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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 positivos para fa
presencia del virus de) papiloma humano, principalmente en estadios avanzados, donde las
regiones del virus que codifican para estas proteinas se encuentran integrados al genoma del
hospedero. En este tipo de cancer, aungue no en todos 1os casos, existe una presentacion de
antigenos alterada, encontrindose una disminucion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase I (CPH-I) en superficie celular. Si bien se ha encontrado que
alginos virus pueden desregular fa expresion de moléoulas clase I en superficie como es ef
caso def citomegalovirus humano o murino, algunos tipos de herpes y et 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 1 en superficie de fas células tumorales.

En el presente trabajo, se pretendié generar un sistema i vifro, donde se cuente
con una alta expresion de las proteinas oncogénicas E6 y E7 del VPH-16, para analizar e}
comportamiento de fa molécula de! CPH clase I en presencia de tales oncogénes y a la vez
despertar una respuesta inmune dirigida especificamente contra lag proteinas E6 y E7 del
VPH-16. Para ello, se transfectaron los genes para las proteinas oncogénicas E6 y E7 del
VPH-16 en células PE15, con haplotipo H-2D del CPH-I. A las lineas generadas, que
portaban ya sean los genes para las proteinas E6 ¢ E7 por separado, ambos genes juntos, o
el plasmido vector solo, se les evallio la expresion de fos genes introducidos por RT-PCR.
En las lineas que expresaban los genes, se analizd la expresion de moléculas del CPH-I por
citometria de flujo. Sorprendentemente, los resuitados mostraron que los genes introducidos
son capaces de incrementar 1a expresién de moléculas clase [ en superficie en comparacion
con las células no transfectadas o transfectadas solo con el plasmido vector u otre plasmido
irrelevante. Este ineremento fue sigaificativo para una F=0.95 en las células transfectadas
con los genes para 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 E6 & E7 del
VPH tipo 16. En estos cocultivos se midid la proliferacion de las células de bazo por
incorporacion de timidina tritiada encontrindose que las células que inducen uma
proliferacién sostenida y mayor son aquellas que portan los genes para E7 o EG y con
menos notoriedad para las células que portan ambos plsmidos, en comparacion con
aquellos cultivos realizados con la linea parental.

Se sugiere que la diminucién de moléculas del CPH clase I en superficie celular
ohservada en cancer cervical no es debida a un efecto directo de las proteinas oncogénicas
E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo 16, por lo menas en nuestro sistema de estudio.
Mas 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
presentacion de antigenos como por ejemplo, las proteinas transportadoras asociadas al
procesamiento de antigenos, TAP-1 y TAP-2, algunas proteinas que componen el
proteasoma u otras proteinas importantes como la tapasia y calreticulina;, o bien, si el

e




efecto es debido a ta presencia del VPH, es por proteinas diferentes 2 E6 y E7. Los
resultados obtenidos en este twabajo permiten conocer mas acerca de la biologia de este
virus y su relacion con el proceso carcinogénico con el que se ha relacionade,
conocimiagntos que pueden ser imiportantes para el desarrolio de una vacuna y estraregias
terapéuticas.




1. INTRODUCCION

Las c¢élulas de diferentes tefidos mueren, se renuevan o son sustituidas duranie la
vida del organisme y los procesos que controlan esta peoliferacidn-diferenciacion y
senescenciz estan finamente regulados a nivel bioquimico y genético. Un ejiemplo de estos
tejidos es Ta médula Gsea, perteneciente al sistema hematopoyético v principal sitio de
formacion de células sanguineas, proceso conocide como hematopoyesis (Meager, 1993;
Lieberntan, 1994). Las células originadas en la médula dsea cumplen con distintas finciones
asi como variados son los linaies en los que se diferencian. En el torrente sanguineo se
encuentran tipos celwlares originados en la médula dsea que realizan funciones que incluyen
€l transporte de oxlgeno a todos los tejidos del cuerpo (funcitn llevada a cabo por los
eritrocitos), la Fagomtos:s de células muertas, vigjas o daiiadas (realizada por macrofagos
principalmente, y en menor grado por granulocitos), células encargadas de la coagulacion
SanRguinea (mawammma, mediante su fragmentacion a plaquetas) y céluias que intgrvienen
eén Ja respuesta’en contra de agentes infecciosos que entran en ¢l organismo causando
enfermedades. ﬁdemas. células accesorias del sistema inmume (células dendriticas,
‘granulocitos, células cebadas y NK) vigilan los distintos tejidos y drganos del cuerpo para
que en conjmto ton las células encargadas de la defensa del organismo desencadenen una
respuesta coordinada contra los agentes infecciosos que puedan invadirlo. Asi mismo, el
] gistema inmune detecta la entrada de sustancias potencialmente toxicas, diferenciando entre

lo inacuo y lo peligroso (Abbas et al, 1994).

1. Sistema Inmune:

En 1odos los mamiferos, al igual que en el ser humane, el sistema inmune es el
eucargado de mantener la integridad del organismo ante los ataques de agentes infecciesos
causantes de enfermedades. Aungue tales agentes existen en una amplia variedad de tamaiio
y complejidad, presentan como caracteristica general que son reconocidos como extrafios
por el cuerpo invadido. Normalmente, la piel y otros epitelios, como el racubrimiento del
intesting, tracto genital y respiratorio, proveen una barrera conira agentes extrafios
protegiendo contra la invasion; sin embargo, cuando esta barrera es rebasada, el sistema
" inmune se activa y mediante una respuesta coordinada y colectiva, conocida como respuesta
inmune, en la mayoria de los casos, logra iz destruceidn y eliminacion del organismo extrafio
{Austyn, 1993).

A las substancias o agentes extrafios que ingresan al cuerpo, capaces de
desencadenar una respuestz inmune se les da el nombre de antigenos. Aunque historicamente
se conoce como antigeno a la molécula que estimula la produccion de anticuerpos, la
definicidn se ha tornado mas general, incluyendo a cualguier cosa que pueda ser reconocida
por ¢l receptor de las células T (TCR, por sus siglas en inglés). Esta definicion incluye
entonces a moléculas normalmente producidas por el cuerpo, tales como factores de
crecimiento o moléculas de adherencia, que por encontrarse en la superficie celular deben
ser reconocidas como propias, diferencidndofas de agentes externos, sin demasiada
especificidad para evitar las enfermedades autotanmunes (Austyn, 1993},




La proteccion contra diversos antigenos, sobre todo de microbios, incluye distintos
mecanismos como barreras fisicas (epitelios y piel), células fagociticas (macrofagos y
granulocitos) en sangre y tejido; células NK (del inglés “natyral killer”), células T y
moléculas Wevadas por la sangre como son los anticuerpos y el sistema del complemento
(Abbas ¢t al, 1994) (Cuadro 1.1).

Cuadro 1: Barreras fisicas contea anfigenos extraiios v tipos celulares encargados de la respuesta
inmune on gllas.

{ Barrera fisica Tipes celulares Respuesta inmune

istesna lmmune cutindo. Queratinocitos, producen  [L-1, | Reacciones  inflamatorias ¢
GM- CSF, [L-3, TNF e IL-6, IFNy | inmunes locales.

Células de Langerhans, célolas
presentadoras de antigencs.
-Linfocitos intraepiichiales, en su
mayoria céluias T CDE+,
Linfocitos dermales, tanto células
T CD4+ como CDE+.

“Macrifagos.

Sistenta imune nwcoso. -Linfocitos iniragpitcliales, en sulRespuesiz  inmune y  de
mayoria céhwlas T CD3+ en(tolerancia a antigenos © que
humanos. entran via oral.

-Linfocitos propios de la lamina,
constitwides por uma mezcla de
células,

-Foficulos de fa mucosa finfoide,
como los parches de Peyer en el
intestind o las amigdalas en la

faringe
Respuesta  inmwme  de|-Células dendriticas, células B y{Respuesta inmone especifica o
linfacitas en circulacion, macrofagos como célelas | adquirida.
presentadoras de antigenos. Respuesia insung Hna@a.
-Células NK. Inmunizacion contra antigenos
Cilulas T no comprometidas. por células de memoria.
-Células T y B de memoria.
-Anticuerpos.
Moléculas  del  sistema  de
complemento.

Tanto Jas moléculas como las células que componen el sistema inmune éstan
involucradas en dos formas de inmunidad: la inmunidad natural ¢ 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 ¢l cusrpo. El segundo tipo de inmunidad es la inmunidad especifica ¢ adquirida,
donde los mecanismos inmunoldgicos son inducidos o estimulados por exposicion 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 mmune especifica es activada solo
después de que un patogeno ha entrado al organismo, particularmente si €] sistema innato ao
controla totalmente a dicho patézeno; entonces, en conjunto, ambos Sistemas intervienen
para contrarrestar fa accién del antigeno. Asimismo, la respuesta inmune amplifica los
mecanismos de proteccion de inmunidad natural, directa o enfocada a sitios de entrada de
antigenes para incrementar 1a capacidad de eliminarlos (Lisberman, 1994; Meager, 1993).

: _ Cualesquiera que sea ¢l tipo de respuesta inmune se requiere de la participacion de
. varios -tipos celwlares. En  primer términe, agqueltas células encargadas de fagocitar
{principalmenie macrofagos) a los patdgenos que ingresan al cuerpo, y gue ademas sean
capaces de présentar los péptidos derivados de la degradacidén de dichos patdgenos
(procesamiento de antigenos) a través de moléculas especializadas para tal fin {compigjo
principal de histocompatibilidad), y que ceon el reconocimiento de estos péptidos se inicie
una respuesta citotdxica mediada por linfocitos T, el cual seria otro tipo celular, en contra de
las células fagoeitadas por los macrofagos (Figura 1),

anngeno Presentacion
———p

Procesamiemo 1’ .@

motéculas
wucrifago chase 1-péptido
anligenico

Recongcimiento

Linfocito T
CHOLOXICO,

Figura 1. Representacion esquemitica de la fagocilosis de un antigeno, su
procesamiento y preseatacion por macrdfagos a células T.

Dentro de la inmunidad ¢specifica, ta eliminacion de los antigenos del cuerpo se
afectia por dos procesos, uno mediado por células (células T) y otvo mediado por moléculas
(inmuridad humoral, células B). De esta formw, la inmunidad especifica esta a cargo de las
células linfoides especializadas: como son los linfocitos B, que secretan anticuerpos dirigidos
especificamente contra los antigenos; y los linfocitos T, que eliminan a células del cuerpo
que han side infectadas por virus, mediandose la respuesta entonces por las 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 secrecion do
substancias bioquimicas denominadas citocinas por parte de las céhutas T auxiliares y otros
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tipos celulares, promueven la produccion de anticuerpes, © bien, la expansion de células T
citotoxicas (Janeway y Travers, 1994).

En marniferos, los linfocitos se forman constantemente en los drganos linfoides tales
coma el timo, en donde maduran las células T, o en la médula Gsea donde se generan células
B. Tanio los precursores de las oélulas B como de las células T en los genes de
inmunoglobulinas © semejantes a inmunoglobulinas, sufren una serie de reaireglos para
producir moléculas o receptores de reconocimiento de antigenos que son expresados en la
superficie celilay, En los linfocitos B, los rearreglos génicos resultan en la expresion de una
forma de inmunoglobulina unida a la membrana plasmaitica, la cual sirve para reconocer
antigenos particulares. Por otra parte, en los linfocitos T, el rearreglo génico resulta en la
expresion def Hamado receptor de células T (TCR), un complejo glicoprotéico que contiene
dos subunidades, & y f, las cuales pueden reconocer ciertos epitapos antigénicos de
moléculas protéivas cuando estin presentes en asociacién con el complejo principal de
histocompatibilidad (CPH), capacitando a las células T para efectuar una vespuesta
citotdxica en contra de los antigenos presentados (Abbas et al, 1994),

[, Respuests inmune mediada por células:

Para que se lleve a cabo fa activacion de linfocitos T, existe la teoria que postula que
estas células necesitan de al menos dos sefiales para su activacién. La primera sefial
(especifica de ‘antigeno) es aportada por el complejo formado (intracelularmente) por un
péptido umido a8 moléculas del CPH, wostrado sobre la superficie de fas células
presentadoras de antigenos (CPA), que se une a su vez al complejo formado por el receptor
delas células T {TCR) y &l ligando CD3 para enviar la sefial dentro de fas células T (Miiller-
Siebnrg y Deryuging, 1995). Una segunda sefial no especifica del antigeno pero también
aportada por las CPA, es mediada por el entrecruzamiento de {a molécuta CD2% en la
superficie de la célula T con miembros de la famitia B7 (B7.1, CD80: B7.2, CDS6}en la
superficie de las CPA {Liu y Linsky, 1992; Allison y Krammel, 1995).

- Procesamienio y Presentacion de antigenos.

. El paso inicial en la presentacion de antigenos es la union del agente extvaiio nativo
(es decir tal cual entra al organismo) a una CPA. Las CPA tienen como principal funcion
capturar, internalizar y procesar antigenos y presentarlos a los linfocttos T no
comprometidos, activindolos a madurar y proliferar contra el antigeno presentado en
particutar. Dentro de este tipo de células se incluyen los fagocitos mononucleares
(macrofagos y granulocitos), células B y células deadriticas en sus diferentes tipos: céluias
de Langerhans, dendriticas intersticiales (en corazdn, rifion, estémago y pulmon),
interdigitantes, foliculares, linfoides y células dendriticas veladas {“veiled™} de sangre y
nédulos linfiticos (Heijjnen et al, 1996; Shurin, 1996; Sting! y Bergestresser, 1996). Quiza
las. células presentadoras por excelencia son las células dendriticas, siendo también las més
estudiadas por su alta eficiencia para capturar, procesar y presentar antigenos. Las células
dendriticas presentan altos niveles de expresion de moléculas del CPH clase 1 y Il en su
superficie celulas, asi como las moléculas coestimuladoras ya anteriormente mencionadas
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como B7.1, B7.2 y owras como CDllabc, CD40, ICAMY (CD54) y LFA-3 (CD58)
(Allison y Krammer, 1995; Shurin, 1996).

Continuando con &l procesamiento de antigenos, las diferentes CPA pueden capturar
a los antigenos por distintas vias, por ¢jemplo: Jos macréfagos suelen fagocitar, las céluias B
utilizan su receptor de inmunoglobutina en su superficie celular, ntientras que las cétulas
dendriticas  pueden capturar antigenos wmediante tres mecanismos distintos: por
macropinocitosis, fagocitosis (en menor grado) y receptores de manosa (Heijnen <t al, 1996;
Sharin, 19946).

En cuanto los antigenos son capturados por las CPA e ingresan a las células, se
localizan en vesicufas unidas a la membrana intracelular en estructuras Hiamadas endosomas.
El paso siguiente en la presentacidn de antigenos es el procesamiento del mismo para
modificar su estructura. Para ello, el antigeno es degradado proteoliticamente mediante
accidn enzimatica a pH acido para generar fragmentos peptidicos qite pugdan unirse a las
moléculas del CPH y puedan ser presentados a las células T, Este tipo de procesamiento de
las proteinas antigénicas para la presentacion 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 lasgo
para moléculas clase I y de § a 9 aa para clase 1} para poder ser acomodadas en ¢! surco de
union de dicha molécula, como se discutird mds adelante. Hasta aqui y de manera general es
cowo se realiza la captura de proteinas antigénicas; sin embargo, la endocitosis de proteinas
es s6lo una parte de la presentacion de antigenos a células T, ya que también incluye el
eusamblaje, trifico intracelular y unidn de péptidos (Brodsky y Guagliard, 1991).

Los mecanismos de procesamiento y presentacion de antigenos han sido analizados
ampliamente tanto para antigenos (Ag) extracelulares que son reconocidos por las células
auxiliares CD4+ restringidas a CPH clase-Il, como para la presemtacion de antigenos
intracelulares a linfocitos T citotéxicos CD8+, restringidos a moléculas clase 1. A

. continuacién se revisaran 05 CONCEPIOs correspondientes a las maléculas del CPH, los

cuales forman una parte importante de este trabajo de tesis.

1. 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 conjuato de
genes, altamente peliomorticos, que las codifica se le conoce como complejo principat de
histocompatibitidad (CPH). El papel central de los productos de los genes del CPH es la de
unir, no covalentemente, porciones de proteinas antigénicas solubles o libres, para que sean
reconecidas por linfocitos T especificos para ral antigeno. Existen dos tipos de moléculas del
CPH, clase 1 y clase 11, especificas para un subtipo de células T, al cual se unirdn para
activarla (Abbas, 1994) (Figura 2). Aungue presentan afinidades a péptidos semejantes en
estructuea v tamaito, las moléculas de clase [ y II se unen a sus pépftidos antigénicos por vias
intracefulares distintas: mientras las moléculas clase I presentan pépiidos originados de un
procesamiento enddgeno, derivados de proteinas producida por virus y proteinas propias de
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la célula, las molculas clase U pueden presentar péptidos de antigenos exogenos
endocitados (células daiiadas o senecentes, bacterias y otros patogenos), asi como péptidos
derivados también de proteinas normales de la céluia (Brodsky y Guagfiard, 1991)

CREENA & _ CRUENA = ERDEHAR
[ v
ToH
HH2
A} Clase B) Clasc U ¢y Cadena invariante

Figura 2 Exquea de 1 estraciura del complejo principal de histocompatibitidad clase I, 11 y {a cadena
invariante. A) Las moléculas clase T estén compuestas por una cadena de 45 kDa (cadena @) v 1a cadena
p2-microglobuling (§2-m, 12 kD), 12 cira) es totalmente extracelular v es manienida oo 1a superficie celutar
par su asociacion a ta cadena o. La cadens o estd erieniada con el extremo amino tenininal hacia el exterior
cetular, ademds de tres dominios extracelulares (od,02.03). i sitio de unién del péptido se forma eatre fos
dominios or] y o2 (P). B) Las motévalas ctase T son heterodimeros compuestos de una cadena e de 33 2 33
kDa v ona cadena P (23-29 kDa), orientadas con [a regidn amino terminal hacia & exterior de la célula.
Cada cadena presenta dos dominios (al.02, B1,B2). El sitio de unién al péptido (P) estd formado emrs los
dominios el y B1. C} La Cadena Invariante s¢ asocia a las molécutas clase Il duranie su biosintesis. Esia
glicoproleina presenta wn extremo carboxilo tenminal extracelular, un dominio transmembranal simple y un
wtto ciroplismatico.

Las diferencias entre las moléculas de histocompatibilidad clase I y II, incluyen
también a las células efectoras a las cuales se presentan los péptidos: como ya se habia
mencionado, Jos receptores de las células T citotoxicas CDB+, se unen a los péptidas
antigénicos unidos a moléculas clase | mientras que los compleios péptido-clase I son
reconacidos por células auxiliares CD4+.

El locus de! CPH humano es muy grande (aproximadamente 3500 kpb) y esta
organizado de la siguiente forma: (a) genes clase Il (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR) el cual

 contiene 17 genes conocidos y pseudogenes, (b) genes compiementarios o regidn de clase
- IIf (para proteinas del complemento C4A, C4B, CZ, e Factor B y genes para ta enzima 21-

hidroxitasa), () genes de citocinas (TNF, LTA, LTB, LST-1, IC7, AIF-1) y proteinas de
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chogque térmico (Hsp70 1H y Hsp70 2), regidn denominada por algunos autores como clase
EV por estar posiblemente involucrada en varios aspectos de estrés, inflamacion o infeceion;
y {d) genes de clase 1 {HLA-A, HLA-B, HLA-C), con 13 genes relacionados v pseudogenes.
En ratén, el complejo principal de histocompatibilidad es mas pequeiio, vy la secuencia de
genes es: (a) clase [ (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 mingisculas {por ejemplo a,
b, ¢). A los genes individuales dentro dei CPH se les flama por el tipo de CPH de la cepa de
ratén er que se identificaron par primera vez. Los dos Joci del CPH independientes que se
sabe son los mas importantes para el rechazo de transpiantes en los ratones se llaman H-2K
y H-2D. Por lo, tanto, ¢l alelo del gen K en una cepa con el CPH tipo k se le llama K*
{(pronunciado como K de k), mientras que el alelo del gen K en una cepa con el CPH d se le
Hama K' (prosuatiado K de d). Después de K y D se desoubrid un Jocus simifar al que se
llama L (Abbas, 1994).

En el gresente trabajo se hara mencion dnicamente de las moléculas del compleio
principal de. bistocompatibilidad clase I, asi como los mecanismos de procesamiento y
presentacién: d¢ anitigenos relacionados, dejando de fado al CPH-IL, ya que no es de
particular interdspara los-objetivos de la presente fesis.

a) Complejo Priﬁﬁpéldc Histocompatibilidad clase [

Las motéeulas del CPH clase I se unen a péptidos derivados de la degradacion de
proteinas que son. procesadas endogenamente. Es decir, péptidos obtenidos a partir de

© proteinas sintetizadas dentro de la célula. Ejemplo de esto son las proteinas normales de la
<élula, proteinas virales y antigenos tumorales {oncogenes sobreexpresados o proteinas

anormales). Los péptidos obtenidos de la degradacién de estas proteinas dentro del
complejo multicatalitico proteosomal en citosol, por un proceso descrito posteriormente,
son presentados en la superficie celular acoplados a las moléculas clase I para su
recenocimientd por los linfocitos T citowdxicos (CTL, por sus siglas en inglés), los cuales
son el principal mecanismo de defensa contra virus, participando ademas en ef mecanismo de
destruccion de tumores.

Las moléculas clase [ tieen una subunidad integral de membrana, la cadena pesada,
codificada por el CPH de 45 kDa (cadena alfz o H), la cuat se asocia no covalentemente con
fa B2 microglobuling (82m), una proteina soluble no codificada por e CPH, de 12 kDa. La
cadena ¢ esta orientada con ¢l extremo amino terminal n la parte extracelular, presentando
tres dominios (o1, a2, «3) de 90 a 100 aminoacidos, ua dominio transmembranal simple de
aproximadamente 25 aa y un dominio citoplasmatico (carboxilo terminal) de ~30 aa. B} sitio
0 surco de union del péptido esta formado por los dominios ol y a2; muchos de los
residuos polimérficos de Ja cadena o que difieren en la formas alélica estan concentrados
dentro del surco. Bajo este segmento de la molécula, se encuentra el dominio o3 proximal




de i3 membrana y la subunidad 2m, los cuales son homélogos a los dominios constantes de
las inmunoglobulinas (Figura 2) (Williams et al, 1996)

Membrana

/ citoplasmitica

N , g“ ]w

Vesicula de
secregion

calnexing calnexinn ] N tapasina
RE .Jﬂ LT
CI fam TAP-U TAP2 wanstocacion
\ T calreticolina
e — |
{raRscripeion
/ degradacion en el
—_——— \Rhin profeosema
g O 4 péptidos .
-t e 9 aa aprox.
-_;'______'___,,_—b
Wigleo Proleing anlipénica

Sintesis de proteings propias de la céluia o virales.

Figura 3. Representacidn esquemdtica de la via de presentacidon  y  procesamiento de
antigenos de las moléoulas clase I El conjunto de genes def complejo principal de
histocompatibilidad (CPH) codifican para las moléculas clase | {cromosoma 6} (A); en
otro locus, fos genes para la cadena B2m también son codificados (cromosoma 15) (B).
Una vez sintetizada, la cadena o del CPH clase [(C-I)se une a la calnexina en el RE,
para ser acoplada con ia cadena P2m. Una vez formado el complejo cadena o-B2m, la
calnexina es fiberada y entonces la molécula del CPH clase I parciaimente plegadaseuncala
subunidad TAP-1 por interaccion de la tapasina y la calreticulina. De esta forma, se permite

- la unién del péptido antigenico translocado por las proteinas TAP-1 y TAP-2, cuyos genes

s¢ encuentran también en la regién del CPH. Una vez que se uni6 el pepiido antigénico a la
molécula del CPH clase I, el complejo completa su plegamiento y es exportado al aparato de
Golgi, donde sulrird una glicosilacién antes de ser enviado a la superficie en una vesicula de
secrecion. RE: reticulo endoplasmatico, Ag, antigéno.
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Las moléculas clase I presentan péptidos de un tamaiio promedio de nueve
aminoicidos a células CD8+. Sin embargo, ciertas moléculas clase I pueden acomodar
péptidos hasta con 13 aa a través de una protuberancia ascendente de fa porcidn 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 pequeiios, el antigeno intacto
primero debe ser degradado en el citosol. Ei principal complejo proteolitico citosdlico s el
proteasoma, el cual existe en wna forma 208 y 26S. EI proteosoma estid compuesto de mds
de 24 subunidades protéicas unidas para formar un compleje cilindrico. Dos de estas
subunidades, LMP-2 y LMP-7, son codificadas por genes que se encuentran en el locus del
CPH (Martinez y Monaco, 1991; Arnaiz-Villena, 1993; Gruen y Weissman, 1997) y ello
puede ser un indicio de su papel en Ia regulacion de la funcion del proteasoma en el proceso
de presentacion de antigenos.

Una vez que han sido generados en el citosol, los péptidos son transiocados al lumen
del reticulo endoplasmitico (RE) para su asociacion con meléculas clase [ recién
Sintetizadas, a través de un compiejo heterodimérico dependiente de nucledtidos trifosfato
(NTP), compuestos de los transportadores ascciados con el procesamiento de antigenos,
TAP- 1 y TAP-2 (del inglés “transporter in antigen processing”) {figura 3). Los genes para
los TAP-1 y TAP-2 estan localizados en un locus del CPH los cuales codifican para un
heteradimero que atravieza varias veces la membrana del RE {Kelly et al, 1992; Gruen y
Weissman, 1997). Los TAP tienen una alta afinidad por péptidos de 8 a 13 aa, ademas de
presentar cieria selectividad hacia los péptidos basada principalmente en la estructura de los
residuos de! extremo carboxilo terminal, prefiriendo los péptidos con aminoacidos
arontticos o hidrofobicos (Schumacher et al, 1994). Al igual que las subunidades de)
proteosoma, LMP-2 y LMP-7, 1a expresion de los TAP puede ser inducida por estimulacion
con inteferdn tipo gamma (IFN-y), ademds que la sobreregulacion puede ser coordinada por
promotores comunes. Sin embargo, existe un segundo mecanismo independiente de los TAP
para el transporte de péptidos antigéaicos, refacionado con la protedlisis de dominios de
péptidos sefiales hidrofobicos después de que las proteinas son translocadas al lumen del
seticulo endoplasmatico.

La cadena o det CPH clase I recién sintetizada, ya en reticulo, rapidamente se asocia
Con una proteins residente del RE denominada p$$ o calnexina que es una proteina integral
de membrana asociada 2 calcio (Jackson et al, 1994}. La calnexina va 2 ser liberada al darse
la unidn de la cadena ai-cadena P2m y las moléculas clase 1 se unen entonces a un complejo
de proteinas, una de las cuales es ia calreticulina. La calreticulina es una molécula semejante
a las lectias, estructuraimente relacionada a la calnexina que se asocia de forma simultanea
al heterodimero cadena a-cadena P2m ¥y los TAP (Solheim et al, 1997). Oua proteina
involucrada es la tapasina, proteina asociada a la subunidad TAP-1 del transportador, que va
a permiti el parcial plegamiento del heterodimero cadena a-cadena B2m espere ¢l péptido
adecuado de! citosol (Seliger et al, 1997, Janeway y Travers, 1997). La tapasina €5 una
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proteina de 48 kDa, codificada también en ¢! CPH. Finalmente, la union de un péptido
lierado del TAP al heterodimero parcialmente plegado, permite que fas moléculas det CPH
clase I se plieguen totalmente y abandonen el RE para migrar hacia et aparato de Golgi,
donde sufriran una glicosilacion v luego serd exportada hacia la superficie celular para su
reconocimiento por el receptor de las células T unido a la molécula CD$ (Jackson et al,
[994; Hahn et al, 1996). El mecanismo de procesamiento de antigenos descrito aqui, se
esquematiza en la figura 3, mientras que ¢f reconocimiento por parte de fas células CD8, se
deseribe en la figura 4.

Linfogite
T Ch3+

Moléeula CDB Moltécuta del CPH clase |,
acoplada con ¢l antigeno
f Receptor de tas
1ol L cilulas T,
?? Compleio CD3 - codenn o y

Figura 4: Esquema del reconocimiento por parte de las células T hacia células presentadoras
de antigenos. Presentacion via moléculas del CPH clase 1 de péptides procesados
endogénamente y expuestos en la superficie de 1as CPA para su reconocimiento por paste
- del receptor de las células T-complejo CD3, acoplado con la molécula de superficie CDB,
en linfocitos citotdxicos.
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Una vez que ha habide un reconocimiento del péptido antigénico por parte de las
células T, sea eu el contexto de moléculas clase I o LI, se inicia el proceso de eliminacion del
agente extraiio. Cabe sefialar que la eliminacion del antigeno mediante la inmunidad
adquirida o especifica estd en estrecho contacto con la respuesta que pueda darse por los
componenes de la inmunidad innata.

. V. Fase Inmune Efectora.

La inmunidad mediada por células de fa respuesta inmune consta de tres fases: 1)
fase de reconocimiento, donde el antigeno es reconocido por las células encargadas de
-fagacitar y presentar a ageates exlraiios en el organismo, procesandolos y presentandolos a
las células que se encargaran de su eliminacion; b) fase de activacién, en la cual las céhulas
que fireron presentadas al antigeno secretan moléculas (interleucinas y quimiocinas) para su
activacion y proliferacion hacia un antigero en particular (teoria de la seleccion clonal) y
finalmente, c) fase efectora, donde las células activadas o efectoras se encargan de eliminar
al antigeno contra &l cual fueron sensibilizadas (Abbas et al, 1994).

La fase efectora en la respuesta inmune innata es llevada a cabo por céiulas no
restringidas al complejo principal de histocompatibilidad como las células NK v/o las células
asesinas activadas por linfacinas (¢élulas LAK, por sus siglas en inglés), mientras que en fa
inmunidad especifica la fase efectora puede ser desarrollada en forma aislada, 0 en conjunto
con las células arriba mencionadas, por los anticuerpos (citotdxicidad mediada por células

dependiente de anticuerpos, ADCC, por sus siglas en inglés) o por los linfocitos T CD8+

citotdxicos (Paul, 1993).

La inmunidad especifica mediada por células, es mediada por los linfocitos T
citotéxicos; de manera general, se puede considerar que existen dos vias para la lisis de sus
céhulas blanco: a) una forma dependiente de la liberacion de moléculas que originan la lisis
di fa célula blanco y by mediante }a expresidn de la moléeula Fas (Squier y Cohen, 1994). En
ambos mecanismos al parecer la finalidad es inducir 2 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 la célula blanco por el linfocito T {CD4+, CD3+ e incluso células
NK) puedén causar Ia lisis de la primera. Aungue de forma clisica se creia que la perforina 0
citofisina era la molécula contenida en los granulos secretados por las células T, ahora se
sabe que éstos ademas también pueden contener granzimas, un grupo de serina proteasas
que, posiblements, al ser inducidas por {a misma perforina, actuen por hidrélisis y activacion
de proteinas intragranulares, inductoras de la fragmentacion de ADN (Huding et al, 1993).
El modelo de citotexicidad por exocitosis granular propone que después de la interaccion de
la célula blanco con las células efectoras, éstas liberan el contenido de sus granulos
citoplidsmaticos en e! espacio intracelular entre el linfocito y la célula blanco. Entonces, fa
perforina sufre un cambio conformacienal inducido por el caicio Kbre, integrandose a la
membrana de la céluld blanco, formando poros que son similares a los que se forman por
ataque del sistema de complemento (Kigi et al, 1995).




La citotoxicidad por la via dependiente de la expresidn de la molécula Fas, también
Hamada D95 o APO-1, esta vestringida 2 las células blanco que presentan dicha molécula
en su superficie. En experimentos donde se observé la lisis de Jas células blanco en ausencia
de calcio, lo cual eliminaba la lisis por perforina que depende de estos iones, flevo a suponer
que Ia 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 clarg es que esta citotoxicidad requiere de la intevaccion de la molécula Fas en las
céludas blanco y de su ligando en las células T (Kagt et al, 1995). Una vez que se Heva a
cabo la interaccion de fa molécula Fas con su ligando se genera una seial que induce a su
trimerizacién, que a su vez conducira a la apoptosis o muerte celular programada en las
<élulas blanco por una via de teansduccion de sefiales poco conocida. Entre las enzimas
involucradas se encuentra la enzima convertidora de la interleucina 3 {ICE, por “interleukin
If-converting enzyme™) y/o proteasas relacionadas con ICE (Enari, 1995), ademas de una
ruta de seiiales mediada pos Ia esfingomielinasa acida (Cifone et al, 1994; Gili et al, 1994).
La homologia de fCE con el gene que induce la muerte celular, ced-3 en nemitodos wdica
que la apoptosis inducida por el ligando Fas se encuentra conservada en ta evohucion (Los et
al, 1995).

Este mecanismo de eliminacidon de células en el organismo  es  utilizado
principalmente por las células CD4+, que aunque pueden también lisar via perforinas,
prefieren inducir 2 la apoptosis mediante a expreston del ligando Fas, en comparacion con
las células T citotdxicas, las cuales siguen una via dependiense de perforinas y granzimas
(Kgi et al, 1995)

La importancia de la funcion efectora de las distintas célutas que forman parte del
sistema inmune en la proteccion del organismo en Ia inmunopatologia, las enfermedades
autoinmunes y el rechazo de transplantes, se basa en el correcto reconocimiento de los
antigenos presentados por las células normales o infectadas con algiin patogeno celular. Sin
embargo, en distintas ocasiones, las particulas anormales o de células infectadas no son
eliminadas completamente, o por alauna razon, evitan ser reconocidas por el sistema
inmunolégico, tal vez por inducis o asociasse a mecanismos de inmunosupresion. Por
ejemplo, se ha encontrado que el ADN viral puede persistic indefinidamente en las células
del hospedero, evadiendo el sistema inmune, al parecer como un efecto neto de una
wfeccitn viral, en donde ésta es controlada pero no eliminada completamente, v de esta
forma asegurar que se reduzca la inmunidad mediada por células (Rinaido, 1990),

3¢ han identificado principalvente dos mecanismos por los cuales particulas virales
se encuentran afectando la respuesta inmune antiviral, estos mecanismos son: a) las proteinas
codificadas por el virus interfieren con la activacién de linfocitos mediada por citocinas y su
actividad antiviral, por ejemplo, el virus de Epstein-Barr codifica para una proteina con
actividad similar a la IL-10, la cual es una molécula supresora de la actividad de tos
linfocitos auxiliares (Vieira, 1990), y b} disminucion o baja regulacion de las moléculas del
CPH clase [; en este caso, se ha reportado que los adenovirus, los virus del herpes simple y
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&l citomegalovirus de ratén y humano evitan totalimente la expresion de moléculas clase I en
1a superficie de las células infeciadas con estos virus (Rinaldo, 1990; Del Val et al, 1992;
Campbell y Stater, 1994),

Aunque se desconoce mucho sobre la biologia de la mayoria de los vicus
clinicamente importantes, 18 investigacién sobre los mismos continda; tal es el caso de los
virus del 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 evasién
del este tipo de cancer para ser reconocido por el sistema inmune.

7

¥. Viros de papiloma humano.

Desde que zur Hausen (1976) propuso que ciertos tipos de virus del papiloma |
homano (VPH), que infectan el tracto genital y se transmiten sexualmente podian tener .
refactdn con la carcinogénests del cérvix, s¢ han realizado una gran cantidad de estudios para |
discernir la relacin entre el VPH y el cancér cervical. Actualmente se ha acumulado una 1‘
gran cantidad de evidencia al respecto, encontrandose una relacién de wn 90% 2 un 95% en 1
Ia presencia de los VPH en céfulas provenientes de tumores de cérvix y en la mayoria de las |
lineas originadas a partir de carcinomas cervicales (Mufioz et af, 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-Carranci, 1996;).

Los papilomavirus son pequefios adenovirus que infectan epitelios ¢ inducen
principalmente lesiones Lenignas de Iz piel en humanos y otros marmiferos, incluyendo
verrugas escamosas y papitomas. Mas de 70 tipos de VPH han sido descritos, de los cuales,
aproximadamente 3{ tipos estn velacionados con lesiones en el tracto anogenital (Miinger,
1995} y 2C de {os mismos especificamente con tumores cervicales, donde el tipo 16 €5 el mas
predominante, encontrindose en un 50% en todas las infecciones {Yamada et al, 1997). Los
VPH s¢ clasifican en dos grupos, los que invaden las mucosas y los que infectan los epitelios
secos como fa piel. Los VPH que invaden las niucosas orales o genitales, se subdividen a su
vez en 405 grupos mas: aquéllos considerados de bajo viesgo (como el VPH tipo 6y 11), ¥
fos de alto riesgo (tipos 16, 18,31y 33).
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Figura 6. Esquema de la
estructura genética de! virus
del papitfoma humano tipo
16, donde se representan
las regiones génicas que
codifican para las proteinas
virales tardias (L) y
tempranas (E).

a) Eshuctura'genéﬁca de los VPH,

- A pesar de que existen mis de setenta tipos de VPH, estos muestran una amplia
conservacidn en fa estructura y erganizacion de su ADN (Figura 6). Presentan viriones
icosahédricos, carecen de envoltura y contienen una molécula de ADN circutar de doble
cadena de aproximadamente 8 kpb (De Villiers, 1989). Los genes de los VPH estin
divididos en una regidn control donde se encuentra el origen de replicacion v el promotor
temprano, y otra region codificadora organizada en dos regiones: una temprana (E, de
“early” en inglés) y uma tardia (L de “late”). La regién temprana contiene seis genes
principales, 5 de proteinas tempramas y uno de tardias, cuyos productos estin invohicrados
en procesas como la replicacion viral, la regulacién de la transcripcion y la inmortalizacion
celular {Toledo-Cuevas y Garcia-Carranca, 1996). La region tardia contiene dos genes que
codifiean para proteinas estructurales de la capside wuclear. Las principales funciones
conacidas de las proteinas codificadas por los genes del VPH, se resumen en el cuadro 1.2.

Cuadro | 2: Caracteristias y fimnciones principales de fas proteinas de virus del papiloma humano.

Protelias tempranas

Eé * Profeina basica unida a zinc, Se une 3 ADN de dobie cadena con alta afinidad. Ivoreatiza
Jas etlulas hudsped v modula la transcripcion del virus. Se nn2 a p33 e induce a su

degradacidn. :

E7 * Fosfoproteina nuclear deida, unida a zine. Inmontaliza las células huésped y modwia la
transcripeton del vivus. Transforma al cooperar con ras en cultivos primarios de células de
ratdn. 8¢ une a RB inactivindolo. Modula indirectamente la transcripcion.

E2 * Reguta ta transcripoidn viral. Se uie al ADN y coopera con E1 en la replicacidn vital.
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El * Participa en 13 regulacion viral. [nicia la replicacion y modula ta funcion de E2.
E4 * Participa en la maducacion de las particulas virales,
E> * Transforma. Se pierde durante Iz integracion viral.

Protzinas tardias
LiyL2 * Proteinas de la capside del virus.

Toledo-Cuevas y Garcia-Carranc, 1996 y Mimger et al, 1992,

b) Proteinas tempranas E6 y E7.

En lesiones benignas, principalmente en cérvix humano asociadas con los VPH, se ha
observado qus 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 integracitn, ademds de aportar estabilidad al ADN viral, también permite ¢l
incremento en la expresion de las proteinas oncogénicas E6 y E7 (Cuadro 2).

El proceso de. integracién conduce al Tompimiento o interrupeién del marco de
lectura abierta del gene E2 y como consecuencia de eflo, a una disminucion en 1a expresion
dsl represor transcripcionat del promotor p97, especifico de E6 y E7, con lo gue aumentan
su expresion estds dltimas (MeBride et al, 1991; Berumen et al, 1994; Jeon y Lambert,
1995). Esto iltimo se relaciona con la frecuencia de tumores cervicales que presentan las
proteinas virales E6 y E7, en comparacion con estadios benignos en el mismio tipo celular.
Es precisamedite por estas observaciones que se han planteado distintas inmunoterapias y
vacunas con refarencia a la presencia de estas proteinas oncogénicas.

Los genes E6 y E7 son transcritos por un promotor temprano, el cual se conoce
comd po7 en los VPH tipos 16 y 31, y como pl05 en el tipo 18, La actividad de este
" promotos es regulada por un elemento de control transeripeional en una region de control
farga (LCR, por “long control region™) la cual esta localizada después de un punto de inicio
{“start site™) (Gloss et al, 1987). Diferentes factores nucleares se unen a la LCR en sitios
especificos y regulan la actividad transcripcional del promotor, como AP1, NF1, TEF-1,
TEF-2 y Octl que han sido ideatificados para el VPH tipo 16 (Chong et al, 1991, [shiii, et al
1992). Sin erabargo, al parecer el tipo de factor nuclear es dependiente def tipo de virus que
se encuentre: por gjemplo, para el VPH tipo 18 se ha reportado una actividad de AP1 para
activar la transeripeion, en donde NF1 y Octl permanecen sin actividad significante (Butz v
Hoppe-Seyler, 1993)

En sistemas de cultivos celulares, la expresion de las proteinas E6 y E7 del VPH por
st solos parecen ser suficientes para inmortalizar a distintos tipos celulares como epitelios,
queratinocitos y fibroblastos (Miinger y Phelps, 1993; Pirisi et al, 1987, Barbosa v
Scheleger, 1989). La proteina E7 del VPH tipo 16 es una fosfoproteina acida de 98
aminodcidos que se une 2 zinc, y tiens un peso de 21 kDa. Esta proteina ha sido deteciada
en el citoplasma y nicleo de células transformadas con este tipo de VPH. Los 38
aminoicidos terminales son muy similares a porciones andlogas del antigeno T de SV40 y a
las regiones conservadas 1 y 2 de las proteinas E1A de adenovirus, por 1o que se especula




que esta regidn es importante para la transformacidn de la célula huésped v para la
interaccion del virus con proteinas celulares (Phelps et al, 1992). Por su parte, ia proteina E6
del vicus del papiloma humans tipo 16 consta de 151 aminoacidos, siendo una proteina
basica gue se une a zinc. A diferencia de la proteina E7, E6 presenta cuatro regiones con
secuencia Cys-X-X-Cys (E7 solo presenta dos) en la regién carboxilo terminal que al
parecer son las responsables de la afinidad de estas proteinas por el zine. Ademds, la
proteina E6 sé une a la doble cadena de ADN con alta afinidad, lo cual Ya involucra en la
regulacidn teanseripcional del virus {Barbosa et al, 1989; Miinger et al, 1992),

La principal importancia de las proteina virales E6 y E7 radica en que se relacionan
directamente con proteinas celulares que se encargan de controlar el ciclo celular, como las
protemas RB y p53 (Cuadro 1.2), que son clasificadas como ohcogenes porque son
responsables directos de la inmortalizacion de las células del hospedero. La proteina RB
(proteina de! retinoblastoma) es una fosfoproteina wuclear que interviene en el ciclo celular.
En células quiescentes (GO/G1) o fuera de ciclo,- RB se encuentra en un estado no
fosforilado, y es fosforilada al final de la fase G1 del ciclo celutar por el complejo CDK-
ciclina (CDK, cinasa dependiente de ciclina por sus siglas en inglés) y desfosforilada durante
la mitosis (Lewin, 1994). La proteina E7 del VPH se une a la forma no fosforifada de RB,
impidiendo que £sta se una a su blanco celular y con elio evitar que las células salgan de
ciclo. En consecuencia y debido a que los blancos de RB incluyen a factores de transcripcion
como E2F y cielinas del tipo D y E, las células continuan proliferando (Miinger, 1992).
Otros blancos celulares para la proteina E6, son las proteinas p107, ciclina A, Ia proteina de
unién a 1a caja TATA (TBP, por sus siglas en inglés) y la familia de factores de transcripcion
AP-1, por lo-meass pasa el VPH tipo 16 (Massimi y Banks, 1997).

Por su parte, ¢l producto del gene p53 es una fosfoproteina nuclear que actiia como
fepresor tumoral, Distintas observaciones experimentales han sugerido que de forma normal
las células tienen la capacidad de crecer sin restriccion alauna, y esta capacidad es inhibida

‘por p53. Se ha detectado p53 ausente o mutada en distintos tipes de cancer, lo cual lo-

establece como un posible factor para el desarrollo carcinogénico (Lewin, 1994). La
proteina E6 del VPH se une a p53, induciendo a su degradacion a través de Ya ruta de
proteolisis mediada por ubiguitina. Como consecuencia, la vida media metabélica de p33 en
. células que expresan la proteina E6 de VPH, se encuenira sensiblemente disminuida
{Schetfher et al, 1990; Minger et al, 1992). Se ha sugerido como resultado de distintos
estudios bioguimicos que existe una interaccion entre la proteina E6 y p53 mediada por otca
proteinz celular del hospedero, designada como E6-AP (Huibregtse et al, 1991). Al parecer,
el complejo de EG y EG-AP esti involucrado directamente en la reaccion de ubiquitinacion
de pS3 y achita como ura ligasa de ubiquitina (actividad de E3) (Scheffner et al, 1993,
1995). Sin-embargo, datos recientes revelan que 1a proteina viral E7, no sélo se une con alta
afinidad a la proteina celular RB, sine también 2 p33, al pacecer de una forma independiente
de su capacidad para unirse a RB, implicando que fa funcion de E7 es para la replicacién
viral mas que para una transformacion {Jones y Minger, 1997; Massimi y Banks, 1997; Ku
etal, 1997).
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Debido a la elevada asociacidn entre la presencia de VPH de alto riesgo con el
desarrolla de cancer cervical, se ha planteado el desarrollo de distintas estrategias para
combatir este mal, aprovechando precisamente la presencia de este virus, para generar upa
respuesta inmune contra las células tumorales que se encuentran infectadas con él. Las
distintas estrategias se basan principalmente en el reconocimiento por parte de céluias T
CD8+ especificas contra péptidos antigenicos derivados de! procesamiento enddgeno y
presentados en la superficie de las células tumorales, via las molécutas def complejo pringipal
de histocompatibilidad clase I. Sin embargo, aunque se ha logrado cierto reconacimiento, ya
sea en células obtenidas de pacientes reestimuladas i vitro y con modelos murinos in vivo,
utilizando proteinas acareadoras o infecciones con virus vaccinia atenuado, la respuesta no
ha sido del todo especifica contra péptidos det VPH (Feltkamp et al, 1993; Chen et at, 1992;
Nakagawa et al, 1997). Estos trabajos, aunque reflejan que durante las primeras etapas de la
infeccion con el VPH hay una respuesta citotoxica y humoral, ain se desconoce parte def
mecanisto por el cual las células infectadas con este virus, particularmente donde se
desarrolla_ cancer cérvico uterino, evaden un reconocimiento por parte del sistema
mmuuolagnco humano; o bien, si el virus del papiloma humano desarrolla una funcion
imprescindible para que este proceso se leve 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 distimos tipos celulares donde existe alguna infeccidon por virus, muestra una
participacion importante de proteinas virales en ta presentacion de las molécuias del CPH
clase L. Por ¢jemplo, se ha demostiado que proteinas del algunos citomegalovirus provocan
que las moléculas clase I no puedan salir de! reticulo endoplsmico, al impedir su cofrecto
ensamblaje; algo shmilar oturre con proteinas de otros virus como el producto del
adenovirus 12, el cual inhibe la transcripcion de las moléculas clase [ o mterﬁe:e con la
expresion de los TAP's.

Por otra parts, los virus del papiloma humaro (VPH), se han encontrado asociados
con mas del 90% de los casos de cincer cérvico uterino, principalmente los tipos 16, 18 y
33, considerados de alto riesgo. La presencia de estos tipos de virus podria estar relacionada
con la baja expresién de moléculas del CPH clase | que se ha observado en este tipo de
céncer. En ¢l presente trabajo se pretende evaluar el efecto de las proteinas tempranas E6 y
E7 del VPH tipe 16 sobre ias moléculas clase I en un sistema in vitro, proteinas
consideradas como oncogénes virales por la capacidad que tienen de inductr la
transformacion celular, Asimismo, se pretende analizar la capacidad presentadora de las
células que porten a los oncogenes de forma aislada o junta, de una forma indirecta, en ¢l
contexto del complejo principal de histocompatibilidad clase 1. Con ello se pretende aportar
datos sobre el proceso carcinogénico para conocer mas sobre el mismo, pues adn se
desconoce con certeza la relacitn (si es que existe tal) entre las proteinas oncogénicas del
virus del paplloma humane v las moléeylas del complejo principal de histocompatibilidad
clase I.

24

T O S T o o, T el I




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 v
E? del VPH tipo 16, '

Objetivos Particulares;

- Transfectar la linea celular de mastocitoma de ratén PS15 (haplotipo H-2D) con los
plasmidos que portan los genes que codifican para fas proteinas virales E6 v E7 del VPH
tipo 16.

~ Analizar Ia expresion de los genes introducidos en la tinea celular PS15.

- Obtencion de clones 6¢lulares que expresen las proteinas E6 y E7 del VPH tipo 16.

- Amalizar la expresién de molécutas del CPH clase I en superficie celular, tanto en los
clones celulares transfectados como en la 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 proporcion de Ios casos, con un procesamiento y
presentacin de antigenos alterado, y una disminucion de moléculas del CPH clase L en la
superficie cefular. Aunque se desconoce el punte donde ocurme fa alteracion en el
procesamiento de antigenos, es claro que puede existir una asociacion directa con la
presencia del VPH, ya otros virus son capaces de desregular Ja expresion de molécuias clase
1. En base a lo anterior, suponemos que la presencia de las proteinas oncogénicas E6 y E7
del VPH tipo 16 pueden estar afectando directamente Ia expresitn de molécutas clase [ en
superficie celular y con ello impedir el reconocimiento de las célutas fumorales por parte de
céiulas T. Si logramos generar un sistema /n vitro donde las proteinas E6 y E7 del VPH
1po 16 se expresen de forma continua y analizar si existe algin cambio en la expresion de
moléculas del CPH clase I en supesficie celular, observaremes si existe la disminucion de la
expresion de fas moléeulas del CPH clase I, tal y como se da en un 38% de los casos de
cAncer cervical donde esta presente el VPH. Con ello se pretende conocer mis sobre el
mecanismo que sigue este virus para evadir la respuesta inmune mediada por células.
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5. METODO:

3.1. Lineas celulares:

Se utilizaron células de la linea P815, la cual fue originada a partir de un
mastocitoma de catén (Ralph, 1976). Las células fueron crecidas en cajas de cuitivo tipo
Falcon de 25 cm” (Nuncion) de poliestireno en medio de cultivo Iscove (Iscove's Modified
Dulbecco’s Medivm, Gibco BRL), suplementado con 10% de suero fotal de bovino
(GIBCO), ImM de aminodcidos no esenciales (Sigma), ImM de piruvato de sadio {Sigma)
¥ 2mM de L-giutamina (Sigma). Las células en estas condiciones fireron cultivadas en una
incubadora a 37°C, atmoésfera al 5% de CO. y humedad a punto de rocio, El medio de
cultivo fue reemplazado totalmente por medio fresco a los dos dias de cultivo y las células
fueron resembradas en una proporcion de 1X10° células en 10 ml de medio de cultivo.

5.2. Transferentia de genes.
5.2.1 Plasmidos:

Las genes que coditican 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 region génica introducida se encuentra entre un sitio de restriccién para la enzima
EcoRl y uro para la enzima BamHI. En lag figuras, se muestra la estructura de los
plismidos, con dos sitios de restriccion y los sitios donde se encuentran los genes de

resistencia a antibidticos.

5.2.2 Bacterias y expansion del plasmido,

Bacterias £. coli de I cepa DH5a fueron transformadas con los plasmidos arriba
descritos por la técnica reportada por Sambrook y colaboradores (1989). Brevemente,
bacterias competentes fieron incubadas en hielo por 10 minutos en presencia del ADN a
introducir, y sometidas a un choque térmico en un bafto maria a 42°C durante 2 minutos.
. Las bacterias fiteron cultivadas posterigrmente en cajas preparados con agar bacteriologico
(Bioxon) at 1.5 % en medio de crecimiento para bacterias (Circlegrow, BIOI0]) y
ampicilina (150 pg/mi). A las colonias que crecieron en este medio de seleccion se les
comprobd la presencia del plasmido introducido mediante una extraccion a pequefia escala
de ADN de los plasmidos (apartado 5.2.3). Se eligié una colonia que presentara los
plasmidos introducidos y se culiivaron para obtener el ADN de los plasmidos a gran escala
{apartado 5.2.4).

5.2.3 Obtencitn de ADN de plismidos a pequefia escala o miniprep.

Utilizando Iz técnica reportada por Sambrook y colaboradores {1989), se extraio el
ADN de colonias de bacterias DHo'S 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 mi de medio de cultivo para bacterias (Circlegrow,
BIO101) durante 12 horas o toda la moche a 37°C con agitacion (Gyromax 703, Amerex
lotruments Ing.). Posteriormente, 3 mi del cultivo fueron centrifugados a 14,000 r.p.m. a
4°C durante 2 minutos (Centrifige 5402, Eppendorf), resuspendidas las células en 75 ul de
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solucién A {glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris 25 mM, pH 8.0) con ayuda de un vortex,
para luego afiadir 150 ul de solucion B (SDS 15, NaOH 0.2 M). Para ta lisis se mezcld por
inversibn para finalmente agregar 90 ! de solucion C {KCal1;04, 25.5 mM pH 4.8-5.0
ajustado con acido acético glacial concentrado). Se centrifugd a 14,000 rpm durante 10
minutos y ¢t ADN plasmidico del sobrenadante fue precipitado con 1 ml de etanol frip
absoluto durante 10 minutos en higlo. El ADN precipitado se obtuvo por centrifugacién v la
pastilla obtenida se lavd 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 pi de solucién amortiguadora de Tris-EDTA (solucion TE,
Tris 10 mM pH 8, EDTA 1mM pH 8). La presencia del ADN plasmidico y el inserto en el
mismo se comprobd mediante Ta digestion con enzimas de restriccién y corrimiento en geles
de-agarosa (apartado 5.2.5). : -

3.2.4 Obtencién de ADN de plasmidos a gran escala o maxiprep.

Bacterias transformadas a las cuales se les habia comprobade la presencia del
plasmido, fueron crecidas en 250 ml de medio de cultivo para bacterias a partir de 2 ml de
inéculo durante toda 2 noche o 12 horas a 37°C en agitacion. Las bacterias fiteron
centrifugadas a 8,000 .tpm (Beckman) a 4°C durante 10 minutos ¥y posteriormente
resuspendidas en 12 ml de una solucién A y 25 ml de solucion B, manteniendo las células en
hielo por 5 minutos y afiadiendo 12 mi de Ia solucion C para dejarlas en hielo por | hora,
Después de transcurrido este tiempo se centrifugé a 8,000 rpm durante 10 minutos a 4°C,
Se filtrd el sobrenadante haciéndolo pasar por una gasa doble y se aitadié 57.5 ml de etanol
abseluto para precipitar por espacio de una hora a -20°C. Bt ADN precipitado se centrifigo
durante 15 minutos y se resuspendié en 4 ml de solucién TE. Se agregé 0.4 ml de Tris pH
94 y 04 ml de LiCl 8M para posteriormente realizar dos lavados con 4 ml de
fenol:cloroformo {1:1) y dos lavados con 2 ml de cloroforme. En el Gltimio lavado se tomé
la fase acuosa y se precipitd con 2 volimenes y medic de etano! zbsoluto. El precipitado
formado se centrifugd y se lavd dos veces con etanol al 70% para posteriormente ser secado
en una centrifuga con vacio y resuspendido en 200 ut de agua estéril. Posieriormente, se
calcutd la cantidad de ADN presente al leer la densidad dptica de un 1ul de Ia solucion final
diluida en agua (hasta 100 veces) en un espectofotometro a 260 am, para después calcular
18 concentracion en base a la equivalencia de que 50 ug de ADN corresponden a una lectura
de densidad éptica de 1. La presencia del ADN plasmidico y el inserto en el mismo se
comprobo mediante la digestion con enzimas de restriccidn y corrimiento en geles de
agarosa (apariade 5.2.5).

5.2.5 Digestién con enzimas de restriccion.

E! ADN de los plasmidos obtenidos a pequefia ¢ gran escala fue digerido con las
enzimas de restriccion que flanquean el inserto, EcoRI y BamHl, para comprobar la
presencia de los plasmidos y el inserto. 5 ! de ADN plasmidico obtenido 2 pequefia escala
se puso en contacto con 2 pl de solucion amortiguadora B 10X (Buffer B, Boehringer
Mannheim), 1 pi de enzima EcoRI (Bochringer Mannheim}, 1 pl de enzima BamH]
(Boehringer Mannheim) y 11 p! de agua estéril, para obtener un volumen final de 20 pl. La
reaccibn s flevd a cabo a 37°C durante dos horas en presencia de 1 pl de ARNasa (10
mg/ml). Una vez terminada la reaccidn, se afiadieron a las muestras 4 pl de solucidn de
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corrida en gel (Sigma) y el ADN se separd en un gel de agarosa 1.5% en solucidn
amortiguadora de Tris-borato, a una corriente constante de 70 volts ¥ 35 mA, durante una
hora y media.

5.3. Transfeccion de las células. :

Células P815 obtenidas en fase exponencial, fueron transfectadas con ADN
plasmidico sin linearizar, codificante de las proteinas E6 6 E7 del virus del papiloma
humano tipo 16 o ambos plasmidos juntos. La transfeccién de las células se realizé con un

© paquete comercial de transfeccion liposomal (DOTAP Liposomal transfection reagent,
Boehringer Maanheim), con las especificaciones marcadas por el distribuidor, Brevemente,
células P315 (10* células para cada transfeccion) fueron transfectadas por lipofeccién con S
pg de cada ADN plasmidico disuelto en solucién amortiguadora Hepes (20 mM, pH74)a
un volumen de 70'ul més la solucién comercial de DOTAP (30 ). Cuatro horas después
de 13 transfeccién, sc cambié el medio donde se habia realizado la transfeccion,
sustituyendolo por medio de cultivo fresco (medio Iscove con SFB 8%, suplementado con
- aminodcidos no esenciales mM, piruvato de sodio 1mM ¥ L-glutamina 2mM) con el
antibidtico andlogo a la neomicina, geneticina G418 (Boehringer Mannheim) para
seleceionar las células 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
suspension cehdar por pozo (eatre 200 y 210 células por pozo, aproximadamente). Las
células fueron mantenidas durante el tiempo necesario, observindolas diariamente ¥
sustituyendo el medio de cultivo acido por fresco con antibistico Jas veces que fuera
necesario. Las lineas celulares originadas fueron denominadas P315-E6, PE1S-E7 y P215-
E67, dependiendo de los genes que portaban y la expresion del plismido fire comprobada
mediante RT-PCR (apartado 5.4.2).

5.4. Expresién de los genes E6 y ET.
5.4.1 Extraccién de ARN total,

El ARN total, de la células transfectadas o sin transfectar fue extraido segin la
técnica establecida por Chomezynski y Sacchi en 1987, con algunas variantes. Células P815
(107, transfectadas o sin transfectar, fueron cosechadas, lavadas tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS), y lisadas con 500 ul de solucion desnaturalizante {4M de
isotiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de sodio pH7, ©.15 de B-mercaptoetano! y N-
lauril sarcosilo al 0.5%), 25 ul acetato de sodio 2M pH 4 y dos volimenes de fenol acido a
68°C y 100 ! de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1). Despuss de incubar esta mezcla por
10 minutos en hielo, se centrifugé 2 14 000 r.p.m. durante 5 minutos a 4°C. La fase acuosa
obtenida-de [a centrifugacién se transfirid a un nuevo tubo limpio preenfriado en hielo,
donde ademés se adicionaron 2.5 volimenes de etanol frio al 95%, dejando precipitar el
ARN toda Ia noche a -20°C o bien, durante 1 hora a -70°C. Para obtener e boton de ARN
se centrifugd durante media hora a 14 000 r.p.m y 4°C, el sobrenadante se eliminé y se dejd
secar ef botbn para resuspenderio en 20 ul de agua tratada con dietilpirocarbonato (0.2%).

5.4.2 Reaccidn en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Reversa (RT-PCR)

El ARN total extraido de las células transfectadas o sin transfectar fue cuantificado
en un espectrofotometra (CamSpec) a una longitud de onda de 260 nm y en una
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equivalencia de 1 D.O. = 40 ug de acidos nucléicos. Para realizar la reaccion de
transcriptasa veversa (RT, del inglés “reverse transcriptase™) se utilizé el ARN total en una
cancentracion de 0.5 pg/ul. A cada 2 pl de ARN total se le adicionaron 8.7 ul de la mezcia
para RT, la cual esta compuesta por 2 pl de MgCl 25mM, 1 pl de amartiguador de la RT
10X (S0mM KCi, 10 mM Tris-HCI pH 83, ImM MgChL), 4 i de trifosfatos de
desoxirribonucledsido (ANTPs) 10mM (Perkin Elmer), 0.2 pl de inhibidores de ARNasa 10
Uil (Perkin Eimer), 0.5 i oligo (dT) 50 uM (Perkin Elmer), 0.5 ul de enzima
retrotranscripiasa 25 U/l (Perkin Elmer) v 0.3 pl de ditiotreitol {DTT) 0.1M. Lz reaccidon
se Hlevd a cabo en un termociclador (Cyclogene, Techne) en un programa de un solo ciclo
que inchia a alineacion y extensién del ARN (42°C, | hora), desnaturalizacion def ADN
(95°C, 3 minutos), y un segmente para finalizar la reaccidn (5°C, 24 horas).

El total del producio de la reaccidon en transcripiasa reversa fue utilizada para realizar
la reaccion en cadena de Ja 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
a continuacién para Hevar a la concentracion final que se da en seguida de cada reactivo:
MgCl, 2.5 mM, amortiguador de la PCR 1X (5S0mM KCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1mM
MgCly), dimetilsuifoxido 10%, ADN polimerasa Thermus aguaticus (Tag ADN polymerase
o Tag polimerasa) 1 Uit (Perkin Elmer), oligonucleotidos (Gibco BRL) 10 pmol v agua
tratada con Dictilpirocarbonato {(agua DEPC 0.2%) para completar el volumen de dilucién.
Como controles negativos, se utilizd ARN total de células no transfectadas, mientras que
coma control positivo el plasmido con los genes para E6 ¢ E7 de HPV tipo 16,
regpectivamente. En este ultimo caso, durante el PCR se adicionaron a estas muestras,
ademas de los reactivos antes mencionados, dNTPs a una concentracion final de 200 uM. La
reacidn se Hevd 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 programna de 15 ciclos, cada
uno con 94°C durante 1 minuto, para la desnaturalizacion, 54°C por 1 minuto para la
alineacidn, y 72°C por 1 minuto para la extension. Este segundo programa fite unido a un
tercer programa de 30 ciclos, donde cada uno consistié de 94°C durante 1 minuto, para la
desnaturalizacidn, 60°C por 1 minuto para la alineacién, y 72°C por | minuto para la
extension,

Los oligonucledtidos utilizados fueron: para E6 (E6EcoRI), el sentido direccion 5'a
¥ fue AGC GAA TTC TTA CAG CTG GGT TTC TCT ACG TGT TCT TG y un
antisentido, en direccién 5'a 3° (E6BamH1) 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 direccion 5'a 3 (E7EcoRI):AGC
GGA TCC ATG CAT GGA GAT ACA CCT ACA TTG CAT GA y un antisentido en
direccion 5'a 3" (E7BamH1} AGC GAA TTC TTA TGG TTT CTG AGA ACA GAT GGG
GCA C, con un producto esperado de aproximadamente 318 pares de bases.

Los productos de la amplificacién por la reaccion en cadena de la polimerasa fueron

separados en vn gel de agarosa 1.5% en solucidn amortiguadora de Tris-borato, a una
corriente constante de 70 volts y 35 mA, durante una hora y media.
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5.5.5. Analisis de 1a expresion de moléculas clase 1 del CPHL

A las células transfectadas con los plasmidos para las proteinas E6, E7 o ambos del
virus del papiloma humano, asi como células P15 transfectadas gnicamente con el
plasmido, se les analizb Ja expresién de moléculas clase I del compejo principal de
histocompatibilidad en superficie celular, para saber si disminuia su expresion, aumegntaba o
permanecia sin cambio con respecto a células sin transfectar.

: Aproximadamente 10° células PS15 transfectadas o sin transfectar (P815-E¢, P315-
E?, P315.X2, P8I5-B7.1, P315-pcDINA y P815), fueron sembradas 2 noche anterior ai
ensayo en 2 ml de medio de cultivo Iscove, L-glutamina 200 mM ¥ suero fetal de bovino al
10%. Al dig siguiente, las células fueran obtenidas de los cajas de cultivo, lavadas dos veces
con PBS al 2% de SFB, y resuspendidas en 200 ) de esta tltima solucién, repartiendo 100
ul por cada puzo. A un grupo de pozos se les agregd 100 pl de medio condicionado del
hibridoma SF1.11, productor del anticuerpo contra las moléculas clase I alelo K2 a otro
grupo 100 wl de medio condicicnado del hibridoma 344.205, productor del anticuerpo
contra las moléculas clase I alelo D' y 100 pl del medio condicionadeo del hibridoma HB27
productor del anticuerpo contra las moléculas clase I L° a un tercer grupo de pozos. Las
células s 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 la porcion Fe de cualquier
anticuerpo de ratén (Gibco, BRL). Pasado este tiempo, las células se lavaron dos veces con
PBS-SFB 29 firio para eliminar ¢l exceso de anticuerpo, se resuspendieron en 200 gl de
PBS-SFB 2% frio y se transfirieron a tubos para citometro de fujo. Antes de leer las
muestras en ua citémetro de flujo (FACScan, Beckman Dickinson) se les afiadié 200 pl de
una solucién de PBS-SFB 2% con yoduro de propidio {1 pug/mi).

Como-control de técnica se utilizo la tinea P815 sin transfectar, incubada tnicamente
con el anticuerpo secundario o bien sin anticuerpo; come control experimental se utilizaron
las células P815-pcDNA, P315-B7.1 y P315 sin transfectar, a las que se les dio el mismo
tratamiento que al resto de las lineas.

5.6. Inmunizacitn y ensayos de protiferacion de células de bazo de ratén,
5.6.1 Inmunizacién de ratones y obtencion de células de bazo. ,

Ratones Balb/c de 6 2 & semanas de edad faeron inyectados con 100 gg de ADN de
plésrmido en 0.5 ml de PBS estéri], via subdérmica. Quince dias después de la inmunizacion
se aplicd 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
organze y obtener asi las células de este drgano. Las células rojas fueron eliminadas del
cultivo mediante uso de una solucion de lisis compuesta por NHLCl 0.15M, KHCO: 1 mM,
Na;EDTA 0.1mM; el resto de la suspencién celular se cultive en medio completo (medio de
eultivo Escove (GIBCO), 10% suero fetal de bovino {GIBCO), ImM de amincacidos no
esenciales (Sigma), 1mM de piruvato de sodio (Sigma), 2mM de L-glutamina (Sigma}, 0.2
miM de B-mercaptoetanol), en presencia o ausencia de las lingas celulares transfectadas ¥y sin
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transfectar,

5.6.2 Ensayos de proliferacion de células de bazo.

Células de bazo de ratones inmwunizados con ADN de plasmido (apartado 5.6.1)
obtenidas recientemente fueron sembradas en placas de 96 pozos en relacién 1:10 con las
células transfectadas con los genes E6, E7 o ambos, tratadas con glutaraldehido a 0.25 % en
PBS, en medio completo ¢ IL-2 recombinanate de raton (rril-2) (10 U/ml). Las células
fueron sembradas por triplicados en 3 series. Al dia dos de iniciado e cultivo, se agregd
0.5uCi de timidina tritiada por mililitro de medio a los cultivos. 24 horas después, una serie
o grupo fueron obtenidas de las placas, lavadas dos veces con PBS y lisadas con 100 ul de
NaOH 2M. El lisado celular fue transferido a un vial, en donde se agregaron 1.5 ml de :
liquido de centelleo y Ia cantidad de radioactividad liberada fue leida en un contados de ' |
tentello. La opetacion se repitio para el dia 4 v 5 de iniciado el cultivo, Los resultados se
muestran en cantidad de cuentas por minuto (c.p.m.).

5.7 Anélisis Estadistico.

" Los datos obtenidos de tres ensayos realizados por separado, por triplicado cada uno
del andlisis de la expresion de moléculas clase [ del CPH (apartado 3.5), asi como 10s datos
obtenidos de tres ensayos de proliferacién (apartado 5.6.2), fueron sometidos 2 un analisis
de varianza {ANDEVA) con una prueba de diferencia significativa de Fisher.
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Figura 7. Esqueina del mapa génico del plismido 16E6WTpCDNAZ3, donde se muestran los sitios sensibles
A enzimas de restriceion, e sitio del inserto para 1a proteina E6 y e} tamatio en pares de bases (pbs).
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Figusa 8. Esquemna del mapa génico del plasmido 16ESWTpCDNAI. donde se muestran 105 sitios sensibles
a enzimas de restriccion, el sitio del inserto para Ia proteina E6 y el tamario en pares de bases {pbs).
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6. RESULTADOS:

6.1. Plasmidos:

Los plésmidos que porian los genes para la proteina E6 o E7 del virus del papiloma
humano tipo 16, fueron expandidos en bacterias £. coli de la cepa DHaS, obteniendo y
purificando ¢! ADN plasmidico como se explica en &l métado (apartado 2.4). En la
fotografia 1 se muestra el ADN plasmidico, tanto para el plasmido 16E6. wipeDNA3 (carril
1) como para 16E7.wipcDNA3 (cardil 2), digeridos con las enzimas EcoRI y BamHi y
separados en un gel de agarosa al 1.5% en solucidn amortiguadora de Tris-borato. Asi
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.

pb

3054
2036
1018

S06-517%
3%
344
298

220

201

Fotografia 1. Plismido PcDNA3 y los insertos para fos genes de E6 y E7 del virus del
papiloma humano tipo 16. Carril 1- 16E6. wipcDNAS digerido con las enzimas EcoRI y
BamHI; carril 2: 16E7.wtpcDMNA3 digerido también con las dos enzimas anteriores. Carril 3:
marcadores de tamaiio en pares de bases.
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E! ADN plasmidico fue cuantificado en un espectrofotémetro a una longitud de onda
de 260nm. La cantidad de ADN abtenida se muestra en el cuadro siguiette,

Cuadro 6.1: Cuantificacion del ADN plasmidico a 260 nm y 280 nm.

Plasmido Concentracion en pg/ul | Relacion ac. nucléico/proteina
16E6. wipcDNA3 7.395 1.620
16E7. wipeDNA3 2.130 1.492

-6.2. Transfeccién de células PS15 y expresion de los genes infroducidos,

Las células P815 (10 células para cada transfeccion) fueron transfectadas por
lipofeccion con la solucion comercial de DOTAP. Esta solucion forma POros transitorics en
1a superficie celular, lo que permite Ia entrada a Ia célula del plasmido. Las células que
crecieron en presencia del antibidtico G418 (aproximadamente 10 a 11 dias después de

realizada Ja transfeccidn), se consideraron como un
transfectadas, se denominaron P815-E6, P315
los genes ES, E7 y E6-E7 juntos, respectivam
donde crecieron las- células, considerindose
crecieron en los otros pozos. Se obtuvieron d
en presencia del antibidtico transfectadas

a transfeccidn positiva. Las células
~-E7, P815-X2, para las lineas que portaban
ente, afiadiéndose una letra para cada pozo
como una poblacion separada de las que
0s poblaciones para fas células que crecieron
con los genes E7, tres para las células que

portaban los genes para B6 y tres para aqueltas cétulas transfectadas con ambos plasmidos.

A las cklulas que crecieron en presencia del antibidtico G418 se les realizéd Ia

reaccién en cadena de la polimersa transeriptasa reversa (RT-PCR) apartir de ARN total de
ias células, con la finalidad de comprobar la expresion de los genes introducidos, utilizando

. oligonucledtidos o primers de inicio especificos para E6 y E7 del virus del papiloma humano
tipa 14,

En [a fotografia 2 se musstra 12 expresion del gen E7 en Yas células transfectadas con
el plismido 16E7.wtpcDNA3. ‘El produsto de esta amplificacion se observa en todas fas
células transfectadas, ya sea con el plasmido con el gen para E7 (carriles 6 ¥ 7) 0 con los
plismidos con los genes de E7 y E6 (carriles 8, 9 y 10}, coincidiendo en tamafio con el
obtenido para el ADN del plismido E7.16wtpcDNAS, utilizado como control positivo
{carnit 2). Esta banda corresponde a! tamaiio esperado, de 318 pares de bases, y no aparece
en las células no transfectadas (carril 3) o transfectadas con e plasmido vector sélo
(pcDNA3, carrit 4), o para una linea ya establecida con anterioridad de la misma lnea
parental P815 que porta un plasmide con los genes para la molécula de supesficie cetular
B7.1 (carril 5). Cabe mencionar que en esta dltima linea ! plasmido que porta no es
pcDNA, v los genes que se introdujeron no estdn relacionados tampoco con el virus del
papiloma humano
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Fotggrafia 2. Determinacion de la expresion del gen E7 introducido en las células P815 por
RT-PCR." Abreviaciones: (+): Control positivo, plasmido 16E7.wipcDNA3. (-): Controles
negativos, células P15 sin transfectar, transfectadas con el plismido vector solo pcDNA3
(P815-pcDNA3) y transfectadas con un plismido para B7.1 (P815-B7.1). Las células P815
transfectadas con el plasmido 16E7.wtpcDNA3, poblaciones A v B se abrevian como P815-
E7. Las células PSI5 transfectadas con el plasmido 16E7.wipcDNA3 y el plasmido
16E6. wipcDNA3, poblaciones A, B y C, (X2A, X2B, X2C) se matcan como PB15-E7+E6.
La flecha sefiala f producto de ia amplificacion y los marcadores de tamafio estan en pares
de bases (pb)

En Ia fotografia 3 se muestra la expresion del gen E6 en las células transfectadas con
¢l plasmido 16E6.wipcDNASJ sole o junto con el plasmido 16E7.wipcDNA3J. Sin embargo,
a pesar de que las células a las que se les extrajo ¢l ARN total fueron crecidas en medio de
seleccidn con G418 y solo se utilizaron aquellas poblaciones que fueron capaces de crecer
en este medio, ro todas las poblaciones presentaban la expresién de los genes introductdos.
Para tas células transfectadas con el plasmido 16E6.wipcDNA3, solo en la poblacién
denominada a (PB13-E6A, carril 6) se encontro la expresion del gene introducido; para ta
poblacion b (E6B, carril 7) se aprecia una banda difusa a la altura esperada, que coincide en
tamaiio con el producte obtenido de la amplificacion del plasmido ES. 16wipcDNA3,
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utiizado como positivo (carril 2). Para la otra poblacién obtenida de las transfecciones
(E6C}, no encontramos ninguna banda, lo cual es indicio de que el gen no se esta
expresando en esta poblacion. En aquellas células donde se introdujeron ambos plasmidos
{ISEG.wipcDNAS y 16E7.wipcDNA3), se observd una banda difisa come producio de la
RT-PCR, encontréndose dicha banda con mayor intensidad en la poblacion P815-X24
{carril 9} y siendo poco perceptible en las otras dos poblaciones (P315-X2B y P815-X2C,
carriles 10 y 11 respectivamente). De esta forma, tenemos una poblacion de cada una de las
condiciones de transfeccion antes mencionadas donde se expresan los genes introducidos
con ¢l pldsmido 16E6.wtpcDNA3 dentro de las células P815.

P o
_g % -
g £ 2 8
g G n n by PELS-E6 PRI15-EG+ET
5 g B 2 ¥ '
~ T I Z A B ¢ X2A X2B X2C
b
1018
517-508
396
344

Fotografia 3: Expresion del gen E6 inroducido en las células P815 por RT-PCR.
Abreviaciones: (+). Control positivo, plasmido 16E6.wtpcDNA3. (-): Controles negativos,
ofjulas P815 sin transfectar, transfectadas con el plasmido vector solo pcDNA3 (P815-
pcDNA3) y transfectadas con un pldsmido para B7.1 (PR15-B7.1). Las células P815
wransfectadas con el plismido 16E6.wiptDNA3, poblaciones A, B y C se abrevian como
P815-E6. Las células P815 transfectadas con el plasmido 16E6.wtpcDNA3 y el plasmido
16E7.wipcDNA3, poblaciones A, B y C, (XZA, X2B, X2C) se marcan como P&15-E6+E7.
La flecha sefiala el producto de la amplificacion y los marcadores de tamafio estan en pares
de bases {pb)




6.3. Anglisis de la expresién 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 histocompatibilidad clase 1 en células
transfectadas y evaluar este modelo para la presentacion de aniigenos. Para ello, en las
células transfectadas, tanto con los genes para E6, E7, ambos o imicamente con €l plasmido
vacio, se evalué la expresion de moléculas clase I en la superficie celular, en comparacién
con las células PS15 sin transfectar. En nuestro sistema, la linez P815 corresponde a un
haplotipo d de las moléculas del CPH clase [ 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 grifica 1 se muestran las medias de fluorescencia obtenidas para célutas donde
se dirigieron anticuerpos contra las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
clase I, alelo K”. Como se puede observar en esta gréfica, las lineas transfectadas EGA, E7R,
X2A, B y € muestran un aumento en la cantidad de moléculas clase [ expresadas en
superficie celular, en comparacion con los controles (PS15 sin transfectar, o transfectada con
el plasmido vacio, pcDNA). Asimismo, también se presenta una disminucién de moléculas
clase I en superficie para células P815 transfectadas con otro plasmido que porta los genes
para ka molécula de superficie B7.1, 1a cual interviene en la coestimulacion de linfocitos T.
Sin embargo, el aumento en las moléculas clase I en superficie no es estadisticamente
significativo para todas las lineas, encontrindose una diferencia con respecto a la linea P815
transfectada con el plasmido sdlo, en contadas lineas. Encontramos un aumento significativo
de una F=0.95 en las poblaciones P815-E6A, P815-E7B, P815-X2A y P815-X2B, mientras
que para la poblacidn P815-X2C, sélo es significativa desde una F=0.75.

En Iz grifica 2, se observan los resultados obtenidos donde se analizaron las
moléculas del CPH clase I sobre la superficie de células P815 transfectadas v sin transfectar,
pero ahora con anticuerpos dirigidos contra el haplotipe del CPH clase I D°. Los resultados
obtenidos muesiran un incremento en superficie de las moléculas D® en todas las lineas
transfectadas, en forma independiente del plasmido o los genes que porten, con respecto a la
linea parental. En este ensayo, realizamos el analisis de varianza con respecto a la linea
transfectada con el piasmido vacio (pcDNA), encontrando un incremento de las moléculas
def CPH clase I en superficie (nicamente 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 la expresion de las motéculas del CPH clase | alelo K", sobre la
linea P13 sin transfactar o transfectads con los plasmidos que portan los genes para £6 y
E7, transfectada con el plasmido vector solo (P815-pcDNA), o con un plasmido diferente.
(P815-B7.1), que en este caso porta los genes para la molécula cogstimuladora B7.1. ANTI-
CD3, anticuerpo irrelevante, P815-2ario, células P815 solo con el anticuerpo secundario,
para flucrescencia de foado. (*) 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 P§15-
pcDNA.

La grafica 3 muestra los resultados para ¢} analisis de la expresion de moléculas clase
I alelo L. En esta grafica, a diferencia de las otras dos, la media de flucrescencia es muy
baja, to cual nos indica niveles basales muy bajos de este alelo en la linea P815. En relacion
con la expresion de las moléculas det CPH clase 1 de este haplotipo en la superficie de las
lineas transfectadas, en general se repite el comportamiento ohservado para el caso del
haplotipo D¥, es decir, un incremento en todas las lineas transfectadas, sin restriccion del
tipo de genes o plasmido que portan. Sin embargo, aqui el supuesto incremento no e§
significativo después de someter los datos a un andlisis de vasianza, con respecto a 1a linea
que porta el plasmido unicamente. Tal incremento se observa solo para contadas
poblaciones: ESA con una F=0.50; X2B y X2C con una F=0.75 y 0.95 de significancia,
respeciivamente.
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Grafica 2. Anhlisis de la expresion de las moléculas del CPH clase I alela D, sobre la linea
P815 sin transfectar o transfectada con los plasmidos que portan los genes para E6 y E7,

que en este caso porta los genes para

transfectada con el plismido solo (P815-pcDNA), o con un plasmido diferente (P815-B7. )

la molécula coestimuladora B7.1. ANTI-CD3,

anticuerpo irrelevante; P815-2ario, células P81S sélo con el anticuerpo secundario, para
fluorescencia de fondo. (*) Indica donde 1a diferencia fue estadisticamente significativa para
F=0.95 y (**) indica donde lo fue para F=

0.75 con respecto a las céfulas P815-pcDNA.
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Grafica 3. Andlisis de la expresion de las moléculas del CPH clase [ alelo LY, sobre la linea
PR15 transfectada con los plésmidos que portan los genes para E6 (E6A, E6C), E7 (E7B) o
ambos (X2A, X2B, X2C), transfectada con el plasmido solo (PCDNA), sin transfectar
(P815) o con un plasmido diferente (B7.1), que en este caso porta los genes para la
molécula coestimuladora B7.1. ANTI-CD3, anticuerpo irrelevante; P815-2ario, células PE15
solo con ¢! anficuerpo secundario, para flucrescencia 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 transfeciadas con genes para las proteinas virales E6 y E7.
Las poblaciones donde se observa este incremento se muestran en el cuadro siguiente:

Alelo analizado de moléculas clase I Poblaciones donde se observo cambio
' K’ P815-E6a, P815-E7b, P815-X22, X2b y X2¢c
D? P815-E7b y P§15-X2a
Ld P815-E6a, P815-X2b y P815-X2¢
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0.4. Las células PS15 transfectadas con los genes E6 y E7 inducen Ia proliferacion de
células de bazo de ratones inmunizados con ADN de plasmido.

Después de cbservar el efecto que producian las proteinas virales E6 ¥ E7 sobre las
moléculas del CPH clase I en superficie ceiular, se analizo fa capacidad de estas célutas para
presentar antigenos; para ello, examinamos s estas céhulas que incrementaban antigenos en
superficie eran capaces de inducir a la proliferacion a células de bazo, obtenidas de ratones

~ inmunizados con ADN de los mismos plasmidos utilizados para realizar s transfacciones,

Los resultados de la proliferacién de ceiulas de bazo de ratones inmunizados con &l

plasmido con los genes para E6 que se muestran en la grafica 4, indican que estag células
Son capaces de diferenciar entre las célilas que estdn transfectadas de lag que no Yo estan,

Bazo de ratdn inmunizado con ES. Reestimulo In vitro
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Gréfica 4. Incorporacion de timidina tritiada por parte de célutas de bazo de ratones
Balb/c inmunizados con ADN del plasmido 16E6 wipeDNA3 en presencia y/o ausencia de
células presentaderas. Los dias marcados en el recuadro indican los tiempos de iniciado el
cocultivo. Las células utilizadas como presentadoras de autigenos fueron: la linea parental
P815 (P815), transfectada con los plasmidos con los genes E6, E7. o ambos {PBI5-Ep,
P815-E7 y P815.X2 respectivamente) y fos bazocitos sin células presentadoras (bazo). Las
c.p.m. de tas células que sirvieron como presentadoras sin células a restimular (bazocitas en
este caso), ya sea fa Yinen parental ¢ transfectada, no se muestran, pero tuvieron cyentas
inferiores o semejantes a los esplenacitos en presencia de la linea parental {datos no
mostrados),




Las celulas de bazo son capaces de incorporar timidina 3.5 veces nias en presencia de
ias células que presentan el plasmido con tos genes para E6 y E7 que aquellas que no
presentan ningin plaismido (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 la linea parental e incluso con aquellas células que presentan ambos
plasmidos

Por otra parte, para las células de bazo obtenidas de ratones inmunizados con el
plasmido con los genes paca la proteina E7 se obtienen resuitados muy similares, los cuales
se muestran en la grafica 5. Aqui, se puede observar que los esplenccitos reconocen de
forma amplia a las céluias P815 transfectadas con el plismido E7.16wtpeDNA3,
incrementando su incorporacion de timidina incluso desde el dia 3 de iniciado el cultivo, a
diferencia de las céiulas de bazo puestas en cultivo con fas células transfectadas con el
plasmidos con los genes para E6 o sin transfectar. Tampoco aqui se abtuvo wia respuesta
comra la linea PBIS transfectada con ambos plasmidos.

Bazo de ratdn inmunizado con E7. Reastimulo In vitro
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rifica 5. [nmrperacién de timidina tritiada por parte de céluias de bazo de ratones Balb/c
inmunizados con ADN del plasmido 16E7.wipcDNA3 en presencia v/o ausencia de células
presentadoras. Los dias marcados en el recuadro indicen los tiempos de iniciado el
cocultivo. Las células utilizadas como presentadoras de antigenos fueron: la linea parentat
P815 (P815), transfectada con los plasmidos con los genes E6, E7, o ambos (P815-E6,
P815-E7 y P815-X2 respectivamente) y los bazocitos sin células presentadoras (bazo).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

activacién de protooncogenes o la pérdida total o parcial del control de distintas moléculas
indispensables para mantener el balance del organismo puede deberse a Ia presencia de
agentes patdgenos como los virus. Bl sistema inmune es el encargado de eliminar a aquéllas

principal de histocompatibilidad clase | (Seliger et al, 1996; Selier, Héhne, 1996; Frisan,
1995; Cromme et al, 1924; Kaklamanis et aj, 1995; Garrido et al, 1997). Se ha observado

En el presente trabajo se analizé la expresion de las moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad clage I en ia superficie celular con relacion 2 Ia presencia de las
proteinas virales Fg ¥ E7 del virus del papiloma humano tipo 16. Para ello se utilizd el
plasmido pcDNAS3 af cual se ligaron la secuencia génica del VPH tipo 16 que codifica para

fa proteina E$ o para la proteina E7, nombrandolos enionces como plismidos

E6.16WipcDNA3 y E7.16witpcDNA3, respectivamente.

La linea celular P815 fue transfectada con los plasmidos ya mencionados ¥ ia
expresion de los genes introducidos se muestra en las fotografias 2 v 3, confirmandose la del
gen pare E7 del VPH tipo 16, tanto para las células transfectadas Gnicamente con ef
plismido  E7.16wipcDNA3, como donde se introdujeron  ambos plasmidos
(ES.16witpcDNA3 y E7. 16wipcDNA3). Sin embargo, para las células transfectadas con el
plasmide para E6, ya sea en una transfeccién simple o doble a pesar de que las células a fas
que se les extrajo el ARN total fueron crecidas en medio de seleccion con G418 y solo se
utilizaron aquellas poblaciones que fueron capaces de crecer en este medio, no todas
presentaban la expresion de los genes introducidos, En las poblaciones P815-E6a y P315-
Eéb con una transfeccidn simple se encontrd una banda correspondiente al ADN de los
genes para E6, en ralacién con ol positivo (ADN del plasmido E616wtpcDNA3). Por otra
parte, en las cétulas a las que se les realizé una doble transfeccion, todas mostraron la banda
para E6 aunque de manera difissa, Posiblemente, en las poblaciones donde no encontramos
una respuesta positiva o apenas perceptible, €l vector que porta los genes de resistencia para
¢l antibidtico se esta expresando, no asi la regién con los genes para la proteina E6, por
algun mecanismo postranscripcional, como la metilacidn (Lewin, 1994). De ser esto cierto,
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la expresion de los genes E6 que observamaos en la RT-PCR, puede ser contaminacion por
ADN plasmidico, ya que fas muestras de ARN obtenido de las células ne fue tratado con
ADNasas antes de ser utilizado en la RT-PCR, aiin cuando en el gel para comprobar 1a
integridad de! 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 las células transfectadas se analizo 1a
expresion de las moléculas clase T en superficie celular, atn cuando el producto de la
ampiificacion del ADN complementario obtenido del transcrito de E6 no se observara con
claridad.

Existen distintos trabajos en cdncer cervical donde se ha asociado la presenciz de
virus del papiloma humano de alto Tiesgo, principaimente los tipos 16 y 18, con Ia expresion
de moléculas clase I reducida conforme aumenta el grado de malignidad del tumor (Connor,
Stern, 1990; Coutorier et al, 1991: Cromme et al, 1993; Cromme et al, 1994.). A{ parecer,
este €5 un comporiamiento que correlaciona con la capacidad que desarrollan las células
tumorales para migrar a través de log tejidos durante una metastasis agresiva, y de esta
forma evitar 2 respuesta del sistema inmune, at igual que lo es la expresion de ciertos
haploiipos de meléculas del CPH clase 1 que son reconocidos por las células NK y con ello
evitar la respuesta inmune innata (Carina et al, 1995). Aungue no se ha establecido una
refacion con certeza entre los fenotipos alterados del CPH clase L, 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 estac
involucradas en la disminucion de ja expresion del CPH clase [, ya que se expresan a vasios
niveles en este tipo de lesiones.

Nosotros evaluamos si la expresion en superficie de las moléculas del 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 grifica 1 muestra el comportamiento de las moléeulas clase que fiieron
reconocidas on el anticuerpo contra ¢ alefo K°. Al comparar las medias de fluorescencia de
la’linza parental con la linea transfectada dnicamente con el plasmido sdlo (pcDNA), no
encontrames diferencia estadisticamente significativa entre ellas, por ello el resto del anafisis
estadistico ge realizb con respecto a cualquiera de estas lineas. Encontramos un incremento
en la expresion de moléculas clase [ en superficie en aquellas células que presentan los genes
ya sea en forma individual o juntos para determinadas poblaciones: E6A, E7B, X24, y
X2B, con una F desde 0.95. Para algunos casos, como E6A y X2B presentan diferencias
con fespecto a los controles desde una F= 0.975. Con lo anterior descartamos que el
incremento observado sea producte de fa técnica, por Io 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 I en superficie celular.

La expresion de moléculas clase I se ve disminuida en wna linea que presenta ia
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 activacion de linfocitos T (Van Parijs, Abbas, 1998). Estadisticamente, esta
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disminucion es significativa para una F= 0.95 en este ensayo; sin embargo desconocemas la
razén 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 incremenian 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 expresidn de
- moléculas: clase I, la atribuimos a la presencia de los oncogenes, pues en las células
transfectadas con el plismido solo, no existe diferencia en relacion con las células no
transfectadas. Para el caso de las células donde se analizo el alelo de moléculas clase 1 D,
encontramos resultados contradictorios en relacion con la grafica anterior. Al parecer, los
niveles de expresion basales en la superficie celulac de este alelo de motéculas clase 1 es
- similar a los del alelo K4 (Lie et al, 1990;Ciavarra et al, 1982) sin embargo a diferencia de la
grifica anterior, encontramos que los niveles de las células transfectadas bien con el
ptasmido solo, con los oncogenes o la molécula B7.1, se incrementan aiin mas que en €l caso
del alelo K°. Una posible explicacién es que las célutas expresan en mayor cantidad el alelo
D que el alelo K® de moléoulas del CPH clase | de una forma inherente a la poblacién
utilizada. Cabe recordar que para obtener las poblaciones resistentes at antibiotico, después
de Ia transfeccion, las células fueron clonadas y ta cantidad de moléculas clase I en superficie
variaria levemente en relacién con la poblacion analizada. Aunque bien podria suponerse
entonces que el incremento de Jas moléculas clase I en superficie de las células transfectadas
ge deberia entonces a la clonacién y no a la iransfeccion, sin embargo, el incremento se
marcaria mis por efecto de fos oncogenes, que es lo que observamos en las grificas 1y 2,
ya que en ninguna de las dos, 1a Enea parental presenta ui aumento de fas molgculas clase 1
supesiores a 60 en su media de fluorescencia. De tratarse de un artificio propio de la linea,
considerarianos encontrar mayor desviacién en los valores obtenidos en la linea parental.
Incluso con las células transfectadas con pcDNA o B7.1, los valores de fas células
transfectadas los exceden de manera significativa desde un 0.95 para una poblacion: E7B. La
poblacidn X2A es significativa en un 25%, por lo cual no se puede considerar muy diferente.

Existe un comportamiento semejante al anterior en las células donde se analizd la
expresion de moléculas clase I con el anticuerpo dirigido contra las moléculas L? (grafica 3).
En ¢ anilisis de este alelo, encontramos que las poblaciones que incrementaron su expresion
en superficie, estadisticamente hablando fueron Gnicamente 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 otros 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 la baja presencia de este
alelo en Ia linea celular P815. Distintos autores (Lie et al, 1990; Orn, 1992; Ciavarra, 1982;
Beck e al, 1986) ya habian observado la baja presencia en superficie de las moléculas del
CPH clase T haplotipo L % lo que se atribuye 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 o antigenicos, para saturar la molécula del CPH clase 1 alelo L ¢, Es decir, al no
existir suficientes péptidos afines para la molécula LY ésia es incapaz de abandonar RE y
migrar a membrana; de esta forma la cantidad de moléculas clase [ de este alelo, es menor en
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relacién con los fas moléculas 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
E7 no sean afines a este alelo. Sin embargo, al analizar el cuadio 6.2, bien puede
considerarse que no exite cambio en la expresidn 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 constaute en la expresion de moléculas clase I, fueron aquellas que expresan
mas eficienteraente este gen, de acuerdo con los ensayos de RT-PCR. En las poblaciones
P815-E6B y ESC ia expresion de gene no se observd con certeza, pues la fotografia
abtenida no fue del todo fiel al gel, donde se apreciaban unas bandas muy difusas a ta altura
del producto esperado. En estas poblaciones la expresion de moléeutas 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 v ¢l control P815-pcDNAL

Por otra parte, una vez que se observé el efecto de los genes introducidos dentro de
la linea P3i5 sobre la expresion de las moléculas del complejo  principal de
histocompatibilidad clase 1, analizamos la capacidad de estas células para presentar
antigenos e inducir la proliferacion de célutas de bazo de ratones inmunizados con plasmidos
portando a E6 ¢ E7. La inmunizacién con ADN es una de las técnicas actualmente
empleadas para estimular una respuesta colectiva contra las proteinas producidas por €l
ADN introducido. Aunque ain se desconoce gran parte de los mecanismos por los cuales lag
células del hospedero son capaces de sintetizar proteinas a partir de un ADN extraiio
introducido en un plismido, esta es una técaica utilizada con bastante éxito en los Wtimos
afios. Se tienen datos de la respuesta por parte del organismo huésped, el cual genera una
respuesta inmune mediada por células T o por anticuerpos contra las proteinas codificadas
por el ADN introducido (Donnelly et al, 1995; Davis, 1997). La intensidad de cada tipo de
respuesta estd determinada por el sitio donde se llevo a cabo la inmunizacién; es decir, al
parecer una inmunizacién via intramuseular induce una accion de tipo bumoral, aungue la
presencia de células citotoxicas también existe. Por otra parte, cuando fa inmunizacion se
lleva & cabo via subdérmiica, Ia respuesta inmune es mediada por células, en relacién con la
sespuesta humoral observada (Boyle, 1997, Yokoyama, 1997, Gonzélez et al, 1996). Ya que
en ¢l presente trabajo nos interesaba obtener células T citotéxicas, se utilizod la inyeccion
subdérmica para inmunizar z ratones Baib/c,

Las células de bazo de ratones inmunizados con ADN de los mismos plismidos
transfectados en la linea P815 proliferan cuando son cultivadas en presencia de las lineas
generadas, aunque también lo hacen en presencia de la linea parental. Este comportamiento
era esperado, ya que ef mastocitoma P815 fue generado a partir de {umores en tatones
DBA/Z, y al ser introducida la linea en ratones sanos, donde se comparte el haplotipo d del
CPH clase 1, la respuesta conira antigenos tumorales se dacia. Sin embarge, como se puede
observar en las graficas, la proliferacion obtenida con ia linea parental esta por debajo de la
inducida por las células que porian los genes de ES, E7 o ambos del VPH tipo 16. Ademas,
por las desviaciones de las muestras que se obtienen para la linea parental, se considera que
1o hay diferencia con las células utilizadas como controles, es decir, las células transfectadas
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en ausencia de células efectoras y 1as células de bazo solas (graficas 4 y 5). Sin embargo, las
graficas también muesiran que las célutes PB15 transfectadas con ambos plasmidos son
incapaces de hacer proliferar a las células de bazo de ratones inmunizados como era de
esperarse. Quizé en esta poblacion, la probabilidad de perder ios genes transfectados se vio
acentuada, siendo menos estable con la presencia de ambos plasmidos. Aunque el proceso
Hamado de incompatibilidad de plasmidos encontrado em basterias, no ha sido reportado
para células eucariontas, no se debe abolir esta posibilidad (Sambrook et al, 1989; Lewin,
1994). Este proceso ya ha sido perfectamente descrito y en é), dos plasmidos introducidos
en la misma células, que presenten el mismo origen de replicacién o replicén (ColEl en este
caso) se excluyen uno al otro, permitiéndose muchas veces la expresion del plasmido mds
estable. Bien podria darse el caso de este proceso en nuestro sistema, lo que explicaria la
expresion positiva entodas las células transfecradas con E7, no asi con E6. Sin embargo,
esto no explica la baja respuesta en la expresion del ptasmido E6 en las células transfectadas
Unicamente con éste.

Por otra parte, ias células de bazo por si mismas son capaces de mantenerse si no en
proliferacién constante, si con cierta tasa de crecimiento por algunos dias (graficas 4 y 5}
Lo cual indicaria la capacidad de estas células para ser mantenidas in vitro, aiin sin presentar
un reestimuto. 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 side inmunizados los ratones de los que provenia el bazo: esos resultados podtian
lievarnos a suponer que Jas 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 aminoicidos (Seedoif et al, 1985) no se observan epitopos
semejantes, lo que descartaria esa suposicion y nos conduciria mas bien a una respuesta
inespecifica para reconocer a las proteinas virales. Es decir, nuesiro sistema demuestra la
utilidad de la transfeccion de las proteinas E6 y E7 y que éstas son incapaces de disminuir la
cantidad de moléeulas clase I en superficie, como se ha encontrado en carcinoma cervical
positive al VPH fipo 16, y que estas células son capaces de presentar antigenvs. 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 gue 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 plésmido en si.

Aunque no existe evidencia clara de los efectos directos de la expresion génica del
"VFPH sobre la modulacién de CPH clase I, estos pueden ser importantes en {a supervivencia
de los tumores cervicales con este virus. Es posible que [a baja repulacién de HLA clase [
pueda ser el resultado de eventos inmunoselectivos donde confiera ventaja a un cincer mas
agresivo (Conmor, Stern, 1990; Cromme et al, 1993). Asi mismo, puede ser que los
praductos alélicos del CPH clase T capaces de presentar péptidos del VPH (verbigracia, de
las proteinas EG/ET7 HPV 16) se encuentren potencialmente bajos. Sin embargo, en el
presente trabajo, nosotros no encontramos una disminucion de tas motéculas del CPH clase 1
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en superficie por efecto de la presencia de las proteinas oncogénicas E6 y E7 del virus del
pagiloma humang tipo {6

Distintos trabajos donde se ha introducido plismidos que portan genes y/o el genoma
completo del VPH tipo 16 6 13, a lineas celvlares en cultivo, principalmente queratinocitos,
y analizando luego los cambios en 13 expresidn de moléculas del CPH clase I dan resultados
heterogéneos. Lo mismo ocwrre cuando se analizan estas moléculas en la 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 ¢| gene E7 de VPH 16 utilizando una construccion de vaccinia recombinante
y analiza posteriormente los efectos sobre las moléculas del CPH clase Iy IL, concluyéndose
que no hay cambio significativo sobre Ia expresion de estas moléculas. Lo anterior es
velevante por los resuliados obtenidos en este trabajo, donde se observa un incremento
significativo en 1a cantidad de moléculas del CPH clase [ detectadas en la superficie de
nuestras células transfectadas.

Anstizando a las proteinas virales utilizadas en el presente trabajo, se ha reportado
que las proteinas E7 son capaces de incrementar 1a actividad de ATPasa de la subunidad $4
del proteasoma 268, aumentando con ello la degradacién de proteinas intracelulares
(Berezutskaya, Bagehi, 1997). Ademas, E7 es capaz de inducir la degradacion de Rb via la
ubiquitina, mecanismo por €l 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 encueatra presente E7. Es decir, at producirse mayor cantidad de péptidos
degradados por el proteasoms, se bombearian mayor cantidad de péptidos al RE, y se
inducirfa al ensamblaje de mayor cantidad de moléculas clase 1, para transportar los
péptidos, afin sin considerar la paturaleza propia de los péptidos transportados Para E6 no se
ha seportado un mecanismo semejante en relacién con el proteasoma, aungue no se debe
descartar, ya que obtenemos un comportamiento similar pero menos acentuado con respecto
a las moléculas del CPH clase I, cabe recordar aqui, que de la misma forma que E7 induce a
la degradacidn via ubiquitina a la proteina Rb, 1z proteina E6 viral hace lo mismo con a
proteina p53 (Wemess et al, 1990). Sin embargo, se necesitan realizar mas trabajos para
confirmar esta hipétesis. '

Aunque, desconocemos la naturaleza de los péptidos presentados en las moléculas
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 1a depradacidn de las
proteinas E6 y E7, nos llevaria a suponer que alguna owra proteina del VPH tipo 16 esti
involucrada en la disminucidn de estas moléculas en superficie, observada en cancer cervical,
5i es que existe relacidn con el VPH. Una posible proteina candidato es [a proteina viral ES.
Sin embargo, la literatura es incierta con respecio a 1a relacion de ES vy la disminucion en fa
expresion del CPH, ya que no existen trabajos publicados con este punto en particular,
aunque ¢xiste una vaga mencion de esta hipdtesis en otras referencias (McCance, 1995,
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Tindle, 1996, Tindle, 1997).

Brevemente, se sabe que la proteina E5 del YPH tipo 16 al ser transfectada en lineas
celulares de queratinocitos y fibroblastos o cultivos primarios de estos mismos tipos
celulares, incrementa la proliferacion de estas céluias por efecto del factor de crecimiento
epidermal (EGF) (Straight et al, 1993; Pim et al, 1992). Ademads, permite el reciclamiento
rapido del receptor de esie factor (EGFR) y evita Ja degradacion del mismo, al impedis la
acidificacion en las vesiculas endosomales que portan ¢! EGFR. Esto tltimo, se supone que
os regulado por 1a unidn de ES con una proteina celular de 16kDa con actividad de ATPasa,

" proteina formadora de poros (Straight et al, 1995; Conrad, 1993). Dentro de la célula, 1a

proteina E5 se encuentra regulando sefiales al nicleo, ya que en células que presentan esta
ongoproteina, existen altos niveles de c-fos y c-jun y suprime la actividad de p2t™F "™,
inhibidor del ciclo celular (Bouvard, 1994; Tsac, 1996). Lo anterior refuerza la relacion
entre la actividad de ES5 con la oncoproteina viral E7, ya que cuando ambas se encuentran
incrementan la profiferacion celular (Bouvard, 1994),

Tal vez, si hay una disminucion de moléculas clase 1 en superficie celular regulada
por ES, es por la relacion que esta proteina establece con la proteina plé, ATPasa
formadora de poros. Se ha hipotetizado que mediante esta ATPasa, la proteina ES evita la
degradacion del EGFR en las vesiculas que los portan cuando son introducidos a la célula
para su reciclamiento o degradacion. Entonces, podemos suponer que hacen fo mismo pero
para las vesiculas 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 T unides a sus péptidos, encuentra que la presentacion de estos péptidos
disminuye, al disoeiarse la unién complejo-péptido. Sin embargo, esta disosiacion
determinada por pH afecta 2 determinados alelos. Aunque ellos trabajan en un modelo
murine de haplotipo H-2b, es de suponer que todos los alelos tengan un comportamiento
similar. Encuentran gue a pH neutro la unidn es Optima para dos de tres moléculas clase 1
Ky D"}, mientras que el pH acido 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 moléeulas clase I- péptido, evita la presentacion de dichos péptidos, cuando
mas si se trata de péptides derivados de proteinas virales.

Lo anterior es una suposicion de lo que podria estar gcurriendo in vivo. Aln falgarian
realizar experimentos que comprueben esta suposicion, Realizando experimentos donde se
pudiera introducir en un modelo similar al que trabajamos o incluso ef mismo, la proteina E5
a 'a par que las oncoproteinas virales E6 y E7, y entonces analizar si !a expresion de
moléculas clase I en superficie disminuye y st esto ocurre, ver si este mecanismo es mediado
o no por la acidificacion de los endosomas que portan el complejo de moléculas clase 1-
péptido. Si nuestras suposiciones son ciertas y la proteina responsable de la disminucidn de
moléculas clase I es ES, estariamos encontrando la explicacion para la diminucion que se
observa de estas moléculas en carcinoma cervical asociado al VPH de alto riesgo. Esta
informacidn es iudispensable no sOlo para incrementar nuestro conocimiente del
comportamiente viral, sino tambisn para el desarrollo de estrategias encaminadas a la
prevencion y tratarniento del cineer 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 |3 cantidad de moléculas clase [ en la superficie de Ia linea celular de rarén
P815, transfectadas de forma independiente o juntas.

- El mayor incremento de moléculas del CPH clase 1 se observa en las células
teansfectadas con e plismido 16E7. wipcDNAS.

- Las células transfectadas que incrementan 1a cantidad de moléautas det CPH clase [
en superficie celular son capaces a su vez de inducit 2 1a profiferacion de células de bazo de
ratones inmunizados.con los plasmidos para las proteinas oncogénicas E6 y E7 del VPH tipo
16,

Finglmente, nosotros sugerimos la realizacion de mas trabajos para observar el
corportamiento de la misma linea celular ahora, (al vez, con otra proteina del VPH tipo 16,
como €3 I3 proteina ES, para descastar o analizar el compartamiento de esta proteina en
nuestro sistema. - Abn falta conocer mds acerca de la biologia de ciestos virus asociados a
enfermedades maligne, y &5 el caso del virus del papiloma humano. Asi pues, el establecer
una relacion directa eatre Iz disminucion o incremento de moléculas del CPH clase I en
superficie {como observamos en el presente trabajo) de células infectadas con el vicus del
papiloma tumano, y el desarrolio de cincer cervical, permitird el desarrolfo de terapias
encaminadas a vencer ¢sia enfermedad.
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