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1. RESUMEN.

La expresion de molécuias del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase-1 (ﬁﬂc—l)
en la membrana de células infectadas con virus y células tumcrales, es de gran
importancia para mediar el reconocimiento de linfocitos T citotoxicos (CD8') contra estas
células blanco. Los linfocitos T CDB' reconocen péptidos de 8 a 9 aminoacidos que
provienen, en su mayoria, de proteinas degradadas en el citosol de la célula presentadora
de antigeno por el complejo multienzimatico proteasoma. Los péplidos son transportados
hacia el lumen del reticulo endoplasmico {RE) por el dimero formado por las proteinas
Tap1y Tap2, donde se unen a las moléculas clase | del MHC (MHC-I}, para finalmente
viajar a la superficie celular donde cumplen la funcién de presentar el antigeno. Por lo
tanto, [a presentacion de péplidos antigénicos por medio de las molécutas MHC-, es uno
de los aspectos mas importantes en la induccidn de respuesta inmune celular, en donde
los linfocitos T citotoxicos participan en (2 efiminacién de céiufas infectadas con virus y en
la regresion 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 cancer cervical, en
este trabajo, se evalud la expresion de moléculas MHC-I en dos nuevas lineas celulares
de cancer cérvico uterino, CALO e INBL, positivas para la infeccidn con el virus de
papiloma humanc tipo 18. En las células CALO, tas moléculas HLA-B78 (Bw6) se
expresan abundantemente, mientras que la expresién de HLA-B27 es baja; de manera
similar, la linea INBL expresa grandes cantidades de HLA-B48 (Bw6) y bajas de HLA-
A11. En ambas lineas celulares, los alelos de baja expresion no fueron inducibles con
IFN-y; mientras que los de alta expresién si lo fueron, ademas al cultivar a las células a
26°C o en presencia de péptidos alelo-especificos, se restablecid parcialmente la
expresion de HLA-B27 y -A11. En las dos lineas celulares, dicho defecto no esta
asociado con una expresion baja del RNAm de las cadenas pesadas de los alelos
deficientes. Sin embargo, al analizar mediante RT-PCR, la expresién de las subunidades
proteoliticas (LMP-2, -7, y 10} y las subunidades activadoras (PA2Ba y PAZ280) del
proteasoma, asi coma las subunidades transportadoras Tap-1 y Tap-2, se encontrd que
ambas fineas cefulares fueron deficientes en LMP-10 y Tap-1, las cuales fueron
ligeramente restablecidas cuando las células fueron tratadas con IFN-y. Tomando en
consideracidn que en tumores de cancer cervical se ha encontrado una deficiencia
importante de moléculas MHC-l ascciada con la ausencia en la expresion de Tap-1




(aproximadamente en el 30% de tumores), nuestros resuftados permiten sugerr que &
deficiente expresion de moléculas MHC-I en este tipo tumoral, se asocia no sdlo con
defectos en el transporie de péptidos sino también con defecios en la generacién de
péplidos para unirse de manera alelo-especifica a las meléculas MHC-I, afectando su
expresion en la membrana celular. Por otro lado, de la linea INBL, se purificaron
moléculas MHC-1 y se aislaron los péptidos unidos a elias. Una fraccién de estos péptidos,
estimuld a linfocitos T provenientes de una donadora con infeccion por HPV-18 y que
presenta el alelo HLA-Cw4 al igual que INBL. La secuenciacidn de esta fraccion de
péptidos, indica que el péptido antigénico proviene de la region 54-62 (NQFPIMLQF) de fa
proteina L1 de HPV-18 y tiene 10s residuos de union a la molécula HLA-Cw4. Empleando
el péptido sintético: NQFPIMLQF vy la linea celular C1R (solamente expresa moléculas
HLA-Cwd4 en membrana), se demosird la presencia de linfocitos T citotoxicos de ia
donadora HLA-Cw4' y positiva para HPV-18. Estos resultados muestran respuesta de
memoria inmunoldgica contra un determinante antigénico, naturalmente procesado por

células de cancer cérvico-utering, que pudiese ser utilizado con fines terapéuticos.




2. INTRODUCCION.

En los Ultimos afnos la Inmunologia tumoral ha tenido gran importancia gracias al estudio
y caracterizacion de los antigenos de rechazo fumoral, fa cual tiene como base dos
aspecios fundamentales: primero; fa identificacidn de los genes mutados gue codifican
para proteinas reguiadoras y estructurales en diferentes tipos de cancer vy que
constituyen los blancos con potencial antigénico en el rechazo tumoral vy segundo; el
papel de los linfocitos T citotaxicos (LTC's) en la deteccién de péplidos que derivan de
estas proteinas intracelulares mutadas y que son presentagos por moléculas del
Cornplejc Principal de Histocompatibilidad Clase | (MHC-) en la membrana celular
{Zinkernage! y Doherty, 1979).

La habilidad de linfocitos T para reconocer .péptidos antigenos presentados por moléculas
MHC-I, ¥ de conferir actividad protectiva contra tumores, ha sido demostrada en
modeios de ratén (Lurguin et al, 1989; van den Eynde et ai, 1891; y Feltkamp et al, 1993).
Estos modelos han estimulado el interés de varios investigadores para tratar de
identificar a fos péptidos inmunogénicas expresadas en tumores humanas, 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 gt al,
1998). No obstante, la observacion de que un gran nOmere de fumores presentan
deficiencias en la expresion de moléculas MHC- en su membrana, ha originado fa
hipdtesis del escape inmunoldgico, en donde fa ausencia de fa presentacion de antigenos,
potenciaimente reconocibles por linfocitos T, proporciona una ventaja seiectiva a fas
ceiulas mailignas para evitar ser eliminadas (Moller y Hammetling, 1982). Este fendmeno
ha pemmitido dirigir diversos estudios para identificar a los factores que influyen en la
expresion de maléculas MHC-1 en la membrana de las células tumorales. Encontrandose
desde la desregulacién de secuencias promotoras de alelos especificos HLA-A, -B, -C
{Garrido et al, 1997); la desregulacion de los elemenios que participan en la via de
procesamiento y presentacion de antigenos por moléculas MHC-f (Jhonsen ef al, 1998); y
mutaciones puntuales en los péplidos antigénicos (Ellis ef al, 1995, y Ossendorp et al,
1996). Ademas se ha visto que Ia generacion de una respuesta inmune efectiva también
depende, en gran medida de (a secrecion de citocinas que regulan la expresion de
moléculas MHC, vy que son producidas por células aclivadas det sistema inmune (linfacitos
T y macrdfagos), por células infectadas con virus o por células transformadas {Bornstein
et at, 1996).



En ef caso particular del cancer cérvico uterino (CaCu), el cual se ascocia eticlogicamente
con el virus de papiloma humano (HPV), mas del 90% de los tumores de CaCu presentan
infeccion con HPY (van der Brule et at, 1991; y Torroella-Kouri et al, 1998), hace que este
tumor sea potenciaiments antigénico, y en consecuencia, factible de ser estudiado en su
caracterizacion antigénica. No obstante, pocos estudios han side dirigidas para analizar
la expresion de moléculas HLA en células tumorales de CaCu, su reguiacion y su
funcionalidad en la presentacion de antigenos. Par ejemplo, en algunos estudios, se ha
encontrado una asociacién entre 1a deficiencia en Ja expresion de algunos alelos HLA-A 'y
B v la deficiencia de fa subunidad Tap-1 (Cromme et al, 1893; Garrido et al, 1993
Keating et al, 1995); asimismo, la induccion de 1a expresion de moléculas MHC-1 con
citocinas ha sido poco estudiada {Bornstein et al, 1996). También muy pocas  estudios
han sido dirigidos hacia la caracterizacion de péptidos inmunogénicos en CaCu,  por
ejemplo, en uno de ellos, se ha descrito la efucion natural de un péptido enddgeno
derivado de la proteina E6 de HPV-16 a partir de células infectadas con el virus de
vaccinia recombinante portando la informacion de €6 de HPV-16 (Bartholomew ef at,
1994). En otras estudios, la identificacion de péptidos antigénicos se ha realizado por
medio de ia prediccion de péptidos  derivados de las proteinas oncogénicas E6 y £7 de
HPY-16 hacia algunos aleios HLA-A (Ressing et al, 1994; y Kast et al, 1994).

En el presente estudio, se describe la expresion diferencial de moléculas MHC-l en (a
membrana de dos nuevas lineas tumorales de cancer cervical (CALC e INBL), en donde
dos alelos de baja expresion (HLA-A11 en INBL y -B27 en CALO) no son inducidos con
IFN-y, perc son restablecidos parcialmente cuando las células son cultivadas a 268°C o
en presencia de péplidas especificos para ellos. Al analizar la presencia de los
transportadores asi como de 1as subunidades cataliticas y activadoras de los proteasomas
mediante RT-PCR, se encontrd una deficiencia en la expresion de la subunidad Tap-1 y
LMP-10 en ambas lineas celulares. Estos hallazgos, permiten sugerir que (as deficiencias
presentadas en ia maquinaria del procesamiento de antigenos en estas lineas celularas,
pueden influir de manera importante en la generacion y fransporte de péptidos especificos
para alelos de baja expresion, como es ei caso de HLA-B27 y -A11 mostrados por CALO
e INBL. respectivamente.

Por otra parte, se dan fueries evidencias de que fa linea cetular INBL presenta en su
membrana a un determinante antigénico {secuencia 54-62 de la proteina L1 de HPV-18),
gque es naturalmente procesado y presentado en ef contexto de malécutas HLA-Cw4.



3. MARCO TEORICO.

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

3.1.1. Origen de las células blancas del sisterna inmune.

Todos los elementos celulares de la sangre, incluyendo a los eritrocitos que transportan el
oxigeno, las plaguetas que participan en la coagulacion de la sangre cuando existe dano
tisular, y las células blancas del sisterna inmune son llamadas céiulas hematopoyéticas.
Todas ellas derivan de un mismo progenitor o precursor celular comdn llamado célula
madre hematopoyética, la cual se localiza en la médula désea (Whetton y Dexter, 1993).
Debido a la capacidad que tiene esta célula precursora de diferenciarse a practicamente
todos los linajes celulares sanguineos, lambién es conocida como célula madre
hematopoyética pluripotente o totipotente (Till y McCulloch, 1961). La célula madre
hematopoyética, en primera instancia puede diferenciarse en dos tipos celulares mas
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 v
a los megacariocitos que producen plaguetas (Figura 3.1).

Los linfocitos T y B al parecer provienen de un mismo precursor comin; sin embargo, se
distinguen por su sitio de diferenciacion y por sus receptores. Los linfocitos T se
diferencian en el timo, mientras que los B lo hacen en la médula 6sea. Los linfocitos B
efectores despueés de su activacion se diferencian en céluias plasmaticas productoras de
anticuerpos, mientras que los tinfocitos T activados se diferencian a células que malan a
células infectadas con virus o también pueden activar a olras células del sisterna inmune
(Janeway et al, 1997). Los leucocitos que derivan del precursor mieloide, son los
monocitos, eosindfilos, baséfilos y neutrdfilos, los cuales colectivamente son flamados
polimorfonucleares, debido a su forma irregular del nicleo, o también son denominados
granulocitos, debido a que poseen granulos citoplasmaticos y cuyas caracteristicas de
tincidn son diferentes entre ellos. Los monocitos se diferencian a macréfagos, los cuales
al migrar a los tejidos, se convierten en las principales céiufas fagociticas  del sistema
inmune. Los neutrofilos, las mas importantes células fagociticas, tienen funciones
similares a los macréfagos, sin embargo permanecen en e torrente sanguineo. Los
eosindfilos son células involucradas en la inflamacién, mientras que los basofilos que se
localizan en [a sangre, tienen funciones importantes en las respuestas alérgicas.
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Finaimente, los mastocitos, los cuales algunos autores sugieren que derivan de
precursores comunes a los baséfilos, tienen funciones muy similares a ellos; después de
salir de la médula dsea, completan su maduracion en tejidos y se piensa que juegan un
papel importante en |a proteccion de la superficie de las mucosas del organismo, ademas
de liberar substancias que afectan la permeabilidad vascular (lkuta el al, 1992; Lowry y
Quesenberry, 1992; y Morrison el 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 desarrofiado
sistemas adaptativos, entre los cuales el sistema inmune ha permitido a través de la
presion selectiva de agentes infecciosos y parasitarios, prevenir su invasion (Moreno,
1896). La piedra angular del conocimiento inmunolégico es ia distincion entre lo propio y
lo extrafic, una molécula reconocida especificamente por el sistema inmune es un
antigenco o inmunégeno. La antigenicidad es propiedad primordiali de macromoléculas
complejas como proteinas o polisacaridos de alto peso molecuiar. Un antigeno tiene
regicnes reconocidas por el sistema inmune en forma especifica e independiente,
denominadas determinantes antigénicos ¢ epitopos. La inmunegenicidad es la propiedad
de un antigene 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 cientifico australiano MacFariane Burnet quien, retomando ideas de Paul Ehrich,
Niels Jerne y David Talmage, propuso la Teoria de la seleccion clonal, segln la cual: a)
iodos los individuos poseen clonas de células con receptores especificos, idénticos a los
anticuerpos secretados por su progenie; b) cada ciona produce anficuerpos de
especificidad Gnica para cada antigeno; ¢} la especificidad de una clona es determinada
durante la diferenciacion, anies del contacto con el antigeno; vy d} al penetrar al
organismo, un antigeno selecciona {y expande) las clonas especificas contra él.

La Teoria de la seleccién clonal, tuvo su maxima aceptacion gracias a las propuesta
sobre [a recombinacion 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



genes en los linfocitos B. De igual manera, se sabe que ia diversidad y especificidad de
los receptores de los linfocitos T {(RLT), al igual que en los genes de inmunoglobulina,
dependen del rearregio de genes que codifican las regiones variables de ambas cadenas
que los conforman y (Moreno, 1996; vy 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 seleccidén clonal de linfocitos como la
propuesta por MacFarlane Burnet en el siglo XIX. Los sistemas celulares de defensa
con reconocimiento no-clonal son llamados thmunidad 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 © cambia a una particular infeccién (Austyn et al, 1993),
El sistema inmune innato incluye un grupo de leucccitos llamados fagocitos, el cual
comprende al linaje monocito-macréfago y a los polimorfonucleares o granulocitos
(neutrdfilos, baséfilos y eosindfilos). Asimismo, también incluye a ofro grupo de células
llamadas asesinas naturales que son capaces de destruir a células infectadas con virus,
embridnicas o células tumorales. Aunado a ello, el sistema innato también incluye
megacariocitos que producen plaguetas las cuales estan involucradas en la coagulacion
sanguinea y en la respuesta inflamatoria, la cual frecuentemente ccurre cuando hay
alguna infeccidn, conduciendo a los sintomas clasicos de dolor, calor, enrojecimiento e
hinchazén. Las principales tipos celulares vistos en la respuesta inflamatoria en su fase
inicial son los neutrdfilos, seguido por los macréfagos (Raicliffe et al, 1988; y van Furth,
1993).

Cuando el sistema innato fracasa en su intento por detener la invasion de patdgenos o
de la proliferacion de las células tumorales, se pone en marcha el sistema inmune
adaptativo, compuesto por linfocitos T y B, y se caracteriza por la especificidad calular y
la generacién de memoria para contrarrestar el efecto dei patbgeno en un segundo
ataque (Roitt, 1991). La activacidon de los linfocitos, depende criticamente de su
interaccién con células fagociticas quienes ademas de procesar, muesiran fragmentos de
antigenos a los linfocitos (Abbas et al, 1991).



Los linfocitos B y T, que maduran en la médula 6sea y en el timo respectivamente,
pueden generar cientos de variantes de sus receptores por medio de la recombinacion
de los genes que codifican para sus receptores. Entonces cada linfocito lleva receptores
con s6lo una especificidad, la cual es diferente entre uno y ofro linfocito (Janeway et al,
1997). Por tanto, los millones de linfocitos en el organismo  pueden dar lugar a millones
de especificidades y sdlo aquel linfocito que encuentra un antigeno para €l cual su
receptor se une, serd activado a proliferar y diferenciarse a células efectoras, Por lo tanto,
la especificidad dada en la respuesta inmune adaptativa se basa en la teoria de la
seleccion clonal propuesta por McFarlane Burnet. La respuesta inmune adaptativa esta
dada por dos vias de reconocimiento antigénice llevadas a cabo por los linfocitos By T,

los cuales confieren ia inmunidad humoral y celular respectivamente.

3.2.2. Inmunidad humoral e inmunidad celular.

La respuesta inmune humoral, se lleva acabo por medio de la generacion de anticuerpos
o inmunoglobulinas gue son las moléculas receptoras y efectoras de los linfocitos B (Roitt,
1991; Paul, 1993; vy Janeway et al, 1997). Las inmunoglubulinas son proteinas en forrma
de “Y", y estan constituidas por cuatro cadenas polipeptidicas: dos pesadas{H) con un
peso de 50 a 70 kDa y dos ligeras (L) con un peso de 23 kDa, que en conjunto,
constituyen un mondémero de inmunoglobulina.

Las regiones constantes de las cadenas pesadas, son codificadas por segmentos génicos
contiguos con propiedades funcionales diferentes, la unidén de estas cadenas con una
cadena ligera (x o A)constituyen un isotipo; en el humano existen 5 diferentes isotipos de
anticuerpos (IgM, 1gG, IgA, IgE e IgD) los cuales tienen prapiedades biologicas distintas,
como es el caso de IgM, 1gG3 e 19G1 que activan el complemento, y de IgM e 193G que
aglutinan bacterias y precipitan antigenos solubles haciéndolos méas accesibles a las
células fagociticas {Weissman et al, 1993; y Nossal, 1993; Abbas et al, 1994; Moreno,
1996; y Janeway et al, 1997).

Los anticuerpos detectan, neutralizan y eliminan a los invasores extrafos, bacterias o
virus por medio de las proteinas del complemento; también recubren a fos patdgenos
(opsonizacion) de tal forma que puedan ser fagocitados por los macrdfagos o Células
Presentadoras de Antigeno (CPA) y posteriormente procesar y presentar a los antigenos
(Paul, 1993; y Moreno, 1996).

Un anticuerpo es concebido como una proteina producida como el resultado de la
introduccién de algun antigeno y que liene la capacidad para combinarse con el antigeno



que estimuld su produccion, Para su reconocimiento, los antigenos deben estar
dispuestos en sitios accesibles, ya sea, en silios extracelulares como en el suero, en
forma de secreciones del patogenc o bien el patdgeno completo (bacterias y algunos
virus) (Nossal, 1993; Abbas et al, 1994; y Doherty et al, 1994). La maduracién de la
respuesta inmune ocurre en los centros germinales, localizados en los 6rganos linfoides
(v.g. ganglios linfaticos). Es en los foliculos linfoides donde los linfocitos B virgenes son
inducidos a diferenciarse y a proliferar mediante la ayuda de células dendriticas y
linfocitos T para que finalmente se constituyan como células productoras de algin isotipo
de Inmunoglobulina {Maclennan, 1994).

Por otro lado, el sistema inmune ha desarrollado una via mediante la cual se pueda
combatir a los patgenos 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 Ia
“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 fenotipicamente en el timo a partir de un
precursor (timocito), originado en la médula 6sea. Anatomica y funcionalmente, el timo se
divide en dos regiones: la Corteza, donde ocurren la mayoria de los eventos de
diferenciacion de los linfocitos T; y la Médula donde ocurre la seleccion negativa. Cuando
se localizan en la Corteza, los timogcitos llevan a cabo el rearregio de sus genes para
conformar tas dos cadenas (o y f8) que forman su receptor RLT, ademas de expresar el
complejo CD3 (formado por varias cadenas palipeptidicas conocidas como y, 3, &, § { 2x},
N}, vy los marcadores CD4 y CD8 (Clayton et al, 1990, Jeffrey et al 1992; Christmas et al,
1993; Bevan et al, 1994, y Heemels et ai, 1995).

Los linfocitos T que han adquirido los marcadores CD8 y CD4, llamados también dobles
positivos, entran a un procesc denominado seleccion positiva, que depende de moléculas
del Complejo Principal de Histocompatibilidad clase | y il (MHC-I/) presentes en la
superficie de las células epiteliales situadas en la corteza timica. La seleccidn positiva en
el timo, permite obtener el repertoric de linfocitos T con que ha de contar un individuo
{Campbeli et al, 1993; y Jameson et al, 1995). Debido a que los rearreglos del RLT son
aleatorios, surgen timocitos con RLT que pueden reconocer moléculas del MHC propias y
extrafias; al mismo tiempo, se da la seleccion de timocitos con un solo marcador, ya sea
CD4" o CD8", y los timocitos dobles positivos mueren por apoptosis {(Robey et al, 1991).



A continuacian, los timocitos resultantes pasan por un proceso denominado seleccion
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
procesc de seleccion, menos del 5% de los timocitos sale al torrente sanguineo como
linfocitos T maduros {Austyn et al, 1983; y Robey et al, 1994). Los timocitos que
reconocen antigenos mediante moléculas clase | del MHC permanecen y maduran como
CD8&’, mientras que los limocitos que reconocen antigenos mediante moléculas clase |l
del MHC maduran como CD4".

Los linfocitos T citotdxicos {LTC), preducen citocinas como 1L-2, IL-3, IL-4, iL-5, IL-6,
IFN-y, TNF-a y tienen como cualidad !a de producir y secretar vesiculas que llevan en
su interior moléculas con gran potencial litico y dirigirlas  hacia ta célula infectada o
transformada {célula blanco) {Squier et al, 1994; Berke, 1994; Berke, 1995; y Peralta el al,
1995).

los timocitos que maduran y mantienen la expresion de CD4’, se conocen como
linfocitos T cooperadores (Robey et al, 1991). Los linfocitos CD4* maduros después del
contacto inicial con el antigeno secretan predominantemente IL-2 y se consideran
indiferenciados (CD4* o ThO);, con el tiempo estos linfocitos se subdividen en dos
pohlaciones de finfocitos y se distinguen por las citocinas que producen para amplificar la
respuesta contra el antigeno. Los linfocitos T CD4" tipo! (Th1) secretan principalmente
IFN-y, IL-2 y TNF-B y proliferan en respuesta a IL-2, favereciendo asi la inmunidad celular
y los fenémenos inflamatorios. Los linfocitos T CD4" tipo 2 (Th2) secretan 1L-4, IL-5, IL-6,
iL-10 e IL-13, proliferan en respuesta a IL-2 o |L-4 y favorecen {a inmunidad humoral;
ambas poblaciones secretan IL-2, IL-3 y Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos
y Macrifagos (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.
ta respuesta inmune celular levada a cabo por los linfocitos T, posee diferentes
mecanismos para eliminar infecciones producidas por patégenos 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 citotdxico CD8+, mientras
que los patdgenos y sus productos que residen en en los campartimentos vesiculares
son detectados por los receptores de los linfocitos CD4+. La generacion de péptidos a



partir de un antigeno intacto que radica en cualguiera de los compartimentos
infracelulares, es referida como procesamiento de antigenos, mientras que la disposicion
de estos péptidos en la membrana celular a través de molécutas MHC, es referida como
presentacién de antigenos (Moreno, 1996; y Janeway et al, 1997).

3.3.1. Moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad.

Las moléculas MHC son glicoproteinas que se expresan en la membrana celular y son el
producto de un conjunto de genes altamente polimdrficos, los cuales se localizan en el
brazo corto del cromosoma 6 en e humano (York et al, 1996); esta regién ha sido
denominada HLA (Human Leukocyle Antigens), por haber sido iniciaimente 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 proteinas ha sido dilucidada a padtir del andlisis
cristalografico por rayos X de la estructura tridimensional de las moléculas del MHC v ha
permitido clasificarias en dos grandes clases:

- Clase |: 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 B,-microglobulina (B,m). La parte
extracelular de la cadena pesada se encuentra crganizada en fres dominios giobulares
denominados a,, o, ¥ 0, Anclando a la molécula, en la membrana ciloplasmica, se
encuentra una pequefia seccion hidrofobica, y cercana a ella se encuentra una corta
secuencia hidrofilica citoplasmica en el extremo carboxilo terminal. La B;m y la region o,
tienen una conformacion similara a 1a de los dominios de inmunoglobulinas en cuanto a
su patron de plegamiento. Por otra parte, los dominios a, ¥ «, presentan una estructura
compuesta de dos hélices o extendidas, sobrepuestas sobre una base compuesta por
laminas p-plegadas entrecruzadas entre si, formandose con ello una pequeria cavidad en
donde se alcja el péptido antigénico (Bjorkman et al, 1987a.,b; Garret et al, 1989; Saper et
al, 1991; Fremont et al, 1992; y Madden et al, 1992), (Figura 3.2).

- Clase II: Las moléculas MHC-II son, al igual que las moléculas de MHC |, glicoproteinas
transmembranales, que estan conformadas por dos cadenas polipeptidicas: una cadena
alfa (o) con peso molecular de 32,000-34,000 Da y una cadena beta (B) con peso de
28,000 Da. Estas moléculas tienen una considerable homologia secuencial con las
motéculas clase | del MHC, en donde los dominios o, ¥y B, los cuales son los mas
cercanos a la membrana celular, asumen el patrén de plegamiento de Jas
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inmunoglobulinas; mientras que los dominios a, y B, imitan a los dominios o, y a, de las
moléculas MHC-| para formar la cavidad en donde se aloja el péptido (Brown et al,
1993a) (Figura 3.2).

3.3.2. Expresidn de moléculas MHC entre los diferentes tejidos.

Las moléculas MHC-1 y MHC-It, son expresadas de manera diferencial entre los
diferentes tejidos: esenciaimente, todas las células nucleadas expresan moléculas MHC-,
las cuales se expresan abundantemente en células linfoides, en menor cantidad en
higado, pulmon, rifidn; y en muy poca cantidad en el cerebro y musculo esquelético
(Tabla 3.1) (Germain et al, 1983; Germain, 1994, Heemels et ai, 1995; y Janeway et al,
1997). Las moléculas de clase Il se encuentran mas restringidas, encontrandose
asociadas especialmente a los linfocitos B, Células Presentadoras de Antigenos (CPA’s)
como son: Células de Lanhergans, dendriticas foliculares, macrofagos y células
epiteliales del timo (Tabla 3.1) (Unanue et al, 1987; Neefles et al, 1992; y Moreno, 1996).
En humanos, los linfocitos T activados expresan moléculas MHC I, mientras que en raton
la expresién de moléculas MHC-Il puede ser inducida, utilizando péptidos virales

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

Tabla 3.1. Expresion de moléculas MHC-I en diferentes tejidos. Tomado de Janeway et
al, 1997.

TEJIDO MHC clase | MHC ciase Il

Tejidos linfoides

Linfocitos T 4+ +
Linfocitos B ++ .
Macréfagos Fows ++
Células de Langerhans +4+ e,
Células epiteliales cel timo + i+

QOtras células nucleadas

Neut rofilos +t -
Hepatocitos + -
Rifén + -
Cerebro +

Células no nucleadas

Eritrocitos - -
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CADENA Y CADENA (Y CADENA 3

MHC-] MHC-1i

Figura 3.2, Estructura de las moléculas clasel y Clase |l del Complejo Principat
de Histocompatibilidad. Las moléculas MHC-| estan constituidas  de una cadena aita,

subdividida a su vez en tres dominios alfa y la cadena beta 2 microglobulina. El sitic de

unién del péptido (P) 1o conforman los dominios alfa 1 y alfa 2. Por su parte las moléculas

MHC-it tambidn estédn constituidas por dos cadenas, aifa y beta, subdividigas cada una
por dos dominios, en asta molécula al péptido se une a la cavidad formada por el dominio
alfa 1 y beta 1.



3.3.3. Etapas del procesamiento y presentacion de antigenos por moléculas MHC-.
Se han descrito 4 diferenles etapas que forman parte del mecanismo de procesamiento y
presentacion de antigenos por medio de moléculas MHC-I; para fines de la presenie
tesis, se describiran Unicamente las etapas que intervienen en el procesamiento y
presentacion de anligenos por molécuias MHC-l. Las etapas son las siguientes: A)
generacion de péptidos en el citoplasma; B) transporte de péptidos hacia el interior del
reticulo endoplédsmico; C) estabilizaciéon y ensamblale de moléculas MHC-; y D)
glicosilacién del complejo MHC-I/péptido y su transporte a la membrana celular (Figura
3.3).

A}.- Generacidn de péptidos.

La principal fuente péptidos que se unen a moléculas MHC-I, deriva de proteinas
sintetizadas por los ribosomas celulares. No obstante, las proteinas introducidas en &l
citosol, ya sea de manera artificial o durante el proceso de infeccion viral o bacterial,
pueden también contribuir a la generacion 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 proteolitica que ocurre en el citosol, es atribuida a los
preteasomas, quienes se encargan de digerir a las proteinas citosdlicas 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  multicatalitico con un peso molecular entre 650 a 700
kDa (Goldberg et al, 1992). Basado en el coeficiente de sedimentacion, este complejo es
referido también como 20S. La obtencién y purificacion de proteasomas a partir de
Thermoplasma acidophilum, permitié determinar la estructura cilindrica de este complejo
mullienzimatico, 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 B y las subunidades que componen a los
anillos de los extremos, son las subunidades o (Ldwe et al, 1995; y Yang et al, 1596).
Cada una de las subunidades deriva de un gene distinto y su peso molecular se
encuentra entre 21-31 kDa. Las subunidades [ de los proteasomas 20S, pertenecen a la
familia de las hidrolasas, las cuales cortan en la porcion N-terminal (Ntn) de las
proteinas (Brannigan et al, 1995). Al caracterizar ia especificidad al substrato, se ha
demostrado que el proteasoma también corta en los extremos carboxilo terminal de
residuos de aminoacidos hidrofébicos, basicos y &cidos {Heemels et al, 1995).
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Figura 3.3. Etapas del procesamiento y presentacion de antigenos por moléculas MHC-1. A) Generacién
de péptidos en el citoplasma; B) Transporie de péptidos hacia el interior del reticulo endoplasmico;
C) Estabilizacion y ensamble de moléculas MHC-, y D) Glicosilacion del MHC-1 y transporte a la

membrana. Para detalles, ver texto. Tomado y modificado de Garrido et al, 1993; Groettrup et al, 1996;

Yang et al, 1996; y Tanaka et al, 1997. y



Muy recientemente, a partir de pituitaria de bovino, se caracterizaron cinco diferentes
especificidades de peptidasa de los proteasomas ceiulares, siendo estas: 1. Actividad
semejante a quimiotripsina (ChT-L); 2. semejante a tripsina (T-L); 3. peptidilglutamil-
péptido-hidrolizante (PGPH); 4. preterencia por aminoacidos ramificados {BraaP), y 5.
preferencia por aminoacidos neutros pequefios (SNAAP), (Orlowski et al, 1993; y Eleuter
et al, 1997).
Las subunidades cataliticas mas conocidas del proteasoma corresponden a dos
polipéptidos de bajo peso molecular, conocidos como LMP-2 y LMP-7. Ambas pertenecen
a la familia de las subunidades §. Los genes que codifican a estos LMP’s se encuentran
localizados dentro de Ia regién del MHC-!1, muy cercanos a ios genes que codifican para
los Transpertadores Asociados al Procesamiento de Antigenos (Tap’'s) (ver adelante), su
limitada naturaleza polimérfica y su expresion inducida por el IFN-y, son propiedades
compartidas por la mayoria de los componentes que se encuentran involucrados en la
presentacion de antigenos (Brown et al, 1991; Glynne et al, 1991; Kelly et al, 1991;
Martinez et al, 1991 y Ortiz-Navarrete et al, 1931a; y Yang et al, 1992). Se ha observado
que los LMP’s pueden aiterar la actividad proteolitica del proteasoma y favorecer la
generacién de péplidos que se asocien a moléculas MHC (Martinez et al, 1991,
Niederman et al, 1995; y Groettrup et al, 1996b). De hecho, se ha visio que deficiencias
en la expresion de las unidades enzimaticas de los proteosomas LMP-2 y LMP.7 en
ratones desprovistos de estos genes “Knock out”, conduce a cambios importantes en la
presentacion de péptidos anligénicos y por tanto en la generacion de respuesta inmune.
La carencia de LMP-7 conduce a una disminucién en {a expresién de moléculas MHC
clase | en la superficie celular (25-45% de reduccidn), influyendo de esta manera en la
disponibilidad de péptidos restringidos por moléculas MHC clase | para ser reconocidos
por linfocitosT CD8+ (Van Kaer, et al, 1994, Fehling et al, 1994; y van Endert, 1996). Por
su parte, la eliminacién del gene LMP-2 afecta la produccion de distintos epitopes; va
que proteosomas extraidos de células de bazo e higado de ratones mutantes, presentan
una menor proporcion de residuos basicos e hidrofdbicos y un considerable aumento de
residuos &cidos. La infeccién con virus de influenza en ratones con carencia de LMP-2,
manifestd una reduccidn de 5-6 veces la frecuencia de precursores CTL (Heemels et al,
1995).
" El nivel de expresion 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 exposicion de las células

a IFN-y resulta en la induccién de los proteasomas 20S en donde las subunidades
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constitutivas, X(MB1) y Y{3) son reemplazadas con LMP-2 y LMP-7 (Belich et al, 1994; y
Woodward y Monaco, 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, 1986; y Groettrup et al, 1996b).
Otra forma de proteasoma es la 26S, constiiuida basicamente por el proteasoma 205 y
otras subunidades adicionales, por ejemplo el activador PA28 (también referido como
regulador 113) cuyo peso molecular es de  29-31kDa. Mediante microscopia electrénica,
se ha visto que PA28 se une en un extremo del proteosoma 20S; asimismo, este compite
con otro regulador, el 19S, el cual se une también al proteosoma 20S para conformar el
proteoscma 265 que en conjunto pesa alrededor de 1,500 kDa (Hoffman et al, 1984). E!
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 v PA283 estan presentes en iguales proporciones en los
anillos del activador PAZ8 (Mott et al, 1994). Se ha vislo que los activadores PA23 y el
regulador 195 estan en equilibrio dindmico con el proteasoma 205, de hecho ambos
activadores sinergizan con las subunidades LMP-2/LMP-7 para aumentar fa protedlisis
justamente después de la presencia de un aminoacido hidrofébico en ta secuencia de la
proteina blanco (Hoffman et al, 1994; Ustrell et al, 1995; y Groettrup et al, 1996a). En
adicidn, otros investigadores han purificado y caracterizado un complejo de 700kDa
compuesto de 16 polipéptidos, llamado PAT700, este complejo tiene actividad ATPasa y
contiene multipies subunidades con secuencias concenso para unir ATP. Este modulador,
aumenta la actividad de! proteasoma 20S en un factor de 8. Un posible pape! atribuible a
PATO0 y otros moduladores, es que este complejo puede asistir en el desdoblamiento y
la degradacion potencial de susiratos (Ma et al, 1984; y DeMartino et al, 1896).

l.a degradacion de muchas proteinas celulares es iniciada per su modificacion con un
polipéptido pequefio llamado ubiquitina (Ub); la ubiquitina, se une medianfe un entace
isopeptidico, 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 activadera de la ubiquitina; E2, enzima
acarreadora de proleinas; y E3, ligasa de la Ub-proteinas. De esta manera, la ubiquitina
marca a las proteinas para su posterior degradacion por el complejo 265 (Groettrup et al,
1996b). La identificacién de inhibidores  dipéptido y tripeptido-aldehidos sobre la
actividad enzimatica de los proteasomas, did evidencia directa (in vivo) del papel de



estos complejos multicataliticos en la generacion de péptidos antigénicos a partir de
proteinas celulares (Rock et al, 1994). Las subunidades reguladoras del proteasoma 208
estan constituidas por varias proteinas accesorias para favorecer la degradacion de las
proteinas blanco-ubiquitinadas: estas incluyen a un receptor de Ub (Rub), el cual
funciena como un sitio de unién para cadenas multiubiquitinadas (Deveraux et al, 1994); y
una isopeptidasa, para la reutilizacién de residuos de ubiquitina (Hochstrasser, 1995}).
Ademds, las unidades reguladoras también contienen, al menos seis distintas, pero
relacionadas, proteinas de la familia de las ATPasas, se piensa que estas ATPasas
interactian con las subunidades a del proteasoma 20S (Tanaka et al, 1997). Después de
la degradacion de las proteinas blanco a péptidos, los péptidos deben ser protegidos del
ataque de exopeptidasas citosélicas y dipeptidil-peptidasas que los hidrolizan a
aminoacidos libres; se piensa que uno de los candidatos idoneos en la proteccion de los
péptidos sean las proteinas de choque térmico (Hsp 70/90), las cuales normalmente
funcionan como proteinas chaperonas que se asocian a las proteinas de reciente
sintesis en el citosol y también son las responsables de promover el correcto ensamblaje
de la cadena alfa y ,m en el reticulo endoplasmico, (Tanaka et al, 1997).

Por otro lado, recientemente se han descrito algunas proteasas adicionales que participan
en el procesamiento de antigenos. La presencia de diferentes proteasas fue inicialmente
propuesta por Elliot y sus colaboradores al estudiar la naturaleza de los aminoacidos que
preceden al residuos amino-terminal de los péptidos que derivaban de una proteina
nativa, de la cual se habian identificado 64 epitopos presentables por moléculas MHC-)
(Elliot et al, 1995). Este grupo de investigadores, observd que los péplidos, obtenidos de
la degradacion de esta prateina, eran cortados de manera azarosa. Al no obtener una
secuencia logica de los epitopas, postularon la existencia de otras proteasas, las cuales
pudieran estar participando en el citosol o en el lumen del reliculo endoplasmico. Mas
tarde, con ayuda de una vaccinia recombinante gque codificaba para péptidos de 12
aminoacidos, un tamafio inapropiado para unirse a las moléculas MHC-I, se pudo lograr la
obtencion de secuencias de péptidos de 9aa en células deficientes de Tap’s. Asimismo,
la presencia de la  dipeptidil amino-proteasa expresada simultAneamente y dirigida al
interior del reticulo endoplasmico, condujo a un incremento en la produccion de péptidos
en el lumen del reticulo endoplasmic (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 generacion de péptidos (Rock et al, 1994).
Otros grupos de investigadores, han descrito varios tipos de actividad enzimatica
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(endopeptidasas, carboxipeptidasas ademas de las aminopeptidasas} que cortan en
diferentes posiciones de la proteina blanco, al analizar la digestion de fragmentos de

nucleoproteinas en el RE (Heemels et al, 1895).

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

El proceso de translocacion de los péptidos citoplasmaticos al RE y al cis-Golgi ocurre
principalmente por un heterodimero constituido por las proteinas denominadas Tap-1 y
Tap-2 con un peso de 76 kB y 70kD, respectivamente (Kleiimeer et at, 1992, Nefjes et al,
1993a; Androlewickz et al, 1993; y Shepherd et al, 1993). La distribucion subcelular de
estos transportadores, realizada por microscopia inmunoelectrénica y analisis confocal en
RE y cis-Golgi, es consistente con la localizacién de moléculas MHC-1 en esle sitio
{Kleijmeer et al, 1992).

Las subunidades Tap-1y Tap-2 estan asociadas de forma no covalente, cada proteina
tiene 6 dominios transmembranales y un dominic dependiente de ATP, este ultimo se
encuentra orientado hacia el citoplasma (Figura 3.4} (Trowsdale et al, 1990; y York et al,
1996). Los genes que codifican para estas dos proteinas con actividad
transportadora de antigenos procesados, son homologos a la familia de genes que
codifican para proteinas 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 al, 1996).

Después de que el péptido sale del proteasoma, éste es liberado cerca de los Tap's para
poder ser bombeado ai RE. La unién del péptido al Tap es independiente de ATP, pero en
la traslocacion del péplido al RE, es requerida la hidrolisis del ATP (Howard, 1995).

La impertancia de los Tap's en {a via de procesamiento y presentacién por moléculas
MHC-|, fue determinada al observar que en lineas célulares defectuosas en el transporte
y presentacion de antigeno, al transfectarles los genes de Tap-1 y Tap-2, la expresion de
moléculas MHC-I fue reestablecida (Hosken et al, 1990; Monaco, 1992; y Momburg et al,
1994a,b,c).

En estudios realizados in vifro, con membranas microsomales provenientes de células
npormales, se pudo demostrar que las subunidades de Tap son escenciales para
translocar péptidos antigénicos al lumen microsomat para asociarse con moléculas MHC-
I, no obstante en membranas provenientes de células muiantes de Tap’s no fue posible
observar dicho transporte de péptidos (Koppelman et al, 1992).
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Figura 3.4. Esquema de las moléculas asociadas al procesamiento de antigenc Tap-1 y
Tap-2. El heterodimero tiene dos sitios dependientes de ATP que estan orientados hacia
el citosol, cada proteina tiene seis dominios transmembranales (TM).
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El tamafio de los peptidos transportados por los Tap's, también ha sido demostrado en
ensayos /n vifro, en donde se ha encontrado gque los Tap's tienen una preferencia a
transportar péptidos de entre 8 y 15 residuos aminoacidos, no obstante se ha encontrado
que péplidos de mayor longitud (8-33 aminoacidos) pueden ser transportados y
posteriormente asociados con motéculas HLA-B27 (Momburg et al, 1894c).

Por ofro lado, algunas investigaciones se han enfocado a tratar de encontrar los sitios
especificos donde los péptidos son reconocidos por los Tap's. Algunos investigadores
han utilizado ensayos de union de péptidos para medir 1a afinidad por el Tap, utilizando
una gran cantidad de péptidos y variantes de ellos. Otros han encontrado sitios
especificos de union, en donde los grupos de aminoacidos hidrofobicos en la posicién 3
{P3) del péptido son preferidos por los Tap's, al igual que los residuos hidrofobicos o
cargados en la posicion P2 (van Endert et al, 1995 y Androlewicz et al, 1996). El uso de
péptidos fotomarcados, ha permitido detectar una estrecha asociacidn entre fos Tap's y
los péptidos, ya que durante el paso de péplidos al RE se pudo revelar que tanto el
Tap-1y el Tap-2 participan en la translocacién de los peptidos (Nijenhuis et al, 1996a,b),
sugiriendo que el sitio de unidén del péptido estd conformadec por ambos Tap's
(Androlewicz et al, 1992). Los Tap’s expresados de manera individual, no mostraron
fotomarcado, o que indicd que ambas subunidades deben estar presentes para que el
peptido sea translocado hacia ¢! interior del RE (Russ et al, 1995; y Nijenhuis et al,
1996a).

Los aminoacidos que intervienen en la unién de los péptidos con los Tap's, son
denaminados “meotifs” o aminoacidos ancia; por lo general se encuenfran en las
posiciones N-terminal y C-terminal de los péptidos y son especificos para cada uno de
los alelos de las moléculas MHC-l. Los alelos de Clase-| que prefieren un aminoacido
ancla o “motif", predicen la unién con el Tap, por ejemplo, la prolina es caracteristica de
la posicidn 2 en los epitopes 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 unidn de péptidos
con los Tap's; dos con el Tap-1 vy dos con el Tap-2. Estos sitios de uniéon se encuentran
localizados en regiones de las cadenas transmembranales (TM} conacidas como TM-6 vy
TM-5 de ambos Tap's {figura 3.4) y en sus continuaciones extramembranales (Nijephuis
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 ABC de proteinas de resistencia a multidrogas y en canales de
cationes {Catteral, 1994).

Los péplidos podrian ser unidos por la entrada citosélica del poro, los cuales serian
rodeados por los restantes segmentos TM, permitiendo que mditiples regiones entren en
conlacte con los péptidos simultdneamente (Nijenhuis et al, 1998b; y Nijenhuis y
Hammerling, 1997},

En otros estudios, se ha observado una interaccion fisica entre el comgplejo Tap vy el
complejo cadena pesada/3,m, al parecer esta interaccion es mediada por la subunidad
Tap-1 (Suh et al, 1984; y Ortmann et al, 1994). La disociacidn del transportador con la
molécula clase | coincide con 1a salida del complejo MHC-{/péptido del RE, y al menos /in
vifro, esta disociacién puede ser inducida por la adicion de péptidos. E! transportador se
une a complejos pre-ensamblados dnicamente, ya que no se ha delectado asociacion
entre cadenas pesadas libres vy los Tap’'s. Estas observaciones sugirieron la posibilidad
de un encauzamiento metabdlico para el llenado de moléculas de clase | con péptidos, lo
cual se lograria colocando a las recién sintetizadas moléculas de clase 1 en estrecha
proximidad con el Tap-1. Recientemente se describi® a una proteina denominada
tapasina (ver adelante), la cual actia como puente de unién entre el Tap-1 y el complejo
fromado por fi,m/cadena alfa. Esta asociacion, ademas de conferir estabilidad, ayuda a
que la implantacion del peplido en Ja cavidad que forman los dominios a1 y o2 de las
moléculas de clase | pueda ser facilitada, y de esta manera evitar la dilucion, salida dei
RE, o bien la degradacion de los péplidos por enzimas localizadas en el RE (Vinitsky et
al, 1997).

Por otro lado, las variantes alélicas de Tap's pudieran estar implicadas en varias
enfermedades. Antes de |a identificacién molecular de los Tap’s, en rata se descubrid un
locus polimérfico en la region del MHC clase 11, el cual fue capaz de alterar la capacidad
antigénica y bioquimica de una molécula MHC- en rata, la molécula RT1A® {Livingstone
et al, 1989; Livingstone et al, 1991; y Powis et al, 1991). Mas tarde se describid que dos
variantes llamadas modificadoras del locus clase | (cim® y cim®) eran los responsables de
estas alteraciones. En presencia del alelo cim® , las moléeculas clase | RT1A? son
rapidamente transportadas a la superficie celular; mientras que en presencia del alelo
cim®, el transporte de RT1A® es deficiente y el reconocimiento por ciertas células T es
inhibido. De hecho, la variacion alélica de Tap-2 en rata altera el comportamiento de la
molécula RT1A®. Los péptidos asociados con moléculas clase | RTtA®* producidos por
células con cim?® o cim®, presentan diferentes patrones de elucion, por ejemplo, aquellos
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provenientes de cim® fueron mas hidrofilicos. Estos resultados establecieron que la
variacion alélica en fos 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 ratdn parece ser mas limitado y tienen poco o ningdn
efecto en la especificidad de translocacion (Schumacher et al, 1994b; Marusiana et al,
1997, y Daniei et al, 1997). Para el ratén se han identificado 4 alelos de Tap-1 y 7 alelos
de Tap-2 (Gaskins, 1992). Asimismo, mediante analisis de cadena sencilla de ADN, se
han identificado 4 posibles alelos de Tap-1 y B posibles alelos de Tap-2 en humano. En
adicion, analisis basados en PCR de un grupo de lineas celulares homocigdticas v
confroles caucasicos, han revelado la existencia de 3 alelos de Tap-1 y 5 alelos de Tap-2
{Colonna et al, 1992; Powis et al, 1992; Carrington et al, 1983; y Powis et al, 1993).

i.a generacion de la mayoria de los péptidos que se asocian a moléculas MHC-| proviene
de la protedlisis citosodlica, para que éstos a su vez sean fransportados al RE por los
Tap's. Sin embargo, poco se sabe acerca de como las proteinas son seleccionadas en el
citosol para la produccion de péptidos, y sobre la naturaleza de las proteasas
participantes en la generacién 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 |a translocacion via péptidos sefial en su porcion
N-terminal, lo que postulé 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 proteina
denominada Jaw1, proteina residente en &! RE y limitada a células hematopoyéticas, fue
identificada como una endopeptidasa capaz de generar péptidos en el RE de manera
independiente a la de los proteasomas y Tap’'s (Pamer y Cresswell, 1998). Esta ruta esta
basada en la alta eficiencia de liberacion de péplidos a partir del extremo carboxilo-
terminal de proteinas de membrana situadas o translocadas en el RE (Snyder et al,
1997). Otros mecanismos que involucran el retrotransiocamiento de péptidos desde el
RE al citosol y la subsiguiente captura y retranslocacion al RE por Tap's, también han
sido considerados como fuentes de péplidos para ser presentados en el contexto de
moléculas MHC-1 {Roelse et al, 1994),

C}.- Estabilizacién y ensamble de moléculas MHC-I.

Aunque algunos péptidos pueden unirse a cadenas pesadas libres (Elliot et al, 1991; y
Machold et al, 1995), la mayocria de las cadenas pesadas de clase | se pliegan, se
asocian con f,m y luego unen al péptido (Burshtyn et al, 1993; y Nefjes et al, 1993b). A
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pesar de que el ensamble puede ser reconstituido in vitro a partir de subunidades
purificadas, las cadenas peplidicas recién sintetizados, deben de completar su
plegamiento y ensamble antes de que lleguen a la superficie celular. Este proceso es
mediade por interacciones transitorias con chaperonas moleculares que residen en el
lumen del RE, tal como BiP, GRP94 y cainexina (Hurlley et al, 1989; y Gething, 1992).

La chaperona mejor caracterizada por su participacién en los eventos de ensamble de
moléculas MHC-| es la calnexina, una proteina de membrana residente en RE con un
peso de B8 kDa (p88) en el ratdn y 90 kDa en et humano ({IP90} (Ahluwalia et al, 1992. y
Galvin et al, 1992). Se sabe que en ratén, la calnexina se asocia con las recién
sintetizadas cadenas pesadas de clase | durante, 0 poco después de su traslocacion en el
RE, ademas también se ha encontrada ascciada con las cadenas pesadas y f,m
{Degen et al, 1992; y Rajagopalan et al, 1994). En ausencia de B.m, el ensamble de los
complejos de clase | 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, 3,m y péptidos, la interaccién con la
cainexina es momentanea (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 discciacion de la calnexina con la cadena pesada parece ser
independiente de la presencia de péptidos, siendo la asoctacién entre 1a B.m con la
cadena pesada la que provoca la disociacion con la chaperona (Sugita et al, 1994}, Otra
chaperona denominada BiP, se ha visio que tiene similar actividad que calnexina,
actuando especificamente con la cadena pesada de las molécutas MHC-I (Noessner et
al, 1995},

En una linea celular carente de calnexina, se¢ ha encontrado que el ensamble y ef
transporte de moléculas MHC-I no son afectados {Scott et al, 1995), por lo gue calnexina
parece no ser escencial para el transporie de las moléculas MHC-L. Al analizar a ofras
chaperonas que podrian tener una funcion similar a la calnexina, se encontrd que la
calreticutina cumplia con una funcidn 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 glicanos monoglucosilados
por medio de uniones N-terminal (Hammond et al, 1994; Nauseef et al, 1995; Pelerson 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 glicoproteinas tales como mieloperoxidasa,
hemaglutinina de influenza y transferrina (Li et al, 1993; Nauseef et al, 1995; Peterson et
al, 1995; y Wada et al, 1995).

Estudios mas recientes, demuestran que calreticulina tiene un comportamiento
marcadamente diferente al de calnexina, puesto que se asocia solo con los dimeros
formados por la cadena pesada y 8,m {Sadasivan et al, 1996). Al mismo tiempo, se
encontré que en los precipilados de Tap's-MHC-I, una glucoproteina de 48 kDa fue
identificada, después de ser caraclerizada, se le asignoé un papel de conectora entre las
moléculas MHC-| 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 glicoproteina transmermbrana! de 428 aminoacidos con un glicano
unido a asparagina (Ortmann et al, 1997). La region hidrofobica que forma el dominio
transmembranal, contiene un residuo de lisina el cual puede participar en la interaccién
con otras proteinas, por ejemplo Tap-1. El gene que codifica para tapasina se encuentra
codificado en la regidn del MHC, aproximadamente a 200kb del loci HLA-DP y 500kb de
los genes Tap-1y Tap-2 (Pamer y Cressell, 1998). El papel preciso de tapasina en el
ensamble de las moléculas MHC-! resulta no claro, sin embargo se tienen evidencias de
que fapasina pueda formar tetrameros al asociarse con Tap-1, o dimeros o mondmeros
que independientemente se asocian con Tap-1 y Tap-2. Lo que ha sido claro, es que
cada molécula de tapasina puede unir un dimero formado por la cadena alfa y 3,m, vy
probablemente una molécula de calreticulina asociada (Ortmann et al, 1997). En
consecuencia, la  interaccion multimérica de tapasina con el complejo clase-l/Bm vy
Tap, puede jugar un papel importante para incrementar la posibilidad de que los péptidos
translocados puedan unirse a 1as moléculas clase | asociadas a Tap (Pamer y Cresswell,
1998).

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

Cuando la molécula de clase | 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 transporiada a la membrana citoplasmética para fusionarse
con ella y dejar expuestas y anciadas a las moléculas clase | del MHC que expondran
su péptido para ser reconocido por los linfocitos T citotdxicos (Rock et al, 1991a;
Benjamin, et al, 1991; Benham et al, 1895; y Uebel! et al, 1995). Por lo general, muy
pocas moléculas MHC-| que carecen de péplidos se encuentran en la membrana celuar,
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esto se debe a que muchas moléculas MHC-1 vacias, son retenidas en el RE. No
obstante, cuando las motéculas MHC-| presentes en la membrana pierden sus péplidos o
éstos son disociados, el heterodimero {a/f3; microglobulina) es inestable y se disocia
rapidamente (Ortiz-Navarrete, et al, 1991b; Rock et al, 1891; y Neefjes et al, 1992a,b).
Estos mecanismos limitan la asociacion de péptidos exdgenos y aseguran que los
péptidos presentados sean los sintetizados por las célutas mismas (Rock et al, 1891).

La vida media de las moléculas MHC-I en la superficie celular, varia considerablemente
dependiendo del tipo celular y de |a clase particular del alelo; por ejemplo en linfoblastos
T, la vida media de las moléculas en mernbrana es de 5h, mientras que en linfoblastos
B es de 20h {Machy et al, 1989). En el caso de los alelos MHC-l, en el caso de H-2K, 1a
vida media puede ser mas de 20h (Machy et al, 1989), mientras que para H-2L°, es de
aproximadamenie 2h, aunque esia vida media corla puede ser debida a la carencia de
péptidos (Smith et al, 1992). Una caracteristica importante en la estabilidad de moléculas
MHC-| es |a tasa de disociacidon de péptidos y B,-microglobulina. Cuando el heterodimero
se disocia, la cadena pesada resultante es translocada hacia el citoplasma y entonces
degradada por ios proteasomas (Rock et al, 1991; Ortiz-Navarrete et al, 1991b; Otten et
al, 1992; y Hughes et al, 1997). En muchos tipos celulares, el complejo trimolecular no es
constitutivamente internalizade, aungue los ligandos multivalentes, pueden inducir su
internalizacion (Machy et al, 1987). En linfocitos T y macrdfagos, las moléculas MHC-1 son
espontaneamente endocitadas a través de clatrina mediante sefales rmediadas en la
porcion citoplasméatica de la cadena pesada (Tse et al, 1984, Machy et al, 1987, Dasgupta
et al, 1988; y Vega et al, 1989).

3.3.4. Vias alternas de fuentes de péptidos antigénicos presentados por moléculas
MHC-.

El analisis de la composicion de pépfidos asociados a moléculas MHC-I, permitido
sugerir que existen varias vias alternativas en la generacion de péptidos antigénicos. Se
ha observado que la linea celular mutante T2, la cual carece de los genes que codifican a
los Tap's ¥ a tos LMP's, presenta péptidos asociados a moléculas HLA-AZ.1, comparable
al de células normales. Al analizar la composicion de sus péptidos, se observé 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 proteinas translocadas al interior del RE o por
dominios de secuencias sefial, se propuso que los péptidos que se asociaban a
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moléculas HLA-A2.1 eran producidos después de la protedlisis de las secuencia sefial en
el RE, por la accion de enzimas proteoliticas rasidentes en el RE {Henderson et al, 1992,
y Wei et al, 1992). En el caso de ta molécula HLA-B7 de célutas normales, también se
han encontrade péptidos que provienen de secuencias sena! (Huckzo et al, 1993). En
moléculas MHC-| de raton, se logrd identificar a un péptido restringido a la molécula clase
| de raton H-2D" del virus de la coriomeningitis linfocitica, el cual deriva de la secuencia
sefnal del precursor glicoproteico GP-C (Buchmeier et al, 1992). Esta segunda via puede
dar lugar a péptidos que son potencialmente reconocidos por linfocitos T y  puede
considerarse como una via alternativa durante una respuesta inmune normal, con o que
cabe la posibilidad de que existan epitopos peptidicos en el dominio de secuencias sefial
de proteinas. De esta manera, una gran variedad de proteinas de membrana pueden
también ser presentadas en asociacidn con moléculas MHC-I, estas incluyen a:
prateinas de capside viral, antigenos tumorales, aloantiencs, moléculas MHC y varias
moléculas que funcionan como receptores {Siliciano, et al 1895). Recientemente se ha
propuesto que los preductos defectuosos de los ribosomas (DRIP's), que ¢onsisten de
polipéptidos terminados de manera prematura durante la sintesis de proteinas, puedan
ser una fuente significativa de péptidos propios o virales (Yewdell et al, 1998). Las
proteasas lisosomales, también funcionan como generadoras de péptidos, después de
gue las proteinas citosdlicas reaccionan con los lisosomas en un proceso denominado

autofagia (Janeway et al, 1997}

3.4. PRESENTACION DE ANTIGENOS PCR MOLECULAS MHC CLASE IbY CDA1.

Las moléculas MHC clase Ib (HLA-E, F y G) al igual que las moléculas MHC clase 1a
(HLA-A, B y C), son codificadas en el cromosoma 6. Por su parte, las moléculas CD1 no
son codificadas en el MHC, sin embargo, comparten caraclerisficas estructurales con las

moléculas MHC-1, ademas de asociarse también con B,m (Melian et al, 1996).

3.4.1. Presentacién por moléculas MHC clase Ib.

Una de las moléculas clase |b méas estudiadas es la molécula de raton H2-M3. Esia
molécula fue identificada debido a que presenta péptidos mitocondrialtes a CTL's,
especificamente péptidos que contienen N-formi-metionina en el extremo N-terminal
{Lindahl et al, 1997). Estudios de cristalografia de rayos X y de elucion de péptidos a
partir de estas moléculas, han permitido caracterizar péptidos mas cortos que aquelios
presentados por fas molécutas MHC-1a. Por ejemplo, se han identificade a los péptidos
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MYFINILTL, fMIGWIA v f-MIVIL, provenientes de Listeria monocitogenes, asociados
a la molécuta H2-M3 (Gulden et al, 1996). Otras moléculas MHC-Ib de ratén , Qa-1y
Qa-2, han sido caracterizadas por presentar péptidos derivados de secuencias sefiales,
en particular Qa-1 presenta péplidos de la molécula clase | H2-Dk de manera
dependiente de Tap's (Aldrich et al, 1994) Asimismo, moléculas humanas como HLA-E
también han sideo caracterizadas por presentar péptidos de secuencias senal ( Braud et al,
1997},

3.42. Presentacion por moléculas HLA-G.

Estas moléculas se expresan preferencialmente en células citotrofobasticas de placenta
y también sobre macrofagos inducidos con interferdn-y (Shawar et al, 1994; y Yang et al,
1998). Un aspecto interasante schre 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 analisis de secuencias de péptidos disociados de esta molécula
han reportado a dos motifs; una Prolina en [a tercer posisidn y una Leucina en el
carboxilo terminal (Lee et al, 1995).

3.4.3. Presentacion de antigenos por moléculas CD1.

Aungue las molécutas CD1 humanas y de ratén tienen rasgos estructuraies 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 CD1 en la defensa contra infecciones, se
determiné al encontrar que las moléculas CD1b y CD1c humanas presentan antigenos
micobacterianos a linfocitos T (Parcelii et al, 1992; y Beckman et al, 19986). Las moléculas
CDi1b, a diferencia de las moléculas MHC-I, se caracterizan por presentar glicolipidos,
mas que péptidos a linfocitos T, por ejemplo &cido micdlico y lipoarabinomanana (LAM)
(Beckman et al, 1994; y Sieling et al, 1995). Las moléculas CD1 requieren de B,m para
ser transporiadas 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, vy Teitell et al, 1997). ElI mecanismo de
procesamiento y presentacién de antigenos por moléculas CD1 también tiene rasgos
simitares 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 tardios, mientras que
las moléculas CD1 son protegidas mediante su dominio citoplasmatico. En un estudio
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reciente, se demostrd que los macrofagos, a través de su receptor de manosa unen LAM
sobre su superficie celular y después lo depositan en los endosomas tardios, donde las
moléculas CD1 los intersectan y presumiblemente unen al LAM (Sugita et al, 1996, y
Prigozy et al, 1997).

Debido a que el mecanismo de procesamiento y presentacién de CD1 coincide
parcialmente con los mecanismos de MHC- y MHC-ll, y porque los antigenos
presentados por CD1 son diferentes a los de MHC-I/H, se ha sugerido que esta via
podria  ser considerada como una tercer via de procesamiento y presentacion de
antigenos {Melian et al, 1996, y Pamer y Cresswell, 1998).

3.5. POLIMORFISMO Y ESPECIFICIDAD EN LA PRESENTACION DE PEPTIDOS.

El MHC-| ha evolucionado en términos de variabilidad entre los individuos, lo cual se
muestra con un sistema altamente polimérfico basado en ta presencia de aletos multiples.
Parte del polimorfismo del MHC precede a la divergencia de las especies, |0 que sugiere
que es el resultado de mutaciones acumuladas a través de millones de afios de
evolucién, En los humanos, méas de 100 estructuras distintas de moléculas de clase Iy If
han sido identificadas (Germain et al, 1993). Esta variacion proviene de miltipies alelos
en un locus; y en caso de las moléculas de clase il, a través de la transcomplementacion
entre las cadenas alélicas o y B {(Heemels et al, 1995). En Ia superficie de ias células de
un individuo normal heterocigético se pueden detectar hasta seis diferentes molécufas de
clase | y por lo menos el mistmo nimero de moléculas de clase i, estas moléculas son
heredadas de manera codominante, es decir una proviene del padre y fa otra de la madre
(York et al, 1996, y Germain, 1994). La fuerza que dirige la expresién de miltiples
isoformas, asi 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 péplido derivado de cualquier
patdgeno. Sin embargo, debido a que cada individuo expresa sélo un pequefic nimero de
diferentes moléculas MHC, cada isoforma debe de ser capaz de unir a una amplia
cantidad de péptidos diferentes para asi lograr una respuesta inmune a una gran variedad
de patdgenos (York et al, 1996).

La mayoria de los residuos polimérficos de las moléculas clase | se Jocalizan en las -
hélices y en el piso de -plegados que forman el nicho de unién de péptidos (Figura 3.5a);
mientras que las orillas de la cavidad de ia moléculas clase | del MHC se encuentran
cerradas. A través de la cristalografia de rayos X, se ha podido analizar 1a interaccion 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 estan cubiertos o sujetos a las orilias de la cavidad mediante
puentes de hidrogeno, los cuales se encuentran en residuos de aminoacidos que son
constantes en todas las formas alélicas de las moléculas MHC-| (Williams et al, 1996).
Las interacciones laterales del péptido con la cavidad son de gran relevancia, puesto que
la energia de unidn adicional proviene de las interacciones que involucran al esqueleto del
péptido, lo que provoca una orientacién comun para los péptidos en los sitios de union
(Figura 3.5b). Estas interacciones delimitan un tamario para los péptidos que se asocian a
moléculas clase |, el cual es de nueve residuos en promedio, no obstante se ha
observado que existen péplidos mayores a nueve aminodcidos (Guo et al, 1992; y
Kubo et al, 1994},

Los grupos de aminoacidos de la cavidad de la molécula MHC que forman los enlaces
especificos con los péptidos, se denominan “receptaculos”. Estas conformaciones se
encuentran en el piso de Ia cavidad, lo constituyen las cadenas [-plegadas y las paredes
de las a-hélices de la cavidad. Dependiento del alelo, los receptaculos varian en su
profundidad, orientacién y naturaleza quimica, o que le confiere la capacidad de poder
unir a un péptido particular (Figura 3.5¢), (Young et al, 1995).

Los aminoacidos de los péptidos que estan orientados hacia la cavidad de las moléculas
de clase | son denominades aminoacidos "ancla®. Cada péptido posee de 1 a 3 residuos
ancla, los cuales se localizan principalmente en los extremos o en la posicidn central del
péptido y son caracteristicos para cada alelo, {Grey et al, 1995).

Los otros aminoacidos que forman el péptido se asocian en forma *laxa”, lo cual explica
que fuera de los ami9noécidos ancla, existe una gran variabilidad de los aminoacidos
presentes en los péptidos inmunogénicos, esto hace que multiples péptidos puedan ser
presentados bajo el mismo contexto alélico de moléculas MHC (Falk et al, 1991a,b; vy
Grey et al, 1895).

Un aspecto fundamental del reconocimiento del antigeno por las células T auxiliares y
T citotoxicas, es que e! linfocito se restringe a reconocer a un solo péplido, Las
combinaciones, asociadas con ia amplia diversidad de péptidos que pueden formarse,
hacen que el péptido pueda ser reconocido, solo si estd unido a un producto alélico
caracteristico del MHC. Este fendmeno es llamado restriccion por el MHC, y las bases
moleculares del reconocimiento del antigeno restringido por MHC mediante las Célylas T,
han sido demostradas por estudios paralelos enfocados sobre la estructura del Receplor
del Linfocito T (Young et al, 1995).
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Figura 3.5. interacciéon del péptido con moléculas clase | del MHC. A) Vista superior de la cavidad de
union del péptido de una molécula MHC-I, B) Representacion de la conformacion del nonamero y la
localizacion de sus tadenas laterales en la cavidad de la molécula MHC-I, la localizacion de los espacios
de aoplamiento (receptaculos), también es mostrada. C) Representacion de la orientacion 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 CD8+. Los circulos negros representan el esqueleto de carbonos del
péptido, y los circulos abiertos representan a las Cadenas laterales del péptido (Tomados de Austyn et al,
1994; y Janeway et ai, 1997).
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ta capacidad de las moléculas de clase | para unir a un gran nimero de péptidos distintos
es de gran importancia para la funcion que desempefan. El analisis de los péptidos
mediante espectrometria de masas mediante ionizacién, ha proporcionado evidencia
directa de esta capacidad. A partir de una evaluacion de la complejidad de péptidos
procesados naturalmente y asociados con moléculas del MHC, se han logrado detectar
mas de 2,000 péptides distintos asociados con (@ molécula clase | HLA-A21 v -BY
{Huckzo et al, 1993; y Engelhard et al, 1994). La representacion de péptidos individuales
es absolutamente variable, por ejemplo, en un analisis espectrométrico de masas de
péptidos asociados con HLA-A2.1, se observd que casi el 90% de los péptidos asociados
estaba presente en una proporcion de 0.01%-0.1% del total del extracto, o lo que es lo
mismo 100-1000 complejos por célula. Can el uso de grandes cantidades de material
(2 x10" células) y con ayuda de la separaciéon adicional por HPLC, se han logrado
visualizar péptidos que representan hasta una copia por célula (Engethard et al, 1994).
Tomando en consideracion que una célula expresa de 10%10° moléculas de MHC en su
superficie, y si tan sofo el 1% de las moléculas del MHC estuvieran ocupadas por
péptidos de la abundancia referida, el nGmero total de péptidos distintos presentados
podrian ser mas de 10,000. Mediante el analisis de espectrometria de masas y analisis
de Edman se ha podido detectar que el péptido mas abundante asociado con moléculas
de clase les de 0.4-1% con respecto al numero total de péptidos {(Hunt et al, 1992;
Huckzo et al, 1993; DiBrino et af, 1993; y Engelhard, 1994). Interesantemente, un grupo
de investigacion logrd estimar que un pépfido del virus de estornatitis vesicular ocupaba
mas de 5% de las moléculas H-2K® en una célula infectada (van Bleek et al, 1990). E!
determinar si este nimero tan alto e inusual proviene de una infeccién viral o de otros
cambios en el metabolismo celular adn neo ha sido dilucidado.

El impacto en el sistema inmune de esta amplia cantidad de péptidos es todavia incierta.
Se ha estimado que el nitmere minimo de complejos MHC-péptide expresados en las
células y que son reconocidos por los linfocitos T como epitopos estan generalmente en
el intervalo de 100-500 complejos por célula (Demotz et al, 1990; Rdtzchke et al, 1991,
Falk et al, 1991b; Christnick, et al, 1991; y Waliny et al, 1982). No obstante, algunos
epitopos pueden estar presentes en cantidades significativamente mayores 0 menores,
dependiendo quizas de la abundancia relativa de la proteina de origen (Zahang et al,
1993},
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3.6. IDENTIFICACION DE EPITOPGCS.

Aclualmente existen algoritmos que permiten la identificacién de la secuencia mas
probable de una proteina para poderse unir a moléculas MHC (Rothbard et al, 1988;
Cornette et al, 1989; y Parker et al, 1995). La prediccién de epitopos peptidicos
restringidos a moléculas MHC-I que sean capaces de ser reconocidos por linfocitos T
citotdxicos, ha sido mas viable debido a las secuencias cortas de 8-10 aminoacidos y a su
alta especificidad alélica (Rothbard et al, 1990). En contraste, la identificacidn de péptidos
para moléculas MHC-Il ha sido mas problematico, en  consecuencia, varios grupos han
usado la informacion acerca de los aminoacidos ancla y su papel en la unién del péptido
con las moléculas clase I, con la finalidad de poder definir péptidos que sean optimos
como epitopos (Rotzchke et al, 1991; Bednarek et al, 1991; Wallny, et al, 1992
Traversari, et al, 1992; y Bertolefti et al, 1993).

Por medio de HPLC en fase reversa, se ha podido establecer que {os péptidos sintéticos
utilizados en ensayos de union, son idénticos a los péptidos que se producen de manera
natural en la célula y que se asocian a moléculas MHC, ademas de reconstituir la
actividad de extractos celulares y migrar en un patron similar cuando son sometidos a
HPLC de fase inversa (van Bleek et al, 1990; Rotzchke et al, 1990a; y Faik et al, 1991}
Una exlension importante de este tipo de trabajos ha sido la identificacion de epitopaos
peptidicos restringidos a moléculas MHC a partir de la secuencia de una proteina intacta
(Rammensee et al, 1995).

Actualmente el uso de aminoacidos ancla especificos para algtn alelo (Tabla 3.2), ha
facilitado la identificacion de epilopos por medio de ensayos de unidn, estimuiacion y
citotoxicidad de linfocitos CD8+ al utilizar un nimero relativamente pequefio 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 prediccion, a
péptidos provenientes de proteinas virales ¢ otras proteinas con caracteristicas
altamente antigénicas, basandose en los residuos de anclaje y en un tamaiio optimo (8-
11 residuos). En muchos casos, la unidn de estos pépiidos suele ser débil 2 pesar de la
presencia del aminoacido ancla optimo (Maryanski et al, 1991; Parker et al, 1992; Elliot et
al, 1992; Jameson et al 1992; Rupert et al, 1983; Zhang et al, 1993; Nijman et al, 1993; y
Parker et al, 1995), sin embargo al considerar al aminoacide del extremo C-terminal y
residuos internos del péptido, como residuos ancla dominantes, se han podide identificar
varios epitopos peptidicos que son reconocidos por las células T (Takahashi et al, 1991;
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Hahn et al, 1992; Bertoletti et al, 1993, y Engelhard, 1994). Adicicnalmente, muchos
péptidos carecen de residuos principales para el anclaje, pero pueden expresar residuos
secundarios inusuales (Huckzo et al, 1993; y Engelhard, 1984). Obviamente, adn queda
mucho por descubrirse acerca de los factores que controlan fa union y estabilidad de un
péptido a moléculas del MHC.

Tabla 3.2. Principales aminoacidos de anclaje dominantes y auxiliares de péptidos que
se asocian a algunos alelos del MHC clase | en humanos (Tomado de Paker et al, 1995,y
Rammensee et al, 1995).

POSICION 2 3 4 5 6 7 8 9
HLA-A1 T/ ED’ P LA Y
HLA-A2 LM v ViL
HLA-A3 LIVIM FiY NC? UFIY YIKIF
HLA-A11 Hi? K
HLA-AZ4 Y I~ F FiLA
HLA-A31 LIVAYIF FILIYIW LIFAVIS R
HLA-A33 AILIFY R
HLA-AWES vIT RIK
HLA-B7 P ] LF
HLA-B8 uP KR KR (I L
HLA-B14 R/K LYIF R/H I L
HLA-B27 R YIEN FIYL
HLA-B35 P YiHi
HLA-B37 D/E V/Hi FIM/L/Hi
HLA-B38 H D/IE FiL
HLA-B39 RIHIKIG i L
HLA-B40 E Fiiv LANIWIA
HLA-B44 E 1 P v FiY
HLA-B51 AIPIG FAv
HLA-BS2 Q F L i w
HLA-Bw53 P E

HLA-BS8 AISIT p FiwW
HLA-B80 E w L
HLA-B61 E FILVEY ] \'
HLA-B62 QL w FIY
HLAB78 PIAIG WUFNV Al

HLA-Cw3 Hi P FrY UFmMN
HLA-Cw4 YiFIP VAL LIFIM
HLA-Cw6 PR n VAL LIy
HLA-CwT YP viIY Vi YIFIL

" Residuos ancla que son dominantes se encuentran en negrilias.
2 NC indica residuos de aa no cargados.

® Hiindica aa hidrofobicos.

* P8 es el aa C-terminal.
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Los residuos de anclaje pueden ser de gran utilidad para la prediccion de epitopos si se
usan con flexibilidad. De acuerdo a un analisis sistemndatico de los péptidos que se unen a
HLA-AZ.1, se ha desarroflado un algoritmo capaz de predecir péptidos con gran
capacidad de uni6n 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-I.

3.7.1. Purificacién de péptidos.

Los péptidos procesados naturalmente que se asocian a moléculas clase | y Il del MHC
son, por lo general, aislados de material que ha sido previamente purificado por
inmunoafinidad, seguido por una separacion basada en el tamano de proteinas
purificadas (van Bleek et al, 1990; y Buus et al, 1988 y Ratzchke et al, 1990). La
aplicacion de estas técnicas en la obtencion y purificacidn de los péptidos, ha permitido
obtener un aprovechamiento de entre el 70-80% de las moléculas MHC aisladas de las
células en cuestion (Hunt et al, 1992a,b; Henderson et al, 1992; Huckzo et al, 1993, y
Chicz et al, 1993).

Ei analisis de los péplidos asociados a una armplia gama de moléculas MEC humanas ha
sido obstaculizado por la falta de anticuerpos monoespecificos para la purificacion de
isoformas del MHC, requiriéndose el uso de células homocigotas o transfectadas, o bien
la eliminacién secuencial de moléculas MHC usando de manera progresiva anticuerpos
menos selectivos (Rétzchke et al, 1991).

Una de las prirneras técnicas utilizadas en la purificacion de péptidos, se basden la
extraccion de proteinas de superficie celular, mediante e! uso de células completas
tratadas con acido trifluoroacético aunque de esta manera los exiractos contenian
moléculas del MHC y péplidos 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 purificacion de
antigenos (Wallny et al, 1990; y Rétzchke et al, 1990a.b).

3.7.2. Secuenciacion de la mezcla de péptidos.

La identificacidn de péptidos individuales asociados con moléculas clase | a partir de la
secuenciacion de una mezcla de péptidos, puede ser facilitada si se consideran los
residuos de anclaje correspondientes a alguno de los alelos de las moléculas MHC del
cual derivd dicha mezcla. Sin embargo, como los péptidos extraidos 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 andlisis. La
estrategia mas usada, emplea el HPLC en fase reversa para resolver parcialmente a la
mezcla de péptidos, seguido por la secuenciacién directa de Edman del material
contenido en picos dominantes de mayor definicién (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 aun contienen multiples 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 tamafo
puede ser correlacionado con la informacion de la secuencia obtenida por la degradacion
de £Edman (Chicz et al, 1992; y Chicz et al, 1993).

Otra técnica usada para identificar a los péptidos asociados a moléculas del MHC, ha sido
mediante el uso de HPLC microcapiltar en combinacidn con ionizacidn por
electrospray/espectrometria de masas en tandem (Hunt et al, 1992z; y Hunt et al, 1992b).
En esta técnica los péptidos son separados por uno 0 mas pasos de HPLC en fase
reversa, ¥ luega por la relacion masa/carga en el espectrometro de masas. Las especies
individuales son secuenciadas directamente en el espectrémetro de masas por el analisis
de disociacion activada por colision {Hunt el al, 1986). La informacion de una secuencia
puede ser obtenida hasta con 300 fmol de péptido, lo cual es significativamente menor a
lo requerido en e! analisis de Edman, que necesita de corridas adicionales en derivados
del péptido modificado guimicamente e interpretacion de varios espectros de masa.
Debido a su capacidad de resclver la secuencia de péptidos, la técnica de HPLC
microcapilar proporciona la informacion més detallada acerca de la complejidad de la
mezcla de péptidos asociados a moléculas MHC (Engethard, 1994; y Rammensee et al,
1995).

3.8. CANCER CERVICO UTERINO Y SU ETIOLOGIA CON VIRUS DE PAPILOMA
HUMANO (HPV).

En México fa enfermedad neopldsica que ocupa el primer lugar de mortandad es el
Cancer Cérvico-Uterino {CaCu), que ademas tiene una alta incidencia en mujeres
jovenes en etapa reproductiva (Meneses et al, 1994).

Desde el punto de vista epidemiologico hace ya fiempo que se esiablecié que el
carcinoma cervical es una enfermedad de fransmision sexual. La edad de inicio de la
actividad sexual y el nimero de compafieros sexuales durante la vida, son los factores de
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riesgo mas importantes para este padecimiento. Recientemente se han descnto algunos
otros cofactores como son: la inmunodepresion; influencias hormonales (esteroides) que
favorecen la integracion de HPVs de alto reisgo vy 1a disminucion en la expresion de
molécutas HLA clase | en epitelios cervicales (Bartholomew et al, 1997); e infecciones
con agentes sexualmente transmilidos tales como la C trachomatis, que han sido
asociados con el desarrollo de neoplasias cervicales (Mufioz y Bosch, 1997).

El CaCu se ha asociado con una etiologia viral, estudios epidemioldgicos realizados
desde la década de los 60's y 70's empiezan a correlacionar la presencia de algunos
virus con esta enfermedad, en particutar la seropositividad para e! virus del Herpes
simple (HSV). El entusiasmo inicial decay6 cuando no pudo demostrarse la presencia de
ADN viral en la mayoria de los carcinomas y por la falta de pruebas convincentes de una
mayor frecuencia de cancer 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 eticlogia de esta
enfermedad al detectar la presencia de varios agentes virales asociados con el CaCuy,
entre estos agentes se encontraron: al Virus de Papiloma Humano (HPV);, Virus de
Herpes Simple (HSV); y en menor grade al Citomegalovirus (HCMV). La mayoria de los
estudios actuales consideran que el HPV es el principal agente etioldgico del CaCu. En
efecto, mediante el uso de la técnica de "reacciéon en cadena de la polimerasa™ (PCR),
utilizando oligonucledtidos universales para la proteina L1 de todos los papilomas, se ha
encontrado que mas del 90% de tumores cervicales estan 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 oligonucledtidos especificos para las proteinas virales E6 y E7, ya
que durante la integracion del genoma viral at genoma celular, en algunos casos, se
pierde un segmento de la proteina L1, el cual no es amplificado por los oligonucledtidos
universales de L1 (Walboomers et al, 1997).

De la familia de los HPV se han clasificado mas de 80 tipos virales genéticamente
diferentes, de los cuales los HPV tipo 11, 16, 18 y 31,33, 35, 45 estan asociados con la
transformacién de células epiteliales del cérvix, asi como las de! cuello del Giero,
produciendo lesiones dencminadas neoplasias intraepiteliales o NIC's (Tabla 3.3). En la
mayoria de |as lesiones, se ha confirmado la eliologia viral mediante estudios
citologicos e histolégicos (Seedorf et al, 1986a,b; Pfister 1987, Kurman et al, 1988; Kaur
et al, 1989; Matlashewski, 1989; Wright et al, 1988, y Storey et al, 1990). Los HPV tino 5
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y 8 eslan comlnmente asociados con epidermodisplasias que pueden progresar a
cancer de piel {Howley, 1991) (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Tipos de HPV en varias lesiones. Tomado de Howley et al, 1991 y Breitburd &t
al, 1996..

Tipo de lesion Tipo de HPV
Piel
Verrugas 1-4, 7,10,26-28,38,41,48,49,57 63, 65.
Quiste epidermoide 60.
Verruga de Carnicero 2,7
Epidermodisplasia verruciforme 2.3,58,9.10,12,14,15,17,19-25,35, 47,50
Cambios bowenoides 16,34,35.
Carcinoma de células epidermoides - |5.8,14,17,20,4147.
Genital
Condiloma 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...
NIC alto grado 16,18,31,33,35,39 45,51-52,56,58-59,68
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 amigdala 16,33.

Los tipos mas frecuentes se indican en negritas.

En los paises con mayor frecuencia de CaCu {principalmente paises subdesarrollados).
se ha observado que el HPV-16 es el de mayor proporcion (50%), seguido por el HPV-18
con 12%, HPV-45 con 8%, y HPV-31 con 5% (Mufioz y Bosch, 1997). En México las
proporciones son similares: el HPV-16 se encuentra en el 50% de los casos; el HPV-18
en el 158%; los HPV-31, 33 y 35, en conjunto, el 12%,; y ofros tipos virales, en el
porcentaje restante (Berumen, 1994; y Berumen, {995).

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 proteinas: las proteinas de transcripcion
temprana (E, early proteins), y las de transcripcion tardia (L, late proteins). La region que
precede a los genes tempranos se llama region larga de control (RLC o L.CR) y contiene
secuencias promotoras y aumentadoras de la transcripcidn, asi como secuencias que
controlan el inicio de fa replicacién (Figura 3.6). De las profeinas de transcripcion
temprana, las E1 y E2 se encargan de regular la replicacion del ADN y ARN viral,
mientras que fas proteinas que infervienen en la transformacion celular son €4, E5, E6 vy
E7{ Seedorf et al, 1986a y b). Las proteinas de transcripcion tardia conocidas como L1 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
informacidn genélica en una cadena, y esta dividido en genes tempranos (E), tardios (L)
y una region larga de control (RLC). pA, sefial de poliadenilacidn. B, BamHI; R, Eco RI; K,
Kpn Y:; V, Eco RV son sitios de restriccion de HPV-16. P97 es el promotor temprano. Se
indica la interrupcion deil genoma viral al integrarse al genoma celular, con el consiguiente
bloqueo en la sintesis de la proteina E2 (transregulador negativo de la transcripcion de
los oncogenes ES y E7 de los HPV genitales). En ausencia de E2, e! promotor pg7 es
muy activo y se incrementa la expresién de los oncogenes virales £E6 y E7. Tomado de
Gariglio, 1998.

40



L2, son requeridas para el ensamblaje de particulas virales infecciosas de ia capside
(villa et al, 1990; Howley, 1991; Garcia-Carranca et al, 1993; y Tzyy-Chou, 1994).

La proteina E1 se une a la ADN a-polimerasa e inicia la replicacion del ADN; E2 es un
factor de control transcripcional con propiedades de union al ADN; 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 acidificacion de endosomas vy
también regula negativamente la expresion de moléculas clase | 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 estan: 1} et ADN viral se encuentra en mas del 90% de ios tumores de CaCu; 2)
el ADN del HPV se integra al genoma celular , inactivandose el gen E2 y favoreciendo la
expresion de los oncogenes virales E6 y E7 (Figura 3.6); 3) en tumores y lineas celulares
derivadas de carcinomas celulares se encuentra ARNm y proteina de los oncogenes E6
y E7 (provenientes de los HPV 16 018), los cuales son capaces de inmortalizar cultivos
primarios de queratinocitos humanos y de transformarlos en cooperacion con el oncogén
ras activado. Se ha vistc que al cultivar durante tiempos prolongados las células
inmortalizadas por E6 y E7, ésias criginan 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 episomal en la mayoria de fas verrugas y displasias del
ceérvix, sin embargo, en los carcinomas, el genoma viral suele integrarse a los
cromosomas de |3 célula huésped. En la transformacioén maligna relacionada con el HPV,
el ADN viral se integra al ADN celular, o que resulta en la ruptura de grandes fragmentos
del genoma viral, perdiéndose normalmente los genes L1 y L2 y algunos genes
fempranos (E1 y E2), quedando solamente los segmentos E6 y E7 como zonas de
apertura de lectura frecuentemente encontrados en carcinomas (Matlashewski et ai,
1989; Werness et al, 1995; y Tindle, 1996).

Se ha propuesto que las proieinas E6 y E7 del HPV, tienen dos funciones criticas para el
desarrollo de neoplasias, Primero, se ha visto que la proteina E6 de HPV de alto riesgo
para el desarrolio de CaCu (HPV-16 y 18), es capaz de inactivar la proteina p53,
proteina supresora del tumor. Estudios bioquimicos han mosirado que ocurre la
degradacion de Ia proteina p53 por el proteasoma 268, una vez que ésta es marcada
{ubiquinada) por la proteina E6-AP/ligasa que se asocia con la proteina E6 (Huilbregtse
y Braudenon, 1996), (Figura 3.7). En adicidn, se ha observado que EB de HPV-16
estimula la actividad telomerasa (Klingethutz et al, 1996). Segundo, la proteina E7 puede
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interactuar y evilar las actividades de inhibidores del ciclo celular {inhibidores cdk} que
interactian con los complejos cdk/ciclina tales come p27*9! y p21"* " (Figura 3.8).
Ademéds E7, aligual que otras proteinas oncogénicas de virus tumorales (SV40TAg y
AdS5 E1A), puede inactivar a la proteina pRB, fosforitandola, para liberar al factor de
transcripcidon E2F (Figura 3.8) y el ciclo celular puede avanzar de G1a S, G2y M. En
condiciones normales, en la fase M |2 ppRB se desfosforila por accidn de una fosfalasa,
entonces, la proteina pRB puede unirse nuevamente a E2F y bloguear el ciclo celular
en G1 (Jones y Mnger, 1996) (Figura 3.8). Después del rompimiento de! control del ciclo
celular, las células epiteliales proliferantes, disminuyen los marcadores de diferenciacion y
y son blancos de alteraciones genéticas adicionales para convertirse en células
neoplasicas {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 fa
infeccion primaria y en la progresion maligna de las lesiones por el HPV. Por ejemplo, se
ha encontrado que en pacientes con inmunosupresidn, el desarrollo de verrugas ©
neoplasias asociadas al HPV ocurren con alta frecuencia. De hecho este problema se
detecta frecuentemente en pacientes que reciben transplantes de érganos, con terapia
inmunosupresora, en pacientes con SIDA e incluso mujeres embarazadas (Benton et al,
1992). No obstante, cuando la inmunosupresion disminuye o es eliminada, las verrugas a
menudo desaparecen; en contraste, en la mayoria de estos pacientes que tienen
lesiones neoplasicas, presentan alteraciones a nivel local probablemente inducidas por el
HPV, a pesar de que sistémicamente su sistema inmune es normal. En las elapas previas
al cancer invasor, como son las neoplasias preinvasoras (NIC's) o el condiloma
acuminado, el sistema inmunoldgico adn es capaz de combatir y promover fa regresion o
mantener el tumor localizado. Se ha encontrade que en los silios de las lesiones
producidas por HPV, existe un importante infiltrado celular compuesto por células
mononucleares, incluyendo linfocitos T citotoxicos , células asesinas naturales y
macrofagos que invaden la epidermis y destruyen las células neoplasicas (Tay et al,
1987; y Fierlbeck et al, 1989).

42



A)

ATP, ubiquitina, ATP, 265
otras enzimas proteasoma
E6-AP |—» — —
i ann@
E6 + peptidas
aminoacidos,
P53-ubiguitinada libre de ubiguitina
(n)
B) E6-AP

Asociacién con p53

289 780

411 422
875

/ l—  Dominio hect _~.4

Unién a E6 527

842
Sitio activo

Figura 3.7. Inactivacion de la proteina p53 mediante la proteina E6 det HPV. A, Orden
de los eventos que conducen a la degradacion de p53 dependiente de E6. La formacion
del complejo E6/E6-AP precede la asociacion con p53; p53 es enfonces muilti-
ubiquitinado, y degradado por el proteasoma 26S. B, Estructura /funcion de E6/AP. La
numeracion indica los segmentos importantes de unidn con las proteinas E6 y p53. El
dominio hect cataliza la ligacion de las unidades de ubiquitina al substrato. Tomado de
Huibresgise y Beaudenon, 1996.
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Figura 3.8. Inactivacion de la proteina pRB mediante la

E2F y el ciclo celular puede avanzar de G1a S, G2y M,

proteina E7 de HPV y otros productos oncogénicos de

virus tumorales. La proteina Rb se puede inactivar por fosforilacion o por interaccién con oncoproteinas virales tales
como la E£7 de los HPV de alto riesgo. Al encontrarse pRB en su forma inactiva se libera el factor de transcripcion
donde nuevamente se desfosferila por accién de una

fosfatasa; ahora se puede unir a E2F y se bloquea el ciclo celular en fase G1. La formacién de complejos entre pRB

y las oncoproteinas virales puede llevar a un crecimiento celular descontrolado. Tomado de Gariglio, 1998.




1.9.1. 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 sélo
para infecciones virales productivas, en las que las particulas virales salen al espacio
extracelular por exocitosis o durante la lisis cefular por efecto del propio virus o las células
citotoxicas del paciente. En las infecciones no productivas, coma ocurre en los casos de
NIC avanzados y el cancer invasor, solamente se producen proteinas ternpranas del virus
y no proteinas tardias, por lo que las particulas virales no se presentan en el espacio
extracelular, en consecuencia se esperaria una baja respuesta humoral contra los
antigenos virales (Berumen et al, 1997).

A pesar de ello, varios investigadores se han enfocado en demostrar la presencia de
anticuerpos dirigidos a las proteinas virales del HPV, tanto de la capside como de
transcripcion temprana. Con relacion a las proteinas de la capside, se sabe que la
principal proteina que la constituye es la L1, la cual comprende a mas del 80% de las
proteinas del viridon, y la proteina menor L2, cuya localizacidn dentro de la capside atn
es incierta.  Existen estudios en los cuales se demuestra que la infeccién con HPV,
puede ser prevenida en conejos y bovinos al ser inmunizades con la proteina L1y la
proteina L2 desnaturalizada. No obstante, alin no se sabe de que manera éstas
inmunizaciones, mediante exposicidén 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 especificos o de reaccion
cruzada contra particulas parecidas a virus (virus like particles, VLP). Se ha encontrado
que el 50-60% de las mujeres infectadas con HPV, tienen anticuerpos contra VLP de
HPV-16. A diferencia de ofros tipps de HPV, HPV-16 tiene varios subtipos vy
seroldgicamente presentan reaccidn cruzada {Yamada et al, 1995; y Cheng et al, 1965).
En neoplasias intraepiteliales NIC-3, se ha demostrado la presencia de anticuerpos
contra proteinas de la capside, sin embarge, en cancer invasivo HPV-16°, donde se estan
presentando proteinas de transcripcion temprana y no viriones, no siempre se encuentran
anticuerpos contra VLPs de HPV (Nonnenmancher et al, 1995). En esludios de
seroreactividad contra los VLP's de los HPV's, se ha detectado que la presencia de
anticuerpos contra la capside son inducidos en infecciones severas y persistentes de
HPV, los cuales disminuyen después de gue pasa la infeccién productiva. Por tanto,
anticuerpos especificos contra la capside no son marcadores confiables para determianr
las infecciones por HPV-16 recientes o pasadas en un individuo (Berumen et al, 1897,
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Por ofra parte, en el suerc de las pacientes con cancer cervical frecuentemente se han
encontrado anticuerpos contra la proteina E7 de HPV-16 y HPV-18 (Muiler et al, 1992; y
Nindl et al, 1994) De forma paralela, se han detectado anticuerpos contra la proteina E2
de HPV-16 y HPV-18 (Lentinen et al, 1992a b; v 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). Ademas se ha encontrado que los
titulos de anticuerpos contra las proleinas E2, E6 y E7 se asocian en forma estrecha con
la evolucion de la enfermedad (Dillner, 1988; y Viscidi et al, 1993). No se sabe como se
genera esla respuesta humoral, pero quiza durante la lisis de fas células cancerosas por
linfocitos T citotdxicos, salgan antigenos virales al espacio extracelular. Estos estudios
han permitido sugerir que algunas de estas proteinas virales son inmunogénicas y
pueden representar los blancos especificos 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 signe de inicio de cancer, ha sido
controvertido, debido a la gran heterogeneidad de resuftados debida a: los diferentes
tipos de antigenos estudiados, los diferentes métodos de detecccién empleados; la
seleccion de las muestras usadas;, la edad de la paciente; el nivel de
estrogeno/progesterona; el habito de tabaquismo y la cantidad de muestra de
inmunoglobulina sérica hacia HPV. QOfro factor que influye es que la recurrencia de ia
enfermedad, a menudo se relaciona con tipos adicionales de HPV, implicando que
multiples virus residen de forma local y que virus adicionales pueden contribuir 2 una
nueva enfermedad vy por tanto a la expresidon de otros antigencs. Debido a estas
variaciones, los resultados seroldgicos deben ser interpretados con precaucion (Devesa
et al, 1986; Dilner et al, 1988, 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 infeccion de HPV 5 y 8 (Ghosh et al, 1993) y en respuesta
linfoprotiferativa 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 L1 del viridén, pero no para la
proteina E4 (Hépfl et al, 1991). Ademas se ha reportado que viriones de HPV-{ y
proteina E4 purficada de verrugas, son capaces de despertar buena respuesta
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linfoproliferativa en individuos asintomaticos (Steele et ai, 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, macrdfagos, células de Langerhans, linfocitos T
citotdxicos, linfocitos T cooperadores o auxiliares y citocinas producidas por esas células.

Es probable gque los macrofagos vy las células NK representen uno de los primeros
mecanismos celulares para eliminar y controlar células tumorales infectadas por el HPV.
Las células NK, pueden de manera expontanea, matar in vitro a células infectadas por e
virus y células tumorales sin previa sensibifizacion por un proceso llamado muerte natural
{Gildlund et al, 1981; Kasahara et al, 1983; y Ortaldo et al, 1995). Las células NK estan
presentes en muchas lesiones producidas por HPV y NIC's, no obstante, se ha
encontrado que células HPV+ provenientes de cancer 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 macréfagos 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 macréfages de raton activados (Banks et al, 1991).

Por otro lado, las células de Langerhans, son células especializadas de tejido epitelial y
muestran una morfologia dendritica. Bajo condiciones normales, ellas son las células
presentadoras de antigeno con mayor eficiencia. En lesiones verrucosas producidas por
HPV, en areas de condilomas y NIC's, se ha encontrado que las células de Langerhans
se encuentran disminuidas de manera acentuada en relacidn con la epidermis
nomal ( McArdle et al, 1986; Morelli et al, 1993; y Lehtinen et al, 1993).

La generacidon de una respuesta inmune efectiva, depende en gran medida de la
secrecion de ciliocinas, las cuales reclutan y activan a las células efectoras en el sitio de
la infeccion. Las células cervicales normales, secreian de manera constituliva muchas
linfocinas en cultivos celulares {Luger et al, 1890; y Barker et al, 1991). Una de esas
linfocinas es fa interleucina-1 {IL-1), la cual induce una amplia variedad de reacciones
inflamatorias e inmunoldgicas, tal como la produccidn de IL-2 por linfocitos T
coaperadores. Los mismos queratinocitos, son autoestimulados con IL-1 a proliferar
{Ristow 1993), como resultado de ello, estos sinfetizan y secretan otras finfocinas
incluyendo a fa IL-6 {Kirnbauer et al, 1989), iL-8 y GM-CSF y TNF-a (Woodworth et al,
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1993). Cada una de estas citocinas ejercen efectos en reacciones inflamatorias o
inmunoltgicas por mecanismos especificos, por ejemplo, & TNF-a y 13 IL-1 ejercen,
ademas, una accién antiviral por medio de la represion de la expresion de genes virales
{Kyo et al, 1994).

A diferencia de los queratinocitos normales, las células cervicales inmortalizadas y lineas
de carcinoma, presentan una disminuida secrecion de linfocinas (Woodworth et al, 1993).
Por otra parte, 10s linfocitos T cooperadores participan de manera muy importanie en la
respuesta inmune celular, ya que las diferentes subpoblaciones gque los constituyen (Th1
y Th2), producen citocinas con actividad especificas para activar o suprimir Ia 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 L4, 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 fagocilosis. 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
proporcion de linfocitos T CD3+ asociado con la expresion de TNF-, IL-6, e IL-10 en el
60% de estas lesiones (Crowley-Nowich et al, 1993).

Los linfocitos T citotdxicos, que reconocen péptlidos antigénicos presentados por
moleculas 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 ceélulas blanco mediante tres caminos diferentes: a) secretan
perforinas y otras proteinas como las granzimas, que perforan la membrana celular; b)
liberan sustancias que inducen la muerte celular programada (apoptosis) de las células
blanco, y ¢} liberan citocinas como IFN-y, el TNF y la Leucoregulina {(LR) que fimitan la
actividad viral dentro de las células, atrayendo a macrdfagos y otros fagocitos que pueden
destruir a fa célula. El IFN-y ¥ 1a LR inhiben la expresién de los genes virales y estimuian
ta expresion de moléculas MHC-I (Nickcloff et al, 1984; Furbert-Harris et al, 1989; y
Woodworth et al, 1992).

El entendimiento de la imnunidad mediada por células hacia infecciones de HPV ha sido
facititado por la identificacidn de epitopos o péptidos provenientes de HPV que se unen a
las moléculas Clase | y il deil MHC (Tzyy-Choou, 1994). Varios grupos han intentado
predecir en raton (Davies et al, 1990; Comerford et ai, 1991, Tindle et al, 1991, y
Shepherd et al 1992} y en humano (Steele et al, 1993) epitopos de linfocitos Th a pariir de
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prateinas de HPV, Tindle, identificd un péptido para Th de ratén a partir de 1a proteina EY
de HPV-16 (aminoacidos 48-54). Este epitopo fue reconocido en asociacion con ¢inco
alelos MHC-Il de tipo |-A e |-E, ademas de proveer ayuda para la produccion de
anticuerpes para varios epitopos de linfocitos B, incluyendo a un epitopo de 1a proteina
E7 de HPV-18 para linfocitos B (Tindle et al, 1991). Aunado a ello, varios investigadores,
han identificado epitopos para linfocitos T citotoxicos tanto en ratén (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 ai, 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 undn de péplidos en un modelo de raton (Feltkamp et al, 1993). De
manera similar, el grupo de Kast, ha idenlificado varios péptidos que se unen con alta
afinidad a alelos de tipo HLA-A a partir de las proteinas 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 miltiples fallas de los componentes del sistema inmune o de las células blanco, las
cuales se van acumulando durante la evolucion de la enfermedad. Las células malignas
en etapas avanzadas, utilizan cuando menos fres caminos para evadir la respuesta
inmune: a) la modulacion de la expresién de moléculas de! MHC,; b) la modulacion de
otras moléculas de unidn en la superficie celular, y ¢) 1a modulacion de la secrecion de
citocinas celulares. Estos cambios repercuten sobre las células inmunocompetentes, de
tal manera gue reducen su nimero y capacidad de respuesta especifica, lo cual pudiera
contribuir a la progresion tumorai de las lesiones cervicales inducidas por el HPV
(Tzyy.Choou, 1994; y Berumen et al, 1997).

3.10.1. Expresion de moléculas MHC-l y 1l 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 especifica para eliminar al tumor. Hay varios mecanismos que pueden
alterar la expresién de moléculas MHC, como son: mutaciones o arreglos en el gen de la
B-microglobulina; cambios en la metilacién y estructura de los genes de clase |,

regulacion negativa de la expresion de moléculas MHC por oncogenes o por proteinas
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virales; inhibicidn en el transporte o glicosilacion de moléculas MHC; o mutacion en los
genes de Tap’'s {Garrido el al, 1993; Cromme et al 1993a; Hilders et al 1994; Hilders et
al, 1995; y Herrington 1995).

La expresion de moléculas MHC-| y de la 3,-microglobulina, se encuentra ligeramente
disminuida en los condilomas (Viac et al, 1993); de manera importante en las lesiones
premalignas y es muy heterogénea o estd ausente en 75% de los carcinomas invasores
{Connor et al, 1990; Glew et al, 1992; Cromme et al, 1993a, b; Glew et al, 1993; Connor
et al, 1990; y Carina et al, 1995).

Se ha encontrado que §,-microglobulina esta disminuida en una gran proporcion de
tumores avanzados (S0%) en relacion con epitelio normal, lo cual concuerda con la falta
de expresion de MHC-I en tumores que ya han penetrado las membranas basales
(Petersen et al, 1993). La disminucion de la expresion de las moléculas MHC-l ocurre
principalimente a nivel postranscripcional y ademas se ha tratado de relacionar con el
papel gue pueda llevar cabo el HPV-16 (Keating et al, 1995). Las lesiones premalignas y
malignas presentan una expresién negativa especifica del locus MHC-1 (HLA-A, B, y C)
(Cromme et al 1993a). Se ha encontrado una expresion reducida de moléculas MHC-|
en el 70% de los tumores estudiados, con un 50% de disminucion en la expresion 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 disminucion de la expresion de moléculas MHC-1 en
células de tumores cervicales con metastasis es de 60%, mientras que en tumores
primarios es de 21%, lo cual también se ha encontrado correlacionado con una
dismiunucion en la presencia de linfocitos infiltrantes del tumor, lo que sugiere que la
pérdida de la expresion de MHC-| juega un papel decisive en la vigilancia inmune,
aumentando con ello el potencial metastasico de las células tumorales (Hilders et al,
1995).

Se ha encontrado que la perdida de expresion de moléculas MHC-l en tumores, esta
relacionada con la pérdida de expresion de Tap-1 y esto a su vez con el grado de
malignidad (Restifo et al, 1993; Kaklamanis et al, 19985; Hailei et al, 1995; y Sanda et al,
1895). Algunos estudios encuentran que la expresion de HLA-A y HLA-B por células
tumorales es regulada negativamente en uno o mas alelps, por lo menos en 73% de
carcinomas cervicales, y aproximadamente un 50% de estos tumores presentd la pérdida
de la expresion de Tap-1, sugiriendo que la inhicién 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 ofros tipos de carcinomas humanos, se ha detectado una baja expresion de ARNm
para las proteina Tap-1 y Tap-2 junto con la baja expresion de las subunidades del
‘proteasoma LMP-2 y LMP-7 (Restifo et al, 1993; y Sanda et al, 1995). La expresién
deficiente de la subunidad LMP-10, codificada en otro cromosoma diferente al del MHC,
ha sidc encontrada de manera combinada con la deficiencia en la expresion de las
subunidades LMP-2 y LMP-7, asi como de Tap-1y Tap-2, en varias lineas celulares
derivadas de diversos tipos histoldgicos, lo que ha sugerido que varios genes que
codifican para proteinas importantes en la via del procesamiento y presentacion de
antigenos por moléculas MHC-1, estan siendo regulados en las células malignas con la
finalidad de evitar la presentacion de antigenos tumocrales al disminuir la expresion de
molécutas MHC-! en su membrana (Johnsen et al, 1998).

Con relacién a la expresion de moléculas MHC-H en células de tejido epilalial cervical, se
ha observado que el epitelioc escamoso ectocervical, no neoplasico, es negativo para la
expresion de HLA-DR, alin en secciones mostrando importante infiltracién linfocitaria, Sin
embargo, en epitelio glandular endocervical, epitelio escamoso metaplasico inmaduro vy
carcinoma invasivo, existe expresion de HLA-DR {Raju et ai, 1994). En células cervicales
normales, existe una marcada ausencia en la expresion de HLA-DR, escasa expresion
en NIC's primarios; pero en los NIC's avanzados, hay expresidon de DR en los
querafinocitos, que podria deberse en la produccion de citocinas proinflamatorias
liberadas por las células inmunocompetentes (Coleman et al, 1994). Al analizar la posible
asociacién de DR-DQ con carcinoma cervical HPV-16°, en mujeres hispanicas, se
encontré que ciertos haplotipos clase Il como: DRB1* 1501-DQB1*0602 y DRB1*0407-
DR*0302, se asocian fuertemente al carcinoma cervical, mieniras que el haplotipo DR13,
lo hace negativamente (Apple et al, 1984; y Apple et al, 1995).

En pacientes caucasicos, se ha detectado una significativa asociacion entre el haplotipe
HLA clase Il DQw3 y cancer cervical de células escamosas (SCCC) HPV’, lo que sugiere
que estas pacientes tienen una inhabilidad para eliminar la infeccion por HPV, que las
predispone a desarroltar el SCCC (Wank et al, 1981). Asimismo, existe una ligera
asociacion de cancer de células escamosas y HLA-DQB12, relacionado con un aumento
no significativo de HLA-B12 (HLA-B44/45) (Wank et al, 1991). Otra de las asociaciones
que se ha encontrado, es entre el haplotipo HLA-DQB1*0602, *301, *0303, y el riesgo de
ciertos pacientes de desarrollar NIC’s y carcinoma cervical (Wark et at, 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 cervicales inmortalizadas con HPV y lineas de CaCuy,
presentan una disminuida expresidn de linfocinas (Woodworth et al, 1993). En el ejemplo
clasico de la linea celular tumorigénica, SK-v derivada de una NIC HPV-16°, se expresan
y secretan constitutivamente {a IL-6 y el TNFa. Este Gitimo, ejerce en forma autocrina un
efecto antiproliferativo, el cual al parecer se debe a la represion de la expresion de los
oncogenes virales (Kirnbauer et al, 1989; Bavinck et al, 1993; y Apple et al, 1994).
Igualmente, e factor de crecimiento transformante beta (TGFp), que es muy parecido de
manera funcional al TGFa, también se expresa en queratinocitos humanos e inhibe en
forma autderina su crecimiento (Malejczyk et al, 1991). Esta inhibicidn, no se observa en
queratinocitos transformados, ni en lineas celulares de carcinoma cérvico uterino
(Petenpol et al, 1990; y Malejczyk et al, 1992). Estos datos sugieren gue la secrecion
continua de citocinas por los queratinocitos cervicales, es parte de un mecanismo de
inmunoproteccién, mientras que la produccion de IL-6 y TNFa en las células infectadas
por HPV-16, pudiera representar un mecanismo de autoconirol para prevenir el
crecimiento neoplasico. Resultados preliminares hechos en nuestro pais, muestran la
presencia de citocinas con actividad inmunosupresora, tal como 1a IL-10, en la mayoria
de los tumores de CaCu analizados (Berumen, 1997). En adicion, en otro estudio en el
cual se analizé el patron de produccion de citocinas de los linfocitos Th, estimulados in
vifro, de pacientes con NIC's avanzados y con infeccion de HPV 16 y 18, se encontrd
una alta produccién de iL-4 e IL-10 (Th2) comparada con la de IL-2 e IFN-y (Th1) (Clerici
et al, 1997). Eslos estudios, han permitido sugerir que ademas de la baja expresion de
moléculas MHC-1 y H encontrada en células tumorales de cancer cervical, la presencia de
citocinas que potencialmente promueven ia inmunidad celular {(citocinas Th1), pudiera

estar inhibida, 1o cual facilitaria el desarrollo del tumor.
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4.- JUSTIFICACION, ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA.

4.1. Justificacién.

El cancer cérvico-uterino es un problema de salud muy importante en nuestro  pais.
Dehido 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 mejorias tanto en la prevencién, en el diagnéstico,
asi como en el desarrollo de nuevas estrategias que conduzcan a un tratamiento
oporluno. Actualmente, ademas de las terapias convencionales, Que consisten
principalmente en la cirugia, radioterapia y quimioterapia, la Inmunologia Tumoeral es una
nueva area, que con base en la identificacién de antigenos de rechazo tumoral, abre
nuevas posibilidades para implemeniar terapias inmuno-especificas del cancer. Al
respecto, muy pocos antigenos tumorales han sido descritos, como es el caso de
melanoma y cancer de mama (Velders et al, 1998). En el caso particular del cancer
cérvico-uterino, debido a su asociacidn etioldgica 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
caracterizacion antigénica (Bartholomew et al, 1994); de hecho, esta asociacidn ha
llamado a praponer que proleinas derivadas de estos virus sean candidatos idoneos para
presentarse como epitopos tumorales. Por lo tanto, el estudio de la identificacion de los
antigenos especificos del tumor y su expresion por moléculas MHC en la membrana
celular, es de gran importancia para implementar terapias inmunoespecificas contra este

tipo de cancer.

4.2, Antecedentes.

La expresion de moléculas MHC-! en cancer cervical, ha sido documentada en diversos
estudios inmunoquimicos, ulilizando anticuerpos monoclonales monomorficos contra
locus O alelos especificos HLA clase |, En varios esludios se ha encontrado una pérdida
importante de moléculas MHC-l en la membrana de las células tumorales, se ha
cbservadoi una pérdida completa de la expresion de moléculas MHC-l en un 5-48% de
los especimenes analizados en células escamosas de carcinomas {Connor y Stern,
1990; Torres et al, 1993; Hilders et al, 1994; Duggan-Keen et al, 1996; Bartholomew et al,



1997; y Honma et al, 1994); asimismo, 1a pérdida de 1 0 mas alelos se ha reportado que
ocurre entre un 30-78% de los tumores de carncer cervical (Connor y Stern, 1990;
Cromme et al, 1993a; Torres et al, 1993; y Keating et al, 1995), mientras que la de alelos
comunes {HLA-A2, -A3, -A4; B7; -Bwd, -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 enia expresion de moléculas
MHC-I en tumores cervicales, ha sido asociada con eventos postranscripcionales, que
incluyen defectos en la expresion de {a cadena pesada de algun alelo HLA (Cromme et
al, 1993}, c de la subunidad transportadora de péptidos Tap-1, la cual se ha visto que
ocurre en un tercio de los carcinomas analizados {Cromme et al, 1994a, b; Keating et al,
1995). Estos eventos pueden conducir a una deficiente presentacion de los péptidos
antigénicos mediante alelos HLA clase | en [as células tumarales de cancer cervical.

A pesar de las deficiencias en la expresidn de molécutas MHC-! reportadas en células
tumorales de cancer cervical, se han hecho grandes esfuerzos para caracterizar a los
peptidos antigenicos 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 proteinas
de HPV expresadas en bacterias, las cuales al infectar piel de pacientes con neoplasias
preinvasivas (NIC), indujeron una respuesta efectiva principalimente hacia la proteina
L1 del viridn (Hopfl et al, 1991). Ademas se demostrd que viriones de HPV-1 y proteinas
E4 purificadas de verrugas fueron capaces de iniciar una respuesta linfoproliferativa de
individuos asintomaticos (Steele et al, 1993).

En los dltimos afios, el estudio de la inmunidad mediada por células T a infecciones por
HPYV, ha coincididc con e! entendimiento de los mecanismos que participan en el
procesamiento y 1a presentacién de antigenos por las moléculas MHC-I en 1a membrana
celular. En este contexto, uno de los primeros trabajos, fue la caracterizacion de un
péptido procesado enddgenamente y eluido de moléculas HLA-AQ201 a partir de células
infectadas con el virus de vaccinia recombinante expresando la proteina E6 de HPV-16
(Bartholomew et al, 1994).

Por otro lado, 1a identificacion de los aminoacidos de anclaje de los péptidos unidos a
alelos especificos de las moléculas HLA clase | (Falk et al, 1991a), ha permitide
mediante estudios de union (Parker et al, 1992), o por algorilmos de prediccion (Parker et
al, 1995), identificar epitopos derivados de proteinas oncogénicas (E6 y E7) de HPV.



Por ejemplo el grupo de Tindle identificd un epitopo para linfocitos T auxiliares a partir de
la proteina E7 de HPV-16 (aminoacidos 48-54), (Tindle et al, 1991). Mas tarde, Feltkamp
identificd un epitopo derivado de la proteina E7 de HPV-16, a través de H-2K" y H-2D°
en estudios de unién de péptidos sintélicos a estas molécutas, resultando en una
auténtica proteccion del ratdn inmunizado con estos péptidos hacia un subsecuente reto
contra el tummor (Feltkamp et al, 1993). Posteriormente, Kast y Ressing identificaron varios
péptidos sintéticos de proteinas E6 y E7 de HPV-16 con aita afinidad para alelos HLA-
A0201. La inmunogenicidad de 9 de estos péptidos, fue evaluada in vivo en ratones
transgénicos HLA-AD201K® e in vitro en cultivos de CTL’s inducidos a partir de linfocitos
de sangre periférica de donadores sanos con el alelo HLA-AQ201. Finalmente tres
péptidos derivados de la proteina E7 y con alta afinidad para el alelo HLA-AQ201,
indujeron proteccién a los ratones transgénicos y ademas una respuesta CTL de los
linfocitos de donadores nomales. Ademés de ello, clones de CTL's dirigidos contra esos
tres péptidos, fueron capaces de lisar a ia linea 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 mas recientes, se ha encontrado que pacientes con infeccion de HPV-16 y
lesiones cervicales (NIC y avanzadas), a menudo presentan linfocitos T de memoria
contfa epitopos predichos de 1a proteina E7 en el contexto del alelo HLA-A0201 {Ressing
et al, 1996). En pacientes con similares afecciones, la presencia de linfocitos citotoxicos
también ha sido detectado anatbmicamente, ya sea en sangre periférica, infilirados en el
tumor, o en nddulos linfaticos {Evans et al, 1997). Estos datos, dan una evidencia de la
respuesta inmune mediada por CTL"s contra proteinas oncogénicas de HPV, lo cual
sugiere que la identificacion de los epitopos de rechazo tumoral para el CaCu asi como
su restriccion alélica de las moléculas MHC-I, puede ser de gran importancia para su
aptlicacion potencial como vacunas especificas del tumor.

4.3. Planteamiento del problema.

La expresién de moléculas HLA clase-l en la membrana de células infectadas con virus y
células tumorales, es uno de los aspectos mas importantes para mediar el reconocimiento
de linfocitos T cilotoxicos conltra estas células blanco {Greenberg et al 1991; y Doherty et
al, 1984). Por lo tanto, la pérdida en la expresidn de ciertos alelos HLA-A, -B & C en
membrana celular, puede conducir a una deficiencia en la respuesta inmune contra
tumares (Restifo et al, 1993).
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En el caso particular dei CaCu, pocos estudios han sido dirigidos para analizar la
expresion de moléculas HLA, su regulacion y su funcionalidad en la presentacion de
anligenos. Por ejemplo, en algunos estudios, se ha encontrado una asociacion entre la
baja expresion de algunos alelos HLA-A y B y la deficiencia en la expresion de Tap-1
{Cromme et al, 1993; Garrido et al, 1993; Keating et al, 1995); asimismo, la induccion de
la expresion de moléculas MHC-l con citocinas y la caracterizacion de péptidos
inmunogénicos  expresados por las células tumorales de CaCu han sido pocos
(Bartholomew et al, 1994; y Bornstein et al, 1996).

El presente trabajo fue llevado a cabo con la finalidad de analizar {a funcionalidad de las
moléculas MHC-|, asi como de identificar a pépfidos antigénicos presentados por
moléculas MHC-| en células de carcinoma cérvico-uterino. Para ello, se utilizé como
modelo de estudio a dos nuevas lineas celulares de carcinoma cérvico-utering
denominadas CALO e INBL positivas para HPV-18. El estudio consistio en analizar: a)
la expresion de las moléculas HLA clase | v su induccion bajo condiciones que se sabe
promueven la expresién de moléculas HLA clase | en la superficie celular, como son el
cultivo celular en presencia de {FN-y (Brown et al, 1991; y Eleuteri et al, 1997); cultivo
celular a 26°C (Ljunggren et al, 1990; y Rock et al, 1981); y el cultivo de las células en
presencia de péptidos especificos (Elliot et al, 1891 Jardetzky et al, 1991, Benjamin et al,
1991; Kast et al, 1994; y Malnati et a!, 1995); b) analizar la expresion de moléculas que
participan en la magquinaria del procesamiento antigénico y presentacion de péptidos por
las moléculas HLA clase I: como son las proteinas cataliticas (LMP-2, LMP-7 y LMP-10) y
activadoras (PA28a y PA28p) del proteasoma; asi como de las subunidades
transportadoras Tap-1 y Tap-2; ¢) 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 tumorales de CaCu.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

5.1. Hipétesis.

Se tienen evidencias de que las células tumorales de cancer cérvico-uterino, expresan
epitopos derivados de proteinas virales de HPV a través de moléculas HLA clase | 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 infeccion de HPV-16/18 presentan deficiencias en la expresion de moléculas MHC-
(Keating et al, 1995), en donde en una tercera parte de ellos se ha reportado una
deficiencia en la expresién Tap-1 (Cromme et al, 1993; Garrido et al, 1993; Keating et al,
1995). Por otro lado, se sabe que bajo ciertas condiciones, como son el cultive celular en
presencia de IFN-y (Brown et al, 1991; Bornstein et al, 1996; y Eleuteri et ai, 1997); cultivo
celular a 26°C (Ljunggren et al, 1990; v Rock 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 expresion de moléculas HLA clase | es incrementada en la membrana celular.
En consecuencia, al analizar la expresion y funcionalidad de moléculas clase | del MHC
en células de CaCu (lineas celulares CALO e INBL), se espera que la expresion
deficiente de estas moléculas, sea restablecida bajo condiciones que la promueven:
cultivo celular a 26°C, en presencia de IFN-y y de péptidos especificos. Asimismo, es
posible que la baja expresidn de moléculas MHC-1 se asocie con defectos en la expresion
de proteinas asociadas con el procesamiento de antigenos. Finalmente se espera
encontrar que epitopos derivados de proteinas 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 expresion y funcionalidad de las moléculas HLA clase |, en las lineas
celulares de cancer cérvico uterino CALO e INBL.

b) Analizar la expresidon de moléculas que participan en el procesamiento y presentacion
de péptidos por moléculas MHC-1 en estas lineas celulares.

c) Identificar a los péptidos inmunogénicos presentados por moléculas MHC-t en CALC
e INBL..

9.2.2. Objetivos particulares.

a) Analizar la expresidon de moléculas MHC-1  en la membrana celular de las lineas
CALO e INBL y su induccién con IFN-y; a 26°C, o en presencia péptidos especificos.

b) Determinar la expresion de los transportadores asociados con ef procesamiento de
antigenos Tap-1y Tap-2 en las lineas CALO e INBL.

¢) Determinar la expresion de las subunidades cataliticas LMP-2, LMP-7 y LMP-10 del
proteasoma en las lineas ceiulares.

d) Determinar la expresidbn de las subunidades reguiadoras PA28c y PA2Bp 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 estimutadora de linfocitos T de los péptidos aislados

g} ldentificar y caracterizar a fos péptidos con actividad inmunogénica.

h} Evaluar la induccidn de linfocitos T citotdxicos con los péptidos caracterizados.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Lineas celulares y sus caracteristicas.

Las lineas celulares de carcinoma cérvico-uterino CALO e INBL, fueron establecidas en
nuestro laboratorio a partir de dos tumares malignos, provenientes de dos pacientes con
cancer cervical y cuyos estadios clinicos fueron B y IVB respectivamente (Monroy et al,
1992). La linea celular de CaCu denominada HELA (HPV-18+); la linea SIHA (HPV-16+};
y las lineas cefulares CALO e (NBL, fueron cultivadas en monocapas, utifizando medio
RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA} suplementado con 10%
(volivol) de suero fetal de bovino (SFB) (HyClone, Inc. Laboratories Logan Utah.USA),
penicilina G (100 IW/mi) {LAKESIDE, SA de CV México) y 100 pg/m! de sulfato de
estreptomicina (Sigma Chem, Co. St. Louis Mo, USA). La linea celular T2, hibrido de
linfocitos T y B, negativa para los genes que codifican para las proteinas asociadas al
procesamiento de antigenos (Tap-1y 2y LMP-2 y 7), fue utilizada como control negativo
para estas moléculas (Salter y Cresswell, 1986).

Las lineas celulares CALO and INBL fueron tipificados para conocer su haplotipo de
histocompatibilidad clase | (HLA-A, -B y —C) en tres lugares independientes, (Laboratorio
de Inmunogenética INDRE, Laboratorio de Inmunologia, CMN SXX! y Departamento de
Inmunclogia del INNSZ, SSA), con la finalidad de obtener un haplotipo consenso. Las
técnicas utilizadas para su determinacion, fueron la técnica estandar de microcitotoxicidad
y por técnicas de biclogia melecular a través de la hibridacion del ADN celular con
sondas especificas (Vargas-Alarcon et al, 1997). CALO present6 el haplotipo HLA-AZS, -
Ag8, -B27, -B78(BwB), Cw1 y Cw5; mienfras que INBL presentd el HLA-A11, -Aw33, -
B39, -B48(Bw6), -Cw3y -Cw4.

La tipificacion de HPV para CALO e INBL, se llevd a cabo utilizando una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), seguida de un ensayo de Southern blot. Para identificar
el tipo de HPV presente en el ADN de las lineas celulares, se wutilizaron sondas de
hibridacion, las cuales corresponden a segmentos de la proteina L1 de HPV-16 y HPV-18
{lwasawa et al, 1996). Brevemente, 200ng del ADN de cada linea celular fueron
colotcados en mezcla de reaccidon compuesta por 1U de Taq polimerasa (Perkin Eimer,
U.S.A); 1mi de solucién amortiguadora para PCR conteniendo MgCl, a 2mM; 200mM de
cada uno de los nucledtidos dATP, dGTP, dCTP y dTTP (Boheringer, Germany); 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 {Ho et al, 1991). Se realizaron 25 ciclos de

59



amplificacion y cada ciclo consistid 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 oligonucledtidos fueron sintetizados en un Gene Assambler Plus (Pharmacia, Biotech

Sweden).

6.2. Anticuerpos monoclonales y su purificacién.

Para la deteccién de moléculas MHC clase |, en este trabajo se utilizaron anticuerpos
monocionales (MAb) provenientes de los siguientes hibridomas: B27M1{Anti HLA-B27, -
B7), AT1.1M{Anti HLA-A11, -A24) v SFR8-B6 (Anti HLA-BwS), los cuales fueron
comprados en la ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA). E
hibridoma W6/32, el cual reconoce la fraccion constante de las moléculas HLA-A, -B y -C,
anticuerpo monomérfico y de moléculas HLA no clasicas, fue generosamente
proporcionado por el Dr. Gerd Moldenhauer del Centro Aleman de investigacion en
Cancer, Heilderberg, Alemania.

Los MAb fueron obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos, en el caso del
anticuerpo anti HLA-Bw&; o mediante ascites para los demas anticuerpos. La ascites se
obtuvo de la siguiente manera: para cada hibridoma, 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 raton se le
inyectaron aproximadamente  5x10° células en 1 ml de solucidon amortiguadora de
fosfatos (NaH,PO, 0.015M, KHPO, 0.0011M, NaC! 0.15M, KCI 0.003M). Una o dos
semanas después, se colectd la ascites mediante una puncidn en la cavidad peritoneal,
el liqguido se centrifugd por 10 minutos a 1500 x g, para despues inactivar el
sobrenadante a 56°C en bafo maria por 45 minutos. Finalmente se centrifugé a 20,000 x
g por 30 minutos, se diluyé 1:10 con PBS vy se filtr6 a través de membranas de 0.45um
{Coligan et al, 1992).

Los anticuerpos monoclonales contenidos en el medio condicionado y en la ascites fueran
purificados por medio de una cromatografia de afinidad, usando una matriz de afinidad de
proteina A-Sefarosa (Pharmacia, Biotech, Suecia), o bien de proteina G-Sefarosa (Sigma,
U.S.A.) tomando en consideracion la afinidad del anticuerpo por la matriz (Tabla 6.1).



Tabla 6.1. Seleccidn de matriz para purificar anticuerpos monoclonales a partir de
medios condicionados o ascites.

HIBRIDOMA 1SOTIPO DEL[MATRIZ USADA
ANTICUERPO

AT1.AM 19G, PROTEINA G

B27.M1 19G., PROTEINA A

SFR8-B6 19 PROTEINA G

W6/32 19G,, PROTEINA A

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 ¥ a upa temperatura de 49C. Después de pasar todo el
volumen del medio condicionado o de ascites, se lavé 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 continuacién se eluyd el anticuerpo haciendo
pasar por la columna una solucién de acido clorhidrico v glicina con un pH de 2.8 (Glicina
0.1M, HCI 0.2M pH=2.8). La solucidn 4cida que contenia el anticuerpo, fue neutralizada
inmediatamente (pH= 7-7.5) adicionando una solucibn de Tris-Acido clorhidrico
(0.166M) con un pH de 9. El anticuerpo desprendido fue cuantificado de acuerdo a la
densidad optica a 280 nm, para la cual 1mg de 1gG corresponde a una OD de 1.35
(Harlow y Lane, 1988). Finalmente, los anticuerpos obtenidos fueron guardados en
alicuotas.

Cuando los anticuerpos fueron utilizados para acoplarse de manera covalente en
matrices de Sefarosa activada con CNBr (Pharmacia, Biotech, Suecia), éstos fueron
previamente dializados, utilizando un amortiguador de acoplamientc (NaCl 0.5M,
Na,HCO, 0.1M, pH=8.3) en una membrana de 12 kDa de corte (Harlow y Lane, 1988).

6.3. Deteccion de moléculas MHC-] por inmunofluorescencia.

Para determinar la expresion en membrana de las molécutas MHC-, 5 x 10° células
fueron incubadas durante 30 minutos con 10pg/ml de cada ung de los anticuerpos
purificados. A continuacion, 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-ratén marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Gibco Co. U.S.A} a una
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dilucién de  1:100 durante 20 minutos en hielo, seguido por dos tavados con PBS-SFB.
Finalmente las células fueron resuspendidas en 0.5m! of PBS-SFB y 1pg/mi de loduro de
Propidic (Sigma Chem. Co. U.S.A). Las células fueron analizadas en un citometro de
flujo (FACScan, Becton Dickinson & Co. Mountain View, CA, USA). Se selecciond una
ventana para analizar la fluorescencia de 10 000 eventos mediante un  programa
denominado lysis li.

En todos los experimentos la deteccion fue realizada por triplicado y la desviacidn
estandar fue también considerada. El nivel de deteccion con el anticuerpo monaclonal
secundario, cabra anti-ratén marcado con FITC, fue considerado como controi negative.
La tincidbn con anticuerpos irrelevantes con similares isotipos, fue sustraida de los
valores obtenidos; los valores del isotipo control fueron <10% de aguellos obtenidos por
los anticuerpos especificos.

Para determinar la expresion de alelos HLA clase | en células sujetas a cambios de
ternperatura (26/37°C), las células CALQ e INBL fueron cultivadas inicialmente a 26°C
durante 24 hrs, posteriormente el medio de cultivo se renovéd por un medio a 37°C y las
células fueron cultivadas durante 4 hrs mas a 37°C. La expresion de HLA fue detectada
como se menciond anteriormente. Paralelamente se determind la expresion de moléculas
HLA en células cultivadas a 26°C y a 37°C.

El efecto de IFN-y en la induccion de HLA fue determinado en las lineas celulares
cultivadas en presencia o ausencia de 100 U/ml of IFN-y (Genzyme Diagnostics,
Cambridge , U.5.A) durante 48 hrs.

6.4. Ensayos de estabilizacion de las moléculas HLA-A11 y -B27 con péptidos
- sintéticos.

La estabilizacion de los alelos HLA-A11 y B27 fue realizada con los siguientes
nonameros: FRYNGLIHR e! cual corresponde a un péplido naturalmente unido a HLA-
B2705 (Jardetzky et al, 1991; Benjamin et al, 1951 y Mainati et al, 1995}, y la secuencia
AVDLYHFLK, la cual se sabe que se une especificamente a HLA-A11 (Kast et al, 1994).
Estas secuencias fueron sintetizadas en un sintetizador automatico de fase solida
(Applied Biosystems, Synergy Personal Peplide Synthesizer 432, Perkin Elmer Foster,
C.A) mediante ciclos repetidos con la adicién de aminodcidos protegidos a una resina de
potiestireno (Gausepohl et al, 1990). Los péptidos fueron removidos con ura salucion
acuosa de acido triflucroacético. Finalmente los péptidos fueron analizados mediante
cromatografia en liquido de alta resolucién, liofilizados y disueltos en PBS y almacenados
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a -70°C antes de su uso.

Los ensayos de eslabilizacion de los alelos HLA-B27 y -A11  en las células CALO e
INBL respectivamente, se realizaron en presencia de los péptidos especificos en células
cultivadas por 24 h en presencia de 100pM de cada uno de los péptidos; o en células, en
las cuales los peéptidos (100pM} fueron permeados hacia su interior utilizando una
solucidn al 1% del detergente saponina durante 1hr de cuttivo a 37°C (Jacob et al, 1881).
£n este Gltimo caso, las células fueron lavadas con RPMI-1640 conteniendo 10% de SFB
y se cultivaron durante 4 horas mas a 37 °C, después de este tiempo se procedio a
determinar la expresion de los alelos en superficie celular como  previamenie se

menciond.

6.5. Analisis de RNAm.

La extracidn de RNA total de las células fue realizada mediante un método estandar
con isotiocianato de guanidina, utilizando un lote de reactivos RNaid®*PLUS Kit (BIO 101,
La Jolla CA, U.S.A). Para detectar la expresion de los alelos HLA-A11, -B27, -B48 y -B78,
RNA total de cada linea celular fue hibridado con sondas especificas para estos alelos.
Estas sondas fueron generosamente donadas por el Prof. Alejandro Madrigal, de!
Instituto de Investigacion Anthony Nolan, Londres U.K. El ¢cDNA de GAPDH (utilizado
como sonda para estimar igual cargado), fue cbtenido del plasmido pVC18 mediante el
uso de la enzima Bgl-l.

Para la hibridacion, se utilizaron 40pg de RNA total, el cual se separ® mediante
electroforesis en un gel de agarosa y  se transfwid a membrana de nylon {Zeta-Probe;
Bio-Rad Loboratories, Richmond, CA). La hibridacién fue hecha en una solucion con
formamida a 42 °C incubandola durante toda la noche. Las membranas fueron lavadas
tres veces en 0.3M NaCl-0.03M C;HNa,O; pH 7 a 60°C por 30 min y expuestas en una
placa para autoradiografia.

6.6. RT-PCR para la deteccién de las moléculas transportadoras (Tap-1, -2),
cataliticas (LMP-2, -7 y 10) y activadoras (PA28a y §) del proteasoma.

Para este analisis, et ARN total de las células, se obtuve mediante el protocolo anexo al
reactivo Trizol {Life Technologies, Inc., USA). Brevemente, el botdn celular fue disuelto
con frizol, seguido por una extraccion con cloroformo. La fase acuosa fue recuperada
mediante centrifugacion y el ARN fue precipitado con un volumen de alcohol isopropilico,

lavado con etancl ai 70% y finalmente resuspendido en 30 ul de agua tratada con
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dietilpirocarbonato.

Para {a transcnpcion reversa, 5 ug de ARN fueron combinados con 5Sul de buffer 10X,
10ul de MgCl, 25mM, 2ul de dNTP's 100mM, 0.5 ul de inhibidores de ARNasas, 1pul de
oligo-dT (Spg/ul), St de DTT 0.1M, 14l de enzima Mmiv-RT (200urul) (Life Tecnnologies,
USA), ¥y H20 cbp 50pul. Esta mezcla fue incubada durante una hora a 42°C.

El ADN resuitante {ADNc) fue amplificado por PCR, combinando 5ul de solucion de ADNc,
1.5u de MgCL, 25mM, 0.2ul de dNTP's 100mM, 0.2ul de Tag Polimerasa (5U/pi)
{Amplificasa, Biotecnologias Universitarias. Mex), 0.2mL de oligonucledtidos especificos
para P-actina: GGGTCAGAAGGATTCCTATG vy GGTCTCAAACATGATCTGGG
{Sirteizados por Gibco,BRL, USA), 2.5 ul de buffer 10X y agua suficiente para un volumen

final de 25ul Los oligonucledtidos usados para amplificar especificamente las

subunidades del proteasoma fueron los siguientes: LMP2:
GGGATAGAACTGGAGGAACC y AGATGACACCCCCGCTTGAG, LMP7:
GAACACTTATGCCTACGGGGTC y  TTTCTACTTTCACCCAACCATC; LMP10:
ATTCTGGGCGCCGATACGCG v GCCAGGGCCGCGTCCTGACC,  PA2Ba:

GAGCCAGCTCTCAATGAAGCC ¥ CACCAGCTGCCGATAATCACC, PA283:
CACCCAAGGATGATGAGATGG y GCTCAGCATAGAAGGCCCTCAG (Johnsen et at,
1998). Las muestras fueron entonces incubadas en un termociclador modelo Cyclogene
(Techne, USA) a 84°C por un minuto, seguido de 30 ciclos con los siguientes segmentos:
94°C por 30s, 60°C por 30s y 72°C por 1.5min. Después de estos ciclos, las muestras
fueron incubadas a 72°C por 5 min. Para la ampiificacion de LMP10 se empled el
siguiente programa: 94°C por 5 min, y entonces 25 cicles de: 94°C por 1min, 60°C por
1min y 72°C por 1.5min, seguidos por una incubacién de 5 min a 72°C.

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar las subunidades transportadoras fueron:
Tap-1: GACAAGAGCCACAGGTATTTGG v TGATGAGAAGCACTGAGCGG; Tap-2:
TACCTGCTCATAAGGAGGGTGC y ATTGGGATATGCAAAGGAGACG (Seliger et al,
1997}. Para su amplificacion, se utilizé el siguiente programa; 94°C por 5 min, seguido de
25 ciclos de 94°C por 1 min; §8°C por 1 min; y 72°C por 1min, seguidos por una
incubacion de 5 min a 72°C.  Los productos de las reacciones fueron analizados en
geles de agarosa al 3% a 90V en buffer TAE (Tris-acetato 40mM y EDTA 1mM).

6.7. Marcaje metabélico con [**S] e inmunoprecipitacion de moléculas MHC-|,
Para la inmunoprecipitacién de las moléculas HLA-B27 y —A11, 2x107 células de las



lineas CALO e INBL fueron cultivadas durante 45 minutos en RPMI-1640 iibre de
metionina, suplementade al 3% con SFB previamente dializado. Posteriormente, las
células fueron marcadas con 400uCi de metionina marcada [*S] {Express labeling
protein, DUPONT, Boston U.S.A) durante 30 minutes. Los botones celulares obtenidos
fueron solubilizados mediante la adicién de  500ml de una solucién amortiguadora de
lisis (Tris 50mM, NaCl 150mM, NP-40 1%, pH=7.8) suplementada con inhibidores de
proteasas (EDTA 5SmM, PMSF 0.2mM, Aprotinina 50uM, DTT 0.5mM).

Antes de inmunoprecipitar a las mgléculas MHC-I, los lisados celulares fueron
purificados mediante la adicién de 5 pl/ml de suerc normal de raton y 40pl/ml de una
suspension de Staphylococus aureus Cowan |, el procedimiento se realizé durante toda
la noche a 5°C y agitacién constante. Al dia siguiente, la bacteria fue removida por
centrifugacion y la deteccién de proteina marcada fue determinada en cada ensayo
mediante la técnica de precipilacién con acido triflucroacético {(Harlow y Lane, 1988).
Para los ensayos de inmunoprecipitacion, se tomaron iguales cantidades de proteina
marcada (determinada mediante las cpms detectadas en los lisados celulares), en
seguida, 100u de esferas de Proteina G sefarosa (Pharmacia, Uppsala Sweden)
cargadas con anticuerpos monoclonales B27M1 y A11.1M fueron adicionadas. La
inmunoprecipitacion de las moléculas HLA-A11y —B27 fue llevada a cabo en ausencia
o en presencia de 100pM de péptidos alelo-especificos (FRYNGLIHR para HLA-B27 y
AVDLYHFLK para HLA-A11) y el péptido SIINFEKL (258-266 de la proteina ovalbimina),
especifico para la molécula H-2K® de raton (Falk et al, 1993), que fue utilizado como
péptido irrelevante. La incubacién de las esferas con los lisados celulares se hizo
durante toda la noche a 5°C. Las esferas fueron lavadas 5 veces con una solucidon
amortiguadora de lavado {Tris-HC! 50mM, NaCl 150mM, Nonidet P-40 0.1% y EDTA
5mM aun pH de 7.8), vy otras 3 veces con solucién de lavado sin NP-40. Las esferas
fueron tratadas con solucion de Laemmili y separadas en un gel de SDS-PAGE al 15%,
finaimente los geles secos fueron expuestos a autoradiografia para detectar en placas
folograficas la presencia de las bandas profgicas.

6.8. Obtencion de péptidos a partir de células marcadas metabdlicamente.

Con la finalidad de obtener y detectar péptidos unidos a moléculas MHC-! de ias
lineas celulares CALO e INBL, 50x10°® células de ambas lineas, fueron lavadas en
medio RSA compuesto por RPMI-1640 desprovisto de los aminoacidos 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 37°C, después fueron centrifugadas y el boton
celular se resuspendid en RSA conteniendo 1mCi de cada uno de los siguientes
aminoacidos tritiades  *[H]-Lys, Leu, Ala, y Phe, los cuales se sabe son altamente
encentrados como aminoacidos de anclaje de los péptidos que se unen a las moléculas
MHC-1 (Rarnmensee et al, 1995).

Después de 7h de incubacion a 37°C, los botones celulares colectados por
centnfugacion, fueron lavados en RSA y lisados en solucion amortiguadora de lisis. El
lisado de cada linea fue purificado con Staphylococus aureus Cowan | y suero de raton.
En seguida se procedid a la inmunoprecipitacién de las moléculas MHC-I utilizando
esferas de Proteina-A sefarosa previamente cargada con MAb W6/32.

Los peptidos fueron eluidos de las moléculas MHC-I mediante el uso de &cido aceético al
10% y calentamiento durante 1-2 minutos en bafio de agua hirviendo. El sobrenadante
fue ultrafiltrado en filtros de amicon centricon con corte <5000 Da (Uitrafree-CL, 5000
NMWL, Millipore, U.S.A). Finalmente los péptidos colectados fueron separados en
cromatografia en liquido de alta resolucién (HPLC), usando una columna de fase reversa
(C-18; 5mm, 4.0x300 mm, Millipore U.S.A). Se utilizdé un gradiente lineal de 0-80 %, con
los solventes A:0.1% de acido ftrifluoroacético (TFA) en agua y B: TFA 0.1% en
Acetonitrilo, con orden creciente de acetonitrilo, las fracciones fueron colectadas a razon
de 0.5m-1mi/min.

Cada una de las fracciones de péptidos obtenidas después de la separacion por HPLC
(Waters, U.5.A), fue cuantificada para evaluar el contenido de los péptidos mediante la
radiactividad emitida (emision-B3) en un contador de centelieo {(Beckmann, U.S.A).

Por otra parte, las cadenas de las moléculas MHC-1 retenidas en los filtros de amican
centricon 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 vy la
B,;mde 12 kDa.

6.9. Elucién de péptidos para evaluar su actividad antigénica.

Para obtener péptidos, en proporciones suficientes para evaluar su actividad antigénica,
se obtuvieron moléculas MHC-| a partir de 2x10" células de cada una de las lineas de
carcinoma de cérvix humano, CALO e INBL. La obtencibn se hizo mediante una
cromatografia de inmunocafinidad, en la cual los lisados celulares, en una relacion de
volumen de 5:1 con un amortiguador de lisis, fueron centrifugados a 4,000 xg por 10
minutos, para asi poder retirar los organelos mas pesados, a continuacion el
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sobrenadante fue preadsorbido con 10 mi de proteina A de Staphylococus aureus Cowan
I (Sigma, U.S.A}, y se centirifugd a una velocidad de 30,000 xg durante 5h, a
continuacién el sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de 0.45um (Millipore,
USA).

Simultaneamente se prepararon las columnas de inmunoafinidad con el anticuerpo W6/32
purificado. Para ello, 3.5 g de Sefarosa activada con CNBr (Pharmacia Biotech, Suecia)
fueron tavados con 700 ml de HCI 1 mM para activar a la Sefarosa. Una vez activada se

agregaron 60 mg de un anticuerpo purificade en un volumen de 20 ml de amortiguador de

acoplamiento {Ver inciso 6.2) y se dejd incubar toda la noche a 40C con agitacion suave.
Una vez que el anticuerpo se acoplé a la Sefarosa, lo cual se verifico leyendo la
absorbancia a 280 nm del sobrenadante, se inactivaron los sitios activos remanentes en

la matriz, usandoc para ello una seolucidn de inactivacion {(Glicina 0.2M, pH 8.0) por un

lapso de 16 horas a 49C, Después la columna fue lavada en tres ciclos, cada uno de los
cuales consistid en un lavado con amortiguador de acetatos (Ac. Acético-Acetato de
sodio 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH=4} y ofro lavado con Tris-HCI 0.1 M conteniendo NaCl 0.5 M
a PH=8.0. Una vez lavada la malriz con el anticuerpo acoplado, ésta se empacé en una
columna de vidrio de 10 mi (Sigma, USA).

Posteriormente, el filtrado obtenido de la lisis de las lineas celulares, se hizo fluir a través
de columnas inespecificas (Sefarosa sin anticuerpo e inactivada y sefarosa cargada con
un anticuerpo inespecifico e inactivada) con ayuda de una bomba peristaitica a un fiujo
de 1 mi/minuto. Posteriormente los lisados, se hicieron fluir a través de ias columnas
cargadas con anticuerpo W6/32 (volumen de la matriz de 10ml). Ei paso del lisado a
través de las columnas se hizo durante un lapso de 24 horas, al cabo del cual, las
columnas fueron lavadas mediante el flujo de 500 ml 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 liquido de la elucidn tuviera una O.D basal, las moléculas MHC-t
unidas a la matriz fueron desprendidas con ayuda de una solucidén de acido acético al
10%. El eluido se colectd en fracciones de 1 mi/minuto y se cuantificod la concentracién de
proteina en cada fracciébn con ayuda de un espectrofotometro a una con longitud de onda
de 280 nm. Las fracciones con mayor absorbancia fueron reunidas y se infrodujeron a un
bafio con agua en ebullicibn durante dos minutos. Por otra pare, inmediatamente
después de haber eluido a las moléculas MHC-1 de las columnas, éstas fueron
reequilibradas con una solucién de Tris-HCI 0.1 M conteniendo 0.5 M de NaCl pH= 8.0
Después de este praocedimiento, se hizo pasar nuevamente el lisado celular. Se realizaron
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dos eluciones de moléculas MHC-|1 mediante el procedimiento antes mencionado. Los
mismos pasos fueron efectuados en el caso de fa columna inespecifica para eliminar a los
contaminantes que de manera ingspecifica pueden unirse a la matriz {Coligan et al,
1992; y Harlow y Lane, 1988).

6.10. Evaluacién de la actividad antigénica de los péptidos disociados de las
moléculas MHC-I.

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 sequida, se procedid a separar las células mononucleares mediante
un gradiente de densidad (1.077 g/ml) con Ficell-Histopaque (Microlab, México}. Las
células mononucleares fueron cultivadas (2.5 x10° células por pozo de una placa de
96) y después de separar las células no adherentes, Ia fraccion adherente fue tratada
con solucion amortiguadora de citratos {Ac. citrico 0.265M, NaZHPO4, pH=3.0-3.2}
suplementada con albumina sérica bovina 1% y fi;m 5ug/ml, para remover los
péptidos naturales presentados por moléculas MHC de estas células {Celis et al,
1994).

Para evaluar ta actividad antigénica de los péptidos, sobre los linfocitos T, cada una
de las fracciones peptidicas separadas por HPLC fue liofilizada y disuelta en 1mi
de PBS para ser filtrada estérilmente. 10pl de cada una de estas fracciones fueron
colocadas en diferentes pozos conteniendo a las células adherentes en presencia de
5 pg/ml de B,m. Las células fueron fijadas con glutaraldehido al 0.1% en PBS y lavadas
3 veces con PBS. A continuacion, a cada uno de los pozos se les adiciond 10° linfocitos
T obtenidos de la fraccidon no adherente y se procedié a co-cultivarlos durante 72 h bajo
estas condiciones en medio completc consistente en medic Dulbecco Modificado
{GibcoBRL) suplementado 10% con SFB, 100U de penicilina, 4mM de L-glutamina, 1mM
de piruvato de sodio y 20uM de p-mercaptoetanol. Después de las 72 hrs de cullivo, se
adiciond  1uCide timidina tritiada a cada uno de los pozos y después de 18 h se
determiné la incorporacién de timidina tritiada, evaluando la actividad en un contador de
centelleo. La estimulacion de los linfocitos T en presencia de 10U/mi de IL-2
recombinante humana (R&D Systems) fue utilizada como control positivos. Mientras el
uso de bradiquinina {INC, Laboratories) a una concentracién de 5 ug/ml, fue utilizada
como un péplido irrelevante. Por su parte, linfocitos T co-cultivados con células
adherentes sin péptidos, fueron ulilizados como controles negalivos. Todos los
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experimentos fueron realizados por duplicado y la desviacion estandar fue evaluada a

partir de 4 pozos en cada experimento.

6.11. Caracterizacion bioguimica y antigénica de los péptidos.

La fraccién de péptidos con mayor capacidad en inducir la mayor estimulaciéon de
infocitos T, fue llevada a un anilisis de espectro de masas (MALDI-spectra) y
posteriormente a la degradacion aminc-terminal de Edman, para conocer ei contenido y
la secuencia de aminoacidos de esta fraccidon, Estos procedimientos fueron llevados a
cabo en la HHMI Biopolymer Laboratory & W.M. Keck Foundation Bictechnology
Resource Laboratory, de la Universidad de Yale.

Mediante el uso de las secuencias de residuos mas significativas, de los péptidos
reportados, se procedio a realizar un andlisis de homologia con secuencias de diferentes
proteinas en una base de datos (Blast Search Entrez) (Falk et al, 1991a).

l.os péptidos NQFPIFLQF, MQYEIMNYF y NQYEIINYF que fueron identificados de la
secuenciacion de una fraccion de péptidos antigénicos de la linea INBL (fraccion 19), asi
como sus homologos que forman parte de las secuencias de proteinas virales,
NVFPIFLQM (54-62 de L1-HPV-18), MQYEIINYM (338-346 de la proteina accesoria
polimerasa T6/GS de H3V) y NEYEILNYF {145-153 de UL1-HCMV), asi como los
péptidos FPIFLOMAL (56-64 L1 de HPV-18) altamente afin al alelo HLA-Cw4, y el
péptido SIINFEKL (258-266 de la proteina ovoalbumina) considerado como irrelevante,
fueron sintetizados de manera similar a ios péptidos especificos para HLA-A11 y —B27
(ver inciso 6.5) (Gausepcoh! et al, 1990).

6.12. Ensayos de estabilizacién de la molécula HLA-Cw4.

Para los ensayos de estabilizacién de la molécula HLA-Cw4, se utilizd la linea celular
CIR, la cual presenta en su membrana celular Unicamente a este alelo de manera
detectable (Zemmour et al, 1992). Estos ensayos consislieron en cultivar a las células
CtR a 37°C en presencia 50mM de cada uno de los péptidos durante 24 horas,
colocande una cantidad de esios péptidos durante 12 horas y adicionande medio nuevo
junto con mas péplido en Jas siguienies 12 horas. Las molécutas MHC- en la superficie
de las C1R tratadas, fueron detectadas con el anticuerpo monomdrfico WE/32, de
acuerdo al procedimiento antes mencionado.
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6.13. Evaluacién de la estimulacién de linfocitos T con los péptidos sintéticos.

Las células C1R fueron incubadas toda la noche en presencia de 50mM de cada unc de
los peptidos sintéticos y de Sug/ml de B,m (Sigma, U.S.A} toda la noche a 37°C. Después,
tas 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/mI de
penicilina; 4mM de L-glutamina; 1mM de piruvato de sodio;, y 20uM de B-
mercaptoetanol. Posteriormente, 5x10* células C1R cargadas, fueron fiadas con una
solucion al 0.1% de glutaraldehido en PBS y entonces co-cultivadas con 1x10° linfocitos
T purificados de donadores normales o de pacientes con CaCu a los cuales se les
detecté la presencia del alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. Linfocitos T provenientes de
otros donadores con otros alelos HLA-C, fueron incluidos como controles irrelevantes.
Despues de 72 horas en cultivo, los linfocitos fueron pulsados con 1mCi de timidina
tritiada y la incorperacién de este radiondclido fue determinada 18 horas después del
pulso. La estimulacion de finfocitos T en presencia de 10U/mi de hriL-2 (R & D Systems)
fue usado como un control positivo; mientras que C1R cargadas con Smg/ml del péptido
de ovoalbumina, especifico para H-2Kb (Moore et al, 1988), fueron usadas como control

irrelevante.

6.14. Induccidn in vitro, de la respuesta de linfocitos T citotoxicos de memoria.
El método utilizado fue muy similar al realizado por (Evans et al, 1997). Brevemente,
4x10° linfocitos de sangre periférica fueron resuspendidos en 1ml de medio completo
e incubados con 10ug/mi de péptido en placas de 24 pozos. Al tercer dia de cultivo,
las celulas fueron enriquecidas con 1 ml de medio completo conteniendo 10Ul/ml de
rhiL-2. A} séptimo dia, y después semanalmente, las células fueron reestimuladas de
la siguiente manera: a) las células C1R fijadas (4x10% células) fueron incubadas
durante 2 hrs a 37°C en 1ml de medic compteto con 10ug/ml de péptido y 3ug/ml de
#2m; b) después de remover las células no adherentes mediante lavado, 10° células
T respondedoras fueron adicionadas en 1 ml de medio completo; y ¢} las células
fueron suplementadas dos dias después con 1ml de medio completo conteniendo IL-2
(concentracion 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 citotoxicidad.
La linea celular INBL fue marcada con #[Cr] (Amersham) durante 1 hr. Diferentes
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cantidades de células efectoras en 50mi de medio, fueron incubadas y entonces
2.5x10° células blanco marcadas con '[Cr] fueron adicionadas a cultivos por
triplicado en placas de 96 pozos fondo U, en 200 pl de volumen final. Después de
4h de co-cultivo a 37°C, 100u! de sobrenadante fueron cosechados y transferidos a
viales para su cuantificacion en un contador de emisién-pB (Packard). Células INBL
marcadas con *[Cr], incubadas con una solucidn deTritén X-100 al 5% 6 con medio
sole, fueron usadas para determinar la liberaciébn maxima y expontdnea
respectivamente. La liberacién expontanea fue usualmente menor del 10% y nunca
excedid en un 15%. El porcentaje de lisis especifico de cada ensayo fue calculado
de la siguiente manera: % de citotoxicidad= (liberacién experimental - liberacion

expontanea) / (liberacion maxima - liberacion expontanea) x 100.
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7. RESULTADOS.

A.- EXPRESION Y FUNCIONALIDAD DE LAS MOLECULAS CALSE | DEL MHC EN
LAS LINEAS CELULARES DE CARCINOMA CERVICO-UTERINO, CALO E INBL.

7.1. Las lineas celulares de CaCu, CALO e INBL positivas para HPV-18, expresan
moléculas MHC clase | de manera conformacional en la membrana celular.

Se sabe que mas del 90% de los tumores de cancer cervical expresan algun fipo de
virus de papiloma humano de alto riesgo (HPV-16, 18, 31, 33) ( Howley et al, 1991; y
Breitburd 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 clinicos 1B y IVA respectivamente (Monroy et al,
1992), el DNA de ambas lineas fue analizado con sondas especificas para la proteina L1
de HPV-16 y 18 (virus de alto riesgo frecuentemente asociados con CaCu). El analisis
di6é por resultado que ambas lineas celulares hibridaron con las sondas de HPV-18, al
igual que el mostrado por el control positive, HELA. Ninguna de las lineas celulares
hibridd con la sonda de HPV-16, en la cual ia linea SIHA (HPV-16+), did positividad
(Figura 7.1).

Por ofro lade, una de las caracteristicas mas comunes que tienen las células malignas
para evadir la respuesta inmune, es [a de presentar una disminucién en la expresion de
moléculas clase ! del complejo principal de histocompatibilidad en membrana, esta
reduccién puede estar relacionada con la pérdida en la expresion de algunc de sus
componentes: ausencia de f,-microglobulina, de la cadena pesada, o de ambas
cadenas (Connor y Stern, 1990). Por tal motivo, las lineas celulares CALO e INBL, fueron
analizadas por citometria de flujo para detectar la presencia de Bo-microglobulina
{anticuerpc BBM.1), cadena pesada (anticuerpo B9.12) y ambas cadenas de manera
conformacional (anticuerpo W6/32). Como se muestra en ta figura 7.2, la expresion de
B-microglobulina y de la cadena pesada (alfa) en la membrana celular, es similar en
ambas lineas celulares. Es interesante mencionar que la asociacion de ambas cadenas,
detectada con el anticuerpo monoclonal W&6/32  (anticuerpo monomériico que reconoce
su asociacion), presentd una  intensidad de fluorescencia similar a la obtenida para .-
microglobulina o para la cadena alfa de manera independiente, lo que sugiere que ambas
cadenas se encuentran asociadas conformacionalimente en la membrana celular de CALO
e INBL.
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Figura 7.1. Las lineas celulares CALO e INBL de carcinoma cérvico-uterino, son positivas para HPV-18.
Mediante un ensayo de Southemn blot, usando sondas especificas para HPV-16 y 18, se encontré 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 ia
membrana celular. (-), control negativo, anticuerpo secundaric marcado con GAM-FITC;
{1). control de isotipo, anticuerpo monoclonal anti-CD3, ratén anti-humano. La expresion
de B,-microglobulina (B,m) y de l1a'cadena pesada (a), asi como su asociacion (MHC-I),
fueron determinadas mediante citomeltria de flujo empleando los anticuerpos
monocionales BBM.1, B9.12 y W6/32 respectivamente.
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7.2. CALO e INBL expresan de manera diferencial alelos HLA-A y B en su
membrana celular.

Tomando en consideracién el hecho de que muchos carcinomas de cérvix presentan una
pérdida significativa o disminucién de la expresion de alelos HLA-A y -B en su membrana
celular (Connor et al, 1990; y Cromme et al, 1994a), se procedid a evaluar el nivel de
expresion de algunos alelos HLA clase | en CALO e INBL. Los alelos HLA-B27 y -At1
asi como los alelos constituidos por la familia HLA-Bw6 el cual incluye al alelo HLA-B78 y
-B48 fueron evaluados en CALO e INBL respectivamente. Los alelos restantes en cada
una de las lineas celulares, no fueron determinados individualmente por el hecho de
carecer de anticuerpos monoclonales alelo-especificos. Al analizar 1a expresion alélica,
encontramos un  nivel bajo de expresion de los alelos HLA-A11 y -B27 comparado con
el mostrado por el de los alelos -B78 y —B48 (Figura 7.3, histogramas delgados).

Por oiro lado, se sabe que IFN-y es un regulador positivo de 1a expresién de moleculas
MHC vy de genes de algunas proteinas 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, ias lineas celulares CALO e INBL fueron incubadas en presencia
de |FN-y. La expresion conformacional de las moléculas MHC-{, detectada con el
anticuerpo monoclonal W6/32, mostrd un incremento importante en célutas cultivadas
previamente en presencia de !IFN-y (Figura 7.3, histogramas gruesos). Al analizar la
expresion de alelos individuales, se observé que los alelos HLA-B78 y -B48, mostraron
un incremento en la membrana celular, mientras que los alelos HLA-B27 y -A11 no
incrementaron su expresion en células tratadas con IFN-y {Figura 7.3).

Por otro lado, al analizar |a expresion de las moléculas HLA-B27 y -A11 en la membrana
de células normales (linfocitos T de donadores sanos), se observé que la expresién de
estos alelos fue mayor en las células normales que en ias lineas de CaCu (Figura 7.4),
sugiriendo una probable afeccion en |a expresion de estos alelos enlas  lineas celulares.
Con la finalidad de verificar si la expresion deficiente de los alelos era debida a una
transcripcion deficiente de las moléculas HLA-B27 y -A11, se procedid a realizar un
ensayo de Northern Blot para comparar la expresion de HLA-B27 y -B78 en CALO y de
HLA -A1t y —B48 en INBL. E! analisis revel6 que estos alelos expresan un patrdn similar
de ARNm (Figura 7.5), lo cual nos permite sugerir que esta afeccién no se debe a
defectos en la expresién de los alelos HLA-B27 y -A11.
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Figura 7.3. Expresion diferencial de alelos HLA-A y -B en CALO e INBL y su induccion
con IFN-y. La expresidn de los productos alélicos y del tolal de moléculas MHGC-I fue
analizada en células no tratadas (histogramas delgados), o tratadas con 100U/ml de
IFN-y durante 48 horas (histogramas gruesos). {-), nivel de deteccion con anticuerpo
secundario solo, GAM-FITC; (1), control de isotipo, anticuerpo monacional anti-CD3. Para
la deteccidn de los alelos se utilizaren Jos siguientes anticuerpos monoclonales: B27M1
{(anti HLA-827, -B7); A11.1 (anti HLA-A11, -A24), y SFR8B6 (anti HLA-Bw6). E| total de
moléculas MHC-I fue determinado con el anticuerpo monomérfico W6E/32.
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Figura 7.4. Los alelos HLA-B27 y -A11 son debilmente expresados en las lineas
celulares CALO e INBL respectivamente. La expresion de los alelos HLA-B27,
-A11, -B78(Bw6) y -B48(Bw6) fue determinada en las lineas CALO e INBL como
indicado (histogramas delgados), y comparada con aquella expresada en linfocitos
de sangre periférica de donadoras normales que contenian estos alelos en su
haplotipo (histogramas gruesos). El nivel de tincién con anticuerpo secundario
solo, GAM-FITC, fue considerado como control negativo.
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7.3. La expresion de los alelos HLA-B27 y-A11 es incrementada a 26°C.

Se sabe que el ensamble de los complejos constituidos por la cadena
pesada/[l,m/péptidos, en células con expresién 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 linfoide humana T2 deficiente en Tap's (Ljunggren et al, 1990;
Kosken y Bevan, 1990). En este sentido, considerando que fa baja expresion y la nula
induccion de los alelos HLA-B27 y -A11 en presencia de IFN-y en las células CALO e
INBL, fuera un fendmeno relacionade con el ensamble y la eslabilidad de Jos complejos
cadena pesada/f.microglobulina/péptido, ambas lineas celulares fueron cultivadas a
26 °C durante 24 horas. Este tratamiento dio como resultado un importante incremento
en la expresion de HLA--B27 en CALO y -A11 en INBL (Figura 7.6); no obstante, la
expresion de estos alelos  regresd a sus niveles basales, cuando las células que habian
sido cultivadas a 26°C fueron nuevamente incubadas a 37°C por 4 hrs mas (Figura 7.6).
En contraste, los alelos HLA-B78 y -B48, no mostraron cambios en su expresion  bajo
las mismas condiciones {Figura 7.6), lo cual permite sugerir que probablemente existen
deficiencias en la estabilidad y ensamble de los alelos HLA-B27 y -A11 comparados con
los de -B78 y -B48 respectivamente.

7.4. Péptidos sintéticos que se unen especificamente a los alelos HLA-B27 y -A11,
incrementaron la expresion de estos alelos en CALO e INBL.

Considerando la posibilidad de que, tas deficiencias en Ia estabilidad y el ensamble de las
moléculas HLA-B27 y -A11, pudiera deberse a un pobre aporte de péptidos para unirse a
estos alelos, las lineas CALO e INBL fueron cultivadas y permeadas en presencia de
péptidos sintéticos que se sabe se unen especificamente a los alelos HLA-B27 vy -A11
(Elliot et al, 1991; Lie et al, 1990 y Benjamin et al, 1991). Se utilizd el péptido
FRYNGLIHR para ef alelo HLA-B27 (Jardetzky et al, 1991 y Malnati et al, 1995) y el
péplido AVDLYHFLK para -A11 {(Kast et al, 1994). La expresién de los alelos HLA-B27 y
-A11 fue incrementada dnicamente cuando los péptidos fueron introducidos en las
células 4 horas antes de evaluar su exprasion en membrana celular (Figura 7.7).

Por otra parte, se ha visto que las moléculas clase | de MHC, retenidas en el reticulo
endoplasmico, pueden ser capturadas e inmunoprecipitadas con péptidos especificos
adicionados a los lisados celulares (Townsed et al, 1990; y Kvist y Hamann, 1990). Con
la finalidad de determinar si las moléculas HLA-B27 vy -A11 eran ensambtadas en
condiciones similares, las lineas celulares CALO e INBL fueron marcadas
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Figura 7.6. Los alelos HLA-B27 y -A11 son estables a 26°C. La expresion de los alelos
HLA-B27 y -B78(Bw6) en CALQ; y HLA-A11 y -B48(Bw6) en INBL, fue determinada sobre
células cultivadas ya sea a 37°C; a 26°C durante 24 horas; ¢ a 26°C durante 24 heras y
después incubadas a 37°C por 4 horas mas.
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Figura 7.7. Expresion de HLA-B27 y -A11 en presencia de péptidos especificos. Para ia
deteccion de las moléculas HLA-B27 en CALO y -A11 en INBL, las lineas celulares
fueron cultivadas ya sea sin péplidos (SP); o con péptidos adicionados exdgenamente
(EXO), FRYNGLIHR para HLA-B27 y AVDLYHFLK para -A11. Los péptidos también
fueron permeados usando saponina 0.1% (PER). El nivel de tincién con el anlicuerpe
secundario GAM-FITC fue considerado como control negativo en células sin permear {-)
o0 permeadas con saponina (-)PER. (*), indica la desviacidon estandar de dos
experimentos hechos por cuadruplicado.
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metabdlicamente con metionina-°[S] y posteriormente las moléculas HLA-B27 y -A11
fueren  inmunoprecipitadas en presencia de péptidos alelo-especificos (100pM)
adicionados en los lisados celulares. Después de inmunoprecipitar a estas moléculas, se
observd un incremento en la captura de las moléculas HLA-B27 y -A11, cuando los
péptidos especificos fueron adicionados a los lisados celulares (Figura 7.8). Estos datos,
nos permiten sugerir gue el nivel bajo de expresion de HLA-B27 y -A11 en la superficie
celular de CALO e INBL respectivamente, esta influenciado muy probablemente por una
deficiencia en la generacion de péptidos adecuados para permitir el ensamble de estas

moléculas.

7.5. CALO e INBL tienen deficiente expresion de Tap-1.

Se sabe que una deficiencia en el transporte de péptidos especificos por los Tap’s,
puede contribuir @ un ensamble deficiente de las moléculas MHC-| (Townsed et al,
1990; Kvist y Hamann, 1990; y Restifo et al, 1993). Ademas, en tumores cervicales se ha
documentado una correlacién entre |a baja o nula expresion de alelos de tipo HLA-A y -B
y la pérdida de Tap's, en especial Tap-1 (Keating et al, 1995). En este sentido, se
procedid a determinar si la baja expresion de los alelos HLA-B27 vy -A11 observada en las
lineas 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 encontro que tanto CALO como INBL expresaron deficiencia en Tap-1, y
ademas, cuandc ambas lineas celulares se cultivaron en presencia de IFN-y, esta
subunidad incrementé su expresion. En contraste, la subunidad Tap-2 fue expresada de
forma similiar a la del control positivo (linfocitos de sangre periférica) en ambas lineas de
CaCu (Figura 7.9 A).

7.6. CALO e INBL expresan de manera deficiente, la subunidad catalitica LMP-10
del proteasoma.

La expresion deficiente de moléculas MHC-| en la membrana de células tumorales, se ha
visto frecuentemente asociada con la deficiente expresién de alguna de las subunidades
cataliticas det proteasoma (Singal et al, 1996; y Seliger et al, 1996). Con la finalidad de
analizar la expresion de las principales subunidades del proteasoma que participan en la
fragmentacion de las proteinas antigénicas, los cADN obtenidos de las lineas ceiulares
mediante  transcripcion reversa, fueron utilizados para amplificar mediante PCR, un .
segmento especifico de los genes LMP-2, LMP7, LMP-10, PA28a y PA280, usando los
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oligonucledtidos apropiados (Johnsen et al, 1998).

Como se muestra en fa figura 7.9 B, las lineas celulares CALO, INBL y HELA presentaron
una eficiente expresion de las subunidades LMP-2 y LMP?, asi como de las subunidades
activadoras del proteasoma PA28a y PA28 (Figura 7.9 C). Cabe mencionar que la linea
celular CALO, presentd una expresion disminuida de LMP-2 en relacion a las otras lineas
de CaCu. De manera interesante, se encontrd que la expresion de la subunidad LMP-10
del proteasoma, fue deficiente en las tres lineas celulares (Figura 7.9 B).

Por otro lado, se sabe que el tratamiento con IFN-y promueve la expresion de Tap's,
LMP’s y PAZ28 (Groettrup et ai, 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
Pa283 mantuvieron su expresidon (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 expresion de la
subunidad LMP-2 {Figura 7.9 B). Por su parte, la expresion de la subunidad LMP-10en
las células CALO e INBL tratadas con IFN-y, fue incrementada ligeramente (Figura 7.9
B).

El conjunto de estos resultados, nos pemiten sugerir gue [a baja expresion de los alelos
HLA-B27 y -A11, encontrada en las células CALO e INBL, se asocian fuertermente con la
expresion deficiente de la subunidad Tap-1y de la subunidad LMP-10 del proteasoma.
Estas deficiencias pueden modificar dos aspectos importantes de la via del procesamiento
de antigenos: el espectro de péptidos que son producidos por el proteasoma y el
transporte de los peptidos que se unen a alelos especificos.
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B.- OBTENCION DE PEPTIDOS ANTIGENICOS ASOCIADOS A MOLECULAS MHC-I
DE LAS LINEAS CELULARES CALO E INBL.

7.7. Obtencion y deteccion de los péptidos asociados con motéculas MHC-1 de
CALO e INBL.

La presencia de HPV-18 en las células CALO e INBL, hace factible la posibilidad de que
péplidos derivados de las proteinas de este virus puedan ser presentados en la
membrana celular por medio de moléculas MHC-I. La identificacién y caracterizacidn de
dichos péptidos resulta de gran relevancia, pricipalmente porgue el HPV se encuentra
asociado en 90% de los casos con CaCu invasor, siendo el HPV-18 el segundo tipo mas
abundante en esta asociacion (Berumen et al, 1997). Con la finalidad de disociar péplidos
presentados por las moléculas MHC-i de las lineas CALO e INBL y de esta manera poder
iniciar la identificacion de péptidos antigénicos a partir de estas lineas celulares, se
procedié a marcar metabblicamente ia sintesis protéica de CALC e INBL. Para ello se
utilizaron los aminoacidos 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 o1 y o2 de la cadena pesada de las
moléculas MHC-I (Rammensee et al, 1985). Después del marcaje metabdlico, las
moléculas MHC-| fueron inmunoprecipitadas con ayuda del anticuerpo monomorfico
W6/32, vy los péptidos antigénicos disociados de eltas fueron separados por HPLC en un
gradiente lineal de acetonitrilo durante 30 minutos. En las figuras 710 ay b, se
muestran los perfiles de elucién cromatografica y los contenidos de radiactividad-B {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 mas
prominentes de los perfiles cromatograficos.

Después de disociar y ultrafiltrar los péplidos, la fraccion de material residual, fue
separada en un gel de poliacrilamida al 15%, para analizar sus componentes. La
autoradiografia del gel, reveld la presencia de la cadena pesada de45kDayde @3-
microglobulina de 12kDa (Figura 7.11), con lo cual se demuestra que los perfiles de
elucidn corresponden a péptidos disoctados de las moléculas MHC-l obtenidas de fas
lineas celulares CALO e INBL.
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Figura 7.10 a. Péptidos disociados de moléculas MHC-| de la linea CALO marcada
metabdlicamente con  Leucina-3[H], Lisina-3H), Alanina-{H] y Fenilalanina-3{H],
comrelacionan su marcaje, cuentas por minuto {cpm), con tos perfiles de elucion de
péptidos separados por cromatogrfla de HPLC.

87

% de acetonitrilo



1 30

20 25 30

500

400

300

200~

100

0

10111213141516 17 181920212223 242526 27282930

Tiempo de elucién (min)

Figura 7.10 b. Péptidos disociados de moléculas MHC-| de la linea INBL marcada

metabolicamente con Leucina-YH], Lisina-}[H],

Alanina-3(H] y Fenilalanina-3[H],

correlacionan su marcaje, cuentas por minuto (cpm), con los perfiles de elucion de

péptidos separados por cromatografia de HPLC.
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Figura 7.11. Presencia de las cadenas aifa y pB,-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 |a inmunoprecipitacién de las moléculas MHC-I de CALO e INBL
después de ser marcadas metabdlicamente con los aminoécidos (Lisina, 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 monomérfico W6/32 (linea
1), o del material sin eluir (linea 2).
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7.8. Péptidos aislados de moléculas MHC-l de la linea INBL, estimularon a linfocitos
T de una donadora con infeccion viral de HPV-18 en cérvix y portadora del alelo
HLA-Cwd4 en su haplotipo.

Para iniciar la identificacién de los péptidos antigénicos obtenidos de moleculas
MHC-1 de CALO e INBL, se procedid al aislamiento de péptidos a partir de 2x10°
células de cada una de estas lineas a partir de cultivos celulares. Las fracciones de
peptidos eluidos en el intervalo entre 10 y 30 minutos de la cromatografia de
HPLC, fueron evaluadas en ensayos biologicos de estimulacion de linfocitos T totales
(CD4+ y CDB8+) obtenidos de sangre periférica de diferentes donadores, incluyendo
pacientes con cancer cérvico-uterino. En la Figura 7.12 A-D, se muestran algunos
de los resultados de la estimulaciéon de tinfocitos T de varios donadores, con las
fracciones de péptidos eluidas, liofilizadas y reconstituidas 1:10 con el medio de
cultivo. En estos ensayos se puede apreciar que en solo uno de los casos (Figura
7.12 D), una fraccion de péptidos derivadas de la linea INBL, fraccion 21, fue capaz
de estimular la proliferacion de linfocitos T de una donadora.

Posteriormente, se procedid a analizar si la donadora  compartia algunas
caracteristicas propias para favorecer un probable reconocimiento de los péptidos
antigénicos, tales como el haplotipo de histocompatibilidad clase | v la presencia de
infeccion con HPY. Tomando en consideracion que ia donadora habia presentado
antecedentes de lesién cervical, se procedié 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 infeccién con
HPV-18 (Figura 7.13), la cual fue corroborada por la presencia de coilocitos en su
examen citoldgico de Papanicolau (datos no mostrados). Al tipificar el haplotipo de
histocompatibilidad en linfocitos de esta donadora, se encontré que preseniaba los
alelos HLA-A2, -B44(12), -B72(70) y -Cw4. La presencia de infeccién con HPV-18 y Ia
prsencia del alelo HLA-Cw4 en el haplotipo HLA clase-| de esta donadora, nos
permiten sugerir que la estimulacion de fos linfocitos T de esta donadora,
probablemente esté asociada con péptidos virales eluidos de la linea celular INBL en
el contextc HLA-Cw4, el dnico alelo con el cual existe homclogia de
histocompatibilidad entre el haplotipo de la linea INBL v el hapiotipo de la donadora.
Por otro lado, en otro de los casos estudiados, los linfocitos T obtenidos de una
paciente con CaCu que presentaba infeccion virat con HPV-18, no fueron
estimulados con péptidos eluidos de moleculas HLA clase | de la linea celular CALO,
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a pesar de portar al alelo HLA-AB8 en su haplotipo de histocompatibilidad, homologo
al presentado por la linea CALO (Figura 7.12 A). Tampoco se observd praliferacion de
linfocitos T de una donadora normal, negativa para HPV-18, a pesar de que
compartia el alelo HLA-Cw1 con CALOQO (Figura 7.12 C). Finalmenle, en el caso de
una paciente con CaCu e infeccion de HPV-18, la cual no compartia alelos con la
linea celular INBL, sus linfocitos no mostraron proliferacién al cultivarse en presencia
de péptidos aislados de moléculas HLA clase | de INBL (Figura 7.12 B).

Con el proposito de obtener una gran cantidad de péptidos antigénicos para llevarios
a su secuenciacion de amincécidos, se procedié a disociar péptidos de una cantidad
de células 10 veces mayor que la utilizada en las pruebas biolégicas de estimulacien
de linfocitos T. Los péptidos obtenidos de esta disociacién, fueron separados por
HPLC en un gradiente lineal de 60 minutos de corrida y las fracciones de péptidos
colectadas a razén de 1 m¥/min, fueron evaluadas bioldogicamente para estimular a
los linfocitos T de la misma donadora. En los ensayos biclégicos, se pudo detectar
que la maxima proliferacion fue promovida por la fraccion 19 de péptidos obtenidos
de la nueva elucion (Figura 7.14). La proliferacién inducida por esta fraccion, fue
similar a aquella obtenida cuando se adicionaron 10 U/ml de IL-2 recombinante, la
cual fue usada como contro! positivo. Cabe mencionar que las fracciones de péptidos
inmediatas a la 19, promovieron en menofr proporcion, la proliferacion de los
linfocitos de esta donadora. En este mismo ensayo, la Bradicinina, utilizada como

péptido irrelevante, no indujo proliferacidon alguna de los linfocitos T.

7.9. La fraccién 19, de péptidos eluidos de moléculas MHC-I de INBL, contiene
péptidos homdélogos a secuencias virales,

El analisis del espectro de masas de la fraccidon 19, presentd dos pares de picos que
correspondian a 699/715 y 743/758 Da, también se encontraron varias especies
menores en el intervalo de 867-1200 Da (Figura 7.15). La separacion de ifodas las
especies detectadas en el espectro de masas, no fue posibie realizarla, por lo que se
procedid a la secuenciacidn directa de los péptides contenidos en toda la fraccion 19,

A partir de la secuenciacién protéica, por la técnica de digestion de Edman, se pudo
detectar upna mezcla de péptidos comrespondiente a 9 aminoacidos de longitud. La tabla
7.1 nos muestra los datos crudos de dicha secuenciacion, en  donde los valores
subrayados en cada ciclo, representan los residuos de aminoacidos con valores
significativos con respecto al ciclo anterior (comunicacion personal, Dr Ed Papacoda),
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Figura 7.12. Proliferacion de linfocitos de sangre periférica de pacientes con CaCu y donadores normales, con peéptidos
eluidos de moléculas MHC-l de las lineas celulares CALO e INBL. Linfocitos T obtenidos de sangre periférica de
pacientes con CaCu o de donadoras “normales”, fueron estimulados con fracciones de péptidos eluidas de moléculas
MHC-1, ya sea de |a linea celular CALO (A y C} o de INBI (B y D). Los cultivos de LSP sin péptidos fueron considerados
como control negativo, el péplido Bradicinina (BRA), Sug/ml, fue utilizado como irrelevante, mientras que Interleuicina-2
recombinante humana ( rhiL-2), 10U/ml, fue considerada como contro! positivo. {*), desviacion estandar de dos
experimentos hechos por cuadruplicado.
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Figura 7.13. Deteccién 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 frotis
cervical, el ADN aislado, fue hibridado con sondas especificas para HPV-16 y
18; se encontrd que la donadora presentd positividad para HPV-18 al igual que la
linea celular INBL (HPV-18+). Et ADN de la donadora, no mostré reactividad con
1a 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-! de la linea celular INBL, son capaces
de estimular linfocitos derivados de una donadora con infeccion de HPV-18 y HLA-
Cwid+. (A}, Perfiles de HPLC de péptidos procesados naturalmente y eluidos def total de
moléculas MHC-l expresadas por INBL. (B), la fraccién 19 de péptidos eluidos de
moléculas MHC-I de INBL, indujo la maxima proliferacion de LSP de la donadora HPV-
18+ y con HLA-Cw4 en su haplotipo. El control positivo de estimulacion de linfocitos T
fue hecho con 10U/ml de rhiL-2, mientras que bradicinina (BRA), 5ug/ml, fue usado
como iretevante. LSP sin péptidos, fue usado como control negativo (-). ), desviacion
estandar de dos experimentos hechos por cuadruplicado.
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Tabla 7.1 Resultados obtenidos después de la secuenciacion directa (técnica de Edman),
de la fraccion 19 de péptidos eluidos de moléculas MHC-I de la linea celular INBL de
carcinoma cérvico-uterino.

Aminoacidos {pmol)

€ Asp Asn Ser GIn Thr Gly Glu Ala His Tyr Arg Pro Met Val Trp Phe lle Lys Leu

1 132 0.84 12.7 195 444 221 4.2 195 258 2.51 0.B5 4.44 059 t.79 1.7B 3.11 255
2 468 63 3.61 2.15 159 108 1.7 383 0.88 1.24 099 157 0.45 052 243 115
3 316 099 1.99 0.84 0.88 7.87 142 3.26 175 142 (.44 1.18 1.81 1.04 1.24 1.21
4 248 0.73 101 0.82 0.53 6.28 1.89 1.55 0.74 246 0.59 0.7 0.76 0.83 0.99
5 206 14 073 0.85062 57 1.26 132 0.80 173 05 145 0.82 1.5t 0.84 1.2
6 1.88 0.84 0.67 0.85 0.56 5.05 1.08 1.24 0.6 1.56 1.29 0.84 147 0.81 1.18
7 138 1.7 063 067 067 4.82 1.27 151 0.82 1.12 0.14 1.57 0.66 098 0.75 1.57
8 136 0.96 0.63 0.78 0.47 4.34 1.16 1.09 0.84 0.8 043 1.21 0.52 058 116
9 1.06 (.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

Tabulacidon de ia cuanfificacion de los arminoacidos (PTH), obtenidos después de la
secuenciacion de la fraccion 19 (HPLC) de péptidos eluidos de moléculas MHC-| de la
linea celular INBL.. Los valores subrayados, representan un incremento significative con
respectc al valor obtenido en un ciclo previo. Estos valores fueron corroborados y tienen
alta confiabilidad (Dr. Ed Papacoda, HHMI Biopolymer Laboratory & W.M. Keck
Foundation Biotechnology Resource Laboratory, Yale University). C, representa el nomero

de ciclos llevados a cabo en la secuenciacién. Los aminoacidos estan simbolizados de
acuerdo con su codigo de tres letras.
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Los aminoacidos que presentaron los valores significativos de PTH en cada uno de los
ciclos (Tabla 7.1) fueron utilizados para tormar secuencias de 9 residuos, las cuales
fueron analizadas en una base de datos de secuencias protéicas (Blast Search Entrez
Database). Como resultado de este analisis, se encontraron tres nonameros gque

presentaron alta homologia con segmentos de proteinas virales (Tabla 7.2).

Tabla 7.2. Péptidos identificados a partir de Ia secuenciacion directa (Técnica de Edman)
de la fraccidn 19 de los péptidos aislados de moléculas MHC-| de la linea celular INBL, y

su homologia con fragmentos de proteinas virales.

Secuencias Fragmentos homélogos Origen protéico de los % de homolagia.
identificadas después  de proteinas virales.  fragmentos homdlogos.

del analisis de Edman

de la fraccién No. 19.

XQFPIFLQE NVFPIFLQM  Proteina L1 de HPV-18 85
54 62
XQYEIMNYE MQYEIINYM Proteina accesoria de la 85
338 346 polimerasa, T6/GS de
HSV.
XQYEIINYF NEYEILNYF Proteina UL1 de la cepa 85
145 153 AD 169 de HCWMV.

Los aminoacidos estan simbolizados de acuerdo al cddigo de 1 letra: X, aminoacide no
identificado; Q, Glutamina, F, Fenilalanina; P, Prolina; |, Isoleucina; L. Leucina, N,
Asparagina; V, Valina; M, Metionina; Y, Tirosina; E, Acido Glutamico.

_, residuo no homologado.

HPV, virus de papiloma humano.

HSV, virus de herpes simpiex.

HCMV, citomegalovirus humano.
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La secuencia XQFPIFLQF presentd homologia en un 85% con la secuencia 54-62
de la proteina L1 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 XQYEIINYF también tuvo homologia def 85 % con la secuencia
145-183 de la proteina de transcripcion temprana, ULC1, del citomegalovirus
humano cepa AD169. 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 92 posicién; lle (I} en la 6* posicion; y Tir {Y) en 1a 2° y 3er
posiciones (Johnson et al, 1993; y Rammensee et ai, 1995). Estos resultados abren la
posibilidad de que estos péptidos pudieran ser candidatos idoneas para inducir la

respuesta inmunoldgica mediante este alelo.

7.10. La expresion del alelo HLA-Cwd4 incrementa en presencia de péptidos
virales sintéticos.

Tomando en consideracion la posibilidad de que los péptidos identificados a partir de
la fraccion 18, asi como sus homologos de las proteinas virales (Tabla 7.2),
pudieran ser presentados en el contexto del alelo HLA-Cw4, se realizaron ensayos
para determinar su capacidad de unién y estabilidad con {a molécula HLA-Cw4. Para
ello, estos péptidos fueron producidos sintéticamente e incubados con la linea
celular C1R, 1a cual expresa como U(nico alelo detectable en membrana celular a
HLA-Cw4 (Zemmour et al, 1992). Los péptidos identificados mediante la digestién
por Edman, fueron sintetizados con el mismo residuo aminoterminal de sus
respectivos péptidos virales homéblogos. Al analizar el efecto de cada péptido, se
obtuvo que los péptidos de secuencias virales: NEYEILNYF fraccion145-153 de la
proteina ULC-1 de HCMV (Figura 7.16 G); NVFPIFLQM fraccion 54-62 de la proteina
L1 de HPV-18 (Figura 7.16 H), el péptido MQYEIMNYF (Figura 7.16 F} y su
homoélogo viral MQYEIINYM de la fraccién 339-346 de la proteina accesoria de la
polimerasa tipo 6/GS de HSV (Figura 7.16 1), indujeron un aumento en la expresion
de moléculas HLA-Cw4 detectadas por el anticuerpo W6/32 sobre las células C1R.
El mismo nivel de expresién fue obtenido con el péptido FPIFLQMAL (testigo positivo)
(Figura 7.16 F), el cual, de acuerdo a una prediccion por algoritmos se une
fuertemente al alelo HLA-Cw4. En contraste, los péptidos NQYEIINYF y NQFRPIMLQF
(Figuras 7.16 D y E), tuvieron un efectoc muy pobre sobre elincremento de la
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expresion de la molécuta HLA-Cw4. Por su parte, el péptido irrelevante SHNFEKL,
especifico para el alelo H-2Kb de ratdn {(Moore et al, 1988), no tuvo efecto alguno en
la expresion de HLA-Cw4,

7.11. El peptido 54-62 de la proteina Lt de HPV-18, estimula la proliferaciéon de
linfocitos T de donadores con el alelo HLA-Cw4 y positivos para 1a infeccion
con HPV-18.

Tomando en consideracion que las secuencias peptidicas virales estabilizaron al
alelo HLA-Cw4 en una proporcion mayor a {a obtenida por los péptidos derivados de
la secuenciacion directa de la fraccion 18, a continuacion, se procedic a analizar su
efecto sobre la protiferacion de linfocitos T de la donadora con infeccion de HPV-18 y
con presencia del alelo HLA-Cw4 en su haplotipo, asi como de donadores normales
conteniendo el alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. Nosotros observamos que el péptido
NVFPIFLQM, fragmento 54-62 de la proteina L1 de HPV-18, fue el unico capaz de
inducir la estimulacion de linfocitos en estos donadores (Figura 7.17 A y B). Este
péptido no indujc la estimulacién de linfocitos de donadores que portaban los alelos
HLA-Cw1 o -Cw3 (Figura 7.17 C y D). Eslos resuitados, permiten sugerir fuertemente
que el péptido NVFPIFLQM de la proteina L1 de HPV-18 esta siendo presentado por
la linea celular INBL en una forma restrictiva al alelo HLA-Cw4.

7.12. Los linfocitos T provenientes de la donadora portadora del alelo HLA-Cw4d y
con infeccion de HPV-18, lisaron a las células INBL.

Con la finalidad de determinar si los linfocitos T obtenidos de la donadora con infeccién
de HPV-18 y HLA-Cwd+, asi como de donadores sanos con el alelo HLA-Cwd+ eran
capaces de lisar a las células tumorales INBL, ambos fueron estimulados con el péptido
54-62 de la proteina L1 de HPV-18, y en seguida se procedi¢ a evaluar su capacidad
citotoxica sobre las células INBL. Nosotros observamos que sélo  los linfocitos T
derivados de la donadora con infecclon de HPV-18, fueron capaces de lisar a las células
INBL (Figura 7.18). Este resultado sugiere fuertemente que el pépiido 54-62 gde |a
proteina 1.1 de HPV-18 es un epitope naturai presentado en ia 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 secuenciacion de la fraccion 19, estabilizan el alelo HLA-Cw4 en 1a linea celular
C1R. Ei analisis de la expresion de la molécula HLA-Cw4 en la linea C1R en presencia de
péptidos sintéticos, se hizo de la siguiente manera: (A), controt negativo, anticuerpo secundario

marcado con FITC; (B),

control de isotipo (I}, anticuerpo monoclonal anti-CD3, ratén anti-

humano. La expresion del alelo HLA-Cw4 en lalinea linea celular {inico alelo delectable en su
membrana) fue detectado con el anticuerpo monomarfico W6/32 en ausencia de péplido (C), o en
presencia de péptidos sintéticos (histogramas gruesos), derivades ya sea de las secuencias
identificadas a partir de la fraccién 19 (D, E y F), o de sus respectivas secuencias virales
homélogas (G, H e 1) como indicado. El péptido 258-266 de la proteina de ovoalbumina,
especifico para el alelo de raton K, fue utilizado como irrelevante (J) ; mientras el péptido 56-64
de la proteina L1 de HPV-18, que de acuerdo a la prediccion por algoritmos se une fuertemente
aHLA-Cw4, fue utilizado como control positiva (K).
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Figura 7.17. El péptido 54-62 de la proteina L1 de HPV-18, estimula de manera especifica a linfocitos T de una donadora con
infeccion de HPV-18 y con el alelo HLA-Cw4 en su haplotipo. Las células C1R fueron previamente incubadas con 50uM de
péptidos sintéticos derivados, ya sea de secuencias identificadas después del anélisis por Edman de la fraccion 19: (1) NQFPIFQF;
(2) MQYEIMNYF; (3} NQYEIINYF, o sus respeclivas secuencias virales homologas, (4) NVFPIFLQM (54-62 de la proteina L1 de
HPV-18); (5} MQYEINYM (338-346 de la proteina polimerasa de HSV); y (6) NEYEILNYF {145-153 de la proteina UL1 de HCMV).
Ei péptido FRIFLQMAL (7), 58.64 de ia proteina L1 de HPV-18, el cual se une fuertemente a HLA-Cw4, fue también utilizado; (OVA)
SIINFEKL (258-266 de la proteina ovoalbumina) especifico para el alelo Kb de raton, fue utilizado como péptido irrelevante. La
fraccion 19 de péptidos de motéculas MHC-l de INBL (F19), fue usado como control positivo; mientras que las células C1R sin
péptido (-}, fueron usadas como control negative. Las células C1R cargadas con los diferentes péptidos, se usaron para estimular
linfocitos T derivados de 4 diferentes donadoras (A-D). (*), desviacion estandar de dos experimentos hechos por cuadruplicado.
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Figura 7.18. Linfocitos T activados de la donadora con infeccion cervical de
HPV-18 y con HLA-Cw4, lisaron a la linea celular INBL. Linfocitos T derivados
de la donadora HPV-18+ y HLA-Cwé+, fueron previamente estimulados con
lalinea celular C1R cargadas con el péptido 54-62 de la proteina L1 de HPV-
18 (*) 0 sin péptido {®). Después de 21 dias de estimulo, los linfocitos T
fueron utilizados para evaluar la citotoxicidad sobre células de la linea INBL
marcadas con 5[Cr]. Los linfocitos T obtenidos de una donadora con el alelo
HLA-Cw4 en su haplotipo y sin infeccion con HPV-18, fueron también
estimulados con C1R cargadas con el péptido 54-62 de la proteina L1 de
HPV-18 (&) o sin este péptida  (T).
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8. DISCUSION .

A.- EXPRESION Y FUNCIONALIDAD DE LAS MOLECULAS CALSE | DEL MHC EN
LAS LINEAS CELULARES DE CARCINOMA CERVICO-UTERINO, CALO E INBL.

La funcién principal de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 1
{(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 proteinas virales y
oncoproteinas, con la finalidad de que el linfocito T citotdxico lleve a cabo ta eliminacion
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 expresion de molécutas MHC-! 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 cbservacion ha conducido a que varios grupos
de investigacion dirijan su atencidn al estudio de Ia expresion de las moléculas MHC-I,
¥ &n su caso, la expresidn alélica HLA-A, -B, -C, utilizando anticuerpos que reconocen a
estas moléculas de manera conformacional (Cromme et al, 1994 a, b; Garride et al,
1994). A pesar de ello, poco se sabe acerca de los alelos especificos que pueden ser
clave en la presentacion de los determinantes antigénicos y que en algin momento
pudieran estar disminuidos, aln ante la presencia de citocinas potenciadoras de su
expresion (Neefjes et al, 1988; Piccini et al, 1990; Lahat et al, 1989). Por lo que el analisis
de la expresion de los productes alélicos HLA clase | sobre células tumorales y su
induccién por citocinas resulta importante.

En estudios recientes, se ha reportado que alrededor de un 78% de tumores de CaCu
presentan deficiencias en la expresion de moléculas HLA clase 1 (Keating et al, 1995),
estos estudios se basan en técnicas inmunohistogquimicas hechas en cortes hisiologicos
de las muestras tumorales. Evidentemente estas técnicas no permiten el analisis de Ia
funcionalidad de las moléculas HLA ni su respuesta inductiva a citocinas. En el presente
trabajo, utilizamos dos lineas celulares de carcinoma cérvico-uterino denominadas CALO
e INBL, en las cuales encontramos positividad para HPV-18 y baja expresién de los
alelos HLA-B27 en CALO y —A11 en INBL, en relacién a alelos de la familia -Bwb
expresados en estas lineas celulares. El primer punto a analizar fue la funcionalidad de
las moléculas HLA-B27 y -A11 bajo condiciones que se sabe promueven su expresién en

la membrana ceiular, como son: el cultivo celular en presencia de IFN-y (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 especificos que estabilizan a
estos alelos (Elliot et al, 1991, Jardetzky et al, 1991; Benjamin et al, 1981; Kast et al,
1994; y Malnati et al, 1995). Este andlisis permitio encontrar defectos asociados con la
estabilidad y ensamble de estas moléculas, debidos, muy probablemente a deficiencias
en la generacion de péptidos dando como resultade la inestabilidad de las moléculas
para vigjar hacia la membrana celular. En este sentido, los cultivos celulares a 26°C y el
rescate de moiéculas HLA-B27 y A11 mediante la introduccion de péptidos sintétices al
citosol de las células, favorecieron el ensamble de estas moléculas, reflejandose en un
incrementc  de su expresion en membrana celular, De igual manera, la adicion de
peéptidos especificos para los alelos HLA-B27 y -A11 en los lisados celulares de CALO e
INBL, favorecieron su captura durante las inmunoprecipitaciones al utilizar los
anticuerpos monoclonales especificos. Esta baja expresidon de  HLA-B27 y -Al1
encontrada en estas [ineas, no se relaciond con una deficiente transcripcién de estos
alelos, puesto que en el andlisis de ARNm para estas moléculas, se encontraron
patrones similares de expresion 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 -
A1,

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar ia baja expresidon de moléculas
MHC en la membrana de las células tumorales (Neefjes y Ploegh, 1988; Ehrlich, 1995; y
Keating et al, 1995), entre ellos se encuentran: la deficiencia en la fragmentacion de las
proteinas en el citosol, en donde los proteasomas tienen un papel importante en la
generacion de  péptidos antigéhicos (Rock et al, 1994); |a deficiencia en el transporte de
peéptidos especificos hacia el lumen del reticulo endoplasmico, mediante [os
transportadores ABC ascciados al procesamiento antigénico (Tap-1 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 | especificas debido a la generacion de péptidos poco afines
(Powis et al, 1991; Ortiz-Navarrete y Hammerling, 1991; y Spies y DeMars, 1991).
También se ha postulado que cambios de aminoacidos en la estructura de lasa
motécutas MHC-I, puedan alterar su expresion 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 recombinacion génica, o mediante eventos de conversion que
involucran alelos relacionados (Vargas-Alarcon et al, 1997).

La disminucién o carencia en la expresion de algin locus HLA-A & B, o de un alelo
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especifico de HLA clase-l ha sido reportado en un gran niimero de tumores y  lineas
celulares derivadas de ellos, misma que ha sido asociada con importantes pérdidas en la
expresion de moléculas que participan en la via 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; Keatling et al, 1995; Singal et al, 1996, Seliger, et al, 1996,
Maeurer el al, 1996a; Chen et al, 1996; Maeurer et al, 1996b; Kokolopoulou et al, 1996).
En el caso particular de turmores de CaCu, se ha enconfrado que una gran cantidad de
estos tumores expresan deficiencia en Tap-1 (Cromme et al, 1994a, b; y Keating e al,
1995). En este esludio, encontramos que las lineas CALO e INBL mostraron deficiencias
en la expresion 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 expresidn de eslas
moléculas.

Estos datos en conjunto apoyan la idea de que la expresion deficiente de los alelos
HLA-B27 en CALO y HLA-A11 en INBL, esta asociada con defectos en el procesamiento
de antigenos y en el transporte de péptidos alelo-especificos para unirse adecuadamente
a estas moléculas HLA clase (.

La expresion deficiente de la subunidad catalitica LMP-10 en células tumorales de CaCu,
de acuerdo a nuestros resuitados, resulta ser novedosa puesto que aun no se ha
reportado tal deficiencia en este tipo de tumar. Recientemente, se ha reportado una
marcada deficiencia de la subunidad LMP-10 en lineas ceiulares de neurcblastoma y
tumnores de cancer pulmonar {Johnsen et al 1998); la deficiencia combinada de LMP-10
{que se codifica en el cromosoma 18, diferente al MHC), junfo con fa deficiencia de LMP-
2, LMP-7, Tap-1 y Tap-2 (codificados en el cromosoma 6), llevd a tales autores a
proponer que existen mecanismos reguladores, diferentes a las mutacicnes y deleciones
de ciertos genes, que conducen al descontrol de los diferentes componentes del
mecanismo de procesamiento de antigenos para alierar el procesamiento y la
presentacion de antigenos tumorales (Johnsen et al, 1998). Lo cual suponemos esté
también sucediendo en el CaCu.

Por ofro lado, como se menciond previamente, en nuestros resuliados encontramos que
al culfivar las células CALO e INBL en presencia de IFN-y, los alelos HLA-B27 y —-A11 no
incrementaron su expresion en membrana celular, sin embargo, los alelos relacionados a
HLA-BwG (-B48 y -B78) si la incrementaron; este fendmeno, es interesante puesto que
como es sabido, la adicibn de IFN-y recupera la expresion de MHC-| en células
deficientes, al inducir la expresidn de moléculas relacionadas con el procesamiento de
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antigenos (IFN-y, induce la expresion de LMP-2, -7 y -10 asi como de PA28 o/} y Tap’s).
De acuerdo a nuestros resultados, la induccibén de las moléculas Tap-1 y LMP-10 con
IFN-y fue ligeramente incrementada, pudiendo resuitar en una incompleta generacion y
transporte de los péplidos antigénicos de manera especifica. En esle sentido, se ha
reportado que la actividad de los proteasomas tiene un papel impartante para el cargado
de péptidos en diferentes alelos de molécuias MHC-I (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 expresidn eficiente de los Tap's (Daniel
et al, 1998), por lo que una deficiente expresion o induccion de estas subunidades influye
notablemente en el transporte de los péplidos para ensamblarse a las moléculas
adecuadas. En adicidn, la participacion de otras moléculas que se asocian a los Tap's
para favorecer fa unidn y ef acoplamiento del péptido a ia molécuta MHC-I, como es el
casc de Tapasina y Calreticulina, pueden verse afectadas para llevar a cabo su
funcion (Ortmann et al, 1997; Solheim et al, 1997; y van Endert, 1999).

Por otro lado, la selectividad en la induccidn de alelos HLA clase-l 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 fa induccion con IFN-y deberia ser
considerada cuando esta citocina es utilizada en las intervenciones inmunologicas.

Por ofra parte, la desregulacién de la expresion y funcion de Tap's en lineas celulares de
ratbn, se ha relacionado con la presencia de IL-10 producida por estas mismas lineas
celulares (Salazar-Onfray et al, 1997). Recienlemente, se ha encontrado que tumores
cervicales producen una mayer proporcién de citocinas inmunosupresoras del tipe Th2,
principalmente IL-4 e IL-10 (Alcocer et al, en prensa, citado en Gariglic et al, 1998}, en
consecuencia, este fendmenc podria estar relacionado con defectos en la expresion y
funcion de los Tap's, como el reportado por otros autores y el descrito en el presente
trabajo.

Por dltimo, tomando en consideracion que nuestros resultados convergen con la
expresion deficiente de moléculas HLA clase | en células de cancer cervical, debido
probablemente deficiencias en la generacion y transporte de péptidos especificos para
ensamblarse c¢on su alelo particular, de acuerdo a las deficiencias de Tap-1 y LMP-10
observadas en CALQO e INBL, apoya la idea de que en pacientes con cancer cervical, la
deficiencia en la expresion de moléculas MHC-i resulte en la evasion de la respuesta
inmune mediada por CTL's y células NK, puesto que estudios recientes han reportado
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que la insuficientz expresion de algunos alelos que favarecen el reconocimiento de
CTL's junto con la expresion de alelos que confieren resistencia a a lisis por NK, pueden
conjugarse para lograr el escape inmunologico de tumores y  relacionarse con
procesos metastasicos (Gavioli et al, 1996; Geidhof et al, 1996; Garrido et al, 1997 y
Pende et al, 1998).

B.- OBTENCION DE PEPTIDOS ANTIGENICOS ASOCIADOS A MOLECULAS MHC-
DE LAS LINEAS CELULARES CALO E INBL.

En estudios previos, las lingas celulares CALO e INBL, fueron utilizadas en ensayos de
ca-cultivo con linfocitos de sangre periférica de estas mismas pacientes. En estos cultivos
autdlogos, se encontrd que los linfocitos T sensibilizados durante varios dias en
presencia de rhiL-2, fueron eficientes en lisar a estas células utilizadas como blanco en
los ensayos de citotoxicidad INBL. (Monroy, 1991). Estos resultados, permitiron sugerir la
posibilidad de que en la membrana celular de estas lineas se presentaran antigenos
tumorales, reconocidos por los linfocitos T de las pacientes. Por lo que en este estudio,
se dicidid explorar la posibilidad de identificar epitopos naturalmente presentados por
moléculas MHC-| en la membrana celular de las lineas CALO e INBL.

El uso de las lineas celulares CALO e INBL como modelo para identificar epitopos
tumorales o virales asociados a moléculas MHC-1, presenta varias ventajas, puesto que
son lineas celulares muy jovenes (menos de 50 pasajes), evitando con ello el uso de
lineas celulares altamente transformadas como es el caso de HELA, Caski, etcélera,
ademas de 1a gran dificultad que existe en obtener in vitro a células infectadas con HPV
para ser utiizadas como material biolégico de investigacion.

Una manera de identificar a los epitopos asociados al CaCu, ha sido la de utilizar
vectores virales para expresar alguna proteina de HPV en las células en cuestion; por
ejemplo en un modelo de células infectadas con virus de vaccinia recombinante que
portaba la proteina €6 de HPV-16, fue posible identificar al péptido (18-26) de E6, a
partir de la elucion de los péptidos presentados por la molécula HLA-A0201
{Bartholomeu et al, 1984). De manera similar, iambién se han identificado  varios
péptidos derivados de la proteina E7 de los virus HPV-.6b y HPV-11,; o de las proteinas
E6 yE7 de HPV-16 asociados a la molécula HLA-A2 (Tarpey et al, 1894); o medianie el
uso de péptidos antigénicos de las proteinas E6 y E7 de HPV-16 obtenidos por
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algoritmos de prediccion, para asociarse a moléculas clase | de raton (Kast et al, 1993) o
de humano (Ressing et ai, 1995).

En nuestros experimentos, después de analizar la actividad estimuladora de diferentes
fracciones de péptidos asociados de manera natural a fas moléculas MHC-1 de CALO e
INBL, logramos identificar a una fraccién de péptidos disociados de moléculas clase |
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 infeccién cervica! de HPV-18 y también
positiva para el alelo HLA-Cw4.

Un aspecto muy interesante de este estudio, fue el hecho de que la secuenciacion
directa de esta fraccibn de péptidos estimuladores, permitio identificar a tres
secuencias que presentaban alta homologia con segmentos  de proteinas virales, de
virus que se han asociado etiologicamente al desarrollo de céncer cervical, como
son: el HSV, el HCMV y principalmente el HPV (Peto y zurHausen, 1986). En
nuesiros ensayos encontramos que Unicamente el péptido correspondiente a la
secuencia 54-62 de la proteina L1 de HPV-18 fue capaz de inducir la estimulacion y
citotoxicidad de los linfocitos T de la donadora con infeccion para HPV-18. Este
hecho nos indica que linfocitos T de memoria, especificos para este tipo de
antigenc de papiloma, estan  presenies en la sangre periférica de esta donadora,
como consecuencia de su  respuesta inmunclogica natural contra la infeccién del
HPV-18.

La respuesta proliferativa de linfocitos T de pacientes con neoplasia intraepitetial con
infeccion de HPV-16 y de donadores sanos, ha sido reportada utilizando péptidos de
las proteinas E6 y E7 de HPV-16 {Kadish et al, 1997) y péptidos derivados de la
proteina E2 de HPV-16 (Konya et al, 1997). Recientemente se encontré que
péplidos sintéticos (15aa) derivados de la proteina Lt de HPV-16 {(aa 199-409),
fueron capaces de estimular linfocitos T de pacientes con displasia cervical (63%) y
de controles sanos (45%), en su mayoria CD4" y algunos CD8' (Shepherd et al,
1996). En nuestro estudio, encontramos que Unicamente el peptido 54-62 de 1a
proteina L1 de HPV-18 indujo una respuesta proliferativa tanto de los linfocitos
obtenidos de la donadora HPV-18+ y HLA-Cwd4‘, como de los linfocitos obtenidos de
una donadora normal que también presentaba el alelo HLA-Cw4. Sin embargo, solo
encontramos citotoxicidad {16%) en los linfocitos obtenidos de la donadora con
infeccion de HPV-18, lo cual nos permite sugerir que en esta donadora la respuesia
linfoproliferativa producida por este péplido, puede estar asociada con la eliminggion
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de la infeccion viral.

En cancer cervical, es frecuentemente observado que el virus de papiloma se integra
en el genoma celular, en donde algunas regiones virales como E2 y L1 son
eliminadas, dando como consecuencia su baja o nula expresién (Mullocandov et al,
1996); no obstante recientemente se ha logrado detectar la presencia de E2/E1 y la
proteina L1 en tumores de cancer cérvico-ulerino avanzado (Berumen et al, 1994, y
Taja et al, 1995), sugiriendo que estos segmentos virales también son expresados
como formas episomales en las células de cancer cervical. En nuestro caso,
nosotros recientemente encontramos !a presencia de ARNm para la proteina L1 de
HPv-18 en las células de INBL mediante RT-PCR, sugiriendo entonces su
localizacién de manera episomal en esta linea celular, por [0 que péptidos derivados
de esta proteina pueden ser presentados por moléculas MHC-I. En nuestros
resultados encontramos que los péptidos identificados mediante la secuenciacion,
tienen varios aminoacidos que han sido reportados como residuos ancla especificos
para el alelo HLA-Cw4: Phe (F) y Met (M) en lo novena posicion; lle {}) en ia sexia
posicién; y Tyr (Y) en la 2* y 32 posiciones (Johson et al, 1893; y Rammensee et al,
1995).

Ademas otro dato interesante en este estudio, fue que al analizar |a capacidad de
estabilizacion del alelo HLA-Cw4 (en la linea C1R) con péptidos sintéticos, los
péptidos que provienen de secuencias de las proteinas virates, estabilizan mas
eficientemente a la molécula HLA-Cw4. Estos resultados, nos permiten fuertemente
sugerir, que péptidos pertenecientes a la proteina L1 de la capside de HPV-18,
estan siendo presentados de manera natural, como epilopes, en la membrana de las
células INBL en el contexto del alelo HLA-Cw4.

Por ofra parte, se ha observado gue tumores que expresan el alelo HLA-Cw4 y
ofros de tipo -Cw, presentan resistencia a la lisis por células asesinas naturales
{Garrido et al, 1997), por lo que seria importante averiguar, en estudios posteriores,
el pape! del péptido 54-62 de la proteina L1 de HPV-18 en la resistencia de las
células tumorales de CaCu a I lisis por NK.



9. PERSPECTIVAS.

En el presente trabajo encontramos que la expresion baja de alelos HLA clase | en
celulas de cancer cervical, estd asociada con defectos en la maquinaria del
procesamiento de antigenos, debido a la deficiencia en la expresion de las subunidades
LMP-10 y Tap-1, los cuales tienen un papel importante en la fragmentacién de proteinas
antigénicas a péptidos y en el transporte de estos para unirse a las moléculas HLA clase |
respectivamente. En estudios posteriores, sera importante  analizar si restableciendo
estas subunidades de manera adecuada, ia baja expresion de alelos se revierte, ademas
de saber la participacién de la subinidad LMP-10 del proteasoma en la generacion de
péptidos alelo-especificos. También sera imprtante conocer si un nimero importante de
tumores de cancer cervical presenta deficiencias combinadas en la expresién de LMP-10
y Tap-1 y su asociacion con alelos HLA clase |. Estos datos son de gran relevancia,
puesto que la baja expresion de algun alelo HLA-clase |, puede estar relacionada con
deficiencias en la presentacién de determinantes antigénicos que pudieran ser blancos en
el rechazo inmune medido por los linfocitos CD8°. Lo cua! seria importante considerar, si
se plantean estrategias para restablecer la respuesta inmune en pacientes con céncer
cervical.

Por ofro lado, en nuestro trabajo también logramos identificar, a parir de péptidos
eluidos de molécutas MHC-1 de una linea celular de carcinoma cérvico-uterino (INBL), un
péptido antigénico (secuencia NVFPIFLQM) que pertenece al fragmento 54-62 de la
proteina L1 de HPV-18. Empleando a este péptido de manera sintética, se demostré la
presencia de linfocitos T citotdxicos en la sangre periférica de  una donadora con
infeccion de HPV-18 y positiva para HLA-Cw4. Consideramos que este hallazgo es de
gran importancia, puesto que se describe a un antigeno procesado de manera natural por
células de cancer cervical, ademas de que este antigeno proviene de la principal proteina
de la capside det HPV-18. La posible expresion de péptidos viarales por moléculas HLA
det locus C, abre la posibilidad de que estos alelos sean importantes en €l reconotimiento
inmune mediado por linfocitos T, ademas seria importante averiguar el papel de estos
alelos en la resistencia de tumores cervicales a ta lisis por NK.

Por ofro lado, poco se sabe scbre las propiedades inmunogénicas de la proteina L1 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 proteina en forma episomal. En consecuencia seria importante indagar el papel
inmunogénico de L1 en este tipo de tumores.
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Finalmente podemos indicar que existe un gran potencial en la identificacion vy
caracterizacibn de epitopos provenientes de proteinas virales de HPV asociadas con
cancer cervical, dicha caracterizacién asociada con alelos HLA clase |de alta frecuencia
en la poblacibn Mexicana, podria ser de gran trascendencia para la asignacion de
vacunas especificas para diferentes aleios expresados en las pacientes con CaCu.
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10. CONCLUSIONES.

9.1. Existe expresion alélica diferencial de moléculas clase | del MHC en las lineas

celulares de cancer cérvico-uterino CALO e INBL.

9.2. La baja expresion de los alelos HLA-B27 y -A11 en CALO e INBL respectivamente, se
asocia muy probabiemente con defectos en 'a generacién y transporte de los péptidos
hacia el reticulo endoplasmico para unirse con moléculas MHC-I, puesto que eslas lineas
celulares fueron deficientes en la expresién de tas subunidades LMP-10 del proteasoma y
Tap-1.

9.3. Los ensayos de estimulacion de linfocitos T de la donadora (HLA-Cw4+ y positiva
para HPV-18), con péptidos eluidos de moléculas MHC-1 de la tinea celular INBL (HLA-
Cwd+ y positiva también para HPV-18), y la identificacién del péptido NQFPIFLQF de alta
homologia con ia secuencia 54-62 de la proteina L1 de HPV-18, sugieren {a existencia de
que epitopes virales de HPV-18 estan siendo presentados por las células tumorales INBL,
mediante molécuias MHC-I.

9.4. La presencia de amincacidos de anclaje para el alelo HLA-Cw4 en el péptido
NQFPIFLQF altamente homdlogo a la secuencia 54-62 de la proteina L1 de HPV-18
(secuencia NVFPIFLQM), y la afinidad mostrada por este ultimo hacia el alelo HLA-Cw4
expresado en la linea celular CIR, sugieren que este péptido antigénico se esté
presentando en el contexto de moléculas HLA-Cw4 en 1a linea celular INBL.

9.5, La existencia de linfocitos T citotoxicos contra el péptido NVFPIFLQM en la sangre
periférica de la donadora (HLA-Cw4+ y positiva para HPV-18), dan una fuerte evidencia
de respuesta de memoria inmunolégica contra un determinante antigénico {péptido 54-62
de la proteina L1 de HPV-18) enddgenamente procesado por las células de cancer

cérvico-uterino INBL.
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