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RESUMEN

La similitud de los genes de la familia MIC con los del MHC-I encontrada en varios mamiferos,
refuerzan la idea de que los genes MIC tienen una funcién importante en la respuesta inmune. Estas
proteinas funcionan como marcadores de estrés fisiologico, por lo que se pretendi6é en el presente
trabajo encontrar una posible relacién entre el VPH y la presencia de las proteinas MIC. Para este fin
se utilizaron lineas provenientes de cancer de cérvix infectadas con el VPH-16 (CasKi, SiHa) y el VPH-
18 (Calo, Inbl, Rova) utilizando como controles las lineas VIbo y C-33A provenientes también de
cancer de cérvix pero negativas para el VPH. Los resultados obtenidos son alentadores, se encontr6
que las diferentes células expresan las proteinas MIC y parece ser que no existe relaciéon alguna entre
la produccion de las proteinas MIC y el VPH, pues estas se presentan ya sea en células infectadas con
VPH-16 y 18 asi como en controles negativos. Sin embargo un dato sumamente interesante es el hecho
de que en los sobrenadantes de las diferentes lineas se encontré que existe una forma soluble de las
proteinas de estrés fisiologico. Este hallazgo podria explicar el hecho de que se pueda desarrollar este
tipo de neoplasia aun estando presentes las proteinas MIC, cuya misién principal es la de alertar a las

células encargadas de eliminar a las células infectadas por virus y/o tumorales.



INTRODUCCION

Mucho se ha avanzado en el conocimiento de la biologia de los genes MIC (MHC class I Chain related
genes) desde su primera descripcion hace 8 anos. En un inicio, la expresion de las proteinas MICA y
MICB se demostré claramente en células de origen epitelial o fibroblastico. Sin embargo, la funcion
bioldgica de la expresion de estas proteinas en células de tejido epitelial o conectivo no era del todo
clara. Estudios posteriores han demostrado que las proteinas MIC pueden considerarse como
proteinas de estrés fisiologico ya que su expresion esta regulada por proteinas de choque térmico.

Asi también la importancia que en los altimos tiempos han adquirido estas proteinas es debido al
hecho de que su expresion se ve aumentada en células infectadas por virus y/o bacterias, asi como en

una gran variedad de células tumorales tales como: pulmon, mama, ovario, rinén, colon y prostata.

Mas recientemente, otros estudios han dado evidencias de que el citomegalovirus humano (HCMV;
por sus siglas en inglés) provoca una sobrexpresion de la proteina MICA, aunque este hecho no es
suficiente para originar una respuesta de las principales células de reconocimiento de estas proteinas,

las células NK, ya que el HCMV utiliza otros mecanismos biologicos para evitar el reconocimiento por
células NK.



MARCO TEORICO

Cancer cérvicouterino y el Virus del papiloma Humano (VPH)

El cancer de cérvix (CC) es el segundo tipo de cancer mds comtn en mujeres. Se estima que entre el 20
y el 40% de mujeres jovenes sexualmente activas ha sufrido una infeccion por el virus del papiloma
humano (Bosch et al., 1995) y en tiempos mas recientes este porcentaje ha incrementado a casi el 50%.
La incidencia es de 10 por cada 100,000 en ciudades industrializadas y mas de 40 por cada 100,000 en
algunas ciudades en desarrollo (Bosch et al., 1995). Se ha estimado que se presentan cerca de 500,000
casos nuevos de CC cada ano (Torroella-Kouri et al., 1998), de los cuales cerca del 81% se presenta en
los paises en vias de desarrollo (Drain et al., 2002). Una de las regiones del mundo con alta incidencia
de CC es Latinoamérica, siendo en México el cancer mas comun entre las mujeres. Entre 1993 y 1994
se detectaron un total de 9135 de casos de CC sin metdastasis y 16,442 con metéstasis en la ciudad de

Meéxico (Salud publica de México 1999)

Estudios epidemiolégicos han mostrado que el virus del papiloma humano (VPH) parece jugar un
papel muy importante en el desarrollo de este tipo de neoplasia, de hecho, esta asociacion es mas
fuerte que la que pudiera existir entre fumar y padecer cancer de pulmén. El IBSCC (internacional
biologycal study of cervical cancer) demostré que el DNA del VPH es detectado en casi el 93 % de los
casos de cancer invasivo en el mundo (Bosch et al.,, 1995), aunque en otros estudios se ha encontrado

que el VPH se encuentra hasta en un 99.7 % en personas que sufren de CC. (Walbommers, et al., 1999)

Estudios por el método de PCR han revelado la presencia del VPH en muestras de células exfoliativas
provenientes de cérvix en mujeres cuyos frotis no presentaron alguna anormalidad: Washington D.C.
(33.7%) (Hildesheim et al., 1993); Nuevo México (44.3%) (Wheeler et al., 1993); Portland, Oregon
(17.7%) (Bauer et al., 1993) y New Jersey (27.8%) (Burk et al., 1996). Estudios similares en México han
indicado que cerca del 17% de mujeres que aparentemente no presentaban alguna anormalidad por
citologia o colposcopia fueron positivas para el VPH (Torroella-Kouri et al., 1998). Estos estudios
establecieron que el VPH es el virus mas comtn transmitido por via sexual con un alto grado de

prevalencia en mujeres menores de 24 anos.



En Meéxico el CC sigue siendo un problema grande de salud publica, en los pasados 25 anos la
mortalidad debida a este mal permanecié constante con una ligera variacion de 16.9 por cada 100 000
mujeres en 1980 a 17.1 por cada 100 000 mujeres en 1997 (Salud publica de México 1999). Se estima que
cada ano fallecen mas de 4000 mujeres en nuestro pais (Hernandez et al., 1998) (Lazcano et al.,, 1997)
con un estimado de 5.2 personas por cada 100,000 (SSA 1996). Reportes epidemiolégicos dados a
conocer por el IMSS indicaron que en 1995 el CC ocupo el primer lugar en mujeres que fallecieron por

algun tipo de cancer (Salmeroén et al., 1997).

En 1985 la incidencia CC invasivo era de 40 nuevos casos por cada 100 000 y para 1997 hubo un
aumento de hasta 50 nuevos casos por cada 100 000 (Hernéndez et al., 1998) (Lazcano et al., 1997). Un
dato alarmante es que el 90% de los casos de CC pudieron haber sido detectados mediante la prueba

del papanicolau.

Virus del papiloma Humano (VPH)

Existen mas de 120 tipos del virus del papiloma humano (VPH) que han sido identificados de los
cuales, cerca de 40 tipos han sido asociados con infeccion del tracto genital (Drain et al., 2002). Se ha
encontrado que los subtipos mas comunes del VPH involucrados con CC son el VPH-16 el cual es el
causante de casi el 50% de los casos, seguido por el VPH-18 con un 18% (Bosch et al, 1995). Otros tipos
han sido identificados por regiones geograficas, tal es el caso del VPH -31, -33, -39, -45, -52-58 , -59 y -
69 (Bosh et al., 1995; Drain et al., 2002; Zur Hausen 2000). Los subtipos mas comunes en América
latina son el HPV -16, -18, -33, -39, -58 y =59 (Touzé et al., 2001).

Un pequeno porcentaje de los casos de CC dan resultados negativos en cuanto a la presencia de DNA
del VPH, pero existe la posibilidad de que estos casos sea causado por algin subtipo atn no
identificado del VPH (Tomasino et al., 2003). Estudios realizados en México, han revelado que el
patron de distribucién del HPV es similar al de otras partes del mundo., ya que casi el 87% de los
casos de cancer invasivos son positivos para algin tipo de VPH, siendo el VPH-16 el causante de
cerca de la mitad de los casos de cancer cérvix, seguido por el VPH-18 y VPH-45 que ocupan el
segundo vy tercer lugar respectivamente (Torroella-Kouri et al., 1998). Sin embargo estudios un poco

mas recientes reportan una variedad mas amplia de tipos del VPH causantes de CC.



Son 15 los tipos considerados como de alto riesgo: VPH-16, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73
y 82; como de probable riesgo: VPH- 26, 53 y 66. y por tltimo los de bajo riesgo: VPH- 6, 11, 40, 42, 43,
44,54, 61,70, 72, 81 y CP6108. (Munoz et al., 2003)

El VPH es un virus con ADN de doble cadena incluido en la familia Papoviridae. E1 VPH esta
relacionado por sus propiedades filogenéticas y biologicas con otros papilomavirus animales, los
cuales son especificos para otros hospedadores vertebrados, incluyendo anfibios, reptiles, péjaros y

una amplia variedad de mamiferos terrestres y marinos.

Figura 1. Dibujo del aspecto de la
Capside icosahédrica de un VPH,
observandose las  unidades
pentameéricas

El DNA consta de 7800-7900 pares de bases envuelta en una capside icosahédrica (Wolf et al.,
2001) de naturaleza proteica y no tiene membrana de envoltura. El genoma esta organizado en tres
regiones: una region de control de la replicacién y de la transcripcion URR (upstream regulatory
region), una region temprana ER (early region) y una region
tardia LR (later region) (Bosch et al., 2002).
\
La proteina E6 influye en el destino de la célula infectada por VPH. La vida media de una célula esta
regulada por una programacion genética determinada y las condiciones ambientales que le rodean.
Las células se diferencian para poder realizar una funcion especifica, tras la cual mueren sin
mecanismos que regulen su muerte (senescencia) o de forma programada (apoptosis). La proteina E6
de VPH es capaz de evitar la apoptosis de las células infectadas formando complejos con una
proteina celular (E6-AP) y uniéndose a p53, una proteina supresora de tumores, a la cual degrada. La
inactivacion de p53 inhibe la apoptosis y permite que la célula siga viva y facilita que el virus

complete su ciclo vital (Bosch et al., 2002). 5



La region LR consta de dos fragmentos: L1 y L.2. La primera codifica para el péptido mayor de la
capside, mientras que .2 para un péptido mas pequeno, también componente de la capside (Mark et

al., 2002) (tablal).

GEN FUNCION

El Iniciacion de la replicacion del ADN

E2 Regulacion transcripcional y replicacion del ADN
E4 Ruptura del citoesqueleto

E5 Proteina transformante que interacttia con

receptores de factores de crecimiento

E6 E6 Proteina transformante, se une a p53, e induce su
degradacion
E7 Proteina transformante, se une a p105RB y libera el factor

de transcripcion EF2

L1 Proteina mayor de la capside

1.2 Proteina menor de la capside

Tabla 1. Principales funciones de las proteinas codifica das por los genes del VPH

La integraciéon del genoma viral en la célula huésped puede tener implicacion en la transformacion
celular, perpetuacion y de la transformacion fenotipica, asi como también en la progresiéon del tumor
(Mark et al., 2002). Numerosos estudios han revelado la gran importancia que tienen las proteinas E6
y E7 en el desarrollo de neoplasias (Tommasino et al., 2003), ya que afectan profundamente la acciéon
de las proteinas supresoras de tumor p53 y pl05Rb (Tabla 1). Estas proteinas supresoras de tumor
normalmente controlan rutas de senalizacion que regulan el ciclo celular, ademas de que monitorean

y protegen la integridad del genoma (Goodwin et al., 2000).



Sistema Inmunolégico

El sistema inmunolégico es mucho mas difuso que cualquier otro 6rgano, sin embargo, muestra una
unidad funcional bien integrada. Como 6rganos que participan en el sistema estan: la médula 6sea, el

timo, los vasos y ganglios linfaticos, el bazo y las amigdalas. (Curtis et al., 1996)
La respuesta del sistema inmunologico a invasores externos se diferencia de otras defensas del
cuerpo en que es muy especifico e implica el reconocimiento del organismo atacante y el montaje de

un ataque especialmente dirigido hacia él. Esta respuesta inmunol6gica consta de dos fases:

Respuesta natural o inespecifica. Es la que se lleva a cabo por las barreras naturales tales como la piel,

mucosas, sudor, lagrimas, saliva y la respuesta inflamatoria. Las funciones que desempenan no son

dirigidas a un agente patégeno en especial, de ahi el nombre de inespecifica. (Rojas 1996).

Respuesta adquirida o especifica. Es la que se genera solamente después del contacto con un agente y es

especifico para el mismo (Rojas 1996). Esta a su vez se divide en respuesta humoral y celular.

Respuesta humoral. Es llevada a cabo por las células B, cuya funcioén principal es la formacion de
anticuerpos, un grupo complejo de proteinas globulares denominadas inmunoglobulinas. La
produccion de anticuerpos por parte de los linfocitos B se presenta como una respuesta a la
interaccion de estas células con sustancias o moléculas que el cuerpo reconoce como extranos

(antigenos).

Respuesta celular. Las células T se encargan de una respuesta inmunitaria ain mas especifica, las
células T interaccionan con otras células eucariotas, especialmente con las propias células. Existen
dos tipos de linfocitos T, los T helper o cooperadores (CD4) que interaccionan con macréfagos, otros
linfocitos T y células B, estas tltimas tienen la capacidad de proliferar y sintetizar anticuerpos
especificos. Otro tipo de linfocitos es el citolitico (CD8) los cuales interaccionan con las células diana
(infectadas generalmente con virus 6 células tumorales) y liberan sustancias llamadas perforinas que

lisan a las células infectadas. (Regueiro et al; 2002).



El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)

Estudios sobre las funciones de las células T y los rechazos de transplantes de tejidos, han
demostrado que el reconocimiento de las células del propio cuerpo, depende de un grupo de
moléculas glucoproteicas situadas en la membrana de las células eucariotas. Los componentes
proteicos de estas moléculas estan codificados por un grupo de genes denominado complejo mayor

de histocompatibilidad o MHC. (histo procede de la palabra griega tejido) (Curtis et al., 1996).

El MHC consta al menos de 200 genes diferentes (polimorfismo) y en la poblacion humana, cada
uno de estos genes tiene hasta 8 o 10 alelos. El namero total de combinaciones que resulta es
astronoémico, por lo tanto, no existen dos personas, excepto los gemelos idénticos, que tengan el

mismo complejo mayor de histocompatibilidad (Curtis et al., 1996).

En humanos, el MHC es conocido como antigenos leucocitarios humanos (HLA). Este sistema juega
un papel importante en la respuesta inmune de tipo celular contra antigenos virales y tumorales
(Kennedy et al., 2002). Durante el proceso de seleccion en el timo, las células T en desarrollo se
ponen en contacto, con las proteinas del MHC exhibidas por las células del timo, por lo que aquellas
células que presentan una alta afinidad son destruidas para evitar la respuesta inmune en contra del

propio organismo. (Curtis et al., 1996).

El complejo de genes del HLA esté localizado en el brazo corto del cromosoma 6, en la region 6p21.3
y se extiende a lo largo de 4 Mb (Mizuki et al., 1997b) y esta compuesto por casi 220 loci identificados
(Trowsdale 2001). E1 MCH en el humano se divide en tres regiones de acuerdo a las familias de genes
presentes en cada una: La clase I codifica péptidos transmembranales de 44 kDa asociados en la
superficie celular con la PB2-microglobulina. Las moléculas de clase II son heterodimeros
transmembranales. Los genes de clase III codifican componentes del complemento relacionados con
la formacion de C3 convertasa. Las moléculas de clase I se encuentran en células de todo el cuerpo y
son necesarias para el reconocimiento por las células T citotoxicas, mientras que las de clase II se

encuentran presentes s6lo en células del sistema inmunoldgico y las identifica como tales.



Los genes MIC

La busqueda de nuevas secuencias codificadoras en la regién cercana al locus HLA-B para dilucidar
la asociacion entre el HLA-B27 con enfermedades reumatoides e inflamatorias condujo al
descubrimiento de una nueva familia, los genes MIC (Major histocompatibility complex class I
Chain-related genes, por sus siglas en inglés), que consisten en siete miembros, MICA (PERBI11.1),
MICB (PERB11.2), MICC (PERB11.3), MICD (PERB11.4), MICE (PERB11.5), MICF (PERB11.6) y
MICG (PERB11.7) (Bahram et al., 1994; Gauderi et al., 1997) de los cuales s6lo MICA y MICB
codifican para transcritos de ARNm, mientras que MICC, MICD, MICE, MICF y MICG son
pseudogenes debido a que presentan varias mutaciones puntuales y delesiones (Bahram et al., 1994)

(Fig. 2).

MHC clase II MHC clase 111 MHC clase |

A A
Cromosoma 6 ( Y \V N

MICG
HLA-E MICC HLA-A HLA-G

\"'/. - \ﬂ ﬂ/ﬂf

3000 3500 HLA 4000

Fig. 2 Localizacion de los genes MIC en el cromosoma 6 (Tomado de Mendoza et al., 2001)

Resulta interesante el hecho de que los genes MIC han sido conservados en la mayoria de los
mamiferos excepto en los roedores (Das et al., 2001), lo cual sugiere que han seguido una misma linea
evolutiva. Algunos estudios han comparado la secuencia de los genes MIC de humanos con

primates y se ha encontrado una similitud que vadel 86% al 97%. (Pellet et al., 1999).



Los genes MICA y MICB estan estrechamente relacionados y codifican para transcritos de 1382 y
2376 pares de bases (pb) respectivamente (Bahram et al. 1994; Fodil et al. 1996). La molécula de
MICA es codificada por un gene muy extenso (comparado con los 3.5 kb promedio del HLA) y poco
comun de 11722 pb que se encuentra localizado 46.5 kilobases (kb) centromérico del locus HLA-B;
también MICB es codificado por un gene extenso de 12930 pb que estd localizado a 83 kb
centromérico de MICA (Groh et al., 1996). MICA y MICB son muy polimoérficos, pues se conocen
mas de 50 alelos diferentes para MICA y al menos 13 para MICB, cifras que tal vez iran en aumento

(Stephens 2001). Otros reportes mencionan que MICB ya cuenta con 16 alelos (Bahram 2001).

Las proteinas MICA y MICB son similares en estructura en casi 84 % (Bahram et al,, 1996b) (Bahram
et al.,, 1996c), pero si los comparamos con las moléculas del MHC de clase I s6lo comparten una
similitud del 19%, 25% y 35% con respecto a los dominios alfa 1 (a1), alfa 2 (02) y alfa 3 («3) (Bahram
et al. 1994). Recientemente se ha publicado la estructura de las proteinas MIC (Fig. 3) (Li et al., 1999)
y se han comenzado a hacer investigaciones en cuanto a la regulacion de su expresion, su
distribucion en los tejidos y su variabilidad alélica (Bahram et al., 1996%) (Fodil et al., 1996) (Mendoza
et al., 2001)

36/41 "“, ! h}j
&

l"'-- Q'Bf 164

Fig. 3. Estructura cristalografica
de MICA (Li et al., 1999)

Los primeros estudios que se realizaron demostraron que las proteinas MIC son marcadores de
estrés fisiologico y que su expresion se ve aumentada en infecciones virales y bacterianas, ademas
se encontr6 que la presencia de las proteinas MIC estd regulada por la expresion de las proteinas
de choque térmico HSP70 (Groh et al., 1998) (Hankey et al., 2002)
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Tipos celulares donde se expresan

Las moléculas HLA de clase I (HLA-A, B y C) estan ubicuamente expresadas en la mayoria de las
células de nuestro organismo, mientras que las moléculas no clasicas del HLA de clase I (HLA-E, E, F

y G) tienen una distribucién muchos mas limitada.

Desde el descubrimiento‘de los genes MIC asi como de las proteinas para las que codifican, surgio la
inquietud de buscar una similitud con los genes del MHC debido a su cercania con estos tltimos. Se
determiné que a pesar de que las proteinas MIC presentan un gran dimorfismo como los genes del
MHC existen diferencias sustanciales que los separan. Entre las mas importantes tenemos que las
proteinas MIC en contraste con las proteinas del MHC no se relacionan con la B-2 microglobulina, no

tienen actividad presentadora de antigeno (Li et al., 1999), ademas de que no son inducidas por [FNy.

Es de gran importancia mencionar que se ha observado por inmunohistoquimica in vivo que la
expresion de las proteinas MIC se ve limitada al tejido epitelial (Groh et al., 1996), aunque también se
ha reportado que se encuentran en bajos niveles en células endoteliales, monocitos y queratinocitos
(Zwirner et al,, 2000), fibroblastos pero no en células de linaje linfohematopoyético (Bahram 2000;
Bahram et al., 1996a; Fodil et al., 1996), aunque si son estimuladas con el activador de proliferacion
fitohemaglutinina se induce su expresiéon (Zwirner et al., 1998). Recientemente se ha reportado que

MICA/B también se pudiera encontrar de manera normal en timo (Jinushi et al., 2003).

La importancia que han adquirido las proteinas MIC en el campo de la inmunologia se debe al hecho
de que su expresion se ve desregulada o sobreexpresada sobre la superficie de una gama de células
tumorales (carcinomas) de origen epitelial: pulmén, mama, rinén, ovario, prostata y colon (Bahram et
al, 1996a), asi también su estudio se ha orientado a determinar de que manera el sistema

inmunoldgico acttia en contra de las células que expresan las proteinas MIC.
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Las proteinas MIC y la respuesta inmune

La respuesta de las células T citotoxicas en contra de tumores requieren del reconocimiento por parte
de los linfocitos T CD8+ de péptidos especificos derivados de antigenos tumorales que se asocian con
las proteinas del MHC clase I. Estos linfocitos presentan los receptores off (afT) y son generalmente
encontrados en sangre periférica. Para que se pueda llevar a cabo la actividad de estas células, se
requiere de la cooperacion de células presentadoras de antigenos (CPA), las cuales tienen como
funcion principal, cuando se presenta una infeccion viral o bacteriana, la de fagocitar al agente
patogeno y presentarlo posteriormente en su superficie bajo el contexto de proteinas del MCH clase I
para que de esta manera sea estimulada la actividad citotoxica de los linfocitos CD 8+. (Regueiro et al.,

2002).

Como ya se menciond anteriormente, las proteinas MIC se encuentran de manera normal en el
epitelio intestinal y su expresion se puede ver aumentada bajo condiciones de estrés fisiologico, es
decir, su funcién principal pudiera ser la de servir de “focos” de alerta cuando las barreras naturales
han sido evadidas por parte de ciertos agentes patoégenos. Se han realizado algunos estudios (Tieng et
al., 2002) en los que se ha podido observar que la presencia de ciertas bacterias provoca un aumento
en la expresion de las proteinas MIC y de este modo facilitar una efectiva respuesta por parte del
sistema inmunoldgico, mas especificamente de las células NK y los linfocitos y8T durante las

primeras etapas de la infeccion. (Tieng et al., 2002)

En condiciones normales, la mayoria de las células expresan una gran cantidad de proteinas del MHC
clase I y de esta forma son reconocidas por el sistema inmunolégico, la manera en la que las células
NK y los linfocitos T CD8+ diferencian células normales de las células tumorales es un proceso que
hasta hace poco no se entendia del todo. El reconocimiento de células deficientes de las proteinas de
clase I por parte de las células NK ha sido explicado por el descubrimiento de receptores especificos
para dichas proteinas, encontrandose que la union de estos receptores con sus ligandos de alguna
manera inhiben la actividad de las NK. Se han identificado 3 familias de receptores para las proteinas
clase I que inhiben la accién de las células NK: Ly49 (solo se ha encontrado en raton) (Karlhofer et al.,
1992), KIR (s6lo en humanos) (Wagtmann et al., 1995; Colonna M., et al., 1995), y CD94/NKG2A (en
ambos) (Carretero et al., 1997; Vance et al., 1997).
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NKG2D: un receptor para las proteinas MIC.

Tratando de dilucidar de que manera las proteinas MIC interactian con el sistema inmunolégico, se
descubrié que las proteinas MIC funcionan como ligandos para el receptor NKG2D cuya expresion
fue inicialmente encontrada en las células NK (Holmes et al., 2002). NKG2D es un miembro de la
superfamilia de las lecitinas tipo C (Wu et al., 1999) (Bauer et al., 1999), el cual se relaciona muy poco
con los receptores de la familia NKG2 (Houchins et al., 1991) y que no tiene asociacion con CD9%, ya
que se expresa como un homodimero (Wu et al, 1999), ademas se asocia con un adaptador
transmembranal conocido como DAP 10 (Wu et al., 1999; Leiner 2003). Este receptor esta codificado
por un gen que se encuentra dentro de la region denominada NKC (Natural Killer complex), en el

cromosoma humano 12 y en el 6 en el caso del raton. (Fig.4)
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Fig.4 Ubicacion del gen que codifica para el receptor NKG2D. El gen para NKG2D se encuentra
dentro de la region NKC (Natural Killer Complex), localizada en el cromosoma 12 en el caso de los
humanos y en el cromosoma 6 en el caso del raton. El dibujo no estd a escala. (Fan et al., 2001).

NKG2D se encuentra en todas las células NK tanto en humanos como en ratones (Diefenbach et al.,
2000). En ratones NKG2D, se encuentra expresado ademas de las células NK, en algunos subtipos de
linfocitos y8T en el bazo, en todas las células y3T epidérmicas, pero no en las células y8T provenientes

del intestino (Diefenbach et al., 2000; Jamieson et al., 2002).



En el caso de los humanos de igual manera que en los roedores, NKG2D no esta confinada a las
células NK, se ha descubierto que la mayoria de los linfocitos y8T asi como los afT y los macréfagos
presentan en su superficie al receptor NKG2D (Vetter et al., 2002). Se ha observado que la expresion
de NKG2D se ve aumentada en células NK por la accion de IFNq, IL-15 e IL-12 (Sutherland et al.,
2002).

El receptor NKG2D tiene como ligandos varios grupos de proteinas que guardan una semejanza con
las proteinas del MHC clase I, las cuales se encuentran presentes en células tumorales, células
infectadas por virus y en células bajo condiciones de estrés fisiologico (Diefenbach et al., 1999): RAE-1
y H60 en ratones y MICA, MICB y ULBP en humanos (Diefenbach et al., 2000). Los primeros ligandos
para NKG2D en ser descubiertos en humanos fueron las proteinas relacionadas con las moléculas

clase I del MHC: MICA y MICB (Bauer et al., 1999), de las cuales ya se hablado ampliamente.

Otros ligandos descubiertos para el receptor NKG2D son las proteinas ULBPs, las cuales son
codificadas por aproximadamente 10 genes (seis codifican para proteinas potencialmente funcionales
y cuatro pseudogenes), en el cromosoma 6¢24.2-q25.3. Poco es lo que se conoce a cerca de las ULBPs,
algunos miembros de esta familia se encuentran expresados en diversas células normales y
detectadas por RT-PCR, sin embargo también se ha reportado que sufren una sobre expresion en
células tumorales (Wu et al., 2000), se ha observado un aumento en tumores de colon y estomago,
contrario a lo que sucede en tumores de rinén, en los cuales parece que hay una disminucion de la

ULPB.

Estructuralmente las ULBPs son homologos en sus dominios al y a2 a las proteinas del MHC clase I,
pero carecen de un dominio a3. ULBP1, 2 y 3 son entre 23 y 27 % idénticas a MICA y MICB o a las
proteinas del MHC clase I (Cosman et al.,, 2001). Las proteinas ULBPs fueron identificadas debido a la
afinidad que presentan por la proteina del citomegalovirus humano denominada UL16, la cual tiene
un papel importante en la evasion del sistema inmune, debido a que se une a las proteinas ULBPs y a
las proteinas MIC, evitando asi el reconocimiento de estas proteinas por parte del receptor NKG2D
presente en diversas células efectoras y la consiguiente lisis de las células infectadas, sugiriendo esto
un mecanismo de defensa viral interfiriendo en el reconocimiento de las proteinas de estrés

fisiologico por parte del receptor NKG2D (Cosman et al., 2001).
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Las células NK vy los linfocitos V81T; los cuales son un subtipo de los linfocitos y3T, expresan este
receptor en su superficie y puede esta union NKG2D-MIC por si sola desencadenar una respuesta
citotoxica en contra de las células que presentan en su superficie las proteinas MIC (Das et al., 2001),

ya sean células tumorales autologas, o provenientes de diferentes tejidos tumorales (Groh et al., 1999).

Por otro lado, se han reportado evidencias de que la presencia del receptor NKG2D funciona como un
co-estimulador en la actividad citotoxica de las células afiT, es decir, la union NKG2D-MIC (Fig. 5),

que se pudiera presentar en las células afT no desencadena una accién litica en contra de la célula que

expresan la proteina MIC, (Kennedy et al., 2002; Bauer et al., 1999; Groh et al., 1998).
huNKG2D

MICA Fig. 5. Estructura cristalografica

del complejo formado entre
NKG2D y MICA. (Extraida de

Algo paraddjico con respecto a las proteinas MIC es el hecho de que si su funcion es la de estimular al
sistema inmune, cabria preguntar ;como es que entonces se desarrollan los tumores atn estando
presentes las proteinas MIC?. Esto comenz6 a dilucidarse cuando se descubri6 que no todas las
variantes de genes que codifican para MICA se ven expresados en las membranas de las células
(Mizuki et al., 1997%), especificamente la variante del gen para MICA 5.1, el cual se caracteriza por la
insercion de 4 nucledtidos causando la terminacion prematura de la proteina por la aparicion del
triplete de terminacion (TAA) en la region transmembranal, esto trae como consecuencia que la
proteina no se pueda expresar en la superficie de las células, dando origen a una forma soluble de

MICA (sMICA).
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Ya existen reportes en los que se demuestra que ciertas lineas tumorales tienen la capacidad de liberar
una forma soluble de las proteinas MIC (Groh et al., 2002). En estos ensayos se ha encontrado que la
liberacion de sMIC trae como consecuencia un hecho muy importante que pudiera en determinado
momento explicar la razén por la cual se da la progresion del cancer: La proteina sMIC se une al
receptor NKG2D (presente en linfocitos af}T y y8T asi como en células NK, esta uniéon promueve la
endocitosis seguido de reciclamiento o degradacion de NKG2D, similar a lo que sucede con diversos
receptores al unirse a sus ligandos (Huard et al., 2000). La disminucién en la expresion de NKG2D
provoca la aparicién de células NK y linfocitos apT y ydT carentes de dicho receptor, estas células
“ciegas”por llamarlas de alguna manera, son incapaces de reconocer a las células tumorales o
transformadas atn estando presente las proteinas MIC a nivel de membrana y asi evadir al sistema

inmunolégico (Fig 6).

Célula normal A Célula tumoral B Célula tumoral
Infeccion

 ————————

Transformacion

lisis

i

LCT o NK LCT o NK LCT o NK
Activado No activado “ciego”

H 5

NKG2D DAP 10 Mic MICs

Fig.6. Evasion tumoral del sistema inmune. A. La uniéon de las proteinas MIC vy el receptor
NKG2D presente en las células NK y linfocitos aBT y y8T promueve la lisis de las células
tumorales o transformadas que expresan dichas proteinas. B. La liberacion de una forma
soluble de las proteinas MIC, promueve la endocitosis del receptor NKG2D, dando como
resultado la aparicion de células “ciegas”, las cuales son incapaces de reconocer células que
expresen las proteinas MIC a nivel membranal. (Extraido de Yokohama 2002).
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La hipétesis sobre el hecho de que la forma soluble de las proteinas MIC pudiera contribuir a la
progresion del cancer se apoya en ensayos realizados por el grupo de Groh, en los cuales pacientes
positivos sMIC, presentaron una disminucion del receptor NKG2D, los cuales después de la
utilizacion de anticuerpos dirigidos contra las proteinas sMIC sus células efectoras presentaron una

densidad normal del receptor NKG2D (Groh et al., 2002).

Polimorfismo de MIC en células derivadas de

pacientes con Carcinoma de Cérvix.

Como ya se menciond, los virus del papiloma humano tipo 16 y 18 (VPH 16 y 18) son considerados
como el principal agente etiologico en cancer cervical. Sin embargo, existen factores genéticos que
contribuyen a la predisposicion y a la persistencia de la infeccién por VPH en el carcinoma cervical.
Por otro lado, se ha demostrado claramente que variantes alélicas de los genes de los leucocitos
humanos (HLA) estan asociadas con las neoplasias cervicales. Esta fuerte asociacion se ha encontrado
principalmente con genes HLA de la region de clase II. De manera adicional, existen reportes
recientes de que el citomegalovirus humano (HCMV) puede aumentar la expresion de la proteina
MICA. Por consiguiente seria importante explorar si en el carcinoma de cérvix el VPH (VPH 16 6 18)
tiene una propiedad similar a la mostrada para el HCMYV, o por el contrario disminuye la expresion de

la proteina MIC, evitando de esta manera su reconocimiento por células del sistema inmune.

Por otro lado, es conocido que la expresion de la proteina MIC aumenta la respuesta especifica contra
virus por células NK, pero en este caso los virus del papiloma 16 6 18 pueden estar regulando
negativamente la expresion de MICA y MICB evitando de esta manera una respuesta apropiada por
parte de las células NK efectoras naturales para la eliminacion de células tumorales. Asimismo, seria
importante determinar si existe asociacion entre el haplotipo de MICA y MICB con las lineas celulares
de carcinoma de cérvix, asi como en otras lineas relacionadas e incluso en células obtenidas de
biopsias de cérvix humano para establecer si hay una asociacion entre el haplotipo para MICA o MICB

con células de carcinoma de cérvix respecto a células control.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los virus del papiloma humano tipo 16 y 18 (VPH 16 y 18) son considerados como el principal agente
etiologico en cancer cervical. Sin embargo, también existen factores genéticos que contribuyen a la
predisposicion y a la persistencia de la infeccion por VPH en el carcinoma cervical. En ese contexto,
se ha demostrado claramente que variantes alélicas de los genes de los leucocitos humanos (HLA)
estan asociadas con neoplasias cervicales. Esta fuerte asociacion se ha encontrado principalmente con
genes HLA de la region de clase II. De manera adicional, existen reportes recientes de que el
citomegalovirus humano (HCMV) puede aumentar la expresion de la proteina MICA. En
consecuencia, seria importante explorar si otros virus tienen una propiedad similar a la mostrada para
el HCMV como puede ser el VPH 16 y 18, ya que como es conocido la expresion de las proteinas MIC
aumenta la respuesta especifica contra virus por células NK, pero en este caso el VPH 16 y 18 pueden
estar regulando negativamente la expresion de MICA y MICB evitando de esta manera una respuesta

apropiada por parte de las células NK efectoras naturales para la eliminacién de células tumorales.

Debido a la relacion que recientemente se ha encontrado entre una sobreexpresion de las proteinas
codificadas por los genes MIC y el padecimiento de algunos tipos de cancer, surge el interés de
encontrar si existe alguna interaccion entre estas proteinas y el carcinoma cervicouterino, es decir

determinar la presencia de MICA y MICB en las diferentes lineas celulares.
Esto es importante para entender cuales son los mecanismos de evasion inmunoldgica causados por

el VPH en cancer cervicouterino que es un problema de salud publica en México, puesto que

representa la primer causa de muerte en mujeres.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de las proteinas de estrés fisiologico MICA y MICB en las lineas de células
tumorales CALO, CASKI, HELA, INBL, ROVA y SIHA infectadas con VPH asi como en la linea C33-
Ay VIBO no infectadas con VPH

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la presencia de las proteinas MICA y MICB en las lineas celulares CALO, CASK],
HELA, INBL, ROVA y SIHA mediante inmunoblot, comparado con las lineas celulares C33-A
y VIBO no infectadas con VPH.

e Analizar mediante ensayos de ELISA la presencia de MICA y MICB soluble en sobrenadantes
y lisados de las lineas tumorales CALO, CASKI, HELA, INBL, ROVA y SIHA comparando
con células de las lineas C33-A Y VIBO.

HIPOTESIS
La expresion de las proteinas codificadas por los genes MIC se ve aumentada bajo condiciones de
estrés fisiologico y por la presencia de virus. En consecuencia, se espera encontrar un aumento en la
expresion de las proteinas MICA y MICB en las lineas CALO, CASKI, HELA, INBL, ROVA y SIHA,

y este incremento estard determinado por la presencia del virus de papiloma humano (VPH 16 v 18).

DISENO DE INVESTIGACION
En este proyecto se utilizarda como modelo experimental lineas celulares derivadas de pacientes con

cancer cervical. La investigacion estara basada principalmente en ensayos a nivel celular y bioquimico.
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POBLACION
Se emplearon las lineas celulares derivadas de carcinoma de cervix, CALO, CASKI, HELA, INBL,
RUVA, SIHA, dichas lineas celulares son positivas para VPH (16 y 18). Asi también se compararon
con células VPH negativas: C33-A y VIBO. Todas estas lineas se mantuvieron en medio de cultivo
RPMI 1640 adicionando SFB al 10% v/v en atmodsfera saturante de humedad, temperatura de 37°C y
5% de CO2, a excepcion de C33-A la cual se mantuvo en medio de cultivo D-MEM con las

condiciones de temperatura ,concentracion de suero y de CO; igual a las mantenidas en RPMI.

CRITERIOS DE INCLUSION
Se emplearon células infectadas con el virus del papiloma humano (VPH 16 y 18).

Se utilizaron células no infectadas con VPH como control (lineas celulares C33-A y VIBO)

NOMBRE |ORIGEN Estadio | PRESENCIA
DE VHP
Calo Carcinoma de cérvix v VPH-18
Ca Ski Carcinoma epitelioide | II VPH-16
cervical
C33-A Carcinoma de cervix I Negativo
Hela Adenocarcinoma de |11 VPH-18
cérvix
InBl1 Carcinoma de cérvix 11 VPH-18 l
Rova Carcinoma de cérvix VPH-18 J
SiHa Carcinoma escamoso de |II VPH-16
cérvix
Vibo Carcinoma de cérvix Negativo
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VARIABLE.
Las variables consideradas en este estudio son las proteinas de estrés fisiologico MICA y MICB vy la

presencia de Virus de papiloma humano 16 y 18.

METODOLOGIA

TECNICAS DE ASEPSIA Y MANEJO ADECUADO
DE MATERIAL DE LABORATORIO.

Estas técnicas tienen como objetivo conocer todos los cuidados que se deben tener presentes para
evitar la contaminacion de nuestras células. Es de gran importancia este paso, ya que de una correcta
manipulacién del material y equipo se asegurara el éxito, que se vera reflejado en la obtencion del
mayor numero de células para los andlisis posteriores. En todo momento deberan observarse tres
reglas importantes:

Mantener el minimo niamero de objetos presentes en la campana de cultivo.

Retirar cada objeto una vez que ya no se necesita

Mantener los objetos bien separados, pero facilmente accesibles, dentro de la campana de cultivo.

PROCEDIMIENTO DE DESCONGELACION.

El vial se descongel6 tan rapido como fue posible. Las células fueron colocadas en una caja de cultivo
con el medio adecuado para cada linea celular suplementado con suero fetal bovino al 10%, y se
mantuvieron en incubadora (Form Scientific, USA) a una atmésfera de 5% de CO,, temperatura de
37°C y un ambiente saturado de humedad. Pasadas 4 horas el medio fue retirado se cambi6é por
nuevo, esto con la finalidad de eliminar los residuos de DMSO asi como las células que no sobreviven

al proceso de descongelacion
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CULTIVO DE LINEAS CELULARES ADHERENTES,

Las lineas celulares CALO, CASKI, HELA, INBL, ROVA, SIHA, VIBO se cultivaron en medio RPMI
suplementado con suero fetal bovino (SFB) a una concentracién final del 10%. La linea C33-A se
mantuvo en medio D-MEM suplementado con SFB 10 %.

El medio se examind y se cambié cada vez que fue necesario, esto es cuando las cajas de cultivo se
saturaban. Dependiendo de las necesidades del trabajo las células se mantenian o se realizaban

subcultivos de estas.

SUBCULTIVO DE CELULAS ADHERENTES.

Los subcultivos se realizaron con el fin de poder proporcionar a las células en crecimiento la mayor
cantidad de area disponible asi como las condiciones ambientales 6ptimas. Se adicioné 5 ml de
Verseno (ver apéndice de soluciones) a la caja de cultivo, cuando esta era de 25 cm? y se golpeo
suavemente por los lados para facilitar la separacion, se dejo reposar por 5 minutos. El verseno y las
células que se desprendieron se transfirieron a un tubo estéril que contenia 1 ml de medio mas SFB
(10%) y se centrifugé por 5 min a 600 rpm. El boton de células se resuspendié nuevamente en medio
y se agregaron (.5 ml a cada caja que se resembro6, después se completé con 4ml de medio y 0.5 ml de
SFB.

Cuando en los cultivos se observaba que el crecimiento no era normal se le adicioné al medio
Ciprofloxacina (Lab. Senosiain S.A.) con el fin de eliminar y prevenir alguna contaminacién con
micoplasma, a una concentracion de 50 pg/ml con fines terapéuticos y 10 pg/ml con fines

preventivos.

CONTEO CELULAR

Se desprendieron y se lavaron las células como se senalo arriba, se resuspendieron en una cantidad
conocida de medio de cultivo, posteriormente se homogeniz6 perfectamente y se tomaron 20 pul los
cuales se colocaran en un tubo eppendorff con 180 pl de medio. De este tubo se tomaron 20 pul y se
colocaron en otro tubo eppendorf con 20 ul de azul tripano. Se mezclé bien y se colocaron 20 pl en el
hemocitometro para realizar el conteo celular en el microscépio 6ptico.
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CONSERVACION CRIOGENICA (CONGELACION).

La conservacion criogénica supone almacenar las células a una temperatura muy baja en nitrégeno
liquido (-180° C), es un estado de animacion suspendida, hasta que se necesitan. Las células solo
deben criopreservarse cuando estan sanas y se encuentran en la fase exponencial de crecimiento.
Debe de tenerse mucho cuidado de no conservar a las células cuando se encuentren en la etapa Go del
ciclo celular.

Se desprendieron las células y se lavaron como se describié antes. El botén celular se resuspendio en
medio de congelacion (medio RPMI preparado con una concentraciéon final de SFB al 10% y DMSO al
10%) v se coloco en viales de congelacion (aprox. 1 ml por vial), se colocaron los viales dentro del
ultracongelador (REVCO) a -70° C durante 24 hrs y posteriormente se almacenaron en Nitrogeno

liquido.

INMUNOPRECIPITACION

Para aislar un antigeno proteico de una mezcla de proteinas se utiliza un anticuerpo dirigido
especificamente contra él. En los procedimientos mas modernos el anticuerpo se une a una particula

en fase solida (p.ej., una esfera de agarosa).

Lisado de células.

Se sembraron 10x10° células por cada frasco de todas las lineas celulares en cajas de 75 cm? y se
incubaron 48 horas antes del experimento. Para llevar a cabo la lisis se adicion6 1 ml de buffer de lisis
(ver apéndice de soluciones) y se mantuvieron por espacio de 3 minutos en hielo. Pasado este tiempo
se raspo la caja con un gendarme con el fin de lisar y despegar las células. Las células se colocaron en
un tubo eppendorf y se incubaron por 15 minutos en hielo, posteriormente se centrifugaron a 4°C por

15 minutos. El sobrenadante que se obtuvo es el lisado celular.
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Preparacion de esferas de agarosa para inmunuprecipitacion

En tubos eppendorf se colocaron 18l de proteina A agarosa y 18 pl de proteina G agarosa, se lavaron
dos veces con 500 ul de buffer de lisis, se agregé 1.5ul de Ab especifico contra la proteina de interés +
40ul de buffer de lisis y se incubaron por una hora a 4°C con agitacién. Una vez transcurrido este
tiempo fueron lavadas las esferas 2 veces con buffer se lisis, a las esferas unidas a anticuerpo se
agregd el lisado celular obtenido anteriormente, los tubos se incubaron por 3 horas a 4°C con
agitacion. Transcurrido ese tiempo se lavaron nuevamente las esferas con buffer de lisis y se adiciono
25ul de buffer Laemli (ver apéndice de soluciones) reductor a cada tubo, se hirvieron por 5 minutos y

se guardaron a -20°C hasta el dia de la electroforésis que nunca excedié de 7 dias.

ELECTROFORESIS.

En nuestro caso se utilizaron geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) en sistema de electroforesis
vertical. Se us6 un gel separador al 10% con acrilamida y un gel concentrador 4%. Una vez que las
muestras de inmunoprecipitacion se encuentraron en el buffer de Laemmli, estas fueron colocadas en
la placa de gel dentro de la camara, ademas se colocé un marcador de pesos moleculares pretenidos
(Gibeo, USA) de un rango de 200 a 16 KDa. La camara se llené con buffer de corrida. Para la
realizacion de la electroforesis se aplico un voltaje de 87 V mientras las muestras se encontraban en el

gel concentrador y a 100 V una vez que ingresaron al gel separador.

WESTERN BLOTTING

Pasado el tiempo de la electroforésis se llevo a cabo la transferencia. Se colocé en la cdmara de
transferencia un papel filtro de 6mm de 7x9 cm humedecido en buffer de transferencia (ver apéndice
de soluciones), encima de este primer papel filtro se colocé la membrana de nitrocelulosa y se
mantuvo humedecida. El gel se retiré cuidadosamente de las placas de electroforésis y se enjuagé con
un poco de buffer de transferencia y se coloc6 encima de la membrana de la nitrocelulosa y finalmente
otro papel filtro humedecido en buffer II. Se eliminaron las burbujas de aire que quedaron atrapadas
en el sistema con la ayuda de una pipeta humedecida en buffer de transferencia y se llevé a cabo la
transferencia de las proteinas por espacio de 1.5 hora a 124 mA.

Ver apéndice de preparacion de soluciones
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INMUNOBLOT
Una vez que terminé la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubé en una solucion de
TBS-BSA 1% toda la noche a 4°C. Pasado este tiempo se realizaron 5 lavados con TBS-T de 5 minutos

cada uno y 5 lavados con TBS (ver apéndice de soluciones) con la misma duracion.

Anti fosfotirosina. Terminados los lavados se coloc6 la membrana en 5 ml de una solucion de TBST-
BSA 1% y se colocaron 5pl de anticuerpos antifosfotirosina (clones py99 y py20, Santacruz
Biotechnology) y se mantuvieron con agitacién por espacio de 1.5 hr. Pasado este tiempo se realizaron
5 lavados con TBST(ver apéndice de soluciones) y 5 con TBS. La membrana se colocé en 6 ml de
TBST-BSA 1% y se agrego6 1 pl de anticuerpo anti- raton conjugado con peroxidasa y se agité por
espacio de 40 min. Se lavé nuevamente la membrana 5 veces con TBST Y 5 con TBS. Después se reveld
mediante quimioluminiscencia (Pierce, USA) y se colocé en contacto con una pelicula (Biomax-
Kodak,USA) durante 1 min. Se retiré la membrana y la pelicula se sumergi6 en el revelador (Kodak
GBXCE) y se enjuag6 con agua, posteriormente se sumergio en el fijador (Eastman—l(odal;) por unos
segundos, se dejo secar y se observo el resultado.

Elucién

Para poder reutilizar la misma membrana se coloc6 en buffer de elucién (Ver apéndice de soluciones)
por espacio de 1 hr entre 70 y 80 °C en bano maria. Pasado el tiempo de la elucién la membrana fue
colocada en agitacion durante 15 minutos en TBST, posteriormente se realizé otro lavado de 5 minutos
con TBST y finalmente un lavado con TBS. La membrana se bloqueo en TBS-BSA 1% toda la noche a
4°C.

Blot Anti MIC.

La membrana se lav6 5 veces con TBST y 5 con TBS y se colocé en una solucién de TBST-BSA 1% y se
incub6 con el anticuerpo primario para MIC con una diluciéon 1/500 (Santacruz Biotechnology)
durante 1.5 horas con agitacion. Se lavé la membrana 5 veces por 5 minutos con TBST y 5 veces con
TBS de la misma manera, posteriormente se incub6é 30 min con el anticuerpo secundario (anticuerpo

anti-cabra conjugado con peroxidasa) 1:5000 en solucién de TBST-BSA 1%.

25



Pasado este tiempo la membrana fue lavada 5 veces con TBST y 5 veces con TBS. Después se revelo
mediante quimioluminiscencia (Pierce, USA) y se colocé en contacto con una pelicula (Biomax-
Kodak,USA) durante 1 min. Se retir6 la membrana y la pelicula se sumergio en el revelador (Kodak
GBXCE) y se enjuagoé con agua, posteriormente se sumergio en el fijador (Eastman-Kodak) por unos

segundos, se dejo secar y se observo el resultado.

ELISA (ANALISIS INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMA)

Se sembraron cada una de las lineas celulares en placas de 24 pozos para cultivo de fondo plano en
una concentracion de 75,000 células en cada pozo y se adicioné medio RPMI suplementado con SFB
5% a excepcion de (C33-A para la cual se utilizo medio D-MEM. Se fueron colectando los
sobrenadantes de las diferentes células cada dia hasta completar 7 dias, en el pozo 7 y después de
haber retirado el sobrenadante se le agreg6 medio Iscoves y se dejo por otros 7 dias mas.

A 375 pl del sobrenadante correspondiente a cada dia se le adicionaron 45pul de una solucion de
carbonato de Sodio 0.2M y 80 pul de una solucion de bicarbonato de Sodio 0.2M para obtener un
volumen final de 500 pl. En las placas para ELISA se colocaron por duplicado 100 pl de los
sobrenadantes para cada dia de las diferentes células. Asi también, se colocé un pozo de mas para
cada linea para ser tomado como blanco o control negativo. Se realizé una curva con la proteina
recombinante MIC en la misma solucién de carbonatos en un rango de concentraciones de 200 ng a

100 pg.

Una vez que se colocaron tanto las muestras como el estandar, las placas fueron sensibilizadas
manteniendose a 4°C toda la noche. Pasado este tiempo se realizaron 4 lavados con PBS con 0.005 %
de Tween 20(PSBT). Después de los lavados las placas fueron bloqueadas con leche al 3% en PBST por
espacio de 1 hr a 37°C. Transcurrido el tiempo del bloqueo se lavé nuevamente con la solucion de
PBST cuatro veces y se colocé el anticuerpo primario (anti-MIC) con una concentracion 1/1000, la
cantidad adicionada fue 100 pl por cada pozo y se incub6 por 1 hora a 37 °C. En el pozo designado
como blanco para cada linea no se le adiciono el anticuerpo, en su lugar se pusieron 100 pl PBST. Se
lavé 4 veces con PBST y se adicionaron 100 pl anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
(dilucién 1:6000) y se incub6 durante 1 hora a 37°C. Al terminar la incubacién con el anticuerpo

secundario se realizaron 4 lavados con PBST.
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Después del ultimo lavado se incubd con el sustrato que consisti6 en una soluciéon de
ortofenilendiamina con una concentracion de 0.4 mg/ml y 0.03% de H,O; en un buffer de citratos pH
5.06 (ver apéndice de soluciones), esta solucién se preparé al momento. Se mantuvo a temperatura
ambiente y protegido de la luz por espacio de 15 minutos. Transcurrido el tiempo se ley6 a 490 nm en

un lector de placas (ELX 800, BIO-TEK)
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RESULTADOS

Células positivas para VV'PH expresan las proteinas MICA y MICB.

Para determinar la presencia de las proteinas MIC en diferentes lineas celulares de carcinoma de
cérvix, se obtuvieron lisados celulares y se analizaron mediante inmunoblot, los resultados obtenidos
mostraron la presencia de dos proteinas con un peso aproximado de 60 y 40 KDa. (Fig.1).En el caso de
la linea C33-A se observa menor cantidad de ambas proteinas. También se observa la proteina MIC

recombinante (MICr) con un peso de 90 KDa de acuerdo al esperado por ser altamente glicosilada

() § ‘F > ] I 3 = _:._:
R
Blot anti-MIC O 0 0 ¢ S &4
ECR 90 KDa
MIC —_—
60 KDa
MIC
o e raoe - 30 KDa

Fig. 1. identificacion de las proteinas MIC. Blot anti
MIC proveniente de lisado total de las diferentes lineas.
Los anticucrpos utilizados fucron de cabra con una
dilucion para el ab. Primario de 1:500 y 1:6000 para ¢l
secundario

Asi también, se pudo observar en estos primeros ensayos la presencia de algunas proteinas de menor
peso, las cuales podrian corresponder a la degradacion de las proteinas de mayor peso molecular, por
lo anterior y aunado al hecho de que se encontr6 en numerosos ensayos que la proteinas MIC
presentan una gran susceptibilidad a la degradacion, se opto en los siguientes ensayos duplicar la
cantidad de los inhibidores para impedir lo mas posible la degradacion de las proteinas.
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Ademas, la electroforesis se realizé no mas de tres dias después de lisar a las células. Otra cuestion
que se cuido6 fue el hecho de que la proteina recombinante (rMIC), que se utiliz6 como estandar se
hirvio con el buffer de Laemmli en el momento de su utilizacién, debido a que se degrada muy

rapidamente atin con el buffer de la muestra.

Una vez estandarizada la técnica para el analisis de las proteinas MIC, los siguientes blots que se
realizaron mostraron un patrén muy similar, es decir, se seguian observando dos proteinas que
presentaban un peso molecular de aproximadamente 60 y 30 KDa respectivamente, y atn se podia

observar las proteinas con menor peso molecular (Fig.2)

oy ’Q ‘F =5 3 3 o -s“?
o o E ¥ 5 T 3 S
S 2 5 K
Blot anti-MIC = = B
g 90 KDa
—_—
MIC. 60 KDa
MIC s | —— i 30 KDa

Fig. 2. identificacion de las proteinas MIC. Blot anti
MIC proveniente de lisado total de las diferentes lincas.
Los anticuerpos utilizados fueron cabra antiMIC
dilucién  1:500 v anticuerpo secundario anticabra
1:6000. En este ensavo se duplico la cantidad de los
inhibidores para evitar la degradacion de las proteinas.
MICr= Proteina MIC recombinante
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Las proteinas MICA y MICB presentes en las células positivas para VPH no estan fosforiladas

Debido a que no existen reportes en la literatura sobre la posible fosforilacién de las proteinas MIC,
procedimos a evaluar si estas proteinas se encontraban fosforiladas en tirosina, para esto se utilizaron

los anticuerpos py20 y py99, que reconocen residuos de tirosina fosforilada.

Los resultados obtenidos muestran que las proteinas MIC no estan fosforiladas (Fig. 3A), aunque se
observan algunas proteinas fosforiladas de mayor peso molecular. Para corroborar que la proteina
MIC estaba presente se eluyeron los anticuerpos antipy en un medio acido y se prob6é nuevamente el

blot con anticuerpos anti MIC. Se observ¢ la presencia de las dos proteinas de 60 y 30 KDa.(Fig. 3B)

A) Blot anti-Py
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.
* i 30 KDa
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B) Blot anti-MIC

MIC ———»

MIC ——————>

Fig. 3. Determinacion de la fosforilacién en tirosina de las proteinas MIC. A) Blot anti- py proveniente
de lisados totales de las diferentes lineas, se utilizaron los anticuerpos monoclonales py 20 y py 99
con una concentracién 1:1000 y el secundario (goat anti- mouse) 1:6000. B) Blot anti-MIC, los
anticuerpos antifosfotirosina fueron eluidos de la membrana por incubaciéon en medio écido, se
bloque6 nuevamente la membrana y se incubé con anticuerpos antiMIC a una dilucion 1:500 y 1:6000
para el anticuerpo secundario.
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La proteina MICA es secretada en los sobrenadantes de lineas positivas para HPV

Para determinar la presencia de una forma soluble de las proteinas MIC, se utilizaron los

sobrenadantes de las células que fueron incubadas durante 7 dias.

Antes de llevar a cabo los ensayos de ELISA se realizé una curva estiandar para poder determinar la
concentracién minima a la que los anticuerpos pueden reconocer a la proteina guardando una

linearidad. Esta curva se realizo utilizando diluciones en un rango desde 200 ng hasta 10 ng, en

diluciones menores los valores de las absorbancias eran incongruentes. (Fig 4)
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Figd. Curva estandar realizada con la proteina MIC
recombinante. Las diluciones utilizadas fueron
desde 10 hasta 200 ng/ml. En concentraciones
menores a estas los valores de las absorbancia eran
muy incongruentes

Antes de poder determinar si efectivamente se producia una forma soluble de las proteinas MIC en los
sobrenadantes de las células en estudio se realizaron ensayos en los que solo se coloc6 medio
tnicamente para saber cual seria la absorbancia proporcionada por este y poder realizar un valor de
corte. Este valor oscilo entre 0.066 y 0.069 por lo que se establecié que las absorbancias que fueran
superiores a 0.069 se tomarian como reflejo de la liberacion de la forma soluble de las proteinas MIC

por parte de las células en cuestion. (Fig5).
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Fig. 5. Grafica de blanco. En los ensayos de ELISA se
coloco el medio el cual se fue colectando durante 7 dias
como si se tratara de una linea celular y asi para poder
medir la absorbancia proporcionada por medio. El ensayo
se repitié por duplicado un minimo de tres veces.

En los resultados que se obtuvieron de los ensayos de ELISA para determinar la presencia de las
proteinas MIC soluble, se encontré un ligero aumento en las absorbancias obtenidas. Para estos
ensayos, cabe mencionar que también se utilizé6 a la linea HEP-G2 para poder observar si se
presentaba alguna diferencia en cuanto a la produccion de las proteinas MIC soluble en una linea
tumoral de origen diferente. En las graficas obtenidas se puede observar que es a partir del cuarto y
quinto dia cuando se presentan las absorbancias méaximas, los valores graficados son el resultado de
la diferencia entre las absorbancias obtenidas de las lineas celulares y la absorbancia establecida como

el valor de corte que fue de 0.069. (Fig 6-11).
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Fig.6. Presencia de la forma soluble de MICen la linea
celular CALO infectada con VPH 18.Los resultados de
las absorbancias se graficaron versus dias y se
obtuvieron promedios de las lecturas obtenidas, ademas
de que se calcularon las desviaciones estandar para cada
dia. Los ensayos se realizaron por duplicado un minimo
de tres veces

Fig.7. Presencia de la forma soluble de MICen la linea celular
CASKI infectada con VPH 16Los resultados de las
absorbancias s¢ graficaron versus dias y se obtuvicron
promedios de las lecturas obtenidas, ademas de que se
calcularon las desviaciones estandar para cada dia. Los
ensayos se realizaron por duplicado un minimo de tres veces

Fig.8. Presencia de la forma soluble de MIC en la lineca
celular INBL infectada con VPH 18.Los resultados de las
absorbancias se graficaron versus dias vy se obtuvieron
promedios de las lecturas obtenidas, ademas de que se
calcularon las desviaciones estandar para cada dia. Los
ensayos se realizaron por duplicado un minimo de tres veces
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Fig.9. Presencia de la forma soluble de MIC en la linea celular
HELA infectada con VPH 18Los resultados de las
absorbancias . se graficaron versus dias v se¢ obtuvieron
promedios de las lecturas obtenidas, ademas de que se
calcularon las desviaciones cstandar para cada dia. Los
ensayos se realizaron por duplicado un minimo de tres veces

Fig.10.Presencia de la forma soluble de MIC en la linca celular
ROVA infectada con VPH 18Los resultados de las
absorbancias sc graficaron versus dias v se obtuvicron
promedios de las lecturas obtenidas, ademas de que se
calcularon las desviaciones estandar para cada dia. Los
ensayos se realizaron por duplicado un minimo de tres veces

Fig.11.Presencia de la forma soluble de MIC en la linea celular
SiHa infectada con VPH 16.Los resultados de las absorbancias
se graficaron versus dias y sc¢ obtuvieron promedios de las
lecturas obtenidas, ademas de que se¢ calcularon las
desviaciones estandar para cada dia. Los ensayos se realizaron
por duplicado un minimo de tres veces
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Se encontré que en la mayoria de las células positivas para el VPH, se dio efectivamente la produccion

de la forma soluble buscada de las proteinas MICA, con excepcion de la linea SIHA. Se pudo observar

que la linea HEP-G2 es un buen control positivo ya que produce gran cantidad de MICA soluble

comparada con cualquiera de las demas células (Fig.12).
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Fig.12.Presencia de la forma soluble de MIC en la
linea celular HEP-G2.Los resultados de las
absorbancias se graficaron versus dias y se
obtuvieron promedios de las lecturas obtenidas,
ademas de que se calcularon las desviaciones
estandar para cada dia. Los ensayos se realizaron
por duplicado un minimo de tres veces

Por otro lado, en las células utilizadas como control negativo, C33-A y VIBO, que no estan infectadas

con VPH, se observé que solamente la linea VIBO presenta un ligero aumento a partir del quinto dia

(Fig. 13 y 14).
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Fig.13. Presencia de la forma soluble de MIC en
la linea celular C33-A no infectada con VPH Los
resultados de las absorbancias se graficaron
versus dias y se obtuvieron promedios de las
lecturas obtenidas, ademas de que se calcularon
las desviaciones estandar para cada dia. Los
ensayos se realizaron por duplicado un minimo de
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Fig.14. Presencia de la forma soluble de MIC en la

linea celular VIBO no infectada con VPH.Los
resultados de las absorbancias se graficaron versus
dias y se obtuvieron promedios de las lecturas
obtenidas, ademas de que se calcularon las
desviaciones estandar para cada dia. Los ensayos se
realizaron por duplicado un minimo de tres veces

Los valores de las absorbancias se interpolaron en la curva estandar y se obtuvieron valores que
fueron de 1 ng/ml hasta 14.6 ng/ml en lo que respecta a las células provenientes de cancer de cérvix,

pues HEP-G2 present6 una concentracion de 20.33 ng/ml (Tabla 1).

LINEA CONCENTRACION
(ng/ ml)

CALO 4.6
CASKI 9.33
C33A 1.3
HELA 14.6
INBL 11.6
ROVA 10.53
SIHA 1.0

[ VIBO 14.6

(HEP—GZ 20.33

Tabla 1. Concentraciones maximas de la proteina MIC soluble. Los
valores de las absorbancias se interpolaron en la curva estandar
obteniendose asi las concentraciones maximas para cada linea, las cuales
se presentaron a partir del quinto dia aproximadamente
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DISCUSION

Las proteinas MIC han adquirido una gran importancia en el campo de la iﬁmunologia debido a que
son marcadores de estrés fisiologico, esto significa que se ha observado que dichas proteinas se ven
sobre-expresadas en una gama de células tumorales provenientes de diversos origenes: pulmon,
mama, rindn, ovario, prostata y colon (Bahram et al., 1996a). En los ensayos realizados con células
provenientes de carcinoma de cérvix, se encontré que las proteinas MIC también se encuentran
expresadas. Ya se ha mencionado que los genes MICA y MICB codifican para proteinas de membrana
de aproximadamente 383 aminoacidos con un peso molecular de 43 KDa (Stephens 2001). En los blots
obtenidos se observan claramente dos proteinas con un peso aproximado de 30 y 60 KDa
respectivamente. Esta Gltima, corresponde a la forma glicosilada de las proteinas MIC, pues se ha
reportado que las proteinas MIC contienen 8 sitios potenciales de glicosilacion dentro de su
secuencia, lo cual le confiere un peso de entre 65 y 75 KDa (Groh et al., 1996). Por lo anterior, la
proteina que aparece consistentemente en los blots con un peso de 30 KDa pudiera corresponder a la
forma no glicosilada de las proteinas, la cual, segtin se ha reportado tienen un peso de 43 KDa
aproximadamente (Bahram et al, 1996a), aunque como ya se menciono, otra explicacion también
podria ser que se trataran de algunos fragmentos de degradacion de de las proteinas MIC. Cabria en

ensayos futuros, determinar si las dos proteinas estan glicosiladas y poder dilucidar esta disyuntiva.

El hallazgo importante es que las proteinas MIC si se expresan en las células provenientes de cancer
de cérvix y ademas produce una forma soluble. Parece ser que el estar infectadas con el virus del
papiloma humano, ya sea el tipo 16 o 18 no es factor que influye para que se de una sobre-expresion
de dichas proteinas con respecto a los controles negativos para el VPH, pues como se observo en los
ensayos la produccion de las proteinas es semejante en las distintas lineas celulares. Cabe mencionar
que no fue posible hacer una distincion entre MICA y MICB debido a que los anticuerpos utilizados
son policlonales, por lo que también seria importante realizar los mismos ensayos con anticuerpos
monoclonales y determinar alguna diferencia en la expresion de las proteinas en las células

estudiadas.

Aunque se necesitan los ensayos de citometria de flujo (FACS) para definir con precisién si existen
una diferencia en la expresion de las proteinas MICA y MICB en células infectadas con HPV versus no
infectadas.
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En los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA se nota un aumento en las absorbancias
comparada con los blancos, y tal parece que es a partir del cuarto dia cuando se observa mejor el
aumento en la produccion de las proteinas MIC. Este aumento en las absorbancias corresponde a un
rango que va de 1 a 14.5 ng/ml en lo que concierne a las células provenientes de cancer de cérvix,
pues como se pudo observar la linea célular HEP-G2 proveniente de cancer de higado produjo una
cantidad mayor de MICs (20.33 ng/ml). Se ha observado que en ensayos realizados en sueros de

pacientes MIC positivos se encontré la presencia de MICs en un rango de (25-50 ng/ml) (Groh et al.,
2002).

En el caso de las lineas C33-A y de SIHA en las cuales se noté una produccién menor de MICs,
pudiera ser que debido a que las lineas celulares C33-A y SIHA se obtuvieron de biopsias en estadios
menos avanzados (I y II respectivamente), es decir, de acuerdo a los resultados obtenidos en los
ensayos, se puede suponer que la expresion de la forma soluble de las proteinas MIC pudiera estar

ligado de alguna manera con el grado de transformacién de las lineas tumorales.

Por todo lo anterior se puede establecer que la producciéon de una forma soluble de las proteinas MIC
se pudiera expresar en las lineas provenientes de cancer de cérvix, y esta producciéon pudiera estar

relacionada directamente con el grado de transformacion de las células.

En caso de que efectivamente se produjera la liberaciéon de una forma soluble de las proteinas MIC,
seria algo muy interesante, ya que se pudiera tomar como una estrategia por parte del VPH para
evadir la respuesta inmunologica, pues es ahora sabido gracias a numerosos ensayos que las
proteinas MIC al encontrarse sobre la superficie de diversas células tumorales estimulan la lisis de
estas debido a que funcionan como ligandos del receptor de tipo activador NKG2D el cual se
encuentra presente los linfocitos T CD8+ con receptores aPy yd asi como en las células NK (Vetter et
al., 2002). La disminucion del receptor antes mencionado como consecuencia de la existencia de la
forma soluble de las proteinas MIC, podria permitir la expansion del cancer pues las células NK que
son las responsables de la respuesta inmune inespecifica, encargadas de eliminar células
transformadas (tumorales) y las infectadas por bacterias y/o virus estarian incapacitadas de eliminar

a las células MIC positivas.
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CONCLUSIONES

e Se encontro la expresion de las proteinas MIC en células provenientes de cancer de cérvix.
e EL VPH parece no tener un efecto sobre la expresion de las proteinas MIC

e Se determiné la presencia de una forma soluble de las proteinas MIC en sobrenadantes de
células provenientes de cancer de cérvix.

PERSPECTIVAS

Es un hecho que atn falta mucho que investigar a cerca de las proteinas MIC, por lo que ahora lo que
se pretende es extender los estudios en tejidos de pacientes con carcinoma de cérvix, asi como en
personas normales, corroborar la existencia de la forma soluble de las proteinas MIC es sueros de
pacientes con carcinoma de cérvix comparando con personas normales, y de esta manera lograr

entender de una manera mas exacta la manera en que se desarrolla el CC.
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

Gel Separador

Acrilamida 10% ...icciiiininasinsossninsc 333 ml
TES PH BB ovvinnsiiinmsnisan 1.25ml
SDS 10% oo, 0.1 ml
Persulfato de amonio 1.5% ............. 0.5ml
Agua destilada ..........coccovociiennns 4.8 ml
TEMED s 0.015 ml

Mezclar los ingredientes en el orden anterior a excepcion del TEMED, que se debera colocar antes de

que se vacie en las placas y dejar que polimerice.

Gel concentrador

BedE asnnsnaniisia 1.25ml
Tris pH 6.8 ...coceeeiceeecreecieiee 2.5ml
VIR i s R 0.1ml
Persulfato de amonio ..................... 0.5 ml
Agua destilada ........ccccovueiricirnnnnes 5.6 ml
TENBEY .oy 0.015 ml

Mezclar los ingredientes en el orden anterior a excepcion del TEMED, que se debera colocar hasta que

se vacie en las placas y dejar que polimerice.

Tris pH 8.8
Disolver 36.3 g de tris en 50 ml de agua destilada, ajustar el pH con HCl concentrado y aforar a 100

ml.
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Tris pH 6.8
Disolver 0.05 g en 50 ml de agua destilada , ajustar el pH con HCI concentrado y aforar a 100 ml

Buffer de transferencia (II)

TS v 91¢g
Glicina ....oeeeereeennee. 422¢
SIS sssviissunisissscssasiin 15¢

Mezclar en 2400 ml de agua destilada y ajustar el pH (8.3) con HCl, completar a 2600 ml y agregar 400

ml de metanol.

Buffer (I) 5X

GHENE oz 72¢g
TIiS e 15¢g
S8 sascsssimssmsavissmsimisins S5g

Disolver el SDS en 100 ml de agua destilada, mezclar los demas ingredientes y aforar a 1000 ml.

Buffer de Elucion
GlEING . ossssscsssssmsmammssnsil O
SBS s 25g

Disolver en agua destilada y ajustar el pH a 2.5 con HCI concentrado y aforar a 500 ml con agua.

Buffer de Muestra ( Laemli)

Azul de bromocresol............ 5mg
L — lg
Glicerol........ovuviuiiiiiiiiincnnne. 5ml
Tris pH 6.8...ccccoumsssvsavvaniss
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TBS

Mezclar los ingredientes y aforar a 1000 ml con agua destilada.

TBST
A 500 ml de la solucién anterior agregar 500ul de tween 20.

Buffer de lisis.
Para 50 ml.

500 pd de triton

50 ul de ortovanadato 0.1M
100 ml de EDTA 0.5 M

500 ul Tris 1 M

3 ml fluoruro de sodio 0.5 M
1 ml pirofosfato de sodio 0.1 M
1.5ml de NaCl 5M

500 ml de PMSF 0.1 M *

500 pl leupetina 100 pg/ml*
500 pl aprotinina 1800 pg/ml*
500 pl pepstanina 100 pg/ml*

* se agrega al buffer el dia que se va a utilizar
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PBS 1x.

Cloruro de potasio .........cccccueencucunnecen. 02¢g
fosfato de potasio monobasico .............02 g
Cloruro de sodio ......cccoeverrserurereerersiserennns 80¢g
Fosfato de sodio monobaésico ................ 216 ¢

Disolver en agua destilada. Medir el pH y ajustar a 7.2 y aforar a un litro, Esterilizar 15 min a 120 lb.

Nota: Preparar una solucion 20X de la solucién anterior.
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