos con respecto al ciclo anterior (comunicación personal, Dr Ed Papacoda). 
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Figura 7.12. Proliferación de linfocitos de sangre periférica de pacientes con CaCu y donadores normales, con péptidoS 
eluidos de moléculas MHC-I de las líneas celulares CALO e INBL Linfocitos T obtenidos de sangre periférica de 
pacientes con CaCu o de donadoras "normales" I fueron estimulados con fracciones de péptidos eluídas de moléculas 
MHC-I, ya sea de la línea celular CALO (A Y C) o de INBI (B Y D). Los cultivos de LSP sin péptidos fueron considerados 
como control negativo, el péptido Bradicinina (SRA), 5j..lg/ml, fue utilizado como irrelevante, mientras que Interleuicina~2 
recombinante humana ( rhIL-2), 10U/ml, fue considerada como control positivo. (*), desviación esténdar de dos 
experimentos hechos por cuadruplicado. 



...J 
CIl 
Z -

« 
J: -rn 

HPV-18 

HPV-16 

Figura 7.13. Detección de HPV·18 en un raspado cervical de una donadora con 
el alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. A partir de las células obtenidas de un Irotis 
cervical. el ADN aislado, fue hibridado con sondas específicas para HPV-16 y 
18; se encontró que la donadora presentó positividad para HPV-18 al igual que la 
linea celular INBL (HPV-18+). El ADN de la donadora, no mostró reactividad con 
la sonda para HPV-16, tal como lo hizo la linea SIHA (HPV-16+). RCD, raspado 
cervical de la donadora HLA-Cw4+. 
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Figura 7.14. Péptidos eluidos de moléculas MHC-I de la línea oelular INBL, son capaces 
de estimular linfocitos derivados de una donadora con infección de HPV-18 y HLA­
Cw4+. (A), Perfiles de HPLC de péptidos procesados naturalmente y eluidos del total de 
moléculas MHC-I expresadas por INBL. (B), la fracción 19 de péptidos eluidos de 
moléculas MHC-I de INBL, indujo la máxima proliferación de LSP de la donadora HPV-
18+ y con HLA-Cw4 en su haplotipo. El control positivo de estimulación de linfocitos T 
fue hecho con 10U/ml de rh1L-2, mientras que bradicinina (BRA), 51'91ml, fue usado 
como irrelevante. LSP sin péptidos, fue usado como control negativo (-). ('), desviación 
estándar de dos experimentos hechos por cuadruplicado. 
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Tabla 7.1 Resultados obtenidos después de la secuenciación directa (técnica de Edman). 

de la fracción 19 de péptidos eluidos de moléculas MHC-I de la línea celular INBL de 

carcinoma cérvico-uterino. 

Aminoácidos (pmol) 

13.2 0.84 12.7 1.954.44 22.1 4.2 19,5 2.58 2.51 0.65 4.44 0.59 1.79 1.78 3.11 2.55 

2 4.68 0.63 3.61 ~ 1,59 10.6 17 3,83 088 124 0,99 1.97 0.45 0,52 2,43 1.15 

3 3.16 0.99 1.990.84 0.88 7.87 1.42 3.26 1.75 1.42 0.44 1.18 1Jt1 1.04 1.24 1.21 

4 2.48 0.73 1.01 0.82 0.53 6.28 1.89 1.55 0.74 2.46 0.59 0.7 0.76 0.83 0.99 

S 2.06 1.4 0.73 0.85 0.62 5.7 1.26 1.32 0.80 1.73 0.5 1.45 0.82 121 0.84 1.2 

6 1.88 0.64 0.67 0.85 0.56 5.05 1.08 1.24 0.6 1.56 1.29 0.84 1.47 0.81 1.18 

7 1.38 ti 0.63 0.67 0.67 4.82 1.27 1.51 0.82 1.12 0.14 1.57 0.66 0.98 0.75 1.57 

8 1.360.96 0.63 0.78 0.47 4.34 1.16 1.09 0.84 0.8 0.48 1.21 0.52 0.58 1.16 

9 1.06 0.37 0.53 0.51 0.34 3.68 0.76 0.93 0.92 0.58 0.52 1.22 0.99 0.51 1.04 

Tabulación de la cuantificación de los aminoácidos (PTH), obtenidos después de la 

secuenciación de la fracción 19 (HPLC) de péptidos eluidos de moléculas MHC-I de la 

línea celular INBl. Los valores subrayados, representan un incremento significativo con 

respecto al valor obtenido en un ciclo previo. Estos valores fueron corroborados y tienen 

alta oonfiabilidad (Dr. Ed Papaooda, HHMI Biopolymer Laboratory & W.M. Keck 

Foundation Biotechnology Resource Laboratory, Yale University). e, representa el número 

de ciclos llevados a cabo en la secuenciación. Los aminoácidos estan simbolizados de 

acuerdo con su código de tres letras. 
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Los aminoácidos que presentaron los valores significativos de PTH en cada uno de los 

ciclos (Tabla 7.1) fueron utilizados para formar secuencias de 9 residuos, las cuales 

fueron analizadas en una base de datos de secuencias protéicas (81ast Search Entrez 

Oatabase). Como resultado de este análisis, se encontraron tres nona meros que 

presentaron alta homología con segmentos de proteínas vírales (Tabla 7.2). 

Tabla 7.2. Péptidos identificados a partir de la secuenciación directa (Técnica de Edman) 

de la fracción 19 de los péplidos aislados de moléculas MHC-I de la línea celular INBL, y 

su homología con fragmentos de proteinas virales. 

Secuencias 
identificadas despuéS 
del análisis de Edman 
de la fracción No. 19. 

Fragmentos homólogos Origen protéico de los % de homología. 

XQ..F P I F L Q E 

XQYEIM.NYE 

XQ..YEI!NYF 

de proteínas virales. fragmentos homólogos. 

NVFPIFLQM 
54 62 

MQYEI!NYM 
338 346 

N J;,.Y El b..N y F 
145 153 

Proteína L 1 de HPV-18 

Proteína accesoria de la 
polimerasa, T6/GS de 
HSV. 

Proteína UL 1 de la cepa 
AD 169 de HCMV. 

85 

85 

85 

Los aminoácidos están simbolizados de acuerdo al código de 1 letra: X, aminoácido no 

identificado; a. Glutamina, F, Fenilalanina; P, Protina; 1, Isoleucina; L. Leucina; N, 

Asparagina; V, Valina; M, Metionina; y, Tirosina; E, Ácido Glulámico. 

_ , residuo no homologado. 

HPV, virus de papiloma humano. 

HSV, virus de herpes simplex. 

HCMV, cilomegalovirus humano. 
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La secuencia XOFPIFLOF presentó homología en un 85% con [a secuencia 54-62 

de la proleina L 1 de HPV-18; el péptido XQYEIMNYF tuvo una homologia del 85% 

con la secuencia 338-346 de la proteina accesoria polimerasa del virus Herpes; 

asimismo, el péptido XOYEIINYF también tuvo homología del 85 % con la secuencia 

145-183 de la proteína de transcripción temprana, ULC1, del citomegalovirus 

humano cepa A0169. Un aspecto interesante, fue el hecho de Que estos péptidos 

presentaron residuos de anclaje reportados para el alelo HLA-Cw4, entre ellos: Phe 

(F) y Met (M) en la 9' posición; Ile (1) en la 6' posición; y Tir (Y) en la 2' y 3er 

posiciones (Johnson et al, 1993; Y Rammensee et al, 1995). Estos resultados abren la 

posibilidad de que estos péptidos pudieran ser candidatos idóneos para inducir la 

respuesta inmunológica mediante este ale[o. 

7.10. La expresión del alelo HLA-Cw4 incrementa en presencia de péptidos 

virales sintéticos. 

Tomando en consideración la posibilidad de que los péptidos identificados a partir de 

la fracción 19, así como sus homólogos de las proteínas virales (Tabla 7.2), 

pudieran ser presentados en el contexto del a[elo HLA-Cw4, se realizaron ensayos 

para determinar su capacidad de unión y estabilidad con la molécula HLA-Cw4. Para 

ello, estos péptidos fueron producidos sintéticamente e incubados con la linea 

celular C1 R, la cual expresa como único alelo detectable en membrana celular a 

HLA-Cw4 (Zemmour et al, 1992). Los péptidos identificados mediante la digestión 

por Edman, fueron sintetizados con el mismo residuo aminoterminal de sus 

respectivos péptidos virales homólogos. Al analizar el efecto de cada péptido, se 

obtuvo que los péptidos de secuencias virales: NEYEILNYF fracción145-153 de la 

proteína ULC-l de HCMV (Figura 7.16 G); NVFPIFLOM fraoción 54-62 de la proteína 

L1 de HPV-18 (Fígura 7.16 H); el péptido MOYEIMNYF (Figura 7.16 F) Y su 

homólogo viral MOYEIINYM de la fracción 339-346 de la proteína accesoria de la 

polimerasa tipo 6/GS de HSV (Figura 7.16 1), indujeron un aumento en la expresión 

de moléculas HLA-Cw4 detectadas por el anticuerpo W6/32 sobre las células C 1 R. 

El mismo nivel de expresión fue obtenido con el péptido FPIFLQMAL (testigo positivo) 

(Figura 7.16 F), el cual, de acuerdo a una predicción por algoritmos se une 

fuertemente al alelo HLA-Cw4. En contraste, los péptidos NQYEIINYF y NQFPIMLOF 

(Figuras 7.16 O Y E), tuvieron un efecto muy pobre sobre el incremento de la 
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expresión de la molécula HLA-Cw4. Por su parte, el péptido irrelevante SIINFEKL, 

específico para el alelo H-2Kb de ratón (Moore et al, 1988), no tuvo efecto alguno en 

la expresión de HLA-Cw4. 

7.11. El peptido 54-62 de la proteina L 1 de HPV-18, estimula la proliferación de 

linfocitos T de donadores con el alelo HLA-Cw4 y positivos para la infección 

con HPV-18. 

Tomando en consideración que las secuencias peptídicas virales estabilizaron al 

alelo HLA-Cw4 en una proporción mayor a la obtenida por los péptidos derivados de 

la secuenciación directa de la fracción 19, a continuación, se procedió a analizar su 

efecto sobre la proliferación de linfocitos T de la donadora con infección de HPV-18 y 

con presencia del alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. así como de donadores normales 

conteniendo el alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. Nosotros observamos que el péptido 

NVFPIFLQM, fragmento 54-62 de la proteína L 1 de HPV-18, fue el único capaz de 

inducir la estimulación de linfocitos en estos donadores (Figura 7.17 A Y B). Este 

péptido no indujo la estimulación de linfocitos de donadores que portaban los alelas 

HLA-Cw1 o -Cw3 (Figura 7.17 C y D). Estos resultados, permiten sugerir fuertemente 

que el péptido NVFPIFLQM de la proteína L 1 de HPV-18 esta siendo presentado por 

la línea celular INBL en una forma restrictiva al alelo HLA-Cw4. 

7.12. Los linfocitos T provenientes de la donadora portadora del alelo HLA-Cw4 y 

con infección de HPV-18, lisaron a las células INBL. 

Con la finalidad de determinar si los linfocitos T obtenidos de la donadora con infección 

de HPV-18 y HLA-Cw4+, asi como de donadores sanos con el alelo HLA-Cw4+ eran 

capaces de lisar a las células tumorales INBL, ambos fueron eslimulados con el péptido 

54-62 de la proteina L 1 de HPV-18, y en seguida se procedió a evaluar su capacidad 

citotóxica sobre las células INBL. Nosotros observamos que sólo los linfocitos T 

derivados de la donadora con infección de HPV-18, fueron capaces de lisar a las células 

INBL (Figura 7.18). Este resultado sugiere fuertemente que el péptido 54-62 de la 

proteina Ll de HPV-18 es un epitope natural presentado en la membrana celular de INBL 

en el contexto HLA-Cw4. 
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Figura 7.16. Péptidos sintéticos derivados de fragmentos de proteinas virales, identificadas 
después de la secuenciación de la fracción 19, estabilizan el alelo HLA-Cw4 en la linea celular 
e1R. El análisis de la expresión de la molécula HLA-Cw4 en la linea e1R en presencia de 
péptidos sintéticos, se hizo de la siguiente manera: (A), control negativo, anticuerpo secundario 
marcado con FITe; (B), control de isotipo (1), anticuerpo monocional anti-e03, ratón anti­
humano. La expresión del alelo HLA-ew4 en la línea línea celular (único alelo detectable en su 
membrana) fue detectado con el anticuerpo monomórfico W6I32 en ausencia de péptido (e), o en 
presencia de péptidos sintéticos (histogramas gruesos), derivados ya sea de las secuencias 
identificadas a partir de la fracción 19 (O, E Y F), o de sus respectivas secuencias virales 
homólogas (G, H e 1) como indicado. El péptido 258-266 de la proteína de ovoalbúmina, 
específico para el alelo de ratón K', fue utilizado como inrelevante (J) ; mientras el péptido 56-64 
de la proteína L 1 de HPV-18, que de acuerdo a la predicción por algoritmos se une fuertemente 
aHLA-ew4, fue utilizado como control positivo (K). 
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Figura 7.17. El péptido 54-62 de la proteína L 1 de HPV-18. estimula de manera especifica a linfocilos T de una donadora con 
infección de HPV-18 y con el alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. Las células C1 R fueron previamente incubadas con 50~M de 
péptidos sintéticos derivados, ya sea de secuencias identificadas después del análisis por Edman de la fracción 19: (1) NOFPIFOF; 
(2) MQYEIMNYF; (3) NQYEIINYF; o sus respectivas secuencias virales homólogas, (4) NVFPIFLOM (54-62 de la proteina L 1 de 
HPV-18); (5) MQYEIINYM (338-346 de la proteína polimerasa de HSV); y (6) NEYEILNYF (145-153 de la proteina UL1 de HCMV). 
El péptido FPIFlOMAl (7). 56.64 de la proteina L 1 de HPV-1B, el cual se une fuertemente a HLA-Cw4, fue también utlhzado; (OVA) 
SIINFEKL (258-266 de la proteína ovoalbúmina) específico para el alelo Kb de ratón, fue utilizado como péptido irrelevante. La 
fracción 19 de péptidos de moléculas MHC-I de INBL (F19), fue usado como control positivo; mientras que las células C1R sin 
péptido (-), fueron usadas como control negativo. Las células C1 R cargadas con los diferentes péptidos, se usaron para estimular 
linfocitos T derivados de 4 diferentes donadoras (A-O). n, desviación estándar de dos experimentos hechos por cuadruplicado. 
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Figura 7.18. Linfocitos T activados de la donadora con infección cervical de 
HPV-18 y con HLA-Cw4.lisaron a la linea celular INBL. Linfocitos T derivados 
de la donadora HPV-18+ y HLA-Cw4+. fueron previamente estimulados con 
la linea celular C1R cargadas con el péptido 54-62 de la proteína L 1 de HPV-
18 (+) o sin péptido (e). Después de 21 días de estímulo. los linfocitos T 
fueron utilizados para evaluar la citotoxicidad sobre oélulas de la linea INBL 
marcadas con 51 [Cr]. Los linfocitos T obtenidos de una donadora con el alelo 
HLA-Cw4 en su haplotipo y sin infección con HPV-18. fueron también 
estimulados con C1 R cargadas con el péptido 54-62 de la proteína L 1 de 
HPV-18(")osinestepéptido (D). 
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8. DISCUSION. 

A.- EXPRESION y FUNCIONALIDAD DE LAS MOLECULAS CALSE I DEL MHC EN 

LAS LINEAS CELULARES DE CARCINOMA CERVICO-UTERINO. CALO E INBL. 

La función principal de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase I 

(MHC-I) es la de presentar. en la membrana de las células blanco (células infectadas por 

virus o células tumorales), péptidos antigénicos provenientes de las proteínas virales y 

oncoproteínas. con la finalidad de que el linfocito T citotóxico lleve a cabo la eliminación 

de las células blanco (Lehner. et al, 1996). Sin embargo, uno de los mecanismos 

utilizados por las células malignas y células infectadas por virus. para escapar al 

reconocimiento inmune. es la pérdida de la expresión de moléculas MHC·I en la 

membrana (Ehrlich. 1995). Esta pérdida puede incluir desde un alelo. un locus o el 

haplotipo completo HLA-A. -B, -C (Connor et al, 1990; Cromme et al, 1993; Cromme et al. 

1994 a, b; y Keating et al, 1995), la cual puede afectar también la respuesta mediada por 

las células NK (Garrido et al, 1997). Esta observación ha conducido a que varios grupos 

de investigación dirijan su atención al estudio de la expresión de las moléculas MHC-I, 

y en su caso, la expresión alélica HLA-A, -B, -e, utilizando anticuerpos que reconocen a 

estas moléculas de manera conformacional (Cromme et al, 1994 a, b; Garrido et al, 

1994). A pesar de ello, poco se sabe acerca de los alelas específicos que pueden ser 

clave en la presentación de los determinantes antigénicos y que en algún momento 

pudieran estar disminuidos, aún ante la presencia de citocinas potenciadoras de su 

expresión (Neefjes et al, 1988; Piccini et al. 1990; Lahat et al, 1989). Por lo que el análisis 

de la expresión de los productos alélicos HLA clase I sobre células tumorales y su 

inducción por citocinas resulta importante. 

En estudios recientes. se ha reportado que alrededor de un 78% de tumores de CaCu 

presentan deficiencias en la expresión de moléculas HLA clase I (Keating et al, 1995). 

estos estudios se basan en técnicas inmunohistoquimicas hechas en cortes histológicos 

de las muestras tumorales. Evidentemente estas técnicas no permiten el análisis de la 

funcionalidad de las moléculas HLA ni su respuesta inductiva a citocinas. En el presente 

trabajo. utilizamos dos líneas celulares de carcinoma cérvico-uterino denominadas CALO 

e INBL. en las cuales encontramos positividad para HPV-18 y baja expresión de los 

alelas HLA-B27 en CALO y -A11 en INBL, en relación a alelos de ta familia -Bw6 

expresados en estas lineas celulares. El primer punto a analizar fue la funcionalidad de 

las meléculas HLA-B27 y -A 11 bajO condiciones que se sabe promueven su expresión en 

la membrana celular, como son: el cultivo celular en presencia de IFN-r (Brown et al, 
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1991; y Eleuteri et al, 1997); cultivo celular a 26"C (Ljunggren et al, 1990; y Rock et al, 

1991); Y el cultivo de las células en presencia de péptidos específicos que estabilizan a 

estos alelos (Elliot et al, 1991; Jardetzky et al, 1991; Benjamin et al, 1991; Kast et al, 

1994; y Malnati et al, 1995). Este análisis permitió encontrar defectos asociados con la 

estabilidad y ensamble de estas moléculas, debidos. muy probablemente a deficiencias 

en la generación de péptidos dando como resultado la inestabilidad de las moléculas 

para viajar hacia la membrana celular. En este sentido, los cultivos celulares a 26"C y el 

rescate de moléculas HLA-B27 y A 11 mediante la introducción de péptidos sintéticos al 

cilosol de las células, favorecieron el ensamble de estas moléculas, reflejtmdose en un 

incremento de su expresión en membrana celular. De igual manera, la adición de 

péptidos específicos para los alelos HLA-B27 y -A 11 en los lisados celulares de CALO e 

INBL, favorecieron su captura durante las inmunoprecipitaciones al utilizar los 

anticuerpos monoclonales específicos. Esta baja expresión de HLA-B27 y -A 11 

encontrada en estas líneas, no se relacionó con una deficiente transcripción de estos 

alelos, puesto que en el análisis de ARNm para estas moléculas, se encontraron 

patrones similares de expresión al de los alelos Bw6 (HLA-B78 para CALO y -B48 para 

INBL), cuya presencia en membrana es mucho mayor a la mostrada por HLA-B27 y -

All. 

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar la baja expresión de moléculas 

MHC en la membrana de las células tumorales (Neef¡es y Ploegh, 1988; Ehrlich, 1995; y 

Keating et al, 1995), entre ellos se encuentran: la deficiencia en la fragmentación de las 

proteínas en el citosol, en donde los proteasomas tienen un papel importante en la 

generación de péptidos antigénicos (Rock et al, 1994); la deficiencia en el transporte de 

péptidos específicos hacia el lumen del retículo endoplásmico. mediante los 

transportadores ABC asociados al procesamiento antigénico (Tap-l y 2) (Restifo et al, 

1993; y Cromme et al, 1994a y b); Y un ensamble inestable de los péptidos con las 

moléculas MHC clase I especificas debido a la generación de péptidos poco afines 

(Powis et al, 1991; Ortiz-Navarrete y Hammerting, 1991; y Spies y DeMars, 1991). 

También se ha postulado que cambios de aminoácidos en la estructura de lasa 

moléculas MHC-I, puedan alterar su expresión en membrana celular (MOller et al, 1994). 

Estos cambios en las secuencias de las moléculas MHC-I, pueden también ser debidos a 

mutaciones puntuales por recombinación génica, O mediante eventos de conversión que 

involucran alelos relacionados (Vargas-Alarc6n et al, 1997). 

La disminución o carencia en la expresión de atgún locus HLA-A Ó 8, o de un alelo 
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específico de HLA clase-I ha sido reportado en un gran número de tumores y líneas 

celulares derivadas de ellos, misma que ha sido asociada con importantes pérdidas en la 

expresión de moléculas que participan en la vía del procesamiento antigénico, y que son 

codificadas en el MHC, tal como las subunidades transportadoras Tap-1, Tap-2, LMP-2 y 

LMP-7 (Restifo et al, 1993; Keating et al, 1995; Singal et al, 1996; Seliger, et al, 1996; 

Maeurer et al, 1996a; Chen et al, 1996; Maeurer et al, 1996b; Kokolopoulou et al, 1996). 

En el caso particular de tumores de CaCu, se ha encontrado que una gran cantidad de 

estos tumores expresan deficiencia en Tap-1 (Cromme et al, 1994a, b; y Keating et al, 

1995). En este estudio, encontramos que las lineas CALO e IN8L mostraron deficiencias 

en la expresión de Tap-1 y LMP-10, en donde pudimos observar que el tratamiento de 

estas células con IFN-y indujo un modesto incremento en la expresión de estas 

moléculas. 

Estos datos en conjunto apoyan la idea de que la expresión deficiente de los alelas 

HLA-B27 en CALO y HLA-A 11 en INBL, esta asociada con defectos en el procesamiento 

de antígenos y en el transporte de péptidos alelo-especificos para unirse adecuadamente 

a estas moléculas HLA clase 1. 

La expresión deficiente de la subunidad catalítica LMP-10 en células tumorales de CaCu, 

de acuerdo a nuestros resultados, resulta ser novedosa puesto que aun no se ha 

reportado tal deficiencia en este tipo de tumor. Recientemente, se ha reportado una 

marcada deficiencia de la subunidad LMP-10 en líneas celulares de neuroblastoma y 

tumores de cáncer pulmonar (Johnsen et al 1998); la deficiencia combinada de LMP-10 

(que se codifica en el cromosoma 16, diferente al MHC), junto con la deficiencia de lMP-

2, LMP-7, Tap-1 y Tap-2 (codificados en el cromosoma 6), llevó a tales autores a 

proponer que existen mecanismos reguladores, diferentes a las mutaciones y deleciones 

de ciertos genes, que conducen al descontrol de los diferentes componentes del 

mecanismo de procesamiento de antígenos para alterar el procesamiento y la 

presentación de anligenos tumorales (Johnsen et al, 1998). Lo cual suponemos esté 

también sucediendo en el CaCu. 

Por otro lado, como se mencionó previamente, en nuestros resultados encontramos que 

al cultivar las células CALO e IN8L en presencia de IFN-y, los alelas HLA-B27 y -A 11 no 

incrementaron su expresión en membrana celular, sin embargo. los alelas relacionados a 

HLA-Bw6 (-848 Y -878) si la incrementaron; este fenómeno, es interesante puesto que 

como es sabido, la adición de IFN-l recupera la expresión de MHC-I en células 

deficientes, al inducir la expresión de moléculas relacionadas con el procesamiento de 

105 



antígenos (IFN-y, Induce la expresíón de LMP-2, -7 Y ·10 así como de PA28 alP Y Tap·s). 

De acuerdo a nuestros resultados, la Inducción de las moléculas Tap-1 y LMP-10 con 

IFN-y fue ligeramente incrementada. pudiendo resultar en una incompleta generación y 

transporte de los péptidos antigénicos de manera especifica. En este sentido, se ha 

reportado que la actividad de los proteasomas tiene un papel importante para el cargado 

de péptidos en diferentes alelas de moléculas MHC-l (Benham et al, 1998); asimismo, se 

ha visto que las subunidades de Tap pueden tener cierta selectividad por epitopos 

definidos; en el caso particular de HLA-B27 se ha encontrado que el aprovisionamiento 

de péptidos para esta molécula depende de la expresión eficiente de los Tap·s (Daniel 

et al, 1998), por lo que una deficiente expresión o inducción de estas subunidades influye 

notablemente en el transporte de los péptidos para ensamblarse a las moléculas 

adecuadas. En adición, la participación de otras moléculas que se asocian a los lap·s 

para favorecer la unión y el acoplamiento del péptido a la molécula MHC-l, como es el 

caso de lapasina y Calreticulina, pueden verse afectadas para llevar a cabo su 

función (Ortmann et al, 1997; Solheim et al, 1997; y van Endert, 1999). 

Por otro lado, la selectividad en la inducción de alelas HLA clase-I con IFN-y, pudiera 

explicar la respuesta deficiente en ciertos tipos de tumores a la terapia con IFN-y (Koop 

et al, 1993). En este sentido. la baja respuesta a la inducción con IFN-y debería ser 

considerada cuando esta citocina es utilizada en las intervenciones inmunológicas. 

Por otra parte, la desregulaci6n de la expresión y función de lap's en líneas celulares de 

ratón, se ha relacionado con la presencia de IL-10 producida por estas mismas líneas 

celulares (Salazar-Onfray et al, 1997). Recientemente, se ha encontrado que tumores 

cervicales producen una mayor proporción de citocinas inmunosupresoras del tipo Th2. 

principalmente IL-4 e IL-10 (Alcocer et al, en prensa, citado en Ganglio et al, 1998); en 

consecuencia, este fenómeno podría estar relacionado con defectos en la expresión y 

función de los lap's, como el reportado por otros autores y el descrito en el presente 

trabajo. 

Por último, tomando en consideración Que nuestros resultados convergen con la 

expresión deficiente de moléculas HLA clase 1 en células de Cáncer cervical, debido 

probablemente deficiencias en la generación y transporte de péptidos específicos para 

ensamblarse con su alelo particular, de acuerdo a las deficiencias de Tap-1 y LMP-10 

observadas en CALO e INBL, apoya la idea de que en pacientes con cáncer cervical, la 

deficiencia en la expresión de moléculas MHC-I resulte en la evasión de la respuesta 

inmune mediada por CTL's y células NK, puesto que estudios recientes han reportado 
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que la insuficiente expresión de algunos alelas que favorecen el reconocimiento de 

CTL's junto con la expresión de alelas que confieren resistencia a la lisis por NK. pueden 

conjugarse para lograr el escape inmunológico de tumores y relacionarse con 

procesos metastásicos (Gavioli et al, 1996; Geldhof el al, 1996; Garrido el al, 1997; y 

Pende et al, 1998). 

B.- OBTENCION DE PÉPTIDOS ANTIGENICOS ASOCIADOS A MOLECULAS MHC-I 

DE LAS LINEAS CELULARES CALO E INBL. 

En estudios previos, las líneas celulares CALO e INBL, fueron utilizadas en ensayos de 

co-cultivo con linfocitos de sangre periférica de estas mismas pacientes. En estos cultivos 

autólogos, se encontró que los linfocitos T sensibilizados durante varios días en 

presencia de rhIL-2, fueron eficientes en lisar a estas células utilizadas como blanco en 

los ensayos de cilotoxicidad INBL (Monroy, 1991). Estos resultados, permitiron sugerir la 

posibilidad de que en la membrana celular de estas líneas se presentaran antígenos 

tumorales, reconocidos por los linfocitos T de las pacientes. Por lo que en este estudio, 

se dicidió explorar la posibilidad de identificar epítopos naturalmente presentados por 

moléculas MHC-I en la membrana celular de las líneas CALO e INBL. 

El uso de las líneas celulares CALO e INBL como modelo para identificar epitopos 

tumorales o virales asociados a moléculas MHC-I, presenta varias ventajas, puesto que 

son líneas celulares muy jóvenes (menos de 50 pasajes), evitando con ello el uso de 

líneas celulares altamente transformadas como es el caso de HELA, Caski, etcétera, 

además de la gran dificultad Que existe en obtener in vitro a células infectadas con HPV 

para ser utilizadas como material biológico de investigación. 

Una manera de identificar a los epitopos asociados al CaCu, ha sido la de utilizar 

vectores virales para expresar alguna proteína de HPV en las células en cuestión; por 

ejemplo en un modelo de células infecladas con virus de vaoonia recombinante que 

portaba la proteina E6 de HPV-16, fue posible identificar al péptido (18-26) de E6, a 

partir de la elución de los péptidos presentados por la molécula HLA-A0201 

(Bartholomeu et al, 1994). De manera similar, también se han identificado varios 

péptidos derivados de la proteína E7 de los virus HPV-6b y HPV-11; o de las proteínas 

E6 yE? de HPV-16 asociados a la molécula HLA-A2 (Tarpey et al, 1994); o medianle el 

uso de péptidos antigénicos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 obtenidos por 
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algoritmos de predicción, para asociarse a moléculas clase I de ratón (Kast et al. 1993) o 

de humano (Ressing et al, 1995). 

En nuestros experimentos, después de analizar la actividad estimuladora de diferentes 

fracciones de péptidos asociados de manera natural a las moléculas MHC-l de CALO e 

INBL, logramos identificar a una fracción de péptidos disociados de moléculas clase I 

del MHC de la linea INBL (HPV-18+, HLA-Cw4+), la cual tuvo la propiedad de estimular 

in vitro a linfocitos T de una paciente con infección cervical de HPV-18 y también 

positiva para el alelo HLA-Cw4. 

Un aspecto muy interesante de este estudio. fue el hecho de que la secuenciación 

directa de esta fracción de péptidos estimuladores. permitió identificar a tres 

secuencias que presentaban alta homología con segmentos de proteínas virales, de 

virus que se han asociado etiológicamente al desarrollo de cáncer cervical, como 

son: el HSV, el HCMV y principalmente el HPV (Peto y zurHausen, 1986). En 

nuestros ensayos encontramos que únicamente el péptido correspondiente a la 

secuencia 54-62 de la proteína L 1 de HPV-18 fue capaz de inducir la estimulación y 

citotoxicidad de los linfocitos T de la donadora con infección para HPV-18. Este 

hecho nos indica que linfocitos T de memoria, específicos para este tipo de 

antigeno de papiloma, están presentes en la sangre periférica de esta donadora, 

como consecuencia de su respuesta inmunológica natural contra la infección del 

HPV-18. 

La respuesta proliferativa de linfocitos T de pacientes con neoplasia intraepitelial con 

infección de HPV-16 y de donadores sanos, ha sido reportada utilizando péptidos de 

las proteínas E6 y E7 de HPV-16 (Kadish et al, 1997) y péptidos derivados de la 

proteína E2 de HPV-16 (Konya et al, 1997). Recientemente se encontró que 

péptidos sintéticos (15aa) derivados de la proteína L 1 de HPV-16 (aa 199-409), 

fueron capaces de estimular línfocítos T de pacientes con displasia cervical (63%) Y 

de controles sanos (45%), en su mayoría C04° y algunos COSo (Shepherd et al, 

1996). En nuestro estudio, encontramos que únicamente el péptido 54-62 de la 

proteína L 1 de HPV-1S indujo una respuesta proliferativa tanto de los linfocitos 

obtenidos de la donadora HPV-1S+ y HLA-Cw4., como de los linfocitos obtenidos de 

una donadora normal que tambíén presenlaba el alelo HLA-Cw4. Sin embargo, sólo 

encontramos citotoxicidad (16%) en los línfocitos obtenídos de la donadora con 

infección de HPV-1S, lo cual nos permite sugerir que en esta donadora la respuesta 

linfoproliferativa producida por este péptido, puede estar asociada con la eliminación 
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de la infección viral. 

En cáncer cervical, es frecuentemente observado que el virus de papiloma se integra 

en el genoma celular, en donde algunas regiones virales como E2 y L 1 son 

eliminadas, dando como consecuencia su baja o nula expresión (Mullocandov et al, 

1996); no obstante recientemente se ha logrado detectar la preseflcia de E2/E1 y la 

proteína L 1 en tumores de cáncer cérvico-uterino avanzado (Berúmen et al, 1994; y 

Taja et al, 1995), sugiriendo que estos segmentos virales también son expresadOS 

COmo formas epi soma les en las células de cáncer cervical. En nuestro caso, 

nosotros recientemente encontramos la presencia de ARNm para la proteína L 1 de 

HPV-18 efl las células de INBL mediante RT-PCR, sugiriendo entonces su 

localización de manera episomal en esta linea celular. por lo que péptidos derivados 

de esta proteína pueden ser presentados por moléculas MHC-I. En nuestros 

resultados encontramos que los péptidos identificados mediante la secuenciación, 

tienen varios aminoacidos que han sido reportados como residuos ancla específicos 

para el alelo HLA-Cw4: Phe (F) y Met (M) en lo novena posición; lIe (1) en la sexta 

posición; y Tyr (Y) en la 2' y 3' pOSiciones (Johson et al, 1993; y Rammensee et al, 

1995). 

Además otro dato interesante en este estudio, fue que al analizar la capacidad de 

estabilización del alelo HLA-Cw4 (en la linea C1R) con péptidos sinléticos, los 

péptidos que provienen de secuencias de las proteínas virales. estabilizan más 

eficientemente a la molécula HLA-Cw4. Estos resultados, nos permiten fuertemente 

sugerir, que péplidos pertenecientes a la proteina L 1 de la cápside de HPV-18, 

están siendo presentados de manera natural, como epítopes. en la membrana de las 

células INBL en el contexto del alelo HLA-Cw4. 

Por otra parte, se ha observado que tumores que expresan el alelo HLA-Cw4 y 

otros de tipo -Cw. presentan resistencia a la lisis por células asesinas naturales 

(Garrido el al, 1997), por lo que sería importante averiguar, en estudios posleriores, 

el papel del péptido 54-62 de la proteina L 1 de HPV-18 en la resistencia de las 

células tumorales de CaCu a la lisis por NK. 
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9. PERSPECTIVAS. 

En el presente trabajo encontramos que la expresión baja de alelos HLA clase I en 

células de cáncer cervical, esta asociada con defectos en la maqUinaria del 

procesamiento de antígenos, debido a la deficiencia en la expresión de las 5ubunidades 

LMP-10 y Tap-1, los cuales tienen un papel importante en la fragmentación de proteínas 

antígénicas a péptidos y en el transporte de estos para unirse a las moléculas HLA clase I 

respectivamente. En estudios posteriores, será importante analizar si restableciendo 

estas subunidades de manera adecuada, la baja expresión de alelos se revierte; ademas 

de saber la participación de la subinidad LMP-10 del proteasoma en la generación de 

péptidos alelo-específicos. También será imprtante conocer si un número importante de 

tumores de cáncer cervical presenta defi~iencias combinadas en la expresión de LMP-10 

y Tap-1 y su asociación con alelos HlA clase 1. Estos datos son de gran relevancia, 

puesto que la baja expresión de algún alelo HLA-clase 1, puede estar relacionada con 

deficiencias en la presentaCión de determinantes antigénicos que pudieran ser blancos en 

el rechazo inmune medido por los linfocitos COS·. Lo cual sería importante considerar, si 

se plantean estrategias para restablecer la respuesta inmune en pacientes con cáncer 

cervical. 

Por otro lado, en nuestro trabajo también logramos identificar, a partir de péptidos 

eluídos de moléculas MHC-I de una linea celular de carcinoma cérvico-uterino (IN8L), un 

péptido antigónieo (secuencia NVFPIFLQM) que pertenece al fragmento 54-62 de la 

proteína L 1 de HPV-18. Empleando a este péptido de manera sintética. se demostró la 

presencia de linfocitos T citotóxicos en la sangre periférica de una donadora con 

infección de HPV-18 y positiva para HLA·Cw4. Consideramos que este hallazgo es de 

gran importancia, puesto que se describe a un antígeno procesado de manera natural por 

células de cáncer cervical, además de que este antígeno proviene de la principal proteína 

de la cápside del HPV-18. La pOSible expresión de péptidos viarales por moléculas HLA 

dellocus C. abre la posibilidad de que estos alelas sean importantes en el reconocimienlo 

inmune mediado por linfocitos T, además sería importante averiguar el papel de estos 

alelas en la resistencia de tumores cervicales a la lisis por NK. 

Por otro lado. poco se sabe sobre las propiedades inmunogénicas de la proteína L 1 de 

los HPV de alto riesgo (HPV-16 • 18 etc) en tumores cervicales avanzados. puesto que 

se sabe que en un porcentaje importante de tumores mantienen segmentos virales de 

esta proteína en forma episomal. En consecuencia sería importante indagar el papel 

inmunogénico de L 1 en este tipo de tumores. 
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Finalmente podemos indicar que existe un gran potencial en la identificación y 

caracterización de epitopos provenientes de proteínas virales de HPV asociadas con 

cáncer cervical, dicha caracterización asociada con alelas HLA clase I de alta frecuencia 

en la población Mexicana, pOdría ser de gran trascendencia para la asignación de 

vacunas específicas para diferentes alelas expresados en las pacientes con CaCu. 
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10. CONCLUSIONES. 

9.1. Existe expresión alélica diferencial de moléculas clase I del MHC en las líneas 

celulares de ctmcer cérvico-uterino CALO e INBL 

9.2. La baja expresión de los alelas HLA·B27 y -A 11 en CALO e INBL respectivamente, se 

asocia muy probablemente con defectos en la generación y transporte de tos péptidos 

hacia el reticulo endoplásmico para unirse con moléculas MHC-I, puesto que estas líneas 

celulares fueron deficientes en la expresión de las subunidades LMP-10 del proteasoma y 

Tap·l. 

9,3. Los ensayos de estimulación de linfocitos T de la donadora (HLA-Cw4+ y positiva 

para HPV-18), con péptidos eluídos de moléculas MHC-I de la línea celular INBL (HLA­

Cw4+ y positiva también para HPV-18), y la identificación del péptido NOFPIFLOF de alta 

homología con la secuencia 54-62 de la proteína L 1 de HPV-18, sugieren la existencia de 

que epítopes virales de HPV-18 están siendo presentados por las células tumorales INBL, 

mediante moléculas MHC-I. 

9.4. La presencia de aminoácidos de anclaje para el alelo HLA-Cw4 en el péptido 

NOFPIFLOF altamente homólogo a la secuencia 54-62 de la proteína L 1 de HPV-18 

(secuencia NVFPIFLOM). y la afinídad mostrada por este último hacia el alelo HLA-Cw4 

expresado en la línea celular C1 R, sugieren que este péptido antigénico se esté 

presentando en el contexto de moléculas HLA-Cw4 en la línea celular INBL. 

9.5. La existencia de linfocitos T citotóxicos contra el péptido NVFPIFLOM en la sangre 

periférica de la donadora (HLA-Cw4+ y positiva para HPV-18), dan una fuerte evidencia 

de respuesta de memoria inmunológica contra un determinante antigénico (péptido 54-62 

de la proteína L 1 de HPV-18) endágenamente procesado por las células de cáncer 

cérvico-uterino INBL. 
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