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1.1. Oncogénesis en el cáncer colorrectal 

La progresión tumoral en colon implica la alteración de tres tipos de genes: genes supresores 

de tumores, genes reparadores de DNA y protooncogenes. Los genes supresores de tumor 

son aquellos que previenen el crecimiento tumoral directamente a través del control que 

ejercen sobre el crecimiento y la división celular, como p53, Rb y APC (adenomatous 

poliposis coli). La inactivación de estos genes contribuye directamente al crecimiento 

neoplásico, por esta razón se los conoce como genes "gatekeepers". Ya que la restauración 

de la función gatekeeper perdida en las células tumorales conlleva la supresión del 

crecimiento tumoral. 

 

Además de estos genes supresores de tumor tradicionales hay que considerar a otros genes 

de susceptibilidad que indirectamente suprimen la neoplasia. Son genes que codifican 

proteínas reparadoras del DNA y que actúan como "caretekers" del genoma. Como 

consecuencia de la inactivación de un gen careteker se aumenta enormemente la tasa de 

mutación de la célula, lo que equivaldría a una exposición constante frente a mutágenos. No 

es sorprendente por lo tanto que tales defectos conduzcan a cáncer, sin embargo la 

restauración de la función careteker no necesariamente afecta al crecimiento tumoral. 

 

Igualmente, la ganancia de la función génica de determinados protooncogenes (k-ras y β-

catenina) que se activan de forma inapropiada contribuye a la proliferación celular en colon. 

 

En el cáncer de colon es justamente la pérdida de la función génica de APC la que dispara el 

proceso tumoral, situándose en el origen del mismo. La mayoría de los casos ocurren de 

forma esporádica y en un pequeño porcentaje (5-10%) aparecen formando parte de 

síndromes gastrointestinales hereditarios autosómicos dominantes (Tabla 1). En cualquier 
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caso, todos ellos se caracterizan por la aparición de una lesión precursora o pólipo que 

dependiendo del tipo de que se trate (adenomatoso o hamartoma) tendrá un mayor o menor 

riesgo de progresión hacia carcinoma. 

 

Considerando la hipótesis de progresión multipaso de Voglstein y col. (1), la inactivación 

del gen APC en el pólipo adenomatoso daría paso a la aparición de mutaciones inactivadoras 

en el oncogen K-ras en la fase de adenoma avanzado y la aparición de mutaciones en el gen 

supresor de tumores p53. Dentro de este esquema, habría que considerar además la 

inactivación de los genes que intervienen en la reparación de los errores de apareamiento de 

bases del DNA (MMR) (genes caretekers) que ocurre en aquellos tumores de colon que 

presentan inestabilidad de microsatélites (MSI). 

 

Los pólipos adenomatosos característicos de la poliposis familiar hereditaria (FAP), 

síndrome de Gardner, síndrome hereditario no-polipósico (HNPCC) y de tumores de colon 

esporádicos, consisten fundamentalmente en células epiteliales transformadas. A diferencia 

de los pólipos tipo hamartoma del síndrome de Peutz-Jeghers (PJS) y del síndrome 

polipósico juvenil (JPS), más benignos que raramente evolucionan hacia adenoma y en 

donde el componente proliferativo mayoritario es el estromal.  

 

La poliposis familiar hereditaria se caracteriza por la presencia de cientos a miles de pólipos 

adenomatosos diseminados por colon y recto. Los pólipos aparecen en la infancia, e 

invariablemente experimentan una transformación maligna que suele ocurrir alrededor de 

los 40 años de edad. Todos ellos presentan mutaciones que generan codones stop y aparición 

de una proteína APC truncada. Los pacientes de FAP, presentan además un riesgo alto de 

padecer tumores extra-colónicos, incluyendo el carcinoma papilar de tiroides, 
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adenocarcinoma pancreático y pólipos intestinales pre-malignos. Otras lesiones asociadas 

incluyen la aparición de tumores desmoides, hipertrofia congénita del epitelio pigmentado 

de la retina y quistes epidermoides. El síndrome de Gardner se caracteriza igualmente por la 

aparición de pólipos colorrectales, osteomas, quistes epidermoides y fibromas de piel. 

 

Los tumores hereditarios no-polipósicos  se asocian con un comienzo temprano de la 

enfermedad, siendo la edad media de aparición de 44 años. Están originados por mutaciones 

en los genes MMR,  y se caracterizan por el desarrollo de un gran número de pólipos 

adenomatosos normalmente en la región colónica proximal o ascendente. Suelen ser  

tumores mucosos y pobremente diferenciados que aparecen en ambos sexos con igual 

frecuencia. Este síndrome presenta además una mayor incidencia de carcinoma de 

endometrio, estómago y ovario con respecto al cáncer colorrectal esporádico. 

 

A pesar de que la secuencia adenoma-carcinoma (1) se puede considerar como un modelo 

canónico en biología tumoral, sobre la base del mismo se originan diferentes vías y 

mecanismos que dan lugar a tumores con características propias dentro del espectro del 

cáncer colorrectal: vía APC/β-catenina; vía de reparación de desemparejamientos de bases 

(MMR);  y vía TGFβ/SMAD (Tabla 2). 

 

 

 



                                                                                                           

          
 

                  Tabla 1.  Síndromes polipósicos gastrointestinales hereditarios  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
            Abreviaturas: FAP, poliposis familiar hereditaria; HNPCC, síndrome hereditario no-polipósico; PJS, síndrome de Peutz-Jeghers; JPS,  
              síndrome polipósico juvenil. 
 

 

 

 

Síndrome 

 

Gen 

 

Localización 

 

Distribución de pólipos 

 

Tipo histológico 

 

Lesiones asociadas 

 

FAP 

 
Síndrome de 
Gardner 
 
HNPCC 
 
 
 
 
 
 
PJS 
 
 
JPS 
 

 

APC 

 
APC 
 

hMSH2 
hMSH6 
hMLH1 
hPMS1 
hPMS2 
 
 
STK11/LKB1 
 
 
SMAD4 
BMPR1 

 

5q21 

 
5q21 
 

2p22-21 
2p16 
3p21 
2q31-33 
7p22 
 
 
19p13.3 
 
 
18q21.1 
10q21-q22 

 

Colon 

 
Colon, intestino delgado 
 
 
Colon (proximal) 
 
 
 
 
 
 
Intestino delgado, colon y  
estómago 
 
Intestino delgado, colon y  
estómago 

 

Adenoma 

 
Adenoma 
 

Adenoma 
 

 

 
 
Hamartoma 
 
 
Hamartoma 

 

Carcinoma papilar de tiroides 
 
 
Osteomas, fibromas, lipomas, quistes 
epidermoides, cánceres ampulares 
 
Tumores de endometrio y ovario 
 
 
 
 
 
 
Pigmentación mucocutánea, tumores de 
ovario, mama, páncreas y endometrio 
 
Varios defectos congénitos 
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Tabla 2. Prevalencia de mutaciones en cáncer colorrectal 

 

 

Gen 

 

 

Localización 

cromosómica 

 

Prevalencia de 

mutaciones 

 

 

Oncogenes 

  KRAS2 

 

  CTNNB1 

 

 

Genes supresores de 

tumores 

  APC 

 
 

  TP53 

 

  SMAD4 

  SMAD2 

  DCC 

    

Genes MMR 

  hMSH2 

  hMLH1 

  hPMS1 

  hPMS2 

  hMSH6 

 

 

12p 

 

3p22 

 

 

 

 

5p21 

 

 
17p13 
 
 
18q21 

18q21 

18q21 

 

 

2p21 

3p21 

2q31-33 

7p22 

2p21 

 

 

~50% 

 

~4-15% 

 

 

 

 

~70% 

 

 
~50-70% 
 
 
16% 

6% 

3% 

 

 

 

 

~15%a 

 

 

Mutaciones puntuales activadoras en 
los codones 12 y 13 
 
Identificadas en el 50% de los tumores 
sin mutaciones en APC; la mayoría 
aparecen en los sitios de fosforilación 
de GSK-3β 
 
 
 
La mayoría ocurren en el estadio de 
adenoma temprano, produciendo 
proteínas truncadas 
 
Raramente identificadas en la fase de 
adenoma avanzado 
 

Más del 70% de los tumores presentan 
LOH en 18q 
 
 

 

Más del 90% de las mutaciones 
germinales se han identificado en 
hMSH2 o hMLH1; en tumores 
esporádicos MSI se ha descrito hasta 
un 26% de mutaciones somáticas de 
hMSH2 
 
 

 
a15% de los tumores de colon presentan inestabilidad de microsatélites o MSI. 
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1.1.1. Vía APC/β-catenina 

El gen APC se clonó por primera vez en 1991, pertenece al locus 5q21 y codifica una 

proteína de 2843 Aa  y 310 kDa (2, 3). Está constituido por 15 exones y no solamente es 

responsable de FAP y síndrome de Gardner cuando aparece mutado en la línea 

germinal, sino que más del 80% de los tumores de colon esporádicos  presentan  

mutaciones somáticas del mismo. Actuando por tanto como un gen supresor de tumores 

crítico para el inicio del  proceso tumoral. 

 

De acuerdo con el modelo de inactivación de Knudson (4), las mutaciones en una copia 

del gen APC suelen aparecer conjuntamente con deleciones cromosómicas en el 

segundo alelo salvaje. Sin embargo, la inactivación bialelica puede ocurrir por rutas 

alternativas. Así, en algunos tumores de pacientes FAP que presentan una mutación 

germinal de APC, no se observan deleciones del alelo salvaje. Más bien hay deleciones 

del alelo mutado de la línea germinal, acompañado por mutaciones somáticas en el 

segundo alelo. 

 

Independientemente del mecanismo por el cual se adquieren las mutaciones en APC, 

más del 90% de las mismas producen codones sin sentido prematuros que conllevan a la 

producción de una proteína truncada (5, 6). Este hecho permite emplear para la 

detección de este tipo de mutaciones, el denominado test de la proteína truncada (PTT). 

Se basa en la amplificación de cDNA (vía RT-PCR a partir de mRNA) utilizando un 

primer en forward que lleva en su extremo 5' un promotor T7 seguido de una secuencia 

eucariota de inicio de traducción (secuencia kozak) con un codon de inicio ATG. 

Después de la amplificación el producto de PCR se incorpora a un sistema in vitro  de 

transcripción-traducción. Para la detección, se suele emplear un Aa marcado que suele 
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ser Met (metionina), Leu (leucina) o Cys (cisteína). Los polipéptidos así amplificados se 

separan por tamaño mediante electroforesis en gel SDS-PAGE. De tal modo que las 

mutaciones que resultan en codones de parada generan proteínas de menor tamaño en 

comparación con la proteína salvaje.  

 

Según el modelo tumoral multipaso (1), las alteraciones en el gen APC están presentes 

en la lesión polipósica incipiente no aumentando su prevalencia en el estadio tumoral 

avanzado. En determinadas familias con mutaciones germinales en APC se han podido 

establecer ciertas correlaciones entre genotipo y fenotipo. Así, mutaciones entre los 

codones 463 y 1387 se asocian con hipertrofia congénita del epitelio pigmentado de la 

retina (7). Mutaciones entre los codones 1445 y 1578 aumentan el riesgo de padecer la 

formación de tumores desmoides (8). Y mutaciones próximas al codon 157 (9) y al 

codon 1900 (10) se asocian con una forma atenuada de FAP, en la que aparecen muy 

pocos pólipos retrasándose la edad  de aparición hasta los 60 años. Igualmente se ha 

encontrado que determinados polimorfismos se asocian con un incremento del riesgo de 

cáncer colorrectal. Los individuos que tienen el polimorfismo I1307K (cambio de una T 

por una A en el nucleótido 3920) tienen un riesgo dos veces mayor de desarrollar cáncer 

de colon con respecto a la población general (11). 

 

El producto del gen APC codifica una proteína con múltiples dominios funcionales que 

median tanto la oligomerización como la unión a varias proteínas intracelulares 

incluyendo: β-catenina, γ-catenina, la enzima glucógeno-sintetasa quinasa (GSK-3β), 

axina, tubulina, EB1 y hDLG (12). El progreso en la comprensión de la función de la 

proteína APC ha sido posible gracias al estudio de su interacción con GSK-3β y  β-
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catenina, las cuales forman parte de la ruta de señalización Wingless (Wnt) que fue 

primero caracterizada en Drosophila y ratón. 

 

Estudios inmunohistológicos han observado que la proteína APC suele encontrarse 

difusamente distribuida en el citoplasma, aunque puede además localizarse tanto en las 

regiones apicales como laterales de las células epiteliales (13). La proteína APC 

participa en un gran número de funciones celulares incluyendo proliferación, 

diferenciación, apoptosis, adhesión, migración y segregación cromosómica (14). Hasta 

la fecha, la cuestión que queda sin resolver es cual de estas funciones está implicada 

críticamente en el proceso tumoral cuando el gen APC está inactivado.  Una pista para 

resolver esta cuestión proviene del conocimiento de las proteínas que interaccionan con 

APC (Figura 1). Así por ejemplo, la región N-terminal, se une a la subunidad 

reguladora B56 de la enzima protein-fosfatasa 2A (15) y a un factor intercambiador de 

guanina estimulado por APC denominado Asef (APC-stimulated guanine nucleotide 

exchange factor) (16). Ambas proteínas parecen estar implicadas en la ruta Wnt, de la 

cual APC es componente. Otro dominio importante incluye tres repeticiones de 15 Aa 

que interaccionan con la β-catenina y 7 repeticiones de 20 Aa  requeridos para la 

regulación de β-catenina (17, 18). APC presenta además sitios de unión para axina y 

conductina, que son dos proteínas inhibidoras de la ruta de señalización Wnt (19, 20). 

La porción C-terminal de la proteína está implicada en la unión con microtúbulos y con 

la proteína de unión a microtúbulos EB1 (21). Por último, la proteína APC tiene señales 

nucleares de importe y exporte, sugiriendo que los diferentes patrones de distribución 

entre el núcleo y el citoplasma pueden  ser  igualmente importantes para su función (22, 

23). 
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El análisis mutacional del gen APC indica que más del 60% de las alteraciones se 

encuentran en la región central de la proteína (entre los codones 1284-1580), región que 

recibe el nombre de MCR (mutation cluster región) (24). La región MCR coincide con 

la región de unión a β-catenina, indicando que la función relacionada es muy importante 

para la patogénesis del cáncer colorrectal. 

 

 

Figura 1  

 

 

Estructura y dominios de interacción de la proteína APC. 

 

 

 

 

 

 

 

NH2      COOH 

Dominio de oligomerización 

   Unión a EB1 

Unión a hDLG 

Repeticiones  
de 20 Aa 

 Repeticiones 
de 15 Aa 

 

Unión a microtúbulos 

Repeticiones armadillo 

Unión a β-catenina, GSK-3β 

Unión a la subunidad  
B56 de PP2A 

Asef 
    Región MCR   Unión a axina/conductina 

2842 Aa 
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La ruta de señalización Wnt comienza cuando un ligando Wnt (Wnts) perteneciente a 

una familia de factores de crecimiento secretados que en mamíferos está formada por 16 

miembros, se une a su receptor transmembrana Frizzeled (fz) e inicia una cascada de 

señalización intracelular (25, 26) (Figura 2). La consecuencia inmediata de esta unión 

es la activación de una proteína citoplasmática que pertenece a la familia Dishevelled 

(27), lo que conlleva la inhibición de la enzima GSK-3β. Esta inhibición es 

consecuencia de la disociación del complejo formado por axina/conductina, APC y 

GSK-3β  resultando en la acumulación de β-catenina libre en el citoplasma (28). De 

esta forma se impide la fosforilación de β-catenina, y se bloquea su degradación 

proteolítica ubiquitina-dependiente mediada por APC y axina (29). La β-catenina libre 

no fosforilada se acumula en el citoplasma celular y es transportada al núcleo donde 

actúa como coactivador de una familia de factores de transcripción  TCF/LEF, lo que 

conlleva la expresión de determinados genes dependientes de la ruta Wnt (30). Dianas 

de esta vía  Wnt/TCF/LEF incluyen protooncogenes como myc (31), ciclooxigenasa-2 

(COX-2) (32), ciclina D1 (33), y TCF1 un miembro de la propia familia TCF/LEF (34). 

 

En ausencia de estimulación de la vía Wnt, los niveles reducidos de β-catenina permiten 

la represión de los genes diana de la ruta mediante la asociación de co-represores 

transcripcionales como Gro y CtBP con los factores TCF/LEF (35). Siendo por tanto la 

acumulación de β-catenina crítica para la activación de la respuesta transcripcional 

mediada en la vía Wnt. 
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Figura 2  

 

 

Ruta de señalización Wingless en ausencia (A) y presencia (B) de un ligando Wnt. 

 

Las mutaciones inactivadoras en el gen APC producen una activación constitutiva de la 

vía Wnt en ausencia de ligandos Wnt, desestabilizando el complejo axina/APC/GSK-

3β. 

 

En las células epiteliales de colon el factor de transcripción predominante perteneciente 

a la familia TCF/LEF es el TCF-4. La activación de esta vía, por tanto puede producirse 

bien por la inactivación del gen APC o por la activación constitutiva de la β-catenina 

(CTNNB1) mediante mutaciones activadoras que han sido encontradas en el 50% de los 

tumores de colon con el gen APC intacto  (Tabla 2) (36). En total, entre el 4-15% de los 
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tumores de colon esporádicos presentan mutaciones en el gen CTNNB1, éstas se 

localizan fundamentalmente en la región reguladora N-terminal (entre los residuos 29-

45) del exon 3 donde se encuentran los residuos de serina-treonina que son fosforilados 

por GSK-3β (37, 38). Ya que las formas mutantes de β-catenina son capaces de activar 

constitutivamente a los factores transcripcionales TCF/LEF, hay que considerarla por 

tanto como un oncogen. 

 

Al igual que ocurre con el gen APC, las mutaciones en β-catenina ocurren en un estadio 

muy temprano y se encuentran en el origen de la transformación maligna, incluso 

cuando el gen APC se encuentra intacto. Pero a diferencia del gen APC, la frecuencia de 

mutaciones de β-catenina en adenomas incipientes (12.5%) disminuye 

significativamente en los cánceres invasivos (1.4%), sugiriendo que es menos frecuente 

que adenomas con alteraciones en β-catenina progresen a carcinomas malignos (37). 

Hasta la fecha no se han encontrado mutaciones en la línea germinal de CTNNB1, ni en 

GSK-3β ο axina en tumores colorrectales con el gen APC inalterado. 

 

¿De qué forma el complejo β-catenina/TCF induce la proliferación celular? Esto 

depende en gran medida de los genes diana regulados por este complejo transcripcional. 

El mecanismo por el cual el gen APC inhibe la proliferación celular se debe al control 

que ejerce sobre la entrada en la fase S del ciclo celular que lleva a cabo el complejo 

regulador β-catenina/TCF. Así tenemos que  las proteínas c-myc y ciclina D1 controlan 

la entrada de G1 a S a través del efecto que ejercen sobre el gen supresor de tumores RB 

(39, 40). 
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En un estudio realizado por Heinen y col. (41) se muestra cómo células tumorales de 

colon transfectadas con el gen salvaje APC se detienen en la fase G1 del ciclo celular.  

Es mas, la detención del ciclo celular es eliminada mediante la cotransfección bien de la 

forma constitutivamente activa de β-catenina o por la combinación de myc+ciclina D1. 

En este estudió se observó además que en la transfección con el gen salvaje APC se 

inhibía la fosforilación de RB (retinoblastoma) y se disminuían los niveles de ciclina 

D1. Este hecho explicaría porqué hay diferentes tipos de tumores que exhiben 

mutaciones de la vía ciclina D/RB entre los que no se encuentran tumores de colon. Ya 

que la forma en la cual se regula el paso de G1 a S en los tumores colorrectales es 

dependiente de las funciones mediadas por el gen APC, no encontrándose por tanto 

mutaciones en los componentes de la vía ciclina D/RB. 

 

Llegado a este punto habría que hacerse la siguiente pregunta ¿es realmente suficiente el 

efecto que tiene la inactivación del gen APC sobre el ciclo celular para explicar la 

formación de un tumor colorrectal? En estudios recientes se demuestra que la 

inactivación de APC no solo altera el ciclo celular sino que también condiciona la 

inestabilidad cromosómica (CIN) observada en estos tumores (42, 43). Este efecto 

parece ser consecuencia de la interacción de la proteína APC con los microtúbulos y con 

la proteína EB1. La importancia que tiene el gen APC sobre estos dos efectos puede 

ejemplificarse tomando dos modelos de ratón de cáncer colorrectal. En el modelo 

clásico que resulta de la presencia de una mutación sin sentido en el codon 850 del gen 

APC con perdida de la región de interacción con la β-catenina (APCMin), los animales 

heterocigotos APC+/Min desarrollan numerosos adenomas en el tubo digestivo (44). El 

segundo modelo presenta una mutación sin sentido en el codon 1638 (APC1638T) que 

trunca la región C-terminal de la proteína APC responsable de las  funciones 
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relacionadas con la inestabilidad cromosómica pero que retiene el dominio regulador de 

β-catenina; consecuentemente las células madre embrionarias aisladas de animales 

homocigotos APC1638T  fueron CIN (45). Sin embargo los ratones originados fueron 

viables y no desarrollaron tumor. La inestabilidad cromosómica sería por tanto 

consecuencia de la función del gen APC y no estaría relacionada con el inicio del 

proceso de transformación maligna, siendo realmente la pérdida del control de la 

función de la  β-catenina la que representaría una ventaja selectiva en la formación 

tumoral. 

 

 

1.1.2. Vía de reparación de desemparejamientos de bases de DNA (MMR) 

La identificación de los genes responsables del síndrome HNPCC ha hecho posible el 

conocimiento de un nuevo mecanismo que da origen al proceso tumoral en colon. Se 

han observado alteraciones en cinco genes diferentes (hMSH2, hMSH6, hMLH1, 

hPMS1, hPMS2) (Tabla 2) implicados en la reparación de los desemparejamientos de 

bases de DNA, que dan como resultado la aparición del denominado fenotipo mutador 

(MMP) o inestabilidad de microsatélites (MSI) (46, 47). El fenotipo mutador aparece en 

el 12-15% de los tumores de colon esporádicos y en el 90% de los tumores hereditarios 

HNPCC (48, 49). La inestabilidad de microsatélites es el resultado de la inactivación de 

ambos alelos de un gen MMR que origina la presencia de mutaciones en regiones de 

repetición de mononucleótidos. 

 

Los tumores que muestran MSI presentan unas características clínicas distintivas que 

incluyen una localización colónica proximal, se trata de tumores mucosos pobremente 
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diferenciados, con prominente infiltración linfocitaria y con un mejor pronóstico (50, 

51). 

 

La mayoría de los pacientes HNPCC (70%)  presentan mutaciones en la línea germinal 

de MSH2 o MLH1 (52). El síndrome HNPCC, se produce por una mutación simple en 

la línea germinal acompañada por una segunda alteración somática en el segundo alelo 

(la pérdida de heterozigosidad o LOH suele ser lo más frecuente). En los tumores MMP 

esporádicos debe de ocurrir la inactivación somática de ambos alelos para que se 

manifieste el fenotipo mutador. En los tumores esporádicos MSI los mecanismos 

epigenéticos son mayoritariamente los responsables. Encontrándose que más del 80% 

de los mismos presentan hipermetilación de las islas CpG de la región promotora de 

hMLH1 en ambos alelos (53). 

 

Las mutaciones germinales en el gen hMSH2 y hMLH1 se encuentran ampliamente 

distribuidas a través de los 16 exones que abarcan 73 kilobases de hMSH2 y los 19 

exones de 58 kilobases de hMLH1. La mayoría son mutaciones puntuales con 

sustituciones de bases, deleciones o inserciones (54).  

 

Los errores de apareamiento de bases en  eucariotas son reconocidos por dos complejos 

heterodiméricos de proteínas relacionadas con la procariota MutS (Tabla 3): 

MSH2/GTBP (MutSα) y MSH2/MSH3 (MutSβ) (55, 56). Parece ser que el complejo 

MutSα es responsable de reconocer los desemparejamientos de una base y que MutSβ 

reconoce fundamentalmente los errores de apareamiento debidos a 

inserciones/deleciones (Figura 3). En cualquier caso, el complejo de reconocimiento se 
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completa  con un segundo complejo heterodimérico de proteínas relacionadas con 

MutL, el complejo MLH1/PMS2. 

 

Hay un gran número de proteínas que intervienen igualmente en el proceso de 

reparación como son: la enzima DNA-polimerasa δ, la proteína de replicación A (RPA), 

el antígeno nuclear de proliferación nuclear (PCNA), el factor de replicación C (RFC), 

exonucleasa-1, RAD27 y las exonucleasas asociadas a la DNA-polimerasa δ. 

 

Después de producirse el reconocimiento del error de apareamiento por los complejos 

de proteínas relacionadas con MutS y MutL la maquinaria de reparación se completa 

con el conjunto de proteínas anteriormente mencionadas, y gracias a la actividad 

exonucleasa se forma una mella que abarca de 1 a 2 kilobases desde el 

desemparejamiento. La degradación continua hasta que se elimina la base mal apareada. 

Posteriormente el hueco es completado por la actividad de la DNA-polimerasa δ. 

 

Tabla 3. Enzimas reparadoras de apareamientos erróneos de bases en bacterias y sus 

homólogos humanos 

 

Enzimas bacterianas 

Homólogos humanos                   

 

Mut S   

hMSH2 
GTBP/hMSH6 
hMSH3                               

 

MutL 

hMLH1 
hPMS1 
hPMS2 
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Figura 3 

 

 

(A) Reparación de una base mal apareada; (B) eliminación de una doble deleción de 

timina. 

 

La tasa de mutación en las células tumorales MMR se estima en 100-1000 veces mayor 

de la que aparece en células normales, lo cual permite la rápida acumulación de 

mutaciones en muchos genes de susceptibilidad a cáncer (57). No es la ausencia de la 

actividad MMR la que hace por sí misma a una célula tumoral. Sino mas bien la 

acumulación de mutaciones en "genes diana" que hacen que las células MSI presenten 

una ventaja selectiva de crecimiento o supervivencia (58, 59). Entre estos genes diana se 

encuentran proteínas implicadas en la transducción de señales (TGFβ1RII, IGFIIR, 

PTEN) (60-62), apoptosis (BAX, caspasa-5) (63, 64), regulación transcripcional (TCF-

4) (65), o incluso genes MMR (hMSH3, hMSH6) (66). El receptor TGFβ1RII fue la 

primera diana en ser identificada, encontrándose mutaciones frameshift en la región de 
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repetición A10 como resultado bien de una inserción o deleción del nucleótido repetido; 

se encuentra alterado en cerca del 90% de los tumores MSI (67). Otras dianas 

adicionales son el gen regulador de apoptosis BAX (68),  el receptor del factor de 

crecimiento similar a la insulina (69), el factor transcripcional regulador del ciclo 

celular E2F-4 (70), TCF-4 (65), caspasa-5 (64), el factor intestinal homeobox CDX2 

(71), e incluso los propios genes de reparación MMR: hMSH3 y hMSH6 (66) (Tabla 

4). 

 

Recientemente se ha descrito que las tres proteínas WISP (WISP-1, 2 y 3) 

pertenecientes a una familia de factores de crecimiento de tejido conectivo (CCN), 

podrían ser igualmente dianas de la ruta Wnt en tumores MSI. Así se ha encontrado que 

las proteínas WISP1 y WISP2 se sobreexpresan en una línea celular de epitelio mamario 

de ratón transformada con Wnt1, así como en ratones transgénicos Wnt1; suponiendo 

que las proteínas WISPs son dianas inducibles a través de la vía Wnt (72). Sin embargo 

hasta el momento sólo se ha probado que la proteína WISP-1 sea una diana de la ruta 

Wnt, que se encuentra regulada por la β-catenina citosólica (73). La tercera proteína 

perteneciente a esta familia de factores de crecimiento WISP-3 que tiene una elevada 

homología con WISP-1, presenta una secuencia de repetición A9 en el exón 4. Por ello 

se pensó que podría ser un gen candidato de alteración en tumores MSI. Apareciendo un 

31% de mutaciones dentro de la secuencia A9 (74), esto supondría que podría tratarse tal 

vez de un nuevo gen supresor de tumores. 

 

La relación existente entre el fenotipo MSI y la presencia de mutaciones en APC, queda 

sin establecer. Estudios iniciales sugerían que las mutaciones en APC estaban presentes 

en sólo un 20% de los tumores MSI, sin embargo en estudios posteriores se ha 
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encontrado hasta un 43% de tumores MSI con el gen APC intacto que presentan 

mutaciones en CTNNB1 e incluso en la axina (75, 76).  

 

Por tanto en los tumores MSI, como eventos tempranos de la carcinogénesis aparecen 

alteraciones en la vía de señalización Wnt con mutaciones en el gen supresor de tumores 

APC y en los oncogenes β-catenina y axina. Estas mutaciones conducen a la 

acumulación de β-catenina citoplasmática y subsecuentemente aumento transcripcional 

de genes diana. 

 

De lo anteriormente mencionado se deduce que independientemente del status MSI, la 

ruta APC/β-catenina se encuentra en el origen del cáncer colorrectal. El mecanismo 

responsable de la acumulación adicional de mutaciones después del paso inicial de la 

formación de pólipo diverge dependiendo del proceso que genere la inestabilidad 

genética. Los tumores que no presentan inestabilidad de microsatélites (MSS) se 

caracterizan por la existencia de inestabilidad cromosómica (CIN) con presencia de 

aneuploidias y frecuentes LOHs; en cambio los tumores MSI son fundamentalmente 

diploides con afectación de secuencias de repetición simples (77). Ambos tipos de 

inestabilidad genética se observan ya en los pólipos incipientes (78), aunque se 

desconoce la tasa específica a la cual aparecen las mutaciones subsecuentes durante la 

transición tumoral (Figura 4). 
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Tabla 4. Prevalencia de mutaciones frameshift en tumores colorrectales  MSI 

 
Gen 
 

 
Secuencia diana 
mutada 

 
Tumores MSI+ 
(HNPCC) 

 
Tumores 
esporádicos MSI+ 

 
TGFβRII 

IGF2R 

BAX 

hMSH3 

hMSH6 

E2F4 

Caspasa-5 

TCF4 

CDX2 

 
A10 

G8 

G8 

A8 

C8 

CAG13 

A10 

A9 

G7 

 
78-83% 

13% 

52-55% 

50-58% 

33% 

71% 

- 

- 

5% 

 
82-90% 

9% 

13-50% 

39-46% 

28-36% 

42-57% 

62% 

39% 

- 

 

Figura 4  

 
Eventos genéticos durante el desarrollo tumoral en colon. El 85% de los tumores 
colorrectales presentan inestabilidad cromosómica (CIN); los pasos que ocurren en estos 
tumores aparecen representados en (A). El 15% restante pertenece al grupo de 
inestabilidad de microsatélites (B). 
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1.1.3. La vía TGFβ/SMAD 

El TGFβ (factor de crecimiento transformante β) y miembros relacionados de la familia 

median una amplia variedad de efectos biológicos, entre ellos se encuentran los potentes 

efectos inhibidores de proliferación celular (79). El TGFβ inicia un amplio espectro de 

respuestas celulares mediante su unión a un complejo correceptor formado por dos 

proteínas transmembrana con actividad serina-treonina quinasa en sus dominios 

citoplasmáticos conocidos como receptor tipo I y tipo II. La cascada de señalización 

comienza con la unión del TGFβ al receptor tipo II que entonces fosforila al receptor 

tipo I activando consecuentemente su dominio quinasa. El receptor tipo I activado 

fosforila a una proteína citoplasmática miembro de una familia de mediadores 

intracelulares conocidos como SMADs (sobre un residuo conservado de serina del 

extremo C-terminal). Las proteínas SMAD2/3 activadas de esta forma se acumulan en 

el núcleo donde forman un complejo heterodimérico con la proteína SMAD4 que actúa 

como un coactivador. En el núcleo el complejo SMAD se une con proteínas de unión a 

DNA (DBPs) que actúan tanto como coactivadores y correpresores transcripcionales de 

un gran número de genes, generándose diferentes respuestas biológicas. Entre los genes 

que son regulados por los factores SMAD se encuentran: el inhibidor del activador del 

plasminógeno (80), los inhibidores de CDK (quinasa dependiente de ciclina) como 

p15 y p21 (81, 82), ciclina D1 (83) y el propio TGFβ (84), entre otros. 

 

La identificación de mutaciones en el gen TGFβ en la mayoría de tumores colorrectales 

MSI, notó la importancia que esta vía podía tener en el proceso tumoral de colon. Todas 

las mutaciones  han sido encontradas en la región de repetición A10  (85). 
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En cambio en los tumores que no presentan inestabilidad de microsatélites (MSS), los 

genes de esta vía que se encuentran alterados son SMAD2 y SMAD4 (18q21), con 

pérdida de heterozigosidad encontrada en el 70% de los tumores de colon (Tabla 2) (86, 

87). 

 

1.1.4. Eventos genéticos adicionales implicados en el desarrollo tumoral  

El gen KRAS se encuentra mutado aproximadamente en el 50% de los tumores 

colorrectales, con mutaciones puntuales en los codones 12, 13 y en menor medida 61 

(Tabla 2). Entre sus muchas funciones, interviene en la transducción de señales que 

regulan la progresión del ciclo celular (88, 89). Las mutaciones en k-ras se asocian a un 

aumento en la expresión de la enzima DNA metiltransferasa (DNMT1), ciclina D1 y 

gastrina. La elevada actividad DNMT1 detectada en tumores de colon podría de esta 

forma conducir a la aparición de inactivación epigenética de genes supresores de 

tumores tales como p16, observado en un 28-55% de los tumores de colon (90). 

 

Mutaciones en p53 también se han identificado en un 50% o más de los tumores de 

colon (Tabla 2); mutaciones que se localizan primariamente en los exones 5-8. La 

mayoría de ellas producen una proteína con una vida  media anormalmente larga, 

pudiéndose detectar la acumulación de la proteína mutante por inmunohistología (91, 

92). Las mutaciones inactivadoras de p53 ocurren de forma tardía durante la transición 

de adenoma a carcinoma y suelen ir acompañadas por deleciones del segundo alelo 

salvaje.  

 

El gen supresor de tumores DCC (18q21) clonado en 1990,  codifica un receptor de 

superficie para el ligando netrina y aparece delecionado en un elevado porcentaje de 
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tumores MSS (mas del 70%) (Tabla 2). La pérdida de esta proteína se asocia con un 

peor pronóstico (93). Según parece estaría implicada en la regulación del proceso de 

apoptosis (94). 

 

Varios genes igualmente se encuentran constitutivamente sobreexpresados pero no 

mutados en cáncer de colon. La expresión de ciclooxigenasa-2 (COX-2) aparece 

aumentada en el 43% de los adenomas y en el 86% de los carcinomas (95); parece que 

interviene en la regulación de la angiogénesis y apoptosis (96). Se ha observado que en 

líneas tumorales de colon, la inhibición de la actividad COX-2 bloquea el crecimiento 

de las células (97) y disminuye el número de pólipos intestinales en un modelo de ratón 

mutante para APC (98). Los avances en el conocimiento de la función COX-2 están 

permitiendo iniciar nuevas estrategias en la prevención empleando drogas anti-

inflamatorias no esteroideas (NSAIDs) (99, 100). 

 

1.1.5. Inestabilidad genómica en la progresión del cáncer colorrectal  

Atendiendo al modelo de Vogelstein y col. (1), son necesarias de 5 a 10 alteraciones 

genéticas para la generación de un fenotipo transformado. Sin embargo, en los tumores 

de colon con fenotipo mutador Perucho estima que aproximadamente ocurren 100.000 

mutaciones, aunque teniendo en cuenta que hay que considerarlo como un caso especial 

(101). En los tumores esporádicos habría que hacerse las siguientes preguntas: ¿cuántos 

eventos genómicos ocurren, cuándo ocurren y que fracción de los mismos es relevante 

en la tumorogénesis? Empleando técnicas de hibridación genómica comparativa (102) e 

inter-SSR-PCR (simple sequence repeat), se ha estimado que ocurren unos 20 eventos 

(inserciones, deleciones,  y/o duplicaciones) en aproximadamente 1Mb de genoma 
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humano (103, 104), es decir unos 11.000 eventos genéticos individuales por célula 

(105). 

En este escenario, ¿cómo se entiende la ruta de progresión de los tumores esporádicos 

en el modelo de Vogelstein? Si consideramos que el genoma humano tiene unos 

100.000 genes, y que ocurren unos 11.000 eventos genéticos por célula es lógico pensar 

que únicamente un pequeño número de ellos tenga consecuencias en la viabilidad de la 

célula. Y que los eventos que detectamos durante la progresión tumoral sean realmente 

aquellos que tienen un importante papel en la desdiferenciación celular. El fenómeno de 

la inestabilidad en los tumores esporádicos se sitúa igualmente en el inicio del proceso 

tumoral, en donde la célula va acumulando alteraciones y es la afectación de genes 

clave la que dispara la progresión tumoral. 

 

En los tumores de colon nos encontramos por tanto con dos tipos de inestabilidad: la 

inestabilidad observada a nivel de nucleótidos que resulta en sustituciones, deleciones o 

inserciones de unas pocas bases (MIN); y la inestabilidad observada a nivel 

cromosómico que resulta en pérdidas o ganancias de cromosomas enteros o de grandes 

porciones de los mismos (CIN). Existiendo una relación inversa entre CIN y MIN en los 

tumores colorrectales. De tal modo, que los tumores con alteración de los genes de 

reparación de errores de apareamiento de bases MMR son generalmente diploides a 

diferencia de los tumores CIN aneuploides. Cuando se hacen experimentos de fusión de 

células MIN y CIN (106) los híbridos resultantes presentan el fenotipo CIN pero no el 

MIN. La complementación de MIN por células CIN es algo esperado, ya que la 

expresión del gen salvaje MMR en el híbrido restaura la función MMR (107). La 

incapacidad de las células MIN en complementar el fenotipo CIN, muestra sin embargo 

que el fenotipo CIN tiene un efecto dominante que puede ser el resultado de la ganancia 
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de la función génica más que de la inactivación. Esto por otra parte sugiere que se 

requiere un único evento mutacional ("hit") para producir un fenotipo CIN (Figura 5). 

Figura 5 

 

 

Rutas de la inestabilidad genética. MSC (mitotic spindle checkpoint) gen regulador 
del huso mitótico, como hBUB1. 
 
 
 

Las bases moleculares de la inestabilidad cromosómica en los tumores están ahora 

comenzando a ser objeto de investigación. Ya que la aneuploidia es una característica 

presente en casi la totalidad de los tumores (108) al igual que en células transformadas 

in vitro (109), se podría pensar que la inestabilidad cromosómica es el resultado de las 

propiedades de crecimiento y defectos estructurales de las propias células tumorales. Sin 

embargo, el hecho de que la inestabilidad cromosómica generalmente no ocurra en 

células tumorales con el fenotipo MIN y que las células tetraploides que resultan de la 

fusión de dos líneas celulares MIN sean cromosómicamente estables, es una prueba en 

contra de cualquier factor inespecífico (106). 
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A diferencia de los tumores MIN, donde un pequeño número de genes son responsables 

de este fenotipo, en la producción del fenotipo CIN se encuentran implicados un gran 

número de genes  por lo que se desprende de los estudios realizados en levadura (110, 

111). Genes que cuando se encuentran alterados conducen a la inestabilidad 

cromosómica, entre los que se incluyen: genes responsables de la condensación 

cromosómica; cohesión de las cromátidas hermanas; organización y función del 

cinetocoro, centrosoma, formación y dinámica de microtúbulos; y genes reguladores de 

la progresión del ciclo celular (112, 113). 

 

En levadura, la alteración de los genes que controlan la formación del huso mitótico 

conducen al fenotipo CIN, son células que completan la mitosis pero con una 

segregación cromosómica anormal. En tumores humanos se han encontrado alteraciones 

en un pequeño número de genes que intervienen en la mitosis. Concretamente, una 

pequeña fracción de tumores de colon presenta mutaciones somáticas en los genes 

hBUB1 o hBUBR1 (114). 

 

En realidad, para que se genere un fenotipo CIN tanto en levadura como en humanos se 

requiere la alteración de un gran número de genes, por esta razón el fenotipo CIN es 

muy frecuente en tumores. En este sentido y considerando el caso concreto de los 

tumores de colon donde la función de la proteína APC parece ser crítica en la 

inestabilidad cromosómica (gracias a su interacción con los microtúbulos y con la 

proteína EB1), la alteración de su función génica y  probablemente de otras proteínas se 

encuentre en la base de la misma. 
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Además de los genes supresores de tumores gatekeepers y caretekers que se han 

considerado hasta el momento como responsables bien de forma directa o indirecta de la 

carcinogénesis de colon, habría que considerar un tercer grupo de genes de 

susceptibilidad implicados. Los cuales actuarían de forma indirecta en la progresión 

tumoral a través de su intervención en el reconocimiento por parte de las células del 

sistema inmune. Genes que no sólo incluyen a las propias moléculas HLA de clase I, 

sino también a los genes que intervienen y participan en los procesos de procesamiento 

y presentación antigénica por parte de las propias moléculas HLA de clase I. La 

alteración de este conjunto de genes es la responsable de una respuesta defectuosa 

llevada a cabo por el sistema inmune en el reconocimiento de las células tumorales 

contribuyendo por tanto de forma indirecta a la progresión tumoral. 
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1.2. Inmunoevasión: implicaciones del defecto de expresión de 
moléculas HLA-I 
 
1.2.1. De la inmunovigilancia al escape tumoral 

El concepto de inmunovigilancia tiene su origen en una idea ya antigua. Se basa en la 

capacidad que tiene el sistema inmune de poder distinguir las células normales de 

aquellas que sufren un proceso de desdiferenciación y escapan al control tisular. Este 

efecto de represión que ejerce el sistema inmune, fue mencionado por primera vez por 

Paul Ehrlich (115). Pero no es hasta mediados de los años 50, tomando como base 

estudios de transplante de tejidos realizados por Medawar y col., (116) cuando 

comienza a surgir esta idea. Las primeras observaciones indicaban que el sistema 

inmune de un ratón inmunocompetente era capaz de reconocer y destruir tumores 

transplantados procedentes de cepas de ratón no emparentadas. Pero el desarrollo de 

cepas singénicas reveló, que lo que realmente se rechazaba en el huésped transplantado 

era un tejido genéticamente no emparentado y no el tejido tumoral. Sin embargo, el 

hecho de que ratones inmunizados con células tumorales genéticamente idénticas 

procedentes de tumores inducidos por carcinógenos químicos, virus o de cualquier otra 

forma, fuesen capaces de desarrollar una respuesta inmune frente al tumor proporcionó 

la clave de la hipótesis de inmunovigilancia frente al cáncer (117, 118). 

 

Estas nociones fueron incorporadas a la hipótesis de inmunovigilancia de Burnet M y 

Thomas L (1957) (119, 120), especulando con la idea de que los linfocitos en este 

proceso actuarían como centinelas en el reconocimiento y eliminación de células 

tumorales (121). 

 

La introducción de la hipótesis de inmunovigilancia fue rápidamente seguida por 

diversos experimentos, que tenían como objetivo probar que ratones huésped con 
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sistemas inmunes dañados podrían experimentar aumento de la incidencia tanto de 

tumores espontáneos como inducidos químicamente. En estos ensayos se trataba de 

explorar si el desarrollo tumoral en ratones se veía influenciado por la inmunosupresión 

experimental del huésped. 

 

La caracterización e identificación de los ratones atímicos nude (122) en este sentido, 

permitió tener a los investigadores una herramienta muy útil en el estudio de la 

formación tumoral en un huésped genéticamente inmunocomprometido. Representando 

el trabajo de Stutman uno de los usos más extensos de ratones nude en la determinación 

fisiológica de la inmunovigilancia (123). Stutman encontró que la cepa de ratones nude 

CBA/H no producía más tumores inducidos químicamente comparados con los salvajes, 

y que tampoco presentaban un acortamiento del período de latencia tumoral después de 

la inyección del carcinógeno metilcolantreno (MCA) (124). Los trabajos de Stutman 

fueron corroborados por diferentes investigadores, como Rygaard y Povlsen (125, 126), 

demostrando que no existían diferencias significativas entre la incidencia de los tumores 

espontáneos no virales de ratones nude y ratones de fenotipo salvaje. Los resultados por 

tanto empleando ratones nude fueron más conclusos que los basados en la 

inmunosupresión experimental, y esta contundencia hizo que se abandonase de forma 

momentánea la hipótesis de inmunovigilancia. 

 

Son dos hallazgos clave entre 1994 y 1998, los que hacen de nuevo renacer el concepto 

de inmunovigilancia frente al cáncer. El primero de ellos se debió al descubrimiento del 

efecto protector que tiene el IFNγ  producido endógenamente tanto frente al crecimiento 

de tumores transplantados, tumores primarios inducidos químicamente y frente a 

tumores espontáneos. Empleando una aproximación de transplante de células tumorales 
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encontraron que los fibrosarcomas inmunogénicos crecían más rápido y más 

eficazmente en ratones tratados con anticuerpos monoclonales neutralizantes específicos 

para IFNγ (127). Igualmente ocurría con ratones que eran defectivos para el receptor de 

IFNγ (IFNGR1-/-), STAT-1-/- (factor transcripcional que media la señalización a través 

de IFNGR1) y para el mismo IFNγ; siendo de 10 a 20 veces más sensibles que los 

ratones normales en cuanto a la capacidad de producir tumores inducidos por MCA y 

con un menor tiempo de latencia tumoral (128). 

 

El segundo hallazgo clave fue en ratones perforina-/- (C57BL/6), siendo más propensos 

a los tumores inducidos por MCA comparados con ratones salvajes (129). Los  ratones 

perforina-/- no tratados con MCA mostraban una alta incidencia de linfomas 

espontáneos diseminados (130). Ambos puntos introducen una idea nueva al concepto 

de inmunovigilancia que hasta la fecha no se había considerado, y es que la respuesta 

innata (IFNγ, perforina) se sitúa en el origen del reconocimiento del desarrollo tumoral. 

 

Basándose en los estudios anteriores, era lógico pensar que si la hipótesis de 

inmunovigilancia era cierta cabria esperar una mayor incidencia de tumores en 

pacientes con inmunodeficiencias o inmunodeprimidos. Así, estudios de seguimiento 

realizados en pacientes transplantados que fueron inmunosuprimidos (131) e individuos 

con inmunodeficiencias primarias (132) revelaron un aumento del riesgo relativo de 

incidencia de cáncer. En algunos de estos casos,  estaba claro que el tumor era de origen 

viral. Así por ejemplo, en registros de transplante recogidos en diversos países se ha 

observado una alta tasa de incidencia de linfoma no-Hodgkin, sarcoma de Kaposi, y 

carcinomas genitourinarios y de regiones anogenitales. Muchos de estos tumores son de 

origen viral y han sido originados como consecuencia de la infección en estos pacientes 
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inmunodeprimidos por diferentes virus: virus de Epstein-Barr (linfoma no-Hodgkin), 

herpesvirus 8 (sarcoma de Kaposi) y papilomavirus (genitourinarios y anogenitales) 

(133). Se trata de un grupo de tumores que es muy frecuente en pacientes 

inmunodeprimidos por VIH. Sin embargo, estos datos no invalidan un aumento del 

riesgo relativo en un gran número de tumores de etiología no viral aparente (134-137). 

 

Sí como premisa suponemos entonces la existencia de una inmunovigilancia fisiológica, 

la pregunta siguiente sería: ¿por qué entonces se desarrollan los tumores en individuos 

inmunocompetentes? Durante mucho tiempo se ha especulado con la posibilidad de que 

el sistema inmune intervenga durante la formación tumoral seleccionando variantes 

poco inmunógenas que tienen por tanto una mayor capacidad de sobrevivir en un 

ambiente inmunológicamente intacto. De tal forma, que los tumores se verían 

influenciados por el ambiente inmunológico en el que se forman. Este proceso de 

modificación (imprinting) puede a menudo resultar en la generación de tumores que 

están mejor adaptados a sobrevivir en el huésped. Las  alteraciones que deben de ocurrir 

en esta escultura inmunológica de un tumor en desarrollo son probablemente facilitadas 

por la inestabilidad genética inherente a las células tumorales (138). Siendo algunas de 

las posibles dianas de este proceso de selección genes que codifican antígenos 

tumorales, componentes de la maquinaria de procesamiento y presentación antigénica, o 

componentes de la señalización del IFNγ (128). Según esta hipótesis la escultura 

inmunológica sobre los tumores ocurre continuamente, pero los principales efectos de 

este proceso son más prominentes de forma muy temprana cuando el tumor es 

histológicamente (pero no clínicamente) detectable. 
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Ya que el sistema inmune tiene una doble vertiente, tanto en la protección del huésped 

como en el efecto moldeador sobre el propio tumor, el término de inmunovigilancia que 

incluye la primera parte del proceso no es totalmente correcto. Ampliándose por ello el 

concepto al de "cáncer inmunoediting" (139),  que se concibe como el resultado de tres 

etapas: eliminación, equilibrio y escape (Figura 6). La inmunovigilancia ocurriría 

durante la etapa de eliminación, mientras que la selección de variantes tumorales tendría 

lugar en la etapa de equilibrio. La cual daría paso si el tumor no se erradica, al escape y 

a la aparición clínica de tumores aparentes. En realidad el proceso de eliminación 

equivaldría al de inmunovigilancia, ya que cuando se lleva a cabo de forma satisfactoria 

es capaz de eliminar el tumor.  En la fase de eliminación, una vez que el tumor sólido 

adquiere un cierto tamaño, empieza a crecer invasivamente y requiere para ello un 

suplemento de metabolitos,  formando nuevos vasos (neovascularización) como 

resultado de la producción de factores angiogénicos y estromagénicos (140) (Figura 7). 

El crecimiento invasor altera la estructura del tejido que lo rodea, lo cual induciría 

señales inflamatorias que reclutarían células de la respuesta innata (NKT, NK, 

LTγδ, macrófagos y células dendríticas) a esa región (141-143). Determinadas 

estructuras expresadas sobre las células transformadas (bien  como resultado del 

proceso de transformación o inducidas por la respuesta inflamatoria) serian reconocidas 

por los linfocitos infiltrados: NKT, NK o LTγδ, los cuales son estimulados en la 

producción de IFNγ (144, 145). En una segunda fase, el IFNγ que fue inicialmente 

producido puede inducir una cantidad limitada de muerte tumoral por mecanismos 

antiproliferativos (146) y antiapoptóticos (147). Sin embargo el IFNγ también induce la 

producción de quimioquinas por parte tanto de las propias células tumorales como del 

estroma normal: CXCL10 (o la proteína 10 inducible por IFNγ, IP10) (148); CXCL9 

(como la monoquina inducida por IFNγ, MIG) (149) y CXCL11 (I-TAC, quimioquina 
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quimiotáctica-α  de LT inducible por interferon) (150). Algunas de estas quimioquinas 

tienen efectos angiostáticos potentes y pueden bloquear la formación de nuevos vasos 

dentro del tumor. Los restos de células tumorales formados son ingeridos por células 

dendríticas locales, que migrarían a los ganglios linfáticos regionales. En una tercera 

fase las células NK y los macrófagos infiltrados se activan mutuamente mediante la 

producción de IFNγ  e IL-12 matando a las células tumorales por mecanismos que 

implican apoptosis mediada por TNF-L, perforina y los intermediarios de oxígeno y  

nitrógeno reactivos (151-153). En los ganglios linfáticos regionales, las células 

dendríticas llevarían a acabo el priming y cross-priming con producción de LT-CD4 y 

LT-CD8 activados, que destruirían a las células  que expresan antígenos tumorales y 

cuya inmunogenicidad ha sido aumentada tras la exposición local al IFNγ (154). 

Figura 6  
 
Cáncer inmunoediting: (a) eliminación, (b) equilibrio, (c) escape. En (a) y (b) se 
representa en color azul células tumorales en desarrollo, variantes tumorales en rojo y 
células estromales y no transformadas (gris). En (c) aparecen representadas otras 
variantes tumorales (naranja) que se han originado como resultado del proceso de 
equilibrio. (Dun GP y col., Nature 2002, 3:991-998).   
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En la última fase del inmunoediting, el sistema inmune del hospedador y cualquier 

variante tumoral que haya sobrevivido al proceso de eliminación entra en un equilibrio 

dinámico. En este proceso, los linfocitos y el IFNγ ejercen una potente presión sobre las 

células tumorales que es suficiente para contener, pero no para extinguir completamente 

un nido tumoral con células tumorales inestables genéticamente y con una gran 

capacidad de mutación. Durante el proceso de selección muchas de estas variantes 

tumorales son destruidas, pero otras son resistentes al ataque del sistema inmune, 

expandiéndose las variantes sobrevivientes de una forma incontrolada. 

Figura 7 
 

 
 
Modelo propuesto que explica la fase de eliminación del proceso de "cáncer inmunoediting". (a) Los linfocitos 
de la respuesta innata (NK, NKT, LT γδ) reconocen las células transformadas y son estimulados en la producción de 
IFNγ. (b) El IFNγ desencadena una cascada de la respuesta inmune innata: producción de quimioquinas; factores 
angiostáticos; efecto antiproliferativo del IFNγ sobre las células tumorales; actividad citotóxica. Los restos de células 
tumorales son ingeridos por células dendríticas. (c) Desarrollo de la respuesta adaptativa en un ganglio linfático 
(priming, y cross-priming). (d) Respuesta citotóxica llevada a cabo por LT CD4+ y LT CD8+ activados, con 
destrucción de las células tumorales. (Dun GP y col., Nature 2002, 3:991-998).   
 
 
 

a b 

c d 
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1.2.2. Generación de fenotipos de "escape tumoral": selección de variantes 

tumorales 

Durante el inicio del proceso tumoral pueden surgir determinados clones de células 

malignas  que escapan al control de la inmunovigilancia. Clones poco inmunogénicos 

que se originaron como resultado del efecto de modelado que ejerce el sistema inmune 

sobre el tumor o inmunoediting. El origen de esa enorme diversidad y heterogeneidad 

encontrada hay que buscarla en la inestabilidad genómica, propiedad inherente 

compartida por todos los tumores. Y es sobre la base de esa diversidad donde opera la 

fuerza de la selección. El resultado de este proceso pasivo viene determinado por 

múltiples factores en el microambiente tumoral, como la presencia de determinados 

factores de crecimiento, suplemento de nutrientes y la presión ejercida por el sistema 

inmune. La inestabilidad genómica simplemente crea un vasto repertorio de células 

tumorales que pueden ser seleccionadas posteriormente de acuerdo a la acción ejercida 

por los factores ambientales. En realidad, lo que tendría lugar es la progresión 

diferencial de determinados clones tumorales en virtud de la presencia de un fenotipo 

que les permite tener ventajas de crecimiento, y no la adquisición activa de 

determinadas características o fenotipos. 

 

1.2.2.1. Pérdida o defecto de expresión de moléculas MHC de clase I 

La pérdida total de expresión de moléculas HLA de clase I es un fenómeno frecuente en 

tumores de diferente histología, como colon, y adenocarcinoma de próstata (155). En 

carcinoma de mama la frecuencia se sitúa por encima del 50% (156). Por lo tanto es 

posible que variantes defectivas en la expresión de HLA-I puedan ser el resultado del 

efecto de escultura inmunológica en lesiones tumorales tempranas (139).  Tal vez, por el 

contrario  puede tratarse de un proceso activo como resultado del escape al ataque 



                                                                                                           50 

inmune que tendría lugar en una etapa avanzada del proceso tumoral, como podemos 

deducir de la ausencia de expresión de moléculas MHC-I asociada a lesiones 

metastásicas e invasivas (157). 

 

Los mecanismos responsables de la pérdida de moléculas de clase I incluyen 

mutaciones en una copia del gen de β2-microglobulina en asociación con perdida de 

heterozigosidad (LOH) en el segundo alelo (158) (Figura 8). Otras causas de pérdida 

total incluyen defectos de regulación en los genes MHC y en la maquinaria de 

procesamiento y presentación antigénica. Defectos en la expresión de las subunidades 

LMP2 y LMP7 del complejo multicatalítico del proteasoma y de los transportadores de 

péptidos TAP1 y TAP2 se han encontrado en diferentes tumores, incluyendo carcinoma 

de pulmón de células pequeñas (159), carcinoma de próstata (160) y carcinoma de 

células renales (161). En todos ellos la ausencia de expresión de HLA-I se aumentó tras 

la exposición a IFNγ. 

 

Los tumores igualmente pueden presentar pérdida selectiva de haplotipos HLA de clase 

I, locus o alelos. La pérdida de haplotipo puede deberse a la pérdida de heterozigosidad 

o LOH en 6p21.3 (162). Varios mecanismos están implicados en la falta de expresión 

de locus, que es más frecuente con antígenos HLA-B que con HLA-A. En melanomas, 

el aumento de expresión del oncogen c-Myc se correlaciona con la ausencia de 

expresión selectiva del locus HLA-B  (163). Igualmente la ausencia de factores de 

transcripción locus-específicos puede inducir un defecto de locus HLA-B en líneas de 

colon (164). Los defectos responsables para las pérdidas selectivas de alelos incluyen 

mutaciones en  los genes que codifican la cadena pesada de clase I (165). 
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Figura 8 
 
 

 
 
Mecanismos moleculares responsables de la expresión alterada de moléculas HLA de 
clase I: (a) Defectos en los componentes de la maquinaria de procesamiento y 
presentación antigénica (tales como LMP2, LMP7, TAP1 y TAP2). (b) LOH en el 
cromosoma 6, con pérdida de haplotipo HLA; defectos en la regulación transcripcional 
de genes HLA de clase I con pérdida de locus HLA; mutaciones puntuales o deleciones 
génicas de la cadena pesada de clase I, que generan pérdidas selectivas de alelos HLA. 
(c) mutaciones y/o LOH de β2m. (Khong HT y col., Nature 2002, 999-1005). 
 
 

 

Las descripciones de la pérdida parcial o completa de moléculas HLA-I así como los 

mecanismos de escape inmune, sin embargo fracasan en la consideración de un aumento 

de la susceptibilidad a la lisis por parte de las células NK que es una consecuencia 

directa de tales pérdidas (166). ¿Por qué las variantes tumorales defectivas para HLA-I 

continúan creciendo y no son destruidas por las células NK? Las células NK expresan 
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receptores activadores como NKG2D los cuales unen ligandos inducidos por estrés 

(MICA y MICB), que pueden estar aumentados en diferentes tumores. La activación de 

las células NK a través de esta vía de señalización podría contrarrestar el efecto 

inhibidor de la unión de HLA-I con los receptores KIRs (167, 168). Por lo tanto aunque 

los tumores HLA-I-negativos pueden ser susceptibles de muerte por parte de las células 

NK, la ausencia de expresión de MICA o MICB permitiría tener a los tumores una 

ventaja de crecimiento y representaría una potencial estrategia de escape, aunque se 

trata de una idea  que aún no se ha demostrado en tumores humanos (169). 

 

Explicaciones alternativas de por qué las células tumorales que han perdido la expresión 

de HLA-I no son destruidas por las células NK pueden derivarse del modelo de 

activación-inhibición (Figura 9). Las células NK son rápidamente activadas en la 

presencia de factores estimuladores como la interleuquina 12 (IL-12), IL-2, IL-15 o 

IFNs tipo I en respuesta a condiciones inflamatorias asociadas con una infección 

microbiana. En ambientes "estériles",  estos efectos estimuladores puede que no se 

produzcan (170). Además, la ausencia de expresión de moléculas coestimuladoras como 

B7-1, B7-2, CD40 y CD70 por parte de los tumores puede también impedir la 

activación óptima de las células NK a través de la ruta de coestimulación CD28 y CD27 

(171-173). Es posible que en algunas situaciones los tumores puedan producir 

citoquinas inmunomoduladoras, como el factor de crecimiento transformante-β (TGFβ) 

o el factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) (174), que pueden 

directamente inhibir la activación y función de las células NK. 
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Figura 9 

 

 

Modelo de activación/inhibición durante el progreso tumoral. La activación inmune 
durante los estadíos iniciales de la progresión tumoral puede ser consecuencia de la 
expresión de neoantígenos. Otros factores que pueden producir la activación inmune 
incluyen la generación de Hsps (heat shock protein) que resultan del estrés celular y los 
intermediarios de oxígeno reactivos (ROI). Al mismo tiempo, la activación inmune 
pude estar impedida por la ausencia de una coestimulación apropiada, la presencia de 
citoquinas inmunosupresoras (TGFβ) y células inmunoreguladoras (LT CD4+ CD25+, 
y NKT). El desarrollo del tumor en esta situación, podría ser por tanto el resultado del 
efecto neto entre activación e inhibición inmune. (Khong HT y col., Nature 2002, 999-
1005). 
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1.2.2.2. Ausencia de coestimulación     

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoría de los tumores parece ser que crecen 

en un microambiente no-inflamatorio,  en donde por tanto no tendría lugar la activación 

inmune. El reconocimiento de los antígenos tumorales por parte de las células 

dendríticas (DCs) en estas condiciones no daría lugar a la activación y maduración de 

las mismas. Además hay que tener en cuenta que la ausencia de expresión de moléculas 

coestimuladoras por parte de las células tumorales podría conducir a la anergia de LT 

(175) y a una activación subóptima de NK. 

 

1.2.2.3. Citoquinas inmunosupresoras  

La activación o inhibición  de las células T puede también depender de la presencia o 

ausencia de citoquinas en su microambiente. Las células tumorales producen una 

variedad de citoquinas y quimioquinas que pueden afectar negativamente a la 

maduración y función de las células inmunes. Como el factor de crecimiento del 

endotelio vascular (VEGF), que es una citoquina secretada por la mayoría de los 

tumores (176). Estudios in vitro muestran que VEGF inhibe la diferenciación y la 

maduración de células dendríticas mediante la supresión del factor transcripcional 

NFκB en células stem hematopoyéticas (177). La tinción inmunohistoquímica de 

secciones de carcinoma gástrico reveló una correlación inversa entre la densidad de 

células dendríticas y la expresión de VEGF. Este hallazgo estuvo igualmente asociado 

con un peor pronóstico (178). En pacientes con cáncer de pulmón, cabeza y cuello, y de 

mama hubo un descenso en la función y número de células dendríticas maduras, que se 

asoció a un aumento de la concentración plasmática de VEGF (179). Igualmente, 

además del aumento de la concentración plasmática de VEGF en  pacientes con cáncer, 

también se encuentran aumentados los niveles de IL-10 sérica. La IL-10 puede ejercer 
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un efecto inhibidor de la diferenciación de las células dendríticas a partir de precursores 

de la médula ósea (180). 

 

El factor proinflamatorio prostaglandina E2 (PGE2), es otra citoquina expresada por 

tumores como resultado de un aumento de expresión de la enzima ciclooxigenasa-2 

(COX2) en varios tumores humanos (181-183). La prostaglandina PGE2 aumenta la 

producción de IL-10 por parte de linfocitos y macrófagos e inhibe la producción de IL-

12 por los macrófagos (184). Altas concentraciones de TGFβ también se han 

encontrado en pacientes con cáncer, lo que estuvo asociado con la progresión de la 

enfermedad (185) y una pobre respuesta a la inmunoterapia (186). 

 

1.2.2.4. Señalización defectiva a través de los receptores de muerte 

Dos ligandos de receptores de muerte juegan un importante papel en la 

inmunovigilancia frente al desarrollo tumoral: Fas-ligando (FasL) y TRAIL (187-189). 

La señalización defectuosa a través de los receptores de muerte celular es un mecanismo 

que puede contribuir a la supervivencia y proliferación de las células tumorales. El 

inhibidor de la caspasa-8 (cFLIP) es expresado en varios tumores, en estos casos cFLIP 

haría a las células tumorales resistentes a la apoptosis inducida a través de receptores de 

muerte (190). La perdida de expresión de Fas en los tumores igualmente contribuye a 

una resistencia a la apoptosis (191, 192). 

 

1.2.2.5. Apoptosis de linfocitos T activados 

Uno de los mecanismos más controvertidos de escape tumoral es la expresión de 

ligandos de receptores de muerte por parte de las células tumorales. Así una amplia 

variedad de tumores expresan Fas-L, induciendo apoptosis sobre células diana 
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susceptibles Fas+. Entre ellos,  carcinoma de pulmón (193), melanoma (194), carcinoma 

de colon (195) y carcinoma hepatocelular (196). Bajo la activación de los LT como 

resultado del reconocimiento de antígenos tumorales, las células tumorales expresan 

niveles altos de Fas-L, induciendo la apoptosis de las propias células T ("suicida") y 

entre las propias células T ("fraticida") (197, 198). 
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1.2.3. Moléculas MHC de clase I: procesamiento y presentación antigénica 

Las moléculas MHC de clase I están constituidas por cadenas pesadas-MHC unidas no 

covalentemente a una cadena ligera soluble no polimorfica denominada β2-

microglobulina (199). La gruta de unión al péptido antigénico, tercer componente del 

complejo MHC-I expresado en superficie, está formada por dos dominios altamente 

polimorficos α1 y α2. Ambos dominios conforman una estructura formada por dos 

hélices α que delimitan los bordes de la gruta y láminas β antiparalelas. Aunque cada 

molécula MHC-I es capaz de unir diferentes péptidos, hay algunas restricciones tanto en 

longitud como en secuencia (200). Como la gruta de unión se encuentra cerrada por 

ambos extremos, las moléculas de clase I únicamente pueden unir péptidos de 8 a 10 

residuos de longitud (Figura 10). 

Figura 10 
 
 

 
 
Estructura tridimensional del complejo trimérico formado por: cadena pesada HLA de 
clase I, β2-m, y péptido antigénico. 
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Los péptidos presentados por las moléculas MHC-I tienen unas características propias: 

presentan en el extremo C-terminal  residuos hidrofóbicos o básicos, y diferentes 

residuos de anclaje que son los que interaccionan con aminoácidos polimórficos de 

moléculas HLA-I. El cambio de un residuo de anclaje puede ocasionar que un 

determinado péptido se una a un alelo particular HLA y no a otro. 

 

La mayoría de los péptidos que unen las moléculas MHC-I son derivados de proteínas 

sintetizadas en el citoplasma celular (201). Siempre se había considerado que estos 

péptidos procedían de proteínas celulares degradadas en el citoplasma en virtud del 

proceso de recambio celular de estructuras deterioradas o envejecidas. Sin embargo, 

estudios recientes indican que la principal fuente de péptidos presentados  por MHC-I 

procede de proteínas nuevas recién sintetizadas (202, 203). Entre el 30-80% de las 

proteínas recién sintetizadas son rápidamente degradadas. Estos sustratos han sido 

denominados productos defectivos ribosomales o DRiPs, y representan polipéptidos 

sintetizados prematuramente que no tienen la longitud correcta o proteínas mal plegadas 

(misfolded). Estos productos generan una fuente rica de péptidos para la presentación 

antigénica por parte de moléculas MHC-I,  y al mismo tiempo este sistema permite una 

rápida detección de productos virales o bien de células alteradas. 

 

Gran parte de la actividad proteolítica del citoplasma es mediada por el proteasoma 

(204). La mayoría de los sustratos del proteasoma se encuentran modificados 

covalentemente mediante la unión a ubiquitina. Tanto polipéptidos como proteínas mal 

plegadas y los DRiPs pueden unirse a ubiquitina para ser degradados por este complejo. 

Por lo tanto no es sorprendente que el proteasoma genere la principal fuente de péptidos 

presentados por MHC-I (205). Esta función fue claramente demostrada con el empleo 
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de inhibidores específicos que interaccionan con los centros catalíticos del proteasoma 

(206). 

 

El proteasoma es un complejo constituido por 28 subunidades con estructura cilíndrica. 

Las diferentes subunidades se ordenan en cuatro anillos apilados formados cada uno por 

7 de ellas, con un núcleo hueco recubierto por los centros activos de las subunidades 

catalíticas (207) (Figura 11). Tres subunidades constitutivas y sus correspondientes 

subunidades inducibles por IFNγ constituyen los centros catalíticos del proteasoma. Las 

subunidades inducibles LMP2 y LMP7 están codificadas en la región del MHC cerca de 

los genes TAP, y la tercera MECL-1 se codificada en una región diferente del MHC. La 

sustitución de las subunidades constitutivas por las inducibles cambia la especificidad 

del proteasoma hacia su sustratos: generándose péptidos con extremos C-terminales de 

residuos hidrofóbicos y básicos, y  reduciéndose la rotura en residuos ácidos; que  por 

otro lado son los péptidos preferidos para la presentación por moléculas MHC-I y que 

también son los péptidos preferentemente transportados por los transportadores de 

péptidos TAP. 

 

La función del proteasoma está controlada a varios niveles. El “core” del proteasoma 

(constituido por las 28 subunidades) o proteasoma 20S es inherentemente inactivo. Ello 

es debido a que sus centros catalíticos están localizados dentro del "lumen ahuecado" de 

su estructura cilíndrica, y por tanto físicamente es imposible  que los sustratos puedan 

acceder al interior del cilindro donde se encuentran los centros activos (207, 208). Esta 

restricción se solventa  a través de la unión de proteínas activadoras específicas que 

inducen un cambio conformacional en el proteasoma creándose estrechos poros a través 

de los cuales los sustratos pueden acceder al interior del mismo (209). Uno de estos 
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activadores es el PA28, una molécula en forma de anillo constituida por dos 

subunidades: PA28α y PA28β (210, 211). La unión de PA28 a uno o ambos extremos 

del proteasoma activa la hidrólisis de péptidos cortos, pero no de proteínas (212, 213). 

 

Figura 11  
 
 

 
 
 
Estructura del proteasoma de mamíferos. (a) Sección longitudinal, donde se observan en 
diferente color los cuatro anillos; (b) sección transversal con las 7 subunidades que 
forman cada uno de los cuatro anillos.  
 
 

La función del proteasoma es también controlada por otro activador, el PA700 

(conocido  también como 19Scap) (214, 215). Igualmente PA700 puede unirse a uno o 

ambos extremos del proteasoma generando péptidos cortos (216). Sin embargo, PA700 

es capaz de producir la degradación selectiva de proteínas covalentemente unidas a 

ubiquitina, y por  lo tanto se requiere para la degradación de gran número de proteínas 

celulares (214, 215). 

 

Las moléculas MHC-I no solamente  presentan péptidos derivados de proteínas 

citosólicas sino también de proteínas de membrana y secretadas, como por ejemplo 

proteínas de la envoltura vírica (217, 218). Las glicoproteínas de membrana y las 

a b 
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secretadas se translocan normalmente al lumen del retículo endoplasmático (RE) 

durante su biosíntesis. Sin embargo, los péptidos presentados por moléculas HLA de 

clase I indican que estas proteínas son degradadas en el citosol. Al parecer las proteínas 

del RE pueden regresar al citosol mediante el mismo sistema de translocación por el que 

fueron inicialmente transportadas a través de la membrana del retículo (219). Esta 

translocación inversa sería el procedimiento normal por el que proteínas mal plegadas 

en el RE son degradadas. Una vez en el citosol los polipéptidos son degradados vía 

ubiquitina-proteasoma y los péptidos resultantes pueden ser transportados de nuevo al 

lumen del RE mediante los transportadores de péptidos TAP (220). 

 

El proteasoma genera péptidos de una longitud de 15 a 20 residuos, sin embargo las 

moléculas MHC de clase I presentan péptidos de 8-10 residuos. ¿Cómo se generan 

entonces los péptidos de longitud adecuada? Gracias a la actuación de un conjunto de 

aminopeptidasas que eliminan residuos del extremo N-terminal, incluyendo  la leucina-

aminopeptidasa inducible por IFNγ, la aminopeptidasa sensible a puromicina y la 

sensible a bleomicina (221). La mayoría de los péptidos generados son completamente 

degradados en el citosol y solamente unos pocos consiguen llegar al borde del RE 

siendo transportados al interior gracias a un sistema ATP dependiente, constituido por 

las proteínas TAP1 y TAP2 (transportadores asociados con el procesamiento 

antigénico), que permiten el transporte selectivo de péptidos de 8 a 15 Aa. Dentro del 

RE, las moléculas MHC-I vacías esperan a cargarse con estos péptidos. Qué ocurre con 

los péptidos que entran al RE de un tamaño mayor al permitido por las moléculas de 

clase I. Recientemente se ha identificado una nueva aminopeptidasa en el lumen del RE 

que parece ser esencial en la producción de péptidos presentados por moléculas MHC-I. 

Aminopeptidasa denominada ERAAP-de aminopeptidasa del RE asociada al 
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procesamiento antigénico. La enzima ERAAP, es un miembro de la familia de 

metaloproteasas de zinc M1, caracterizadas por un motivo altamente conservado en el 

centro del dominio catalítico (222). Se expresa en todos los tejidos, siendo muy alta en 

hígado, pulmón, bazo y timo-tejidos que expresan elevadas concentraciones de 

moléculas HLA de clase I (223). Es inducible por IFNγ al igual que otros componentes 

de la maquinaria de procesamiento antigénico. La ERAAP rompe residuos N-terminales 

de Lys (K), Leu (L), Tyr (Y) y Asn (N). Es incapaz de romper residuos X-Pro, siendo 

ésta una característica compartida por las aminopeptidasas del RE y supone una fuerte 

evidencia de que muchos de los péptidos presentados por las moléculas de clase I 

tengan la secuencia "X-Pro-Xn" (224).  

 

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que la proteolisis de precursores 

antigénicos en el citoplasma raramente produce o rinde el péptido final (225-227). Si los 

péptidos en el interior del RE son demasiado largos, sus extremos N-terminales son 

acortados por la enzima ERAAP hasta que adquieren la longitud óptima. La actuación 

de esta enzima explicaría por qué los péptidos presentados por las moléculas MHC-I 

poseen la longitud precisa. Los péptidos que no son capaces de unirse a moléculas 

MHC-I son completamente destruidos por ERAAP y por esta causa no se encuentran 

extractos en células intactas (228). Cuando se inhibe la expresión de la enzima ERAAP 

se disminuye la expresión de moléculas de clase I en 1/3 y la presentación de diferentes 

péptidos se ve también diferentemente afectada; algunos péptidos no se  afectan por la 

ausencia de la enzima, otros desaparecen y otros son presentados más de lo normal 

(223). 
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La mayoría de los oligopéptidos que se generan por acción del proteasoma son 

posteriormente  degradados por aminopeptidasas y endopeptidasas en el citoplasma 

celular, siendo empleados los aminoácidos resultantes como fuente metabólica para la 

biosíntesis de proteínas o bien para el catabolismo celular (204). Sin embargo, una 

fracción de estos péptidos son translocados al interior del lumen del RE mediante 

transportadores TAP (201). TAP, es una proteína integral del RE formada por dos 

subunidades, TAP1 y TAP2 codificadas dentro del MHC, próximas a LMP2 y LMP7. Y 

al igual que LMP2 y LMP7, la expresión de TAP1 y TAP2 es promovida tras la 

exposición de las células a IFNγ.  No se conoce como se realiza el transporte de 

péptidos a través el complejo TAP, tal vez la unión del péptido induzca  un cambio 

conformacional responsable de la hidrólisis de ATP, que induciría la apertura del poro, 

liberación del péptido de TAP y difusión hacia el interior del RE (229). En células 

deficientes en TAP, los heterodímeros de clase I no pueden ensamblarse con los 

péptidos (230, 231). En estas circunstancias las cadenas pesadas de clase I no 

ensambladas son posteriormente translocadas hacia el citosol y degradadas por el 

proteasoma. Por lo tanto, células deficientes en TAP presentan muy baja expresión de 

moléculas de clase I en superficie, exhibiendo una baja respuesta frente a linfocitos T 

citotóxicos (CTLs). Sin embargo, igualmente se han descrito rutas independientes de 

TAP y del proteasoma para la presentación de péptidos (201), que generan respuestas de 

CTLs. Aunque probablemente tengan un pequeño papel en la expresión de péptidos por 

parte de las moléculas MHC-I, pueden tener importancia en la generación de una 

respuesta efectiva de CTLs in vivo. 

 

La carga de moléculas MHC-I con péptidos en el RE es un proceso altamente regulado 

que implica a varias proteínas accesorias (201, 232, 233). Los pasos iniciales del 
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ensamblaje de moléculas de clase I están controlados por chaperonas con dominios tipo 

lectina, como son la calnexina y calreticulina, ambas reconocen proteínas N-glicosiladas 

(201). Inmediatamente después de su síntesis, MHC-I se une a la proteína calnexina. La 

unión de β2m a cadena pesada induce el intercambio de calnexina por calreticulina en 

células humanas. Aunque la asociación de calnexina con cadena pesada de clase I es 

indispensable, su importancia para el ensamblaje de MHC-I no está clara, así se ha 

descrito que este proceso se produce normalmente en una línea celular humana 

deficiente para calnexina (234). Una posible explicación para este fenómeno, es que en 

células humanas, otras chaperonas tales como la proteína BiP (proteína de unión a 

cadena pesada tipo inmunoglobulina) suplan la función de calnexina. Hay evidencia de 

hecho, de que en humanos la proteína BiP se une a la cadena pesada de clase I durante 

los pasos tempranos del ensamblaje (235). La calreticulina en cambio, sí  que juega un 

papel crítico en el ensamblaje de clase I, así células de ratón deficientes para 

calreticulina presentan un profundo defecto en la carga de péptidos a las moléculas de 

clase I  (236). 

 

Los heterodímeros de clase I que se encuentran unidos a calreticulina se asocian con 

otras proteínas residentes del RE, incluyendo la oxido-reductasa tiol-dependiente 

ERp57/ER60, las dos subunidades de TAP y la tapasina (o glicoproteína asociada a 

TAP) (232, 237). Este complejo proteico multifactorial se denomina "complejo de carga 

peptídico de MHC-I" (Figura 12). 
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Figura 12 

 

Complejo de carga peptídico formado por las proteínas: MHC de clase I asociada a 

calreticulina, ERp57, tapasina,  y el heterodímero TAP1/TAP2. 

 

La tapasina forma un enlace físico entre las dos subunidades de TAP y los 

heterodímeros de clase I (238, 239).  El dominio N-terminal de la tapasina interacciona 

con los dominios α2 y α3 de la cadena pesada de clase I, mientras que la región 

citoplasmática C-terminal y el dominio transmembrana interaccionan con TAP (232). 

 

La calreticulina interacciona directamente con N-glicanos de cadena pesada de clase I 

(240), y parece ser que se une de forma no-covalente con ERp57 (241). Y ERp57 

interacciona covalentemente con la tapasina a través de un puente disulfuro 

intercatenario (242). 

 

La tapasina es un componente crítico del complejo de carga peptídico. En su ausencia, 

la calreticulina y ERp57 tienen una menor asociación con los heterodímeros de clase I 

(232, 243). El orden preciso del ensamblaje de los diferentes componentes del complejo 

MHC de clase I 

Tapasina 

TAP2   TAP1 

Calreticulina 

ERp57 
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no está claro. Parece ser que inicialmente los heterodímeros TAP interaccionan con la 

tapasina y ERp57, el cual se encuentra unido no covalentemente a calnexina (244). Este 

complejo posteriormente se uniría a los heterodímeros clase I/β2m, con liberación de la 

calnexina y reclutamiento de la calreticulina, para generar el complejo de carga maduro 

(244). 

 

En células deficientes en tapasina (245), la mayoría de las moléculas MHC-I están 

cargadas con péptidos de baja afinidad, que son inestables a temperaturas fisiológicas. 

Estas células por tanto expresan pocas moléculas de clase I en superficie  y son 

defectivas en la presentación antigénica restringida a MHC-I. Resultando que una de las 

funciones de la tapasina es editar el repertorio de péptidos catalizando el 

reemplazamiento de péptidos de baja afinidad por péptidos de alta afinidad (232, 233, 

237, 246). 

 

La unión covalente entre la tapasina y ERp57 se ha observado que tiene una gran 

importancia para la completa oxidación de la cadena pesada (242). Así, mutaciones en 

la tapasina que impiden su unión con ERp57 no solamente impiden la completa 

oxidación de las moléculas de clase I sino que también previenen la carga de moléculas 

MHC-I con péptidos de alta afinidad (242). Este hallazgo sugiere que la tapasina influye 

en el repertorio de péptidos de las moléculas MHC-I al facilitar la formación de los 

puentes disulfuro de la cadena pesada de clase I.       
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1.3. Inmunoterapia en el cáncer de colon 

Los linfocitos T citotóxicos o CTLs se generan en el curso de la activación de una 

reacción inmune a partir de linfocitos T precursores o naive, los cuales requieren al 

menos dos señales secuenciales. 

 

La primera señal viene determinada por la interacción  específica del receptor 

clonotípico de linfocitos T o TCR con el antígeno procesado y presentado por las 

células presentadoras de antígenos (APC) en el proceso denominado priming o cross-

priming. La activación del linfocito T requiere además la participación de señales 

coestimuladoras mediadas por la interacción de diferentes moléculas sobre la superficie 

de la APC y del LT. La interacción mejor caracterizada se realiza entre el receptor 

CD28 expresado por los CTLs y el ligando CD80 (B7.1) que presentan las APC (247). 

Esta unión permite la supervivencia y expansión clonal del LT antígeno-específico 

mediante la expresión de proteínas anti-apoptóticas de la familia bcl-2 (248) y la 

producción de IL-2 (249, 250). Parece ser que la coestimulación mediada por CD28 se 

requiere únicamente para la proliferación de las células T, sin embargo no perece ser 

esencial en la  lisis de la célula diana (251). Ya que todas las células somáticas maduras 

expresan el complejo MHC-I/péptido pero carecen del ligando CD80, la ausencia de 

esta señal coestimuladora representa un mecanismo efectivo que previene la activación 

de los CTLs, frente a componentes del tejido normal (252). 

 

Una vez que los CTLs se activan tienen una alta actividad citolítica frente a células 

tumorales que presentan el determinante antigénico apropiado. Proteasas del tipo 

granzimas y perforina son liberadas en la sinapsis entre las dos células, ocasionando la 

muerte celular por alteración de la membrana y activación de la cascada apoptótica 
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(253). Un mecanismo citotóxico alternativo es mediado por la interacción Fas-Fas-L 

(254), ambas  moléculas son miembros de la superfamilia TNF/NGF (factor de necrosis 

tumoral/factor de crecimiento neuronal) y presentan un importante papel en la muerte 

celular por apoptosis. Mientras que el receptor Fas (45kDa) es expresado de forma 

ubicua por células normales y tumorales, su ligando Fas-L (40kDa) se expresa 

únicamente en linfocitos T activados, células NK, células de sertoli testiculares, y en 

células epiteliales de retina y córnea (255). La unión de Fas-L expresado sobre CTLs 

con el receptor Fas de la célula diana, activa una cascada de muerte celular mediada por 

caspasas que causa la fragmentación del DNA y apoptosis de la misma (256). Sin 

embargo las células tumorales son capaces igualmente de expresar Fas-L induciendo la 

muerte de los LT, constituyendo por tanto un mecanismo de inmunoevasión (257, 258). 

 

1.3.1. Epitopos antigénicos asociados a moléculas HLA de clase I en tumores 

colorrectales 

La mayoría de los epitopos  antigénicos de antígenos asociados a tumor (TAA) 

caracterizados hasta el momento en tumores de  colon son nonapéptidos presentados por 

HLA-A2, lo cual se explica por la  alta prevalencia  de HLA-A2 en la población 

caucásica (Tabla 5). 

 

En todos los ensayos que emplean LT específicos frente a TAA, se han realizado 

mediante expansión y estimulación in vitro tanto de linfocitos infiltrados (TIL) como de   

linfocitos de sangre periférica. La única excepción la constituye el estudio de Nagorsen 

y col. en el que identifican la existencia de CTLs dirigidos frente a los epitopos de CEA, 

Ep-CAM y her-2/neu asociados a HLA-A2 en aproximadamente un tercio de pacientes 

con cáncer colorrectal (285). Estos CTLs fueron capaces de secretar IFNγ in vitro, 
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aunque su capacidad citolítica frente a las células tumorales no se ensayó. En este 

estudio la respuesta positiva de CTLs solamente se observó en estados avanzados de la 

enfermedad (estadio C y D de Duke),  sugiriendo que la invasión de los ganglios 

linfáticos por las células tumorales sería una prerrequisito para la inducción de una 

respuesta de CTLs frente a  un TAA. Una explicación alternativa seria que en casos de 

enfermedad limitada, los CTLs se encuentran restringidos en el tumor primario como 

TIL, mientras que únicamente en casos diseminados podría detectarse respuesta de 

CTLs en sangre periférica. 
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Tabla 5. Epitopos antigénicos MHC de clase I en tumores de colon 

 

 

Abreviaturas: TAA, antígeno asociado a tumor; CEA, antígeno carcinoembrionario; Ep-CAM, molécula de 
adhesión de células epiteliales; her-2/neu (C-erbB2, p185), glicoproteína transmembrana de 185 kDa con actividad 
tirosin-quinasa; WP p53, gen supresor de tumores p53; hTERT, telomerasa; FBP, proteína de unión a folato; SART1, 
3; antígeno 1 y 3 de rechazo de tumor escamoso; MUC1, 2, mucinas 1 y 2. 

 
TAA  

 
Residuos Secuencia antigénica 

 

 
HLA 

 
Referencia 

 
CEA 
CEA 
CEA 
CEA 
CEA 
CEA 
 
 
 
Ep-CAM 
EP-CAM 
Ep-CAM                    
 
her-2/neu 
her-2/neu 
her-2/neu 
her-2/neu 
                                
 
WP p53 
WP p53 
WP p53 
 
hTERT 
hTERT 
 
FBP 
 
SART1 
SART1 
SART3 
SART3 
 
 
p21 ras 
 
 
MUC1 
MUC1 
MUC1 
MUC1 
MUC1 
MUC2 
MUC2 
 

 
571-579 
694-702 
652-660 
268-277 
652-660 
61-69 
 
 
 
263-271 
184-192 
184-193 

654-662 
8-16 
369-377 
754-762 
 

149-157 
264-272 
161-169 

540-548 
865-873 
 
191-199 
 
690-698 
736-744 
302-310 
309-317 

 
1-25 
 

141-148 
130-138 
12-20 
950-958 
9-17 
476-484 
654-662 

 

 

YLSGANLNL 
GVLVGALI 
TYACFVSNL 
QYSWFVNG 
TYACFVSNL 
HLFGYSWYK            
 
 

GLKAGVIAV 
ILYENNVIT 
ILYENNVITI 

IISAVVGIL 
RWGLLLALL 
KIFGSLAFL 
VLRENTSPK 
 
 
STPPPGTRV 
LLGRNSFEV 
AIYKQSQHM 
 
ILAKFLHWL 
RLVDDFLLV 
 
EIWTHSTKV 
 
EYRGFTQDF 
KGSGKMKTE 
LLQAEAPRL 
RLAEYQAYI 
 
 
MTEYKLVVVGAGA
VGKSALTIQLIQ 
 
APDTRPAP 
STAPPAHGV 
LLLITVLTV 
STAPPHVNV 
STAPPAHGV 
LLNQLQVNL 
MLWGWREHV 

 
A0201 
A0201 
A2402 
A24 
A24 
A0301,A1101,A3101, 
A3301, A6801 
 

A0201 
A0201 
A0201 

A0201 
A24 
A2 
A0301, A1101, A3101,  
 
 
A0201 
A0201 
A24 
 
A0201 
A0201 
 
A2 
 
A24 
A26 
A0201, A0207 
A0201, A0207 
 

B12(B44) 
 
 
A2 
A2 
A2 
A2 
A11 
A2 
A2 

 
259, 260 
261 
262 
263 
263 
264 
 
 
 
259 
265 
265 
 
266, 267 
268 
269, 270 
264 
 
 
271 
271 
272 
 
273, 274 
273 

275 

276, 277 
277, 278 
279 
279 
 
 
280 
 
 
281 
281 
282 
282 
283 
284 
284 
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1.3.2. Inmunoterapia activa 

La inmunoterapia activa emplea bien los propios antígenos asociados a tumor (TAA) 

enteros o epitopos de los mismos administrados de  forma sistemática solos o en 

combinación con otros inmunógenos, con el objeto de estimular la propia respuesta 

inmune de CTLs del paciente. 

 

Los primeros ensayos incluyeron los siguientes inmunógenos: el bacilo de Calmette-

Guerin (BCG), levamisol, citoquinas, células tumorales autólogas, extractos de células 

tumorales y mezcla de antígenos. Aunque algunos de estos ensayos (286-288) han 

mostrado una regresión ocasional y mejora de la supervivencia del paciente, hay que 

considerar que la respuesta inmune celular se ha medido únicamente con el empleo de 

tests cutáneos de sensibilidad retardada. Sin embargo, la ausencia de una respuesta 

clínica cuantificable junto con los problemas derivados del empleo de células tumorales 

como antígenos (por ejemplo la dificultad de obtener suficientes células para la 

inmunoestimulación y la posible transmisión de virus contaminantes del tumor) han 

hecho que esta aproximación sea poco fiable. 

 

El objetivo de la inmunoterapia activa es la estimulación del sistema inmune frente a 

antígenos diana administrados y combinados en forma de vacunas. Como por ejemplo el 

empleo de vacunas basadas en péptidos sintéticos junto a adyuvantes, células 

dendríticas y antígenos insertados en vectores virales (virus avipox, virus vacunal). 

 

La estrategia más simple de estimular la respuesta inmune del hospedador frente a 

antígenos tumorales es la inyección subcutánea de péptidos derivados de TAA 

relevantes, a veces acompañados con un inmunoadyuvante. La inmunización con 
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péptidos ofrece la posibilidad de dirigir específicamente la respuesta inmune frente a 

epitopos tumorales expresados, evitando la posible inducción de autorreactividad hacia 

secuencias presentes en el resto de la proteína. La administración de péptidos sintéticos 

de ras conjuntamente con el factor estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos 

(GM-CSF) genera una respuesta inmune satisfactoria en pacientes con cáncer 

colorrectal que ya se encuentra en fase clínica (estadio II) (289). 

 

Una segunda aproximación es el empleo de DC como vehículos para el transporte de 

antígenos, gracias a que se las puede considerar como las células presentadoras de 

antígenos más potentes y que además pueden obtenerse fácilmente in vitro a partir de 

células mononucleares de sangre periférica (290-292). Las DCs obtenidas de esta forma 

pueden cargarse con antígenos, siendo administradas posteriormente a pacientes con 

escasos efectos secundarios y aumentando la inmunidad anti-tumoral específica T (293). 

Con esta técnica Nair y col. han inducido de forma satisfactoria respuesta de CTLs 

frente al CEA, después de la estimulación in vitro de células mononucleares de sangre 

periférica de pacientes con cáncer de colon avanzado con DC autólogas transfectadas 

que expresan el epitopo CAP-1 de CEA (294). 

 

Otra alternativa es el empleo de vectores, como el vector de replicación defectivo 

avipox (ALVAC) específico para CEA en pacientes HLA-A2+ (295). Después de la 

vacunación, las células mononucleares de sangre periférica se incubaron con el epitopo 

CAP-1 e IL-2, detectándose actividad citotóxica de CTLs frente a células de líneas de 

colon HLA-A2. Esto demuestra que el vector ALVAC-CEA puede ser empleado en 

ensayos de vacunación de pacientes con cáncer de colon. En otro ensayo perteneciente a 

la misma línea se empleó el vector ALVAC-CEA/B7.1 para vacunar a pacientes con 
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adenocarcinomas avanzados que presentaban expresión de CEA. 12 de 15 pacientes 

HLA-A2+ que pudieron ser analizados mostraron aumento de precursores de CTLs 

específicos para CEA después de la vacunación en un ensayo ELISPOT (296). 

 

1.3.3. Inmunoterapia adoptiva 

La inmunoterapia adoptiva emplea CTLs generados y seleccionados in vitro frente a un 

determinado TAA, que posteriormente son administrados a un huésped que exprese ese 

antígeno tumoral mediando la regresión tumoral. Tanto las células mononucleares de 

sangre periférica como los TIL pueden ser empleados como fuente de células citolíticas, 

aunque parece ser que los TIL expandidos son  los efectores más eficientes (297). En 

algunos casos se administran  CTLs conjuntamente con un adyuvante que potencia su 

actividad (298), frecuentemente IL-2 (299), IFNα (300), IFNγ (301) e IL-6 (301, 302). 

 

En el trabajo de Kim y col. (262) se genera un CTL específico para CEA a partir de 

células mononucleares de sangre periférica de un donante sano después de varios ciclos 

de estimulación in vitro empleando bolitas de látex que portan el antígeno CEA  unido 

sobre su superficie. La población celular resultante contenía un 72% de LT CD8+ que 

fueron capaces de lisar células diana y líneas tumorales positivas para CEA. Las mismas 

células efectoras igualmente fueron capaces de lisar dianas HLA-A2402 restringidas a 

CEA, demostrando que un antígeno exógeno unido a bolitas de látex puede ser 

capturado por DC y generar una respuesta citotóxica. Se trata de un método con gran 

aplicabilidad para generar CTLs capaces de responder policlonalmente a varios epitopos 

de TAA. 
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Una forma alternativa de obtener una respuesta de CTLs por inmunoterapia adoptiva 

incluye el empleo de anticuerpos monoclonales bi-específicos  (bi-mAb). Se 

caracterizan por presentar un doble reconocimiento, por un lado un fragmento Fv 

reconoce el antígeno CD3 de los linfocitos T y el otro reconoce un epitopo TAA. Estos 

anticuerpos que carecen de la fracción Fc son capaces de activar directamente a LTs 

mediante la interacción directa con el epitopo TAA expresado sobre las células 

tumorales y la molécula CD3 de un LT sin necesidad del reconocimiento TCR-

HLA/péptido. De esta forma se ha generado el anticuerpo monoclonal bi-específico 

OKT3/NSI 19-9 por fusión somática de dos líneas de hibridoma productoras de 

anticuerpos frente a CD3 y CA 19-9 respectivamente (303). Este anticuerpo monoclonal 

en combinación con el anticuerpo monoclonal coestimulador anti-CD28 es capaz de 

activar a células T, y por tanto puede lisar a células tumorales-CA 19-9 in vitro. Sin 

embargo, la administración de bi-mAbs a pacientes presenta severos efectos secundarios 

como resultado de la activación inespecífica de células T. 
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Los mecanismos responsables de la expresión alterada de moléculas HLA de clase I en 

líneas celulares humanas se conoce con relativa precisión. Sin embargo, el panorama es 

bien diferente en tumores primarios, en donde la frecuencia de tales alteraciones así como 

el mecanismo implicado se han esclarecido de forma parcial. En nuestro caso, nos 

planteamos los siguientes objetivos referentes al estudio de la expresión de HLA-I en 

tumores colorrectales: 

 

1. Conocer los mecanismos implicados en la pérdida total de moléculas HLA-I 

(fenotipo I). Investigando para ello la expresión a partir de mRNA de tejido 

microdisectado de: cadena pesada, β2-microglobulina (β2m), TAP1, TAP2, 

LMP2, y LMP7; estudiar la existencia de inestabilidad de microsatélites (MSI) 

dentro de este grupo de tumores y su asociación con los defectos estructurales en 

β2m. 

 

2. Dada la elevada frecuencia de pérdida selectiva de alelos HLA-B44 encontrada en 

tumores de colon empleando técnicas inmunohistológicas, determinar la existencia 

de alteraciones que expliquen tales pérdidas. 
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INTRODUCCIÓN 

Las células tumorales seleccionan mecanismos específicos que les permiten escapar al 

reconocimiento inmune a pesar de la presencia de LT  tumorales específicos. Tales 

mecanismos incluyen la secreción de factores inmunosupresores, expresión de Fas-L 

(CD95-L), transducción de señales  deficiente a linfocitos T, falta de expresión de 

moléculas coestimuladoras y de adhesión, y  pérdida de expresión de moléculas HLA-I 

(1, 2, 3).  Esto último puede estar causado bien por alteraciones estructurales o por una 

desregulación de los antígenos HLA-I y/o expresión deficiente de componentes de la 

maquinaria de procesamiento antigénico (APM) (4,5). Tanto las alteraciones en la 

expresión de MHC-I como la pérdida de función de la maquinaria de procesamiento 

antigénico  se han identificado en células tumorales humanas y murinas (6); estando 

asociadas además con la progresión tumoral en melanoma, cáncer de colon, y cáncer de 

mama (7, 8, 9).  Gracias al estudio molecular del complejo de procesamiento antigénico, 

se ha podido conocer la forma en la que los tumores  escapan al reconocimiento inmune. 

Estudios realizados con líneas tumorales, mutantes deficientes en componentes de APM 

y en lesiones tumorales primarias, han demostrado que la pérdida o alteración  de las 

subunidades componentes del proteasoma y de los genes TAP parecen contribuir a la 

expresión alterada de moléculas MHC-I en superficie (10, 11, 12). En un panel de 

tumores humanos de diferente histología  (carcinoma de pulmón de células pequeñas, 

cáncer de cérvix, próstata, melanoma, colon, mama, carcinoma hepatocelular, renal,  y 

linfoma de Burkitt) (13, 14), la perdida o expresión disminuida de la función de  genes 

TAP y/o LMP se asoció a una disminución del procesamiento y presentación antigénica 

a los LT-CD8+, resultando en bajos niveles o pérdida de MHC-I  y resistencia a la lisis 

mediada por los mismos (7). Al mismo tiempo, se observó  que las alteraciones en la 
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ruta de procesamiento antigénico podían ser revertidas mediante la administración de 

IFNγ (15, 16). 

 

Además de las alteraciones del complejo APM y desregulación de moléculas  MHC-I, 

la pérdida de expresión de β2-microglobulina (β2m) debida a mutaciones y/o pérdida de 

heterozigosidad (LOH)  (17, 18), o desregulación (9) pueden producir igualmente 

fenotipo I. 

 

Los mecanismos responsables de la pérdida de moléculas HLA-I han sido estudiados 

mayoritariamente en líneas tumorales (14). Sin embargo en tumores primarios tanto el 

mecanismo como la frecuencia del mismo se conocen parcialmente. Para conocer qué 

ocurre en lesiones primarias de tumores de colon,  se ha  comenzado a investigar cuales 

son los mecanismos responsables de la pérdida total de moléculas HLA-I. 

 

Alrededor del 10-15% de los tumores de colon exhiben fenotipo I (19). Dentro de este 

grupo se conoce relativamente bien la asociación que existe entre la pérdida HLA-I y la 

presencia de mutaciones en β2m. Concretamente, estas mutaciones han sido  

encontradas  tanto en líneas como  en tumores primarios que presentaban el fenotipo 

mutador. El fenotipo mutador (MMP), también conocido como inestabilidad de 

microsatélites (MSI),  aparece en la mayoría de tumores hereditarios colorrectales no-

polipósicos  (HNPCC) y entre el 10-15% de tumores esporádicos de colon (20, 21). En 

los tumores MSI, la inactivación génica y epigenética de los  genes reparadores de 

desemparejamientos de bases en el DNA (MMR) conduce a la aparición de mutaciones 

en  diferentes genes y al desarrollo tumoral. Entre los genes mutados  en esta vía se 

encuentra la β2m, siendo la frecuencia observada en tumores de colon MMP del 40%.  
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En estos casos, se encontró que el descenso de expresión en β2m se correspondía con 

una mutación en uno de los alelos, y que la pérdida de expresión ocurría cuando la línea 

era homocigota para una mutación (con una LOH en el otro alelo) o heterocigota para 

ambas mutaciones (22, 8).  

 

Si la asociación entre fenotipo I y presencia de mutaciones en β2m es evidente en el 

grupo de tumores MMP, poco se conoce acerca del grupo HLA-I-/MSI-. Por esta razón 

se han investigado los mecanismos responsables en ambos grupos de tumores 

empleando para ello la técnica de microdisección de tejidos. 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Selección de pacientes y muestras tumorales por inmunohistología  

Un total de 95 pacientes diagnosticados de cáncer colorrectal fueron seleccionados para 

el estudio de pérdida de expresión de moléculas HLA. Las muestras de tejido tumoral 

fueron suministradas por el Departamento de Cirugía del Hospital Universitario Virgen 

de las Nieves. 

 

Los anticuerpos monoclonales (Abms) utilizados fueron: GRH1, que reconoce la β2m 

libre y asociada a la cadena pesada; W6/32, frente al complejo HLA-A, B, C/β2m; y 

HC-10 que reacciona con la cadena pesada libre HLA-A, B, C. Las muestras de tejido 

con más del 75% de células teñidas se consideran positivas para la reacción 

inmunohistológica. 
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Análisis de inestabilidad de microsatélites (MSI) 

El DNA obtenido de muestras tumorales y mucosas autólogas fue analizado para 

determinar la existencia de MSI. En este estudio se emplearon cuatro secuencias de 

repeticiones de mononucleótidos: BAT-26 y BAT-40, siendo ambas  secuencias de 

monucleótidos de poliadenina; BAT-RII que es una repetición de 10 pb de poliadenina 

dentro de la región codificante del gen TGFβRII (receptor tipo II del factor de 

crecimiento transformante β);  y una región de ocho guaninas consecutivas en el tercer 

exon del gen BAX. Los tumores que resultaron positivos para la presencia de MSI, 

fueron posteriormente confirmados empleando DNA de muestras microdisectadas.  Los 

primers utilizados para la amplificación de los marcadores de microsatélites fueron los 

siguientes: 

BAT26-Fw 5'TGACTACTTTTGACTTCAGCC;  

BAT26-Bw 5'AACCATTCAACATTTTTAACCC;  

BAT40-Fw 5'ATTAACTTCCTACACCACAAC;  

BAT40-Bw 5'GTAGAGCAAGACCACCTTG;  

BAX-Fw 5'ATCCAGGATCGAGCAGGGCG;  

BAX-Bw 5'ACTCGCTCAGCTTCTTGGTG;   

BATRII-Fw 5'AAGCTCCCCTACCATGACT;  

BATRII-Bw 5'TGCACTCATCAGAGCTACAG. 

 

Microdisección, aislamiento de DNA y análisis de LOH de β2m 

Para la microdisección de tejido tumoral se emplearon secciones congeladas de 4-8 µm 

teñidas con una solución de azul de toluidina al 0.05% wt/vol. Mediante el empleo del 

kit de extracción de Quiagen (Qiamp Tissue kit, Leusden, The Netherlands), se obtuvo 
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DNA a partir de muestras microdisectadas tanto de los nidos tumorales como del 

estroma. 

 

En el estudio de LOH de β2m, se emplearon los microsatélites D15S209 (15pter-5qter 

Tel β2m) y D15S126 (15q21 cerca de β2m), con las siguientes secuencias: 

D15S126 Fw 5'GTGAGCCAAGATGGCACTAC; 

D15S126 Bw 5'GCCAGCAATAATGGGAAGTT;  

D15S209 Fw 5'AAACATAGTGCTCTGGAGGC;  

D15S209 Bw 5' GGGCTAACAACAGTGTCTGC.  

Ambas parejas de primers fueron teñidas con el fluorocromo 6-FAM. Las condiciones 

de la PCR y electroforesis se describen en Ramal y col. (23, 24).  

 

RT-PCR y análisis de expresión de HLA, β2m, TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7 a 

partir de muestras microdisectadas 

La recuperación y análisis del RNA de secciones de tejido congeladas puede realizarse 

empleando ligeras variaciones de los métodos habituales.  Obtenemos RNA total a 

partir de muestras microdisectadas usando el kit de extracción Micro RNA de 

Stratagene (La Jolla, CA), con extracción de isocianato de guanidina y fenol-

cloroformo. El RNA total se precipita después de la extracción orgánica con un 

volumen igual de isopropanol en presencia de glycogen (20 mg/µl). El pellet de RNA se 

lava posteriormente con una solución al 75% de etanol y 25% de agua tratada con 

DEPC (diethylpyrocarbonate) y se resuspende en  20 µl de agua libre de nucleasas. Para 

la síntesis del cDNA se emplearon 10 µl de RNA total, con la reverso-transcriptasa  

Sensiscript de Quiagen, 40 U/µl de RNasin (Promega, Madison, WI), y random primers 

(Promega). La reacción se incubó 60 minutos a 42ºC,  y posteriormente a 95ºC durante 
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5 minutos para la inactivación de la enzima. Como control de expresión se utilizó la β-

actina. En el análisis de  RT-PCR  se emplearon los siguientes primers: 

β-actina Fw 5'GGCATCGTGATGGACTCCG; β-actina Bw 5'GCTGGAAGGTGGACAGCGA;  

β2-m Fw 5' GGGCATTCCTGAAGCTGACA; β2-m   Bw 5' TGCGGCATCTTCAAACCTCC;  

HLA Fw 5' CCTGGAGAACGGGAAGGAGA; HLA Bw 5' CATCTCAGGGTGAGGGGCT;  

TAP-1 Fw 5' TCTCCTCTCTTGGGGAGATG; TAP-1 Bw 5' GAGACATGATGTTACCTGTCTG ; 

TAP-2 Fw 5' CTCCTCGTTGCCGGCTTCT; TAP-2 Bw 5' TCAGCTCCCCTGTCTTAGTC;  

LMP-2 Fw 5' TTGTGATGGGTTCTGATTCCCG; LMP-2 Bw 5' CAGAGCAATAGCGTCTGTGG; 

LMP-7 Fw 5'TCGCCTTCAAGTTCCAGCATGG; LMP-7 Bw  5'CCAACCATCTTCCTTCATGTGG. 

 

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 40 ciclos de 95ºC/1 min, 60ºC/1.5 min 

y 72ºC/2 min con una extensión final de 10 minutos en el último ciclo. 

 

Secuenciación  de  DNA y cDNA de β2m  

Para la  secuenciación se empleó el kit Big Dye Terminador, en el secuenciador capilar 

ABI-PRISM 310.  El cDNA de β2m fue secuenciado con  los primers empleados 

anteriormente en el análisis de  RT-PCR.  En la amplificación y secuenciación del DNA 

genómico de β2m se usaron las siguientes parejas de primers:  

Exon1 B2M-100Fw 5'GTGAGGTCCTGCGGGCCTT;  

Exon1 B2-1Bw 5'CAGAGCGGGAGGGTAGGAGA;  

Exon2 31555-Fw 5'ACCCTGGCAATATTAATGTGTC;   

Exon2 31557-Bw 5'TACACAACTTTCAGCAGCTTAC.  

 

RESULTADOS 

Análisis de expresión  de antígenos HLA-I en tumores colorrectales 

A partir del estudio inmunohistológico con anticuerpos monoclonales que reconocen un 

epitopo estructural del complejo cadena pesada/β2m y β2m, se encontraron 14 de un 



                                                                                                           111 

total de 95 casos estudiados con ausencia de expresión de antígenos HLA-A, B, C. Un 

tumor se consideró como negativo cuando al menos el 75% de las células tumorales no 

se teñían con los anticuerpos monoclonales W6/32 y GRH1. Con el empleo del 

anticuerpo monoclonal HC-10 pudo detectarse la  presencia de cadena pesada libre 

citoplasmática en 5 de 14 casos. El patrón  de tinción en secciones congeladas se 

muestra en la Figura 1. En la Tabla 1 se detallan los tumores HLA negativos 

encontrados. 

Figura 1 
 
 

 
 
 
Tinción inmunohistológica de secciones criostáticas de tumores de colon. (A) Reacción 
negativa para el Abm W6/32 y positiva para HC-10 en el caso CO135. (B) Reacción 
negativa con los anticuerpos W6/32 y HC10 en el caso CO14. (A), (B) (× 400). 
 
 
 

 A 

B 
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Estudio de inestabilidad de microsatélites 

Ya que en tumores de colon MSI+  se ha  descrito hasta un 40 % de mutaciones en el 

gen de β2m (25) a diferencia de los tumores  MSI-  donde las mutaciones espontáneas 

en β2m son infrecuentes o nulas (26),  se comenzó por estudiar la presencia o ausencia 

de inestabilidad en este grupo de tumores. Partiendo de muestras de DNA de sangre 

periférica de los 95 casos, se analizaron las cuatro secuencias de repeticiones de 

mononucleótidos: BAT-26, BAT-40, BAT-RII y BAX.  

 

6 de 95 casos estudiados presentaron inestabilidad, de los cuales cuatro casos: CO86, 

CO117, CO132 y CO135 tenían además tinción negativa para W6/32 siendo 

considerados como fenotipo I; los otros dos casos  MSI+ , CO119 y CO123 fueron 

clasificados como fenotipo III (pérdida de locus) y fenotipo IV (pérdida alelica) 

respectivamente.  Los tumores CO86, CO117 y CO132 se clasificaron como HNPCC de 

acuerdo con los criterios de Amsterdam (27) y CO135 como esporádico. Los resultados 

del estudio de inestabilidad así como del patrón de inestabilidad de BAT 26 y TGFβRII 

en tumores HLA negativos se muestran en la Tabla 2 y Figura 2 respectivamente. 

 

Mutaciones de β2m en tumores MSI+ 

Los cuatro tumores MSI-/W6/32- se estudiaron para determinar la posible existencia de 

mutaciones en β2m, encontrándose alteraciones en todos ellos. Los resultados de este 

estudio se detallan en la Tabla 3. Por  RT-PCR a partir de  muestras microdisectadas 

encontramos expresión de β2m en dos casos: CO86 y CO117, los casos CO132 y 

CO135 no presentaron expresión para β2m (ver resultados en Tabla 1). La 

secuenciación del DNA de β2m reveló que ambos tumores, CO132 y CO135  tenían la 

misma alteración: una deleción frameshift  de CT en la región CTCTCTCT de la 
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secuencia líder (Figura 3). Para investigar la existencia de LOH en el segundo alelo, 

utilizamos los microsatélites D15S209 y D15S126 que flanquean el gen de  β2m en la 

región 15q21-q22. Ambos marcadores fueron inestables tanto en CO132 como en 

CO135 (Tabla 4).  Esto suponía la incapacidad de determinar la presencia o ausencia de 

LOH en el  segundo alelo, pero dado que ambos casos no presentaron expresión de β2m 

lo más probable era pensar que el segundo alelo se hubiese perdido. El tumor CO86 

presentó dos mutaciones diferentes en ambos alelos de  β2m. La primera de ellas se 

encontró  en DNA, siendo una deleción frameshift de CA en el codon 25. En el cDNA 

se halló una segunda alteración consistente en una deleción de A en la región (A)5  del 

exon 2 (Figura 3). Igualmente el caso CO117 presentó dos alteraciones, siendo 

heterocigoto. Una deleción de C en el codon 91 del tracto (C)5  encontrada en cDNA; y 

una deleción de CCGTG al final del exon 2. 

 

Los cuatro casos W6/32 - y  MSI+, con inactivación de β2m presentaban además tinción 

positiva para el anticuerpo monoclonal HC10 que es capaz de detectar cadena pesada 

libre citoplasmática. 

 

En el grupo de tumores MSI- (10 de 14) no se encontraron alteraciones estructurales 

para el gen de β2m. Los resultados del análisis de LOH en este grupo de tumores no 

reveló la presencia de deleciones parciales en el cromosoma 15 (Tabla 4). 

 

El defecto de expresión de LMP7 en los tumores colorrectales MSI-/HLA- es una 

característica frecuente 

Por RT-PCR se analizó la expresión de cadena pesada, TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7 en 

muestras microdisectadas en el grupo de tumores MSI-. La Tabla 1 recoge los 
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resultados obtenidos, apareciendo alteraciones en la expresión de componentes de la 

maquinaria de procesamiento antigénico. TAP1 se detectó en el 100% de los tumores, y 

TAP2 en el 60%. Dado que los genes TAP se encuentran implicados en el transporte de 

péptidos en el  retículo y que su desregulación es responsable de la pérdida de expresión 

de moléculas HLA (32), la falta de expresión en 4 de 10 tumores podía explicar el 

mecanismo implicado en estos tumores. Pero no resolvía el mecanismo responsable en 

el resto de los casos MSI-/HLA-. En ellos, se estudió la transcripción de las proteínas 

componentes del  inmunoproteasoma LMP2 y LMP7 (28). Para el estudio de expresión 

de LMP2 y LMP7 se analizó igualmente la expresión en las mucosas autólogas 

correspondientes a cada uno de los casos. Encontrando un defecto a nivel  

transcripcional del gen LMP7 en 9 de los 10 casos (Figura 4). Este hallazgo pone de 

manifiesto la importancia que tiene esta proteína en producir péptidos antigénicos que 

estabilizan la estructura del complejo cadena pesada/ β2m y que permiten por tanto  su 

expresión en superficie (29). 

 

Únicamente el caso CO5 no concordaba con el grupo anterior. Ya que por un lado era 

HC-10 positivo, no tenía alteraciones de β2m y presentaba transcripción de LMP7. Si la 

acumulación de cadena pesada en el citoplasma celular  se relaciona con la pérdida de 

β2m en tumores MSI+ (ver resultados anteriores), deben de existir por tanto otras 

alteraciones en esta caso concreto. Como por ejemplo en las chaperonas implicadas de 

la estabilización de la cadena pesada de clase I en el retículo  antes de su unión con β2m 

(30, 31). 
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Figura 2 

 

 

Patrón de inestabilidad de los microsatélites BAT 26 (A) y TGFβRII (B) en tumores de 

colon HLA de clase I negativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

BAT 26 normal BAT 26 inestable (CO86) 

TGFβRII normal TGFβRII inestable (CO135) 
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Figura 3 

 

 

 

Electroferograma de los casos CO86 y CO132. En el tumor CO86 se muestra la 

deleción de una A encontrada en cDNA al comparar su secuencia con el estroma 

normal; el tumor CO132 presenta una deleción CT en la región de repetición (CT)4. 
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Figura 4 
 
 
 

 
 
 
 
 
RT-PCR de cadena pesada-HLA, β2m, TAP1, TAP2, LMP2, y LMP7 en tumores de 
colon W6/32- /MSI-. C+ (control positivo), obtenido de un tumor de colon con tinción 
positiva para el Abm W6/32. LMP2M* y LMP7M* corresponden a la expresión de 
mRNA en mucosa normal autóloga. 
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Tabla 1. Inmunohistología  y  RT-PCR de HLA, β2m, TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7  

en tumores colorrectales microdisectados 

              

                            Proteína                                                            RNA 

 
Tumor 
 

 
HC/β2m 

 
β2m 

 
HC 

 
HLA 

 
β2m 

 
TAP1 

 
TAP2 

 
LMP2 

 
LMP7 

 
CO5 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
CO6 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
CO14 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
CO18 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
CO19 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
CO22 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
CO26 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
CO85 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
CO86 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
CO108 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
CO117 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
CO128 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
CO132 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
CO135 
 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 

Abreviaturas: HC, cadena pesada HLA de clase I. 
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Tabla 2.  Análisis de inestabilidad en tumores HLA-negativos 
 
 
 
Tumor 
 
 

 
BAT 

26 

 
BAT 

40 

 
TGFβII 

 
BAX 

 
TNM 

 
Grado 

histológico 

 
CO86 
 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
T4N2M1 

 
MD 

 
CO117  
 

 
+ 

 
ND 

 
ND 

 
+ 

 
ND 

 
ND 

 
CO132   
 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
T4N3M0 

 
MD 

 
CO135 
 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
T4N2M0 

 
PD 

 
Abreviaturas: Presencia (+) o ausencia (-) de  MMP; MD, moderadamente 
diferenciado; PD, pobremente diferenciado; ND, no determinado. 
 
 

 

Tabla 3. Mutaciones encontradas en β2m 
 

 
Tumor 
 

 
Exon 

 
Homocigoto/ 
heterocigoto 

 
Mutación 

 
Posición del  
codon stop 

 
CO86 
 
 
CO117 
 
 
 
CO132 

CO135 

 
Exon 2 
Exon 2 
 
Exon 2 
Exon 2 
 
 
Secuencia líder 
 
Secuencia líder 

 
Heterocigoto 
Heterocigoto 
 
Heterocigoto 
Heterocigoto 
 
 
ND 
 
ND 

 
deleción CA, codón 25 
deleción A, codón 67 
 
deleción C, codón 91 
deleción CCGTG, 
codones 101-102 
 
deleción CT, codones 
13-15 
deleción CT, codones 
13-15 

 

 
56 
102 

 
102 
114 

 
 

56 
 

56 

 
ND, no determinado. 
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Tabla 4. Resultados del análisis de LOH empleando los microsatélites (STRs)  que 
flanquean  β2m 
 

 

 
Tumor 
 

 
D15S126 

 
D15S209 

 
CO5 
CO6 
CO14 
CO18 
CO19 
CO22 
CO26 
CO85 
CO86 
CO108 
CO117 
CO128 
CO132 
CO135 
 

 
LOH 
MSI 
MSI 
ROH 

H 
ROH 

H 
ROH 
MSI 
ROH 
MSI 
ROH 
MSI 
MSI 

 
ROH 
MSI 
MSI 
ROH 
LOH 
ROH 

H 
H 

ROH 
ROH 
MSI 
ROH 
MSI 
MSI 

 
Abreviaturas: LOH, pérdida de heterozigosidad; ROH, 

                          retención de heterozigosidad; H: homocigoto; 
                          MSI: inestabilidad de microsatélites. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                           121 

DISCUSIÓN 

En este estudio, hemos mostrado cómo en  tumores colorrectales que presentan pérdida 

total de moléculas HLA de clase I pueden existir dos mecanismos principales que 

explicarían el defecto de expresión en superficie.  Mecanismos que operan en dos 

grupos de tumores W6/32 negativos y que se correlacionan dos rutas diferentes en la 

tumorogénesis  de carcinoma de colon. 

 

La ruta MMP (vía de reparación de desemparejamientos de bases de DNA) en cáncer de 

colon se caracteriza por la inestabilidad genómica, que conduce a la acumulación de 

deleciones e inserciones en secuencias de repeticiones simples. La fijación de estas 

alteraciones induce errores de replicación tales como mutaciones, estando asociadas a 

defectos de los genes encargados de la reparación de los desemparejamientos de bases  

(MMR) (32).  Los tumores MMP representan una vía mutacional tumorogénica 

diferente (ruta mutadora), presentando estos tumores gastrointestinales bastantes 

diferencias tanto en el genotipo como en el fenotipo comparados con tumores  MSI 

negativos (33). Las diferencias en el genotipo pueden ser explicadas por la alteración en 

el sistema MMR que conduce a la rápida acumulación de inserciones espontáneas  y 

deleciones en regiones de mononucleótidos presentes en algunos genes tumorales tales 

como: TGFßRII, y  BAX.  Ambos genes están frecuentemente inactivados por 

mutaciones frameshift en tumores de colon MMP, pero raramente en tumores MMP- . 

Las mutaciones en BAX  aparecen concretamente en el 51% de los tumores 

colorrectales primarios MMP+ (34), pero no en ningún otro tipo de  tumores humanos. 

Las mutaciones que afectan a BAX se han encontrado en ambos alelos, siendo por tanto 

mutaciones bialelicas. La inactivación bialelica  del gen BAX podría explicar por qué 

los tumores de colon de la ruta mutadora típicamente no presentan mutaciones en el gen 
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p53 (32), a diferencia de los tumores de la vía supresora (tumores con inestabilidad 

cromosómica o CIN).   

 

Además de su papel central en  la detención del crecimiento celular, p53 también 

interviene en la apoptosis en respuesta al daño producido en el DNA. La proteína p53 

transactiva a BAX, un miembro de la familia bcl-2 que promueve la apoptosis. La 

inactivación de BAX ayudaría a explicar la correlación negativa existente entre los 

tumores MSI+  y p53. Una vez que ocurren las mutaciones en BAX, se liberaría la 

presión selectiva de las mutaciones oncogénicas sobre p53. Lo que sugiere que las 

mutaciones inactivadoras de BAX son seleccionadas durante la progresión  de tumores 

de colon MMP+  y que el gen BAX interviene como gen supresor de tumores en una 

ruta  para la carcinogénesis de colon independiente de p53. Igualmente, la inactivación 

bialelica de β2m puede estar bajo una fuerte presión selectiva durante la tumorogénesis 

de la ruta mutadora. 

 

En los tumores de colon estudiados hasta la fecha a partir de secciones de parafina, se 

ha descrito hasta un 40% de mutaciones en β2m con una baja frecuencia de inactivación 

bialelica (35). En el presente estudio, 6 de 95 tumores se clasificaron como MSI+, 

presentando cuatro de ellos perdida de expresión de moléculas HLA-I en superficie 

debido a la inactivación de β2m. Está claro, que la inactivación bialelica de β2m es 

responsable de la pérdida de moléculas HLA  y que debido a la alta frecuencia (4 de 6) 

observada en tumores MSI+ en este estudio, las mutaciones de β2m se seleccionan 

durante la tumorogénesis de la ruta mutadora evadiendo la respuesta del sistema 

inmune.   
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Aunque la β2m no está implicada directamente en el crecimiento celular debería ser 

considerada como diana  para la inactivación en la ruta MMP y por tanto como un gen 

supresor de tumores (25). Este hecho es congruente con el pronóstico desfavorable  de 

los tumores de colon MMP+ que presentan inactivación de β2m (35). A pesar de que los 

tumores MSI+ tienen un gran potencial para una presentación antigénica eficiente de 

péptidos junto con una mayor inmunogenicidad (36, 37), la presencia de inactivación de 

β2m estaría asociada a un peor pronóstico. 

 

En la ruta supresora, los tumores W6/32-/MSI-  presentan un mecanismo diferente  que 

implica al complejo APM. Alteraciones en la expresión y/o función de los componentes 

del complejo APM pueden producir un acusado descenso de la expresión en superficie 

de moléculas HLA de clase I. Defectos en APM se han identificado en diferentes tipos 

de lesiones tumorales conduciendo a una disminución en el procesamiento de los 

antígenos asociados a tumor (TAA) y en la presentación de péptidos derivados de TAA 

a los LT-CD8+, proveyendo a las células tumorales por tanto de un mecanismo de 

inmunoevasión. 

 

En diferentes  líneas celulares y tumores primarios estudiados, se han observado  

alteraciones en la expresión  de TAP1, TAP2, LMP2 y LMP7. El estudio sobre tumores 

primarios se ha realizado hasta la fecha empleando tinción inmunohistológica sobre 

secciones de parafina. Alteración en la expresión de TAP1 se ha encontrado en todos los 

tipos de tumores analizados, con una frecuencia que varía entre el 14% encontrado en  

carcinoma de colon primario y el  49% en cáncer de cérvix (4, 14). En ambos tipos de 

tumores la frecuencia de desregulación de los componentes del complejo APM es 

mayor en las  metástasis en comparación con los tumores primarios. La expresión de 
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TAP2 se ha analizado únicamente en carcinoma de mama y en melanoma (14). Defectos 

en la expresión de LMP2, TAP1 y TAP2, se han encontrado en líneas humanas de 

diferente histología,  pero solamente aquellas líneas gastrointestinales con desregulación 

de LMP7 presentaron correlación con el nivel de expresión de moléculas HLA-I, pero 

no con la desregulación de TAP1, TAP2 y LMP2 (38, 39).  Este resultado pone de 

manifiesto la relación directa que existe entre los niveles de expresión en superficie de 

moléculas HLA de clase I y la ausencia de expresión de LMP7. En este sentido, LMP7 

es responsable de alterar la especificidad del complejo APM aumentando la producción 

de péptidos hidrofóbicos inmunogénicos. El defecto en la expresión de LMP7 

encontrada en 9 de 10 casos de colon MSI-/HLA-, prueba  el importante papel que la 

proteína LMP7 desempeña en la producción de péptidos antigénicos que estabilizan la 

estructura del complejo HLA/β2m permitiendo su expresión en superficie. 

 

Además del defecto de LMP7, hemos encontrado alteración en la expresión de TAP2 en 

4 de 10 tumores de la vía supresora. Tanto en líneas humanas como de ratón, se ha 

demostrado la existencia de una desregulación coordinada de los genes TAP1 y LMP2, 

ya que ambos se encuentran controlados por el mismo promotor bidireccional (10, 40). 

Aunque en líneas humanas y murinas se han encontrado alteraciones  de TAP2 y LMP7, 

lo cual sería indicativo de un mecanismo de regulación común (6), en este trabajo se 

muestra una alteración simultánea en 4 de 10 casos. Puede ser que TAP2 y LMP7 

tengan un mecanismo de regulación independiente y que por tanto en tumores 

colorrectales el defecto de expresión de LMP7 y TAP2 sea simultáneo más que 

coordinado.                                                                                                                                                            

 



                                                                                                           125 

El único caso de colon que estaría en discordancia con este último grupo de tumores de 

la vía supresora sería CO5, el cual presenta expresión de LMP7 y tinción positiva para 

el anticuerpo monoclonal HC10. Si los cuatro tumores de la vía mutadora CO132, 

CO135, CO117 y CO86 presentan inactivación bialelica de β2m y son simultáneamente 

HC10 positivos, por qué CO5 no presenta igualmente inactivación de β2m. 

 

La presencia de cadena pesada libre en el citoplasma en tumores sin  β2m sugiere que 

en el retículo endoplasmático  la pérdida de β2m es responsable de la desestabilización 

de la cadena pesada, lo  que implicaría su translocación al citoplasma y explicaría la 

tinción con el anticuerpo HC10. Se conoce que el proteasoma media la degradación no 

sólo  de proteínas citosólicas y nucleares, sino también de proteínas que residen en el 

retículo endoplasmático (41, 42). Este descubrimiento implica que las proteínas 

residentes en la membrana del  retículo destinadas a la degradación son transportadas al 

citosol donde acceden a la maquinaria de degradación proteolítica.  La translocación y 

posterior degradación por el proteasoma se ha observado en un gran número de 

proteínas del retículo en diferentes organismos (43). En nuestro caso,  es de particular 

interés conocer sí las moléculas MHC-I sufren igualmente un proceso similar existiendo 

una vía de degradación alternativa.  Se conoce que las moléculas HLA-I que no se 

encuentran alteradas o que no  presentan señales para su degradación como otros 

sustratos conocidos,  pueden ser dianas para la degradación mediada por alguna de las 

proteínas virales US2 o US11 (44, 45).  El citomegalovirus humano  codifica dos 

glicoproteínas residentes en el retículo, US2 y US11, una de las cuales es suficiente para 

inducir la rápida dislocación de las  moléculas HLA-I recién sintetizadas al citosol 

donde serán degradadas por el proteasoma (Figura 5). El mecanismo detallado del 

proceso de translocación no es muy bien conocido. Sin embargo, cuando se inhibe la 
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degradación del proteasoma se observan en el citoplasma intermediarios deglicosilados 

característicos, siendo los productos del ataque de la enzima N-glicanasa (proteína 

transmembrana del retículo) sobre la cadena pesada de clase I. Estos intermediarios se 

acumulan en el citoplasma celular. Este proceso de transporte no solamente se ve 

limitado a la acción mediada por las proteínas US2 y US11, sino que otras proteínas con 

defectos en el ensamblaje son igualmente degradadas en el proteasoma. Cómo las 

moléculas HLA-I sintetizadas en ausencia de β2m, fracasando el ensamblaje correcto de 

las mismas y apareciendo intermediarios deglicosilados característicos en el citoplasma 

bajo la inhibición del proteasoma (46, 47). La maquinaria responsable de la 

translocación de proteínas mal plegadas  o inestables desde la membrana del retículo al 

citoplasma es desconocida. Sin embargo, se ha sugerido como posible candidato el 

complejo denominado translocon o Sec61,  basándose en los estudios de co-

precipitación de intermediarios deglicosilados de moléculas MHC de clase I con el 

complejo Sec61 en células US2 o US11 (45, 48). 

 

La translocación al citoplasma de la cadena pesada implicaría la existencia de una ruta 

alternativa a la existente en el retículo para la degradación de la misma. Desconocemos 

porqué en la ruta supresora con un defecto en la expresión de LMP7 la cadena pesada 

no aparece en el citoplasma. Puede ser que la interacción con el conjunto de chaperonas  

que forman el complejo de carga, retenga el complejo HLA/β2m en ausencia de 

péptidos en la membrana del retículo previniendo por tanto la translocación (49, 50). 

 

El conocimiento de los mecanismos precisos que operan tanto en la ruta MMP como en 

la vía supresora es crucial para poder desarrollar en un futuro estrategias que mejoren la 

eficacia de la inmunoterapia. De esta forma, en los tumores de colon MMP+  con 
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ausencia de β2m, la aproximación de una inmunoterapia basada en LT sería ineficaz, en 

cambio en la ruta supresora con alteración del gen LMP7 tal vez se podría desarrollar 

una inmunoterapia basada en el empleo de IFNγ. 

 

 

Figura 5 

 
 

 
 
 
Modelo de translocación de cadena pesada de clase I mediado por las proteínas virales 
US2 y US11. (a) La reacción de translocación se inicia a través de la unión de US2 o US11 a la 
cadena pesada mediante contactos intermoleculares dentro del lumen del retículo 
endoplasmático (RE). (b) Una vez en el complejo Sec61, la cadena pesada de clase I se 
desorganiza. La β2m y el péptido unido a MHC-I se disocian dentro del RE. Factores 
citosólicos unidos a la región citoplasmática de la cadena pesada de clase I ayudan a su 
extracción. (c) La enzima N-glicanasa escinde la cadena oligosacarídica cuando la cadena 
pesada emerge en el citosol. (d) En presencia de inhibidores del proteasoma, la cadena pesada se 
acumula en el citoplasma celular en forma de intermediarios deglicosilados. 
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Alteración del patrón nuclear de los cuerpos de PML en tumores de 
colon con defecto de expresión en LMP7 
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INTRODUCCIÓN 

El producto génico del gen supresor de tumores PML en la mayoría de pacientes con 

leucemia promielocítica aguda (LPA) aparece como un proteína de fusión con el 

producto del gen RARα (receptor α del ácido retinoico), siendo consecuencia de la 

translocación t(15; 17) (1-3). La proteína PML en células normales es la responsable de 

formar los dominios nucleares conocidos como cuerpos de PML,  que en células LPA se 

encuentran desorganizados. La proteína PML pertenece a una familia de proteínas 

caracterizadas por la presencia del motivo trimérico RBCC/TRIM compuesto por los 

siguientes dominios: dominio RING-finger; B1, B2-boxes; y dominio Coiled-coil 

(Figura 1A) (4). EL motivo RBCC es el responsable de la oligomerización de la 

proteína en una estructura con forma de red en cuyo interior se albergan gran número de 

proteínas diferentes. Entre las proteínas que se encuentran formando parte de los 

cuerpos de PML se encuentran: Sp100, SUMO-1, HAUSP, HSP-70, CBP, DAXX, 

BLM y una fracción de RB (5, 6). En la formación de los cuerpos de PML se requiere 

un primera etapa en la cual la proteína que se encuentra dispersa en el nucleoplasma se 

agrega como resultado de un proceso de desfosforilación, igualmente parece ser que la 

proteína CBP interviene en este proceso (Figura 1B) (7, 8). Para la  etapa siguiente es 

imprescindible la participación de la proteína SUMO-1 (etapa de sumolación), se trata 

de una proteína similar a ubiquitina que modifica covalentemente a gran número de 

proteínas en el núcleo. SUMO-1 al igual que la proteína ubiquitina se une a residuos de 

Lys (lisina) de proteínas diana. Como resultado del proceso de sumolación se agregan 

gran número de proteínas a los cuerpos de PML, constituyendo  entonces los cuerpos  

de PML maduros (Figura 1B). Esta  última etapa es muy importante, ya que la ausencia 

de SUMO-1 impide que se formen los cuerpos de PML maduros (9). 
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Los cuerpos de PML son estructuras complejas que no tienen una función definida, 

habiéndose implicado en diferentes procesos celulares como regulación transcripcional, 

supresión del crecimiento y apoptosis (4). Estudios recientes sugieren que los cuerpos 

de PML podrían estar relacionados además con la degradación proteasomal de proteínas 

etiquetadas con ubiquitina, proteínas virales mal plegadas (misfolded) y activadores 

transcripcionales (10, 11). Las proteínas celulares destinadas a ser degradadas por el 

proteasoma son modificadas por unión covalente a ubiquitina mediante un sistema 

compuesto por tres enzimas diferentes (12). Una de  las proteínas encontradas de forma 

constitutiva en los cuerpos de PML es la hidrolasa dependiente de ubiquitina-HAUSP 

que elimina ubiquitina de sustratos que son posteriormente degradados por el 

proteasoma (13). La presencia de esta proteína en los cuerpos de PML es concordante 

con la idea de que los cuerpos de PML son lugares de ubiquitinización y 

desubiquitinización de proteínas. Igualmente varias proteínas virales son capaces de 

desorganizar estas estructuras nucleares, como la proteína IE1 de citomegalovirus 

alterando por tanto la degradación proteasomal (14). La identificación del factor 

regulador del proteasoma PA28 en esta localización apoya aún más la implicación de 

los cuerpos de PML como lugares de degradación proteica (15). 

 

La presencia del inmunoproteasoma en los cuerpos de PML abre una nueva vía para la 

generación de péptidos antigénicos. De hecho los péptidos generados por el proteasoma 

nuclear difunden hacia el citoplasma sin necesidad de un transporte activo y pueden ser 

presentados igualmente por las moléculas HLA de clase I (16). 

 

En los resultados expuestos en el apartado referente a  tumores colorrectales con 

ausencia total de expresión de moléculas HLA de clase I, se mencionan 9 casos con 
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alteración en la expresión de LMP7. La proteína LMP7 es un componente del 

inmunoproteasoma encargado de modificar su especificidad generando péptidos que son 

preferencialmente presentados  por moléculas HLA de clase I (Introducción). En este 

grupo de tumores se ha investigado el patrón inmunohistológico de los cuerpos de PML 

para determinar la posible existencia de asociación con la expresión de LMP7. 

 

Figura 1 

 

 

(A) Dominios de la proteína PML: R, dominio de dedos de zinc (ring-finger); B1/B2, 

dominios rico en cisteina;  región de hélice-α; S/P, dominio rico en serina/prolina. (B) 

Formación de los cuerpos de PML maduros. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Selección de tumores para estudio inmunohistológico de los cuerpos de PML 

Los tumores de colon con defecto de expresión de LMP7 y tumores control fueron 

teñidos con el anticuerpo monoclonal PG-M3 (Dako A/S, Denmark)  que reconoce la 

región N-terminal (17). 

 

Índice de proliferación celular: expresión de Ki67 

Se empleó el anticuerpo monoclonal MiB1 (Dakoppatts, Glostrup, Denmark) sobre 

secciones de parafina en el estudio de expresión del antígeno Ki67. Secciones de 

parafina de 5 µm fueron tratadas con xileno y rehidratadas con etanol. La actividad 

peroxidasa endógena se bloqueó mediante inmersión en metanol al 0.5% durante 15 

min, seguido por dos lavados con tampón fosfato durante 5 min cada uno. 

Posteriormente las secciones se incuban con el anticuerpo primario durante una hora a 

temperatura ambiente. Para la detección de la reacción se empleó el complejo 

peroxidasa-streptavidina-biotina y el cromógeno diaminobenzidina (DAB). Los 

resultados se expresan como porcentaje de células neoplásicas con núcleos teñidos 

positivamente. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

El proteasoma es el principal complejo proteolítico responsable de la generación de 

péptidos  a partir de proteínas intracelulares (18). Este complejo genera péptidos que se 

encuentran extendidos en su extremo N-terminal y que necesitan una reacción posterior 

de corte para adquirir la longitud óptima que les permita ser presentados por moléculas 

HLA de clase I (19). Reacción que es llevada a cabo por diferentes aminopeptidasas 

presentes en el citoplasma y en el retículo endoplasmático (20, 21). La expresión de 
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algunas de estas aminopeptidasas como la leucina-aminopeptidasa (LAP) (22) se 

encuentra regulada por IFNγ (22), sugiriendo que la acción llevada a  cabo por las 

mismas influye en el pool de péptidos presentados por las moléculas MHC de clase I.  

 

Los péptidos generados por el proteasoma se distribuyen en dos compartimentos 

celulares interconectados: el núcleo y el citoplasma celular. Existiendo un flujo continuo 

desde el núcleo al citoplasma que no requiere ATP,  realizándose por difusión simple a 

través de complejo del poro nuclear (16). Los péptidos que abandonan el núcleo celular 

tienen posteriormente que interaccionar con los transportadores TAP, pero en su camino 

encuentran a diferentes peptidasas citoplasmáticas (LAP, y tripeptidil peptidasa II) que 

no se encuentran en el núcleo. La actuación de las mismas limita la cantidad de péptidos 

que son presentados por las moléculas HLA de clase I, sobre todo cuando se encuentran 

sobre-expresadas como en el caso de la LAP (22). 

 

La generación de péptidos tanto citoplasmáticos como nucleares es llevada a cabo por el 

complejo del proteasoma. En el nucleoplasma el proteasoma parece ser una estructura 

bastante dinámica según las necesidades de la célula (23). Una de las regiones donde 

puede encontrarse es en los denominados cuerpos de PML. Concretamente el complejo 

activador del proteasoma PA28 o 11S se encuentra formando parte de los cuerpos de 

PML maduros (Figura 1B) (15). E igualmente en determinadas ocasiones el complejo 

del proteasoma 20S se ha observado en los cuerpos de PML aportando evidencia de la 

posible actuación del inmunoproteasoma dentro de esta localización nuclear. Además, 

diferentes proteínas virales son capaces de alterar la función y estructura de los cuerpos 

de  PML y por tanto la generación de péptidos antigénicos, pudiendo constituir una 

estrategia de inmunoevasión viral. Así por ejemplo la proteína ICP0 del virus herpes 
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simple tipo 1 (HSV-1) es capaz de unirse tanto a la proteína PML como a Sp100 

induciendo la degradación de los cuerpos de PML (24, 25). La proteína viral temprana 

IE1 de citomegalovirus no degrada los cuerpos de PML pero disminuye la modificación 

covalente de PML por SUMO a través de su unión con PML (26, 27). No sólo proteínas 

virales mal plegadas pueden degradarse en el proteasoma asociado a los cuerpos de 

PML sino también reguladores transcripcionales, como la proteína-1 que interacciona 

con el receptor glucocorticoide (GRIP1) (28).  

 

Dada la posible correlación existente entre degradación proteica-proteasoma 

dependiente  dentro de los cuerpos de PML, investigamos el patrón de tinción 

inmunohistológico de aquellos tumores de colon que con ausencia de expresión de 

moléculas HLA de clase I tenían además un defecto en la expresión del gen LMP7. Los 

nueve casos de tumores que presentaban este fenotipo mostraron la misma 

característica: alteración del patrón moteado normal de los cuerpos de PML en 

comparación con el tejido circundante no neoplásico (Figura 2). El análisis de 

expresión del antígeno Ki67 mostró un índice alto de proliferación tumoral  (Tabla 1).  

 

La alteración de la estructura de los cuerpos de PML en tumores de colon que  presentan 

alteración de expresión del gen LMP7, implicaría que LMP7 es parte indispensable del 

inmunoproteasoma presente en los cuerpos de PML. Y que el inmunoproteasoma 

participaría en la organización de la estructura de los cuerpos de PML maduros. En este 

grupo de tumores no sólo se alteraría el patrón de péptidos citoplasmáticos sino también 

los péptidos nucleares, en ausencia de los cuales las moléculas HLA de clase I en 

condiciones fisiológicas no se expresarían en la superficie celular. 
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Tabla 1.  Patrones de PML en tumores de colon con pérdida total de HLA-I 

 
Tumor 

 
aHLA-A, B y 

C/β2m 

 
bLMP7 

 
%Ki67 

 
cPatrón de 

PML 
 
CO5 

CO6 

CO14 

CO18 

CO19 

CO22 

CO26 

CO85 

CO86 

CO117 

CO128 

CO132 

CO135 

 
- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 
- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

 
67 

80 

70 

85 

65 

85 

85 

72 

60 

65 

55 

45 

50 

 
W 

D 

D 

D 

D 

D 

D 

D 

W 

W 

D 

W 

W 

aHLA-A, B y C/β2m, expresión determinada por inmunohistología empleando el Abm W6/32; b(+) 
presencia o (-) ausencia de expresión de LMP7; cPatrón normal W(wild-type) o alterado D (disrupted). 
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Figura 2 

 

 

A Inmunohistología de secciones de colon con el Abm PG-M3. Los tumores CO86 (con inactivación bialelica de 
β2m) y CO77 (tumor HLA positivo) muestran un patrón normal de tinción de los cuerpos de PML, tanto las células 
tumorales como las estromales. En cambio las células tumorales de los casos CO128 y CO18 con defecto de 
expresión de LMP7 (Tabla 1) muestran alteración  de los cuerpos de PML, siendo normal en las células estromales. B 
Tinción inmunohistológica empleando el Abm dirigido frente a ki67. A, B (×400). 
 
 

CO86  CO8

CO77 

CO128 CO128 

CO77 

CO18 

  A                                                        B                                                     
B 

CO86 
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INTRODUCCIÓN 
 
Uno de los mecanismos que opera durante la selección de variantes tumorales 

generando fenotipos de escape, es la alteración de expresión de moléculas HLA de clase 

I. Los diferentes fenotipos HLA alterados son el resultado de defectos estructurales  o 

de expresión como: alteraciones de regulación-transcripción (1); desregulación de genes 

de la maquinaria de procesamiento antigénico (TAPs y LMPs) (2, 3); mutaciones y/o 

pérdida de expresión del gen de β2-microglobulina (4); pérdida de haplotipos HLA 

secundaria a la pérdida de heterozigosidad (LOH) (5); y pérdida selectiva de alelos 

HLA de clase I. 

 

La pérdida selectiva de alelos HLA-I es uno de los mecanismos observados en líneas 

celulares de diferente origen que contribuye en la producción de fenotipos HLA 

alterados. Los mecanismos moleculares descritos responsables de tales pérdidas 

implican no solo fenómenos de roturas cromosómicas y recombinación somática (6) 

sino también mutaciones puntuales  (7, 8). En tumores primarios sin embargo el 

fenómeno parece ser poco frecuente, ya que hasta la fecha únicamente se han descrito 

dos casos de pérdidas alelicas por mutaciones frameshift en carcinoma cervical (9). Sin 

embargo el empleo de técnicas inmunohistológicas en secciones de tejido revela la 

presencia de un número relativamente alto de pérdidas de alelos HLA; así por ejemplo 

se describe hasta un 9% en tumores de laringe (10) y un porcentaje similar en tumores 

de colon (11).  A pesar de lo cual, los mecanismos moleculares responsables de las 

mismas siguen sin conocerse.  

 

Por técnicas inmunohistológicas se detecta que el alelo que presenta una mayor 

frecuencia de pérdida tanto en tumores de colon como en tumores de diferente 
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histología es HLA-B44 (11). Este hecho coincide con la elevada frecuencia de 

distribución que presenta el alelo HLA-B44 dentro de las poblaciones caucasoides, 

siendo la especificidad serológica más frecuente de alelos HLA de clase I (12). 

Actualmente se han descrito 34 alelos de HLA-B44, siendo HLA-B*4402 y HLA-

B*4403 los predominantes. Estos dos subtipos difieren únicamente en el residuo 156: 

un Asp (aspártico) en HLA-B*4402 y una Leu (leucina) en HLA-B*4403 (13, 14). Este 

residuo se localiza en la región central de la hélice α2, extendiéndose hacia el sitio de 

unión con el péptido y los bordes de los bolsillos D y E (15, 16) (Figura 1). Esta única 

sustitución es capaz de inducir la formación de linfocitos T citotóxicos (CTLs) en 

transplantes de médula ósea con donantes no emparentados que presentan la 

discordancia de alelos HLA-B*4402/HLA-B*4403, siendo responsable de la aparición 

de una reacción injerto contra huésped (GvHD) (17) o bien del rechazo (18). El alelo 

HLA-B*4402 es el más frecuente entre la población caucásica del norte de Europa (19), 

sin embargo la proporción HLA-B*4402/HLA-B*4403 está invertida en la población 

mediterránea (20, 21). 

 

Estudios recientes denotan el importante papel que desempeña la proteína tapasina en el  

proceso de ensamblaje de las moléculas HLA de clase I en la membrana del retículo 

endoplasmático. En ratones mutantes deficientes en tapasina, tanto la expresión como la 

estabilidad de las moléculas HLA de clase I están fuertemente disminuidas (22). A pesar 

de conocer que la tapasina es un componente clave que facilita la presentación 

antigénica de las  moléculas MHC de clase I, su función aún no está muy clara. 

Recientemente se ha descrito la diferente dependencia que parecen exhibir distintos 

alelos HLA-I por tapasina y por tanto su diferente expresión en superficie. Esta 

dependencia de tapasina viene determinada por la naturaleza del residuo localizado en la 
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posición 114 de la molécula HLA de clase I, siendo baja para residuos básicos o 

neutros. Específicamente, el alelo HLA-B*4402 presenta una elevada dependencia de 

tapasina  y expresión en superficie debida precisamente al residuo ácido (ácido 

glutámico) presente en la posición 114 (23).  

 

Para la caracterización molecular de la pérdida de HLA-B44 encontrada en tumores de 

colon (11) se pueden contemplar por tanto dos alternativas: bien la presencia de 

defectos estructurales o una alteración post-transcripcional. Aunque teniendo en cuenta 

la baja frecuencia de alteraciones estructurales descritas en tumores primarios hasta la 

fecha, probablemente sea más lógico pensar en un mecanismo post-transcripcional. 

 

Figura 1 

 

 

Cadena pesada HLA de clase I, que muestra el residuo 156 de la hélice α2 en color rojo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Estudio poblacional 

Para la determinación de la frecuencia de HLA-B44 en nuestra población, se estudiaron 

105 muestras de sangre de donantes voluntarios pertenecientes al registro de la 

Fundación Carreras (FC) de nuestro hospital. Para el tipaje serológico de HLA-B se 

empleó la técnica habitual de microcitotoxicidad dependiente de complemento. El tipaje 

genómico se realizó con la utilización de las técnicas de  SSO (sequence-specific 

oligonucleotide) (Dynal RELI® HLA-B kit) y SBT (sequencing based typing) (Applied 

Biosystems kit). 

 

Tipaje HLA-B de tumores 

Los linfocitos de sangre periférica (PBLs) aislados de los pacientes de cáncer de colon 

se tiparon por técnicas serológicas y genómicas mediante las técnicas citadas 

anteriormente. 

 

Estudio inmunohistológico de la expresión de HLA-B44 

Se estudiaron un total de 95 muestras de cáncer colorrectal, que fueron suministradas 

por el Departamento de Cirugía del Hospital Universitario Virgen de las  Nieves. 

 

Para determinar la pérdida de expresión de HLA-B44 se utilizaron los anticuerpos 

monoclonales (Abms) 116-5-28, y 66HA (24). El Abm 116-5-28 reconoce el epitopo 

Bw4, uno de los epitopos públicos HLA-B; y el Abm 66HA reconoce al antígeno HLA-

B12 del que B44 y B45 son splits. Las muestras de tejido se consideran como HLA-B44 

negativas cuando al menos el 75% de las células tumorales no se tiñen con ambos 

anticuerpos monoclonales. 

 



                                                                                                           153 

Obtención de DNA de muestras microdisectadas y análisis de LOH en 6p21.3 

En el proceso de extracción de DNA a partir de muestras microdisectadas se utilizó el 

kit de extracción de Quiagen (Quiamp Tissue kit, leusden, The Netherlands). 

 

Para el estudio de LOH se emplearon 8 microsatélites (STR) que mapean la región HLA 

del cromosoma 6: D6S311, D6S291, D6S273, C12C, C125, D6S265, D6S105, y 

D6S276. En la Tabla 1 se describen las secuencias de los primers utilizados para la  

amplificación. Las condiciones de la PCR, electroforesis y análisis de los resultados se 

han descrito con anterioridad (25). Se considera que hay pérdida de heterozigosidad  

(LOH), cuando la señal de un alelo se reduce más de un 25% en el tumor cuando se 

compara con la muestra control del estroma. Para  considerar que existe una pérdida de 

haplotipo HLA se requiere como mínimo una LOH en tres STR. Posteriormente la 

pérdida de haplotipo se confirma por SSO.  

 

Extracción de RNA total y síntesis de cDNA a partir de muestras microdisectadas 

Se obtiene RNA total a partir de muestras microdisectadas con el empleo del kit de 

extracción Micro RNA de Stratagene (La Jolla, CA). En la síntesis del cDNA se utilizan 

10 µl de RNA total, con la reverso-transcriptasa  Sensiscript de Quiagen; 40 U/µl de 

RNasin (Promega, Madison, WI), y oligo-dT primers (Promega). La reacción se incuba 

60 minutos a 42ºC,  y posteriormente se inactiva la enzima calentando a 95ºC durante 5 

minutos. 

 

Amplificación del gen completo HLA-B a partir de cDNA 

En la amplificación del gen HLA-B a partir de cDNA (1388pb) se emplearon un 

conjunto de primers locus específicos que abarcan la secuencia del gen completo 
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(Figura 2). La secuencia y localización de los diferentes primers utilizados para ello se 

describen en la Tabla 2. 

 

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 40 ciclos a 95ºC/1 min, 64ºC/1 min y 

72ºC/2 min, con una extensión final de 10 min en el último ciclo. 

 

Secuenciación del gen HLA-B 

Para secuenciar el cDNA de HLA-B44 se emplearon los mismos primers utilizados en 

la estrategia de amplificación. Las condiciones de la reacción de secuenciación se 

aplicaron a un volumen final de 20 µl, siendo las siguientes: 5-6 µl del producto de PCR 

amplificado, 5 µl de Big-Dye con  AmplyTaq®DNA polimerasa (Applied Biosystems), 

3.2 µl del correspondiente primer de secuenciación (1 µM).  La PCR de secuenciación 

se llevo a cabo con las siguientes condiciones: 20 ciclos a 96ºC durante 15 s, 55ºC/ 10s, 

60ºC/ 4 min. Las muestras se analizaron en el secuenciador  ABI PRISM 377 (Applied 

Biosystems). 

 

Expresión de tapasina en tumores microdisectados 

Como controles de amplificación se utilizaron: β2m, TAP1 y TAP2. Los primers 

utilizados en el análisis de expresión de tapasina, β2m, TAP1 y TAP2 fueron los 

siguientes:  

TAPAS Fw 5'CAAAGTGTCCCTGATGCCAGC; TAPAS Bw 5'GGTGAATTCGACAGGCATAGCG;  

ß2m Fw 5' GGGCATTCCTGAAGCTGACA; ß2m Bw 5' TGCGGCATCTTCAAACCTCC.  

TAP1 Fw 5' TCTCCTCTCTTGGGGAGATG; TAP1 Bw 5' GAGACATGATGTTACCTGTCTG ;  

TAP2 Fw 5' CTCCTCGTTGCCGGCTTCT; TAP2 Bw 5' TCAGCTCCCCTGTCTTAGTC. 
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Las condiciones de la reacción de amplificación fueron: 1 min a 94ºC, 30 s a 64ºC y 1 

min  72ºC durante 40 ciclos, con 7 min de extensión final a 72ºC. 

 

Figura 2 

 

 

Estrategia seguida para secuenciar el cDNA de HLA-B. Las flechas indican los 

primers utilizados y la dirección de secuenciación.  

 

 

Tabla 1. Primers utilizados en la amplificación de STR en 6p21.3 

 
STR 

 
Secuencia 5'-3' 

 
Secuencia 3'-5' 

 
D6S311 

 
ATGTCCTCATTGGTGTTGTG 

 
GATTCAGAGCCCAGGAAGAT 

 
D6S291 

 
CTCAGAGGATGCCATGTCTAAAATA 

 
GGGGATGACGAATTATTCACTAACT 

 
D6S273 

 
GCAACTTTTCTGTCAATCCA 

 
ACCAAACTTCAAATTTTCGG 

 
C12C 

 
TAGAAAACGCAATCTCGGCC 

 
CTGGATTAACCTGGAGACTC 

 
C125 

 
CAGTAGTAAGCCAGAAGCTATTAC 

 
AAGTCAAGCATATCTGCCATTTGG 

 
D6S265 

 
ACGTTCGTACCCATTAACCT 

 
ATCGAGGTAAACAGCAGAAA 

 
D6S105 

 
GCCCTATAAAATCCTAATTAAC 

 
GAAGGAGAATTGTAATTCCG 

 
D6S276 
 

 
TCAATCAAATCATATCCCCAGAAG 

 
GGGTGCAACTTGTTCCTCCT 

EX1 EX2 EX3 EX4 EX5 6 7 8 

Región 3' no traducida 

HLA-5UT HLA-3UTB EF4 

(1388 pb) 

BNSA BSA 
CG3 



                                                                                                           

                    

                    Tabla 2. Secuencias de primers utilizados en la amplificación de HLA-B 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Primers   
 

  
Secuencia  (5'-3')                                               

 
Localización 

 
Referencia 

 

HLA-5UT                             

HLA-3UTB  

CG3  

EX4F 

BSA 

BNSA 

           

 

GGGCGTCGACGGACTCAGAATCTCCTCAGACGCCGAG 

CCGCAAGCTTCTGGGGAGGAAACACAGGTCAGCATGGGAAC 

GCTCTGGTTGTAGTAGCCGC 

CTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGA 

GACAGCGACGCCGCGAGTCC 

AGTAGCGACCACAGCTCCGA 

 

Región 5' no traducida 

Región 3' no traducida 

Exon 2 (336-317) 

Exon 4 (809-830) 

Exon 2 (180-200) 

Exon 5 (970-990) 

 

(26) 

(26) 

(27) 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 
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RESULTADOS 

Tumores colorrectales que exhiben el fenotipo HLA-B44 negativo 

El estudio de la pérdida selectiva de B44 se realizó por tinción inmunohistoquímica en 

secciones de tejido criopreservadas. Los diferentes subtipos de B44 pertenecen al grupo 

serológico B12, y por lo tanto pueden ser identificados como Bw4 positivos. Tanto los 

epitopos Bw4 como Bw6 se expresan de forma exclusiva por diferentes grupos de alelos 

HLA-B, siendo una dependencia conformacional (28).  

 

13 de los 95 tumores analizados mostraron una tinción negativa para el epitopo Bw4 a 

diferencia de la mucosa normal. Para descartar que se tratara de una pérdida de haplotipo 

HLA (fenotipo II) en lugar de una pérdida selectiva de B44, se llevó a cabo el estudio de 

pérdida de heterozigosidad en este grupo de tumores. 4 de los 13 tumores analizados 

presentaron pérdida de haplotipo B44 (Tabla 3). Existiendo por tanto 9 tumores que 

pueden considerarse únicamente como pérdidas selectivas de B44, en los que nos hemos 

centrado para investigar el mecanismo de tal alteración. 

 

Frecuencia de subtipos HLA-B44 perdidos 

El tipaje de los  9 tumores de colon B44 negativos determinó tres subtipos diferentes: 

dos subtipos fueron HLA-B*4402 (22.2%), seis HLA-B*4403 (66.6%) y uno HLA-

B*4405 (Tabla 4). Para determinar la posibilidad de que la pérdida de alguno de los 

subtipos fuera predominante se comparó con la frecuencia de los subtipos de B44 de 

nuestra población. Para este fin se analizaron 105 individuos no  emparentados  y 30 

haplotipos B44 del registro FC de nuestro hospital. Los subtipos principales de esta 

población control fueron B*4402 y B*4403, representando el 37% y el 63% 

respectivamente.  Estas frecuencias encontradas en nuestra población coinciden con las 
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frecuencias de HLA-B44 de la población española y mediterránea (21). Al comparar la 

frecuencia de subtipos perdidos de B44 con respecto a la población control  no se 

encontraron diferencias (<0.5) (Figura 3). 

 

Tabla 3. Tumores con tinción inmunohistológica negativa de B44 que presentan pérdida 

de haplotipo HLA 

 

 
STR 

 
Tumor  

 
Tipaje HLA 

 
D6S311 

 
D6S291 

 
D6S273 

 
C12C 

 
C125 

 
D6S265 

 
D6S105 

 
D6S276 

 
Haplotipo 
perdido 
(SSO) 

 
CO32 

 
A29, -; B44, 62 
 

 
N 

 
L 

 
H 

 
L 

 
L 

 
H 

 
H 

 
L 

 
ND 

 
CO67 

 
A2, 29; B44, 51 

 
L 
 

 
L 

 
H 

 
L 

 
L 

 
H 

 
L 

 
H 

 
A29/B44 

 
CO69 

 
A24, -;B44, 35 
 

 
L 

 
L 

 
L 

 
L 

 
L 

 
H 

 
H 

 
  L 

 
A24/B44 

 
CO101 

 
A2, 29; B44, 7 
 

 
L 

 
L 

 
L 

 
L 

 
L 

 
L 

 
H 

 
L 

 
A29/B44 

 
Abreviaturas: N, normal; L, LOH; H, homocigoto; ND, no determinado. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                           159 

Tabla 4. Tumores de colon con expresión negativa de HLA-B44  

 
Tumor 
 

 
Tinción con los Abms 116-

5-28/66-HA 

 
Tipaje HLA-B (SBT) 

 
CO46 

CO49 

CO53 

CO57 

CO61 

CO74 

CO81 

CO99 

CO100 

 
- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 
B*4402/51011 

B*4403/1402 

B*4403/0702 

B*4403/4005 

B*4403/3534 

B*4403/4501 

B*4402/40011 

B*4403/4501 

B*4405/4501 

 

 

Figura 3 
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Frecuencia de los diferentes subtipos de HLA-B44 en los tumores de estudio y en la 

población control. 
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Alteraciones estructurales en el gen HLA-B 

Para estudiar la presencia de mutaciones en HLA-B que expliquen la expresión negativa 

en superficie de los alelos HLA-B44, se empleó el cDNA obtenido a partir de las 

muestras microdisectadas. De esta forma detectaríamos la existencia de defectos 

transcripcionales por ausencia de mRNA de B44 y las posibles alteraciones estructurales 

al secuenciar el gen completo HLA-B.  

 

La amplificación del cDNA de HLA-B se llevo a cabo con el empleo de un conjunto de 

primers que amplifican fragmentos de diferente tamaño (Figura 2) (Tabla 2). Todos los 

fragmentos amplificados fueron secuenciados y comparados con su correspondiente 

mucosa. El análisis de secuenciación no reveló ninguna alteración en los subtipos de 

HLA-B44, existiendo por tanto expresión de los alelos. 

 

Defecto de expresión de tapasina como posible mecanismo post-transcripcional 

responsable de la expresión negativa de HLA-B44 

La ausencia de mutaciones en HLA-B, nos puso en la necesidad de investigar como 

posible causa la existencia de una alteración post-transcripcional. En la cual la tapasina 

podría estar implicada, teniendo en cuenta la diferente dependencia de tapasina existente 

en diferentes alelos HLA de clase I, como HLA-B*4402 (29). Esta dependencia está 

relacionada con la naturaleza del residuo aminoacídico de la posición 114, siendo alta 

para los residuos ácidos (ácido aspártico y glutámico) (23). 

 

Los residuos de aminoácidos en que difieren los tres subtipos de HLA-B44 perdidos se 

encuentran en la posición 156 (Asp en B*4402 y B*4405; Leu en B*4403) y en la 

posición 116 (Asp en B*4402 y B*4403; Tyr en B*4405). Sin embargo, todos ellos 



                                                                                                           161 

presentan el residuo de ácido aspártico en la posición 114. Por esta razón nos planteamos 

la posibilidad de que los tres subtipos perdidos pudieran tener una alteración en la 

expresión de tapasina. Después de analizar la expresión de tapasina a nivel de mRNA en 

aquellos tumores de colon HLA-B44 negativos, encontramos un defecto de transcripción 

de la misma  cuando se comparó con tumores control y con mucosas autólogas (Figura 

4). Este hallazgo pondría de manifiesto que la ausencia de expresión en superficie de los 

alelos de B44 en los tumores de colon estudiados estaría producida por una alteración 

post-transcripcional como resultado de una expresión deficiente de tapasina. 
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Figura 4 

 

 

RT-PCR de tapasina, β2m, TAP1 y TAP2 en tumores de colon B44 negativos. C(+), 
control positivo de un caso de tumor colorrectal B44 positivo; C (-), control negativo. 
Tapasina*, expresión de tapasina en las correspondientes mucosas autólogas.  
 
 

 

 

 

 

 

 

- 424 pb 

- 281 pb 

- 281 pb 

 β2m 

Tapasina 

Tapasina* 

    46     49     53     57    61    74    81     99   100    C+   C- 

TAP1 

TAP2 

- 273 pb 

- 298 pb 
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DISCUSIÓN 

La alteración tanto de la función como de la expresión de varios de los componentes de 

la maquinaria de procesamiento y presentación antigénica, incluyendo los propios 

antígenos MHC-I, los transportadores de péptidos TAP y las subunidades del proteasoma  

LMP2 y LMP7 es un evento frecuente en tumores de diferente histología con alteración 

de la expresión de moléculas HLA de clase I (30-32). Muchos de los componentes de la 

maquinaria de procesamiento antigénica pueden ser inducidos por citoquinas, 

promoviendo por tanto la expresión en superficie de moléculas MHC-I y aumentando la 

susceptibilidad a la citotoxicidad mediada por los linfocitos T (CTLs) (30, 33). La 

pérdida selectiva de alelos HLA-I igualmente contribuye al defecto en el reconocimiento 

inmune del tumor. En el presente trabajo, se muestra cómo la ausencia de expresión de 

HLA-B44 en los tumores de colon está directamente relacionada con el defecto de 

expresión de tapasina, una chaperona componente del complejo de procesamiento y 

presentación antigénica. Este resultado implicaría por tanto que la desregulación de 

tapasina puede ser parte integral de los fenotipos inmunes de escape en las células 

tumorales de colon. 

 

El ensamblaje de las moléculas HLA de clase I dentro del lumen del retículo 

endoplasmático (RE) es mediado por un conjunto de chaperonas (34). Una vez que la 

cadena naciente HLA-I se une al RE es estabilizada por la chaperona calnexina. 

Posteriormente la cadena de β2m se asocia a la cadena pesada para formar los 

heterodímeros de clase I, en este momento la calnexina es intercambiada por la 

calreticulina. En este estado otras chaperonas se combinan para formar el complejo de 

carga de clase I, que consiste en el heterodímero de clase I, calreticulina, ERp57 y 

tapasina. La tapasina es una glicoproteína de 48 kDa que actúa de puente entre los 
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heterodímeros de clase I receptores de péptidos y las moléculas TAP (35, 36). Parece ser 

que esta interacción facilita la carga de péptidos antigénicos dentro de la gruta de unión 

de las moléculas HLA de clase I antes de su salida del RE y transporte hacia la superficie 

celular. Además de funcionar como puente de unión, la tapasina estabiliza el estado 

receptor de péptidos del complejo de clase I (37), influye en la expresión de TAP (37, 

38), y aumenta la unión de péptidos al heterodímero TAP (39). 

 

La tapasina es capaz de prevenir la liberación prematura de las moléculas de clase I del 

RE de mamíferos, lo que sugiere que puede también intervenir en la retención de 

moléculas HLA de clase I cargadas de forma subóptima (40). Según esto, se ha 

especulado con la posibilidad de que la tapasina intervenga en la selección y 

optimización de ligandos de las moléculas de clase I (Figura 5). Varias propiedades de 

la tapasina sugieren por tanto que presenta un papel editor de péptidos importante, entre 

las que se incluyen la capacidad de retener moléculas de clase I vacías o subóptimamente 

cargadas en el RE (40) y la observación de que las moléculas de clase I que se expresan 

en células deficientes en tapasina son termolábiles y se encuentran cargadas con ligandos 

subóptimos (41, 42). Además, estudios recientes demuestran que la tapasina interacciona 

con regiones de la cadena pesada de clase I que son sensibles a la presencia del péptido 

antigénico en la gruta de unión (43, 44), lo que sería un reflejo de la capacidad que 

tendría la tapasina para discriminar entre moléculas cargadas y moléculas vacías. 

 

El supuesto papel editor de péptidos de la tapasina se apoya además en el hallazgo de la 

diferente dependencia de tapasina que muestran determinados alelos HLA de clase I 

tanto para su expresión en superficie como para la presentación antigénica a los 

LTCD8+. Así tendríamos, que el alelo B*2705 es independiente de tapasina, a diferencia 
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de B*4402 que tiene una elevada dependencia de tapasina (29). El alelo B*4402 se 

caracteriza por tener un residuo de ácido aspártico en la posición 114 que parece ser el 

responsable de su alta dependencia por tapasina, a diferencia de lo que ocurre con los 

residuos básicos en esta misma posición (23). Los tres subtipos de B44 que se pierden en 

los tumores de colon presentados en este trabajo, tienen el mismo residuo ácido en la 

posición 114, y todos ellos presentan además una alteración de la expresión de tapasina. 

La cadena lateral cargada negativamente del ácido aspártico o del glutámico en esta 

posición generaría impedimentos estéricos en la gruta de unión al péptido que podrían 

interferir con la unión fuerte de péptidos. Bajo la interacción con la tapasina, la gruta de 

unión pasaría a una forma abierta receptora de péptidos (23). 

 

Los tres subtipos de B44 en virtud de su alta dependencia de tapasina, no se cargarían 

con péptidos óptimos siendo por tanto retenidos en la membrana del RE y no 

expresándose en la superficie celular. Sin embargo el patrón de tinción 

inmunohistológico en este grupo de tumores no mostró alteración para el resto de los 

alelos HLA de clase I. La desregulación de tapasina altera la expresión de moléculas 

MHC de clase I en superficie tanto en líneas como en tumores (45). Por tanto la 

detección inmunohistológica de expresión de los alelos de clase I a excepción de los tres 

subtipos de B44 (B*4402, B*4403 y B*4405) en este grupo de tumores, implicaría 

además que las moléculas de clase I gracias al papel editor de péptidos de la tapasina 

estarían cargadas con péptidos subóptimos (Figura 6). 
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Figura 5 

 

 

Papel de la tapasina en la carga de péptidos dentro del complejo de carga peptídico. 
La cadena pesada de clase I recién sintetizada puede asociarse con la calnexina y/o con 
la proteína BiP. La asociación de β2m y unión de péptidos subóptimos produce un 
cambio conformacional dentro de la cadena pesada y el reemplazamiento de calnexina 
por calreticulina, dando lugar a la formación del complejo de carga peptídico. Dentro de 
este complejo, la tapasina se encarga de intercambiar péptidos subóptimos por péptidos  
óptimos. HC, cadena pesada de clase I; Crt, calreticulina; Tpn, tapasina. 
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Figura 6 

 

 

Procesamiento y presentación antigénica en una célula de fenotipo salvaje (A) y en 
una célula con ausencia de tapasina (B). En ausencia de tapasina, se expresa en 
superficie un menor número de moléculas HLA de clase I, cargadas mayoritáriamente 
con péptidos subóptimos (barras negras) a diferencia de las células sin alteración que se 
cargan con péptidos óptimos (triángulos rojos). Igualmente en células tapasina 
deficientes el complejo de carga peptídico no se forma correctamente lo que es reflejo de 
la ineficiente asociación de las moléculas de clase I con calreticulina y ER60 (indicado 
por línea punteada). HC, complejo de cadena pesada de clase I y β2m; crt, calreticulina; 
ER60, oxidorreductasa tiol-dependiente; tpn, tapasina. 
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INTRODUCCIÓN 

Los mecanismos que operan en la generación de los fenotipos de alteración HLA son 

diversos, y pueden encontrarse a diferentes niveles de la ruta biosintética de las 

moléculas HLA de clase I (Tabla 1). Aunque mayoritariamente son alteraciones 

determinadas en líneas celulares, conocemos poco en cambio, referente tanto al 

mecanismo como a la frecuencia del mismo en los tumores primarios. Si la pérdida de 

expresión de moléculas HLA representa un mecanismo de inmunoevasión, el 

conocimiento de tales alteraciones supone un objetivo importante para poder abordar de 

forma coherente el empleo de la inmunoterapia en estos pacientes. 

 

La base de la generación de variantes tumorales inmunorresistentes hay que buscarla en 

la inestabilidad genética inherente al proceso de transformación, siendo el propio sistema 

inmune un factor de selección. Se destruyen las variantes inmunógenas escapando las 

poco inmunogénicas. Igualmente para poder aplicar terapias que traten de romper la 

tolerancia inmune frente a los tumores, es imprescindible conocer las alteraciones HLA 

que subyacen en esos tumores. Siendo éste el objetivo que se pretende con esta tesis. 

 

Pérdida total de expresión de moléculas HLA de clase I en tumores MIN+ y MIN- 

La presencia o ausencia de inestabilidad de microsatélites en los tumores de colon 

presentados en este estudio que exhiben el fenotipo I delimita dos vías tumorogénicas, en 

las cuales se ven implicados diferentes genes diana responsables de la expresión alterada 

de moléculas HLA-I y por tanto del deficiente reconocimiento de las mismas por parte 

del sistema inmune (Tabla 2).  
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La alteración de los genes reparadores de los apareamientos erróneos de bases durante 

los procesos replicativos del DNA son los responsables de aumentar la tasa de mutación 

en regiones susceptibles del genoma. Como son las regiones de repeticiones de bases de 

genes como: TGFβRII, BAX, hMSH3, etc (Introducción), tanto en los tumores 

inestables HNPCC como en los esporádicos. Uno de los genes diana con repeticiones de 

bases en su secuencia que igualmente se ve afectado en los tumores MSI es el de β2m, 

concretamente se ha descrito hasta un 40% aunque con una baja frecuencia de 

inactivación bialelica (18). En este trabajo Perucho (18) ya apunta que considerando esa 

tasa de alteración, el gen de β2m debería ser considerado como gen supresor de tumores 

diana de la vía mutadora. En nuestro estudio, describimos que aquellos tumores con 

fenotipo I e inestabilidad de microsatélites presentan inactivación bialelica de β2m. 

Considerando estos resultados, podemos decir que β2m es un gen diana susceptible de 

inactivación en tumores de colon MSI siendo además responsable del defecto de 

expresión de moléculas HLA de clase I observado,  y que por tanto va a condicionar de 

forma directa el reconocimiento de las células tumorales por parte del sistema inmune y 

de forma indirecta la progresión tumoral. 

 

En el grupo de tumores con ausencia de inestabilidad de microsatélites y que pertenecen 

al grupo MSS o CIN, es el defecto  transcripcional de genes que intervienen en la ruta 

biosintética de las  moléculas HLA de clase I el que se encuentra implicado. 

 

En todos los estudios realizados hasta el momento, referentes a la expresión tisular de los 

genes TAP1/TAP2 y LMP2/LMP7 realizados por técnicas inmunohistológicas, no se ha 

establecido la asociación existente con las alteraciones fenotípicas de moléculas HLA de 

clase I (19, 20). En nuestro trabajo, hemos abordado el estudio de los fenotipos HLA 
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alterados en el caso concreto del fenotipo I considerando para ello la expresión a nivel de 

mRNA de tejido microdisectado. Encontrando que existe una asociación directa entre la 

ausencia de expresión en superficie de moléculas HLA de clase I (determinada por 

técnicas inmunohistológicas) y la ausencia de expresión del gen LMP7 determinada a 

nivel de mRNA. Y que por tanto el defecto en el gen LMP7 presente en el 

inmunoproteasoma tanto del citoplasma como del núcleo celular (asociación existente 

entre el defecto transcripcional de LMP7 y la alteración del patrón nuclear de los cuerpos 

de PML) igualmente contribuye a la ausencia de péptidos antigénicos presentados por las 

moléculas HLA de clase I.   

 

Pérdida selectiva de HLA-B44 en tumores de colon 

Las técnicas inmunohistológicas presentan ciertas limitaciones, como lo demuestra la 

incapacidad de detectar la mayoría de las pérdidas de haplotipo HLA debidas a pérdida 

de heterozigosidad o LOH (10).  En nuestro caso, cuatro de 13 casos clasificados como 

fenotipo IV por inmunohistología resultaron ser pérdidas de haplotipo B44 cuando se les 

realizó el estudio de microsatélites en 6p21. Por otra parte no es un hecho raro, ya que la 

pérdida de haplotipo HLA debida a LOH es un fenómeno frecuente en tumores de 

diferente histología (10-13), con un 42% encontrado en los tumores de colon estudiados 

en este trabajo (resultados que no han sido presentados en esta tesis). 

 

El alelo HLA-B44 además de ser el más frecuente entre la población caucásica es el que 

se pierde de forma mayoritaria en los tumores de colon. En los que hemos podido  

detectar presencia de tránscrito citoplasmático con ausencia de alteraciones estructurales. 

Revelándose la elevada dependencia de tapasina que presentan los subtipos de B44 

perdidos (B*4402, B*4403, B*4405), clave para entender la pérdida selectiva. La cual se 
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caracteriza por un defecto post-transcripcional como resultado de la expresión alterada 

de la chaperona tapasina.  

 

Las moléculas HLA de clase I como genes de susceptibilidad implicados en la 

progresión tumoral de colon 

Si consideramos el número total de casos de colon que presentan algún tipo de alteración 

en las moléculas HLA de clase I (14 casos con fenotipo I, 9 casos con pérdida selectiva 

de B44, y los casos que presentan LOH en 6p21 que no han sido recogidos en este 

trabajo), resulta un porcentaje elevado. Bien sea por defecto de los genes que intervienen 

en la vía biosintética de moléculas HLA de clase I (β2m en tumores W6/32-/MSI-

positivos; LMP7/TAP2 en tumores W6/32-/MSI-negativos; tapasina en tumores B44 

negativos) o de las propias moléculas HLA de clase I por pérdida de heterozigosidad 

(resultados no presentados en este trabajo). Implicando al sistema HLA de clase I 

constituido por diferentes genes, como diana del proceso tumoral en colon tanto de los 

tumores MSI como en los CIN al obstaculizar el reconocimiento tumoral llevado a acabo 

por el sistema inmune.  
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Tabla 1. Alteración de la expresión de moléculas HLA-I y mecanismos responsables 
 

 
Tipo de defecto 

 
Mecanismo 

 
Tumor (línea celular) estudiado 

 
Referencia 

 
Líneas de melanoma, colon, mama, 
pulmón 

 
1, 2, 3 

 
Mutaciones y/o LOH de  
β2m 
 
 
 
 

 
Tumores primarios de melanoma y 
colon 

 
4, 2 

 
Alteración de la 
expresión de β2m 

 
Tumores primarios de mama 

 
5 

 
1. Pérdida total de 
moléculas HLA-I 
 
 

 
Defectos en los genes 
TAP1/TAP2, 
LMP2/LMP7 

 
Líneas celulares de diferente 
histología; carcinoma de pulmón 
de células pequeñas, cáncer de 
cérvix, próstata, melanoma, colon , 
mama, carcinoma hepatocelular, 
renal, y linfoma de Burkitt 

 
6, 7 

 
2. Defecto de 
expresión de locus 
HLA-B 
 

 
Transcripcional 

 
Líneas de melanoma, colon y 
tumores gástricos 

 
8, 9 

 
3. Pérdida de 
haplotipo HLA 
 

 
Pérdida de 
heterozigosidad (LOH) 
en 6p21 

 
Tumores primarios y líneas de 
diferente origen 

 
10-13 

 
Roturas cromosómicas y 
recombinación somática 

 
Líneas de melanoma 

 
14 

 
Líneas celulares y tumores 
primarios de cérvix 

 
4. Pérdida selectiva de 
alelos HLA-A o HLA-
B  

Mutaciones en los genes 
HLA de clase I 

 

 
15, 16, 17 
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Tabla 2. Alteraciones HLA-I en los tumores de colon presentados en este trabajo 
 

 
MSI positivos 
 

 
- Inactivación bialelica de β2m (4casos) 

 
1. Fenotipo I 
 

 
MSI negativos 
 

 
- Alteración del componente del proteasoma LMP7 inducible 
por IFNγ  (9casos); con alteración del patrón de péptidos 
citoplasmáticos y nucleares (alteración del patrón nuclear de los 
cuerpos de PML). 
 
- En un único caso no se ha podido determinar el mecanismo 
responsable (CO5). 
  

 
2. Expresión 
negativa en 
superficie de B44 
 
 

  
- Tumores con pérdida de haplotipo B44 (4 casos). 
 
-Tumores con defecto de expresión de la chaperona tapasina, 
componente del complejo de carga peptídico de clase I (9 
casos). 

 

 

Implicaciones en la inmunoterapia del cáncer de colon 

El cáncer de colon es el segundo en cuanto a número de casos diagnosticados de cáncer 

en los países occidentales  (Figura 1) (21). La mayoría de las muertes relacionadas con 

el mismo son causadas por las metástasis. El pronóstico de los pacientes con cáncer de 

colon está estrechamente relacionado con el estadio del tumor en el momento del 

diagnóstico (Tabla 3). Aquellos tumores que no presentan metástasis en los ganglios 

linfáticos en el momento del diagnóstico tienen una tasa de supervivencia a los 5 años de 

aproximadamente el 80%, a diferencia de los que tienen metástasis en los ganglios 

regionales con un 50% de supervivencia. Disminuyendo a menos del 5% para aquellos 

pacientes con metástasis en órganos distantes en el momento del diagnóstico. 

 

La quimioterapia-adyuvante es el tratamiento de elección para los tumores de colon que 

se encuentran en estadio III, y consiste en la administración mensual de bolos de 5-
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fluorouracilo y leucovorina durante 5 días consecutivos de un mes, repitiéndose el 

proceso durante un periodo de 6 meses. En cambio la quimioterapia adyuvante para 

tumores en estadio II no se realiza, a excepción de determinados pacientes con riesgo 

alto. En aquellos pacientes con la enfermedad en estado muy avanzado y con tasas de 

supervivencia muy bajas se están intentando desarrollar nuevas estrategias en 

combinación con la quimioterapia. Estrategias basadas en el desarrollo de respuestas de 

linfocitos T citotóxicos (CTLs) frente a antígenos asociados a tumor (TAA) conocidos 

bien mediante técnicas de inmunoterapia activa o adoptiva (Introducción). En ambos 

casos la caracterización de los mecanismos implicados en el reconocimiento de las 

células tumorales y la lisis llevada a cabo por los CTLs así como de los procesos 

responsables de la inmunoevasión tumoral son esenciales para poder desarrollar 

cualquier estrategia de inmunoterapia. 

 

A pesar que pueden detectarse CTLs precursores frente a TAA en pacientes con cáncer 

de colon en sangre periférica y en el infiltrado inflamatorio peri-tumoral, su frecuencia es 

extremadamente baja, y probablemente tengan un escaso o nulo efecto anti-tumoral. Esta 

incapacidad de desarrollar una respuesta inmune frente a determinados antígenos 

tumorales es un reflejo de la tolerancia existente frente al tumor y que constituye por 

tanto una forma de inmunoevasión. La existencia de tolerancia frente a antígenos 

asociados a tumor que en condiciones fisiológicas no se expresan en células normales se 

puso de manifiesto en estudios de ratones transgénicos que expresan la proteína humana 

MUC1 (22, 23). Son ratones incapaces de responder a MUC1, incluso cuando son 

inmunizados con células tumorales irradiadas portadoras de MUC1 (23). Sin embargo, 

cuando se inmunizan con células híbridas de células dendríticas y células tumorales-

MUC1 se induce una potente respuesta inmune frente a MUC1 que resulta en el rechazo 
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de las metástasis establecidas (22). Se trata de estudios esperanzadores que muestran 

como la inmunoterapia basada en el uso de DCs para generar una respuesta de CTLs es 

capaz de contrarrestar la falta de respuesta inmunológica frente a antígenos tumorales, y 

por otro lado aumentar el número y la actividad de CTLs específicos en la esperanza de 

superar la tolerancia inmunológica pre-existente. 

 

La importancia de conocer los mecanismos moleculares responsables de generar un 

patrón alterado de expresión de moléculas HLA de clase I y por supuesto una respuesta 

deficiente por parte del sistema inmune, radica en la aplicabilidad que estos estudios 

puedan tener en un futuro en el abordaje de diferentes estrategias de inmunoterapia en 

pacientes de cáncer de colon con la enfermedad en estados avanzados. Todos los 

planteamientos realizados hasta la fecha en este sentido (inmunoterapia activa o 

adoptiva) caen en el error de no considerar que muchos de los tumores de colon 

presentan defectos de expresión en moléculas HLA de clase I, lo cual es un obstáculo 

para que estos ensayos se lleven a cabo de forma satisfactoria en estos pacientes. Por esta 

razón, es imprescindible conocer en una primera aproximación la presencia de 

alteraciones en el sistema HLA de clase I antes de plantear la estrategia de inmunoterapia 

adecuada. 
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Figura 1 

 

Incidencia global del cáncer en los países desarrollados y en vías de desarrollo (21). 
 
 

Tabla 3. Estadios y pronóstico en el cáncer de colon 

 
Estadio 

  

 
Dukes 

 

 
TNM 

 
Numérico 

Descripción 
patológica 

Tasa de supervivencia a los 
5 años (%) 

A T1N0M0 I Cáncer limitado a la 
mucosa y submucosa 

>90 

B1 T2N0M0 II Cáncer extendido en la  
muscular  

85 

B2 T3N0M0 II Cáncer extendido en la  
serosa 

70-80 

C TxN1M0 III Invasión de los ganglios 
linfáticos regionales  

35-65 

D TxNxM1 IV Metástasis distantes 
(hígado, pulmón, etc) 

5 
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1. En los tumores de colon con pérdida total de expresión de moléculas HLA de clase I, 

se encuentran dos mecanismos principales implicados: 

 

a) La pérdida de la función génica de β2m como resultado de una inactivación bialelica 

(mutaciones y/o posible LOH) en los tumores de colon que presentan inestabilidad de 

microsatélites (MSI). 

 

b) El defecto transcripcional de genes implicados en el procesamiento y presentación 

antigénica LMP7 y TAP2 en el  grupo de tumores con ausencia de inestabilidad de 

microsatélites (MSS); estando además asociado el defecto de LMP7 a una alteración del 

patrón nuclear de los cuerpos de PML afectándose de este modo tanto el repertorio de 

péptidos antigénicos generados en el citoplasma como en el núcleo celular. 

 

2. El alelo HLA-B44 es el que presenta una mayor frecuencia de pérdida en los tumores 

de colon, por mecanismos que implican bien la pérdida de haplotipo en un pequeño 

número (4 de 13 casos) y en la mayoría de los casos (9 de 13) por un defecto post-

transcripcional que estaría relacionado con el defecto de expresión de la proteína 

tapasina, componente del complejo de carga peptídico de clase I.  
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