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RESUMEN

Las moléculas de histocompatibilidad clase | (MHC-I) se expresan en [a superficie
celular asociadas a péptidos provenientes de la degradacién de proteinas
intracelulares; dependiendo de la naturaleza de esas proteinas. los complejos
formados por las molécutas MHC-I con los péptidos pueden estimular a los
linfocitos T citotdxicos, uniendo a sus receptores especificos El cancer cérvico-
uterino (Cacu) se asocia a la infeccion de virus de papiloma humano (VPH) en
casi ¢l 100 % de los casos analizados y las células transformadas pueden
exponer péptidos derivados de este virus asociados a las moléculas MHC-I, lo
que conduciria a su eliminacidén después de ser reconocidas por linfocitos T
citotoxicos especificos. Un impedimento para Ia erradicacion del Cacu puede ser
la regulacion negativa de la expresidn de ias moléculas MHC-! en tales células

En el presente trabajo evaluamos la capacidad de ocho lineas celutares
derivadas de Cacy, infectadas y no infectadas con HPV, para expresar moléculas

MHC-I.

QObservamos que la expresion de las moléculas MHC-] constitutivas es .
comparable con la de epitelio de cérvix normal en siete de las lineas analizadas
Esas mismas lineas expresaron eficientemente tres alelos de moléculas MHC-I de
ratén inducidas por virus vaccinia recombinantes, y fueron lisadas por linfocitos
de ratdn inmunizados con virus vaccinia en un ensayo de citotoxicidad especifica;
en contraste, la linea celular C33, carente de secuencias de HPV, mostré una
baja expresion de moléculas MHC-| constitutivas asi como de los alelos de ratén
inducidos por vaccinia recombinante, y no fue lisada especificamente en el
ensayo de citotoxicidad. Las células que expresaron eficientemente las moléculas
MHC-I expresaron también el ARNmM de moléculas relevantes para el
procesamiento de antigenos, a diferencia de C33 que no expresd el ARNm para

ias moléculas LMP7 y LMP10
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Mediante citomefria de flujo se detecté una deficiente expresion en la linea
33 de proteinas de virus vaccinia y de la proteina nuclear de influenza inducida
p-or infeccion con virus vaccinia recombinante, lo que sugiere que la baja
expresion de los alelos de MHC-l de ratén por parte de esas células puede
deberse a una baja infectabilidad por parte del virus vaccinia o puede reflejar un
metabolismo deficiente en esa linea celular, implicando una baja sintesis de

proteinas

Finalmente, se discute la importancia de que las células de Cacu
mantengan la capacidad para expresar moléculas MHC-l, en relacidén con el
desarrollo de estrategias inmunoterapéuticas; también es importante evaluar a
profundidad el papel que en estas células tiene la expresidn aparentemente
constitutiva de las moléculas del procesamiento de antigenos, regularmente

inducidas por interferon-y en ta generacion de péptidos antigénicos.



MARCO TEORICO

l. Inmunidad innata e inmunidad especifica.

El sistema inmune de los organismos veriebrados estd constituido por los
productos de un amplio ntimero de genes que codifican tanto para elementos
celulares como para elementos humorales; las proteinas resuitantes interactiian
de manera compleja en los procesos de reconocimiento y respuesta a parasitos
de diversas clases y a fendmenos de transformacién ceiular, como los que
ocurren en el cancer Asi, el sistema inmune realiza un sistema de vigilancia y

coadyuva a la determinacion de ta identidad det individuo

Tradicionalmente, se ha clasificado a los elementos del sistema inmune en
dos grandes ramas: {a de la inmunidad natural o innata y 1a de ta inmunidad
especifica 0 adquirida En la primera se agrupan a los elementos de respuesta
inmediata, que no requieren de un previo contacto con los antigenos y tienen un
carécter limitado; esta respuesta es propia de los granulocitos y macréfagos, que
son capaces de fagocitar a los microorganismos patégenos, generaimente
bacterias comunes La segunda, se refiere a respuestas mas sofisticadas donde
participan los linfocitos, cuya activacién se lleva a efecto como respuesta 2 la
exposicion de antigenos especificos, puede afinarse, y persiste como memoria

inmunoldgica durante clerto tiempo

A su vez, la respuesta mediada por tos linfocitos es de dos tipos: humoral ©
celular La respuesta humoral se efectla por parte de los linfocitos B mediante la
secrecion de los anticuerpos: meléculas que pueden asociarse fisicamente a
antigenos especificos y con ello conducir a la eliminacién ¢ neutralizacion de!
patdgeno correspondiente. Por otro lado, la respuesta mediada por ios linfocites T
se efectlia cuando su receptor especifico (propio de cada clona) reconoce a un



antigeno en forma de péptido, asociado a las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, del inglés: mayor histocompatibility complex), en la
superficie de las células blanco; el contacto mediado bajo las condiciones
adecuadas conduce a la activacion linfocitaria Los linfocitos T portadores de la
molécula CD8 reconoceh a péptidos asociados a las moléculas MHC clase |
{Norment,et al, 1988) en tanto que los linfocites T que portan la CD4 interactian
con moléculas del MHC clase i (Doyle et al, 1992).

Il. Complejo principal de histocompatibilidad.

El complejo principal de histocompatibilidad en el humano (HLA, del ingités human
leukocyte antigens) se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y ocupa una
larga region de aproximadamente 3500 kb (Figura 1} Dentro de elta se ubican las
regiones donde se codifican las moléculas presentadoras de antigenos clase | y
clase |i, y una regidn intermedia denominada como clase Il (York y Rock, 1996).

La regién de la clase il ocupa la posicidn mas centromérica y es donde se
localizan los genes DP, DQ, vy DR, en ese orden. Para cada una de estas
moléculas se codifica una sola cadena o, asi cormo dos o tres B, lo que implica,
sobre todo para la molécula HLA-DR, que pueden presentarse mas de dos formas
alélicas en una misma célula (Rollini ¢t al, 1985; Andersson et al, 1987) Dentro
de esta regidon también se codifican otras moléculas, relevantes para la
presentacion de péptidos antigénicos asociados a las moléculas clase 1! los
TAP's (proteinas transportadoras de antigenos) vy los LMP's (subunidadés
constituyentes del complejo enzimético proteasoma), cuya naturaleza y funcidn

seran descritas mas adelante

La region de la clase ill guarda una posicidn telomérica respecto a la de la
cdlase Il y en ella se codifican varias moléculas componentes del Sistema del



Complemento, el cual constituye una de {as ramas humorales del sistema inmune
innato. También se localizan los genes de proteinas de choque térmico, de
hormonas y de citocinas como el Factor de necrosis tumoral (TNF, de! inglés
Tumor necrosis factor) y ia linfotoxina (LT) (White et al, 1984; Browning et al.
1993; Lawton et al, 1995 )

La porcién mas telomérica corresponde a la regién clase |, donde se ubican
los genes para las cadenas « de 10s alelos B, C y A En este caso, cada individuo
so0lo expresard seis productos alélicos, tres derivados de cada progenitor. La
cadena B de las moléculas clase | es la molécula ubicua B-2-microglobulina, la

cual se codifica en el cromosoma 17 en el genoma humano
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Figura 1. Organizacién del compleje mayor de histocompatibilidad en el humano
(HLA: human leukocyte anfigens). Comprende aproximadamente 3600 kb y se ubica en
el cromosoma 6 La regidn clase Il codifica para las moléculas HLA-DP, -DQ y -DR;
asimismo, se codifican las moléculas relevantes en el procesamiento de antigenos
LMP2, LMP7, TAP1 y TAPZ Por su parte, en la region clase 1 se codifican las moléculas
clasicas clase-l HLA-A, HLA-B y HLA-C Tomado de Breiturd et al, 1996

Ademas de las moléculas clasicas se localizan dentro del MHC una gran
cantidad de pseudogenes y ofras molécutas homélogas no pelimdriicas y cuya



funcién esta siendo dilucidada actualmente (HLA E, F y G). Se especula que el
elevado nimerc de pseudogenes y genes no polimdrficos constituyan un
reservorio de material genético para preservar e incluso aumentar la naturaleza
polimorfica de las moléculas codificadas por el MHC, con la finalidad de presentar
eficientemente un amplio repertorio de péptidos antigénicos (Le Bouteiller y
Lenf_ant, 1996; Wei y Orr, 1990)

Por otro lado, ¢l MHC de ratdn (H-2) se ubica en el cromosoma 17 y
presenta una estructura semejante al HLA, con la salvedad de que una molécula
clase-l (H-2K) tiene la posicidn mas centromérica, en tanto que el resto de las
moléculas clase-l (H-2D y H-2L) y ias moléculas clase-ll conservan una posicion
relativa semejante a la del MHC del humano (Klein y Figueroa, 1986; Lawlor et al,
1990).

Las moléculas del MHC clase-l estan constituidas por dos cadenas
denominadas como pesada (o) y ligera (8) (Figura 2) La cadena pesada s una
glicoproteina transmembranal de aproximadamente 45 kDa, Ademas de los
dominios citoplasmico y transmembranal pueden identificarse en esta proteina
tres dominios extracelulares formados por el plegamiento de la misma (Lawior et
al, 1990); el dominio 1, el mas préximo a la membrang, tiene |a estructura propia
que caracteriza a la familia de las inmunoglobulinas. En tanto, los dominios
distales o2 y a3 se pliegan de una manera peculiar de tal modo que mediante dos
hojas B-plegadas y dos hélices-a se forma un surco que es el sitio donde se aloja
el péptido asociado a la molécula MHC-I, cuya longitud oscila entre 8 vy 10
residuos de aminodcides (Bjorkman et al, 1987) La cadena B (denominada p-2-
microglobulina), s una proteina no transmembranal con una estructura globular,

y se codifica fuera del MHC

Por lo que respecta a la molécula clase-il, esta formada por dos cadenas,
denominadas oy B , (Lawlor et al, 1990) ambas codificadas en el MHC; estas
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Figura 2. Estructura de las moléculas de MHC clase 1. (a) Vista lateral mostrando
los dominios ay, o, a3y a p-m. (b) Vista superior para mostrar el péptido en el silio de
unién. Tomado de Alberts et al, 1994

cadenas son transmembranales y cada una presenta dos dominios: los mas
proximales, «1 y p1, tienen la estructura tipica de las inmuoglobulinas, y los
distales, o2 y B2, se acomodan en tal forma que forman un surco para alojar al
péptido antigénico, con una estructura semejante a a que se encuentra en la
molécula clase i (Brown et al, 1988; Brown et al, 1993). Sin embargo, este surco
estd mas abierto que el formado por la molécula clase-l y por lo tanto aloja
péptidos mas largos, de hasta 25 residuos de aminoécidos, o mas.

Ill. Procesamiento y presentacion de antigenos,

El conjunto de procesos intracelulares que conducen finalmente a la exposicion
de péplidos en la superficie celular en asociacion con las moléculas del MHC-| es
conocido colectivamente como procesamiento de antigenos (Pamer y Cresswell,
1998) (Figura 3) Esqueméticamente, puede dividirse a este fendmeno bicldgico
en cualro etapas: 1a degradacion de proteinas citosélicas la translocacion de
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Figura 3 Esquema del proceso intracelular de generacidén o procesamiento y
presentacion de péptidos en el contexto MHC clase | Este proceso requiere de tres
pasos principales: a) la generacidén de péplidos antigénicos por el proteasoma y otras
proteasas citosdlicas; b) el transporte de péptidos del citosol al reticulo endoplasmico
mediado por el dimero de TAP y ¢) el ensamblaje de péptidos con las moléculas HLA
clase | lo cual es asistido por varias “chaperonas” tales como la calnexina fa
calreticulina, ta ERG0 y {a tapasina. Tomado de van Endert, 1996



los péptidos resultantes al interior del reticulo endoplésmico. la asociacién de los
péptidos a las molécutas MHC-! recién formadas y finalmente, el traslado del

complejo molgcular hacia la superficie celular

El primer paso en el procesamiento de antigenos es la degradacién de
proteinas intracelulares, esencialmente citosdlicas, cuyo origen puede ser propio
de ia célula o bien, derivado de la infeccién de agentes patdgenos intracelulares
tales como virus El principal mecanismo de degradacion de proteinas citosdlicas
implica la accién de un complejo multienzimatico conocido como proteasoma
{Hershko et al, 1992), algunas de cuyas subunidades que lo componen son

codificadas en el MHC.

La estructura basica del proteasoma, conocida como compiejo 208 debido
a su coeficiente de sedimentacion, es la de un dilindro formado por cuatro anilios
apilados, cada uno conformado a su vez por siete subunidades (Figura 4). Los
dos anillos centrales son conocidos como unidades B y los dos exteriores como
unidades o (Baumeister et al 1998; Coux et al, 1898) Asimismo, el complejo 208
puede sufrir modificaciones que alteran su actividad Por ejemplo, las
subunidades B originales X{MB1) e Y(5) son sustituidas por las mds eficientes
LMP2 y LMP7, cuyos genes se localizan dentro de |a regién de las molécutas del
MHC-1I, y cuya expresion es inducida por efecto del interferon-y (Ortiz et al 1981;
Beninga y Goldberg, 1998), como es caracteristico de la mayoria de los

elementos codificados en el MHC.

Las subunidades LMP2 y LMP7 modifican la capacidad catalitica del
proteasoma, influyendo por tanto, en el repertorio de péptidos disponibles que
pueden ser restringidos por las moléculas MHC-l para su presentacion La
importancia de estas moléculas quedd manifiesta en ensayos de "knock out” para
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ambas moléculas donde se observé una disminucion en la expresidn de
moléculas MHC-I en la superficie celular, lo cual en el caso de LMPZ2, significd
también una reduccidn en la generacion de precursores de linfocitos T citotdxicos
especificos conitra péptidos derivados de virus vaccinia (van Kaer et al 1994,
Fehling et al, 1994; van Enderi, 1996) Posteriormente se describi¢ ofra
subunidad de proteasoma conocida como LMP10 (CMLP1) que es cadificada en
el brazo largo del cromosoma 16, cuya expresion se induce con interferon-y
(Tanzka et al, 19897), la cual aumenta la actividad del complejo al despiazar a la
subunidad eoriginal Z (Nandi et al, 1996; Groetirup et al, 1996)

Por otro lado, tormando como base el complejo 20S puede conformarse un
complejo 268, de unos 1500 kDa, mediante la asociacién de las subunidades
PA28(118) 6 198 que compiten en equilibrio dindmico (Coux et al, 1996,
Rechsteiner et al, 1993) Ambas subunidades son capaces de sinergizar con
LMP2 y LMP7 haciendo més eficiente la capacidad proteclitica del complejo,
principaimente en posiciones de la proteina blanco subsecuentes a un
aminoécide hidréfobo {Groettrup et al, 1996a; Ustrell et al, 1995) Mediante el uso
de microscopia electrénica se ha ubicado a los extremos del complejo 208 como
el lugar donde se asocia PA28. Esta subunidad tiene un peso molecular de entre
29 y 31 kDa y se conforma como un anillo compuesto de seis subunidades, de las
cuales existen dos especies denominadas PAZ8« y PA28p, que se encuentran en

proporciones semejantes (Mott et al, 1994)

Se ha descrito también un complejo formado por 16 polipéptidos, con un
peso de aproximadamente 700 kDa, denominado PA700, que al asociarse con el
complejo 20S del proteasoma aumenta la capacidad de accion de éste en un
factor de ocho veces PA700 tiene actividad ATPasa contenida en miiltiples sitios
de unién de ATP y se especula que el aporte de este complejo a la actividad del
proteasoma sea el despliegue y degradacion de proteinas blanco potenciales (Ma
et al, 1994; DeMartino et al, 1996)



En cuanto a {a actividad especifica de los proteasomas se han descrito: a)
una actividad semejante a quimiotripsina, b) una actividad semejante a tripsina, ¢)
una aclividad peptidilglutamil-péptido-hidrolizante, d) una actividad preferente de
aminoacidos ramificados y &) una actividad preferencial por aminoacidos neutros
peqm_:er'\os (Orlowski et al, 1993; Eleuteri et al, 19983).

Un paso importante en el proceso de fragmentacién de las proteinas
citosolicas es |a ubiguitinacion previa de la proteina blanco. La ubiquitina es un
polipéptido pequefio que se une a su sustrato o a otras ubiquitinas en residuos de
lisina, mediante un enface isopeptidico, con lo que la proteina queda marcada
. para su degradacién. Este proceso requiere de ATP y es catalizado por varias
subunidades enzimaticas: una enzima activadora de la ubiquitina (E1), una
enzima acarreadora de proteinas (E2) y una enzima ligasa del complejo Ub-
proteinas (E3) (Groettrup et al, 1896). Por su parte, entre las subunidades
reguladoras del complejo 20S se encuentran dominios que favorecen la
degradacion de las proteinas ubiquitinadas, por ejemplo: un receptor de ubiquitina
que funciona como un sitio de unién de polipéptidos multiubiguitinados (Deveraux
et al, 1994) v una isopeptidasa que contribuye a la reutilizacién de residuos de
ubiquitina (Hochstrasser, 1995).

Se ha propuesto que olras proteasas pudieran ser relevantes para la
generacion de péptidos antigénicos, ademas del proteasoma. Por ejemplo, Elliot y
colaboradores (1995) encontraron en ¢l andlisis de fragmentos de proteinas, que
éstos no mostraban un patrdn consistente con la actividad del proteasoma,
sugiriendo la accidn de proteasas diferentes Geier et al {(1999) han reportado una
proteasa altemativa candidata; peptidasa tripeptidil 1l (TPIl), la cual es una
abundante proteasa con multiples subunidades, y gran tamafio, que co-purifica
con proteasomas durante procedimientos de separacion basados en el tamafio
La nocidn de la existencia de proteasas diferentes al proteasoma que participan
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en la generacidon de péptidos proviene también de la observacion de que Ia
" presentacion de un gran numerc de antigenos virales no es afectada por la
presencia de inhibidores del proteasoma a concentraciones que inhiben ia

degradacion de sustratos modelo

Una vez que se generan los péptidos en el citosol mediante la accidn del
proteasoma, son transportados al interior del reticulo endoptasmico, aceptandose
por consenso que el heterodimero proteico formado por las proteinas TAP1 y
TAPZ tiene una funcidn esencial en este proceso TAP1 y TAP2 son proteinas de
76 y 70 kDa respectivamente, cuyos genes se localizan en el MHC, dentro de la
regidn de ias moléculas clase H, en una posicién muy préxima a la de los genes
de LMP2 y LMP7 (Monaco et al, 19890, Deverson, 1990) Cada una de estas
subunidades estd constituida por una cadena polipeptidica cuya conformaciéon da
lugar a seis dominios transmembranales, ademas de un dominio de unién de ATP
La asociacidén de TAP1 y TAP2 no es covalente y se presume que forma un poro |
selectivo {Trowsdale et al, 1990; York et al, 1996} Estudics citoquimicos han
ubicado la posicién de este dimero en el reticulo endoplasmico y en el Complgjo
de Golgi, es decir, co-localizado con las moléculas del MHC clase-l, lo cual
refuerza 1a suposicion de que cumpte una funcién importante en el procesamiento
y presentacién de antigenos (Kleiimeer et al, 1992) Estos transportadores
muestran cierta homologia con una familia de proteinas que poseen un dominio
ABC (del inglés ATP binding cassete), que transportan compuestos de bajo peso
molecular, entre |05 que se encuentran las proteinas que confieren resistencia

multiple a drogas

La capacidad de los TAP para el traslado de péptidos se hizo manifiesta
cuando la transfeccion del material génico de estas dos moléculas permitié la
reconstitucién de 1a actividad procesadora y presentadora de antigenos en céiulas
inicialmente deficientes (Hosken et al, 1880; Monaco, 1992; y Momburg et al,
1994} Asimismo, en ensayos de purificacién de membranas celulares se



demostrd un transporte de péptidos al lumen microsomal a través de membranas
provenientes de células funcionalmente dptimas, y no asi a través de membranas
provenientes de células con defectos en la presentacién de antigenos

{Koppeiman et al, 1992)

La asociacién de los péptidos con los TAP ocurre espontaneamente una
vez que aquellos son liberados del proteasoma; sin embargo, el traslado al
interior del RE mediado por los TAP requiere del aporte energético del ATP Con
el empleo de péptidos fotomarcados se ha evaluado cudles son los dominios
relevantes en los TAP para la unidn de péptidos: se concluyé que se requiere de
la participacién de ambas unidades del dimero en este proceso, puesto que la
presencia de un unice TAP no registra la asociacién con los péptidos (Nijenhuis et
al 1996; Androlewicz et al, 1992). Ensayos mdas especificos han revelado la
existencia de cuatro puntos de asociacién con péptidos en los TAP, que se
localizan en las regiones transmembranales (TM) 5 y 6 de ambos TAP, asi como
en sus prolongaciones citoplasméaticas. Estas regiones conforman,
presuntamente, la estructura en forma de poro mencionada previamente, y este
modelo es consistente con la idea de transporte a través de los TAP (Nijenhuis et

al, 1996b)

Por otro lado, para determinar cudles residuos de los péplidos son
importantes para la unién con los TAP, se ha hecho use de variantes peptidicas
en ensayos de afinidad; de esta manera, se ha sugerido la importancia de
residucs hidréfobos en la posicidn 3 de los péptidos (P3), asi como de residuos
hidréfobos o cargados de la posicion 2 (P2). En forma mas general se ha sugerido
que los aminoacidos consenso gque permiten el anclaje de los péptidos a la
molécula MHC clase | son también importantes para la asociacion con los TAP
(van Endert et al, 1995; Androlewicz et al, 1996 ).



En ensayos in vitro se determiné también que la longitud de los péptidos
que son preferentemente transportados por los TAP esté entre 8 y 15 residuos-de
aminodcidos, con algunas excepciones (Momburg et al 1994). Esta longitud es
consistente con el tamafio de los péptidos asociados a la molécula MHC clase |

para su presentacion, que es en su mayoria de nueve amincacidos.

Los transportadores antigénicos muestran un polimorfismo limitado, sobre
todo si se le compara con el polimorfismo de las moléculas MHC-1. El mayor y
mas significativo grado de polimorfismo se detectd en la rata cuando dos
variantes alélicas denominadas ¢im® y ¢im® mostraron una clara influencia en la
presentacion de péptidos antigénicos asociados a las moléculas MHC-| de rata,
RT1A® (Livingstone et al, 1991; Powis et al, 1891). La variante de transportador
antigénico cim® se correlacioné con una abundante exposicidn de la molécula
RT1A® en la superficie. en tanto que lo contrario ocurrié en presencia de la
variante cim®. De hecho, ia diferencia entre las variantes influye en el repertorio
de péptidos disponible, siendo més hidréfobos en presencia de cim®. Los TAP en
ratdn y en humano también muestran un cierto grado de polimorfismo. En ratén se
han descrito 4 formas de TAP1 y 7 formas de TAP2 (Marusiana et al, 1987) En el
caso de los TAP humanos, se han detectade por andlisis de cadena sencilla de
ADN 4 presuntas formas de TAP1 y 8 formas de TAP2 ademds, un analisis por
PCR de lineas homocigotas y donadores caucasicos control dio como resultado la
identificacion de 3 a!élos de TAP1 y 5 alelos de TAP2 (Carrington et al 1993;
Powis et al, 1992; Powis et al, 1993). Sin embargo, al parecer el polimorfismo en
estas dos especies no representa una importancia significativa para Ia
presentacidn de antigenos en el contexto de las moléculas MHC-I (Daniel et al,
1997).

Alternativamente a la ruta de transporte de péptides antigénicos
ampliamente aceptada que involucra la actividad de proteasomas y TAP, se ha

propuesto la existencia de ofras fuentes de péptidos en el reticulo endoplasmico,



dado que aun en células deficientes de TAP se detecta la existencia de un gran
numero de péptidos en el reticulo endoplasmico Por ejemplo, las proteinas que
seran expuestas en la membrana de la céluia (incluyendo a las de MHC-1) son
transportadas al interior del reticulo endoplasmico mediante el reconocimiento de
un péptido sefial que une a un receptor en la membrana de ese organelo Una vez
dentro, precursores de gran tamaio pueden ser blancos de exopeptidasas dando
lugar a peptidos potencialmente antigénicos. Como ejemplo, puede ser citada la
proteina Jaw1 cuya expresion se restringe a células del linaje hematopoyético y
que tiene actividad endopeptidasa en su ubicacidn, dentro del reticulo
endoplasmico (Pamer y Cresswell, 1998) Incluso, se ha citado que puede ocurrir
que péptidos generados en el reticulo endoplasmico sean expulsados hacia el
citoso! y entonces transportados nuevamente hacia el interior por medio de la
actividad de los TAP (Roelse et al, 1994),

El aporte de péptidos con afinidad por las moléculas MHC-! parece ser un
requisito para la estabilizacién de esas moléculas. Aun cuando las molécutas
MHC-! pueden estabilizarse in vitro mediante la adicion de péptidos adecuados, el
transporte hacia la superficie celular implica una conformacidn previa del
complejo MHC-1 / p-2-microglobulina / péptido. Sin embargo, estudios precisos
han demostrado que en primera instancia, ocurre la asociacion entre las
moléculas MHC-l con la proteina B-2-microglobulina y este complgjo se asocia
con el péptido, lo que refuerza la conformacidn de las moléculas {Burshtyn et al,
1993; Neefies et al, 1993).

Se ha propuesto que varias moléculas participan en la *asistencia” a Ia
conformacién del complejo MHC-I/péptido. Una de ellas, ampliamente estudiada,
es llamada calnexina (Galvin et al, 1992; Ahluwalia et al, 1992). La calnexina es
una molécula de 88 kDa en los humanos (p88) y de 90 kDa (IP90) en el ratén Se
asocia a las moléculas MHC-I cuando son recién sintetizadas, ya sea en

presencia de B-2-microglobulina en el ratén, o como ocurre en células humanas



preferentemente en ausencia de aquella En estas células no es la presencia del
péptido sino de la p-2-microglobulina la que disocia a la calnexina de la molécula
MHC-! Si no llega a ocurrir la formacion del compiejo trimolecular, las moléculas
MHC-1 se mantienen asociadas a esta molécula “chaperona” hasta su
degradacion; en caso contrario, bajo condiciones optimas, la asociacion es
transitoria (Degen et al, 1992; Rajagopalan et al, 1994) Sin embargo, se ha
demostrado un adecuado ensamblgje y una adecuada présentacién de antigenos
en una linea celular carente de expresion de calnexina, lo que sugiere que la
participacion de esta molécula es importante pero no critica en este proceso Otra
“chaperona”, denominada BiP, muestra una actividad semejante a la calnexina,
con una asociacion especifica a las cadenas pesadas de las moléculas MHC-I
{Balow JP et al, 1995)

La calreticulina s una molécula de 46 kDa con cierto grado de homologia
con la calnexina y con una aclividad semejante (Sonnichsen et al, 1994) Muestra
alta afinidad por iones calcio, comunes en el reticulo endopiasmico, y se asocia a
glicanos monoglucosilados por medio de enlaces N-terminales. Funciona como
“chaperona” de proteinas tales como mieloperoxidasa, hemaglutinina de influenza
y transferrina. A pesar de la hornologia ton calnexina, 1a calreticulina muestra a
diferencia sustancial de que preferentemente se asocia a la cadena pesada de las
moléculas MHC-l cuando ésta se encuentra unida a B-2-microglobulinag
(Sadasivan et al, 1998).

Por otro lado, en ensayos de inmunoprecipitacién de los complejos
formados por las moléculas MHC-E con los TAP, coprecipitd una proteina de 48
kDa a ia cual se le asigné la funcién conectiva de aquellas moléculas y se le
denomind tapasina (Ortmann et al, ﬁ994; Sadastvan et al, 1998). El gene que
codifica para tapasina se localiza dentro de la regidn del MHCH a una distancia de
500 kpb de los genes para TAP1 y TAP2 Se trata de una proteina
transmembranal de 428 aminoacidos que en su segmento hidrdfobo incluye un



residuo de lisina que le permite una interaccién con ofras proteinas, como es el
caso de TAP1 La tapasina forma tetrameros al asociarse con TAP1; moléculas
individuales o dimeros pueden asociarse con TAP1 o con TAP2. Lo mas
sobresaliente es su capacidad para mantener unide un complejo formado por la
cadena alfa de las moléculas MHC-l y TAP1, tal vez en asociacion con
calreticutina  La funcién mas probable para la tapasina es la de facilitar el
“cargado” de las moléculas MHC-! una vez que los péptidos son transportados al
interior del reticulo endoplasmico por los TAP, aumentando la probabilidad de su
encuentro (Ortmann et al, 1997)

La ultima etapa del procesamiento de antigenos es el paso del complejo
trimolecular formado por la cadena pesada, el péptido y la B-2-microglobulina
desde el reticulo endoplasmico hacia el aparato de Golgi En este organelo, es
englobado en vesiculas membranales que se dirigen a la superficie celular donde
se fusionan en tal modo que queda expuesto, “presentando” al péptido para su

reconocimiento por los linfocitos T.

La mayoria de las moléculas MHC-I que no se asocian con péptidos o B-2-
microglobulina no salen del reticulo endoplasmico, de modo que el porcentaje de
moléculas vacias en la superficie celular es minimo, evitando fa unidn de péptidos
exdgenos (Rock et al, 1991); esta dificultad se refuerza por el hecho de que las
moléculas MHC-I que pierden su péptido se disocian rapidamente de la B-2-
microglobulina y por tante, se desnaturalizan. Una vez en la superficie, la
estabilidad de diferentes moléculas MHC-| bien conformadas es variable: mientras
en linfoblastos T es de 5 horas, en linfoblastos B se frata de 20 horas; fa molécula
H-2K* puede permanecer en la superficie durante mas de 20 horas en tanto que la
molécula H-2LY no es estable por mas de 2 horas (Machy et al, 1989), quiza
debido a la poca variedad de péptidos afines por ella Cuando se disocia el
complejo trimolecular, las cadenas pesadas suelen ser endocitadas. El complejo
infegro puede ser internalizade hacia el citoplasma como una respuesta a la
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estimulacidén por complejos multivalentes £n macrdfagos y linfocitos T las
molécutas MHC-l pueden ser endocitadas espontaneamente mediante moléculas
de clatrina con una previa sefializacion de sus dominios citoplasmaticos (Tse et
al, 1984; Machy et al, 1987; Dasgupta et ai, 1988; Vega et al, 1989)

V. Cancer cérvico- uterino.

El cancer cérvico-uterino {CaCu)es la neoplasia con mayor indice de mortalidad
en el Mundo, asi como en nuestro Pais, y afecta a un gran nimero de mujeres en
edad reproductiva (Meneses et al, 1924}

Esta enfermedad es transmitida sexualmente y por lo tanto, la edad de
inicio de las relaciones sexuales y el numero de parejas sexuales constituyen los
dos factores de riesgo mas importantes Ademas de ello, existen otros factores
que influyen en la susceptibilidad para desarrollar este cancer: nutricién
competencia inmunoldgica, metabolismo hormonal, regimenes hormonales (como
es el caso de anticonceptivos orales), entre otros {Mufioz y Bosch, 1997)

Desde la década de los 60's v 70's, se detectd la concurrencia de
infecciones virales con este padecimiento, como es el caso del herpes y el
citomegalovirus, lo que llevé a pensar en que existia una eticlogia viral para el
mismo (Wemess, 1995). Actualmente es aceptado por consense que el virus de
papiloma humano tiene una participacién preponderante en la etiologia de esta
neoplasta, lo cual esté fuertemente fundamentado mediante la tecnologia de PCR
con la que es posible detectar ADN de la proteina L1 de este virus en mas del
90% de los casos de cancer cérvicouterino (Bosch et al, 1995) (Figura 5); cuando
ademas de la secuencia genética que codifica para Ia proteina L1, se evalian las
de las proteinas E6 y E7, pueden detectarse secuencias génicas virales casi en el
100% de las muestras analizadas (Walbcomers et al 1999).
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El grupo de los virus de papiloma humano (VPH) esta constituide por
aproximadamente 100 variantes que difieren significativamente respecto de su
importancia para el desarrollo del cancer cévico-uterino {Zur Hausen, 1991). La
necplasia de cérvix asi como la de cuello del dtero en sus diferentes estadios se
han asociado a los tipos 11, 16, 18, 31,33, 35 y 45 Otros tipos de HPV pueden
induéir lesiones cutaneas que van desde verrugas hasta cancer de la piel En los
paises én vias de desarrollo, en forma semejante a 1a tendencia mundial, el tipo
16 se encuentra en aproximadamente el 50% de los casos de CaCu, vy el tipo 18

en aproximadamente el 12% (Mufioz y Bosch, 1997).

a)

Figura 5. Representaciones de la capside (a) y del genoma (b) del virus de
papiloma humano. La cépside se conforma por el ensamblaje de las proteinas L1y L2.
El genoma, de forma circular, consiste de aproximadamente 8 Kpb y contiene los marcos
de lectura para las proteinas de expresidn tardia L1, L2 y para [as proteinas de expresién
temprana E1, E2, E4, ES, E6 y E7, los cuales en algunos casos se traslapan Tomados
de Stannard, 1985 vy Tindle, 1996, respectivamente.

Otras evidencias de que los HPV participan en la generacion del CaCu
provienen del estudio de la estructura de su genoma. Aclualmente es sabido que
el ADN del HPV es una doble cédena circular de aproximadamente 8000 pares de
bases Este material genético contiene marcos de lectura abierta que pueden dar
lugar a ocho diferentes proteinas; E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1 y L2. Las proteinas
£ (del inglés early, temprano), toman su nombre por ser las primeras en
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expresarse dentro del ciclo de replicacidn del virus (Milla et al, 1990, Howley,
1991; Garcia-Carranca y Gariglio, 1993; Tzyy-Chou, 1994). E1 es una proteina
reguladora de la replicacion debido a su capacidad de unirse a |a polimerasa «;
en tanto, E2 es capaz de unirse at ADN y controlar la replicacién ES potencia al
receptor del Factor de proliferacion epidermal (EGF, del inglés epidermal growth
factor) y del Factor de proliferacién derivado de plaquetas (PDGF, del inglés
platelet derived growih factor) (Tindle, 1996). E6 y E7 paricipan de manera
determinante en la transformacion de las ¢élulas hospederas, como se describira
mas adelante Por su parte, las proteinas L {del ingiés /ate) se expresan sélo en la
Gltima etapa de ia replicacion viral y dan lugar a la capside, estructura proteica
que contiene al material genético en los viriones recién formados, capaces de
infectar células adyacentes después de |a lisis de la célula hospedero (Tindle,

1996)

El ciclo de replicacién del HPV dentro del epitelio cervical tiene
caracteristicas singulares (Tindle, 1998) (Figura 8). La infeccidn ocurre en el
estrato celular escamoso-columnar de la transicidn entre el Utero y la vagina, de
tal modo que aicanza a células no diferenciadas en el nivel suprabasal En este
estadio el genoma viral permanece en una conformacién episomal, y se
transcriben principalmente los genes E1, E2, E4, y ES5, y sblo muy discretamente
E6 y E7 (Lehn et al, 1988). Conforme las células epiteliales basales cambian del
estado proliferativo al de diferenciacién y se mueven hacia la luz cervical, se da
la formacion de viriones; sin embargo, la produccion de viriones es tan sutil que
no alcanza a haber una lisis imperfante de las éélulas y por consiguiente, se
presentan pocos viriones libres. Este estado puede permanecer casi inalterado

durante varios afos, produciendo a veces sélo algunas alteraciones celulares en

forma de displasia

Sin embargo, en algin momento puede ocumir de manera aleatoria la

integracion del genoma viral al genoma del hospedere 1o que provoca una mas
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profunda aiteracion celular El genoma del HPV tiende a seccionarse en la region
de los marcos de lectura abierta de E1 y E2 (Schwarz et al, 1985; Chen et al,
1994) St la ruptura ocurre dentre de la regidn de E2, deja de producirse esta
proteina, que regula negativamente la expresion de F6 y de E7, dando como
resultado una vigorosa expresion de estas proteinas, lo cual es un factor
fundamental en el desarrollo de una neoplasia avanzada, dada su actividad
tranéformante {Schwarz et al, 1985) La proteina ES, mediante una ligasa de
ubjquitina "marca” a la proteina p53 induciendo a su degradacién por parte del
complejo del proteasoma (Werness et al, 1990; Scheffner et al, 1990} La p53 por
su parte, es una proteina antitumaral que impide la replicacion de las células hajo
condiciones de alteracidn genética; asi, la proteina E6 elimina un mecanismo
preventivo y aumenta la susceptibilidad de la célula infectada para sufrir una
transformacién Asimismo, existen evidencias de que la proteing E€ del HPV-16
induce la actividad telomerasa, y se asocia al factor de respuesta a interferén
IRF3, entre otras actividades (Klingelhutz et al, 1998; Ronco et al, 1998)

Por su parte, !a proteina E7 tiene la capacidad de interactuar con proteinas
encargadas de la regulacion del ciclo celular, principalmente inhibidores de las
ciclinas (proteinas conductoras del ciclo cefular) como lo son el p27 y el p21
{Galloway et al 1997, Mcintyre et al 1996). Ademas, una de las actividades mas
notables de E7 es su capacidad de asociarse y fosforilar a la proteina Rb, la cual
constituye un “freno” a la progresién del cicle celular {Dyson et al, 1989) Durante
la mitosis (M) la proteina Rb no esta fosforilada y puede asociarse con et factor
regulador E2F Esta‘asociacién impide Ia prograsién del ciclo celular y detiene a
las células en la fase G1; sin embargo, la fosforilacion inducida por la prdteina E7
evita la asociacion de {a proteina Rb con el factor E2F La aclividad de E7
favorece e! rompimiento del control del ciclo celular con lo que las células
altamente proliferantes pierden marcadores de diferenciacion y devienen blancos
de alteraciones genéticas adicionales dirigiéndose entonces hacia la formacion de

una neoplasia
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Figura 6. Ciclo de replicacion del virus de papiloma humano en el cérvix.
sefialando su integracién aleatoria en el genoma del hospedero y su papel en la
carcinogénesis (Ver texto). Tomado de Tindle, 1997,

23



Existen dos evidencias adicionates de que el HPV participa en la eticlogia
del cancer cervical, ademas de las mencionadas anteriormente. Una de ellas es la
capacidad que tienen las proteinas E6 y E7 para transformar cuitivos celulares in
vitro (Mcbougal, 1994); la cfra es el hecho de que fas secuencias de ADN que
codifican para estas proteinas persisten en las células transformadas aun cuando
se pierdan otras, lo que parece ser una condicion necesaria, aunque ne suficiente

para mantener el estado de transformacién celular {Pater y Pater, 1985)

V. Respuesta inmune en contra del cancer cérvico-uterino.

Existen evidencias circunstanciales que permiten suponer que la respuesta
inmune juega un papel determinante en el destino que alcance una infeccién con
HPV Por ejemplo, la aparicidn de verrugas ocasionadas con ciertos tipos de HPV
es significativamente mas frecuente en personas con caracteristicas de
inmunosupresion: mujeres embarazadas, pacientes sometidos a terapias
inmunosupresoras para recibir un transplante, o enfermos de SIDA (Benton et al,
1992) Asimismo, se ha reportado que tales verrugas desaparecen comunmente
cuando es posible revertir la inmunosupresién. De esta manera, es probable que
en los primeros estadios de las lesiones causadas por tipos de HPV de alto riesgo
como lo son los condilomas y las displasias, el sistema inmune logre neutratizar al
HPV vy, consecuentemente, se produzca la regresion de la lesidn. Una evidencia
mas en el mismo sentido es el hecho de que en algunos analisis de Iesiones
producidas por HPV se han encontrado infiltrados de células relevantes para la
respuesta inmune: linfocifos T citotdxicos, macréfagos y células asesinas
naturales (Tay et al, 1987; Fierlbeck et al, 1989)

La complicada evolucién del ciclo replicativo del HPV, descrito

anteriormente, hace dificil la aparicién de una respuesta inmune humoral eficaz

dado que la liberacion de los viriones es sumamente restringida Sin embargo,
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diversos estudios han dado cuenta de la existencia de titulos de anticuerpos
especificos contra proteinas del HPV (Yamada et al, 1995; Cheng et al, 1995) No
resulta claro si estos anticuerpos se generan a partir del reconocimiento de los
pocos viriones que se liberan durante la replicacidn viral o si se generan a partir
del reconocimiento de viriones liberados después de la lisis de las células

infectadas

La capside del HPV estad compuesta por las proteinas de expresion tardia
L1 {en un 90%) y L2, que constituyen el blanco mas accesible para los
anticuerpos, aungue también se han encontrado anticuerpos contra proteinas de
expresion temprana En modelos de conejo y bovinos se ha demostrado ia
proteccién efectiva en contra de la infeccion por virus de papiloma por medio de la
inmunizacién con proteinas virales 1.1 y L2 desnaturalizadas, sin conocerse aun
con certeza los mecanismos de inmunidad involucrados que impiden la infeccién
epitelial (Campo, 1995; Lin, et al, 1992 ).

Por ofro lado, en pacientes de Cacu con infeccion de HPV se han
detectado anticuerpos capaces de reconocer @ particulas tipo virales (VLP del
inglés virus-type particles), Este ha sido el caso para el 50% de mujeres con
infeccién por HPV-16 bajo estudio (Cheng et al, 1995) Aparentemente, la
presencia de estos anticuerpos coincide con etapas de infeccién severa,
despareciendo después de transcurrida ésta, posiblemente en ausencia de una
produccion de virionas efectiva (Berumen y Villegas, 1997).

Como se menciond, también se han detectado titulos de anticuerpos
especificos para profeinas virales tempranas en el suero de las pacientes con
CaCu; por gjemplo, frecuentemente se han encontrado anticuerpos contra la
proteina E7 de HPV-16 y HPV-18 (Muller et al, 1992; y Nindl et al, 1924} De
forma paralela, se han detectado anticuerpos contra la proteina E2 de HPV-16 y
HPV-18 (Lentinen et al, 1992; y Diliner, 1994), asi como contra E4 (Villa et al,
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1980; Kanda et al, 1992; Onda et al, 1993} y E6 de HPV-16 en suero de pacientes
con CaCu (Ghosh et al, 1993; y Nindl et al, 1994). Ademés se ha sugerido que los
titulos de anticuerpos contra las proteinas £2, E€ y E7 se asocian en forma
estrecha con la evolucidn de la enfermedad (Dillner, 1988; Viscidi et al, 1993)

Aun hoy, no resulta claro si estos anticuerpos tienen un papel efectivo en el
control de la enfermedad y por otro lado, su valor prondstico también es motivo de
controversia Por una parte, como s& menciond anteriormente, el titulo de
anticuerpos depende del momento en que se ubique la infeccidn viral, y por tanto,
se ha sugerido que este titulo se relaciona estrechamente con el desarrollo de la
enfermedad (Ghosh et al 1993; Viscidi et al, 1993). Sin embargo, existen
resultados divergentes entre distintos estudios respecto de titulos de anticuerpos
contra HPV detectados, debido a las diferentes caracteristicas de cada uno de
ellos: el antigenc estudiado, el método de deteccion, la edad de las pacientes
incluidas en el estudio entre ofros criterios de seleccidn, los factores hormonales
que puedan afectar a las mujeres sujeto de estudie, etc. Concluyendo, si las
proteinas virales funcionan como antigenos para el tratamiento de la enfermedad
o para indicar el riesgo de inicio o el posible desarrolio de la neoplasia, queda
aun por ser determinado (Devesa et al, 1986; Dillner et al, 1989).

Por otro lado, fos primeros indicios de que el sistema inmune puede
-efectuar una respuesta celular en contra de una infeccidn por HPV provinieron del
andlisis de casos de infeccidon cutanea por HPV asi como de ensayos de
proliferacion linfocitaria in vitro (Steele et al, 1993; Chambers et al, 1894) En
otros ensayos, consistentes en la inoculacién de proteinas recombinantes
derivadas de HPV-16 en la pie! de mujeres con neoplasia intracervical, se observd
una respuesta inflamatoria debida a la proteina L1 de la cépside, pero no ocurrid
lo mismo como respuesta a la proteina de expresion temprana E4 (Hopfl et al,
1981); sin embargo, cuando se hicieron pruebas semejantes en voluntarios
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asintomaticos, se observd una respuesta cutdnea debida a ambas proteinas
(Steele et al, 1993)

E.n 1a respuesta celular hacia el HPV convergen diferentes tipos celulares
gque son detectados al analizar el infiltrado de las Iesioneé producidas por la
infeccién; se encuentran células asesinas naturales (NK, del inglés natural killer),
macréfagos, células de Langherhans, linfocitos T cooperadores, asi como
linfocitos T citotdxicos. Las células NK son pobremente especificas, pero son
capaces de eliminar a células infectadas con virus; a pesar de ello, y de
encontrarse en los infiltrados de lesiones producidas por la infeccién con HPV, es
comun encontrar células cervicales fransformadas resistentes a la accién de las
NK (Gildlund et al, 1981; y Ortaldo et al, 1995) Las células de Langherhans
acthan como células dendriticas presentando antigenos a las células efectoras
del sistema inmune con una alta eficiencia, la cual puede guedar anulada cuando
las células blanco expresan deficientements a las proteinas del MHC, como suele
ocurrir con variada intensidad en los diferentes estadios del cancer cervical

Por ofra parte, como se mencioné anteriormente, después de la integracién
del genoma viral a la célula huésped existe una expresién constitutiva de las
proteinas virales E6 y E7, presuntamente al quedar exentas del control que sobre
eilas ejerce inicialmente la proteina E2. Por tal motivo, 1as proteinas E6 y E7 son
consideradas como candidatas para funcionar como marcadores tumorales
especificos. Concretamente, se supone que pueden ser presentados péptidos
antigénicos derivados de tales proteinas en el contexto de las moléculas de
histocompatibilidad clase 1 En diversos trabajos realizados en este sentido, se
han identificado péptidos con secuencias derivadas de E6 y E7 con una potencial
capacidad antigénica El entendimiénto de la inmunidad mediada por células
hacia infecciones de HPV ha sido facilitado por la identificacion de epitopes o
péptidos provenientes de HPV que se unen a las moléculas Clase | y Il del MHC
(Tzyy-Choou, 1994). Varios grupos han intentado identificar epitopes de linfocitos

27



Th a partir de proteinas de HPV en ratdn (Davies et al, 1990, Comerford et al,
1991; Tindle et al, 1991; y Shepherd et al 1992) y en humano (Steele et al, 1993)
Tindle y colaboradores (1991), identificaron un péptido para linfocitos Th de ratén
a partir de [a proteina E7 de HPV-16 {aminodcidos 48-54) Este epitope fue
reconocide en asociacion con cinco alelos MHC-H de tipo 1-A e I-E, ademas de
proveer ayuda para la produccién de anticuerpos para varios epitopes de
Iinfo;:itos B, incluyendo a un epitope de la proteina E7 de HPV-18 para linfocitos
B. Aunado a ello, varios investigadores, han identificado epitopes para finfocitos T
citotdxicos tanto en raton (Stauss et al, 1992; Feltkamp &t al, 1993; y Sadovnikova
et al, 1994) como en humanos (Kast et al, 1983; Kast et al, 1994; y Tarpey et ai,
1994) a partir de proteinas de HPV El grupo de Feltkamp (1993) ha identificado
un epitope de la proteina E7 de HPV-16 que se une a moléculas H-2K® y H-2D°
en estudios de unién de péptidos en un modelo de ratén De manera similar, el
grupo de Kast (1994), ha identificado varios péptidos que se unen con alta
afinidad en alelos de tipo HLLA-A derivados de las proteinas E6 y E7 de HPV-16.

VI. Evasion de la respuesta inmune en el cancer cervical.

La deficiencia en la respuesta inmune para combatir a las células tumorales
puede asociarse con muitiples falias de {os componentes del sistema inmune o
bien, de las propias células blanco. Las células malignas en utilizan cuando
menos tres caminos para evadir la respuesta inmune citotéxica: a) ta modulacidn
de la expresién de moléculas de! MHC; b) la modutacién de otras moléculas de
unién y co-estimulacion en la superficie celular, y ¢) la modulacién de la secrecién
de citocinas celulares Estos cambios, que pueden ir acumulandose durante la
evolucion de la enfermedad, repercuten sobre las células inmunocompetentes de
tal manera que reducen su numero y capacidad de respuesta especifica, 1o cual
puede coniribuir a la progresion tumoral de las lesiones cervicales inducidas por
el HPV (Tzyy Choou, 1994; Berumen et al, 1997)
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Las motéculas del MHC tienen la capacidad de presentar antigenos virales
que son potencialmente reconoccidos por los linfocitos T, lo que debe inducir una
respuesta especifica para eliminar al tumor. Hay varios mecanismos que pueden
alterar la expresion de molécuias MHC-I, como son: mutaciones o arreglos en el
gene de la Bz-microglobulina, cambios en la metilacion y estructura de los genes
de clase |, regulacion negativa de la expresion de moléculas MHC- por
oncogenes o por proteings virales, inhibicién en el transporte o glicosilacion de
moléculas MHC, mutacién en los genes de TAP's , entre otros (Garrido et at,
1993; Cromme et al. 1993a; Hilders et al 1984, Hilders et al, 1995)

Respecto a las lesiones asociadas al HPV, la expresién de las moléculas
MHC-I y Br-microgiobulina, se ha encontrado ligeramente disminuida en los
condilomas (Viac et al, 1993), disminuida de manera importante en las lesiones
premalignas, y muy heterogénea o ausente en 75% de los carcinomas invasores
(Carina et al, 1995; Connor ef al, 1990; Cromme et al, 1993a/b; Glew et al, 1992;
Glew et al, 1993;)

Se ha encontrado también que la expresidén de Ps-microglobulina esta
disminuida en una gran proporcién de tumores avanzados (90%) en relacion con
epitelio normal, {0 cual concuerda con la falta de expresion de MHC-1 en tumores
que ya han penetrado las membranas basales (Petersen et al, 1993); esta
disminucion ocurre principalmente a nivel postranscripcional y se ha tratado de
relacionar con la presencia de HPV-16 (Keating et al, 1995), aun cuando
actuaimente no hay indicios de que & HPV influya en este fendmenc Las
lesiones premalignas y malignas suelen presentar una expresion negativa
especifica del locus MHC-l (HLA-A, B, y C) {Cromme et af, 1893a) Se ha
encontrado una expresion reducida de moléculas MHC-1 en el 70% de los tumaores
estudiados, con un 50% de disminucién en la expresién del alelo HLA-AZ, 66% en
A3, 56% en Bwd vy 37% en Bwé (Hilders et al, 1994) De igual manera, $& ha
observado que la disminucion de la expresion de moléculas MHC-| en células de
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tumores cervicales con metastasis es de 60%, mientras que en tumores primarios
es de 21%, lo cual también se ha encontrado comrelacionado con una disminucion
en la presencia de linfocitos infiltrantes del tumor, lo que sugiere que la pérdida
de la expresion de MHC-! juega un papel decisivo en la vigilancia inmune,
aumentando con ello el potencial metastasico de las células tumorales (Hilders et
al, 1995).

Por ofra parte, se evidencidé que la pérdida de expresién de moléculas
MHC-I en tumores, esta relacionada con la pérdida de expresion de TAP-1 y esto
a su vez con el grado de malignidad (Restifo et al, 1993; Kaklamanis et al, 1995;
Hailei et al, 1995; Sanda et al, 1995). Algunos estudios encuentran que la
expresion de los alelos HLA-A y HLA-B por ceélulas tumorales es regulada
negativamente en por lo menos el 73% de carcinomas cervicales, y
aproximadamente un 50% de estos tumores presentd 1a pérdida de la expresién
de TAP, sugiriendo que la inhibicién de TAP es una estrategia potencial de las
células malighas para evadir la respuesta inmune (Cromme et al, 1993alb;
Cromme et al, 1994a/b; Keating et al, 1995) Este resultado ha sido refutado
recientemente al encontrarse una expresion normal de TAP-1 en estirpes
celulares derivadas de CaCu (Brady et al, 2000) Sin embargo, en otros tipos de
carcinomas humanos, se ha detectado una baja expresion de ARNm para las
proteina TAP-1 y TAP-2 junto con la baja expresion de las subunidades del
proteasoma LMP-2 y LMP-7 {(Restifo et al, 1993; Sanda et al, 1995)

Un rasgo comunmente asociado a la pérdida de la expresion de las
moléculas MHC-l, es la pérdida de heterocigocidad de la regién 6p.21-8p.123
(hasta en un 50%) que es donde se localiza el complejo principal de
histocompatibilidad (Koopman et al, 2000). Esta pérdida puede significar una
presién selectiva para eliminar alelos MHC-1 que presenten antigenos relevantes
para la eliminacién de la céiula tumoral. De acuerde con ello, se ha sugerido Ia
regulacién negativa del alelo HLA-B7 se asocia con un pobre prondstico para la
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evolucion del cancer, y que la pérdida de los alelos HLA-B7/-40 se cotrelaciona
con metastasis (Duggan-Keen, et al 1995, Honma et al 1994)

Recientemente, se ha propuesto que la anulacion de la expresion de
moléculas MHC-| en la superficie de células de carcinoma cervical puede deberse
también a mutaciones puntuales en el gene de los alelos en cuestidn, que
introducen secuencias de paro gue impiden la sintesis de un producto completo
(Brady et al 2000; Koopman et al, 2000)

La infeccién celular por ciertos tipos de virus parece ser causa de la
regulacion negativa de ia expresion de moléculas MHC-1, debido a ia interaccidn
entre proteinas virales con las propias moléculas MHC-l o con proteinas
importantes para el aporte de péptidos antigénicos, como ocurre por ejemplo con
el citomegalovirus. Sin embargo, en la actualidad no se conoce una actividad
semejante para ninguna de las proteinas del HPV, cuya capacidad transformante

reside en otras funciones.

3



JUSTIFICACION

El cancer cérvico-uterino es un serio problema de salud en el Mundo, y en
México constituye una de las causas de morbilidad y mortalidad ascciadas a
una neoplasia con los méas altos indices de incidencia Aun cuando su
prevencién puede resultar relativamente sencilla mediante el monitoreo
sistematico de muestras cervicales, las camparias de informacién y asistencia
realizadas con esa finalidad resultan ineficientes y no se observa una
disminucidn en las tasas de incidencia, debido a las condiciones socio-

econdmicas de algunas regiones de nuestro Pais

Un gran nimerc de grupos de investigacion en todo el Mundo tratan de
desarrollar vacunas en contra del cancer cérvico-uterino, basadas en la
respuesta inmune del organismo contra agentes infecciosos, pues la asociacion
de esta patologia con el virus de papiloma humano (VPH} en casi el 100% de
los casos hace sumamente atractiva esta estrategia. Una vacuna de esta
naturaleza presentaria dos ventajas importantes: una mayor accesibilidad a
amplios sectores poblacionales y una alternativa a los agresivos esquemas
empleados actualmente en el tratamiento de esfa enfermedad en estadios
avanzados Como ejemplo, han sido caracterizadas secuencias de péptidos
derivadas de proteinas del VPH, capaces de asociarse con moléculas de
histocompatibilidad y de generar proteccion en ensayos in vitrg; sin embargo,
actualmente no ha sido posible desarrollar una terapia con las caracteristicas

deseadas,

La falta de éxito en este campo se debe en parte a que la complejidad
de la patologia in vivo ha impedido que sean comprendidos cabalmente los
mecanismos biologicos que se presentan en ellg; la aplicacion practica hasta
ahora ha reportado resultados limitados, y por tanto, se requiere profundizar en
el conocimiento de la biologia del cancer cérvico-uterino para poder proponer
estrategias que conduzcan a la elaboracion de estrategias inmunoterapéuticas

efectivas
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El propdsito del presente frabajo fue explorar la capacidad de ocho
lineas celulares de céncer cérvico-utering para expresar eficientemente
antigenos de histocmpatibilidad clase-l. Para ello, se evalud la expresidn de las
moléculas HLA-l constitutivas asi como moléculas de ratdn inducidas a
expresarse mediante la infeccién con virus vaccinia recombinante, de acuerdo
con un modelo descrito previamente. Asimismo, se evalud la expresion de
moléculas relevantes para el procesamiento de antigenos: TAPs, LMPs y
PA2S

33



HIPOTESIS

El sistema inmune por medio de los linfocitos T citotdxicos es capaz de
reconocer v eliminar a células infectadas por virus. Tal reconocimiento implica
la generacién de péptidos derivados de proteinas intracelulares que se asocian
a las moléculas de histocompatibilidad clase | que en la superficie celular son
reconocidos por los receptores clonotipicos de los tinfocitos T citotoxicos La
generacion de péptidos implica la participacion concertada de diversas
proteinas que realizan la fragmentacién de las proteinas y el transporte de los
péptidos, en un el procesamiento de antigenos Por otra parte, el cancer
cérvico-uterino se asocia en mas del 90% de los casos con virus de papiloma
humano, o cual deberia de conducir al reconocimiento y eliminacién de las
células tumorales. E! establecimiento de un crecimiento tumoral requiere de la
evasidn de [a actividad citotoxica de los linfocitos T, que puede atribuirse a
defectos en los componentes del procesamiento antigénico
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la expresion de moléculas HLA-l y de moléculas relevantes para el
procesamiento de antigenos en ocho lineas celulares derivadas de cancer

cérvico-uterino (CaCuy).

OBJETIVOS PARTICULARES:

Evaluar la expresién constifutiva de moléculas HLA-l en lineas celulares

derivadas de CaCu

Evaluar la expresion inducida de un alelo de histocompatibilidad comun en

ocho lineas celulares derivadas de CaCu

Evaluar la expresién de las moléculas TAP-1, TAP-2, LMP-2, LMP-7, LMP-10,
PA28c. vy PAZ8S en lineas celulares derivadas de CaCu

Evaluar la susceptibilidad de lineas celulares derivadas de CaCu para ser
lisadas especificamente en un ensayo de citotoxicidad.

Comparar la capacidad de presentacion de antigenos ascciados a fas

moléculas de histocompatibifidad clase | en lineas celulares de CaCu
infectadas con HPV con lineas celulares de CaCu no infectadas
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

En este estudio se emplearon ocho lineas celulares derivadas de cancer
cérvico-uterino obtenidas comercialmente 0 generadas en la UIDCC de la FES-
Zarégoza Cuatro lineas celulares son positivas para la deteccion de virus de
papiloma humano (HPV) tipo 18, en tres de ellas secuencias de HPV-16 y en
las otras dos no se ha detectado alguna secuencia genémica de HPV de alio
riesgo (Cuadro 1) Como controles positivos o negativos de 1z expresion de
motéculas del MHC y del procesamiento de antigenos se utilizaron las lineas
celulares T2, P815, y HTB9, ademas de cultivos primarios de epitelio normal de
cérvix y linfocitos de sangre periférica Todas las lineas celulares fueron
mantenidas en medio de cultivo RPMI (Microlab, Mex} complementado con
suero fetal de bovino (SFB)} al 10% (Gibco o Hyclone, USA), dentro de un
incubador bioldgico a 37°C, con 5% de CO: en un ambiente de humedad
saturante Donde correspondia, las célutas fueron incubadas en presencia de

interferén-y a una concentracién de 400u/mL durante 48 horas.

TIPO CELULAR CARACTERISTICAS
T2 Linea linfocitica con expresién deficiente de
TAP1, TAP2, LMP2 y LMPT.
Linfocitos de sangre periférica (LSP) Donadores normales
HTBS Carcinoma de vejiga humana
Epitelic normai de cérvix (ENO) Cérvix sin diagndstico oncolégico
Caski Carcinoma epidermoide cervical metastasico
(HPV-16)
Siha Carcinoma escamoso de cérvix (HPV16)
Calo Carcinoma epidermoide de células grandes
no queratinizado; estadio dlinico }IB. (HPV18)
inbl Carcinoma epidermoide de células grandes no
queratinizado; estadio dinico IVB. (HPV18).
Hela Carcinoma  epiteloide  (adenocarcinoma)
{HPV18),
Vipa Carcinoma A (HPV18)
C33A Carcinoma de cérvix (HPV negativo)
Vibo Carcinoma de cérvix (HPV negativo).

Cuadro 1
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Citometria de flujo.

Para la deteccion de moléculas mediante citometria de flujo, las células fueron
cosechadas y ajustadas a 5 x1 0% células en 100pL de solucidn amortiguadora
de fosfatos (SAF) al 2% de SFB por pozo, en placas de 96 pozos Después de
centrifugar y descartar el sobrenadante, los botones celulares fueron
resuspendidos en 100 pl de ascites al 10 % en SAF, con los anticuerpos
W6/32 (alelos A, By C del HLA) o SF1 1 (alelo K® del H-2), y mantenidas a 4°C
durante 30 min. Después de lavar las células dos veces con SAF al 2% de
SFB, las células fueron incubadas con 100 pb de anticuerpo secundario
fluoresceinado cabra anti-ratén (GAM-FITC, Gibco, USA) a una concentracion
de Sug/ml en SAF al 2% de SFB, por 15 minutos a 4°C Después de dos
lavados, las células fueron resuspendidas en 400ul de SAF al 2% de SFB para
ser analizadas mediante citometria de flujo (FacScan, Becton Dickinson, USA).
Como referencia se empled el marcaje celular sélo con anticuerpo secundario
(marcaje inespecifico) y el procedimiento se realizé por duplicado Para
detectar a la nucleo-proteina de influenza y proteinas del virus vaccinia
intracelutarmente, el amortiguador de lavado e incubacion fue SAF cori 0 5% de
SFB y 0.3% de saponina. En este caso, las células fueron previamente fijadas
al resuspenderse durante 10 minutos en paraformaldehido al 4% en SAF, y
como control se empled la tincion de células infectadas con vaccinia

recombinante vacc-HA

Ensayo de franscripcion reversa con reaccidn en cadena de fa polimerasa
(RT-PCR).

Obtencidn de ARN total

Para obtener el ARN total se empled el reactive Trizol (Gibco, USA) de acuerdo
con fas instrucciones remitidas por el proveedor Brevemente, el cultivo celular
confluente en buenas condiciones de una caja de 6 cm de diametro fue lavado
con SAF y entonces lisado al agregar directamente 1 mL de Trizol que fue

posteriormente transferido a un tubo para microcentrifuga de 1 5mL de
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capacidad En caso de células no adherentes, éstas fueron recuperadas
mediante centrifugacion, lavadas con SAF y lisadas directamente en en el tubo
Eppendorf A partic de este momento, se sometieron al proceso indicado
consistente en la lisis con isotiocianato de guanidina y la extraccion mediante la
formacién de una fase organica (fenol-cloroformo) y una fase acuosa donde se
encontraba solubilizado el ARN. Se precipitd con isopropanol para recuperarlo
y resuspenderlo en 40 pl de agua tratada con dietilpirocarbonate Finalmente,
fue cuantificado mediante una lectura de la absorbancia de la solucién en un
espectrofotdmetro a 260nm de longitud de onda

Transcripcion reversa
La reaccion de transcripcion reversa se efectud en tubos para PCR en un

volumen de 100pl En cada tubo se agregaron los siguientes reactivos, cuya
concentracion final fue: ARN 10ug, MgCl; 5mM, Buffer RT 1X, dNTP's 4mM,
inhibidores de RNAsas 25U, Oligo-dT 1 25pg, ditiothreitol {DTT) 25mM, enzima
transcriptasa reversa M-MLV 200U, H0 cbp 100puL (todos los reactivos
empleados: Gibco, USA). La reaccién se efectud a 42°C durante 1 hora para
finalizar a 95°C durante 5 minutos en un termociclador de marca Techné
(USA).

Reaccién en cadena de la polimerasa {(PCR)
Esta reaccion se efectud en un volumen final de 25 pbl. Para tal efecto se
mezclaron [os siguientes reactivos, cuya concentracion final resultd la siguiente:
cDNA 5-10pul; amortiguador para la reaccion de PCR 1X (Biotecnologias
Universitarias, Mex), MgCl: 1.5mM (Biotecnologias Universitarias, Mex);
dNTP's 0.8mM (Gibco, USA);, enzima polimerasa de ADN (Biotecnologias
Universitarias, Mex) 1 U, oligonuciedtidos especificos para B-actina O 1mh
(Gibco,USA), H20 cbp 25 pL

L.os oligonucledtidos empleados para dirigir la polimerizacion especifica fueron
los siguientes: § ACTINA: GGG TCA GAA GGATTC CTATG y GGT CTC AAA
CAT GAT CTG GG; TAP1: CAG AAT CTG TAC CAG CCC y CTG GCT GTT
TGC ATC CAG G (Singal DP et al, 1998}, TAP2: TAC CTG CTC ATA AG AGG
GTG C vy ATT GGG ATA TGC AAA GGA GAC (Seliger et al, 1997)
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LMP2: GGG ATA GAA CTG GAG GAA ce y AGA TGA CAC CCC CGC TTG
AG; LMP7: GAA CAC TTATGC CTACGG GGT Cy TTT CTACTT TCA CCC
AAC CAT C; LMP1Q: ATT CTG GGC GCC GAT ACG CG y GCC AGG GCC
GCG TCC TGA CC; PA280. GAG CCA GCT CTC AAT GAA GCC y CAC CAG
CTG CCG ATA ATC ACC; PA28p: CAC CCAAGG ATGATGAGATGG y GCT
CAG CAT AGA AGG CCC TCA G {Johnsen et al, 1999).

Ensayo de citotoxicidad.

Generacion de células efectoras

Ratones de la ¢cepa Balb/c, con haplotipo H-2¢ (Bioterio de la FES-Zaragoza,
UNAM) fueron inmunizados intraperitonealmente con 10x10° unidades
formadoras de placas (pfu) de virus vaccinia recombinante con hemaglutinina
(\faéc-HA) en 100 ulL de SAF Después de por lo menos 15 dias, los ratones
fueron sacrificados y se les extrajo el bazo, que fue disgregado mecanicamente
dentro de un cedazo estéril en presencia de RPMI sin SFB. Las células del
bazo fueron recuperadas por centrifugacion y los eritrocitos fueron lisados al
resuspenderse en una solucion hipolénica de cloruro de amonio
Posteriormente fueron lavadas con RPMI sin SFB, para después de ello, ser
resuspendidas en un volumen no mayor a 5 mL de RPMI| para calcular el
nimero celular con la ayuda de una camara de Neubauer y en presencia de
azul tripano para evaluar la viabilidad celular  Una tercera parte de las células
fue infectada con Spfufcélula de vacc-HA durante toda la noche a 37°C a y
después fueron lavadas tres veces. Finalmente, fueron incubadas en medio de
cultivo de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM, Gibco, USA) con SFB al
10% y suplementado con piruvato de sodio 1mM, aminocacidos no esenciales
0 1mM y B-mercaptoetanol 5 5x10°M (Gibco, USA) a una densidad de 5x10°
células por mL, a 37°C, 5% de CO, y humedad saturante, entre 4 y 6 dias
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Marcaje de las células blanco.
Las células fueron colectadas, lavadas con medio de cultivo y resuspendidas a

una densidad de 5x10° en un volumen de 200ul de RPMI al 2% de SFB con 50
uCi de ¥'Cr en forma de cromato de sodio en solucién acuosa, correspondiendo
a aproximadamente 10 pL del lote (Amersham Pharmacia, England) Después
de 90 minutos de incubacion bajo condiciones de cultivo, 1as céluias fueron
lavadas dos veces con RPMI al 10% de SFB y ajustadas a una densidad de
5x10* calulas/mL en IMDM ai 10% de SFB suplementado como se indica

anteriormente

Citotoxicidad

Las células efectoras fueron recuperadas, lavadas en RPMI al 10% de SFB
ajustadas a una densidad de 5x10° células/mL en IMDM con SFB al 10%
suplementado. Las células efectoras y las células blance fueron cocultivadas
en un volumen de 200pL en placas de 96 pozos en proporciones de
efectoras:blanco de 100:1 y de 50:1. Para medir la liberacién esponténea de
cromato de sodio se cultivaron células blanco en ausencia de efectoras y para
medir |a liberacién maxima las células blanco en 100 pl de medio de cultivo
fueron lisadas cont 100pl de SDS al 5% Después de cuatro horas de
incubacién bgjo condiciones de cultivo las placas fueron centrifugadas para
obtener botones celulares compactos y entonces retirar 100uL de medio de
cultivo de cada pozo, para evaluar la liberacién de cromate de sodio mediante
un contador de centelleo (Beckman, USA)

El porcentaje de citotoxicidad se calculd mediante la siguiente farmula:

(liberacidn experimental -- liberacion espontanea)

% de citotoxicidad = X 100
{liberacion total — fiberacidn espontanea)
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RESULTADOS

Existen evidencias de que las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase-| {MHC-I) pueden jugar un papel determinante en el
curso de una necplasia cervical y su expresion normal permitiria ta eliminacion de
- las células transformadas por parte de [os linfocitos citotdxicos; sin eémbargo, la
disminucion o anulacion de su expresién facilitaria al escape inmunoldgico, y por
tanto, la progresién hacia estados oncolégicos mas avanzados En el presente
estudio se realizaron ensayos con Ia finalidad de analizar la capacidad de ocho
lineas celulares derivadas de cancer cérvico-uterino para presentar antigenos en

el contexto de las molécutas MHC-!

La linea celular C33 (HPV-) presenta menor expresién de HLA-l total en
comparacién con epitelio cervical normal.

Inicialmente se procedié a determinar mediante citometria de fiujo la e){presién
total de molécutas MHC-t (HLA-) en ocho lineas celulares derivadas de cancer
cervical, empleando e anticuerpo W6/32 (Figura 1) .En todos los casos se tomd
como referencia a las células marcadas solo con anticuerpe secundario
{histograma con linea delgada), ademas de incubadas en presencia de un
anticuerpo de isotipo semejante pero con especificidad no relacionada (histograma
con linea punteada). Como resultado, se cbservan valores de intensidades desde
72 hasta 1368 unidades de intensidad de fluoresecencia {UIF). Los valores de
Calo, Inbl, Vipa y Siha estan.por encima de las 1000 UIF, en tanto que los de Hela.
Caski, C33, HTB9 y T2 estan por debajo de 600 MF, alrededor del valor obtenido
para un cultivo de epitelio derivado de cérvix sin diagndstico oncoldgico, con un
valor de 788 UIF. El caso mas notable fue el de la linea celular €33 cuyo valor de
intensidad de fluorescencia fue de sélo 72 unidades, en tanto que el de |a linea
celular derivada de un carcinoma de vejiga fue de 344 UIF; de acuerdo con lo
previsto, el valor para la linea celular T2, deficiente de TAP's y LMP-2 y -7 fue de

s6lo 15 UIF.
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Por ofro lado, la incubacién de las células en presencia de interferén-y
(Figura 1) indujo en todos los casos un aumento en la expresion de las moléculas
HLA-, aungue en porcentgjes variables El aumento para las células con
intensidad de fluorescencia basales mayores de 1000 UIF oscild entre 40 y 90%,
lo cual representa un aumento de varios centenares de unidades. Para las lineas
celulares con valores basales menores de 600 UIF el comportamiento ante ei
interferdn-y fue mas heterogéneo. La linea celular C33 tuvo un aumento de 31%
en la intensidad de fluorescencia lo cual, sin embargo, nunca llegd a niveles
comparables con los expresados por las células de epitelio normal. En contraste.
la linea celular Vibo aumentd mas de tres veces su expresion de HLA- en
presencia de interferdn-y, de 322 a 13238 UIF, la cual finalmente alcanzd un valor
semejante al de las células con mayor intensidad de fluorescencia El epitelio
cervical mostrd un aumento de 20% en tanto que la linea T2 practicamente no

varid en su expresion de HLA-

Por otro lado, no se encontrd correlacion entre algun tipo de HPV infectante
de las células y la expresion de HLA-I, y destaca el hecho de que las células
negativas para HPV, principalmente las C33, presentaron la menor expresién de

HLA-I medida con el anticuerpo W6/32

La expresién de moléculas de ratén H-2 se induce con menor intensidad en
la linea celular C33.

l.a heterogeneidad de los alelos de las moléculas HLA-l asi como su posible
“exprasion diferencial hace dificil comparar su expresion en las diferentes lineas
celulares Para profundizar en la comparacion de la capacidad para expresar tales
moléculas en las ocho lineas celutares de este trabajo, se procedic a evaluar ia
expresion de un alelo comun, inducido a expresarse en todas elias bajo
condiciones semejantes. En la Figura 2 se muestra la deteccion del alelo de
raton H-2 K° inducido a expresarse por la infeccion por diferentes titulos de
vaccinia recombinante En esta figura podemos observar que la mayoria de las
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Figura 2 Inducsién de la expresion del alelo H-2 Kd, por diferentes titulos de vaceinia
recombinante (vacc Kd) en las fineas celulares de CaCu "M’ representa la media de
intensidad de fluorescencia Pfu/cel indica la relacién del ntmero de unidades formadoras
de placas por cada célula durante el periodo de infeccion in vitro {Continua).
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Figura 2. {Continuacién). Induccion de la expresién del alelo H-2 K% por diferentes
titulos de vaccinia recombinante (vace K% en las lineas celulares de CaCu

lineas celulares expresaron esta molécula cuando fueron infectadas con un tituio
de vaccinia de 7 pfufcel La media de intensidad de fluorescencia inespecifica
obtenida por la incubacién con el anticuerpo secundario fue en todos los casos
menor a 4 UIF. Con el mayor titulo empleado la intenisidad fue mayor a 75
unidades en las lineas celulares Inbl, Vipa, Hela, Caski, Siha y Vibo. La linea
celular Calo tuve una media de intensidad de 40 Nuevamente, el caso mas
notable fue el de la linea C33 cuya intensidad media alcanzd unicamente 18
unidades Ademas de ello, el titulo de vaccinia recombinante que fue suficiente
para inducir la expresion de H-2K® en el total de la poblacion celular en la mayoria
de las lineas fue insuficiente en C33A, pues sélo una porcidon de la poblacién

celular fue capaz de expresar al alelo H-2K*

Para determinar si el comportamiento observado en la linea C33 respecto a
la baja expresién inducida se restringia al alelo K° se procedié a inducir la
expresién de los alelos D y L% en las lineas celulares de Cacu Nuevamente, la
expresion de estos alelos fue drasticamente menor en la linea celutar C33, con
respecto de las demas lineas (figura 3). Como dato interesante, se observa que el
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alelo LY es inducido a expresarse con menor intensidad que K y DY, tal como

ocurre de manera natural en células que expresan el haplotipo H-2¢

60

50 .....

40

30

UIF

20

10

Calo Inbl Vipa Hela Caski Sitha Vibo C33

FIGURA 3 Expresién de los alelos H-2K%, D? y L? inducidos en las lineas celulares de
cancer cervical mediante la infeccién con los virus vaccinia recombinantes vace-K®, vace-

D" y vace-L*

tas lineas celulares derivadas de céancer cervical sin HPV expresan
deficientemente {as moléculas LMP en comparacién con las positivas para
HPV.

Continuando el anélisis de la capacidad de las células de cancer cervical
estudiadas para presentar moléculas de histocompatibilidad en la superficie, se
procedié a evaluar en ellas la expresion de genes cuyos productos son relevantes
en el procesamiento de antigenos, en virtud de que se ha demostrado que la
generacién y el tfransporte intracelular de péptidos adecuados son procesos
criticos para el adecuado ensambiaje y posterior expresién superficial de las
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moléculas MHC-l En la figura 4 se muestra la evaluacidon, mediante la técnica de
RT-PCR, de la expresidn del ARNm para las proteinas TAP1 y TAPZ2, las cuales
son importantes para el transporte de péptidos desde el citoso! hacia el reticulo
endoplasmico En el segmento a) podemos observar que TAP1 se expreso en
todas las lineas celulares derivadas de cancer cervical, de forma semejante al
epitelio normal De acuerdo con lo descrito previamente, la linea celutar T2
funciond como un testigo negativo para la expresién de TAP1 y 2 y LMP-2 y -7,
debido a que presenta una delecién cromosomal en la region del MHC, y la mayor
expresion observada correspondidé a linfocitos de sangre periférica (LSP).
Asimismo, tampoco se observé alguna diferencia entre la expresion de TAP2 en
las lineas de cancer cervical con respecto a la de los linfocitos de sangre periférica
y a la del epitelio normal, nuevamente, las células T2, no expresaron ARN
mensajerc para esta molécula, debido a lo descrito anteriormente

Actualmente es aceptado por consenso gque el complejo multienzimatico
proteasoma juega un papel determinante en la generacion de péptidos que seran
transportados al interior det reticulc endoplasmico, para ser asociados a ias
moléculas MHC-|. Por tal motive fue evaluada la expresidon de las moléculas
LMP2, LMP7, LMP10 (figura 4b), PA28c y PA28p (Figura 4c). Las fres primeras
son subunidades del proteasoma inducibles por efecto de interferén-y y que at
incorperarse a ese complejo multienzimatico influyen en la composicion de los
péptidos generados en el citosol El analisis de la expresion de estas subunidades
mostrd que LMP2 se expresa en una forma comparable a la de los LSP vy el
epitelio normal, sin ocurrir un cambio aparente cuando las lineas celulares células
fueron incubadas en presencia de interferdn-y No obstante, £33 mostrd una
franca carencia de expresién de la molécula LMPY, que no se revirtid incluso por
efecto de interferdn-y. En los casos anteriores la expresion en la linea celular T2
fue negativa, debido a la delecidn en la regién MHC mencionada anteriormente.
Cuando se analizd la expresion de LMP10 se observaron dos tipos de
deficiencias: en primer jugar una, deficiente expresiéon en la linea celular Inb,l

47



H,0
C33w
C33
Vibo-y
Vibo
Siha-y
Siha
Caski-y
Caski
Hela-y
Hela
Vipa-y
Vipa
fnbl-y
inbl
Calo-y
Calo
Epinor-y
Epinor
HTB9«
HTB9
LSP-y
LSP
T2+
T2

o~
©
N

H,0
C33«y
C33
Vibo-y
Vibo
Siha-y
Siha
Caski-y
Caski
Hela-y
Hela
Vipa-y
Vipa
Inbl-y
inbl
Calo-y
Calo
Epinor-y
Epinor
HTB9-y
HTB9
LSP-y
LSP
T2-y
T2

(b)

inGa).

Figura 6.(Cont

48



A CE I IMMOOSS<SITIOONONSSONT

Smmmﬁ—;gg,mmggﬁﬁ@_gmm:s-:ra-crww“o

<2 VDWW 300 5 9000 LLDD00WY

Yo®og8 " <& L&Z A S
LR 3 3

FIGURA 4. {Continuacién). Andlisis por RT-PCR de la expresion del ARNm de las
moléculas relevantes para el procesamiento de antigenos TAP-1,-2 (a); LMP-2,
-7,-10 (b) y Pa28 ¢, B (¢). Como control interno en todos los casos se detectd la
presencia del ARNm de B-actina, amplificada simultdneamente con la malécula
problema
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que fue revertida por la incubacién con interferén-y, por otro lado gbservamos
una expresion francamente deficiente en las lineas celulares Vibo y C33 con la
caracteristica de irreversibilidad. En este caso, congruentemente, la linea celular
T2 si expresd esta molécula debido a que se codifica fuera det MHC.

Por ulitimo, las moléculas PA28c y B se expresan en todas las lineas
celulares derivadas de CaCu con la misma intensidad que en los controles (Figura
4¢), de manera semejante a lo que ocurre en ofros estudios en los que se analizé
Su expresion en otros tipos tumorales

l.a baja expresion de moléculas de histocompatibilidad en la linea celular
C33 impide su reconocimiento por parte de linfocitos efectores especificos.

l.a expresién superficial de las moléculas MHC-! facilita ta exposicién de péptidos
de origen intracelular que pueden interactuar con los receptores especificos de los
linfocitos T, los cuales entonces eliminan a las células infectadas o portadoras de
proteinas mutadas. Con la finalidad de evaluar si la expresién inducida de las
moléculas MHGC- de ratdn en fas células derivadas de céncer cervical las hace
susceptibles de ser blanco de linfocitos efectores, se realizd un ensayo de
citotoxicidad en el que se co-cultivaron las células de CaCu infectadas con virus
vaccinia-K® con linfocitos provenientes de ratones inmunizados con virus vaccinia;
de esta manera, se establecid un sistema de citotoxicidad dirigida conira
antigenos de vaccinia en el contexto H-2K® (Restifo et al, 1993) Los resultados
obtenidos muestran ligeros porcentajes de citotoxicidad especifica que va desde
aproximadamente 10%, hasta mas de 30% en la linea celular Vibo; sin embargo,
lo méas notable fue que C33 no presenté ningln porcentaje de citotoxicidad
especifica, lo cual sugiere que los defectos en su expresion de moléculas LMP-2 y
-10 influyen negativamente en su capacidad para presentar antigenos asociados

a las moléculas HLA-|
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La linea celular C33 expresa proteinas del virus vaccinia recombinante HA y
la nucleo-proteina de influenza con menor intensidad que el resto de las
fineas celulares,

Con la finalidad de analizar si proteinas diferentes a ia K? inducidas a expresarse
en C33 mediante lg infeccién con virus vaccinia recombinante se expresaban con
la misma intensidad que en el resto de las lineas celulares, se procedid a inducir ia
proteina nuclear de influenza (NP), que fue detectada mediante citometria de flujo
Como un comportamiento generglizade se observe que las poblaciones
expresaban la proteina homogéneamente cuando eran infectadas con virus
vaccinia-NP, con una intensidad de fluorescencia moderada entre, 10 y 20 UIF
(figura 6). Sin embargo, en el caso de C33 se observd que la mayoria de la
poblacidn fa expresaba en menor grado, de acuerdo con la intensidad de
fluoresecencia, sugiriendo que no expresa a esta proteina con la misma eficiencia

que el resto de las lineas celulares.

Para evaluar si este comportamiento es reflejo de una baja susceptibilidad
de las células C33 a infectarse con el virus vaccinia, se procedid a detectar por
citomnetria de flujo la expresion de antigenos de este virus después de [a infeccion
de las C33. El comportamiento fue basicamente idéntico al de la expresion de la
proteina nuclear de influenza, respecto a que una buena parte de la poblacién de
fas células C33 expresan con una muy baja intensidad a las proteinas del virus
vaccinia ( Figura 7). Este compertamiento nos sugiere que las células C33 se
infectan deficientemente con virus vaccinia o bien, presentan una tasa de sintesis
de proteinas por debajo del resto de las lineas celulares analizadas
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Figura 6 Expresidon de la proteina nuclear de influenza (NP) inducida mediante la
infeccion con virus vaccinia recombinante (Vace NP) en células de cancer cérvico-uterino.

M= intensidad media de fluorescencia
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DISCUSION.

La respuesta inmune puede jugar un papel determinante en la eliminacion de
células transformadas, como lo son las células de cancer cérvico-uterino {Cacu)
Para ello, linfocitos citotdxicos especificos deben reconocer en la superficie de
tales células a péptidos derivados de proteinas intracelulares, asociados a
moléculas de histocompatibilidad clase | (MHC-1), que evidencien su estado
transformado; asi, el reconocimiento de péplidos derivados de proteinas virales o
mutadas conduce a la eliminacion de la célula presentadora

La expresion de moléculas MHC-I (HLA-l en el humano) juega un pape!
central en la defensa inmune del organismo para erradicar a células
transformadas; sin embargo, al mismo tiempo, una deficiente expresion de estas
moléculas puede consfituir un efectivo mecanismo para la evasion de ia respuesta
inmune que conduzca al establecimiento y progresion de una neoplasia hacia
estadios avanzados de ia enfermedad. La expresion anommal de HLA- ha sido
observada con alta frecuencia en muchos tipos tumorales diferentes, incluyen'do al
melanorﬁa, cancer de colon, de cérvix, de pecho, de pulmén, y de laringe,
pudiendo ir desde la pérdida de un unico alelo hasta la pérdida completa de la
expresion de HLA- (Garrido et al, 1893).

La deteccidn de moléculas HLA-I constitutivas mostrd una intensidad
semejante a Ia del epitelio cervical normat en siete de las ocho lineas celulares de
Cacu analizadas en este estudio Sin embargo, debe ser tomado en cuenta que el
anticuerpo empleado {(W6/32) no discrimina entre distintos alelos y por tanto, no
nos permite saber si existe una expresion deficiente de determinados alelos, aun
cuando la intensidad de fluoresecencia total sea semejante a la del control normal
La pérdida de la expresién de uno ¢ mas alelos de HLA-I en células de Cacu en
comparacién con el tejido normal adyacente fue demostrada al inicio de la década
de los 90's mediante tinciones inmunohistoquimicas en cortes de tejido derivado
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de Cacu {Connory Stern, 1990); ademas, de que ia intensidad de la pérdida de la
expresién de estas moléculas se asocié con el grado de metastasis (Cromme et al

1994b)

Los resuitados obtenidos al inducir la expresidon de moléculas MHC-| de
ratén (H-2% mediante la infeccion con un virus vaccinia recombinante, para
comparar a un mismo alelo entre las distintas lineas celulares, concuerdan con la
expresion de moléculas HLA- constitutivas y permiten darmos cuenta de que la
mayoria de las lineas celulares estudiadas mantienen una maquinara de
procesamientos de antigenos funcional Esta capacidad potencial es
independiente de que puedan presentar alteraciones restringidas en la expresidn
de uno o mas alelos, y es importante porque se diferencian de otros tipos
tumorales donde esta capacidad estd perdida totalmente, como en el caso del
cancer de células pequefias de pulmén. La relevancia descansa en el hecho de
que distintos protocolos desarrollados para obtener una terapia alternativa se
basan en la estimulacion de la respuesta inmuné con péptidos derivados de
proteinas de HPV asociados a las moléculas HLA-|. La excepeidn es la linea €33,
gue en ambos casos mostré una expresidn de molécuias HLA-{ muy por abajo que

el resto de 1as lineas celulares.

Los mecanismos moleculares que conducen a la pérdida de la expresion de
alelos de HLA-I en las células de Cacu no han sido satisfactoriamente dilucidados.
Se ha detectado la alteracién de la expresidén de ciertos alelos en células
derivadas de este cancer en un 75% de muestras estudiadas (Cromme et al,
1993a/b; Cromme et al, 1994a/b; Keating et al, 1995) y mas recientemente hasta
en un 90%, donde inclusive se proponen algunos mecanismos causantes de esa
disminucién: alferaciones tanto estructurales como funcionales asociadas al
cromosoma 6p que incluyen desde mutaciones en las propitas moléculas HLA-I,
hasta |a pérdida de la heterocigocidad {Koopman et el, 2000). En el mismo
sentido, nuestro grupo ha propuesto que en |as lineas celulares Calo e Inbl existe
una expresién disminuida de los alelos B27 y A11, respectivamente,__corr[parados
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con los otros alelos, probablemente debide a un aporte de péptidos insuficiente o
inadecuado (Monroy, sometido para publicacién) De cualquier forma, aun no
resulta claro si tales alteraciones en la expresion de las moléculas MHC-I son las
causantes de la evasién de la respuesta inmune, o bien, si se trata de fenémenos
secundarios resultantes de la transformacion celular,

La deficiente expresion de moléculas de HLA-l en células de cancer,
también ha tratado de explicarse con base en alteraciones en la maquinaria de
procesamiento de antigenos (Johnsen et al, 1998) Sin embargo, existen pocos
datos respecto al comportamiento de las células derivadas de Cacu En los
estudios iniciales que reportaron la pérdida de la expresion de alelos en CaCu
mediante inmunchistoquimica, se encontré también una disminucion de la
expresién de la molécula transportadora de péptidos TAP-1, |o cual sugirid que en
algunos tumores existe una deficiencia en el aporte de péptidos y por
consiguiente, la incapacidad para estabilizar moléculas HLA-l para que se
expresen en la superficie (Cromme et al, 1994b}. En contraste, Brady y
colaboradores (2000) muestran recientemente que en las ocho estirpes celulares
provenientes de cancer cervical incluidas en su estudio se expresa la proteina
TAP-1, vy por tanto descartan la participacidon de esta molécula como un
mecanismo esencial en 1a pérdida de alelos de HLA-l. En nuestro estudio,
mediante !a técnica de RT-PCR se obtuve como resultado que todas las lineaé
celulares expresan ARN mensajero para TAP-1 de manera comparable con los
controles de epitelio normal. Estos resultados contradictorios pueden explicarse en
base a la eficacia o sensibilidad de las distintas técnicas y materiales empleados,
o pueden sugerir que exista una cierta tendencia en el cancer cervical uterino para
expresar TAP-1 en forma deficiente aunque no tlegue a ser nula La importancia
capital que tiene TAP-1 para la expresién de moléculas HLA-I (Hosken et al, 1990;
Monaco, 1992; vy Momburg et al, 1994) hace periinente realizar una evaluacién
mas profunda de su expresion, para determinar su participacion en la respuesta

inmune contra el CaCu
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Respecto de las ofras moléculas relevantes para el procesamiento de
antigenos en la mayoria de las lineas celulares se detecta el ARNm para las
moléculas del proteasoma LMP-2, -7 y -10, asi como PA28a y B; en C33 en
contraste con el resto de las lineas celulares, fue nula expresion de la LMP7 o
cual no fue revertido por efecto de interferén-y También se observd una deficiente
expresion de la molécula LMP10 en tres de las ocho lineas celulares incluyendo a
la propia C33 Estos datos coinciden con reportes previos, en que ha sido
detectada en disfintos tipos tumorales una deficiente expresidn de la molécula
LMP10, con mayor frecuencia respecto a ofras moléculas relacionadas con el
procesamiento de antigenos (Johnsen et al, 1998) De este modo, en la linea
celular €33 coincidieron las deficiencias de LMP7 y LMP-10, o cual puede ser
considerado en principio, como un defecto notable en esta linea celular

Al respecto, cabe considerar sin embargo, que €l concepto de
inmunoprofeasoma establece que algunas de las subunidades que conforman
constitutivamente al proteasoma son sustituidas por efecto de} interferén-y por
otras con diferentes propiedades enzimaticas (LMP-2, -7 y -10) ademas de
adicionarse el complejo PA700 constituide por las subunidades PA28, lo cual
modifica el espectro de péptidos generados y por consiguiente, que pueden
asociarse a las moléculas MHC-! De este modo, resulta controversial si |a
ausencia de deteccidn de la expresion de las subunidades del inmunoproteasoma
significa una deficiencia o se trata del estado normal (Van den Eynde y Morel,
2001) Desde este punto de vista, resulta extrafio que las lineas de Cacu expresen
constitutivamente a estas subunidades del proteasoma En el caso de C33, sin
embargo, no puede considerarse como un comportamiente normal porque estas
subunidades no son inducidas por efecto de interferén-y Asi, es importante
realizar una determinacién de la expresién de estas moléculas en forma de
proteina y no sélo como ARNm para obtener una idea mas clara de como se

expresan en las células de Cacu



La modificacién del perfil de péplides producidos por el proteasoma
constitutivo y el inmunoproteasoma es cualitativa, no cuantitativa y por tanto, a la
luz del conocimiento acfual seria dificil atribuir Iz baja expresién de moléculas
HLA-! en la linea celutar C33 a estas deficiencias; Por otro lado, sin embargo,
resultaria interesante evaluar si la expresién de subunidades del proteasoma en
las células de Cacu influye en 1a generacién de péptidos antigénicos derivados de
protéinas del HPV. Como ejemplo, podemos mencionar que se han descrito
epitopos antigénicos incluidos algunos tumorales que no son procesados por el
inmuncproteasoma, aungque si son procesados por el proteasoma constitutivo
{Moarel §, et al 2000) A final de cuentas, el perfil de los péptidos generados por la
célula puede determinar si persiste o es erradicada '

Alternativamente a la existencia de alleraciones en la maquinaria de
procesamiento de antigencs, la baja expresién de los alelos MHC-1 de ratén
inducidos en la linea celular C33 puede deberse a que tiene una escasa
susceptibitidad a la infeccidon con virus vaccinia recombinante. Al respecto,
encohtramos que la ndclec-proteina de influenza y las profeinas de vaccinia, se
expresan con una menor intensidad gque en las otras lineas celulares, lo que nos
podria sugerir inicialmente que la menor expresién de la molécula K® observada
en C33 se debe a que es menos susceptible de ser infectada por virus vaccinia
recombinante;, sin embargo, si consideramos el hecho de que C33 expresa
también con baja intensidad proteinas que no son inducidas, como lo son las
moléculas HLA- constitutivas, también puede sugerirse que esta linea celular
presenta deficiencia para fa sintesis de proteinas. Una baja tasa de sintesis de
proteinas puede dar como resultade una pobre presentacion de moléculas HLA-!
pues ademas de sintetizar a las propias moléculas HLA-I con una baja tasa, se
propone actualmente que la mayor cantidad de péptidos que se asocian y
estabilizan a estas moléculas proviene de los productos proteicos sintetizados de
novo {Revisado en Yewdell y Bennink, 2001).
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Por otro lado, las lineas celulares bajo estudio fueron lisadas
especificamente en un ensayo de citotoxicidad aunque en proporcidn menor al
control, que fueron las células de ratén P815 (haplotipo H-2% Esta diferencia
puede deberse a que en el ensayo se mezclaron células de diferente origen y el
reconocimiento molecular para la coestimulacién no es tan eficiente como cuando
se cocultivan células del mismo origen De cualquier forma, el resultado fue
congruente con las observaciones previas y, como era de esperarse, el bajo nivel
de expresién de moléculas MHC-I en la €33 impidié que fuera reconocida por
parte de las células efectoras C33 es una linea celular que carece secuencias
gendmicas de HPV, y que sin embargo acusa graves defectos en [a presentacién
de antigenos como se ha descrito previamente La ausencia de HPV en tumores
. cervicales representa un prondstico pobre para la evolucion d'e la enfermedad
(Higgins et al, 1991), lo cual podria implicar que mientras el desarrolio de la
neoplasia asociado al HPV es gradual, la transformacién celular cuande no esta
presente el virus se debe a cambios geneticos drasticos, come corresponde con
ias caracteristicas de expresién genética observadas en C33.

Como se menciond anteriormente, el interés actual por desarrollar terapias
alternativas para el tratamiento del cancer basadas en Ia estimulacién del sistema
inmune para lograr un recursc mas especifico y menos agresivo.ha puesto
nuevamente en primer plano la discusidn acerca de la regulacion negativa de las
moléculas MHC-! en las células tumorales debido a que ésta puede significar el
fracaso de la alternativa propuesta. Aun cuando el estudio de ocho lineas
celulares es limitado para plantear conclusiones generales relativas a la biologia
del Cacy, es posible emitir algunas consideraciones La primera de ellas es que la
infeccidn con virus de papiloma humano no influye directamente en la expresién
de las moléculas HLA-. En este trabajo describimos una linea celular que no
muestra infeccién por HPV pero tiene severas deficiencias en |a presentacion de
antigenos, a tal grade que su expresion superficial estd fuertemente inhibida En
segundo lugar, la pérdida total de alelos de HLA-l en este tipo de neoplasia es un
evento raro, y un problema interesante que se plantea consecuentamente es
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determinar si son perdidos selectivamente los alelos asociados con la
presentacion de antigenos relevantes, come lo son los péptidos derivados de
proteinas de HPV A este respecto, se ha sugerido que la pérdida de un antigeno
dominante puede tener como consecuencia que no haya reconocimiente de otros
antigenos asociados a los alelos restantes (Seung S et al, 1993) lo que conduciria
a una evasion total de la respuesta inmune. Ademas, es probable que el grado de
tranéformacién de la célula exceda a la capacidad del sistema inmune para
erradicarla, pues existen miltiples alteraciones en las celulas fransformadas
(Tang-Yuan Chu et al, 1999 )

Es necesario continuar estudiando el procesc de la presentacion de
antigenos en las células tumorates para comprender los diferentes mecanismos
por los que la inmunoterapia pueda quedar limitada. De acuerdo con nuestros
resultados, en el cancer cervical aun cuando existe la pérdida de alelos de HLA-
la maquinaria interna del procesamiento de antigencs es capaz de seguir
produciendo antigenos que inducen una respuesta efectora
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CONCLUSIONES

La maycria de las lineas celulares derivadas de cancer cérvico-uterino
(Cacu) incluidas en el presente estudio mantienen su capacidad para
presentar moléculas de  histocompatibilidad clase-l  {MHC-I),
independientemente de que pudieran tener defectos en la expresion de
ciertos alelos en particutar

A excepcidn de C33, las lineas celulares de Cacu expresan el ARN
mensajero para las moléculas procesadoras del procesamiento de
antigenos TAPs, LMPsy PA28s,

La capacidad de las lineas celulares de Cacu para presentar moléculas
MHC-! es independiente de la presencia de moléculas de! virus de papiloma

humano.

La linea celular C33, carente de secuencias génicas de HPV, expresa
pobremente moiéculas MHC- constitutivas e inducidas, probablemente
como un refisjo de una baja tasa de sintesis de proteinas o una baja
susceptibilidad a infectarse por el virus vaccinia recombinante
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PERSPECTIVAS

Un gran numero de grupos de trabajo se esfuerzan por desarrollar alternativas
inmunoterapéuticas para el combate del cancer cérvico uterino (Cacu), muchos de
ellos enfocandose en la presentacion de antigenos virales en el contexte de las
meléculas HLA-!; sin embargo, se presenta el inconveniente de la regulacion
negativa de la expresidn de estas moléculas en varios tipos de cancer, incluyendo

al Cacu.

De ios resultados obtenidos en este trabajo, cabe resaltar el hecho de que
la mayoria de las lineas celulares sean potenciaimente capaces de expresar
moléculas MHC-, independientemente de que estén infectadas con el virus de
papiloma humane (HPV) Por lo tanto, aunque existen evidencias de que es
comun la pérdida de alelos de moléculas HLA-I en el Cacuy, cabe esperar que enla
mayoria de los fumores existan moléculas HLA-l en la superficie celular capaces
de presentar péptidos antigénicos. De este modo, para |a linea de investigacion de
nuestro grupo de trabajo relativa a la identificacién de péptidos derivados de
proteinas de HPV potencialmente antigénicos, se deberd considerar el uso de
péptidos para multiples alelos, considerando inciuse alelos a los que se les ha
prestado poca atencién, como lo son las moléculas HLA-C, con la finalidad de
superar la posible pérdida frecuente de ciertos alelos, pero teniendo en cuenta que
en este tipo de cancer no es comin la pérdida total de la capacidad para presentar

moléculas HLA-L

Por otro lado, respecto a la expresion de las moléculas relevantes para el
procesamiento de antigenos, resultard interesante analizar su expresién en las
células de Cacu en forma de proteina y no unicamente su ARNm, como lo
realizamos en el presente trabajo También habréd que profundizar en la
determinacion de si son inducibles por efecto del interferdn-y, pues contrariamente
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a lo esperado de acuerdo a los conceplos actualmente aceptados, la expresion de
su ARNm en las lineas celulares de Cacu es constitutiva sin depender de ia
induccion de esta citocina La importancia de este estudio es que probablemente,
el perfil de expresion de estas moléculas en conjunto con los alelos del HLA
expresados o regulados negativamente, puede determinar el tipo de péptidos que
serdn presentados por las células de Cacu o que a su vez, puede determinar la
erradicacion o !a permanencia de esa célula La mayor comprension de los
mecanismos del procesamiento de antigenos asociados a las moléculas MHC- es
una herramienta indispensable en el disefio de las alternativas terapéuticas
basadas en la estimulacién de la respuesta inmune del organismo
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