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ABREVIATURAS.
ABC: Anticuerpos unidos por célula
AcMo: Anticuerpo Monoclonal
AICL: Lectina tipo-C inducida por activacion (Activation Induced C-Type Lectin)
ADCC: Citotoxicidad Mediada por Células
ARNmM: ARN mensajero
ATM: Ataxia telangiectasa mutada

BAX: Proteina citoplasmatica Pro-apoptdtica que se inserta en la membrana
externa mitocondrial, para formar poros y desregular a la misma.

BID: Proteina Pro-Apoptética que favorece la activacion de BAX y otros miembros
pro-apoptoticos

CCDA: Citotoxicidad Celular dependiente de anticuerpos

CD2: Marcador por excelencia de linfocitos T, aparece en la maduracion de los
linfocitos en el timo.

CD4: Glucoproteina monomerica de 55kDa, con 4 dominios extracelulares de tipo
Ig (D1, D2, D3 y D4), region transmembrana y larga cola citoplasmatica en la
que existen tres serinas fosforilables.

CD8: Heterodimero af3 donde las dos cadenas estan unidas por puente disulfuro.
Cada cadena tiene de 30 a 38 kDa y un solo dominio extracelular de tipo Ig,
una regién transmembrana y cola citoplasmica de 25 a 27 aminoacidos, varios
de ellos susceptibles de ser fosforilados.

CD10+: Marcador por excelencia de linfocitos B.

CD16: También es conocido como FcyRIIl.

CD19: Marcador de células B posee un peso molecular de 95kDa.
CD20: Marcador para etapas avanzadas del desarrollo de linfocitos B

CD34: Glucoproteina transmembrana de cadena simple con una masa molecular
de 110kD.

CD38: Marcador para la activacién de los linfocitos T.
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CD44.: Glicoproteina transmembranal implicada en la adhesion celular y diferentes
componentes de la matriz extracelular.

CDA45: Antigeno comun leucocitico
CD56: Molécula de adhesién de células neurales (NCAM)

CD90: Proteina que contiene un dominio de inmunoglobulina unico y se encuentra
presente en todos los vertebrados, conocido como un  marcador de
diferenciacion osteoblastica

CD117: También conocido como C-kit, receptor de superficie que fosforila y activa
moléculas de transduccidon de sefales que propagan sefales de supervivencia
celular, proliferacién y diferenciacion.

cDNA: DNA codificante

CDs: Clusters de diferenciacion

CLP: Progenitor Linfoide Comun

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
CMV: Citomegalovirus

CPH: Células Progenitoras Hematopoyéticas

CRACC: Proteina transmembrana de tipo | que pertenece al subconjunto CD2 de
la superfamilia de Ig.

CTH: Células Troncales Hematopoyéticas

DAG: Diacilglicerol

DAP10: Proteina de activacion de DNAX de 10 KDa

DNA: Acido Desoxirribonucleico

ELPs: Early Lymphoid Progenitors

FADD: Dominio de Muerte Asociado al Receptor FAS.

FAS: CD95/APO-1. Miembro de la super-familia de receptores de muerte TNF.
FAS L: Ligando de FAS.

FitC: Isotocianato de fluoresceina o fluoresceina-5-isotocianato; (Fluorescein
IsoTioCyanate).
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GPI: Glicosilfosfoinositol

HLA: Antigeno Leucocitario Humano
HMGB1: High-mobility group box 1

Hsp: Proteina de shock-térmico

IFN-y: Interferon y

Ig: Inmunoglobulina

IL-2: Interleucina 2

IL-4: Interleucina 4

IL-5: Interleucina 5

IL-7: Interleucina 7

IL-8: Interleucina 8

IL-10: Interleucina 10

IL-12: Interleucina 12

IL-13: Interleucina 13

IL-15: Interleucina 15

IL-18: Interleucina 18

IP3: Inosiltrifosfato

ITAM: Motivo de Activacion basado en Tirosina.
ITIM: Motivo de Inhibicion basado en Tirosina.
kDa: Kilo Dalton.

KIR: Receptores tipo Inmunoglobulina de las células asesinas
LcT: Linfocito T citotoxico

LIR: Receptores Inhibidores Leucocitarios
LRC: Complejo de Receptores Leucocitarios

MICA: Proteina relacionada a la cadena A de MHC |

MICB: Proteina relacionada a la cadena B de MHC |
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MiRNA: Micro RNA mensajeros

ml: Mililitros

MMP: Metaloproteinasa

NF-kB: Complejo proteico que controla la transcripcion del DNA.
NK: Células citotoxicas naturales. Natural Killer.
NKG2D: Receptor de Activacion de células NK grupo 2, miembro D
NKG2DLs: Ligando de NKG2D

NKp30: Receptor de Activacion NK30

NKp44: Receptor de Activacion NK44

NKp46: Receptor de Activacion NK46

NKp80: Receptor de Activacion NK80

PEM: Progenitores eritroides-megacariociticos
PGM: Progenitores Granulo-monociticos

PI3K: Fosfatidil-inositol Kinasa

PLC: Progenitor Linfoide Comun

PMC: Progenitores mieloides comunes

PMP: Progenitores Multipotentes

PBS: Tampédn Salino Fosfato

RAET: Transcritos Inducidos por Acido Retinoico
RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SFB: Suero Fetal Bovino.

TCR: Receptor de linfocitos T (T-cell receptor)
TLR: Receptores de Tipo Toll (Toll- like receptors)
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral a

TNF-B: Factor de Necrosis Tumoral B
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ULBPs:Proteinas de union a UL16
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RESUMEN.

Las proteinas MICA/MICB se expresan como sefales de alerta a nivel
fisiolégico para que el sistema inmune reconozca células tumorales o dafnadas, y
por medio de mecanismos mediados por receptores y citocinas, dichas células son
eliminadas por un proceso conocido como inmuno vigilancia.

Antecedentes de nuestro grupo de trabajo han mostrado de manera fehaciente
que lineas célulares epiteliales tumorales, expresan el receptor NKG2D vy
mediante su interaccion con los ligandos MICA/MICB solubles se favorece su
proliferacion, escapando del reconocimiento del sistema inmune y subvertiendo el
fendbmeno de inmuno vigilancia. La expresion del receptor NKG2D en células
epiteliales tumorales, ademas de células linfoides tumorales, puede tener
implicaciones en el contexto del desarrollo tumoral, el proceso de metastasis y la
invasividad. Por otro lado, se desconoce si las células citotoxicas NK y CD8" que
normalmente expresan el receptor NKG2D, expresen o secreten de forma paralela
los ligandos MICA/MICB u otras moléculas conocidas como ULBP’s, ya que es
polémica su presencia en este contexto. Tampoco conoce si los ligandos
MICA/MICB/ULBP se pueden encontrar intracelularmente. Por lo anterior, en el
presente trabajo se analizé la expresion de MICA/MICB/ULBP1-3 en dos
diferentes lineas linfoides tumorales, JURKAT y YTS, comparando los resultados
con células NK no tumorales. Los resultados muestran la presencia de
MICA/MICB/ULBP en las lineas celulares tumorales YTS (NK) y en la linea celular
tumoral Jurkat (LcT) solo se observo la prescencia de MICA/MICB. Aunado a esto
se observo un aumento en la proliferacién de las lineas celulares YTS y Jurkat
mediante la administracion exdgena de MICA/MICB. Concluimos que las lineas
celulares YTS (NK) y Jurkat (LcT), son capaces de secretar las moléculas
MICA/MICB/ULBP1-3 y que la administracién exégena de MICA/MICB estimula la
proliferacion de YTS y Jurkat.
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|. INTRODUCCION.

Nuestro organismo diariamente produce grandes cantidades de células
sanguineas. En un adulto de aproximadamente 70 kg de peso, se deben producir
2 x 10 eritrocitos, 2 x 10* plaquetas y 7 x 10"° granulocitos para mantener el
status quo (Wintrobe, 1981). El objetivo de la generacion de células sanguineas
también conocido como hematopoyesis es compensar la pérdida celular diaria
para mantener niveles adecuados en la circulacion.

1. Hematopoyesis.

La hematopoyesis es el proceso a través del cual se generan células
sanguineas Yy ocurre bajo condiciones especificas en la médula 6sea (Torok,
1988). En este proceso complejo intervienen una gran variedad de tipos
celulares y es regulado por diversos factores:

a) Compartimientos celulares

El sistema hematopoyético puede ser dividido de acuerdo al grado de madurez
de las células que lo conforman y de acuerdo a los distintos linajes celulares que
de él se generan. De acuerdo al grado de maduracion celular, se han identificado
cuatro compartimentos.

1. Células primitivas, denominadas células troncales hematopoyéticas (CTH).

Son células con capacidad de auto-renovacion(al dividirse, por lo menos una
de las células hijas conserva las propiedades de la célula madre y con
caracteristicas multipotenciales) pueden dar origen a distintos linajes sanguineos.
Dichas corresponden al 0.01% del total de células nucleadas presentes en la
médula ésea con morfologia linfoblastoide, las cuales expresan los antigenos
CD34, CD90 y CD133 (Wognum, 2003).

2. Células progenitoras hematopoyeticas (CPH).

Estas células son originadas por las CTH y corresponden a <0.5% del total de
las células en la médula ésea, presentan patrones de expresion de marcadores
celulares muy particulares de acuerdo al linaje al que pertenecen (Civin, 1993).

3. Células precursoras.

Son células reconocibles por su morfologia, constituyen a la mayor parte de las
células de Ila médula o6sea aproximadamente >90% de las células
hematopoyéticas residentes en la cavidad medular

4. Células sanguineas circulantes.
Este tipo de células son originadas a partir de los precursores hematopoyéticos
maduros.
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b) Generacion de linajes hematopoyéticos.
Las células blancas de la sangre o leucocitos se dividen en dos grandes
grupos: células mieloides y células linfoides.

Las primeras comprenden a los granulocitos (neutréfilos, basofilos y
eosindfilos), monocitos, eritrocitos y trombocitos y las segundas comprenden a los
linfocitos B, linfocitos T, células yd y células NK .Las células mieloides son
producidas a través de un proceso conocido como mielopoyesis, mientras que las
linfoides son resultado de la linfopoyesis. Ambos procesos independientes pero
estan muy relacionados entre si y la interaccion que existe entre uno y otro es muy
estrecha (Mayani, 2007)

b.1) Mielopoyesis.

La mielopoyesis tiene lugar dentro de la médula ésea, sitio en donde las células
troncales hematopoyéticas dan lugar a los progenitores mieloides comunes
(PMC). Los PMC son células con una alta capacidad proliferativa, pero incapaces
de auto-renovarse y cuyo potencial de diferenciacion esta restringido a linajes
especificos (Quesenberry, 2001). Los PMC se pueden diferenciar en progenitores
especificos, como son los progenitores granulo-monociticos (PGM), y los
progenitores eritroides-megacariociticos (PEM) como se muestra en la Figura 1

(Back, 2005).

PGM
(PM‘E)
/ \AQ

PEM
r | —
cTH PMP

—

PLC
Figura 1. Muestra la mielopoyesis, en la cual la célula troncal hematopoyética (CTH) da lugar
a los Progenitores Multipotentes (PMP), las cuales pierden la capacidad de autorenovarse
generando al Progenitor Linfoide Comun(PLC) y al Progenitor Mieloide Comun(PMC) ,
siendo este Ultimo capaz de generar Progenitores Granulocito/Monociticos (PGM) y a
progenitores Eritroides/Megacariociticos (PEM).(Mayani, 2007).
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La maduracién en cada uno de los linajes hematopoyéticos esta definida por
dos procesos fundamentales: la pérdida definitiva del potencial de auto-renovacion
y la adquisicién de una identidad especifica. Estos procesos son controlados por
programas geneticos en donde los genes que mantienen la capacidad de auto-
renovacion se apagan, al mismo tiempo que los genes que regulan la
diferenciacion se encienden. De esta manera, los progenitores hematopoyéticos
se diferencian en células precursoras, a través de una serie de eventos en donde
grupos alternados de genes en asociacion con diversos factores de crecimiento
determinan el destino celular de una célula la cual madurara y tendra una
identidad y funcién definitiva.

b.2) Linfopoyesis

La produccién de las células del linaje linfoide (linfocitos B, linfocitos T, células
vo y células NK) es un proceso dinamico y complejo, el cual esta determinado por
combinaciones de factores intrinsecos y microambientales que son los encargados
de guiar la diferenciacion de los progenitores linfoides a partir de las células
troncales hematopoyéticas (Baba, 2004.)

La diferenciacion del linaje linfoide es un proceso progresivo en la médula 6sea
desde progenitores muy primitivos con potenciales multiples hasta precursores
restringidos que pierden opciones de diferenciacion con una ganancia de
funciones especializadas (Baba, 2004). Los progenitores linfoides tempranos ELPs
muestran un gran potencial para generar todas las lineas de células linfoides.
Dando origen a los progenitores linfoides comunes (CLPs), que son reconocidos
como los mas eficientes precursores de los linfocitos B y células NK en la médula
6sea (Kondo, 1997)(Pelayo, 2006).

b.2.1) Células B

En la ontogenia, el desarrollo de las células B en la etapa fetal puede ocurrir
en el epiplon y el higado, mientras que después del nacimiento se confina
primordialmente a la médula ésea (Busslinger, 2004).

b.2.2) Células T

Debido a que el timo no produce progenitores de renovacion autéloga, la
linfopoyesis de las células T es mantenida por la importacién periddica de
progenitores hematopoyéticos a través de la corriente sanguinea (Bhandoola,
2003).

Las bases moleculares de su entrada no han sido totalmente dilucidadas, pero
se hipotetiza que pudiera ser un proceso secuencial analogo al ,homing” de
leucocitos, esto es: la adhesion débil al endotelio vascular mediado por selectinas,
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y la sefalizacion via quimiocinas, también la adhesion fuerte a través de integrinas
y la transmigraciéon (Schwarz, 2007).

b.2.3) Células NK

Las células asesinas naturales, también conocidas como células NK (del inglés
Natural Killer), son una sub-poblacion de linfocitos los cuales no pertenecen al
grupo T (CD3 negativos) y tampoco al grupo B (CD19 negativos), caracterizada
por su gran tamafo y por la presencia de numerosos granulos citoplasmaticos.
Las células NK constituyen entre un 14% de las células mononucleares de la
sangre periférica (Bueno, 2004).

Ontogenia de las células NK

En su ontogenia las células NK comparten una via en comun con células
linfoides T. Hasta tiempos actuales la relacion entre células B, T y NK en su
desarrollo era desconocido. Previamente se habia propuesto que las células NK
estaban relacionadasen su ontogenia con células T o con células mieloides, o que
podrian constituir un linaje independiente.

Como es sabido las células NK maduras se producen en la médula 6sea a
partir de un progenitor linfoide comun (CLP) el cual es derivado previamente de
una célula madre hematopoyética pluripotencial. En la ontogenia de las células
NK se reconocen varios pasos: el primero de ellos se da a partir del progenitor
linfoide el cual se diferencia inicialmente en un progenitor bipotencial T/NK, el
segundo paso es cuando este progenitor bipotencial se convierte en un progenitor
NK'y finalmente éste madura para dar origen a las células NK, como se muestra
en la Figura 2 (Yokoyama, 2004).

Como es sabido morfologicamente las células NK son los linfocitos mas
grandes, poseen un didmetro de 10 a 15 ym y contienen numerosos granulos
citoplasmaticos, esta es la razén por la cual también se denominan linfocitos
grandes granulares. Esos granulos, igual que los de los linfocitos T citotoxicos,
contienen perforina, granzimas, proteoglucanos (condroitin sulfato-A) y citocinas
como el factor de necrosis tumoral  (TNF-B) (Moretta, 2002).

La mayoria de las células NK se encuentra en los 6érganos linfoides,
especialmente en el bazo; no obstante, también se puede observar una importante
cantidad en el higado, en el endometrio de las mujeres embarazadas y en sangre
periférica (Abbas, 2003).

Los factores de transcripcion 1d2 y 1d3 controlan el desarrollo temprano de las
células NK, mientras que los tres estadios que definen el proceso completo: el
compromiso de linaje, la seleccion del repertorio de receptores NK 'y la maduracion
funcional son criticamente dependientes de IL-15, que mantiene la viabilidad y
sostiene la proliferacion de las células en desarrollo (Di Santo, 2006).
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Médula osea Sangre Estado estable
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Figura 2. Ontogenia de células NK. Las células NK se desarrollan a partir de PLC en la
médula Osea. Son liberadas hacia la sangre como células tipo linfocito, con granulos
citoplasmaticos conspicuos (linfocitos granulares grandes). En el estado estable, un
subgrupo de células NK CD16" pueden entrar al higado, los pulmones y el bazo, o regresar a
la médula 6sea. Durante la inflamacion otro subgrupo CD16" puede reclutarse hacia tejidos
inflamados y sus ganglios linfaticos de drenaje. Las células NK no son de vida prolongada;
casi todas son reemplazadas a partir de precursores en dias o semanas. (Mc Pherson, 2013)

Funcién efectora de las células NK

Los mecanismos efectores de las células NK pueden ser de dos tipos, liticos y
no liticos.

1) Los mecanismos liticos incluyen tanto la destruccion directa de las células
blanco como el fendmeno de ADCC. La citotoxicidad directa puede ser mediada
por perforinas y granzimas, o por una apoptosis independiente de estas dos
proteinas (Smith, 2005) (Lieberman, 2003).

2) La funcién efectora no litica corresponde a la produccion de diferentes
quimocinas y citocinas inmunomoduladoras, por medio de las cuales estas células
regulan la hematopoyesis, diferentes células y eventos de la respuesta inmune
(Loza, 2004) (Robertson, 2002).
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Citotoxicidad mediada por perforinas y granzimas

Las células NK destruyen a las células blanco por un mecanismo similar al
utilizado por los linfocitos T CD8", el cual involucra la liberacion del contenido de
los granulos ricos en perforinas y granzimas. Las perforinas son moléculas que se
integran a la membrana celular y forman poros que pueden conducir a una lisis
osmotica (Podack, 1995).

Las granzimas son proteinas que entran a la célula blanco y activan el
programa de apoptosis por varias vias (Simoén, 1997). La incorporacién de las
granzimas dentro de la célula blanco no requiere necesariamente de la accion
previa de las perforinas, y puede ser mediada eficiente y rapidamente por
endocitosis (Trapani, 1996).

Estudios recientes sugieren que tanto las perforinas como las granzimas
también pueden formar parte de un complejo macromolecular asociado al
proteoglicano serglicina, el cual media la entrada de estas proteinas a la célula
blanco.( Metkar, 2002).

Se han descrito 11 tipos de granzimas, de las cuales 5 se han encontrado en
los humanos (los tipos A, B, H, Ky M) (Simon, 1997):

1) la granzima A induce la muerte celular por una via independiente de las
caspasas, pues genera cortes en el DNA de cadena sencilla, causando
fragmentacion oligonucleosomal del DNA (Lieberman, 2003) (Beresford, 1999).

2) La granzima B juega un papel critico en la activacion de la apoptosis.

3) Grandes niveles de granzima K son expresados en las células NK; esta es una
proteasa que, en presencia de perforinas, tiene la capacidad de mediar la muerte
celular en una forma independiente de caspasas que no incluye fragmentacion del
DNA ni alteraciones en la mitocondria.

4) La granzima M produce cortes después de residuos alifaticos tales como
metionina, norleucina y leucina.

5) La granzima H es una proteasa que hace cortes después de residuos
aromaticos y causa una muerte celular caracterizada por la rapida externalizacion
de fosfatidilserina, condensacion nuclear y colapso celular.

Produccién de citocinas

Las células NK representan una fuente importante de citoquinas que participan
en la regulacion de la hematopoyesis y de la respuesta inmune; los factores
solubles mas importantes que son secretados por las células NK son: IFN-y, TNF-
a, G-CSF, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, quimocinas como MIP-1a, MIP-13, RANTES,
MDC vy linfotactina, y las a defensinas. Algunos de estos factores son necesarios
en la respuesta inicial de control de los microorganismos patdégenos, asi como
para la promocion de la respuesta inmune adaptativa especifica y de larga vida
contra ellos (Robertson, 2002) (Fehniger, 1999).
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Células NK y sus receptores

Las células NK derivan de un precursor CD34" y completan su desarrollo en la
meédula 6sea. Para su maduracion requieren de varias citocinas, entre ellas la IL-
15, que es liberada por células estromales de la medula ésea (Shibuya, 1995).
Esta maduracién puede ocurrir cuando se da la ausencia de un timo funcional
tanto en humanos como en ratones (Dorshkhind, 1985). Sin embargo, las células
NK comparten un precursor comun con los linfocitos T que sufre diferenciaciéon
hacia un linaje T o NK en funcion del microambiente (Sanchez, 1994).

Las células NK fueron descritas hace mas de 30 afios por su capacidad de lisar
células tumorales o células infectadas con virus que no expresaban las moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I). Este concepto le
permiti6 a Klas Karre proponer la hipotesis del “missing self’, en la que se
planteaba que las células NK monitoreaban los niveles de expresién de moléculas
del MHC-I sobre la célula y destruian a aquellas células que por diversos
mecanismos las habian dejado de expresar niveles normales de estas moléculas
(Cooper, 2001), esto ocurre generalmente con células tumorales o infectadas por
virus. Aunque se asocio inmediatamente a las células NK con el fenémeno de
vigilancia inmunoldgica, el reconocimiento de células con bajos o nulos niveles de
MHC-I implicaba necesariamente la existencia de receptores activadores de
citotoxicidad las cuales disparaban la actividad biolégica de estas células. En este
sentido, las moléculas del MHC-I no son siempre necesarias para evitar la lisis por
parte de las células NK.

La unidon de receptores activadores a moléculas de membrana de células
blanco de la sangre no solo desencadena la citotoxicidad sino que también
promueve la produccién de citocinas, la migracidon de las células NK, su activacion
y su proliferacion. Cada célula NK parece expresar su propio repertorio de
receptores activadores e inhibidores (usualmente entre 3 y 4 de cada tipo). De
manera que la citotoxicidad se encuentra regulada por un balance de sefales
inhibidoras que interactian con las moléculas del MHC-Il y sefales activadoras
que reconocen moléculas relacionadas con el MHC-lI en las células blanco
(Bryceso, 2006).

Hoy en dia podemos definir a una célula NK como un linfocito presente en
todas las especies de mamiferos, dependiente de IL-15 y con capacidad de
respuesta a IL-12. Las principales funciones de las células NK son la secrecién
de grandes cantidades de IFN-Y y la lisis de células que han perdido la expresion
constitutiva del MHC y/o que expresan ligandos para estas células (por ejemplo:
ligandos del receptor activador NKG2D -NKG2DLs-) (Walzer, 2007).
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Existen diferentes subpoblaciones de células NK y en humanos se han

identificado dos de ellas:

1)

CD56dim CD16bright constituye el 90% de las células NK y son las
responsables de la citotoxicidad natural, son capaces de lisar células
tumorales in vitro e in vivo (Cooper, 2001) (Lanier, 2005) y de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (CCDA, (Cooper, 2001)). Este tipo de
células no expresa CCRY7 ni L-selectina (CD62L), pero expresan altos niveles
de otras moléculas de adhesion, por lo que son capaces de migrar a tejidos
periféricos donde ejercen su actividad (Robertson, 2002).

CD56 bright CD16 dim o CD16- constituyen el 10% de las células NK de
sangre periférica; esta subpoblacion constituye una fuente importante de
citocinas inmunorregulatorias (IFN-y, TNF-a, TNF-3, IL-10, IL-13, GM-CSF)
que juegan un papel importante durante el desarrollo de la respuesta inmune
innata y el disparo de la respuesta inmune adaptativa. Esta subpoblacion
expresa altos niveles de CCR7 y L-selectina (CD62L), lo que les confiere la
habilidad de migrar y establecerse en 6rganos linfoides secundarios, donde
juega un papel importante regulando la polarizacion de respuesta inmune
adaptativa regulando a los linfocitos T y B (Robertson, 2002).

Aunado a todo lo mencionado anteriormente se ha demostrado que la

subpoblacién de células NK CD56bright pueden dar lugar a células NKCD56dim
(Romagnani, 2007).

Receptores de células NK

y

Los receptores de las células NK se dividen en dos: los receptores inhibidores
los receptores activadores de citotoxicidad (Cerwenka, 2001) (Moser, 2002).

(Figura 3).

1) Los receptores inhibidores poseen una cola citoplasmatica con motivos

ITIM (motivo de inhibicidn basado en tirosina o inmunoreceptor tyrosine
based inhibitory motif), el cual recluta tirosin-fosfatasas que previenen las
funciones efectoras de las células NK.
Cada receptor inhibidor es expresado por un subtipo, ademas todas las
células NK maduras expresan al menos un receptor especifico para las
células del MHC-I propias. Como consecuencia de esto, todo el conjunto de
células NK hace posible que se pueda detectar la pérdida de un solo alelo
en las células autdlogas (Moretta, 1997).La existencia de estos receptores
protege a las células autdlogas normales de la accién litica de NK,
prevaleciendo la accion inhibidora, para las moléculas del MHC propias,
sobre la de los receptores activadores.

Entre los receptores inhibidores podemos encontrar a los receptores de la
superfamilia de las inmunoglobulinas, a los receptores tipo lectina y a otros
receptores inhibidores.
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2) Los receptores activadores de citotoxicidad poseen una cola citoplasmatica
corta que posee dominios ITAM (motivo de activaciéon basado en tirosina o
inmunoreceptor tyrosine-based activation motif) (Lainer, 2005) (Long,1999).
Para llevar a cabo la sefalizacion se asocian con diferentes moléculas
adaptadoras como DAP12 la unidén de estos receptores a sus ligandos
resulta en la activacion de una cascada de fosforilacion mediada por tirosin-
cinasas intracelulares que son las responsables de la transduccion de
sefales para la produccién de citosinas y la movilizacion de granulos

secretores con alto contenido en perforina y granzimas (Moretta, 2001).

MP

Receptores activadores
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Figura 3 Caracteristicas estructurales de los receptores de las células natural killer (NK)
responsables de la funcién activadora o inhibidora. En la figura se muestra cOmo estas
caracteristicas son comunes para la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig-SF) vy la
familia de las lectinas KLR. Ademas, se sefialan las moléculas transductoras de la sefial que
se asocian con receptores activadores modelo, mediante interacciones electrostaticas
llevadas a cabo por residuos cargados presentes en los segmentos transmembrana. Se
muestran las secuencias consenso de los motivos ITIM y los ITAM, donde X representa
cualquier amino&cido. MP: membrana plasmatica. (Roda-Navarro 2005)
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NKG2D.

NKG2D es una molecula de transmembrana de tipo Il que pertenece a la famila
de las lectinas tipo C. Es codificada por un gen situado en el cromosoma 12 en
humanos y cercana a otros genes NKG2 en el complejo genético NK (Figura 4).

| The MK complex’ |
Nerp? chuster  Caf8 Cddd |—Mt92—| Lyd9 chuster
m Mouse
—a— (HOHHH—ITIITIIITE - chromosome &
deca
NKRP1A CDed cDod ,—NKGQ—| L4090 Human
M M M
Ll 9] D'D—Dﬂﬂﬂ L chromosome 12
d feca

Figura 4. Esquema del gen de los receptores tipo lectina C en el ratén y en humanos
(Navarro, 2001).

NKG2D fue identificado por primera vez en 1991 por Houchins y col, como un
cDNA expresado por células NK humanas (Houchins, 1991). El rol de esta
molécula fue ignorado hasta 1999, cuando NKG2D fue identificado como receptor
de una molécula relacionada con el MHC de clase |, MICA (MHC class | chain-
related gene A (Bauer,1999)). Desde entonces NKG2D y sus ligandos fueron
objeto de intensa investigacion.

Este receptor se acopla a la molécula adaptadora DAP- 10 de forma no
covalente. DAP-10 presenta en su dominio citoplasmatico un motivo YINM y
recluta fosfatidil-inositol kinasa (PI3K) para la sobrevivencia celular y la
citotoxicidad de las células (Raulet, 2003). (Figura 5.)
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Figura 5. Receptores activadores de la célula NK (Cerwenka y col, 2001). En esta figura se
representan los complejos formados por los receptores activadores con las moléculas
activadoras: KIRDS asociado a DAP-12, CD16 asociado a FceRly y NKG2D asociado a
DAP10.
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El receptor NKG2D se expresa en las células NK, siendo incrementado tras la
exposicion con IL-15. Todos los linfocitos T CD8" de sangre periférica expresan
el receptor antes de su activacion, incluyendo aquellos que han perdido la
expresion de la molécula co-estimuladora CD28. NKG2D también es expresado
por las células Tyd intestinales e intraepiteliales, estas ultimas expresan NKG2D
en niveles bajos pudiendo ser aumentada la expresion tras la incubacién con IL-
15, por el contrario los linfocitos T CD4" no expresan NKG2D salvo en una
fraccion de células T CD4" de pacientes con artritis reumatoide (Groh, 2003).

Ligandos de NKG2D

En humanos, NKG2D reconoce a las moléculas denominadas UL16 binding
proteins (ULBP), existen 3 formas diferentes de ULBPs, ULBP1, ULBP2 y ULBP3
(Cosman, 2001) (Sutherland, 2002).

Este grupo de moléculas de superficie ancladas a GPI (glucofosfatidilinositol)
se expresan en algunos tejidos normales, pero se ha observado que se expresan
en mayores niveles en tumores de diversos fenotipos (Cosman, 2001) (Sutherland,
2002). Del mismo modo, se ha detectado la expresién de las proteinas integrales
de membrana ULBP-4 (RAET1E) y RAET1G en diferentes lineas tumorales (Cao,
2007) (Bacon, 2004). En humanos, asi como en varias especies de mamiferos
pero no en raton, existe otro grupo de NKG2DLs (las proteinas integrales de
membrana denominadas MICA y MICB, (Bauer, 1999) como se muestra en la
Figura 6.

MICRYMICB uLBP1-3 ) gpg RAE1a-RAETE  pure s

© Ancla de GP|

Figura 6. Representacion esquemética de los ligandos de NKG2D. Tanto en humanos
(izquierda) como en ratén (derecha) algunas de estas moléculas estan ancladas a GPI y
otras poseen dominios transmembrana. (Eagle, 2007).

12



Alejandra Sarahi Estrada Salas

2. NKG2D/NKG2DL en evasion inmune

A pesar de la inmunovigilancia, la presencia de un tumor indica que el cancer
que se esta desarrollando fue capaz de evadir la respuesta inmune. El incremento
del tamafio del tumor o el proceso de metastasis frecuentemente exhibe
estrategias que promueven la evasion del reconocimiento inmune (Marincola,
2000), tales como la exclusion fisica de las células inmunes desde el sitio del
tumor, pobre inmunogenicidad debido a la reducida expresion de moléculas MHC
o proteinas coestimulatorias y rompimiento del reconocimiento celular por parte de
las células NK y NKT(Groh, 2002), sumado a esto los tumores pueden suprimir la
inmunidad de ambas formas, sistémicamente y en el microambiente tumoral
(Ravinovich, 2007), debido a la produccion de moléculas inmunosupresoras que
previenen el inicio de una respuesta inflamatoria, tales moléculas como el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Teicher, 2007) y Fas ligando(Fas-L)
(Houston,2003), la interleucina 10 (IL-10) que interfieren con la activacion vy
diferenciacién de las células dendriticas o0 por bloqueo de la produccion de
moléculas proinflamatorias. Si la respuesta es inducida, las células tumorales
pueden escapar a la eliminacion por la pérdida de antigenos blanco, la generacién
de células T y eliminando a las células T respondedoras (Staveley-O“Carroll,1998).

Se ha planteado que podria existir una seleccion negativa sobre las células
tumorales que expresan NKG2DLs sobre su superficie. Investigaciones en
melanoma indican que la expresion de los ligandos MICA/MICB/ULBP"“s depende
del estado de avance tumoral, existiendo una alta expresiéon de éstos en las
lesiones primarias, pero disminuye en las lesiones metastasicas. Esto seria una
forma de escape de la inmunovigilancia por parte de los tumores, debido a que
con el tiempo quedarian sélo las células que no expresan o poseen una baja
expresion de los NKG2DLs (Vetter, 2009).

En gliomas esta reportada la expresion reducida de MICA y ULBP2
asociandolos a una progresion maligna y a metastasis. Esto indica que la
inmunogenicidad de los gliomas decrece a medida que se incrementa el grado de
malignidad, posiblemente mediante un proceso de seleccion que favorece la
sobrevivencia de la célula menos inmunogénica. Los niveles de MICB y ULBP1 no
se modifican en el glioma en relacion a su estado de avance, solo ULBP3
disminuye levemente en el estadio metastasico (Eisele, 2006).

El comportamiento de los NKG2DLs en la membrana en la progresion tumoral
se correlaciona directamente con la expresion de citocinas inmunosupresoras
como TGF-B y de MMP (Stiles, 1997) (Kjellman, 2000). La expresion de MMP esta
incrementada en casi todos los tipos de cancer y se ha implicado en la invasion
tumoral y metastasis debido a su habilidad de degradar a la matriz extracelular
(Coussens, 2002). Existe evidencia de la sobreexpresion de MMP en tumores y
la liberacion a la circulacion de MICA por parte de las células tumorales MMP, que
corta a MICA en la superficie del tumor generando asi una fraccion soluble sérica
que funcionan como NKG2DLs (Waldhauer, 2008).
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Se han detectado formas solubles de MIC-A/B (sMIC) en la circulacién y su
relacion con la disminucién de la cantidad y funcionalidad del receptor NKG2D en
la superficie de las células T citotoxicas y NK (Groh, 2002). Las formas solubles
de MIC A/B desactivan la inmunidad de las células NK, debido a que pueden
actuar como inhibidor competitivo bloqueando el reconocimiento de moléculas MIC
unidas a la membrana. Incluso, se ha observado una correlacion entre los niveles
de sMIC en suero y la progresion de la enfermedad en pacientes con cancer de
préostata (Wu, 2004) con valores significativamente mas altos que en individuos
sanos o pacientes con enfermedades benignas (Holdenreider, 2006).

Inducciéon de NKG2DL

La expresion de MICA y MICB aumenta en muchas lineas celulares tumorales
y tumores primarios de origen epitelial. Se piensa que esto es el resultado de la
activacion de la transcripcidon de elementos de shock térmico, lo cual se sabe que
acompana a la transformacion celular en un proceso tumoral. Ademas, se ha visto
en células dendriticas que la expresion de MICA y MICB puede ser inducida por
INF-a. Se ha demostrado recientemente que ciertos agentes genotdxicos
productores de estrés o inhibidores de la replicacion del DNA pueden aumentar la
expresion de NKG2DLs a través de ATM (ataxia telangiectasia mutada) y ATR
(ATM y Rad3 relacionada) proteina quinasa en fibroblastos humanos y/o lineas
tumorales murinas induciendo su destruccién por las NK (Siloh, 2006) (Soriani,
2009).

La respuesta NKG2D/NKG2DL se ve incrementada por el microambiente
inflamatorio generado por la interrelacion de vias de la respuesta inmune innata
como la maduracion de células dendriticas y la producciéon de citocinas, el
reconocimiento de proteinas liberadas en procesos de necrosis, la activacion de
TLR, etc. La modulacion mediada por citocinas es un fendmeno que podria
explicar la variacion en la expresion de éstos durante el desarrollo de una masa
tumoral. Las citocinas inmunoactivadoras para NKG2D son inductoras también de
la expresion de los ligandos en la célula blanco, estos son IFNy, IL12, IL15 e IL-
18(Song, 2006)(Zhang, 2008) aunque aun no se ha descrito los mecanismos por
el cual actuan. Si se conoce que los promotores de los NKG2DLs presentan
elementos de respuesta para proteinas de shock térmico (HSP), ATF, ERK/JNK'y
NFkB, vias inducidas por estas citocinas y las proinflamatorias en general
(Venkataraman, 2007). La liberacién de proteinas inducidas en estados de estrés
como con las HSP favorece la respuesta mediada por NK y estimulan la induccion
de NKG2DLs, ademas de favorecer el ambiente inflamatorio y la maduracion de
células dendriticas (Elsner, 2009) (Qiao, 2008). Adicionalmente, en el promotor de
los NKG2DLs existen elementos de respuesta a estas proteinas, que podria
asociarse a la induccién de los ligandos en casos de shock térmico e indicar vias
autocrinas y paracrinas de activaciéon de las células en el microambiente tumoral
(Venkataraman, 2007). Las HSP pueden ser reconocidas por TLR4 en un
ambiente inflamatorio aséptico, junto a otras moléculas liberadas durante un dano
inflamatorio como HMGB1 o proteinas de la matriz (Kluwe, 2009), la funcién pro-
inflamatoria de los TLR se ha asociado a la induccion de NKG2DLs en
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experimentos in vitro. La activacion de TLR4 con LPS genera una induccion de
MICA en superficie (Kloss, 2008). Estudios en gliomas indican que la expresion de
MICA y ULBP2 decrecen a medida que aumenta el grado de malignidad, mientras
que MICB y ULBP1 se expresan independientemente del grado tumoral (Friese,
2004).

Regulacion de NKG2DL

Mecanismos descritos en los ultimos afnos involucran a las citocinas para
explicar la evasion de la inmuno vigilancia por parte del tumor, las cuales,
dependiendo del tipo y del contexto, podrian aumentar o disminuir la expresién en
superficie de los NKG2DL. Las citocinas son un grupo heterogéneo de pequefios
péptidos solubles o glicoproteinas, las que ejercen efectos pleiotropicos, como
promover el crecimiento, diferenciacion y activacion de las células. Estas
moléculas pueden tener actividad pro o anti-inflamatoria. Ademas de una funcion
inmunosupresora, lo que depende del microambiente en el que se encuentren. El
microambiente tumoral es rico en citocinas y otros mediadores inflamatorios que
estimulan la inmuno supresién, crecimiento de las células tumorales,
reorganizacion del tejido y angiogenesis (Seruga, 2008).

Se ha observado que el efecto de IFNy y TGF-( es inverso, estas citocinas son
capaces de disminuir la expresion de los ligandos, favoreciendo la evasion de la
respuesta citotoxica y la sobrevivencia de las células tumorales (Eisele, 2006)
(Schwinn, 2009). Los mecanismos descritos para estas citocinas es la disminucién
de la expresion de NKG2D a través de membranas exociticas en el caso de TGF-3
(Clayton, 2008) (Eisele, 2006) (Huang, 1999) y disminucion de los ligandos en el
caso de IFNy, donde hasta el momento se han descrito induccion de MPP e
induccion de miRNA anti MIC (Schwinn, 2009). Se ha observado que INF-a
aumenta la expresidon de MICA en la superficie de células tumorales v,
contrariamente, INF-y la disminuye (Zhang, 2008).

15



Alejandra Sarahi Estrada Salas

3. Familia de genes MIC

La familia de genes MIC fue identificada en 1994 por el grupo de Spies cuando
buscaba nuevos genes en la regién del HLA-B (Bahram, 1994). Esta familia se
compone de dos genes (MICA y MICB) y 4 pseudogenes (Bahram, 1994)
(Leelayuwat, 1994), cuya ubicacion se muestra esquematicamente en la siguiente
Figura:

HLA clase |
TNF B C E A G F
MICB MICA MICC MICD MICF  MICE

Figura 7. Ubicacién de los genes de la familia MIC en la regién de clase | del HLA. Se
muestran los genes para las moléculas de clase | HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F y
HLA-G, asi como los 2 genes (MICA y MICB) y 4 pseudogenes (MICC, MICD, MICE y MICF) de
la familia MIC. (Bahram, 1994)(Leelayuwat, 1994).

Se ha demostrado que los genes MIC estan conservados en muchos
mamiferos, entre los que se encuentran primates (chimpancé, orangutan, babuino,
gibén), cabra, cerdo, vaca, perro y hamster (Bahram, 1994) (Steinle, 1998). Sin
embargo, no se ha encontrado dicho gen en el genoma murino. No obstante, se
ha descrito una familia de genes en ratén denominada Mill (MHC class I-like
located near the LRC), compuesta por los genes Mill 1 Y Mill 2 que estan
relacionados con MICA y MICB (Kasahara, 2002) (Rabinovich, 2008).

4. Gendmicay Genética de MICA.

Los genes MICA y MICB son de 11,7 kpb y 12,9 kpb, respectivamente. Son
inusualmente largos comparados con los genes del HLA, que tienen una longitud
promedio de 3,5 kpb (Bahram, 1996) (Bahram, 1996). Sin embargo, la estructura
gendmica general semeja aquella de los genes de clase | del CMH, donde cada
dominio esta codificado por un exon diferente (Barclay, 1999). MICA posee un
primer intron muy largo (Bahram, 1994) donde existen sitios de unién para factores
de transcripcion como NFkB (Molinero, 2004).
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Transcripto y proteina de MICA

El gen de MICA codifica para un ARNm de 1.382 nucledtidos (nt) que contiene
un marco de lectura abierta de 1.149 nt, originando un polipéptido de 383
aminoacidos con un peso molecular de 43 kDa (Bahram, 1994). Esta longitud
varia de acuerdo al numero de repeticiones de alanina del segmento
transmembrana de diferentes alelos (Mizuki, 1997). El gen de MICB genera un
transcripto de 2.376 nt y un marco de lectura abierto de la misma longitud que
MICA, con quien comparte un 83% de similitud de secuencia aminoacidica
(Bahram, 1996). La homologia entre MICA y otros genes del HLA de clase | es
muy baja, siendo de 15 a 21% en el dominio a1, 19 a 30% en el dominio a2 y 32 a
36% en el dominio a3 (Bahram, 1994). Esta baja homologia entre miembros de la
familia de genes MIC y los genes de clase | del HLA es reflejo de una
diversificacion muy temprana en la evolucion.

El polipéptido de MICA neosintetizado consta de 383 aminoacidos, contiene un
péptido lider para la translocacion al reticulo endoplasmatico (RE), tres dominios
extracelulares a1, a2 y a3, un segmento hidrofébico de transmembrana y una cola
citoplasmatica relativamente corta (Bahram,1996). En células epiteliales
polarizadas se observé que la cola citoplasmatica dirige a esta molécula a la
superficie basolateral (Suemizu, 2002). El dominio a3 carece de la secuencia de
unién al correceptor CD8. La presencia de 8 sitios de N-glicosilacion en MICA 'y 5
en MICB, contrasta con el unico sitio de glicosilacion de las moléculas clasicas de
clase |, el que a su vez esta ausente en MICA y MICB (Bahram, 1996).

La proteina MICA nativa esta altamente glicosilada, lo que incrementa su peso
molecular de 43 kDa (péptido desnudo) a 65 kDa (proteina madura (Groh, 1996).
Ademas, no requiere de [, -microglobulina ni del procesamiento antigénico o de
las proteinas TAP para su expresion en superficie (Groh, 1998) (Zwirner, 1998).

En 1999 se cristalizé la porcion extracelular del alelo MICA*001 (Figura 8 (Li
,1999) y se pudo observar que efectivamente el hipotético bolsillo de union de
péptido es muy angosto (10 A de ancho) como para contener un ligando,
comparado a los 18 A del bolsillo de las moléculas clasicas de clase | del CMH.
Ademas, la estructura obtenida confirmé6 que MICA no se une a 32- microglobulina
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Figura 8. Estructura cristalografica de MICA: a) La estructura de los dominios a1, a2 y a3
responden a la estructura general de las moléculas de clase | del CMH, pero b) el bolsillo
formado por los dominios a1 y a2 es demasiado angosto para contener un péptido,
comparado con la molécula clasica HLA-B27. Tomado de (Li, 1999).

5. Polimorfismo

Al igual que los genes de clase | del HLA, MICA y MICB son polimorficos y se
expresan de forma codominante (Molinero, 2002), conociéndose hasta la fecha
mas de 60 alelos de MICA (Fodil, 1996) (Quiroga, 2006) (Cox, 2009) y 30 alelos
de MICB (Ando, 1997) (Visser, 1998) (Pellet, 1997). La mayoria de los sitios
polimorficos  varian  en posiciones nucleotidicas no redundantes, con
predominancia en los dominios a2 y a3. Una lista actualizada de los alelos de
MICA y MICB se encuentra en el sitio de Internet del The Anthony Nolan Trust
(http://www.anthonynolan.org.uk/research/hlainformaticsgroup/).

La gran divergencia entre MICA y MICB reside dentro de los respectivos
exones del segmento transmembrana. A diferencia de MICB, MICA posee
variaciones en el numero de repeticiones de la secuencia en tandem GCT, que
codifica para diferente numero de alaninas (Mizuki, 1999). Basado en el numero
de estas repeticiones, los alelos se denominaron A4 (4 repeticiones de la
secuencia GCT), A5 (5 repeticiones de la secuencia GCT), A6 (6 repeticiones de
la secuencia GCT), A9 (9 repeticiones de la secuencia GCT), A10 (10 repeticiones
de la secuencia GCT) y A5.1. Este ultimo es idéntico a A5 excepto que posee una
insercion (G) que genera un corrimiento del marco de lectura y un codén de
terminacion prematuro dentro de la regién transmembrana (Ando, 1997). Ademas,
el alelo ICA*010 codifica para una proteina inestable que es degradada
rapidamente dentro de la célula y que no alcanza a expresarse en superficie
celular (Li, 2000).

Los alelos mas frecuentes en diferentes grupos étnicos son MICA*008, seguido
por MICA*002, MICA*004 y MICA*010, dependiendo de las poblaciones
(Petersdorf, 1999). Los genes MIC parecen no ser esenciales para la vida, ya que
por una delecion en la region del CMH, el 0,1024% de la poblacién japonesa
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carece completamente del gen de MICA y el gen de MICB contiene un codon de
terminacion prematuro (Komatsu-Wakui, 1999). A diferencia de las graves
consecuencias de la ausencia de genes funcionales de clase | o clase Il del CMH,
los individuos MIC son aparentemente normales. Probablemente esto se deba a
que NKG2D es un receptor promiscuo que reconoce a MICA, MICB y otros
ligandos.

Patron de expresion y modulacién de MICA

Hasta hace muy poco tiempo atras se creia que MICA tenia un patron de
expresion restringido a células endoteliales, fibroblastos, queratinocitos, monocitos
y epitelio gastrointestinal, y que no se expresaba en linfocitos T o B en reposo
(Groh, 1996) (Zwirner, 1998) (Zwirner,1999). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que se puede detectar el ARNm tanto de MICA como MICB en una
amplia variedad de tejidos (con excepcion de las células del sistema nervioso
central), lo que indica que existe la posibilidad de que se expresen dichas
proteinas y en consecuencia puedan detectarse en la membrana celular
(Schrambach, 2007).

En la region promotora de MICA se ha demostrado la existencia de un
elemento regulador de la respuesta al choque térmico, similar al que se encuentra
en el gen de la proteina de choque térmico de 70 kDa (hsp70, (Groh, 1996)) y en
otros genes que se inducen frente a estimulos de estrés. Como era de esperar,
MICA se induce por choque térmico (Groh, 1996) y estrés oxidativo (Yamamoto
,2001) en lineas de carcinoma humano. Por otro lado, fibroblastos y células
endoteliales sometidas a un estrés biolégico como lo es la infeccion con
citomegalovirus humano (CMV) aumentan los niveles de expresion de MICA
(Groh, 2001). No obstante, se ha observado que las células infectadas con este
virus escapan al reconocimiento por células T debido a que expresan productos
virales que impiden el procesamiento de antigenos y la expresion de moléculas
clase | del CMH (Yewdell, 2002). Sin embargo, al inducir la expresion de MICA, el
virus facilita el reconocimiento a través de NKG2D, lo que aumenta fuertemente la
respuesta mediada por células citotoxicas T a CD8+ especificas del virus (Groh,
2001). No obstante, el aumento de MICA se ve contrarrestado por la proteina viral
UL16, la que es capaz de inducir la degradacion de MICA (Zou, 2005).

Llamativamente, el alelo mas frecuentemente encontrado en diversas
poblaciones, MICA*008 que posee una insercidbn que genera un codon stop
prematuro y una proteina truncada que carece de la porcién citoplasmatica, pero
que mantiene su capacidad de estimular a las células NK —natural killer-, es
resistente a esta degradacién (Zou, 2005). Por lo tanto, aquellas personas
portadoras del alelo MICA*008 serian mas resistentes a la infeccion por CMV. De
esta manera, la interaccién con patdégenos como el CMV durante el transcurso de
la evolucion, pudo haber ejercido una presion selectiva para el desarrollo del
polimorfismo de los genes MIC. Por otro lado, los linfocitos T yd (Vy2V62) que
tienen la capacidad de expresar el receptor NKG2D, poseen un rol importante en
la respuesta inmune contra la bacteria intracelular Mycobacterium tuberculosis (La
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infeccion de células dendriticas (CDs) y de lineas epiteliales con Mycobacterium
tuberculosis también induce un aumento en la expresion de MICA en la superficie
de dichas células tanto in vivo como in vitro (Das, 2001) lo que las hace
susceptibles al reconocimiento por NKG2D presente en linfocitos T yd (Vy2Vd2).

Este reconocimiento permite potenciar la respuesta celular dependiente del
TCR contra antigenos no peptidicos y a superantigenos, por lo que en
determinadas circunstancias MICA actuaria como molécula coestimulatoria (Das,
2001).

Asimismo, la infeccidon de lineas epiteliales con bacterias del grupo de
Escherichia coli también induce la expresion de MICA en superficie, e induce la
liberacion de IFN-y en la linea celular NKL (Tieng, 2002).

Por lo tanto, estos hallazgos indican que MICA funcionaria como un sensor de
homeostasis celular. El reconocimiento de células que han inducido expresion de
altos niveles de MICA en superficie celular por estimulos de estrés, activacion
celular o infeccién induce su destruccion en forma NKG2D-dependiente por parte
de células citotdxicas (Groh, 1996) (Groh, 2001) (Zou, 2005) (Bauer, 1999) (Pende
,2001). Este fendbmeno, constituye un novedoso mecanismo de eliminacion de
células infectadas.

6. El receptor NKG2D es expresado en lineas de células epiteliales
tumorales de cancer de cérvix

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio han permitido demostrar que la
presencia del receptor activador NKG2D no es exclusiva de linfocitos T y células
NK debido a que encontramos que la expresion de este receptor también esta
presente en células epiteliales de cancer de cérvix humano (Weiss-Steider B et al).
Este hecho, reportado por primera vez por nuestro grupo nos hizo pensar en la
funcién que podria tener el receptor NKG2D en las células tumorales mismas y
demostramos que esto favorece su proliferacion al reconocer los ligandos solubles
MICA y MICB con lo que no unicamente evita el reconocimiento y su eliminacion
por las células linfoides efectoras (NK y T) sino ademas aprovecha la co-expresion
del receptor activador NKG2D para incrementar la proliferaciéon de las células
tumorales

7. Lineas linfoides co-expresan las proteinas MICA y MICB

Debido a que la presencia del receptor activador NKG2D es constitutiva en
células linfoides citotoxicas como las NK y T como parte de la respuesta inmune
innata y se acepta que se une a los ligandos MICA y MICB como parte del proceso
de inmunovigilancia que lleva a cabo de manera natural en este trabajo se analiz6
la posibilidad de que lineas tumorales linfoides de NK y T pudieran co-expresar los
ligandos MICA/MICB como un mecanismo producido por su estatus de
transformacion tumoral.
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Fuertes y su grupo de trabajo demostraron que MICA se induce en linfocitos T
CD4. y CD8. estimulados con células halogenicas in vitro, proceso en el que
interviene la microagregacion del complejo TCR/CD3 y la molécula coestimuladora
CD28 (Molinero,2002). Sin embargo, en la superficie de linfocitos T CD4+
activados solo se detecta una minima expresion de MICA. Esto podria const ituir
un mecanismo para protegerlos de la lisis mediada por células NK en un
microambiente tumoral o inflamatorio (Molinero, 2006). No obstante, otros autores
detectaron expresiéon de MICA en la superficie tanto de linfocitos T CD4+ como
CD8+ lo que los hace suscept ibles a la lisis por células NK autdlogas, limitando
de esta manera la respuesta T (Cerboni, 2007).

Por otra parte, se ha observado que carcinomas de mama, pulmon, ovario,
préstata, colon, rifidn y melanomas expresan altos niveles de MICA, por lo que se
ha asociado la expresion de esta proteina a la neot ransformacion (Pende, 2002)
(Vetter, 2002).
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ll. JUSTIFICACION.

Las células tumorales epiteliales son capaces de secretar las moléculas MICA
y MICB como mecanismo de evasion de la respuesta inmune tumoral. Aunado a
esto nuestro grupo de trabajo ha demostrado que las células tumorales epiteliales
tambien poseen la capacidad de expresar el receptor NKG2D para inducir una
mayor proliferacion (Weiss-Steider, Mendoza-Rincon, 2011). Sin embargo, aunque
esto ocurre con células epiteliales tumorales, hasta la fecha no se ha explorado
silas células linfoides positivas para NKG2D poseen la misma capacidad de
expresar simultaneamente a MICA/MICB con lo cual se demostraria que una
célula en hiperproliferacion, generalmente tumoral, presenta este fenémeno que
probablemente esta asociado al proceso oncogénico y de metastasis.

Por otro lado, hay debate acerca de si las células linfoides en proliferacion
constante expresan de manera simultanea las proteinas de estrés fisioldgico
MICA/MICB ya que no en todos los casos se detecta la presencia de estas
proteinas. Ademas, hay otros ligandos que reconocen al receptor NKG2D
diferentes a MICA/MICB.

Por lo anterior, en el presente trabajo se analiz6 de manera paralela en dos
lineas de tumor linfoides la expresion del receptor activador NKG2D y de sus
ligandos: MICA/MIB y ULBP 1, ULBP2 y ULBP3 y se evalud la administracion
exdgena de estas proteinas en aumentar su estatus proliferativo y se determiné la
inhibicion al emplear anticuerpos especificos dirigidos contra los ligandos MICA y
MICB.

La importancia del eje NKG2D-MICA/MICB/ULBPs es un area de la
oncogénisis tumoral de relevancia actual por lo que consideramos que el analisis
de estas proteinas y su receptor en lineas tumorales linfoides contribuye al
conocimiento de los mecanismos involucrados en el creciente interés de este eje
el escape tumoral y la oncogénesis.
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lIl. HIPOTESIS

Las lineas celulares de linfoma humano de NK y de leucemia aguda de
linfocitos T portadoras del receptor activador NKG2D expresan de manera paralela
a los ligandos MICA, MICB y ULBPs. Por lo tanto son susceptibles de aumentar su
proliferacion con la administracion exdogena de MICA/MICB.
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IV. OBJETIVOS

% OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la expresion del receptor NKG2D y sus ligandos MICA, MICB, ULBP1, 2y
3 en células de tumor de NK y de leucemia aguda de linfocitos T, analizando su
contribucién al proceso de proliferacion.

% OBJETIVOS PARTICULARES.

1.
2.
3. Analizar la expresion de los ligandos MICA y MICB y su receptor NKG2D

Mantener las lineas celulares linfoides YTS y Jurkat en condiciones de
cultivo
Realizar la extraccion de células sanguineas y estimularlas con IL-15.

mediante la técnica de Citometria de Flujo (FACS) en las lineas celulares
de interés.

Buscar la expresion de los ligandos MICA y MICB, tanto como su receptor
NKG2D por medio de la Inmunohistoquimica en las lineas linfoides
humanas y en las células linfoides normales NK.
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V. METODOLOGIA
Cultivo de las células linfoides humanas: YTS y Jurkat.

Las células linfoides humanas YTS (células de linfoma de NK) y Jurkat (linfoma
T) (Carsten,2017) fueron obtenidas del Laboratorio de Bioquimica en el Instituto
Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran, éstas fueron
mantenidas y cultivadas en frascos para cultivo celular de 25 cm? (CORNING) g

(rggtcj(i)? RPMI-1640MCROLAB) gy plementados al 10% SFB (Suero Fetal Bovino)

Los cultivos se mantuvieron a 37°C, con un 5% de CO; y a una atmésfera
htimeda a saturacion en incubadora (SANYO MCO-17AIC).

Para poder realizar los ensayos con estas células, se utilizaron los cultivos en
fase de crecimiento exponencial.

Obtencion de las células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvieron 40mL de sangre periférica (SP) de un voluntario clinicamente
sano, los cuales fueron recolectados en tubos vacutainer con EDTA,
osteriormente las muestras de SP se colocaron en tubos coénicos estériles
CORNING) de 15ml, éstos se centrifugaron (CENTRIFUGABECKMAN) 5 2000rpm durante
10 minutos para separar el plasma del paquete celular. Posteriormente se retir6 el
plasma y todo el volumen celular se disolvié con el mismo volumen de PBS (ver
apendice), €l cual se virtié por las paredes en varios tubos conicos estériles (CORNNG)
de 15ml que contenian ficoll-histopaque S'CMAALPRICH) “an una relacion (1:2). Los
cuales se centrifugaron (CENTRIFUGA BECKMAN) 5 1500-2000rpm durante 30 minutos,
después se colecto el anillo leucocitario y éste se transfirié a un tubo conico estéril
(CORNING) de 15ml, posteriormente se realizaron dos lavados con PBS 1X (ver apéndice)
y se centrifugaron (CENTRIFUGA BECKMAN) 5 1500rpm durante 5 minutos para cada
lavado, se retiro el sobrenadante y se resuspendié en 1ml de RPMI-1640M/CROLAB)

Las células obtenidas se sembraron en cajas petri de vidrio?"R*¥¥ en un
volumen total de 10ml de RPMI suplementado al 20% de SFB, las cuales se
incubaron durante 2 horas para que se separaran las células ahderentes de las no
adherentes, transcurrido este tiempo se cosecharon las células en suspension en
un tubo estéril©"NN® de 15 mI, la suspensidn celular se centrifugdCENTRIFUGA
BECKMAN) 2 1500 rpm durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y nuevamente
se resuspendié el boton celular en 1ml de RPMI aproximadamente, éstas se
incubaron en frascos para cultivo celular de 25cm?C°RNING) en RPMI suplementado
al 10% de SFB con IL-15R& SYSTEMS) (10ng/ml) durante dos semanas,
manteniéndolas a 37°C, con un 5% de CO,y una atmosfera humeda a saturacién
en incubadora(SANYo MCO-1 7AIC).
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Purificacion de células NK mediante seleccion negativa

Para esta técnica se realizd6 primeramente la extraccion de células
mononucleares por medio de la técnica mencionada anteriormente, una vez
obtenidas estas células se procedié a la separacion de células NK mediante
seleccion negativa utilizando el kit Easy Sep Negative Selection Human NK Cell
Enrichment Cocktail, para ello se utilizé una suspension de células mononucleares
a una densidad de 5X10 células /ml en el medio recomendado (er apendice)-

Posteriormente las células se colocaron en un tubo de polystireno de 12X75mm
(Falcon TM)

Se afiadieron 50ul/ml del cocktail de seleccién negativa para células NK Easy
Sep a las células, se mezclaron bien y se dejaron incubar a temperatura ambiente
durante 10 minutos, se agitd la muestran para asegurar una suspension uniforme,
después se agregaron 50ul/ml de las microparticulas magnéticas del kit, se
mezclaron bien y se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos.

Las células en suspension se llevaron a un volumen total de 2.5 ml afnadiendo
el medio recomendadover apendice) , S€ Mezclaron las células en el tubo pipeteando
suavemente entre dos y tres veces, se coloco el tubo con las células dentro del
magneto Easy Sep, se reservaron durante 2.5 minutos.

Se tomo el magneto Easy Sep con el tubo y se llevé a cabo la inversion de éste
en un movimiento continuo derramando la fraccion a un nuevo tubo de 12x75 mm
de polystireno, esto con la finalidad de separar las células enriquecidas
seleccionadas negativamente.

Andlisis de expresion de los ligandos MICA y MICB y su receptor NKG2D
mediante la deteccién de proteinas intracelulares por Citometria de Flujo
(FACS)

Se recuperaron las células linfoides humanas YTS y Jurkat y las células NK de
SP, se les realiz6 un lavado con PBS 1X (ver apendice) COlOCaNdolas en tubos conicos
esteriles (C°"NIN®) 4o 15ml y se centrifugaron (CENTRIFUGABECKMAN) -4 ;rante 5 minutos
a 1500rpm, se determind el numero celular con una pequeia alicuota con ayuda
de la camara de Neubauer MARIENFELD-SUPERIOR) " ge colocaron aproximadamente
2x10° de células de cada linea en tubos para microcentrifuga EPPENPORF) con
capacidad de 1.5ml, en donde se fijaron durante 20 minutos con paraformaldehido
al 2% ver apendice) @ UNa temperatura de 4°C en agitacion constante transcurrido este
tiempo se realizaron 2 lavados con 100ul de solucién de saponina al 0.3%3\/er
apéndice) Cada lavado y se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm (EPPENDORF) 4
4°C. Se incubaron las células con los anticuerpos primarios (MICA, MICB, ULBP1,
ULBP2, ULBP3 y NKG2D)R&P SYSTEMS) on 300 ul de solucion de saponina al
0.1%ver apendice ) durante una hora con treinta minutos y estas se mantuvieron en
agitacion constante a 4°C, transcurrido el tiempo de incubacion las lineas celulares
se centrifugaron durante 5 minutos 1500 rpm a 4°C y se eliminé el sobrenadante,
se realizaron 2 lavados con solucion de saponina al 0.3%ver apsndice) Y 1S mismas
se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm a 4°C.
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Se incubaron las células con el anticuerpo secundario marcado con
FITC50(THERMO SCIENTIFIC) 561 solucion de saponina al 0.1%, durante una hora en
agitacion constante y manteniéndolas a 4°C , transcurrido este tiempo se
realizaron 2 lavados con PBS-SFB al 5% (5 min a 1500 rpm ) a 4°C, se fijaron de
nuevo las células durante 20 minutos con paraformaldehido (ver apsndice) @ 4°C y se
lavaron dos veces con PBS-SFB (5 min, 1500 rpm a 4°C) , se colect6 el
sobrenadante y las células se resuspendieron en PBS(er apsndice)y Y €stas se
colocaron en tubos para citometria y cada linea celular se analizé en el Citdmetro
FACS Flow.

Expresiéon de los ligandos MICA y MICB y su receptor NKG2D por medio del
procedimiento para tefiir laminillas para inmunocitoquimica con
Diaminobenzidina (DAB) Peroxidasa

Las células linfoides humanas YTS, Jurkat y células NK de SP se fijaron una
soluciéon de metanol/acetona 1:1 durante 30 minutos y se sumergieron en
peroxido de hidrégeno al 0.03% durante 5 minutos, posteriormente se lavaron en
agua para eliminar los residuos de perodxido, y las células se colocaron en tubos
para microcentrifuga®""ENPORF) con capacidad de 1.5 ml y se bloquearon con SFB
(Suero Fetal Bovino)®®© al 5% durante 30 minutos en agitacion, transcurrido
este tiempo se realizaron 2 lavados con PBS para eliminar la solucion de bloqueo,
se detectd el antigeno buscado en las células las cuales fueron cubiertas con 10l
de anticuerpo primario por ml de BSA al 1% .

Las células se incubaron toda la noche en una camara humeda, después del
tiempo transcurrido se retird la solucién de anticuerpo y se les realizdé un lavado
con PBS,éstas se incubaron con el anticuerpo secundario Peroxidasa anti-ratén
durante 70 minutos a una concentracion de 10ul de anticuerpo por ml de solucion
de PBS-BSA 1% o SFB-PBS al 5%. Posteriormente se lavaron 2 veces con
solucion de PBS, esto con el objetivo de revelar los sitios de las células donde se
fijaron los anticuerpos, se prepard el substrato de peroxidasa (OPD) y se
incubaron las células con la solucion OPD durante 1 %2 horas a temperatura
ambiente y en agitacién constante, se retird el sobrenadante y se colocaron en
placas de 96 pozos, se realizaron las lecturas correspondientes en el lector de
ELISA BIO-RAD a 450nm. Se enjuagaron las células con PBS para eliminar la
solucion y las células se montaron en laminillas con ayuda alcohol absoluto-PRICH)
y solucion de balsamo de Canada disuelta en Xileno®'°™Y, |as preparaciones
celulares se dejaron secar durante 24 horas y posteriormente se observaron al
microscopio Optico acoplado a un sistema computarizado de adquisicion de
imagen, las microfotografias tomadas se almacenaron en forma digital en un
archivo usando el programa LEICA version 2.3 para su analisis.
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Determinacion de la proliferacion celular mediante la técnica de
incorporacion del colorante cristal violeta

Las lineas celulares YTS y Jurkat y también las células normales linfoides NK
se sembraron en placas de 96 pozos (10,000 células por pozo) y se estimularon
con MICA, MIC B y a-NKG2D a una concentracion de 10 ng/ml, durante 24, 48 y
72 horas transcurridos los tiempos de incubacidn se procedid a evaluar la
proliferacion celular por medio de la técnica de incorporacion del colorante cristal
violeta a los nucleos celulares, la cual consistio en fijar las células con
glutaraldehido al 1.1% (Ver apéndice), para después lavar y secar las placas al
aire.

Se afadieron 50 pl/pozo del colorante al 0.1% en solucidon amortiguadora de
acido formico con un pH 6.0 y se mantuvieron durante 10 minutos en agitacion
constante. Después de la tincidn, se lavaron tres veces las placas de cultivo con
agua desionizada o bidestilada, de tal manera que el colorante no asimilado fue
retirado de los pozos.

Posteriormente se afadieron 50ul de acido acético al 10%, y las placas se
dejaron en agitacion durante 20 minutos a temperatura ambiente para destefir a
las células y que el colorante quede en suspension de forma homogénea.

Finalmente, se tomaron las lecturas de cada pozo en un lector de placas de
ELISA a 595 nm, y las densidades 6pticas se graficaron.
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

1. Expresion de los ligandos MICA y MICB y su receptor NKG2D por
citometria en la linea de tumor de NK (YTS) y de leucemia aguda de
células T (Jurkat)

Es conocido que el receptor activador NKG2D normalmente se encuentra en la
superficie de las células NK normales, las cuales utilizan este receptor para
reconocer MICA y MICB, que se expresa en células tumorales y mediante esta
interaccion ligando receptor, es posible la activacion de las células NK y la
eliminacién de las células blanco mediante lisis celular. Resultados aportados por
nuestro laboratorio han mostrado que el receptor NKG2D se encuentra presente
en células epiteliales tumorales y que la presencia de sus ligandos MICA/ MICB
solubles induce aumento en la proliferacion en dichas células tumorales (Weiss-
Steider), sin embargo, en células tumorales linfoides (NK y T) positivas para
NKG2D existe debate acerca de la expresion de los ligandos MICA y MICB vy si
esta les confiere alguna ventaja de proliferacion, metastasis, invasividad o mayor
poder oncogénico, esto debido a que estas moléculas no siempre son detectadas
(Suresh).

Con la finalidad de explorar la presencia de MICA/MICB en células tumorales de
células NK y células T se emplearon las lineas celulares tumorales YTS (NK) y
Jurkat (T) para su analisis por citometria. Como se observa en la Figura 9 la linea
tumoral de células NK YTS se expresan los ligandos MICA (54.03%) MICB
(53.62%) y el receptor NKG2D (52.58%).
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Figura 9. Representacion del analisis de la expresion de los ligandos MICA y MICB en lalinea celular YTS. a) la linea
verde corresponde a las células sin tefiir, la linea roja representa a las células tefiidas con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC 50 b) lalinea verde representa a las células sin tefiir, mientras que la linea café corresponde a las
células tefiidas para MICA (54.03%). c) la linea verde corresponde a las células sin tefiir, la linea azul representa las
células tefiidas para MICB (53.62%) d) la linea verde representa a las células sin teflir mientras que la linea rosa
corresponde alas células tefiidas para NKG2D (52.58%) para esta linea celular se realizaron 5 repeticiones.

Posteriormente se analizé la presencia de ULBP1, 2 y 3, estas moléculas también
son ligandos del receptor NKG2D, en la Figura.10 podemos observar que las
células YTS, expresan ULBP2 (44.88%) y ULBP3 (93.44%), pero no hay presencia
de ULBP1.
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N}N | Solas 98.95 1.05
) bl
FITC-4A FITC-A
FITC-50  99.36 0.59
. - ULBP1 98.64 1.34
/’M ULBP2 55.08 44.88
|
Mf JJ\M, \\ )f \ ULBP3  6.34 93.44
Wy
nFITC'A - FITC-A

Figura 10. Representacidon del andlisis de la expresion de ULBPS para la linea linfoide YTS, a) la linea roja
representa a las células sin tefiir, la linea verde corresponde a las células tefiidas con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC-50 b) lalinearoja corresponde a las células sin tefiir y la linea azul representa a las células tefiidas
para ULBP(1.05%) c) la linea roja representa a las células sin tefiir, linea morada corresponde a las células tefiidas
para ULBP2(44.88) d) la linea roja corresponde a las células sin tefiir mientras que la linea naranja representa a las

células tefiidas paraULBP3(93.44). Para esta linea se realizaron 4 repeticiones.
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Otro de los objetivos en el presente trabajo fue analizar la presencia de
MICA/MICB y NKG2D en la linea celular Jurkat, la cual fue derivada a partir de
células T de una leucemia aguda, como se observa en la Figura 11, dichas células
también expresan MICA(75.72%), MICB(84.10%) y NKG2D(57.76%)

‘ Cel. Region H2 (% Region H3 (%.
M \ Despl.) Despl)

FITC-A FITC-A

Solas 99.95 0.05
FITC-50 99.94 0.06
§ d MICA 24.28 75.72
MICB 15.90 84.10
M \ J !\ NKG2D 42.24 57.76
TR

Figura 11. Representacion del analisis de la expresion por citometria para la linea linfoide Jurkat a) la linea roja
representa a las células sin tefiir y la linea azul corresponde a las células tefiidas con el anticuerpo acoplado a
FITC50 b) la linea roja corresponde a las células sin tefiir mientras que la linea verde representa a las células
tefiidas para MICA(75.72%), c) la linea roja representa las células sin tefiir, la linea rosa corresponde a las células
tefiidas para MICB(84.10%) d) la linea roja corresponde a las células sin tefiir mientras que la linea naranja
representa a las células teflidas para NKG2D(57.76%). Para esta linea celular se realizaron 3 repeticiones.

Para el analisis de células NK normales, se obtuvieron CMN de sangre periférica y
mediante seleccion negativa, se purific6 a la poblaciéon de células NK, para
posteriormente analizar la presencia de las moléculas MICA y MICB, como se
observa en la Figura 12, las células NK normales no expresan los ligandos
MICA/MICB.
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Figura 12. Analisis de la expresion de las proteinas de interés en las células NK obtenidas por seleccién negativa
a) la linea azul representa a las células sin tefiir, la linea verde corresponde a las células tefiidas con el anticuerpo
secundario acoplado a FITC-50 b) la linea azul corresponde a las células sin tefiir mientras que la linea morada
corresponde a las células tefiidas para MICA c) la linea azul representa a las células sin tefiir y la linea café
representa a las células tefiidas para MICB, para esta linea se realizaron 2 repeticiones.

Es interesante mencionar que cuando se realizo un estimulo con IL-15 a las
células de sangre periférica proliferan formando agrupaciones y por igual al medir
MICA (69.96%), MICB (79.18% y NKG2D (82.67%) son detectadas Figura 13
indicando que células NK en activacion/proliferacion expresan los ligandos
MICA/MICB
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Figura 13. Expresion de los ligandos de interés en células NK estimuladas con IL-15, a) la linea azul representa a
las células sin tefiir, la linea roja corresponde a las células tefiidas con el anticuerpo secundario acoplado a
FITC-50, b) la linea azul corresponde a las células sin tefiir, la linea verde corresponde a las células tefiidas para
MICA (69.96%), c) la linea azul representa a las células sin tefiir, la linea naranja corresponde a las células tefiidas
para MICB (79.18%), d) la linea azul corresponde a las células sin tefiir mientras que la linea rosa representa a las
células tefiidas para NKG2D (82.67%), para estas células se realizaron 3 repeticiones

Posteriormente se analizé la presencia de ULBP 1, 2y 3, en la Figura 14 podemos
observar que las células NK estimuladas con IL-15 presentan una nula expresion
de estas moléculas.

M\ b
a
mv \'\0 Cel. Region H2 (% Region H3 (%.

W\,\ Despl.) Despl)
o Solas 92.91 1.25
FITC-50 94.34 523
c d ULBP1 90.93 8.44
| 'L ULBP2 90.50 8.02
MM \\ ﬂ’w \ ULBP3 91.17 7.53

FITC- FITE-A

Figura 14. Analisis de la expresion de las proteinas integrales para las células normales linfoides NK estimuladas
con IL-15 para su diferenciacién a) la linea azul corresponde a las células sin teifiir, la linea roja representa a las
células tefiidas con el anticuerpo secundario acoplado a FITC-50 b) la linea azul representa a las células sin tefiir y
la linea verde corresponde a las células tefiidas para ULBP1 (8.44%) c) la linea azul corresponde a las células sin
tefiir, la linea rosa representa a las células tefiidas para ULBP2 (8.02%) d) la linea azul representa a las células sin
tefiir mientras que la linea lila corresponde a las células tefiidas para ULBP3 (7.53%). Para estas células NK
normales estimuladas se realizaron 3 repeticiones.
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Al utilizar el anticuerpo CD56 que es especifico para células NK este tifie a la
poblacién obtenida de sangre periférica las cuales fueron usadas como control
indicando que las células purificadas son precisamente NK, Figura 15

Cel. Region H (% Region H4
Despl) (% Despl.)
LINFQS_
Solas 100 0
Anti CD56 67.2 36.88

Figura 15. Expresién de CD56 para las células NK obtenidas por la técnica de seleccion negativa la
linea roja corresponde a las células sin tefiir, la linea azul representa a las células tefiidas para CD56
(36.88%), para evaluar este se realizaron dos repeticiones.

Finalmente en la Figura 16 podemos observar el comparativo de la expresion de
las moléculas MICA, MICB en las células NK normales y las lineas celulares YTS
y Jurkat, se puede observar que para las células NK normales hay una nula
expresion de estas moléculas mientras que las lineas celulares trabajadas si se
encontro la expresion de estos ligandos.
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Figura 16. Comparacion de la expresion de los ligandos de interés obtenidos por citometria de flujo en
células NK vs Linea celular YTS y Jurkat, a) para las células NK la linea azul representa a las células
sin tefiir mientras que la linea verde corresponde a las células tefiidas con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC-50, para la linea célular YTS la linea verde representa a las células sin tefiir y la roja
corresponde a las células tefiidas con FITC-50, finalmente para la linea Jurkat la linea roja corresponde
a las células sin tefiir mientras que la linea azul representa a las células tefiidas con FITC-50 b) para las
células NK la linea azul representa a las células sin tefiir y la linea morada corresponde a las células
tefiidas para MICA (0.62%), para YTS la linea verde corresponde a las células sin tefiir y la linea café
representa a las células teflidas para MICA (54.03%), finalmente para Jurkat la linea roja representa a
las células sin tefiir y la linea verde corresponde a las células tefiidas para MICA (75.72%), c) para NK
la linea azul representa las células sin tefiir, la linea café corresponde a las células tefiidas para MICB
(1.26%), para YTS la linea verde representa a las células sin tefiir y la linea azul corresponde a las
células tefiidas para MICB (53.62%), en Jurkat la linea roja representa a las células sin tefiir y la linea
rosa corresponde a las células tefiidas para MICB (84.10%).
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En la tabla n® 1 se observa una comparacion del porcentaje de desplazamiento de
las moléculas MICA, MICB y NKG2D para la linea celular Jurkat, YTS y para las
células NK estimuladas con IL-15 y se observa que la molécula MICA tiene un
mayor porcentaje de desplazamiento en la linea celular Jurkat (75.72%), para
MICB hay un mayor desplazamiento en la linea celular Jurkat y finalmente para la
molécula NKG2D el mayor desplazamiento se dio en las células NK (82.67%),
también se observan una tabla comparativa que muestra el porcentaje de

desplazamiento de ULBP1,2 y 3 en la linea celular YTS y en las células NK.

MICA

MICB

NKG2D

ULBP1

ULBP2

ULBP3

JURKAT (% Despl.)

75.72
84.10

57.76

JURKAT (% Despl.)
N.D
N.D

N.D

YTS (% Despl.)
54.03
53.62

52.58

YTS (% Despl.)
1.34
44.88

93.44

NK (% Despl.)
69.96
79.18

82.67

NK (% Despl.)
8.44
8.02

7.53

Tabla 1. Comparacion de MICA, MICB, NKG2D y ULBPS para la linea celular JURKAT, YTS y para las
células normales linfoides NK, en las cuales se observa que hay una mayor expresién de MICA en la
linea celular JURKAT, para MICB se encuentra un mayor porcentaje en JURKAT, mientras que para
NKG2D hay un mayor porcentaje de proliferacién en las células normales linfoides.
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2. Las lineas celulares (YTS) y (Jurkat) secretan los ligandos MICA y
MICB.

Se midio la presencia de MICA/MICB y del receptor NKG2D en los sobrenadantes
de cultivo de las lineas celulares YTS y Jurkat. Como se observa en la Figura 17,
Figura 18.

o
Ire) m
S PRESENCIA DE LOS LIGANDOS Y SU RECEPTOR POR DAB EN YTS
o
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S ] * I

Control MICA MICB NKG2D

Figura 17. Presencia de los ligandos MICA, MICB y su receptor NKG2D en la linea linfoide
humana YTS, en ella se puede observar la presencia de manera soluble del ligando MICA,
seguido por la presencia de NKG2D y presentandose una menor cantidad de MICB (n=2).
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PRESENCIA DE LOS LIGANDOS POR MEDIO DE DAB EN JURKAT
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Figura 18. Presencia de los ligandos MICA, MICB y su receptor NKG2D en la linea celular
Jurkat, en ella se puede observar la presencia de manera soluble del ligando MICB, seguido
por la presencia de MICA y presentandose una menor cantidad de NKG2D (n=2)
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De manera adicional también se realizé la medicion de las moléculas MICA, MICB
y NKG2D en los sobrenadantes de las células NK las cuales fueron estimuladas
con IL-15 y se observa en la Figura 19.

PRESENCIA DE LOS LIGANDOS Y SU RECEPTOR POR DAB EN NK
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Figura 19. Presencia de las moléculas MICA, MICB y NKG2D en las células NK estimuladas
con IL-15, se observa la presencia de manera soluble de la molécula MICB, seguido por la
presencia de MICA y presentandose una menor cantidad de NKG2D (n=2)
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Adicional a las lecturas mediante citometria de flujo, se realizaron tinciones para
evidenciar la presencia de MICA, MICB y NKG2D en la linea celular YTS como se
observa en la Figura 20 en la cual podemos hacer una comparacién de nuestras
células control y las distintas tinciones realizadas para observar la presencia de
las moléculas antes mencionadas.

Figura 20. Microfotografias tomadas para las células de tumor NK (YTS) se muestran: a)
nuestras células control, b) expresion del ligando MICA, c¢) expresion del ligando MICB, d)
expresion del receptor NKG2D en la presente linea. La tincion café muestra la presencia
intracelular de MICA, MICB y NKG2D.

También se realizaron tinciones para evidenciar la presencia de las moléculas
MICA, MICB y NKG2D en la linea celular Jurkat como se observa en la Figura 21
en la cual se encuentra en primera instancia las células control y seguidamente se
observan las células que evidencian la presencia de las moléculas mencionadas
anteriormente.
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Figura 21. Microfotografias tomadas para la linea celular linfoide Jurkat: a) células control
tefiidas con DAB b) expresion del ligando MICA, c) expresién de MICB y d) células con el
receptor NKG2D. La coloracion café muestra la presencia intracelular de MICA, MICB y
NKG2D.

Como se observa en la Figura 22 se realizaron algunas tinciones para evidenciar
la presencia de MICA/MICB y NKG2D en las células normales linfoides
estimuladas con IL-15, en la cual se observa que hay presencia de las moléculas
de interés.

Figura 22. Micro Mersién 2.3 para las células
normales linfoides se observa: a) células control, b) células tefiidas con DAB y estimuladas con MICA,
c) expresion del ligando MICB y finalmente células estimuladas con el receptor NKG2D (d). La
coloracién café muestra la presencia intracelular de MICA, MICB y NKG2D.
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3. Las lineas celulares tumorales YTS y Jurkat proliferan con la
administracion exégena de las proteinas MICA y MICB

En resultados previos nuestro grupo mostré que la adminstracién exogena de las
proteinas MICA y MICB estimulan la proliferacion de células epiteliales tumorales
positivas para el receptor NKG2D, mostrando una funcion no reportada en céulas
de tumor de origen epitelial (Weiss-Steider). Debido a la expresion de NKG2D en
las lineas celulares tumorales YTS y Jurkat postulamos que en dichas células
tumorales la produccion de MICA y MICB podria establecerse un circuito
autocrino inductor de proliferacion, el eje NKG2D-MICA/MICB, es similar a lo
encontrado en tumores de origen epitelial (Weiss-Steider).

En la linea celular Jurkat se analizé si la adminstracién exégena de las proteinas
MICA y MICB estimulaban la proliferacién. Como se observa en la Figura 23 la
administracién exogena de MICA y MICB estimulan la proliferacién.

o
o =
N
EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR EN JURKAT A
= _ 72HRS
o
© —
R
o
3 =
o
g =
o -
Control MICA MICB AntiNKG2D AntiNK/MICA AntiNK/MICB
Control MICA MICB aNKG2D aNKG2D/MICA oaNKG2D/MICB

Figura 23 Resultado que muestra la absorbancia obtenida mediante la técnica de
proliferacion celular por medio de tincién con cristal violeta en la linea linfoide Jurkat a las
72hrs con una n=2 ensayos.
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Posteriormente se evalud si la administracién exdgena de las proteinas MICA y
MICB en las células YTS estimulaban la proliferacion. Como se observa en la
Figura 24 en estas células no se observa ningun efecto.
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Figura 24 Gréfico que muestra la absorbancia obtenida mediante la técnica de cristal violeta
en un periodo de 72 horas, en la linea linfoide humana YTS (n=2 ensayos)
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Adicionalmente se evaluo si la administracion exégena de MICA/MICB tenia efecto
sobre las células NK de sangre periférica de individuos normales. Como se
muestra en la Figura 25, la administraciéon exégena de estas moléculas no tiene
efecto sobre la proliferacion de las células NK.

o
A PROLIFERACION CELULAR 72HRS EN CELULAS NK
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o
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Control MICA MICB AntiNKG2D AntiNK/MICA AntiNK/MICB
Control MICA MICB aNKG2D aNKG2D/MICA aNKG2D/MICB

Figura 25 Se muestra la evaluacion de la proliferacién celular de las células normales
linfoides NK obtenida a las 72 hrs por medio de la técnica de proliferacion por cristal violeta
teniendo una n=2.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS.

En este trabajo se analiz6 la expresion de moléculas activadoras del sistema
inmune MICA y MICB, estas moléculas son inducibles en condiciones de estrés y
en células cancerosas o infectadas y funcionan como una marca de destruccion
ya que son ligandos del complejo formado por el receptor NKG2D y la molécula
adaptadora DAP-10(Bauer) y son moléculas involucradas en la respuesta inmune
innata. Sin embargo en nuestro grupo de trabajo se demostré la presencia de las
moléculas MICA/MICB en células tumorales leucémicas y en células tumorales
epiteliales (Weiss-Steider), nuestros resultados indican que las lineas celulares
tumorales YTS y Jurkat expresan los ligandos MICA (54.03% y 75.72%
respectivamente) y MICB (53.62% y 84.10% respectivamente), la expresion de
estas moléculas las haria blanco de las células NK, las cuales expresan el
receptor que las reconoce, el receptor NKG2D, en nuestro grupo de trabajo
también observamos que las células tumorales epiteliales son capaces de
expresar NKG2D, de manera interesante las células YTS y Jurkat también son
capaces de expresar este ligando (52.58% y 57.76% respectivamente) como se
muestra en la Figura 9 y en la Figura 11.

Contrario a lo reportado en la literatura aqui mostramos que células linfoides
tumorales YTS (NK) y Jurkat (T) son positivas para receptor activador NKG2D,
expresan MICA/MICB/ULBP2 /ULBP3 (Figura 9, Figura 10 y Figura 11).

Es interesante mencionar que cuando se generardn células NK en presencia de
IL-15 proliferan formando agrupaciones y al mismo tiempo al medir MICA y MICB
son detectadas, indicando que células NK en proliferacion tanto normales como
tumorales expresan los ligandos MICA (69.96%), MICB (79.18%) (Figura 13 y
Figura 14) y como se sefalé en YTS ULBP2 (44.8%) y ULBP3 (93.44%).

Al mismo tiempo se logro observar por medio de diversas tinciones la
presencia de las moléculas MICA, MICB y NKG2D para las lineas celulares YTS
(Figura 20) y Jurkat (Figura 21), asi como también para las células mononucleares
de sangre periférica que recibieron un estimulo con IL-15 (NK) (Figura 22).

Estos hallazgos nos llevaron a la evaluacion de la administracion exdgena de
MICA/MICB la cual estimula una mayor proliferacion de las células de tumor de
linfocitos T (JURKAT) como se muestra en la figura 23 en comparacion con YTS
ya que en esta linea celular se da una inhibicién de la proliferacion (Figura 24) y
con las células NK de sangre periférica no tumorales (Figura 25) sugiriendo que el
fendmeno de hyperproliferacién que se presenta en tumores en conjunto con la
expresion de MICA y MICB favorece un mecanismo autdcrino en el que participa
el eje NKG2D-MICA/MICB.

Seria interesante evaluar si lo mismo ocurre con los ligandos ULBP2 y ULBP3
detectados en YTS y JURKAT. De manera adicional, seria interesante evaluar el
ciclo celular de estas lineas tumorales para corroborar su capacidad de entrar a
fase S en presencia de los ligandos MICA y MICB por igual de ULBP2/ULBP3.
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Evidentemente, un mecanismo que ayudaria a proteger de esta
hyperproliferacion seria utilizar anticuerpos especificos contra MICA/MICB y
algunas ULBPs. Sin embargo, al emplear esta estrategia en ensayos las lineas de
tumor YTS y JURKAT no obtuvimos inhibicion de la proliferacion (Figura 24, 25 y
26) por el contrario se observd un aumento considerable en la misma por los
anticuerpos especificos o combinacién de ellos. Llama poderosamente la atencion
este efecto proliferador de anticuerpos especificos y sélo podemos especular una
interaccion de los mismos con la porcion Fc de los receptores Fc presentes en
células NK y linfoides que es conocido que expresan 3 tipos diferentes de
receptores Fc (FcRI, FcRIl y FcRIIl) que seria interesante investigar en un futuro
proximo.

Los resultados obtenidos en su conjunto corroboran la premisa asumida por
nuestros resultados preliminares que células linfoides de tumor (NK y T) positivas
para el receptor activador NKG2D por igual pueden expresar MICA/MICB y como
se muestra en este trabajo algunas ULBPs (ULBP2 y ULBP3). Asimismo, esta
caracteristica puede ser util como biomarcador en un evento de activacion en
células normales y de proliferaciéon como consecuencia de infeccidon o desarrollo
de tumor (oncogénesis).

Los resultados presentados aqui en su conjunto muestran que en las lineas de
tumor de NK y de leucemia aguda de linfocitos T empleadas presentan la
capacidad de expresar los ligandos MICA/MICB y de manera adicional ULBP2 y
ULBP3 y que hasta el momento no habia sido reportada su presencia en tumores
de NK y de linfocitos T. Por igual, se muestra que el eje NKG2D-MICA/MICB
favorece la proliferacion de estos tumores como se demostrd en los ensayos de de
administracién exdégnea de MICA/B. La funcion oncogénica del receptor NKG2D
en tumores solidos ha ido incrementando con diversos estudios recientes y en
leucemias debera estudiarse mas a fondo, ya que una estrategia para bloquear el
eje podria ser utilizar anticuerpos anti-NKG2D. Sin embargo, como mostramos
aqui esto puede ser contrapoducente por el efecto proliferador que mostré en
estos tumores. Evidentemente, es necesario ampliar estos ensayos en otro tipo de
lineas leucémicas humanas para corroborar si es un fendbmeno generalizado en
este tipo de tumores versus tumores sélidos.
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VIIl. CONCLUSIONES.

* Los ligandos MICA y MICB vy el receptor NKG2D se expresan en las lineas
celulares linfoides humanas Jurkat (leucemia aguda de células T) y la linea
celular YTS (tumor de NK).

* Las proteinas de uniéon (ULBP2, ULBP3) se expresan en la linea celular YTS y
no en Jurkat.

*En las células NK de sangre periférica no expresan los ligandos de NKG2D
(MICA/MICB).

*El estimulo de células linfoides normales con IL-15 para la maduracion de
células NK induce la expresion de los ligandos MICA/MICB.
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IX. PERSPECTIVAS.

-Evaluacion de la proliferacion en YTS/JURKAT empleando ULBP2/ULBPS3.

-Se sugiere evaluar la expresion de las proteinas de uniéon (ULBP’s) en la linea
celular YTS y en las células NK.

-Se sugiere evaluar ULBP4 y ULBP5 en las lineas celulares YTS y Jurkat y en
células NK de sangre periférica.

-Evaluar el efecto de los ligandos MICA y MICB sobre la proliferacion celular en
las lineas celulares Jurkaty YTS.

- Evaluar la expresion de CD56 en las células NK obtenidas por seleccidén negativa
mediante diferentes técnicas.

- Evaluar el ciclo celular en células de YTS y Jurkat estimuladas con los ligandos
MICA/MICB/ULBP1-3.

-Analizar el efecto de la eliminacion de los ligandos MICA/MICB/ULBP2/ULBP3
utilizando iRNA o shRNA.
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Xl. APENDICE.
Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiolégicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de
fosfato. Los componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua
bidestilada.

Cloruro de sodio 8.00g
Cloruro de potasio 0.20g
Fosfato mono-acido de sodio 2.169g
Fosfato di-acido de potasio 0.20g

El cloruro de sodio se disuelve junto con el cloruro de potasio, el fosfato mono-
acido de sodio y el fosfato di-acido de potasio y estos se disuelven en 900ml de
H,O bi-destilada. Se ajusta el pH a 7.2-7.4 utilizando HCI 8N y se afora finalmente
a un volumen final de 1000ml. Esta solucion se esteriliza por medio de filtros de
membrana, la solucidon se almacena a 4°C hasta su uso.

Medio recomendado en la seleccion negativa.

El medio recomendado para la seleccion negativa consiste en solucion
amortiguadora de fosfatos la cual contendra 2% de SFB.

Paraformaldehido (2%)

Paraformaldehido al 2% de PBS (Buffer de fosfato salino) (preparado al momento,
para disolverlo se calenté la solucién a temperatura no mayor a 60°C, si rebasa
esta temperatura el paraformaldehido se polimeriza y la solucién no sirve para
fijar)

Solucion de saponina

La saponina se disuelve en un buffer de fosfato salino (PBS)
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Colorante Cristal violeta.

La solucién de cristal violeta se prepara al 0.1%en una solucion amortiguadora de
acido formico 200mM pH6, la cual consiste en agregar 3.96g de NaOH y 4.28ml

de acido féormico aforados a 500ml con agua bidestilada. Una vez preparada la
solucion se filtra y posteriormente se utiliza.
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