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RESUMEN: 

Las proteinas tempranas E6 y E7 de virus del papiloma humano tipo 16 (VPH-16), 

se encuentran en aproximadamente un 50% de los casos de cancer cervical positives para la 

presencia del virus del papiloma humano, principalmente en estadios avanzados, donde las 

reviones del virus que codifican para estas proteinas se encuentran integrados al genoma del 

hospedero. En este tipo de cancer, aunque no en todos los casos, existe una presentacion de 

antigenos alterada, encontcandose una disminucion de moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad clase I (CPH-I) en superficie celular. Si bien se ha encontrado que 

algunos virus pueden desregular fa expresién de molécutas clase I en superficie como es el 

caso def citomegatovirus humano o murino, algunos tipos de herpes y ef adenovirus tipo 12, 

para los virus del papitoma humano no se ha establecido con certeza una relacion directa 

entre la presencia de este virus con el desarrollo de cancer cervical y la disminucién de 

moléculas clase I en superficie de tas células tumorales. 

£n el presente trabajo, se pretendio generar un sistema iv vitro, donde se cuente 

con una alta expresién de Jas proteinas oncogénicas E6 y E7 det VPH-16, para analizar el 

comportamiento deta. molécula del CPH clase I en presencia de tales oncogénes y a la vez 

despertar una respuesta inmune dirigida especificamente contra las proteinas EG y E7 del 

VPH-16. Para ello, se transfectaron los genes para las proteinas oncogénicas E6 y E7 del 
VPH-16 en células P815, con haplotipo H-2D del CPH-I. A tas lineas generadas, que 

portaban ya sean los genes para las proteinas £6 6 E7 por separado, ambos genes juntos, 0 

el plasmido vector solo, se les evatiio Ia expresién de fos genes introducidos por RT-PCR. 

En las lineas que expresaban los genes, se analizé la expresian de motéculas del CPH-I por 

citometria de flujo. Sorprendentemente, los resultados mostraron que los genes introducidos 

son capaces de incrementar la expresién de moléculas clase { en superficie en comparacion 

con fas células ao transfectadas o transfectadas solo con el plasmido vector u otro plasmido 

irvelevante. Este incremento fue significativo para una F=0.95 en las células transfectadas 

con los genes pata E7 y para E7+E6, principalmente. 

Por otra parte, las lineas generadas fueron cocultivadas en presencia de células de 

bazo de ratones Balb/c inmunizados con los plasmidos portadores de los genes H6 6 E7 del 

VPH tipo 16. En estos cocultivos se midié la proliferacion de las células de bazo por 

incorporacién de timidina tritiada encontrandose que las células que inducen una 

proliferacion sostenida y mayor son aquellas que portan los genes para E7 o BG y con 

menos notoriedad para las células que portan ambos plasmidos, en comparacion con 

aquellos cultivos reatizados con la linea parental. 

Se sugiere que la diminucién de moléculas del CPH clase I en superficie celular 

observada en cancer cervical no es debida a un efecto directo de las proteinas oncogénicas 

£6 y E7 del virus del papitoma humano tipo 16, por lo menos en nuestro sistema de estudio. 

M§s bien, este efecto puede ser debido a un proceso evolutivo del mismo tumor a un 

estadio maligno, a defectos en otras proteinas involucradas en el procesamiento y 

presentacién de antigenos como por ejemplo, las proteinas transportadoras asociadas al 

procesamiento de antigenos, TAP-1 y TAP-2, algunas proteinas que componen el 

profeasoma u otras proteinas importantes como la tapasina y calreticulina, o bien, si el 

   



  

efecto es debide a Ja presencia del VPH, es por proteinas diferentes a E6 y E7. Los 
resultados obtenidas en este tcabajo permiten conocer mas acerca de la biologia de este 
virus y su relacidn con e) proceso carcinogénico con el que se ha relacionado, 
conocimientos que pueden ser impattantes para el desarrollo de una vacuna y estrategias 

terapéuticas. 

 



      

1. INTRODUCCION 

Las células de diferentes tejidos mueren, se renuevan o son sustituidas durante la 
vida de! organismo y los procesos que controlan esta proliferacién-diferenciacion y 
senescencia estén finamente regulados a nivel bioquimico y genético. Un ejemplo de estos 

tejidos es la médula Gsea, perteneciente al sistema hematopoyético y principal sitio de 
formacién de células sanguineas, proceso conocido como hematopoyesis (Meager, 1993; 
Lieberman, 1994). Las células originadas en la médula ésea cumplen con distintas finciones 
asi como variados son los linajes en los que se diferencian. En el torrente sanguineo se 

encuentran tipos celulares originadas en la médula dsea que realizan funciones que incluyen 
el transporte de oxigeno a todos los tejidos del cuerpo (funcién levada a cabo por los 
eritrocitos), la fagocitosis de células muertas, viejas o dafiadas (realizada por macréfagos 
principalmente, yen mnenor grado por granulocitos), células encargadas de la coagulacion 
sanguinea (meggeariocitos, mediante su fragmentacion a plaquetas) y células que intervienen 
en fa respuesta” en contea de agentes infecciosos que entran en el organismo causando 
enfermedades. Ademas, células accescrias del sistema inmune (células dendriticas, 

granutocitos, cébwlas cebadas y NK) vigilan los distintos tejidos y Srganos del cuerpo para 
queen conjunto'con las células encargadas de fa defensa del organismo desencadenen una 
respuesta coordiada contra los agentes infecciosos que puedan invadirlo. Asi mismo, el 

_ Sistema inmune detecta ta entrada de sustancias potencialmente toxicas, diferenciando entre 
lo inocue y lo peligrase (Abbas et al, 1994). 

{. Sistema Inmune: 

En todos tos mamiferos, al igual que en el ser humano, el sistema inmune es el 
encargado de mantener la integridad del organismo ante los ataques de agentes infecciosos 
causantes de enfermedades. Aunque tales agentes existen en una amplia variedad de tamaiio 
y complejidad, preseatan como caracteristica general que son reconocidos como extrafios 
por el cuerpo invadido. Nermalmente, la piel y otros epitelios, como el recubrimiento det 

intestino, tracto genital y respiratorio, proveen una barrera contra agentes extratios 
protegiendo contra la invasién; sin embargo, cuando esta barrera es rebasada, el sistema 
inmune se activa y mediante una respuesta coordinada y colectiva, conocida como respuesta 

innwune, en la mayoria de los casos, logra la destruccién y eliminacién del organismo extrafio 
(Austyn, 1993) . 

A las substancias o agentes extrafios que ingresan al cuerpo, capaces de 

desencadenar una respuesta inmune se les da el nombre de antigenos. Aunque historicamente 

se conoce como antigeno a la molécula que estimula la produccién de anticuerpos, la 
definicién se ha tornado mas general, inchuyendo a cualquier cosa que pueda ser reconocida 

por ef receptor de las células T (TCR, por sus siglas en inglés). Esta definicién incluye 
entonces a moléculas normalmente producidas por ef cuerpo, tales como factores de 
crecimiento o moléculas de adherencia, que por encontrarse en la superficie celular deben 

ser reconocidas como propias, diferenciandolas de agentes externos, sin demasiada 
especificidad para evitar las enfermedades autoinmunes (Austyn, 1993). 
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La proteccién conta diversos antigenos, sobre todo de microbios, incluye distintos 

mecanismos como barreras fisicas (epitelios y piel), células fagociticas (macréfagos y 

granulocitos) en sangre y tejido, células NK (del ingtés “natural killer”), células T y 

meoléculas Wevadas por la sangre como son los anticuerpos y el sistema de! complemenio 

(Abbas et al, 1994) (Cuadro 1.1). 

Cuadro 1: Barreras fisicas contra anfigenos extraiios y tipos celulares encargados de ta respuesta 

inmune en ellas. 
  

Barrera fisica Tipos celuiares Respuesta inmune 
  

‘Sistema inmune cutaneo. -Queratinocitos, producen IL-\,|Reacciones inflamatorias ¢ 

GM- CSF, [L-3, TNF e IL-6, IFNy | inmues locales. 

-Células de Langerhans, células 

presentadoras de antigenos. 
-Linfocitos intraepiteliales, en su 
mayoria células T CD8+. 
-Linfocitos dermales, tanto células 

T CD4+ como CDE+. 
-Mactéfagos. 
  

Sistema nme mucoso. “Linfocitos intracpiteliales, en suj Respuesta inmune y de 

mayoria células T CD8+ enfiolerancia a antigenos que 

humanos. entran via oral. 

+Linfocitos propios de la lamina, 
constituides por una mezcla de 

células. 
-Folicalos de fa mucosa linfoide, 
como los parches de Peyer en el 
intesting o las amigdalas en la 

  

      
faringe 

Respuesta inmane de|-Cdulas dendriticas, células B y} Respuesta inmune cspecifica o 

linfocitas en circulacién. macrofagos como células | adquirida. 

presentadoras de antigenos. Respuesta inmune innata. 

-Células NK. Inmunizacian contra antigenos 

-Células T no comprometidas. por células de memoria. 

-Células T y B de memoria. 
-Anticuerpos. 
-Moléculas del sistema de 
compleniento. 
  

Tanto Jas moléculas como tas células que componen el sistema inmune estan 

involucradas en dos formas de inraunidad: fa inmunidad natural o innata, la cual se considera 

el primer sistema de defensa, donde los microbios y cualquier molécula extrafia son 

eliminados sin discriminacién alguna, actuando antes de que los agentes infecciosos ataquen 

a todo et cuerpo. El segundo tipo de inmunidad es la inmunidad especifica o adquirida, 

donde os mecanismos inmunolégicos son inducidos o estimulados por exposicién a 

substancias extrafias que son exquisitamente especificas para distintas macromoléculas, 

  

  
 



          

incrementando en magnitud las capacidades de defensa con cada una de las exposiciones 
sucesivas a una macromolécula particular, Esta respuesta inmune especifica es activada solo 

después de que un patégeno ha entrado al organismo, particularmente si el sistema innata no 
controla totalmente a dicho pat6geno, entonces, en conjunto, ambos sistentas intervienen 
para contrarrestar la accién del antigeno. Asimismo, la respuesta inmune amplifica los 
mecanismos de proteccion de inmunidad natural, directa o enfocada a sitios de entrada de 
antigengs para incrementar la capacidad de eliminarlos (Lieberman, 1994; Meager, 1993). 

Cualesquiera que sea el tipo de respuesta inmune se requiere de la participacion de 

. varios tipos celulares. Ea primer término, aquellas células encargadas de fagocitar 
{principalmente macréfagos) a los patégenos que ingresan al cuerpo, y que ademas sean 
capaces de préséntar los péptidos derivados de fa degradacién de dichos patogenos 
(procesamiento de antigenos) a través de moléculas especializadas para tal fin (complejo 
principal de histocompatibilidad), y que con el reconocimiento de estos péptidos se inicie 
una respuesta citotéxica mediada por linfocitos T, el cual seria otro tipo celular, en contra de 

las edlulas fagocitadas por los macrofagos (Figura |). 

  

antigeno Presentacioa 
_—_ 

= * 
Procesatwuiento ? eo” 

      
motéculas 
clase 1-péptido macrofaga se 1p 
antigenico 

Reconscimiento 

CP ®) 
Linfocito T 

citotdxico.       
Figura |. Representacién esquematics de {a fagocitosis de un antigeno, su 
procesamiento y presentacién por macréfagos a células T. 

Dentro de la inmunidad especifica, ta eliminacién de los antigenos del cuerpo se 

efectila por dos procesos, uno mediado por células (células T) y otto mediado por moléculas 

(inmunidad humoral, células B). De esta forma, ta inmunidad especitica esta a cargo de las 

células linfoides especiafizadas: como son los finfocitos B, que secretan anticuerpos dirigidos 
especificamente contra los antigenos, y los linfocitos T, que eliminan a células del cuerpo 

que han sido infectadas por virus, mediandose la respuesta entonces por jas células T 

citotoxicas (CTL’s, por sus siglas en inglés “ cytotoxic T lymphocyte”) (von Boehmer, 

1994). En adicién a lo anterior, otros mecanismos de respuesta como es la secrecién de 

substancias bioquimicas denominadas citocinas por parte de las célutas T auxiliares y otros 
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tipos celulares, promueven Ia produccién de anticuerpos, o bien, la expansidn de cétulas T 

citotéxicas (laneway y Travers, 1994). 

En mamiferos, los linfocitos se forman constantemente en los organos linfoides tales 
come el timo, en donde maduran las células T, o en fa médula dsea donde se generan células 
B. Tanto los precursores de tas células B como de las células T en los genes de 
iamucogtobulinas © semejantes a inmunoglobulinas, sufren una serie de rearreglos para 

producir moléculas 0 receptores de reconocimiento dé antigenos que son expresados en la 
superficie celular. En los linfocitos B, ios rearregios génicos resultan en la expresion de una 
forma de inmunoglobulina unida a la membrana plasmatica, la cual sirve para reconocer 
antigenos particulares. Por otra parte, en tos linfocitos T, ef rearregla génico resulta en la 
expresion de! Hamado receptor de células T (TCR), un complejo glicoprotéico que contiene 
dos subunidades,.a y §, las cuales pueden reconocer ciertos epitapos antigénicos de 
molécalas protéicas cuando estan presentes en asociacidn con el complejo principal de 
histocempatibilidad (CPH), capacitando a las células T para efectuar una respuesta 
citotéxica en contra de los antigenos presentados (Abbas et al, 1994). 

IL, Respuesta inmune mediada por células; 

Para que se leve a cabo fa activacion de linfocitos T, existe la teoria que postula que 

estas. células necesitan de al menos dos sefiales para su activacian. La primera seiial 

(especifica de antigeno) es aportada por el complejo formado (intracelularmente) por un 
péptido unido a. moléculas del CPH, mostrado sobre fa superficie de fas células 

presentadoras de antigenos (CPA), que se une a su vez al complejo formado por el receptor 

de las eélulas T (TCR) y el ligando CD3 para enviar fa sefial dentro de las células T (Miiller- 
Sieburg y Deryugina, 1995). Una segunda sefial no especifica del antigeno pero también 

aportada por fas CPA, es mediada por el entrecruzamiento de fa molécula CD28 en la 

superficie de la. célula T con miembros de fa familia B7 (B7.1, CD80, B7.2, CD86) en fa 

superficie de las CPA (Liu y Linsky, 1992; Allison y Krammel, (995). 

- Procesantiento y Presentacién de antigends. 

. El paso inicial en la presentacién de antigenos es la unién del agente extraiio native 

(es decir tal cual entra al organismo) a una CPA. Las CPA tienen como principal fincion 

capturar, internalizar y procesar antigenos y presentarlos a los linfacitos T no 

comprometides, activandolos a madurar y prolifera contra el antigeno presentado en 

particular. Dentro de este tipo de células se incluyen tos fagocitos mononucteares 

(macréfagos y granulocitos), células B y células dendriticas en sus diferentes tipos: céluias 

de Langerhans, dendriticas intersticiales (en corazon, rifién, estomago y pulmdn), 

interdigitantes, folicutares, linfoides y células dendriticas veladas (“veiled”} de sangre y 

aédulos linfiticos (Hejjnen et al, 1996; Shurin, 1996; Sting! y Bergestresser, 1996). Quiza 

las. células presentadoras por excelencia son las cétulas dendriticas, siendo también las mas 

estudiadas por su alta eficiencia para capturar, procesar y presentar antigenos. Las células 

dendriticas presentan altos niveles de expresién de moléculas del CPH clase t y Ul en su 

superficie celular, asi como las moléculas coestimuladoras ya anteriormente mencionadas 
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como B7.1, B?7.2 y otras como CDIla,b,c, CD40, ICAM! (CD54) y LFA-3 (CD58) 
(Allison y Krammer, 1995; Shurin, 1996). 

Continuando con el procesamiento de antigenos, las diferentes CPA pueden capturar 
alos antigenas por distintas vias, par ejemplo: Jos macrdfagos suelen fagocitar, las células B 
utilizan su receptor de inmunoglobulina en su superficie celular, mientras que las células 

dendviticas. pueden capturar antigenos mediante tres mecanismos distintos: por 
macropinocitosis, fagocitosis (en menor grado) y receptores de manosa (Heijnen et al, 1996; 
Sharin, 1996). 

En cuanto fos antigenos son capturados por las CPA e ingresan a las células, se 
localizan en vesieulas unidas a la membrana intracelular en estructuras tlamadas endosomas. 
El paso siguiente en la presentacién de antigenos es el procesamiento del mismo para 
modificar su estructura. Para ello, el antigeno es degradado proteoliticamente mediante 
accién enzimatica a pH acido para generar fragmentos peptidicos que pucdan unirse a las 
moléculas del CPH y puedan ser presentados a las células T. Este tipo de procesamiento de 
las pedteinas antigénicas para la presentacién asociada al CPH se debe a que los péptidos al 
unirse a las moléculas del CPH deben tener un tamafio predeterminado (10 a 20 aa de largo 
para moléculas clase {1 y de § a 9 aa para clase 1) para poder ser acomodadas en el surco de 
uaida de dicha motécula, como se discutira mas adelante. Hasta aqui y de manera general es 

como se realiza la captura de proteinas antigénicas; sin embargo, la endocitosis de proteinas 
es sélo una parte de ‘a presentacion de antigenos a células T, ya que también incluye el 
ensamblaje, trafico-intracelular y unién de péptidos (Brodsky y Guagliard, 1991). 

Los mecanisntos de procesamiento y presentacién de antigenos han sido analizados 
ampliamente tanto para antigenos (Ag) extracelulares que son reconocidas por las células 
auxiliares CD4+ restringidas a CPH clase-If, como para la presentacién de antigenos 
intracelulares a linfocites T citotéxicos CD8+, restringidos a moléculas clase 1. A 
Continuacién se revisaran los concepios correspondientes a las moléculas del CPH, los 
cuales forman una parte importante de este trabajo de tesis. 

IU. Complejo principal de histocompatibilidad 

Las moléculas de histocompatibilidad son expresadas en la superficie de una amplia 
variedad de células y son las proteinas principales en el rechazo de injertos; al conjunto de 
genes, altamente poliomarfices, que las codifica se le conoce como complejo principal de 

histocompatibilidad (CPH). El papel central de los productos de los genes det CPH es la de 
unir, no covalentemente, porciones de proteinas antigénicas solubles o libres, para que sean 

reconocidas por linfocitos T especifices para tal antigeno. Existen das tipos de moléculas del 
CPH, clase 1 y clase II, especificas para un subtipo de célutas T, al cual se uniran para 
activarla (Abbas, 1994) (Figura 2). Aunque presentan afinidades a péptidos semejantes en 

estructura y tamajio, fas moléculas de clase I y II se unen a sus péptidos antigénicos por vias 
intracefulares distinfas: mientras las moléculas clase } presentan péptidos originados de un 
procesamiento enddgeno, derivados de proteinas producida por virus y proteinas propias de 

     



  

la célula, las moléculas clase If pueden presentar péptidos de antigenos exdgenos 

endocitados (células dafiadas 0 senecentes, bacterias y otros patégenos), asi como péptidos 

derivados también de proteinas aormales de fa céluia (Brodsky y Guagliard, 1991) 

‘ coon 

HHy 

CABEHR CAUENA « CADEHAD 
eC — 

    Cote 

  

AY Clase B) Clase It cy Cadena invariante 

Figura 2: Esquema de ta estructura del complejo principal de histocompatibilidad clase [. iI y la cadena 

invariante. A) Las motéculas clase I estén compuestas por una cadena de 45 kDa {cadena o.) ¥ ta cadena 

82-microglobulina (62m, 12 kDa), ta cual es totalmente extracelular y és mantenida en fa superficie celular 

for su asociacion a la cadena a. La cadena o esta orientada con el extremo amino terminal hacia él exterior 

celular, ademas de tres dominios extcacelulares (o.1,0.2.03). El sitio de unién del péptido se forma entre los 

dominios a] y a2 (P). B) Las molécalas clase II son heterodimeros compuestos de una cadena « de 33a 35 

kDa y ona cadena 6 (25-29 kDa), orientadas con la regién amino terminal hacia ei exterior de la céluta. 

Cada cadena presenta dos dominios (o11.02, (11,62). Et sitio de unin ai péptido (P) estd formado entre tos 

dominios at y 61. Cy La Cadena Invariante se asocia a tas molécutas clase I durante su biasintesis. Esta 

glicoproteina presenta un éxtremo carboxilo terminal extracelular, un dominio transinembranal simpte y unt 

lalte citoplasmatica. 

Las diferencias entre las moléculas de histocompatibilidad clase I y Il, incluyen 

también a las células efectoras a las cuales se presentan los péptidos: como ya se habia 

mencionado, los receptares de las células T citotoxicas CD8+, se unen a los péptides 

antigénicas unidos a moléculas clase I mientras que los complejos péptido-clase HI son 

reconacidos por células auxiliares CD4+. 

El lacus de! CPH humano es muy grande (aproximadamente 3500 kpb) y esta 

organizado de {a siguiente forma: (a) genes clase Ii (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR) el cual 

_ contiene 17 genes conocides y pseudogenes, (b) genes compiementarios o regién de clase 

HE (para proteinas det complemento C4A, C4B, C2, el Factor B y genes para la enzima 21- 

hidroxilasa), (c) genes de citocinas (TNF, LTA, LTB, LST-1, 1C7, AIF-1) y proteinas de 
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choque térmico (Hsp70 1H y Hsp70 2), region denominada por algunos autores como clase 
{V por estar posiblemente involucrada en varios aspectos de estrés, inflamacion o infeccién, 
y (d) genes de'elase 1 (HLA-A, HLA-B, HLA-C), con 18 genes relacionados y pseudogenes. 
En raton, ¢! complejo principal de histocompatibilidad es mas pequefio, y la secuencia de 
genes es: (a) clase I (H-2K), (b) clase Il (I-A, I-E), (c) genes complementarios, (d) genes de 
Citocinas y (e) clase I (H-2D, H-2L) (Abbas et al, 1994; Janeway y Travers, 1994; Gruen y 
Weissman, 1997). 

En ratén, fos alelos del CPH se designan mediante letras mindsculas (por ejempio a, 
b, ¢). A los genes individuales dentro del CPH se les tlama por el tipo de CPH de la cepa de 
ratén en que s¢-identificaron por primera vez. Los dos /oci del CPH independientes que se 
sabe son fos mas importantes para el rechazo de transplantes en los ratones se tlaman H-2K 
y H-2D. Por la. tanto, el alelo del gen K en una cepa con el CPH tipo k ge le tama KE 
(pronunciade comto K de k), mientras que el alelo del gen K en una cepa con ef CPH d se le 
Hama K* (produntiado. K de d). Después de K y D se desoubrié un docus similar al que se 
Hama L (Abbas, 1994). 

En el presente teabajo se hard mencién dnicamente de fas molécutas del complejo 
principal de. histocompatibilidad clase [, asi como fos mecanismos de pracesamiento y 
presentacion: de asitigenos relacionados, dejando de lado al CPH-H, ya que no es de 
particular interdis-para las‘objetivos de la presente tesis. 

a) Complejo Principal de Histocompatibilidad clase I. 

Las moléculas del CPH clase I se unen a péptidos derivados de la degradacién de 
Droteinas que son. procesadas endégenamente. Es decir, péptides obtenidos a partir de 
proteinas sintetizadas dentro de la célula. Ejemplo de esto son Jas proteinas normates de fa 
célula, proteinas virales y antigenos tumorates (oncogenes sobreexpresados o proteinas 
anormales), Los péptidos obtenides de la degradacién de estas proteinas dentro de! 
complejo multicatalitico proteosomal en citosol, por un proceso descrito posteriormente, 
Son presentados en ta superficie celular acoplados a las moléculas clase I para su 
reconocimiento por los linfocitos T citotéxicos (CTL, por sus siglas en inglés), tos cuales 
son el principal mecanisme de defensa contra virus, participando ademas en ef mecanismo de 
destruccién de cumores. 

Las motéculas clase I tienen una subunidad integral de membrana, la cadena pesada, 
codificada por el CPH de 45 kDa (cadena alfa o H), la cual se asocia no covalentemente con 
la B2 microgtobulina (82m), una proteina soluble no codificada por ef CPH, de 12 kDa. La 
cadena o esta orientada con el extremo amino terminal en la parte extracelular, presentando 
tres dominios (al, 2, 03) de 90 a 100 aminoacidos, un dominio transmembranal simple de 
aproximadamente 25 aa y un dominio citoplasmatico (carboxilo terminal) de ~30 aa. El sitio 
© surco de union del péptido esta formado por los dominios a1 y a2; muchos de tos 
residuos polimdérficos de la cadena & que difieren en la formas alélica estan concentrados 
dentro del surco. Bajo este segmento de la molécula, se encuentra et dominio «3 proximal 
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de (a membrana y ia subunidad 62m, tos cuales son homdlogos a los dominios constantes de 
las inmunoglobulinas (Figura 2) (Williams et al, 1996) 
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Figura 3. Representacién esquemiatica de la via de presentacién y procesamiento de 
antigenos de las moléculas clase [. El conjunto de genes del complejo principal de 
histocompatibilidad (CPH) codifican para las moléculas clase I (cromosoma 6) (A); en 
otro locus, fos genes para la cadena f2m también son codificados (cromosoma 15) (B). 
Una vez sintetizada, la cadena a del CPH clase [(C-I)se une a la calnexina en el RE, 
para ser acoplada con la cadena B2m. Una vez formado el coniplejo cadena a-$2m, la 
calnexina es fiberada y entonces la molécula del CPH clase I parcialmente plegada se une a la 
subunidad TAP-1 por interaccién de la tapasina y la calreticulina. De esta forma, se permite 
ta unidn del péptido antigenico translocado por las proteinas TAP-1 y TAP-2, cuyos genes 
Se encuentran también en la regién del CPH. Una vez que se unié el péptido antigénico a Ja 
molécula det CPH clase £, el complejo completa su plegamiento y es exportado al aparato de 
Golgi, donde sufrira una alicosilacién antes de ser enviado a la superficie en una vesicula de 
secrecion. RE: reticulo endoplasmatico, Ag, antigéno. 

i4 

 



  

Las moléculas clase I presentan péptidos de un tamafio promedio de nueve aminoacidos a células CD8+. Sin embargo, ciertas moléculas clase [ pueden acomodar péptides hasta con 13 aa a través de una protuberancia ascendente de fa porcion central del péptido. Algunas excepciones a esta estrecha unién del péptido han sido reportadas en donde uno o ambos extremos del péptido pueden extenderse fuera del surco (Williams et al, 1996). 

Debido a que las moléculas clase I Presentan péptidos pequefios, el antigeno intacto primero debe ser degradado en el citosol, Ei principal complejo proteolitico citosdlico es el 
proteasoma, el cual existe en una forma 208 y 265. El proteosoma esta compuesto de mas 
de 24 subunidades protéicas unidas para formar un complejo cilindrico. Dos de estas subunidades, LMP-2 y LMP-7, son codificadas por genes que sé encuentran en el locus del CPH (Martinez y Mondco, 1991; Agnaiz-Villena, 1993; Gruen y Weissman, 1997) y ello puede ser un indicio de su papel en la regulacién de ta fancion del proteasoma en el proceso de presentacién de antigenos. 

Una vez que han sido generados en el citosol, fos péptides son translocados al tumen 
def reticulo endoplasmatico (RE) para su asociacin con molécutas clase I recién sintetizadas, a través de un compiejo heterodimérico dependiente de nucledtidos trifosfato 
(NTP), compuestos de los transportadores asociados con él Procesamiento de antigenos, TAP- 1 y TAP-2 (del inglés “teansporter in antigen processing”) {figura 3), Los genes para los TAP-1 y TAP-2 estan localizados en un locus det CPH los cuales codifican para un 
hetecodimero que atravieza varias veces la membrana del RE (Kelly et al, 1992; Groen y 
Weissman, 1997), Los TAP tienen una alta afinidad vor péptidos de 8 a 13 aa, ademas de 
presentar cierta selectividad hacia los péptidos basada principalmenie en la estructura de tos 
residues de! extremo carboxilo terminal, prefiriendo los péptides con aminoacidos 
aromiaticos o hidrofébicos (Schumacher et al, 1994). Al igual que las subunidades de! 
proteosoma, LMP-2 y LMP-7, ta expresién de los TAP puede ser inducida por estimulacién 
con interferén tipo ganima (IFN-y), ademas que la sobreregulacién puede ser coordinada por 
Promotores comunes. Sin embargo, existe un segundo mecanismo independiente de los TAP 
para el transporte de péptidos antigénicos, relacionado con la protedlisis de dominios de 
péptides sefiales hidrofébicos después de que las proteinas son translocadas al lumen de! 
seticulo endoplasmatico. 

La cadena a det CPH clase I recién sintetizada, ya en reticulo, rapidamente se asocia 
con una proteing residente del RE denominada p8S o calnexina que es wna proteina integral 
de membrana asociada a calcio (Jackson et al, 1994}. La cainexina va a ser liberada al darse 
la union de la cadena o.-cadena 82m y las moléculas clase I se unen entonces a un complejo 
de proteinas, una de fas cuales es {a calreticulina. La calreticulina es una molécula semejante 
a las lectinas, estructuralmente relacionada a la calnexina que se asocia de forma simultanea 
al heterodimero cadena a-cadena 82m y los TAP {Solheim et al, 1997). Ota proteina 
involucrada es la tapasina, proteina asociada a la subunidad TAP-1 det transportador, que va 
a permitir et parcial plegamiento del heterodimero cadena a-cadena 62m espere el péptido 
adecuado de! citasol (Seliger et al, 1997, Janeway y Travers, 1997). La tapasina es una 
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proteina de 48 kDa, codificada también en el CPH. Finalmente, la union de un péptido 

liberado del TAP al heterodimero parcialmente plegado, permite que las moléculas del CPH 
clase I se plieguen totalmente y abandonen el RE pata migrar hacia et aparato de Golgi, 

donde sufriran una glicosilacién y luego sera exportada hacia la superficie celular para su 
reconocimienta por el receptor de las células T unido a la molécula CD8 (Jackson et al, 
1994, Hahn et al, 1996). El mecanismo de procesamiento de antigenos descrito aqui, se 
esquematiza en la figura 3, mientras que el reconocimiento por parte de fas céhilas CD8, se 
describe en la figura 4. 

  

Linfocito 
T CD8+    

Molécula CDS Motécuta del CPH clase 1, 
acoplada con el antigeno 

Receptor de las 

i Bae, células T, “4 Complejo CD3 ¢ cadena oy B       
Figura 4: Esquema del reconocimiento por parte de las células T hacia células presentadoras 
de antigenos. Presentacion via moléculas del CPH clase I de péptidos procesados 
endogénamente y expuestos en la superficie de las CPA para su reconocimiento por paste 
del receptor de las células T-complejo CD3, acoplado con la molécula de superficie CD8, 

en linfocites citotoxicos. 
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Una vez que ha habido un reconocimiento del péptido antigénico por parte de las 
células T, sea en el contexte de motéculas clase I o IL, se inicia el proceso de eliminacién del 
agente extraiio. Cabe selialar que fa eliminacién del antigeno mediante la inmunidad 
adquirida o especifica esté en estrecho contacto con la respuesta que pueda darse por los 
componentes de la inmunidad innata. 

IV. Fase lnmune Efectora. 

La inmunidad mediada por células de fa respuesta inmune consta de tres fases: 1) 
fase de recauocimiento, donde el antigeno es reconocido por las células encargadas de 
-fagocitar y presentar a agentes extraiios en el arganismo, procesandolos y presentandolos a 

fas cétulas que se encargaran de su eliminacion; b) fase de activacion, en la cual las células 
que fueron presentadas al antigeno secretan moléculas (intetleucinas y quimiocinas) para su 
activacion y proliferacién hacia un antigeno en particular (teorta de la seleccion clonal) y 
finalmente, c) fase efectora, donde las células activadas 0 efectoras se encargan de eliminar 
al atwigeno contra el cual fueron sensibilizadas (Abbas et al, 1994). 

La fase efectora en la respuesta inmune innata es Ilevada a cabo por células no 

restringidas al Complejo principal de histocompatibilidad como las células NK y/o las células 

asesinas activadas por linfacinas (células LAK, por sus siglas en inglés), mientras que en la 
inmunidad especifica la fase efectora puede ser desarrollada en forma aislada, o en conjunto 
con fas células arriba mencionadas, por los anticuerpos (citotoxicidad mediada por células 
depeadiente de anticuerpos, ADCC, por sus siglas en inglés} 0 por fos linfocitos T CD8+ 
citotéxicos (Paul, 1993). 

La inmunidad especifica mediada por células, es mediada por tos linfocitos T 
citotéxicos; de manera general, se puede considerar que existen dos vias para la lisis de sus 
células blanco: a) una forma dependiente de la liberacién de moléculas que originan la lisis 

dé 4a célula blanco y b) mediante la expresién de la molécula Fas (Squier y Cohen, 1994). En 
ambos mecanismos al parecer la finalidad ¢s inducir a la muerte celular programada o 
apoptosis (Alberts at al, 1994). 

En la primera categoria, pueden ser incluidas todas las moléculas que secretadas en 
granulos o inyectadas en fa célula blanco por el linfocita T (CD4+, CD8+ ¢ incluso células 
NK) puedén causar la lisis de la primera. Aunque de forma clasica se creia que la perforina 0 
citolisina era la molécuta contenida en tos granulos secretados por las células T, ahora se 
sabe que éstos ademas también pueden contener granzimas, un grupo de serina proteasas 
que, posiblemente, al ser inducidas por {a misma perforina, actuen por hidrdlisis y activacion 
de proteinas intragranulares, inductoras de la fragmentacion de ADN (Huding et al, 1993). 
El modelo de citotoxicidad por exocitosis granular propone que después de la interaccion de 
la céluta blanco con las células efectoras, éstas liberan ef contenido de sus granulos 
eitoplasmaticos en el espacio intracelular entre el linfocito y la célula blanco. Entonces, fa 
perforina sufre un cambio conformacional inducido por el calcio libre, integrandose a la 

membrana de la célula blanco, formando poros que son similares a los que se forman por 
ataque del sistema de complemento (Kagi et al, 1995). 

     



La citotoxicidad por la via dependiente de la expresién de la molécula Fas, también 
llamada CD95 o APO-1, estd restringida a las células blanco que presentan dicha molécula 
én su superficie. En experimentos donde se observé {a fisis de las células blanco en ausencia 
de calcio, to cual eliminaba la lisis por perforina que depende de estos iones, flevé a suponer 
que la citotoxicidad en ausencia de Ca” es mediada por la molécula Fas (Rouvier et al, 
1993). Sin embargo, trabajos posteriores han establecido que esta citotoxicidad depende en 
cierto grado de la presencia de los iones calcio (Hanabuchi et al, 1994; Stalder, 1994). Lo 
que es claro es que esta citotoxicidad requiere de ta interaccion de la molécula Fas en las 
Sélulas blanco y de su ligando en las células T (Kagi et al, 1995). Una vez que se Hleva a 
cabo la interaccién de fa molécula Fas con su ligando se genera una sefial que induce a su 
trimerizacién, que a su vez conducira a la apoptosis o muerte celular programada en las 
células blanco por una via de transduccién de sefiales poco conocida. Entre fas enzimas 
involucradas sé encuentra la enzima convertidora de la interleucina 18 (ICE, por “interleukin 
Uf-converting enzyme”) y/o proteasas relacionadas con ICE (Enari, 1995), ademas de una 
Tuta de sefiales. mediada pos ta esfingomielinasa acida (Cifone et al, 1994; Gill et al, 1994). 
La homologia de. {CE con el gene que induce la muerte celular, ced-3 en nematodos indica 
que la apoptosis inducida por ef ligando Fas se encuentra conservada en la evolucion (Los et 
af, 1995). 

Este mecanismo de eliminacién de células en ef organismo es utilizado 
principalmente por las células CD4+, que aunque pueden también lisar via perforinas, 
prefieren inducir a la apoptosis mediante ta expresiOn del ligando Fas, en comparacién con 
las cdlulas T citotdxicas, las cuales siguen una via dependiente de perforinas y granzimas 
(Kagi et al, 1995) 

La importancia de fa fincién efectora de las distintas célutas que forman parte del 
sistema inmune en ta proteccién del organismo en 1a inmunopatologia, las enfermedades 
autoinmunes y el rechazo de transplantes, se basa en el correcto reconocimiento de los 
antigenos presentadas por las células normales o infectadas con algin patogeno celular. Sin 
embargo, en distintas ocasiones, fas partioulas anormales o de células infectadas no son 
eliminadas completamente, o por alguna razon, evitan ser reconocidas por el sistema 
innwnoligico, tal vez por inducir o asociasse a mecanismos de inmunosupresién. Por 
ejemplo, se ha encontrado que el ADN viral puede persistic indefinidamente en Jas células 
del hospedero, evadiendo el sistema inmune, al parecer como un efecto neto de una 
infeccién viral, en donde ésta es controlada pero no eliminada completamente, y de esta 
forma asegurar que se reduzca !a inmunidad mediada por células (Rinaldo, 1990). 

Se han identificado principalmente dos mecanismos por los cuales particutas virales 
se encuentran afectando la respuesta inmune antiviral; estos mecanismos son: a) las proteinas 
codificadas por ef virus interfieren con {a activacién de linfocitos mediada por citocinas y su 
actividad antiviral; por ejemplo, ef virus de Epstein-Barr codifica para una proteina con 
actividad similar a fa IL-10, la cual es una molécula supresora de ja actividad de tos 
linfocitos auxiliares (Vieira, 1990), y 6) disminucion o baja regulacién de las moléculas del 
CPH clase I, en este caso, se ha reportado que los adenovirus, tos virus del herpes simple y 

 



el citomegalovirus de ratén y humane evitan totalmente la expresién de moléculas clase [ en 
la superficie de las célutas infectadas con estos virus (Rinaldo, 1990; De! Val et al, 1992; 
Campbell y Stater, 1994). 

Aunque se desconoce mucho sobre {a biologia de la mayoria de los virus 
clinicamente importantes, ta investigacién sobre los mismos continéa; tal es ef caso de los 
virus det papiloma humano, los cuales se encuentran estrechamente asociados con el 
desarrolto de cancer de cérvix, y con los que se especula una posible relacion con la evasion 
del este tipo de cancer para ser reconocido por el sistema inmune. 

V. Virus de papiloma humano. 

Desde que zur Hausen (1976) propuso que ciertos tipos de visus del papiioma 
fumano (VPH), que infectan ef tracto genital y se transmiten sexualmente podian tener 
relacion con la carcinogénesis del cérvix, s¢ han realizado una gran cantidad de estudios para 
discernir la relaciéa entre el VPH y el cancér cervical. Actualmente se ha acumutado una 

gran cantidad de evidencia al respecto, encontrandose una relacién de un 90% a un 95% en 
Ja presencia de los VPH en células provenientes de tumores de cérvix y en la mayoria de las 
lineas originadas.a partir de carcinomas cervicales (Mujioz et al, 1992; Wheeler, et al, 1997; 
Yamada, 1997). 

Actualmente los VPH han sido reconocidos como agentes implicados en la 
carcinagénesis de distintas células humanas, particulamente las de cérvix, la region 
anogenital, algunas de la piel, las vias respiratorias altas, y el tracto digestivo (Ponten et al, 
1995; Toledo-Cuevas y Garcia-Carranca, 1996;). 

Los papilomavirus son pequefios adenovirus que infectan epitelios ¢ inducen 
principahmente tesiones benignas de la pie! en humanos y otros mamiferos, incluyendo 
verrugas escamosas y papilomas. Mas de 70 tipos de VPH han sido descritos, de los cuales, 

aproximadamente 30 tipos estén relacionados con lesiones en el tracto anogenital (Miinger, 
1995) y 20 de tos mismos especificamente con tumores cervicales, donde el tipo 16 es el mas 
predominante, encontrandose en un 50% en todas las infecciones (Yamada et al, 1997). Los 

VPH se clasifican ea dos grupos, los que invaden las mucosas y los que infectan los epitelios 
secos como fa piel, Los VPH que invaden las niucosas orales 0 genitales, s¢ subdividen a su 
vez en dos grupos mas: aquéllos considerados de bajo riesgo (como el VPH tipo 6 y 10), y 
fos de alto riesgo (tipos 16, 18, 31 y 33). 

ig 

   



J Figura 6: Esquema de la 
estructura genética del virus 
del papiltoma humano tipo 
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a) Estructura genética de los VPH. 

A pesar de que existen mis de setenta tipos de VPH, estos muestran una amplia 
conservacién en fa estructura y organizacién de su ADN (Figura 6). Presentan viriones 
icosahédricos, carecen de envoltuca y contienen una molécula de ADN circular de doble 
cadena de aproxiraadamente 8 kpb (De Villiers, 1989). Los genes de los VPH estan 
divididos en una regién control dande se encuentra el origen de replicacién y el promotor 
temprano, y otra regién codificadora organizada en dos regiones: una temprana (E, de 
“early” en inglés) y una tardia (L de “late”). La regién temprana contiene seis genes 
principates, 5 de proteinas tempranas y uno de tardias, cuyos productos estan involucrados 
en procesos come fa replicacion viral, la regulacién de {a transcripcién y Ja inmortalizacién 
celular (Toledo-Cuevas y Garefa-Carrancé, 1996). La region tardia contiene dos genes que 
codiffean para proteinas estructurales de la capside nuclear. Las principales furiciones 
conocidas de las proteinas codificadas pos los genes del VPH, se resumen en ef cuadro 1.2. 

Cuadro 1.2: Caracteristicas y fimciones principales de tas proteinas de virus del papiloma humano. 
  
Proteinas tempranas 
  

  

  

&6 * Proteina basica unida a zinc, Se une a ADN de doble cadena con alta afinidad. Inmortaliza 
Jas células huésped y modula {a transcripcion del virus. Se une a p53 e induce a su 
degradacidn. 

&? * Fosfoproteina nuclear acida, unida a zinc. Inmortaliza tas células huésped y modula la 
transcripcién del virus. Transforma al cooperar cont ras en cultivos primasios de célutas de 
ratén, Se wie a RB inactivandolo. Modula indirectamente la transcripcion. 

Ez * Regula ta transcripcida viral. Se une al ADN y coopera con El en Ia replicaciéu viral,   
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£1 * Participa en la regulaci6n viral. (nicia la replicacién y modula la funcion de E2. 
£4 * Participa en la maducacidn de las particulas virales. 
ES * Transforma. Se pierde durante fa integracién viral. 
  

  
Proteinas tardias 
LiyL2 * Proteinas de la cdpside del virus.     

Toledo-Cuevas y Garcia-Carranca, 1996 y Minger et al, 1992. 

b) Proteinas tempranas E6 y £7. 

En lesiones benignas, principalmente en cérvix humano asociadas con los VCH, se ha 
observade que el ADN de estos virus se encuentra en un estado episomal. Sin embargo, en 
carcinomas anogenitales, frecuentemente el ADN viral se encuentra integrado al genoma del 
hospedero. Esta integracién, ademas de aportar estabilidad al ADN viral, también permite ef 
incremento en la expresién de las proteinas oncogénicas E6 y E7 (Cuadro 2). 

El proceso de. integracién conduce al rompimiento o interrupcién del marco de 
lectura abierta del gene E2 y como consecuencia de ello, a una disminucion en fa expresion 
dst represor transcripcional del promotor p97, especifico de E6 y E7, con lo que aumentan 
su expresion estis iltimas (McBride et al, 1991; Berumen et al, 1994: Jeon y Lambert, 
1995). Esto ultimo se celaciona con la frecuencia de tumores cervicales que presentan las 
proteinas virales EG y E7, en comparacion con estadios benignos en e} misiio tipo celular. 
Es precisameiite por estas observaciones que se han planteado distintas inmunoterapias y 
vacunas con referencia a fa presencia de estas proteinas oncogénicas. 

Los genes EG y E7 son transcritos por un promotor temprano, el cual se conoce 
como p97 en los VPH tipos 16 y 31, y como pl05 en el tipo 18. La actividad de este 
Promotor es regulada por un elemento de control transcripcional en una regién de control 

larga (LCR, por “long control region”) la cual esta locatizada después de un punto de inicio 
(“start site”) (Gloss et al, 1987). Diferentes factores nucleares se unen a fa LCR en sitios 
especificos y regulan la actividad transcripcional det promotor, como AP1, NF1, TEF-1, 
TEF-2 y Octi que han sido ideatificados para el VPH tipo 16 (Chong et al, 1991; Ishiji, et al 
1992). Sin embargo, af parecer el tipo de factor nuclear es dependiente del tipo de virus que 
se encuentre: por ejemplo, para el VPH tipo 18 se ha reportado una actividad de API para 
activar la transeripcién, en donde NF y Oct\ permanecen sin actividad significante (Butz y 
Hoppe-Seyler, 1993) 

En sistemas de cultives celulares, la expresién de las proteinas E6 y E7 del VPH por 
si solos parecen sec suficientes para inmortalizat a distintos tipos celulares como epitelios, 
queratinacitos y fibrobiastos (Manger y Phelps, 1993; Pirisi et al, 1987; Barbosa y 

Scheleger, 1989). La proteina E7 del VPH tipo 16 es una fosfoproteina acida de 98 
aminodcidos que se une a zinc, y tiene un peso de 21 kDa. Esta proteina ha sido detectada 
en el citoplasma y ndcleo de células transformadas con este tipo de VPH. Los 38 
aminoacidos terminales son muy similares a porciones analogas del antigeno T de SV40 y a 
las regiones conservadas | y 2 de Jas proteinas E1A de adenovirus, por lo que se especula 
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que esta region es importante para la transformacién de fa célula huésped y para fa 
interaccién del virus con proteias celulares (Phelps et al, 1992). Por su parte, ja proteina E6 
det virus del papitoma humano tipo 16 consta de 151 aminoacidos, siendo una proteina 
basica que se une a zinc. A diferencia de la proteina E7, E6 presenta cuatro regiones con 
secuencia Cys-X-X-Cys (E7 sdlo presenta dos) en la regién carboxilo terminal que al 
parecer son las responsables de la afinidad de estas proteinas por el zinc. Ademés, la 
proteina EG sé une a la doble cadena de ADN con alta afinidad, lo cual Ja invotucra en la 
regulacién transcripcional del virus (Barbosa et al, 1989; Munger et af, 1992), 

La principal importancia de Sas proteina virales E6 y E7 cadica en que se relacionan 
dicectamente con proteinas celulares que se encargan de controlar el cicto celular, como las 
Protemas RB y p53 (Cuadra 1.2), que son clasificadas como oncogeres porque son 
responsables directos de \a inmortalizacién de las células del hospedero. La proteina RB 
(proteina del retinoblastoma) es una fosfoproteina nuclear que interviene en el ciclo celular. 
En células quiescentes (GO/G1) 0 fuera de ciclo, RB se encuentra en wn estado no 
fosforilado, y ¢s fosforilada al final de la fase G1 det ciclo celular por el complejo CDK- 
ciclina (CDK, cinasa dependieate de ciclina por sus siglas en inglés) y desfosfarilada durante 
la mitosis (Lewin, 1994), La proteina E7 del VPH se une a la forma no fosforilada de RB, 
impidiendo que ésta se una a su blanco celular y con ello evitar que las células saigan de 
ciclo. En. consecuencia y debido a que los blancos de RB incluyen a factores de transcripcién 
como E2F y cielinas del tipo D y E, tas células continuan proliferando (Miinger, 1992). 
Otcos blancos celulares para ta proteina E6, son las proteinas p107, ciclina A, la proteina de 
unién ala caja TATA (TBP, por sus sigtas en inglés) y la familia de factores de transcripcién 
AP-I, por lo- menos para et VPH tipo 16 (Massimi y Banks, 1997). 

Por su parte, él producto-del gene p53 es una fosfoproteina nuclear que acttia como 
fepresor tumoral. Distintas observaciones experimentales han sugerido que de forma normal 
fas células tienen la capacidad de crecer sin restriccion alguna, y esta capacidad es inhibida 
por p53. Se ha detectado p53 ausente o mutada en distintos tipos de cancer, to cual lo- 
establece como un posible factor para el desarrollo carcinogénico (Lewin, 1994). La 
ptoteina B6 del VPH se une a p53, induciendo a su degradacién a través de ta ruta de 
proteolisis mediada por ubiquitina. Como consecuencia, ta vida media metabélica de p53 en 
células que expresan Ia proteina E6 de VPH, se encuentra sensiblemente disminuida 
(Scheffer et al, 1990; Minger et al, 1992). Se ha sugerido como resultado de distintos 
estudios bioquimicos que existe una interaccida entre ta proteina E6 y p53 mediada por otra 
proteina celular del hospedero, designada como E6-AP (Huibregtse et al, 1991). AJ parecer, 
el complejo de E6 y E6-AP esta involucrado directamente en la reaccion de ubiquitinacién 
de p53 y actia como una ligasa de ubiquitina (actividad de E3) (Scheffner et’ al, 1993, 

1995). Sin embargo, datos recientes revelan que la proteina viral E7, no solo se une con alta 
afinidad a la proteina celular RB, sino tantbién a p53, al parecer de una forma independiente 
de su capacidad para unirse a RB, implicando que fa funcién de E7 es para la replicacion 
viral mas que para una transformacién (Jones y Miinger, 1997; Massimi y Banks, 1997; Ku 
et al, 1997). 
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Debido a la elevada asociacién entre la presencia de VPH de alto riesgo con el 
desarrollo de cancer cervical, se ha planteado el desarrollo de distintas estrategias para 
combatir este mal, aprovechando precisamente la presencia de este virus, para generar una 
fespuesta inmune contra las células tumorales que se encuentran infectadas con él. Las 
distintas estrategias se basan principalmente en el reconocimiento por parte de células T 
CD8+ especificas contra péptidos antigenicos derivados del procesamiento endégeno y 
presentados en la superficie de las células tumorales, via las motéculas del complejo principal 
de ‘histocompatibilidad clase {. Sin embargo, aunque se ha logrado cierto reconocimiento, ya 
sea en células obtenidas de pacientes reestimuladas in vitro y con modelos murinos ir vivo, 
utilizando proteinas acarreadoras o infecciones con virus vaccinia atenuado, la respuesta no 
ha sido del todo especifica contra péptidos del VPH (Feltkamp et al, 1993; Chen et al, 1992; 
Nakagawa et al, 1997). Estos trabajos, aunque reflejan que durante fas primeras etapas de la 
infeccién con ef VPH hay una respuesta citotéxica y humoral, atin se desconace parte del 
mecanismo por el cual las células infectadas con este virus, particularmente donde se 
desarrlla, cancer cérvico uterino, evaden un reconocimiento por parte del sistema 
inmunoldgico humano; o bien, si el virus det papitoma humano desarrolla una funcion 
imprescindible para que este proceso se lleve a cabo. 

   



    

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En distintos tipos de cancer, la presencia de moléculas clase I en la superficie celular 

se ve disminuida sensiblemente, sobre todo en estadios avanzados de malignidad. El analisis 
de distintos tipos celulares donde existe alguna infeccion por virus, muestra una 
participacién importante de proteinas virales en la presentacion de las moléculas del CPH 
clase L. Por ejemplo, se ha demostrado que proteinas del algunos citomegalovirus provocan 
que las moléculas clase I no puedan salir de! reticulo endoplasmico, al impedir su correcto 

ensamblaje; algo similar ocurre con proteinas de otros virus como el producto del 
adenovirus 12, el cual inhibe la transcripcién de las moléculas clase I 9 interfiere con la 
expresién de los TAP’s. ‘ 

Por otra parts, los virus del papiloma humano (VPH), se han encontrado asociados 
con mas det 90% de los casos de cancer cérvico uterino, principalmente los tipos 16, 18 y 
33, consideradas de alto riesgo. La presencia de estos tipos de virus podria estar relacionada 
con la baja expresién ‘de moléculas del CPH clase I que se ha observado en este tipo de 
cancer. En el presente trabajo se pretende evaluar el efecto de las proteinas tempranas E6 y 

E7 del VPH tipo 16 sobre fas moléculas clase I en un sistema i vitro, proteinas 
consideradas como oncogénes virales por la capacidad que tienen de inducic la 
transformacion celular. Asimismo, se pretende analizar la capacidad presentadora de las 
células que porten a tos oncogenes de forma aislada o junta, de una forma indirecta, en el 

contexto del complejo. principal de histocompatibilidad clase I. Con ello se pretende aportar 
datos sobre el proceso carcinogénico para conocer mas sobre el mismo, pues atin se 
desconace con certeza la relacién (si es que existe tal) entre las proteinas oncogénicas del 

virus del papiloma humano y las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad 
clase I. 
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3. OBJETIVOS: 

Objetivos Generales: 

- Analizar si la expresion de moléculas del CPH clase I en superficie celular se ve modificada 
en las células que expresan las proteinas virales E6 y E7 del VPH tipo 16. 

~ Analizar la capacidad presentadora de antigenos de las células que expresen los. genes E6 y 
87 del VPH tipo 16. 

Objetivos Particulares: 

- Transfectar Ja linea celular de mastocitoma de ratén P815 (haplotipo H-2D) con les 
plasmidos que portan los genes que codifican para las proteinas virales E6 y E? del VPH 
tipo 16. 

~ Analizar la expresién de los genes intraducidos en ta linea celular P815. 

- Obtencién de clones celulares que expresen las proteinas E6 y E7 del VPH tipo 16. 

~ Analizar la expresién de moléculas del CPH clase I en superficie celular, tanto en los 
clones celulares transfectados como en Ia linea parental, 

- Analizar la capacidad presentadora de antigenos de los clones celulares. que portan los 
genes para las proteinas oncogénicas virales de! VPH tipo 16. 
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4, HIPOTESIS: 

Las proteinas E6 y E7 del VPH se encuentran en altos niveles en células de cancer 
cervical, coincidiendo ademas en una alta proporcién de los casos, con un procesamiento y 
presentacién de antigenos alterado, y una disminucién de moléculas del CPH clase | en la 
superficie celular. Aunque se desconoce el punto donde ocurre ta alteracién en ef 
procesamiento de. antigenos, ¢s claro que puede existir una asociacién directa con la 
presencia del VPH, ya otros virus son capaces de desregular la expresién de molécuias clase 
I. En base a lo anterior, suponemos que la presencia de las proteinas oucogénicas E6 y E7 
del VPH tipo 16 pueden estar afectando directamente la expresién de moléculas clase { en 
superficie celular y con ello impedir el reconocimiento de las célutas tumoraies por parte de 
células T. Si logramos generar un sistema / vitro donde las proteinas E6 y E7 del VPH 
tipo 16 se expresen de forma continua y analizar si existe algin cambio en ta expresion de 
moléculas det CPH clase I en superficie celutar, observaremos si existe la disminuciin de la 
expresion de las moléculas del CPH clase I, tal y como se da en un 38% de los casos de 
cancer. cervicat donde esta presente el VPH. Con ello se pretende conocer mas sobre el 

mecanismo que sigue este virus para evadir la respuesta inmune mediada por células. 
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5. METODO: 

5.1. Lineas celulares: 
Se utilizaron células de la tinea P815, la cual fue originada a partir de un 

mastocitoma de catén (Ralph, 1976). Las células fueron crecidas en cajas de cultivo tipo 
Falcon de 25 cm? (Nunclon) de poliestireno en medio de cultivo Iscove (Isceve's Modified 
Dulbecco's Medium, Gibco BRL), suplementado con 10% de suero fetal de bovino 
(GIBCO), ImM de aminoacidos no esenciales (Sigma), 1mM de piruvata de sodio (Sigma) 
y 2mM de L-glutaming (Sigma), Las células en estas condiciones fueron cultivadas en una 
incubadora a 37°C, atmésfera al 5% de CO2 y humedad a punto de. rocio. El medio de 
Cultivo fie reemplazado totalmente por medio fresco a los dos dias de cultivo y las células 
fueron resembradas en una proporcidn de 1X10’ células en 10 ml de medio de cultivo, 

5.2. Transferencia de genes. 
5.2.1 Plasmidos 

Los genes que codifican para las proteinas tempranas E6 y E7 del virus del papiloma 
humano tipo 16, fueron insertados al plasmido peDNA3, cada cDNA por separado, 
obteniendo asi dos plasmidos: 16E6.wtpcDNA3 (Figura 7) y 16E7.wtpcDNA3 (Figura 8). 
La regién génica introducida se encuentra entre un sitio de restriccién para la enzima 
EcoR! y uno para la enzima BamHI. En las figuras, se muestra la estructura de tos 
plasmidos, con-tos sitios de restriccién y los sitios donde se encuentran los genes de 
resistencia a antibidticos. 

5.2.2 Bacterias y expansion del plasmido, 
Bacterias £. coti de la cepa DH5a. fueron transformadas con los plasmidos arriba 

descritos por la técnica reportada por Sambrook y colaboradores (1989), Brevemente, 
bacterias competentes fueron incubadas en hielo por 10 minutos en presencia del ADN a 
introducir. y sometidas a un choque térmico en un bao maria a 42°C. durante 2 minutos. 
Las bacterias fueron cultivadas posteriormente en cajas preparados con agar bacteriolégico 
(Bioxon) al 1.5 % en medio de crecimiento para bacterias (Circlegrow, BIOIOI) y 
ampicilina (150 g/ml). A las colonias que crecieron en este medio de seleccién se les 
comprobé fa presencia del plasmido introducido mediante una extraccién a pequefia escala 
de ADN de los plasmidos (apartado 5.2.3). Se eligié una colonia que presentara los 
plasmidos introducidos y se cultivaron para obtener el ADN de los plasmidos a gran escala 
(apartado 5.2.4). 

5.2.3 Obtencion de ADN de plasmidos a pequefia escala o miniprep. 
Utilizando Ia técnica reportada por Sambrook y colaboradores (1989), se extrajo el 

ADN de colonias de bacterias DHo.5 transformadas con alguno de los plasmidos arriba 
mencionados. Las colonias fueron elegidas aleatoriamente para comprobar la presencia de 
dicho plasmido y se crecieron en 5 ml de medio de cultivo para bacterias (Circlegrow, 
BIO101) durante 12 horas o toda la noche a 37°C con agitacion (Gyromax 703, Amerex 
latruments Inc.}. Posteriormente, 3 mi del cultivo fueron centrifugados a 14,000 p.m. a 
4°C durante 2 minutos (Centrifuge $402, Eppendorf), resuspendidas fas células en 75 il de 
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solucion A (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris 25 mM, pH 8.0) con ayuda de un vortex, 
para luego afiadir 150 ul de solucién B (SDS 15, NaOH 0.2 M). Para fa lisis se mezcld por 
inversion para finalmente agregar 90 il de solucion C (KC2H302, 25.5 mM pH 4.8-5.0 
ajustado con Acido acético glacial concentrado). Se centrifugé a 14,000 rpm durante 10 
minutos y el ADN plasmidico del sobrenadante fue precipitado con 1 ml de etanol frio 
absoluto durante 10 minutos en hielo. El ADN precipitado se obtuvo por centrifugacién y la 
pastilla obtenida se favd con etanol frio al 70% en agua (v/v) y finalmente se secé en una 
centrifuga con vacio (Automatic Enviromental SpeedVac, Savant) durante 15 minutos. La 
pastilla fue resuspendida en 20 yl de solucién amortiguadora de Tris-EDTA (solucién TE, 
Tris 10 mM pH 8, EDTA ImM pH 8). La presencia del ADN plasmidico y el inserto en el mismo se comprobé mediante fa digestion con enzimas de restriccién y corrimiento en geles 
de-agarosa (apartado 5.2.5). - 

5.2.4 Obtencién de ADN de plasmidos a gran escala o maxiprep. 
Bacterias transformadas a tas cuales se tes habia comprobado la presencia del 

plasmido, fueron crecidas en 250 mi de medio de cultivo para bacterias a partir de 2 ml de 
indéculo durante toda la noche 9 12 horas a 37°C en agitacion. Las bacterias fueron 
centrifugadas a 8,000 cpm (Beckman) a 4°C durante 10 minutos ¥ posteriormente 
resuspendidas en 12 mi de una solucién A y 25 mi de solucion B, manteniendo las células en 
hielo por $ minutos y afiadiendo 12 mi de Ia solucién C para dejarlas en hielo por | hora. 
Después de transcurrido este tiempo se centrifugd a 8,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. 
Se filtré el sobrenadante haciéndolo pasar por una gasa doble y se afiadié 57.5 ml de etanol 
absoluto para precipitar por espacio de una hora a -20°C. E} ADN precipitado se centrifiugo 
durante 15 minutos y se resuspendié en 4 ml de solucién TE. Se agregé 0.4 ml de Tris pH 
9.4 y 0.4 ml de LiCl 8M para posteriormente realizar dos lavados con 4 ml de 
fenol:cloroformo (1:1) y dos lavados con 2 ml de cloroformo. En el ultimo lavado se tomé 
la fase acuosa y se precipits con 2 volimenes y medio de etanol absoluto. Et precipitado 
formado se centrifugé y se lavé dos veces con etanol al 70% para posteriormente ser secado 
en una centrifuga con vacio y resuspendido en 200 ul de agua estéril. Posteriormente, se 
calculé la cantidad de ADN presente al leer la densidad Optica de un ipl de la solucion final 
diluida en agua (hasta 100 veces) en un espectofotdmetro a 260 am, para después catcular 
la concentraci6n en base a la equivalencia de que 50 ug de ADN corresponden a una lectura 
de densidad ptica de 1. La presencia del ADN plasmidico y el inserto en e} mismo se 
comprobé mediante la digestién con enzimas de restriccién y corrimiento en geles de 
agarosa (apartado 5.2.5). 

5.2.5 Digestién con enzimas de restriccién. 
El ADN de los plasmidos obtenidos a pequefia o gran escala fue digerido con las 

enzimas de restriccién que flanquean el inserto, EcoRI y BamH1, para comprobar la 
presencia de los plasmidos y ef inserto. 5 ul de ADN plasmidico obtenido a pequefia escala 
Se puso €n contacto con 2 wl de solucién amortiguadora B 10X (Buffer B, Boehringer 
Mannheim), 1 pl de enzima EcoRI (Boehringer Mannheim), 1 wl de enzima BamH1 
(Boehringer Mannheim) y 11 pt de agua estéril, para obtener un volumen final de 20 wl. La 
reaccion se flevé a cabo a 37°C durante dos horas en presencia de 1 ul de ARNasa (10 
mg/ml). Una vez terminada la reaccién, se afiadieron a las muestras 4 ul de solucién de 
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corrida en gel (Sigma) y el ADN se separd en un gel de agarosa 1.5% en solucién 
amortiguadora de Tris-borato, a una corriente constante de 70 volts y 35 mA, durante una 
hora y media. 

5.3. Transfeccién de las cétulas, : 
Células P815 obtenidas en fase exponencial, fueron transfectadas con ADN 

plasmidico sin linearizar, codificante de tas proteinas E6 6 E7 del virus del papiloma 
humano tipo 16 o ambos plasmidos juntos. La transfeccién de las células se tealizé con un 
Paquete comercial de transfeccién liposomal (DOTAP Liposomal transfection reagent, 
Boehringer Mannheim), con las especificaciones marcadas por el distribuidor. Brevemente, 
células P815 (10* células para cada transfeccién) fueron transfectadas por lipofeccién con 5 
tg de cada ADN plasmidico disuelto en solucién amortiguadora Hepes (20 mM, pH 7.4) a 
un volumen de 76pl mds Ja solucién comercial de DOTAP (30 pl). Cuatro horas después 
de Is transfeccién, se cambié el medio donde se habia realizado la transfeccion, 
sustituyendolo por medio de cultivo fresco (medio Iscove con SFB 8%, suplementado con 
aminoacidos no esenciales ImM, piruvato de sodio imM y L-glutamina 2mM) con el 
antibiético andlogo a la neomicina, geneticina G418 (Boehringer Mannheim) para 
seleceionar las célutas transfectadas de las que no lo estaban, en una concentracién de 1 
mg/mi. Las células fueron sembradas en una placa de 24 pozos, colocando 2 ml de 
suspeasién celular por pozo (entre 200 y 210 células por pozo, aproximadamente). Las 
células fueron mantenidas durante el tiempo necesario, observandolas diariamente y 
sustituyendo el medio de cultivo acido por fresco con antibistico Jas veces que fuera 
nscesario. Las lineas celulares originadas fueron denominadas P815-E6, P815-E7 y P815- 
E67, dependiendo de los genes que portaban y la expresion del plasmido fie comprobada 
mediante RT-PCR (apartado 5.4.2). 

5.4. Expresidn de los genes E6 y E7. 
5.4.1 Extraccién de ARN total. 

E\ ARN total, de la células transfectadas o sin transfectar fue extraido segiin la 
técnica establecida por Chomezynski y Sacchi en 1987, con algunas variantes. Células PS15 
(10), transfectadas o sin transfectar, fueron cosechadas, lavadas tres veces con solucién 
amortiguadora de fosfatos (PBS), y lisadas con 500 pl de solucion desnaturalizante (4M de 
isotiovianato de guanidina, 25 mM de citrato de sodio pH7, 0.15 de B-mercaptoetanol y N- 
lauril sarcosilo al 0.5%), 25 ul acetato de sodio 2M pH 4 y dos vohimenes de fenol acido a 
68°C y 100 pl de cloroformo: alcohol iscamilico (49: 1). Después de incubar esta mezcla por 
10 minutos en hielo, se centrifugé a 14 000 r.p.m. durante 5 minutos a 4°C. La fase acuosa 
obtenida: de. la centrifugacién se transfirié a un nuevo tubo limpio preenftiado en hielo, 
donde ademas se adicionaron 2.5 voliimenes de etanol frio al 95%, dejando precipitar el 
ARN toda la noche a -20°C o bien, durante 1 hora a -70°C. Para obtener el botan de ARN 
se centrifigs durante media hora a 14 000 r.p.m y 4°C, el sobrenadante se élimind y se dejd 
secar ef botén para resuspenderlo en 20 ul de agua tratada con dietilpirocarbonato (0.2%). 

5.4.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Reversa (RT-PCR) 
El ARN total extraido de las células transfectadas o sin transfectar fue cuantificado 

en un espectrofotémetra (CamSpec) a una longitud de onda de 260 nm y en una 
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equivalencia de 1 D.O. = 40 yg de acidos nucléicos. Para realizar la reaccién de 
transcriptasa reversa (RT, det ingtés “reverse transcriptase”) se utilizd el ARN total en una 

concentracion de 0.5 pe/l. A cada 2 pl de ARN total se le adicionaron 8.7 pl de la mezcla 

para RT, la cual esta compuesta por 2 pl de MgCl 25mM, | yl de amortiguador de la RT 

1OX (S0mM KC, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, ImM MgCh), 4 ul de trifosfatos de 

desoxirribonucledsido (GNTPs) 10mM (Perkin Elmer), 0.2 pl de inhibidores de ARNasa 10 
U/ul (Perkin Elmer), 0.5 ul oligo (dT) 50 uM (Perkin Elmer), 0.5 ul de enzima 

retrotranscriptasa 25 U/ul (Perkin Elmer) y 0.5 ul de ditiotreitol (DTT) 0.1M. La ceaccién 

se lev a cabo en un termociclador (Cyclogene, Techne) en un programa de un solo ciclo 

que incluia fa alineacién y extensién del ARN (42°C, 1 hora), desnaturalizacién de! ADN 

(95°C, 5 minutos), y un segmento para finalizar la reaccién (S°C, 24 horas). 

El total de! producto de la reaccién en transcriptasa reversa fue utilizada para realizar 
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés “polymerase chain reaction”). A 

cada producto de la RT se le adiciond el volumen suficiente de los reactivos que se enlistan 
@ continuacién para llevar a la concentracion final que se da en seguida de cada reactivo: 
MgCh 2.5 mM, amortiguador de la PCR 1X (50mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, mM 
MgCh), dimetilsulféxido 10%, ADN polimerasa Thermus aquaticus (Taq ADN polymerase 

o Tag polimerasa) 1 U/ul (Perkin Elmer), oligonucleotidos (Gibco BRL) 10 pmol y agua 

tratada con Dictilpirocarbonato (agua DEPC 0.2%) para completar el volumen de dilucién. 
Como controles negativos, se utilizé ARN total de células no transfectadas, mientras que 

camo control positivo ef plasmido con los genes para E6 6 E7 de HPV tipo 16, 

respectivamente. En este ultimo caso, durante el PCR se adicionaron a estas muestras, 

ademas de los reactivos antes mencionados, dNTPs a una concentracién final de 200 uM. La 

reaccion se llevé a cabo en un termociclador (Cyclogene, Techne) en un primer programa de 
un sdlo ciclo a 94°C durante tres minutes, unido a un segundo programma de 15 ciclos, cada 
uno con 94°C durante 1 minuto, para la desnaturalizacién, 54°C por 1 minuto para la 
alineacién, y 72°C por 1 minuto para la extensién. Este segundo programa fue unido a un 

tercer programa de 30 ciclos, donde cada uno consistié de 94°C durante 1 minuto, para la 

desnaturalizacién, 60°C por | minuto para la alineacién, y 72°C por 1 minuto para la 
extension. 

Los oligonuctedtidos utilizados fueron: para E6 (E6EcoRD), el sentido direccién 5’a 
3 fue AGC GAA TTC TTA CAG CTG GGT TTC TCT ACG TGT TCT TG y un 

antisentido, en direccién 5’a 3° (E6BamH}) AGC GGA TCC ATG TTT CAG GAC CCA 
CAG GAG CGA CCC A, con un producto esperado de aproximadamente 477 pares de 
bases. Para E7, los oligonucledtidos fueron: el sentido en direccidn 5‘a 3 (E7EcoRI)':AGC 
GGA TCC ATG CAT GGA GAT ACA CCT ACA TTG CAT GA y un antisentido en 
direccién 5‘a 3° (ETBamH1) AGC GAA TTC TTA TGG TIT CTG AGA ACA GAT GGG 
GCA C, con un producto esperado de aproximadamente 318 pares de bases. 

Los productos de la amplificacién por fa reaccién en cadena de fa polimerasa fueron 
separados en un gel de agarosa 1.5% en solucién amortiguadora de Tris-borato, a una 
cortiente constante de 70 volts y 35 mA, durante una hora y media. 
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5.5.5. Analisis de la expresién de moléculas clase I del CPH. 
A Sas células transfectadas con los plasmidos para las proteinas E6, E7 o ambos del 

virus del papitoma humano, asi como células PS15 transfectadas Gnicamente con el 
plasmido, se les. analizé la expresién de motéculas clase I del compejo principal de 
histocompatibilidad en superficie celular, para saber si disminuia su expresién, aumentaba o 
permanecia sin cambio con respecto a _células sin transfectar. 

Aproximadamente 10° células P815 transfectadas o sin transfectar (P815-E6, P815- 
87, P815-X2, P815-B7.1, P815-pcDNA y P815), fueron sembradas la noche anterior al 
ensayo en 2 ml de medio de cultivo Iscove, L-glutamina 200 mM y suero fetal de bovino al 10%. Al dig siguiente, las células fueron obtenidas de los cajas de cultivo, lavadas dos veces 
con PBS al 2% de SFR, y resuspendidas en 200 pl de esta tiltima solucién, repartienda 100 
ul por cade pozo. A un grupo de pozos se les agregé 100 ul de medio condicionade del 
hibridoma SF1.11, productor del anticuerpo contra las moléculas clase I alela K*, a otro 
grupo 100 yl de medio condicionado del hibridoma 344.205, productor del anticuerpo 
contra las moléculas clase I alelo D* y 100 ul del medio condicionado det hibridoma HB27 
productor del anticuerpo contra las moléculas clase I L’ a un tercer grupo de pozos. Las 
célutas se incubaron en hielo durante media hora, después de la cual, se lavaron dos veces 
.con-una solucién fria de PBS-SFB al 2%, e incubaron durante treinta minutos en hielo con 
un anticuerpo secundario marcado con fluoresceina que reconoce fa porcién Fe de cualquier 
anticuerpo de ratén (Gibco, BRL). Pasado este tiempo, las células se lavaron dos veces con 
PBS-SFB 2% frio para eliminar el exceso de anticuerpo, se resuspendieron en 200 pil de 
PBS-SFB 2% frio y se transfirieron a tubos para citémetro de flujo. Antes de leer las 
Muestras en un citémetro de flujo FACScan, Beckman Dickinson) se les afiadié 200 yl de 
una solucién de PBS-SFB 2% con yaduro de propidio (1 ug/ml). 

Como control de técnica se utilizé fa linea P315 sin transfectar, incubada unicamente 
con el anticuerpo secundaria 9 bien sin anticuerpo; como control experimental se utilizaron 
las céfulas P815-pcDNA, P815-B7.1 y P815 sin transfectar, a las que se les dio el mismo 
tratamiento que al resto de las lineas. 

3.6. Inmunizacién y ensayos de protiferacion de células de bazo de ratén. 
5.6.1 Inmunizacién de ratones y obtencién de células de bazo. : 

Ratones Balb/c de 6 a 8 semanas de edad fueron inyectados con 100 pg de ADN de 
plasraide en 0.5 mi de PBS estéril, via subdérmica. Quince dias después de la inmunizacién 
se aplicé un refuerzo con la misma cantidad de ADN por la misma via. Los ratones fueron 
sacrificados 15 dias después y el bazo les fue extraido para ser disgregado en una malla de 
organza y obtener asi fas células de este drgano. Las células rojas fueron eliminadas del 
cultivo mediante uso de una solucién de lisis compuesta por NH,CI 0.15M, KHCO: 1] mM, 
Na,EDTA 0.1mM; el resto de la suspencién celular se cultivé en medio completo (medio de 
asltivo Iscove (GIBCO), 10% suero fetal de bovine (GIBCO), ImM de aminoacidos no 
esenciales (Sigma), ImM de piruvato de sodio (Sigma), 2mM de L-glutamina (Sigma), 0.2 
mM de B-mercaptoetanol), en presencia o ausencia de las lineas celulares transfectadas y sin 
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transfectar. 

5.6.2 Ensayos de proliferacién de células de bazo. 
Células de bazo de ratones inmunizados con ADN de plasmido (apartado 5.6.1) 

obtenidas recientemente fueron sembradas en placas de 96 pozos en relacion 1:10 con las 
células transfectadas con los genes E6, E7 o ambos, tratadas con glutaraldehido a 0.25 % en 
PBS, en medio completo e IL-2 recombinanate de raton (rriL-2) (10 U/ml). Las células 
fueron sembradas por triplicados en 3 series. Al dia dos de iniciado el cultivo, se agrego 
0.5yCi de timidina tritiada por mililitro de medio a los cultivos. 24 horas después, una serie 
0 grupo fueron obtenidas de las placas, lavadas dos veces con PBS y lisadas con 100 pl de 
NaOH 2M. El lisado celular fue transferido a un vial, en donde se agregaron 1.5 ml de 
liquido de.centelleo'y la cantidad de radioactividad liberada fue leida en un contador de 
centello, La operacién se repitio para el dia 4 y 5 de iniciado el cultivo. Los resultados se 
muestran en cantidad de cuentas por minuto (c.p.m.). 

5.7 Anilisis Estadistico. 
"Les datos obtenidos de tres ensayos realizados por separado, por triplicado cada uno 

del anilisis de la expresién de moléculas clase I del CPH (apartado 5.5), asi como los datos 
obtenidos de tres ensayos de proliferacién (apartado 5.6.2), fueron sometidos a un analisis 
de varianza (ANDEVA) con una prueba de diferencia Significativa de Fisher. 
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Figura 7. Esquema del mapa _génico del plasinido I6EGWTpCDNA3, donde se muestran los sitios sensibtes 

a enzimnas de restriccién, ef sitio del inserto para 1a proteina E6 y el tamaiio en pares de bases (pbs). 
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a enzimas de restriccién, el sitio del inserto para ta proteina E6 y el tamasio en pares de bases (pbs). 
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6. RESULTADOS: 

6.1. Plasmidos. 

Los plasmidos que postan tos genes para la proteina E6 0 BT del virus del papiloma | humano tipo 16, fueron expandidos en bacterias E. coli de la cepa DHaS, obteniendo y 

fotografia 1 se muestra el ADN Plasmidico, tanto para el plasmido 16E6.wtpeDNA3 (carril 

mismo, se pueden apreciar las bandas que corresponden al tamafio esperado para los insertos: 477 pares de bases para E6 y 318 pares de bases para E7. 
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Fotografia 1. Plasmido PCDNAS3 y los insertos para fos genes de E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo 16. Carril 1: 16E6.wipcDNA3 digerido con las enzimas EcoRI y BamHf, carril 2: 16E7.wtpcDNA3 digerido también con las dos enzimas anteriores. Carril 3: marcadores de tamafio en pares de bases. 
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El ADN plasmidico fue cuantificado en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260nm. La cantidad de ADN abtenida se muestra en el cuadro siguiente. 

Cuadro 6,1: Cuantificacion del ADN plasmidico a 260 nm y.280 nm. 
  

  

      

Plasmido Concentracion en yg/ul__| Relaci6n ac. nucléico/proteina 
16E6. wipcDNA3 7.395 1.620 
16E7.wipeDNA3 2.130 1.492     
  

6.2. Transfeccién de células P815 y expresion de los genes introducidos. 

Las células P815 (10* células para cada transfeccién) fueron transfectadas por 
lipofeccién con ta salucion comercial de DOTAP. Esta solucion forma poros transitorios en 
la superficie celular, lo que permite Ia entrada a la célula del plasmido. Las células que 
crecieron en presencia det antibiético G418 (aproximadamente 10 a 11 dias después de 
vealizada Ja transfeccién), se consideraron como una transfeccién positiva. Las células 
transfectadas, se denominaron P815-E6, P815-E7, P815-X2, para tas fineas que portaban 
los genes E6, £7 y E6-E7 juntos, respectivamente, afiadiéndose una letra para cada pozo 
donde crecieron las. células, considerandose como una poblacién separada de tas que 
crecieron en los otros pozos. Se obtuvieron dos poblaciones para fas células que crecieron 
en presencia del antibidtico transfectadas con los genes E7, tres para las células que 
portaban los genes para E6 y tres para aquellas células transfectadas con ambos plasmidos, 

A las células que crecieron en presencia del antibiético G418 se les realizé la 
reaccién en cadena de la polimersa transeriptasa reversa (RT-PCR) apartir de ARN total de 
jas células, con la finalidad de comprobar la expresién de los genes introducidos, utilizando 

. oligonucledtides o primers de inicio especificos para E6 y E7 del virus del papiloma humano 
tipo 16. 

En la fotografia 2 se muestra la expresién del gen E7 en las célutas transfectadas con 
el plasmido 16E7.wtpcDNA3. El producto de esta amplificacién se observa en todas tas 
células transfectadas, ya sea con el-plasmido con el gen para E7 (carriles 6 y 7) 0 con los 
plasmidos con los genes de E7 y E6 (carriles 8, 9 y 10}, coincidiendo en tamajio con el 
obtenido para el ADN del plismido E7.16wtpcDNA3, utilizado como contral positive 
(carril 2). Esta banda corresponde af tamaiio esperado, de 318 pares de bases, y no aparece 
en las cdlulas ao transfectadas (cartil 3) o transfectadas con ef plasmido vector sdlo 
(pcDNA3, cartil 4), 0 para una linea ya establecida con anterioridad de la misma linea 
parental P815 que porta un plasmide con los genes para la molécula de superficie celular 
B7.1 (carril 5). Cabe mencionar que en esta ultima linea el plasmido que porta no es 
peDNA, y los genes que se introdujeron no estan relacionados tampoco con ef vieus de! 
papiloma humano   nite, 
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Fotggrafia 2: Determinacion de la expresién del gen E7 introducido en las células P815 por 
RT-PCR. Abreviaciones: (+): Control positivo, plasmido 16E7.wtpcDNA3. (-): Controles 
negativos, células P§15 sin transfeciar, transfectadas con el plismido vector solo peDNA3 
(P815-pcDNA3) y transfectadas con un plasmido para B7.1 (P815~B7.1). Las células P815 
transfectadas con el plasmido 16E7.wtpcDNA3, poblaciones A y B se abrevian como P815- 
£7. Las células PS15 transfectadas con el plasmido 16E7.wtpcDNA3 y el plasmido 
16E6. wtpeDNA3, poblaciones A, B y C, (X2A, X2B, X2C) se marcan como P815-E7+E6, 
La flecha sefala el producto de la amplificacién y los marcadores de tamafio estan en pares 
de bases (pb) 

En la fotografia 3 se muestra fa expresion del gen E6 en las células transfectadas con 
el plasmido 16E6. wipcDNA3 sole o junto con el plasmido 16E7.wipcDNA3. Sin enibargo, 
a pesar de que las células a las que se les extrajo el ARN total fueron crecidas en medio de 
seleccidn con G418 y sélo se utilizaron aquellas poblaciones que fueron capaces de crecer 
en este medio, ao todas las poblaciones presentaban la expresién de los genes introducidos. 
Para tas células transfectadas con el plasmido 16E6.wipcDNA3, sdto en la poblacién 
denominada a (P315-E6A, carril 6) se encontré fa expresion del gene introducido; para ta 
poblacion b (EGB, carril 7) se aprecia una banda difusa a la altura esperada, que coincide en 
tamajio con el producto obtenido de la amplificacién del plasmido E6.i6wtpcDNA3, 
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utilizado como positive (carril 2). Para la otra poblacién obtenida de las transfecciones 
(E6C), so encontramos ninguna banda, to cual es indicio de que el gen no se esta 
expresando en esta poblacién. En aquellas células donde se introdujeron ambos plasmidos 
(I6E6.wipcDNA3 y 16E7.wipcDNA3), se observe una banda difitsa como producto de la 
RT-PCR, encontrandose dicha banda con mayor intensidad en la poblacion P815-X24 
(carsil 9} y siendo poco perceptible en fas otras dos poblaciones (P81S-X2B y P815-X2C, 
carriles 10 y 11 respectivamente). De esta forma, tenemos una poblacion de cada una de tas 
contliciones de transfeccién antes mencionadas donde se expresan los genes introducidos 
con é! plismido 16E6.wipcDNA3 dentro de las células P815. 
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Fotografia 3: Expresién del gen E6 introducido en las células P815 por RT-PCR. 
Abreviaciones: (+): Control positivo, plasmido 16E6.wtpcDNA3. (-): Controles negatives, 
células P815 sin transfectar, transfectadas con el plasmido vector solo peDNA3 (P815- 

pcDNA3) y transfectadas con un plasmido para B7.1 (P815-B7.1). Las células PB1S 
transfectadas con el plasmido 16E6.wtpcDNA3, poblaciones A, B y C se abrevian como 
P815-B6. Las células P815 transfectadas con ef plasmido 16E6.wtpcDNA3 y el plasmido 

16E7.wtpcDNA3, poblaciones A, B y C, (X2A, X2B, X2C) se marcan como P815-E6+E7, 
La flecha sefiala ef producto de la amplificacién y los marcadores de tamaiio estan en pares 
de bases (pb) 

 



  

6.3. Analisis de fa expresi6n de moléculas clase I en la superficie celular de las lineas 
transfectadas. 

Uno de los objetivos de este trabajo era observar si las proteinas E6 y E7 afectan la 
expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibifidad clase 1 en células 
transfectadas y evaluar este modelo para la presentacion de antigenos. Para ello, en las 
células transfectadas, tanto con los genes para E6, E7, ambos o tnicamente con el plasmido 
vacio, se evalué la expresién de moléculas clase I en Ja superficie celular, en comparacién 
con las células P815 sin transfectar. En nuestro sistema, fa linea P8315 corresponde a un 
haplotipo d de las moléculas det CPH clase I y se dirigieron tres anticuerpos contra 
diferentes alelos de moléculas clase I, aunque de manera general reconocen a las moléculas 
del haplotipo d. 

En la grafica 1 se muestran las medias de fluorescencia obtenidas para células donde 
se dirigieron anticuerpos contra las moléculas de! complejo principal de histocompatibilidad 
clase [, alelo K®. Como se puede observar en esta grafica, las lineas transfectadas EGA, E7B, 
X2A, B y C muestran un aumento en fa cantidad de moléculas clase { expresadas en 
superficie celulas, en comparacién con los controles (P815 sin transfectar, o transfectada con 
el pldsmido vacio, pcDNA). Asimismo, también se presenta una disminucién de maléculas 
clase I en superficie para células P815 transfectadas con otro plasmido que porta fos genes 
para la molécula de superficie B7.1, ta cual interviene en la coestimulacion de linfocitos T. 
Sin embargo, el aumento en las moléculas clase I en superficie no es estadisticamente 
significative para todas las fineas, encontrandose una diferencia con respecto a la linea P815 
transfectada con el pldsmido s6lo, en contadas lineas. Encontramos un aumento significativo 
de una F=0.95 en jas poblaciones P815-E6A, P815-E7B, P815-X2A y P815-X2B, mientras 
que para ta poblacion P815-X2C, sdlo es significativa desde una F=0.75. 

En ia grafica 2, se observan los resultados obtenidos donde se analizaron las 
moléculas del CPH clase I sobre la superficie de células P8145 transfectadas y sin transfectar, 
pero ahora con anticuerpos dirigidos contra el haplotipo del CPH clase I D*. Los resultados 
obtenidos muestran un incremento en superficie de las motéculas D* en todas las lineas 
transfectadas, en forma independiente del plasmide o los genes que porten, con respecto a la 
linea parental. En este ensayo, realizamos el andlisis de varianza con respecto a la linea 
transfectada con el plasmido vacio (pcDNA), encontrando un incremento de las moléculas 
del CPH clase I en superficie Gnicamente con las poblaciones: P815-E7B y P815-X2B, en un 
rango de significancia de una F=0.95 y 0.75, respectivamente. 
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Grafica 1. Analisis de ta expresién de tas moléculas del CPH clase I alelo K*, sobre la 

linea P815 sin transfectar o transfectada con los plasmidos que portan los genes para E6 y 

E7, transfectada con el plasmido vector sélo (P815-pcDNA), o con un plasmido diferente. 

(P815-B7.1), que en este caso porta los genes para la molécula coestimuladora B7.1. ANTI- 

CD3, anticuerpo irrelevante, P815-2ario, célutas P815 sélo con el anticuerpo secundario, 

para fluorescencia de fondo. (*) Indica donde la diferencia fue estadisticamente significativa 

para F= 0.95 y (**) indica donde lo fue para F= 0.75 con respecto a las células P815- 

pceDNA. 

La grafica 3 muestra los resultados para el andlisis de la expresiOn de moléculas clase 

Lalelo L*. En esta grafica, a diferencia de Jas otras dos, la media de fluosescencia es muy 

baja, lo cual nos indica niveles basales muy bajos de este alelo en fa linea P8t5. En relacion 

con la expresin de las moléculas del CPH clase 1 de este haplotipo en la superficie de las 

lineas transfectadas, en general se repite el comportamiento observado para el caso del 

haplotipo D*, es decir, un incremento en todas las lineas transfectadas, sin restriccién del 

tipo de genes o plasmido que portan. Sin embargo, aqui ef supuesto incremento no es 

significative después de someter los datos a un anilisis de varianza, con respecto a fa linea 

que porta ef plasmido unicamente. Tal incremento se observa solo para contadas 

poblaciones: E6A con una F=0.90; X2B y X2C con una F=0.75 y 0.95 de significancia, 

respectivamente. 
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Grafica 2. Analisis de la expresion de las moléculas del CPH clase I alelo D’, sobre la linea 

P815 sin transfectar o transfectada con los plasmidos que portan fos genes para E6 y E7, 

transfectada con el plasmido sdlo (P315-pcDNA), o con un plasmido diferente (P815-B7.1 d 

que en este caso porta los genes para la motécula coestimuladora B7.1. ANTLCD3, 

anticuerpo irrelevante, P&15-2ario, células P&IS solo con el anticuerpo secundario, para 

fluorescencia de fondo. (*) Indica donde la diferencia fue estadisticamente significativa para 

F= 0.95 y (**) indica donde lo fue para F=0.75 con respecto a las células P815-pcDNA. 
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Grafica 3. Andlisis de la expresion de las moléculas del CPH clase { alelo L’, sobre la linea 
P815 transfectada con los plasmidos que portan los genes para E6 (EGA, E6C), E7 (E7B) 0 
ambos (X2A, X2B, X2C), transfectada con el plasmido solo (PCDNA), sin transfectar 
(P815) 9 con un plismido diferente (B7.1), que en este caso porta los genes para la 
molécula coestimuladora B7.1. ANTI-CD3, anticuerpo irrelevante; P815-2ario, células P815 
solo con ef anticuerpo secundario, para fluorescencia de fondo. (*) Indica donde la 
diferencia fue estadisticamente significativa para F= 0.975, (**) F=0.95, (***) F=0.90 con 
respecto a la linea P815-pcDNA. 

En resumen, las moléculas del CPH clase { se incrementan de forma significativa en 
superficie de células que han sido transfectadas con genes para las proteinas virales E6 y E7. 

Las poblaciones donde se observa este incremento se muesttan en el cuadro siguiente: 

  

  

  

  

Alelo analizado de moléculas clase I Poblaciones donde se observo cambio 

K° P$15-E6a, P815-E7b, P815-X2a, X2b y X2e 

bp P815-E7b y P815-X2a 
us P815-E6a, P815-X2b y P815-X2¢   
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6.4, Las células P815 transfectadas con Jos genes E6 y E7 inducen Ja proliferacion de células de bazo de ratones inmunizados con ADN de plasmido. 

Después de observar el efecto que producian las proteinas virales £6 y E7 sobre las moléculas del CPH clase I en superficie celular, se analizé fa capacidad de estas célutas para presentar antigenos; para ello, examinamos si estas células que incrementaban antigenos en superficie eran capaces de inducir a la proliferacion a células de bazo, obtenidas de ratones inmunizados con ADN de tos mismos plasmidos utilizados para realizar las transfecciones, 
Los resultados de la proliferacién de células de bazo de ratones inmunizados con el plasmido con los genes para E6 que se muestran en la grafica 4, indican que estas células Son capaces de diferenciar entre las células que estan transfectadas de las que no to estan, 
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vs PB1S VS PSIS-E6 vs P815-E7 vs P8IS-X2 bazo 
Grafica 4. Incorporacion de timidina tritiada por parte de célutas de bazo de ratones Balb/c inmunizados con ADN del plasmido 16E6.wipcDNA3 en presencia y/o ausencia de células presentadoras. Los dias marcados en el recuadro indican los tiempos de iniciado el cocultivo. Las células utilizadas como presentadoras de antigenos fueron: la linea parental P815 (P815), transfectada con los plasmidos con los genes E6, £7, o ambos (P815-E6, P815-E7 y P815.X2 respectivamente) y fos bazocitos sin células presentadoras (bazo). Las ¢.p.m. de tas células que sirvieron como presentadoras sin células a restimular (bazocitas en ¢ste caso), ya sea fa linea parental © transfectada, no se muestran, pero tuvieron cuentas inferiores o semejantes a los esplenocitos en presencia de la linea parental {datos no mostrados). 

   



    

Las células de bazo son capaces de incorporar timidina 3.5 veces mas en presencia de 
fas células que presentan el plasmido con los genes para E6 y E7 que aquellas que no 
presentan ringiin plasmido {linea P815 parental). Sin embargo, los esplenocitos cultivados 
en ausencia de células presentadoras tienen una tasa de proliferacion superior a aquellos 
puestos en presencia de !a linea parental ¢ incluso con aquellas células que presentan ambos 
plasmides 

Por otra parte, para las células de bazo obtenidas de ratones inmunizados con el 
plasmido con los genes para la proteina E7 se obtienen resultados muy similares, los cuales 
se muestran én la grafica 5. Aqui, se puede abservar que los esplenocitos reconocen de 
forma amplia a las células P815 transfectadas con el plasmido ET. léwtpeDNA3, 
incrementando su incorporacién de timidina incluso desde el dia 3 de iniciado et cultivo, a 
diferencia de tgs. células de bazo puestas en cultivo con Jas células transfectadas con el 
plasmidos con los genes para E6 0 sin transfectar. Tampoco aqui se obtuvo una respuesta 

contra la linea P815 transfectada con ambos plasmidos. 

Bazo de raton inmunizado con E7. Reestimuto In vitro 

Dias 

oDia4 

i il I ii ict - 
vs PBtS vs PB1S-E8 vs P81S-E7 v6 PB1S.X2 

rafica 5. incomporacion de timidina tritiada por parte de céhulas de bazo de ratones Balb/c 
inmunizados con ADN del plasmido 16E7.wtpcDNA3 en presencia y/o ausencia de células 

presentadoras, Los dias marcados ea el recuadro indican los tiempos de iniciado el 
cocultivo. Las células utilizadas como presentadoras de antigenos fueron: la linea parental 
P815 (P815), transfectada con los plasmidos con los genes E6, E7, o ambos (P815-B6, 
P815-E7 y P815-X2 respectivamente) y los bazocitos sin células presentadoras (bazo). 
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7. DISCUSION DE RESULTADOS 

plasmido pcDNA3 al cual se ligaron la secuencia génica del VPH tipo 16 que codifica para fa proteina E6 o Para la proteina £7, nombrandolos entonces como plasmidos £6.16wipcDNA3 y E7.16wtpcDNA3, Frespectivamente, 

gen para E7 del VPH tipo 16, tanto para las células transfectadas tinicamente con ef plasmido £7.16wtpcDNA3, como donde se introdujeron ambos plasmidos (E6. l6wipcDNA3 y 7. léwtpeDNA3). Sin embargo, para las células transfectadas con el plasmido para E6, ya sea en una transfeccién simple o doble a pesar de que las células a las 

parte, on las células a fas que se les realizé una doble transfeccion, todas mostraron la banda para E6 aunque de manera difusa. Posiblemente, en las poblaciones donde no encontramos una respuesta positiva o apenas perceptible, el vector que porta los genes de resistencia para el antibistico se esta expresando, no asi la region con los genes para {a proteina E6, por algin mecanismo postranscripcional, como la metilacién (Lewin, 1994). De ser esto cierto, 

   



  

la expresién de los genes E6 que observamos en la RT-PCR, puede ser contaminacién por 
ADN plasmidico, ya que las muestras de ARN obtenido de las células no fue tratado con 
ADNasas antes de ser utilizado en la RT-PCR, aun cuando en et gel para comprobar fa integridad del ARN no se observaban bandas de ADN (datos no mostrados). A pesar de la 
baja respuesta en la expresion de los genes para E6, en fas células transfectadas se analizo la 
expresién de las moléculas clase I en superficie celular, atm cuando el producto de la amplificactin del ADN complementario obtenido del transcrito de E6 no se observara con 
claridad. 

Existen distintos trabajos en cancer cervical donde se ha asociado la presencia de virus de! papiloma humano de alto riesgo, principalmente los tipos 16 y 18, con la expresiOn 
de moléculas clase £ reducida conforme aumenta el grado de malignidad del tumor (Connor, 
Stern, 1990; Coutorier et al, 1991; Cromme et al, 1993; Cromme et al, 1994.). Al parecer, 
este €8 un Comportamiento que correlaciona con la capacidad que desarrollan las células 
tumorales para migrar a través de los tejidos durante una metastasis agresiva, y de esta 
forma evitar fa respuesta del sistema inmune, al igual que lo es fa expresin de ciertos 
haplotipos de moléculas del CPH clase I que son reconocidos por las células NK y con ello 
evitar la respuesta inmune innata (Carina et al, 1995). Aunque no se ha establecido una 
rejacién con certeza entre los fenotipos alterados del CPH clase I, la neoplasia cervical y la 
presencia del VPH tipos 16 6 18, encontrada en un 63% de tumores analizados (Garrido et 
al, 1997), no se ha descartado que las proteinas codificadas por el VPH puedan estar 
involucradas en la disminucion de la expresion del CPH clase I, ya que se expresan a varios 
niveles en este tipo de lesiones. 

Nosotros evatuamos si la expresién en superficie de las moléculas de! complejo 
principal de histocompatibilidad clase [ se ve afectada por la presencia de dos oncogenes del 
virus del papiloma humano tipo 16 juntos o en forma individual, 

La grafica 1 musstra el comportamiento de las moléculas clase I que fueron 
teconocidas con el anticuerpo contra el aleio K*. Al comparar las medias de fluorescencia de 
la linea parental con la linea transfectada Unicamente con el plasmido sdlo (pcDNA), no 
encontramos diferencia estadisticamente significativa entre ellas, por ello el resto del analisis 
estadistico se sealizé con respecto a cualquiera de estas fineas, Encontramos un incremento 
en la expresiOn de moléculas clase I en superficie en aquellas células que presentan los genes 
ya sea en forma individual o juntos para determinadas poblaciones: E6A, E7B, X2A, y 
2B, con una F desde 0.95. Para algunos casos, como E6A y X2B presentan diferencias 
con respecte a los controles desde una F= 0.975. Con fo anterior descartamos que el 
incremento observado sea producto de la técnica, por lo que los resultados indican mas bien 
un efecto de los genes introducidos en las células, por lo menos para lo que se refiere al 
andlisis de este alelo de) CPH clase [ en superficie celular. 

La expresién de moléculas clase I se ve disminuida en una linea que presenta la 
molécula coestimuladora B7.1, presente de forma normal en células presentadoras de 
antigenos profesionales y que funciona como una molécula coestimuladora, involucrada en 
el mecanismo de activacién de linfocitos T (Van Parijs, Abbas, 1998). Estadisticamente, esta 
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disminucién es significativa para una F= 0,95 en este ensayo; sin embargo desconocemoas la 

raz6n para tal comportamiento. Este resultado bien puede ser una apreciacion de la técnica 
para este ensayo, ya que en las otras dos graficas se puede observar que las células 
transfectadas con B7.1 incrementan levemente su presencia en membrana de moléculas del 

CPH clase I con respecto a la linea sin transfectar. 

Asi, la respuesta que observamos en la primera grafica sobre la expresién de 

motéculas: clase I, la atribuimos a la presencia de los oncogenes, pues en las células 
transfectadas con et plasmido solo, no existe diferencia en relacién con las células no 
transfectadas, Para el caso de las células donde se analiz6 el atelo de moléculas clase 1 D‘, 
encontramos resultados contradictorios en relacién con fa grafica anterior. Al parecer, los 

niveles de expresiOn basales en fa superficie celular de este alelo de moféculas clase I es 
similar a las del afelo K* (Lie et al, 1990;Ciavarra et al, 1982) sin embargo a diferencia de la 
grafica anterior, encontramos que los niveles de {as células transfectadas bien con el 

plasmido sdlo, con los oncogenes o la molécula B7.1, se incrementan alin mas que en el caso 
del alelo K*. Una posible explicacin es que las célutas expresan en mayor cantidad el alelo 
D* que el alelo K?¢ de moléculas del CPH clase { de una forma inherente a la poblacién 

utilizada. Cabe recordar que para obtener fas poblaciones resistentes al antibidtico, después 

de Ia transfecciéa, las células fueron clonadas y ta cantidad de moléculas clase I en superficie 
variaria levemente en relacién con 1a poblacién analizada. Aunque bien podria suponerse 

entonces que el inctemento de las moléculas clase I en superficie de las células transfectadas 

ge deberia entonces a la clonacién y no a la iransfeccién, sin embargo, el incremento se 

marearia mas por efecto de los oncogenes, que es lo que observamos en las graficas 1 y 2, 

ya que en ninguna de las dos, fa linea parental presenta un aumento de las moléculas clase I 

supesiores a 60 en su media de fluorescencia. De tratarse de un artificio propio de la linea, 

considerariamos encontrar mayor desviacién en los valores obtenidos en la linea parental. 

Incluso con las cétulas transfectadas con pcDNA o B7.1, los valores de las células 

transfectadas fos exceden de manera significativa desde un 0.95 para una poblacion: E7B. La 

poblacion X2A es significativa en un 25%, por lo cual no se puede considerar muy diferente. 

Existe un comportamiento semejante al anterior en las células dende se analiz6 ta 

expresion de moléculas clase I con ef anticuerpo dirigido contra las moléculas L! (grafica 3). 

Enel analisis de este alelo, encontramos que las poblaciones que incrementaron su expresién 

en superficie, estadisticamente hablando fueron tnicamente E6A, X2B y X2C. Aqui, E7B no 

incrementa la expresion de moléculas clase [ en membrana, a pesar de ser una de las 

poblaciones donde se habia mantenido este incremento para los otras dos alelos. Para este 

alelo, las medias de fluorescencia son muy bajas. Esta intensidad en la fluorescencia se 

mantuvo constante en las repeticiones, mostrando que se debe a fa baja presencia de este 

alelo en la linea celular P815, Distintos autores (Lie et al, 1990; Orn, 1992; Ciavarra, 1982; 

Beck et al, 1986) ya habian observado la baja presencia en superficie de las moléculas del 

CPH clase I haplotipo L 4, lo que se atcibuye a una baja asociacion de esta molécula en la 

B2m y su bajo transporte intracelular, junto con una ausencia de péptidos afines, ya sean 

propios 0 antigenicos, para saturar la molécula del CPH clase 1 alelo L ‘| Bs decir, al no 

existir suficientes péptidos afines para la molécula L‘, ésta es incapaz de abandonar RE y 

migrar a membrana; de esta forma la cantidad de moléculas clase f de este alelo, es menor en 
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relacién con los las motéculas K" y D* (Beck et al, 1986). Esto explicaria el comportamiento 
de este alelo en nuestro sistema; quiza péptidos derivados de fas proteinas oncogénicas E6 y 
&7 no sean afines a este alelo. Sin embargo, al analizar el cuadro 6.2, bien puede 
considerarse que no exite cambio en la expresion de este alelo en la superficie de las células 
transfectadas, por efecto de los genes E6 y E7. 

Resumiendo, las poblaciones de P815 transfectadas con el gene para E6 donde se ve 
un incremento constante en ta expresin de moléculas clase I, fueron aquellas que expresan 
mas eficientemente este gen, de acuerdo con los ensayos de RT-PCR. En las poblaciones 
P815-E6B y E6C la expresién de gene no se observé con certeza, pues la fotografia 
obtenida no fue del todo fiel al gel, donde se apreciaban unas bandas muy difirsas a la altura 
del producto esperado. En estas poblaciones la expresion de moléculas clase I en superficie 
celular nos da una desviacion estandar muy grande, con lo cual no permite que exista una 
diferencia significativa entre estas poblaciones y el control P81 5-peDNA. 

Por otra parte, una vez que se abservé ef efecto de los genes intreducidos dentro de 
la linea P8i5 sobre la expresién de fas moléculas del complejo principal de 
histocompatibilidad clase 1, analizamos ta capacidad de estas células para presentar 
antigenos e inducir la proliferacion de células de bazo de ratones inmunizadgs con plasmidos 
portando a EG ¢ E7. La inmunizacion con ADN es una de las técnicas actualmente 
empleadas para estimular una respuesta colectiva contra las proteinas producidas por el 
ADN introducido. Aunque atin se desconoce gran parte de los mecanismos por los cuales fas 
células del hospedero son capaces de sintetizar proteinas a partir de un ADN extrafio 
intreducido en un plasmido, esta es una técnica utilizada con bastante éxito en fos tiltimos 
aitos. Se tienen datos de la respuesta por parte del organismo huésped, e! cual genera una 
respuesta inmune mediada por células T o por anticuerpos contra las proteinas codificadas 
por ef ADN introducido (Donnelly et al, 1995; Davis, 1997). La intensidad de cada tipo de 
respuesta esta determinada por el sitio donde se lleva a cabo la inmunizacién; es decir, al 
Parecer una inmunizacién via intramuscular induce una accién de tipo humoral, aunque la 
presencia de células citotéxicas también existe. Por otra parte, cuando fa inmunizacion se 
lleva a cabo via subdérmica, la respuesta inmune es mediada por células, en telacién con la 
Sespuesta humoral observada (Boyle, 1997; Yokoyama, 1997, Gonzalez et al, 1996). Ya que 
en el presente trabajo nos interesaba obtener células T citotéxicas, se utilizd la inyeccion 
subdérmica para inmunizar a ratones Balb/c. 

Las células de bazo de ratones inmunizados con ADN de los mismos plasmidos 
iransfectados en fa linea P815 proliferan cuando son cultivadas en presencia de las lineas 
gerteradas, aunque también lo hacen en presencia de Ia linea parental. Este comportamiento 
era esperado, ya que el mastocitoma P815 fue generado a partir de tumores en ratones 
DBA/2, y al ser introducida la linea en ratones sanos, donde se comparte el haplotipo d del 
CPH clase {, ta respuesta contra antigenos tumorales se daria. Sin embargo, como se puede 
observar en las graficas, la proliferacién obtenida con la linea parental esta por debajo de la 
inducida por las células que portan los genes de E6, E7 o ambos del VPH tipo 16. Ademas, 
por las desviaciones de las muestras que se obtienen para la linea parental, se considera que 
no hay diferencia con las células utilizadas como controles, es decir, las células transfectadas 
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en ausencia de cétulas efectoras y las células de bazo solas (graficas 4 y 5). Sin embargo, las 
graficas también muestran que las células P815 transfectadas con ambos plasmidos son 
incapaces de hacer proliferar a las células de bazo de ratones inmunizados como era de 
esperarse. Quiz4 en esta poblacidn, la probabitidad de perder los genes transfectados se vio 
acentuada, siendo’ menos estable con la presencia de ambos plasmidos. Aunque ef proceso 
llamado de incompatibilidad de plasmidos encontrado en bacterias, no ha sido reportado 
para células eucariontas, no se debe abolir esta posibilidad (Sambrook et af, 1989; Lewin, 
1994). Este proceso ya ha sido perfectamente descrito y en él, dos plasmidos introducidos 
en la misma células, que presenten el mismo origen de replicacién o replicon (ColE1 en este 
caso) se excluyen uno al otro, permitiéndose muchas veces la expresidn def plasmido mas 
estable. Bien podria darse el caso de este proceso en nuestro sistema, lo que explicaria la 
expresion positiva en-todas las células transfectadas con E7, no asi con E6. Sin embargo, 
esto no explica la baja respuesta en la expresidn del plasmido E6 en las células transfectadas 
anicamente con éste. 

Por otra parte, las células de bazo por si mismas son capaces de mantenerse si no en 
proliferacion constante, si con cierta tasa de crecimiento por algunos dias (praficas 4 y 5). 
Lo cual indicaria la capacidad de estas células para ser mantenidas in vitro, atin sin presentar 
un reestimulo. Las células de bazo al parecer son capaces de proliferar tanto en presencia de 
células transfectadas ya sea con E6 como con E7, independientemente con el plasmido que 
hayan sido inmunizados los ratones de los que provenia el bazo; esos resultados podrian 
lievarnes a suponer que fas proteinas E6 y E7 podrian estar compartiendo algunos epitopes 
semejantes, al encontrarse cierta semejanza en la proliferacién inducida. Sin embargo, al 
analizar las secuencias de aminodcidos (Seedorf et al, 1985) no se observan epitopos 
semejantes, lo que descartaria esa suposicién y nos conduciria mas bien a una respuesta 
inespecifica para reconocer a las proteinas virales. Bs decir, nuestro sistema demuestra la 
utilidad de la transfeccidn de las proteinas E6 y E7 y que éstas son incapaces de disminuir la 
cantidad de moléoulas clase I en superficie, como se ha encontrado en carcinoma cervical 
positivo al VPH tipo 16, y que estas células son capaces de presentar antigenos. Sin 
embargo, al parecer se requiere de mayor fineza en el procedimiento experimental para 
lograr una respuesta especifica, al menos en nuestro sistema. 

Cabe también mencionar que se necesita repetir ensayos de este tipo utilizando 
ratones inmunizados con el plasmido solo, pues al obtener una respuesta similar tanto para 
las células con los plasmidos E6 como E7, es necesario descartar que esta respuesta no sea 
dada contra el plasmido en si. 

Aunque no existe evidencia clara de los efectos directos de la expresién génica del 
VPH sobre la. modulacién de CPH clase I, estos pueden ser importantes en fa supervivencia 
de los tumores cervicales con este virus. Es posible que la baja regulacién de HLA clase [ 

pueda ser ef resultado de eventos inmunoselectivos donde confiera ventaja a un cancer mas 
agresivo (Connor, Stern, 1990; Cromme et al, 1993). Asi mismo, puede ser que los 
praductos alélicos det CPH clase I capaces de presentar péptidos del VPH (verbigracia, de 
las proteinas EG/E7 HPV 16) se encuentren potencialmente bajos. Sin embargo, en el 

presente trabajo, nosotros no encontramos una disminucién de las moléculas del CPH clase I 
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en superficie por efecto de la presencia de fas proteinas oncogénicas E6 y E7 del virus del 
papiloma humano tipo 16 

Distintos trabajos donde se ha introducido plasmidos que portan genes y/o el genoma 
completo del VPH tipo 16 6 18, a lineas celulares en cultivo, principalmente queratinocitos, 
y analizando luego les cambios en la expresién de moléculas del CPH clase I dan resultados 
heterogéneos. Lo mismo ccurre cuando se analizan estas moléculas en Ja superficie de 
células de cultivos primarios originados a pastis de biopsias de pacientes con cancer cervical, 
positivas para VPH 16. Hoos et al (1996) introducen a la linea celular de queratinocitos 
humana HaCat el gene E7 de VPH 16 ntilizando una construccion de vaccinia recombinante 
y analiza posteriormente los efectos sobre las moléculas del CPH clase I y IL, concluyéndose 
que no hay cambio significativo sobre la expresién de estas moléculas. Lo anterior es 
velevante por fos resultados obtenidos en este trabajo, donde se observa un incremento 
significativo en la cantidad de moléculas del CPH clase I detectadas en Ja superficie de 
huestras células transfectadas. 

Analizando a las proteinas virales utilizadas en el presente trabajo, se ha reportado 
que las proteinas E7 son capaces de incrementar la actividad de ATPasa de la subunidad $4 
del proteasoma 265, aumentando con ello Ia degradacién de proteinas intracelulares 
(Berezutskaya, Bagehi, 1997). Ademas, E7 es capaz de inducir la degradacién de Rb via la 
ubiquitina, mecanismo por el cual el proteasoma reconoce a las proteinas que debe degradar 
(Boyer et al, 1996). Asi, si E7 es capaz de ligar la ubiquitina a proteinas clave en el control 
celular, y ademds de incrementar la actividad proteasa en el citosol, esto explicaria el 
incremento de moléculas clase I en superficie que encontramos en el presente trabajo, por lo 
menos donde se encuentra presente E7. Es decir, al producirse mayor cantidad de péptidos 
degradados por el proteasoms, se bombearian mayor cantidad de péptidos al RE, y se 
induciria al ensamblaje de mayor cantidad de moléculas clase I, para transportar fos 
péptidos, alin sin considerar la naturaleza propia de los péptidos transportados Para K6 no se 
ha reportado un mecanismo semejante en relacién con el proteasoma, aunque no se debe 
descartar, ya que obtenemos un comportamiento similar pero menos acentuado con respecto 
a tas moléculas del CPH clase I; cabe recordar aqui, que de la misma forma que E7 induce a 
la degradacién via ubiquitina a la proteina Rb, la proteina E6 viral hace lo mismo con la 
proteina p53 (Wemess et al, 1990). Sin embargo, se necesitan realizar mas trabajos para 
confirmar esta hipdtesis. 

Aunque, desconocemos la naturaleza de los péptidos presentadas en fas molécutas 
del CPH clase I que se incrementan en superficie, no se descarta que sean producto de 
proteinas celulares degradadas via proteosomal. Aun cuando los péptidos presentados por 
las moléculas del CPH clase I en superficie celular sean producto de la degradacion de las 
proteinas E6 y E7, nos llevaria a suponer que alguna otra proteina del VPH tipo 16 esta 

involucrada en la disminucidn de estas moléculas en superficie, observada en cancer cervical, 
si es que existe relacién con el VPH. Una posible proteina candidato es la proteina viral ES. 
Sin embargo, la literatura es incierta con respecto a ja relacion de ES y la disminucién en la 
expresiéa del CPH, ya que no existen trabajos publicados con este punto en particular, 
aunque existe una vaga mencién de esta hipdtesis en otras referencias (McCance, 1995; 
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Tindle, 1996; Tindle, 1997). 

Brevemente, se sabe que fa proteina E5 del VPH tipo 16 al ser transfectada en lineas 
celulares de queratinocitos y fibroblastos o cultivos primarios de estos mismos tipos 

celulares, incrementa !a proliferacién de estas células por efecto del factor de crecimiento 
epidermal (EGF) (Straight et al, 1993; Pim et al, 1992). Ademéas, permite el reciciariento 
tapido del receptor de este factor (EGFR) y evita !a degradacién del mismo, al impedir fa 
acidificacién en las vestculas endosomales que portan el EGFR. Esto ultimo, se supone que 

9s reguiado por fa unién de E5 con una proteina cehilar de 16kDa con actividad de ATPasa, 
” proteina formadora de poros (Straight et al, 1995; Conrad, 1993). Dentro de la célula, la 

proteina E5 se encuentra regulando sefiales al nucleo, ya que en células que presentan esta 
oncoproteina, existen altos niveles de c-fos y c-jun y suprime ta actividad de p21"! 
inhibidor del ciclo celular (Bouvard, 1994, Tsao, 1996). Lo anterior refuerza la relacion 
entre la actividad de E5 con la oncoproteina viral E7, ya que cuando ambas se encuentran 
incrementan la profiferacién celular (Bouvard, 1994). 

Tal vez, si hay una disminucién de moléculas clase I en superficie celular regulada 
por ES, es por la relacién que esta proteina establece con [a proteina pl6é, ATPasa 
formadora de poros. Se ha hipotetizado que mediante esta ATPasa, la proteina E5 evita la 

degradacién del EGFR en las vesiculas que ios portan cuando son introducidos a la célula 

para su reciclamiento o degradacion. Entonces, podemos suponer que hacen to mismo pero 
para las vesioulas que portan el complejo de moléculas clase I, cambiando el pH de estas 
vesiculas. Stryhn et al (1996), al cambiar el pH dentro de las vesiculas que portan los 
complejos clase I unidos a sus péptides, encuentra que la presentacién de estos péptidos 
disminuye, al disociarse Ia unién complejo-péptido. Sin embargo, esta disociacién 

determinada por pH afecta a determinados alelos. Aunque ellos trabajan en un modelo 
murino de haplotipo H-2b, es de suponer que todos jos alelos tengan tin comportamiento 

similar. Encuentran que a pH neutro la union es Optima para dos de tres moléculas clase | 
(Ry DS), mientras que el pH dcido es éptimo para las moléculas del CPH clase I K*. Asi, 
tal vez, la proteina ES del VPH, al cambiar el pH de los endosomas que portan los 
complejos de moléculas clase I- péptido, evita la presentacién de dichos péptidos, cuando 
mas si se trata de péptides derivados de proteinas virates. 

Lo anterior es una supesicién de lo que podria estar ocurriendo é vivo. Aun faltarian 
tealizar experimentos que comprueben esta suposicion. Realizando experimentos donde se 

pudiera introducir en un modelo similar al que trabajamos o incluso el mismo, la proteina ES 
a Ja par que las oncoproteinas virales E6 y E7, y entonces analizar si fa expresién de 

moléculas clase I en superficie disminuye y si esto ocurre, ver si este mecanismo es mediado 
© no por Ia acidificacién de los endosomas que portan el complejo de moléculas clase I- 

péptido. Si nuestras suposiciones son ciertas y {a proteina responsable de la disminucién de 
moléculas clase I es E5, estariamos encontrando la explicacian para la diminucién que se 

observa de estas moléculas en carcinoma cervical asociado al VPH de alto riesgo. Esta 
informacién es indispensable no sGlo para incrementar nuestro conocimiento del 
comportamiento viral, sino también para e} desarrollo de estrategias encaminadas a la 
prevencién y tratamiento del cancer cervical.    



  

8. CONCLUSIONES: 

Del trabajo experimental desarrollado en la presente tesis se desprenden las 
siguientes conclusiones: 

~ Las proteinas E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo 16, son capaces de 
incrementar la cantidad de moléculas clase 1 en la superficie de la linea celular de raton 
P815, transfectadas de forma independiente o juntas. 

~ El mayor incremento de moléculas del CPH clase 1 se observa en las células 
tcansfectadas con et plasmido 16E7.wtpcDNA3. 

~ Las células transfectadas que incrementan la cantidad de moléculas det CPH clase I 
en superficie celular son capaces a su vez de inducir a fa proliferacion de células de bazo de 
raténes inmunizados.con los plasmidos para las proteinas oncogénicas B6 y E7 del VPH tipo 
16, 

Finalmente, sdsotros sugerimos la realizacién de mas trabajos para observar el 
comportamiento de la misma linea celutar ahora, tal vez, con otra proteina del VPH tipo 16, 
como ¢s.{4 proteina E5, para descastar o analizar e! comportamiento de esta proteina en 
nuestro sistema. Aim falta conocer més acerca de ta biologia de ciertos virus asociados a 
enfermedades maligaa, y es el caso del virus del papitoma humano. Asi pues, ef establecer 

una relacion directa entre la disminucion o incremento de motéculas del CPH clase I en 
superficie (como observamos en el presente trabajo) de células infectadas con‘el virus del 
papiloma humano, y el desarrollo de cancer cervical, permitird el desarrollo de terapias 
encaminadas a vencer esta enfermedad. 
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