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__Palabras clave:

MIC (complejo mayor de histocompatibilidad clase 1)
MICA (complejo mayor de histocompatibilidad clase | A)
MICB (complejo mayor de histocompatibilidad clase | B)
Py (fosfotirosina)

PI3K (fosfatidil inositol 3 cinasa)

GRBZ2 (growth factor binding protein)

50S (Son of sevenlees)

MAPK (mitégenos activados por proteinas cinasas)
MHC (complejo mayor de histocompatibilidad)

HLA (antigeno leucocitario humano)

IFN (interferon)

NK (natural killer)

NKGZ2D (natural killer group 2, member D)/

CMV (citomegalovirus humano)

ERK (cinasas reguladas por serfiales extracelulares)

PLC (fosfolipasa C)

RE (reticulo endoplasmico)

RTK ’s (receptores de tirosina kinasa)

GPCR ’s (receptores aclopados a proteinas G)

EGF (factor de crecimiento epidérmico)



1. RESUMEN

La palabra "cancer" describe un grupo heterogéneo de estados
patoldgicos en que las células comienzan a multiplicarse sin control e
invadir en 6rganos vecinos. Hay mdas de un centenar de canceres,
resultado de la expansién incontrolada de alguna de las células que
componen nuestro organismo. Pese a tamana diversidad, todos
comparten idéntico mecanismo: la pérdida de control de los genes
responsables de que se produzca una ordenada proliferacion celular.
Relacionados con el control de la divisién celular se hallan los genes que
determinan proteinas encargadas de activar la proliferacién celular
durante el desarrollo embrionario, la morfogénesis, la regeneracién de
células muertas, la curacién de heridas. La busqueda de los mecanismos
moleculares subyacentes en el cancer, llevé a la identificacién de un
grupo de 50 genes que se asocian con el desarrollo de tumores y
neoplasias. Estos oncogenes resultaron ser versiones alteradas de genes
celulares que, en su condicién normal, regulan la proliferacién celular. A
los genes normales que sirven como precursores de las versiones
alteradas se les denomind proto-oncogenes, y a sus versiones alteradas,
oncogenes. Las mutaciones de algunos oncogenes producen la
sobreexpresion de formas normales o silvestres de proteina, como
ocurre con el factor de transcripcién c-myc, identificado en leucemias.
En otros oncogenes las mutaciones generan proteinas con alteraciones
gue les confieren una ganancia de funcién, manteniéndolas activas por
periodos prolongados o en forma permanentemente activa, tal es el caso
del oncogén ras, presente en mas del 50 por ciento de los tumores
humanos, o de c-Abl, identificado en leucemias. En la actualidad se ha
visto que SOS estd implicado en la activacién de vias de sefializacién
intracelulares dependientes de la cinasa PI3K, promoviendo Ila
sefalizacién mitogénica mediada por la proteina adaptadora GRB2. Los
receptores con funcidén de tirosina cinasa juegan un papel importante en
la integracion e interpretaciéon de estimulos externos y permiten a la
célula interactuar adecuadamente con su ambiente, acoplando las
sefales externas con vias de sefalizacién internas. Alteraciones en la
expresidon y activacion de receptores tirosina cinasa, asi como sus
ligandos y moléculas de sefalizacion intracelular juegan un rol
fundamental en el desarrollo de cancer Resultados generados en nuestro
grupo de trabajo nos han permitido demostrar que MICA/MICB son
secretadas en forma soluble al medio de cultivo de células derivadas de
cancer de cérvix y en lineas de células leucémicas humanas. Mas
interesante ha sido comprobar que estas proteinas manifiestan un
efecto proliferador sobre las células tumorales empleadas en nuestro
sistema. Por consiguiente, en este proyecto nuestro interés se centré en
conocer si este mecanismo autdcrino proliferativo de MICB tiene efecto



sobre los mecanismos de sefializacidn intracelular que se activan en las
células leucémicas. Consideramos que estos estudios nos estaran
sugiriendo otra funcion no reportada en la biologia de las proteinas MICB
asi como de las vias de sefalizacion, lo que representaria una
contribucién muy importante de este proyecto ya que de esta manera
los resultados permitirian proponer una estrategia tumoral de escape
inmunolégico, ya que no Unicamente estas proteinas estan participando
en la inhibicién del tumor via la secrecién de las formas solubles de
MICA/MICB sino adicionalmente tienen un efecto mitogénico sobre las
mismas células tumorales.



1. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del ciancer

Un rasgo principal de todos los organismos eucariontes superiores a lo largo de su vida util, es
dividir las células somaticas a partir de su forma individual, cuyo crecimiento y division estin
sumamente regulados, las células cancerigenas proporcionan una excepcién notable, que surge
como la divisién mitética que ha perdido su control de crecimiento habitual .

El cancer es una enfermedad, resultado de una serie de mutaciones somaticas y en ciertos casos
también de una predisposicién hereditaria . Su capacidad de crecer en posiciones inadecuadas
o dividirse indefinidamente puede ser mortal para el organismo en el cual ocurre!'. Existen
varios oncogenes que pueden activarse por mutaciones puntuales que originen la sustitucion de
aminoacidos en puntos criticos de una proteina que pueden promover neoplasias %,

Las funciones celulares son controladas por proteinas codificadas por DNA que esta
organizado en genes y en los estudios moleculares han demostrado que el cancer es un
paradigma de una enfermedad genética adquirida .

2.1.2. Las células tumorales

Los tumores surgen con mucha frecuencia, especialmente en animales y humanos de edad
avanzada, muchos de ellos plantean poco riesgo al organismo si estan localizados, éstos se
denominan benignos. Los tumores se convierten en una amenaza para la vida si se diseminan
por todo el cuerpo. Estos tumores son los denominados malignos y son la causa del cancer.
Los tumores benignos solamente se convierten en un grave problema médico si interfieren con
las funciones normales del organismo o si secretan sustancias bioldgicamente activas tales
como hormonas porque provocan un desequilibrio metabdlico P.

La caracteristica que mas diferencia los tumores malignos de los benignos es la capacidad de
invadir y la de diseminarse, esta caracteristica es denominada: metastasis ", La metéstasis es
un proceso que implica la invasién por el tumor local seguido de la diseminaciéon y el
restablecimiento en sitios distantes . L.a mayoria de los tumores malignos invaden los tejidos
circundantes, entran en el sistema circulatorio y establecen areas de proliferacion lejos del lugar
en el que se han originado .

En un tejido especifico, las células cancerosas normalmente manifiestan las caracteristicas de
las células de crecimiento rapido, es decir: una alta proporciéon del nucleo respecto al
citoplasma, un nucléolo prominente, muchas mitosis y una estructura relativamente “poco
especializada”. La presencia de células invasoras en secciones de otros tejidos normales es la
indicacion mas clara para el diagnéstico de una malignidad .



2.2. Cancer en México

Panorama mundial y nacional de tasas de incidencia y mortalidad por cancer en hombres y
mujeres durante el 2005:

Pulmoén 35.5 / 31.2*
Prostata 25.3 /8.2
Estomago  22.0 / 16.3
Colony Recto 201 /10 2
*%
Mama 37.4/13.2
Cérvix 16.2 /9.0
Colony Recto 14.6 / 7.6
Pulmoén 12.1 / 10.3
Hepatico 15.8 / 14.9

Estémago 10.3 /7.9

* Se caleularon unos 5 801 839 de hombres y 5 060 657 de mujeres con cancer en el mundo para
2005.Tasa por 100 000 hombres; ** Tasa por 100 000 mujeres

Incidencia en México: Tumor/ Defunciones/ Tasa.
Mama 3,861 /15.5
Estéomago 2,376 /4.6
Bronquios y Pulmén 2,146 /4.2

Higado y vias biliares 2,369 /4.6

Pancreas 1,557 /3.0
Ovario 1,334 /2.6
Colon 1,108 /2.2

Vesicula biliar 693 /1.4
Leucemia linfoide 669 /1.3

Tasa por 100,000 personas. (Registro histopatolégico de neoplasias malignas en México, 2005).



En México las enfermedades oncoldgicas son la segunda causa de muerte en poblacion general,
representando gastos millonarios para los Institutos de salud que las atienden. Las entidades
con mayor incidencia de cancer son; Morelos, Querétaro, Chiapas, Guerrero y Distrito
Federal”.

De 1950 a 1998 las muertes por enfermedades oncoldgicas tuvieron un incremento de 68 por
ciento; mientras que en los afios 50°s fallecieron 1, 655 personas por cada 100 mil habitantes,
en el 98 la cifra fue de 52 mil 681 defunciones”. A partir de la década de los noventa, los
tumores malignos aumentaron considerablemente en mexicanos mayores de 30 afios, y segiin
el Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas de 1998, el Cérvico-uterino ocupaba el
primer lugar con 22 mil casos por aflo. A su vez, se detectaron 11 mil 139 casos por Carcinoma
de mama; 6 mil 146 de préstata, y 4 mil 594 de ganglios linfaticos en poblacién general .

Del total de los casos de cancer, 63.5 por ciento correspondieron al sexo femenino y 35.3 al
masculino; de las 52 mil 681 defunciones registradas en 1998, 47.8 por ciento correspondieron
a hombres y 52.2 por ciento a mujeres .

De acuerdo con la Secretarfa de Salud (SS), la enfermedad en todas sus manifestaciones ha
llegado a cifras alarmantes, pues en 1999 se reportaron 53.6 decesos por cada 100 mil
habitantes ",

La causa del cancer es desconocida, pero se conocen la mayoria de los factores de riesgo que
los precipitan. El principal factor de riesgo es la edad o el envejecimiento, ya que dos terceras
partes de todos los canceres ocurren en personas mayores de 65 afios. El segundo factor de
riesgo es el tabaquismo y le siguen la dieta desbalanceada, el ejercicio fisico, la exposicién solar,
y otros estilos de vida poco saludables. Aunque el mecanismo de producciéon del cancer
subyace en los genes, sélo un pequefio porcentaje de los canceres son una enfermedad

hereditaria™'Y,

2.3. Leucemias.

Son enfermedades malignas en las que las células de la sangre adoptan un comportamiento
anormal de crecimiento e indiferenciaciéon que llevan a la pérdida de parte de las funciones
desempefiadas por la sangre!”. Es comun que estas enfermedades se presenten con un
aumento de tamafo de los ganglios, bazo o higado y por cuadros de infecciones repetidas o
sangrados. Por la propia naturaleza de las células, desde su inicio las repercusiones se
manifiestan en varias partes del cuerpo. Los 6rganos mas frecuentemente involucrados en este
proceso son: sangre, médula 6sea, ganglios linfaticos, bazo e higado.

2.3.1.Lencemia Mieloide Agnda (I.MA).

La leucemia mieloide aguda (LMA), es un tipo de cancer producido en las células de la linea
mieloide de los leucocitos, caracterizado por la rapida proliferacion de células anormales que se
acumulan en la médula 6sea e interfieren en la produccion de glébulos rojos normales.



En la LMA existe una invasion de la médula 6sea normal, que va siendo reemplazada poco a
poco por células leucémicas, lo que conlleva un descenso de glébulos rojos, plaquetas y
leucocitos normales'”. Tos principales sintomas incluyen fatiga, dificultad para respirar,
apariciéon de hematomas, dificultades en la coagulacién y un aumento del riesgo de infeccion.
Aunque ya se han determinado ciertos factores de riesgo, ain no esta clara la causa especifica
de la LMA, es mas comuin en adultos y su incidencia aumenta con la edad. Se trata de una
enfermedad relativamente rara a nivel global, sin embargo es responsable de aproximadamente
el 1.2% de las muertes por cincer''’. Este tipo de cincer progresa ripidamente y puede ser
fatal en semanas o meses si no es adecuadamente tratado.

Actualmente, la investigacion relacionada con la LMA se esta centrando en elucidar la causa de
la LMA, en la identificacién de mejores marcadores de diagnostico, en el desarrollo de nuevos
métodos para detectar la enfermedad residual tras el tratamiento y en el desarrollo de nuevas
drogas y de terapias dirigidas a dianas especificas.

2.3.2. Clasificacion

La clasificacién Franco-Estadounidense-Britanica (FAB) divide la LMA en 8 subtipos, desde el
MO al M7, basandose en el tipo de células leucémicas que aparecen y en su grado de madurez.
Esto se lleva a cabo mediante un examen de la apariencia de las células leucémicas al
microscopio 6ptico o mediante técnicas citogenéticas, con el fin de caracterizar las posibles
anomalfas cromosémicas!™. Los subtipos de LMA han mostrado diferencias en el pronéstico y
en la respuesta a terapia. Aunque la clasificacién de la OMS parece ser mas util en muchos
aspectos, el sistema FAB sigue siendo ampliamente utilizado.

Los 8 subtipos de LMA segun la FAB son:

MO. Leucemia mieloblastica aguda sin diferenciacion localizada.
MI1. Leucemia mieloblastica aguda sin maduracion.

M2. Leucemia mieloblastica aguda con maduracién.

M3. Leucemia promielocitica aguda (con translocacion t15;17).
M4. Leucemia mielomonocitica aguda (LMMA).

M4eo. Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia en médula ésea.
M5. Leucemia monocitica aguda (LMoA).

Mb5a. LMoA sin diferenciacién (monoblastica).

M5b. LMoA con diferenciacion (monocitica).

MG6. Eritroleucemia aguda; son precursoras de globos rojos.

M?7. Leucemia megacariocitica aguda.



La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) intenta ser mas util que la FAB
desde el punto de vista clinico. Su objetivo es dar mas informacion significativa relacionada
con el prondstico de la LMA. Cada una de las categorfas de la OMS contiene numerosas
subcategorias descriptivas de gran interés para el hematopatdlogo y para el oncélogo[15]. Sin
embargo, la mayor parte de la informacion clinicamente significativa se encuentra categorizada
en uno de los cinco subtipos listados a continuacion.

2.3.3. Los 5 subtipos de L M.A segiin la OMS.

LMA con anomalias genéticas caracteristicas. Incluyen aquellas LMA con translocaciones entre
los cromosomas 8 y 21 [t(8;21)], inversiones en el cromosoma 16 [inv(16)] o translocaciones
entre los cromosomas 15 y 17 [t(15;17)]. Los pacientes con este tipo de LMA generalmente
presentan una elevada tasa de remisién y un mejor prondstico comparado con otros tipos de

LMA.

LMA con displasia multilinaje. Esta categoria incluye a los pacientes que han sufrido
previamente un sindrome mielodisplasico (SMD) o mieloproliferativo (SMP) y éste ha
derivado en una LMA. Este tipo de LMA tiene una mayor incidencia en pacientes de edad
avanzada y suele presentar un peor prondstico.

LMA y SMD asociados al tratamiento. Esta categoria incluye a los pacientes que han sido
sometidos a quimioterapia o radiaciones, y posteriormente desarrollaron LMA o SMD. Estas
leucemias pueden ser caracterizadas por anomalias cromosémicas especificas y suelen
presentar un mal prondstico.

LMA no categorizada. Incluye subtipos de LMA que no pueden ser incluidos en ninguna de las
categorfas anteriores.

Leucemias agudas de linaje ambiguo. En este tipo de leucemia (también conocido como
fenotipo mixto o leucemia aguda bifenotipica) las células leucémicas no pueden ser clasificadas
como mieloides o linfoides, o bien ambos tipos de células estan presentes.

2.3.4. Sintomas

La mayor parte de los sintomas de la LMA son debidos al incremento de leucocitos cancerosos
que desplazan a las células normales e interfieren en la produccién de glébulos rojos normales
de la médula O6sea. La ausencia de produccién de leucocitos normales aumenta la
susceptibilidad del paciente a sufrir infecciones, ya que las células leucémicas, a pesar de
provenir de precursores leucociticos, no poseen las caracteristicas inmunolégicas que les
- ., . ., M6 , . .
permitirfan enfrentarse a una infeccion'”. El descenso de glébulos rojos causa anemia y el
descenso de plaquetas puede dar lugar a problemas de coagulacion.



La LMA puede producir esplenomegalia que suele producirse, aunque de forma suave y
asintomatica. La hinchazén de los ganglios linfaticos no es comun (al contrario de lo que
ocurre en la leucemia linfoide aguda), pero puede tener lugar. La piel puede verse afectada por
el denominado cutis leucémico, una infiltracién de células leucémicas en la dermis. También,
aunque mas excepcionalmente, puede presentarse el sindrome de Sweet, una inflamacioén
paraneoplasica de la piel producida por hormonas o citocinas secretadas por las células
tumorales o por las células del sistema inmune en respuesta al tumor."”

Algunos pacientes con LMA pueden experimentar una hinchazén de las encfas debido a la
infiltracion de células leucémicas en el tejido blando de la encia. Menos comun es que el primer
sintoma de la leucemia sea un tumor fuera de la médula 6sea, llamado cloroma. También puede
darse el caso de que una persona no exteriorice ningun sintoma y la leucemia sea descubierta
accidentalmente durante un andlisis de sangre rutinario. """

2.3.5. Epidemiologia

La incidencia de la LMA aumenta con la edad, estando en 63 afos la edad media a la que se
diagnostica. E1 90% de las leucemias agudas en adultos son del tipo LMA y solo se produce en
niflos excepcionalmente. La tasa de LMA asociada a un tratamiento previo de quimioterapia
esta aumentando, siendo actualmente la causante del 10-20% de todos los casos de LMA. La
incidencia es ligeramente mayor en hombres que en mujeres (1,3:1)">"

También existen variaciones en la incidencia de la LMA a nivel geografico. En la poblacion
adulta, las tasas mas elevadas de LMA se registran en Norte América, Europa y Oceanta,
siendo escasa la incidencia en Asia y Latino América. En la poblacion infantil, la LMA es
menos frecuente en Norte América e India, que en ciertas zonas de Asia. Estas diferencias
pueden ser debidas a factores genéticos, ambientales o, mds probablemente, a una
combinacién de ambos.

Parece que existe cierto riesgo hereditario para el desarrollo de LMA. Se han descrito
numerosos casos de familias cuya incidencia a nivel familiar era mas elevada que la media
predicha para un individuo. El riesgo de desarrollar LMA se ve multiplicado por tres entre
pacientes con parentesco en primer grado.

2.3.6. Etiologia

Se han identificado una serie de factores de riesgo para la aparicién y desarrollo de la LMA:
Ciertos desérdenes relacionados con los precursores de las células sanguineas, tales como el
sindrome mielodisplasico o el sindrome mieloproliferativo, pueden terminar desencadenando
una LMA. El mayor o menor riesgo dependera del tipo de la severidad de la enfermedad"”’.

La exposicion frecuente a Podofilotoxina usada en quimioterapia anticancerigena, en particular
la exposicion a agentes alquilantes, puede aumentar considerablemente el riesgo a sufrir una
LMA. El mayor riesgo sobreviene unos 3-5 afios después de haber recibido la quimioterapia.



Otros agentes quimioterapéuticos, como la epipodofilotoxina y las antraciclinas, también han
sido relacionados con la leucemia asociada al tratamiento quimioterapéutico. Este tipo de
leucemias asociadas a un tratamiento suelen cursar con anomalfas muy especificas de los
cromosomas de las células leucémicas.

Ciertas enfermedades congénitas pueden aumentar el riesgo de desarrollar algun tipo de
leucemia. El caso mas comun es el del sindrome de Down, cuyo riesgo de desarrollar LMA se
ve incrementado en unas 10-18 veces respecto de un individuo normal”,

2.3.7. Patofisiologia

La LMA es causada por la malignizacion del mieloblasto. En el proceso normal de
hematopoyesis, el mieloblasto es un precursor inmaduro de la estirpe mieloide de glébulos
blancos. Un mieloblasto normal madurard gradualmente hasta convertirse en alguno de los
tipos de glébulo blanco maduro. Sin embargo, en la LMA, un mieloblasto acumula una serie de
mutaciones en su genoma que le impiden seguir su proceso de diferenciacién celular, por lo
que queda "congelado" en este estado inmaduro. Esto ain no es suficiente para producir la
leucemia. Sin embargo, cuando a la ausencia de diferenciacion del mieloblasto se suman otras
mutaciones de los genes que controlan la proliferacién celular, el resultado es la division
incontrolada de clones del mieloblasto, que desemboca en la patologia denominada LMA.

La gran diversidad y heterogeneidad de tipos celulares que pueden observarse en la LMA viene
dada por el hecho de que la transformacién leucémica puede ocurrir en diferentes estadios a lo
largo del proceso de diferenciacion, lo que condiciona el tipo de células cancerigenas que se
podran encontrar en un determinado paciente.

Los esquemas modernos de clasificacion de la LMA reconocen que las caracteristicas y el
comportamiento de las células leucémicas pueden depender de la etapa en la que la
diferenciacién haya sido interrumpida.

uchos pacientes co suele esentar una serie de anomalias citogenéticas especificas.
Much ient n LMA len presentar rie de anomalias citogenéti ifi
os tipos de anomalias cromosdmicas encontradas pueden ser suficientes para obtener un
Los ti d mali romosomi ncontrad d r suficient ra obtener
prondstico  significativo. Dichas translocaciones cromosémicas pueden generar nuevas
proteinas de fusién que, o bien pierden su funcién original, o bien ejercen la misma funcién
pero de forma incontrolada, escapando a los sistemas de regulaciéon de la expresion génica.
uando estas proteinas alteradas son ciertos factores de transcripcion las consecuencias son la
Cuand tas proteinas alterad iertos factores de tr tipcidn 1 nci nl
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interrupcién de la diferenciacion y la posterior proliferacién incontrolada ',

2.3.8. Tratamiento

El tratamiento de la LMA se basa principalmente en la quimioterapia y esta dividido en dos
fases; terapia de inducciéon y terapia de post-remision (o consolidacion). El objetivo de la
terapia de induccién es llevar a cabo una reduccion del nimero de células leucémicas hasta
niveles indetectables. El objetivo de la terapia de consolidacion es la completa eliminaciéon de
cualquier resto de la enfermedad y lograr la curaciéon completa del paciente.



Terapia de induccion: desde 20006, todos los subtipos FAB de LMA, salvo el M3, reciben
normalmente el mismo tratamiento quimioterapéutico con citorabina (Ara-C) y antraciclina
(daunorubicina o idarubicina). Otras alternativas incluyen unicamente altas dosis de Ara-C. Sin
embargo, estas terapias producen también efectos secundarios toéxicos como la mielosupresion
y el incremento del riesgo de infeccion, por lo que no se recomienda su uso en personas de
edad avanzada. Esta primera fase de induccion suele requerir un mes de hospitalizaciéon desde
el comienzo del tratamiento quimioterapéutico hasta la recuperaciéon de sus efectos
secundarios.

La quimioterapia de induccién presenta un esquema de administracién denominado "7 + 3",
en el que la citorabina es administrada de forma continuada durante los 7 primeros dias y la
antraciclina durante los 3 siguientes. Alrededor del 70% de los pacientes logran una remision
con este protocolo de administracion.

El objetivo de la fase de induccion es alcanzar una remision completa, ésta se suele conseguir
en el 50-75% de los pacientes adultos diagnosticados, pero estos valores pueden verse
modificados por algunos factores.

La durabilidad de la remisiéon depende en gran medida del pronéstico de la leucemia original.
Generalmente, todas las remisiones fallan si no van seguidas de una quimioterapia de
consolidacién (post-remision). Esto hace que la consolidacion sea una fase tan importante
como la induccién para lograr la curacion de la leucemia.

Terapia de consolidacion: Tras conseguir una remisién completa de la leucemia, podria parecer
que la enfermedad ha desaparecido, pero realmente atn quedan células leucémicas no
detectables por las técnicas de diagndstico actuales. Si en este punto no se aplica una terapia de
consolidacién practicamente el 100% de los pacientes sufriran una recaida. Por ello, es
imprescindible administrar esta segunda terapia para eliminar cualquier residuo de la
enfermedad y prevenir una recaida.

2.4. Cultivos celulares

El cultivo de células tuvo su origen en el siglo XIX. Rechlinhausen en 1866, mantuvo vivas
células sanguineas de anfibio, pero fue la utilizaciéon de bloques de agar con plasma coagulado
(soporte y alimento) el inicio del cultivo de células in vitro """

El desarrollo del cultivo de células de vertebrados se inici6 con las observaciones de Roux
(1885) en cultivos de células de embrion de pollo; posteriormente Harrison (1907) cultivd
tejido nervioso de rana el cual mas adelante fue reemplazada por plasma de pollo;
posteriormente, se aplicé esta técnica para el estudio en animales de sangre caliente®”.

El empleo de técnicas de fusion celular establecio las bases de la genética de células somaticas

para el analisis de especies animales; igualmente la técnica de anticuerpos monoclonales ha
.. . . , . ., . , . 21

permitido estudios en inmunologia y su aplicacion a nivel terapéutico".



En la actualidad, pueden cultivarse en el laboratorio células procedentes de una amplia gama de
tejidos y organismos diferentes. En un principio, el objetivo principal era el estudio de las
propias células, como crecen, qué necesitan para su crecimiento, como y cuando dejan de
crecer. Este tipo de estudios tiene hoy un gran interés cientifico, por ejemplo, en relacién con
investigaciones sobre el ciclo celular, el control del crecimiento de células tumorales y la
modulacién de la expresién genética 2.

Cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido original tomado de
un 6rgano de un animal recién sacrificado, reciben el nombre de Cultivo Primario.

Cuando éste cultivo primario es sometido a procesos de transformacién que le confiere
capacidad ilimitada de multiplicacién, reciben el nombre de Lineas Celulares.

Cuando de un cultivo primario genera otro tipo de células que se pueden separar recibe el
nombre de Cultivos Secundarios.

Cuando en el cultivo coexisten dos tipos de células de linajes diferentes que se pueden separar
recibe el nombre de Cocultivo®. T.a posiciéon en la ramificacion de los distintos tipos de
cultivos pueden verse en la fig.1.

Fig. 1. Clases de cultivos

CLASES DE CULTIVOS

CELULARES
ORGANOS

TEJIDOS

| LINEAS CELULARES |

EXPLANTES | | CELULAS EN
PRIMARIOS | [ SUSPENSION PRIMARIO-—| cOCULTIVO

[ cLowa | [ sEcunpario |

Fig. 1. Se muestran las ramificaciones de los tipos de cultivos y como se van derivando unas de otras.(Obtenido
del mannal de pricticas, “Biologia Celular”, departamento de Biologia, Facultad de ciencias, UNAM).

Cultivos en suspension: las lineas celulares que provienen de cultivos primarios con
requerimiento de anclaje a superficies, tienen la propiedad de crecer de manera estacionaria o
en suspension después de un periodo de adaptacion.

Existe evidencia experimental que los sistemas en suspensiéon también requieren de matrices
que son macromoléculas, que sirven de protectores a la superficie celular; estas
macromoléculas se encuentran en el suero, el cual contribuye igualmente con el medio de
cultivo, proporcionando un sistema balanceado de nutrientes™.



2.4.1. Ventajas e inconvenientes de las técnicas de cultivo celular.

Estas técnicas tienen una serie de ventajas innegables, pero al mismo tiempo tienen unas
. . <, 24
desventajas que hay que tener en consideracion®.

VENTAJAS INCONVENIENTES
Control preciso y fino del medio ambiente Técnica sensible
Caracterizaciény homogeneidad de la muestra Cantidad y coste
Economia Inestabilidad
Motivaciones éticas Validez del modelo 'in vitro'

2.5. Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)

Estudios sobre las funciones de las células Ty 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. LLos 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)”.

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

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 ¥, Durante el proceso de seleccién 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™.

El complejo de genes del HLLA esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6, en la region
6p21.3 y se extiende a lo largo de 4 Mb ¥ y estd compuesto por casi 220 loci identificados .
El 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
supetficie celular con la (2-microglobulina. Las moléculas de clase II son heterodimeros
transmembranales. Los genes de clase III codifican componentes del complemento
relacionados con la formacién 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 sélo en células del sistema inmunolégico y
las identifica como tales”*",



El MHC se descubrié como una region multi-loci extendida constituida por genes altamente
polimérficos, que determinaban el resultado de los transplantes tisulares entre individuos. En
la década de 1940 George Snell y colaboradores estudiaron el rechazo de tumores y otros
tejidos transplantados entre cepas de ratones genéticamente idénticas singénicas) y no
genéticamente idénticas (alogénicas)™’.

Asi demostraron que los transplantes (injertos de piel) entre animales singénicos eran
aceptados, mientras que entre animales alogénicos eran rechazados. Por consiguiente, un rasgo
hereditario, unos genes eran los responsables de la aceptaciéon o del rechazo de un tejido
transplantado y por ello se denominaron genes de histocompatibilidad””.

Posteriormente el andlisis del rechazo de injertos de piel entre cepas de ratones congénitos
(ratones con todos los loci idénticos excepto el de estudio) determiné la regiéon cromosémica
responsable de la compatibilidad entre injertos y se la denominé locus principal de
histocompatibilidad. Luego se demostrdé que esta regién no contenfa un locus sino varios
estrechamente ligados y por eso se renombré6 como Complejo Mayor de

Histocompatibilidad™.

2.5.1. Caracteristicas generales de los genes del MHC.

Los genes del MHC estan en desequilibrio de ligamiento, es decir alelos de diferentes genes se
hallan en el mismo cromosoma con una frecuencia superior a la esperada en una combinacién
al azar®. Son muy polimérficos, existen varios alelos para cada gen con una presencia
importante en la poblacién™.

Los genes de clase I se expresan en todas las células nucleadas con diferente intensidad,
mientras que los de clase II se expresan unicamente en células presentadoras profesionales
(APC: células dendriticas, macrofagos, linfocitos B). Su expresion se potencia por estimulos
inflamatorios e inmunitarios®’.

2.5.2. Caracteristicas bioquimicas y estructurales de las moléculas MHC.

1.- Los genes de clase I y clase II del MHC codifican dos grupos de proteinas estructuralmente
diferentes pero homologas y analogas. Las de moléculas de clase 1 son dimeros «f-
microglobulina, las moléculas clase II son dimeros a3 , y ambas unen de forma no covalente
un péptido antigénico (Fig. 2)P*",

2.- Cada molécula del MHC consta de una hendidura o surco extracelular de unién al péptido
seguida de un par de dominios de tipo inmunoglobulina, y estd anclada a la célula mediante
dominios transmembranales y citoplasmaticos”™" (Fig. 2).

3.- Los residuos polimérficos de las moléculas del MHC estan localizados en la hendidura de
unién al péptido y adyacentes a ella".

4.- Los dominios de tipo inmunoglobulina no polimérficos de las moléculas del MHC
contienen sitios de unién a las moléculas correceptoras CD4 y CD8 de los linfocitos T,



Figura 2. Clase I y II del CMH.
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Fig.2 Es posible observar las moléculas de la clase I y 11 del CMH sus semejanzas y sus diferencias en sus
subunidades alfa y beta””.

2.5.3. Presentacion antigénica.
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: Las moléculas de clase I presentan péptidos antigénicos -de origen citoplasmatico, de 8 a 11
! residuos y generados por el proteasoma- a linfocitos T CD8+P. Las moléculas de clase 1I
; presentan péptidos antigénicos -de origen extracelular, de 10 a 24 residuos y adquiridos por
i endocitosis- a linfocitos T CD4+ (Fig. 2).
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2.5.4. Inhibicion de células NK.

Las moléculas de clase I también actian como ligandos para receptores inhibidores de la
actividad citotoxica de las células NKP.,

2.5.5. Las Moléculas MHC de clase 1

Las primeras moléculas MHC definidas por técnicas serologicas fueron las moléculas MHC de
clase I humanas: HLA-A, HLA-B y HLA-C.

Las moléculas MHC de clase I son heterodimeros constituidos por dos cadenas polipeptidicas
asociadas sin enlaces covalentes: una cadena o o cadena pesada de 44 a 47 KDa codificada por
el MHC y una subunidad de 12 KDa no codificada dentro del MHC denominada 2 —

microglobulina™’.

La cadena o es una glicoproteina de tipo I constituida por tres dominios extracelulares

(dominios 1a, 2« y 3), una regiéon transmembranal y otra citoplasmatica **',

Los dominios la y 2o forman la regién de unién al péptido consistente en una plataforma de
ocho laminas B-antiparalelas en la que se apoyan dos a-hélices paralelas. Esta estructura une
péptidos de 8 a 11 aminoacidos en una conformacion flexible y extendida.



Péptidos de mayor tamafio no pueden alojarse debido a que los extremos de la hendidura se
cierran. Estos antigenos proceden de proteinas de origen citoplasmatico que han sido
degradadas por un complejo proteolitico conocido como proteasoma!**,

2.5.6. Las Moléculas MHC de Clase I no clasicas.

Enlos 90°s se han descubierto genes relacionados con los genes HLLA de clase I a los que se ha
denominado en conjunto genes HLA de clase I "no clasicos". Hasta el momento se han
descrito 9 familias "no clasicas" que contabilizan un total de 18 genes funcionales. En todas las
familias, es conocida la funcién y la estructura tridimensional de al menos un componente de la
familia. Aunque existen diferencias en la secuencia aminoacidica, las moléculas HLLA de clase 1
no clasicas presentan una estructura tridimensional similar a las clasicas, en particular en los
dominios la y 2. Sorprendentemente, estas moléculas tan parecidas en la forma desempefian

: : . : : : 43,4445
diversas funciones, no siempre relacionadas con el sistema inmune!>***1,

2.6. Los genes MIC.
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! La busqueda de nuevas secuencias codificadoras en la regién cercana al locus HLA-B para
i dilucidar la asociacién entre el HLA-B27 con enfermedades reumatoides e inflamatorias
: condujo al descubrimiento de una nueva familia, los genes MIC (Major histocompatibility
i complex class I Chain-related genes, por sus siglas en inglés), que consisten en siete miembros,
! MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF y MICG ™"**I de los cuales sélo MICA y MICB
i codifican para transcritos de ARNm, mientras que MICC, MICD, MICE, MICF y MICG son
| pseudogenes debido a que presentan varias mutaciones puntuales y delesiones 7.

| Resulta interesante el hecho de que los genes MIC han sido conservados en la mayoria de los
: mamiferos excepto en los roedores ! lo cual sugiere que han seguido una misma linea
! evolutiva. Algunos estudios han comparado la secuencia de los genes MIC de humanos con
| ptimates y se ha encontrado una similitud que va del 86% al 97% .

i Los genes MICA y MICB estan estrechamente relacionados y codifican para transcritos de
i 1382y 2376 pares de bases (pb) respectivamente *>*. T.a 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 estda localizado a 83 kb
i centromérico de MICA P, MICA y MICB son muy polimérficos, pues se conocen més de 50
: alelos diferentes para MICA y al menos 13 para MICB, cifras que tal vez irin en aumento.
| Otros reportes mencionan que MICB ya cuenta con 16 alelos '\

|

: Las proteinas MICA y MICB son similares en estructura en casi 84 % P! pero si los
! comparamos con las moléculas del MHC de clase I sélo comparten una similitud del 19%,
! 25% y 35% con respecto a los dominios alfa 1 (A1), alfa 2 (02) y alfa 3 (a3) ™. Recientemente
| se ha publicado la estructura de las proteinas MIC (Fig. 3) y se han comenzado a hacer
| investigaciones en cuanto a la regulacién de su expresion, su distribucion en los tejidos y su
|

|

|

variabilidad alélica *****,



MICA/B

Fig. 3 Muestra la Estructura tridimensional de MICA y MICB y su hendidura de union al péptido”™'.

2.6.1. Tipos celulares donde se expresan MIC.

Desde el descubrimiento de los genes MIC asi como de las proteinas para las que codifican,
surgi6 la inquietud de buscar una similitud con los genes del MHC debido a su cercania con
estos dltimos. 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

[52

relacionan con la B-2 microglobulina, no tienen actividad presentadora de antigeno 1 ademis

de que no son inducidas por IFNy.

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 B0l aunque también se ha
reportado que se encuentran en bajos niveles en células endoteliales, monocitos y
queratinocitos®™. Recientemente se ha reportado que MICA/B también se pudiera encontrar
de manera normal en timo .

La importancia que han adquirido las proteinas MIC en el campo de la inmunologfa se debe al
hecho de que su expresion se ve desregulada o sobreexpresada sobre la superficie de una gama
de células tumorales de origen epitelial: pulmén, mama, rifién, ovario, préstata y colén P,
también su estudio se ha orientado a determinar de qué manera el sistema inmunolégico actua

en contra de las células que expresan las proteinas MIC.



2.6.2. Las proteinas MIC y la respuesta inmune de células NK y linfocitos T

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 1. Estos linfocitos presentan los receptores Of3
(afT) y son generalmente encontrados en sangtre petiférica. Para llevar a cabo la actividad de
estas células, se requiere de la cooperacion de células presentadoras de antigenos (CPA), las
cuales tienen como funcién principal, cuando se presenta una infeccion viral o bacteriana, la de
fagocitar al agente patégeno y presentarlo posteriormente en su supetficie bajo el contexto de

proteinas del MCH clase I para que de esta manera sea estimulada la actividad citotéxica de los
linfocitos CD 8+!°7.

Se han realizado algunos estudios en los que se ha podido observar que la presencia de ciertas
bacterias provoca un aumento en la expresion de las protefnas MIC y de este modo facilitar
una efectiva respuesta por parte del sistema inmunolégico, mas especificamente de las células

NK vy los linfocitos YT durante las primeras etapas de la infeccion®.

En condiciones normales, la mayorfa 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 unién 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 (sélo se ha encontrado en ratén) P¥ KIR (sélo en
humanos)®”**!,



0 20 2K 20K 20K K 50X 50K 2K 30X 50K 20K 50X 30K 20K 0K 50X 50K 0K 50 50K 23K 5 50K 20K 50 50K 20K 0K 50X 50K 0 50X 50K 23K 3 50K 20K 30X 50K 20K 30 50X 50K 0K 50 50K 23K 30X 50K 2K 50X 50K 20K 30 50X 50X X< >

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 encontré que la presencia de las proteinas MIC esta
regulada por la expresion de las proteinas de choque térmico HSP70 P>,

Sin embargo la estructura de MIC-B cristalizado junto con su receptor NKG2D no
adopta esta conformacion “extendida”, lo que demuestra la flexibilidad de la region
que conecta el dominio 3« con el superdominio 1a-2a (Fig. 4).

Figura 4. Unién MICB y NKG2D

MICB (x-hélices en rosa y (-

Iiminas en amarillo) —

| ; se une a NKG2D(rojo y'
T B g'._'J

' 7 (53]
- I..-"' violeta)l*3l. y

Figura 4. Se muestra el complejo de unién entre la proteina MICB y su receptor NKG2D'™.

2.7. NKG2D: un receptor para las proteinas MICA y MICB.

Tratando de dilucidar de que manera las proteinas MIC interactian con el sistema
inmunoloégico, se descubrié que las proteinas MIC funcionan como ligandos para el
receptor NKG2D cuya expresion fue inicialmente encontrada en las células NK 7.

NKG2D es un miembro de la superfamilia de las lecitinas tipo C " el cual se

relaciona muy poco con los receptores de la familia NKG2 ' y que no tiene
asociacion con CD94, ya que se expresa como un homodimero ), ademas se asocia
con un adaptador transmembranal conocido como DAP 10 !, Este receptor esta
codificado por un gen que se encuentra dentro de la regiéon denominada NKC
(Natural Killer complex), en el cromosoma humano 12 y en el 6 en el caso del ratén
[67]

NKG2D se encuentra en todas las células NK tanto en humanos como en ratones
1 En ratones NKG2D, se encuentra expresado ademis de las células NK, en
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algunos subtipos de linfocitos YOT' en el bazo, en todas las células YOT' epidérmicas,

pero no en las células YOT provenientes del intestino >,

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 YOT asi
como los 0BT y los macréfagos presentan en su superficie al receptor NKG2D ™,

Se ha observado que la expresion de NKG2D se ve aumentada en células NK por la
accién de IFNe, 11L-15 e IL-1201,

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™: RAE-1 y H60 en ratones y MICA, MICB y ULBP en humanos

[68]

Los primeros ligandos para NKG2D en ser descubiertos en humanos fueron las
protefnas relacionadas con las moléculas clase I del MHC: MICA y MICB P de las
cuales se ha mencionado ampliamente.

2.7.1. Otros ligandos descubiertos para el receptor NKG2D

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 6q24.2-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 ™, se ha observado un aumento en tumores de colén y estémago,
contrario a lo que sucede en tumores de rifién, en los cuales parece que hay una
disminucién de la ULPB.

Estructuralmente las ULBPs son homologos en sus dominios a1 y a2 a las proteinas
del MHC clase I, pero carecen de un dominio «3. ULBP1, 2y 3 son entre 23y 27 %
idénticas a MICA y MICB o a las proteinas del MHC clase I "?. 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 protefnas de estrés fisiolégico por parte del receptor’’”.

Las células NK vy los linfocitos VOI'T; los cuales son un subtipo de los linfocitos yOT,
expresan este receptor en su superficie y puede esta union NKG2D-MIC por si sola
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desencadenar una respuesta citotéxica en contra de las células que presentan en su
. , 74 . . .
superficie las protefnas MIC"™ ya sean células tumorales autélogas, o provenientes de

diferentes tejidos tumorales 73],

Por otro lado, se han reportado evidencias de que la presencia del receptor NKG2D
funciona como un co-estimulador en la actividad citotéxica de las células Gf3T, es

decir, la union NKG2D-MIC (Fig. 5), que debiera presentarse en las células o 3T no
desencadena una accién litica en contra de las células tumorales que expresan la
proteina MIC.

Figura 5. Evasion tumoral del sistema inmune.

Célula normal Célula tumoral Célula tumoral

Infeccion
—

Transformacién

08
. lisis _
Q" Q-
LCT o NK LCT o NK LCT o NK
H l - “ciego”

NKG2D DAP 10 MIC MICs

Fig5. A la union de las proteinas MIC y el receptor NKG2D presente en las células NK y
linfocitos af T y yo'T" 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 NKGZ2D, dando como resultado la aparicion de células “ciegas”, las cuales son incapaces
de reconocer células que expresen las proteinas MIC a nivel membranal.”™

La disminucién en la expresion de NKG2D provoca la aparicion de células NK y
linfocitos afT y y8T carentes de dicho receptor, estas células “ciegas” por llamatlas
de alguna manera, son incapaces de reconocer a las células tumorales o
transformadas ain estando presente las proteinas MIC a nivel de membrana y asi
evadir al sistema inmunolégico " (Fig 5).

18

0 20 00K 20X XK 3K 30K 30 XX XK 0 50K XK 0 50K XK 0 50K XK 30 5 XK K 0 50K XK 0 50K XK 0 50K XK < 50 XK K 30 50K XK 0 50K XK 0 50K X < 50 XK 3 30 50K K 30 50K 3K 0 50 5K 3 5 XK < 30 50K K 0 50K 5K 0 50K 5K 3 50 X K 30 50K K 0 50K K 0 5ok K 0 .
0K 2K 2K XK 0 20 30 XX K 30 5K XK 0 50K XK 0 50K XK < 50 XK K 0 50K K 050K XK 0 50K XK < 30 X < 0 50K K 0 50K K 0 5K X 3 3 XK < 30 50K K 0 50K XK 0 50K XK 3 3 5K < 30 50K K 0 50K XK 30 50K 5K < 50 5K < 30 50K K 0 50K K 0 50K XK < 3

QSO PPN OO P OO Ot 00Ottt 050 00 000500 00500050000 3000050000000 00 00500000 e e



0 20 2K 20K 20K K 50X 50K 2K 30X 50K 20K 50X 30K 20K 0K 50X 50K 0K 50 50K 23K 5 50K 20K 50 50K 20K 0K 50X 50K 0 50X 50K 23K 3 50K 20K 30X 50K 20K 30 50X 50K 0K 50 50K 23K 30X 50K 2K 50X 50K 20K 30 50X 50X X< >

Existen reportes en los que se demuestra que ciertas lineas tumorales tienen la
capacidad de liberar de manera soluble las proteinas MIC . En estos ensayos se ha
encontrado que la liberaciéon 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 aT y y8T asi
como en células NK, esta unién promueve la endocitosis seguido de reciclamiento o
degradacion de NKG2D, similar a lo que sucede con diversos receptores al unirse a
sus ligandos'™.

La disminucién en la expresion de NKG2D provoca la aparicién de células NK y
linfocitos afT y y8T carentes de dicho receptor. Estas células “ciegas” por llamarlas
de alguna manera, son incapaces de reconocer a las células tumorales o
transformadas aun estando presente las proteinas MIC a nivel de membrana y asi
evadir al sistema inmunolégico *!! (Fig. 5).

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 sSMIC, presentaron una disminucién 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 ™,

El monémero MICA/B interacciona con el homodimero NKG2D de forma andloga
a como ocurre en los complejos MHC, donde la transduccién de la sefial se realiza a
través del adaptador DAP10. El receptor NKG2D existe dentro del "complejo de
NK" en el cromosoma humano 12, y pertenece a la familia de las lectinas. L.a unioén
de MICA/B al receptor NKG2D de los linfocitos T8y, Tap CD8+ y/o NK activa las
funciones efectoras de estas células. Por ejemplo, los linfocitos T TcRyd+ V81 del
epitelio intestinal reconocen y lisan de forma especifica células con MIC en la
superficie. La unién de MICA/B (inducidos por CMV) con el receptor NKG2D de
linfocitos Taf CD28- CD8+ especificos de CMV genera una sefial coestimuladora
que aumenta la respuesta citolitica de estas células y la liberacion de citoquinas
dependientes de TCR .,

Evidencias han demostrado, que la activacién del inmunoreceptor NKG2D
expresadas en células T CD8+ y células NK juegan un roll importante en la
inmunosobrevivencia de los tumores. El receptor NKG2D es coestimulado,

potencialmente activado y mediado por sefiales inhibitorias de la molécula MHC
Clase L.

Los ligandos NKG2D (NKG2DL), MICA y MICB han sido presentados por
induccion de estrés genotoxico el cual esta asociado con transformaciones malignas.
Las moléculas de MIC son expresadas por epitelios y tumores hematopoyéticos, pero
no en tejidos saludables!™.
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Recientemente se ha descrito que ciertos tumores epiteliales producen MICA soluble.
Tal que la asociacién del MICA soluble con NKG2D conduce a la degradacion de
este receptor afectando negativamente a la capacidad antitumoral de las células ™.

Estudios importantes demostraron que la expresion de los ligandos NKG2D por
células tumorales estimulan fuertemente inmunidad antitumoral en ratén y que la
expresion de los ligandos de NKG2D son mediados por las células NK y CD8 T in
vivo, generando una sefial coestimuladora que aumenta la respuesta citolitica de estas
células y la liberacién de citoquinas'™.

Existen reportes de que hay un mecanismo de escape de células tumorales mediados
por el receptor NKG2D vy sus ligandos. Donde se ha demostrado que las células
tumorales reducen sus ligandos de NKG2D a nivel superficial y por lo tanto hay una
mayor liberacion de estos ligandos que se encuentran ahora de forma soluble.
Entonces lo que pasa ahora, es que la respuesta inmune que estaba mediada por los
receptores NKG2D ahora es criticamente anulada, ya que las células NK y/o CD8 T
no pueden cumplir su funcién efectora o capacidad antitumoral de poder lisar a la
célula tumoral o neo trasformada!™.

2.8. Mecanismos del sistema inmunoldgico.

Existen dos mecanismos dependientes uno de otro a través de los cuales el Sistema
Inmunolégico genera una respuesta para defender al organismo: uno es la inmunidad
innata y el otro es la inmunidad adaptativa. La finalidad de ambos mecanismos es la
eliminacién de antigenos, cada uno de estos mecanismos difieren en la manera
especifica de reconocer antigenos!” .

La inmunidad innata, se caracteriza por ser la primera linea de defensa del organismo,

en ella participan los neutréfilos, macroéfilos-monocitos y células NK; el mecanismo
2, L s ) -

que emplean para lograr su funcién es la inhibicién y muerte del antigeno!”.

En la inmunidad adquirida participan los linfocitos T, B y moléculas de membrana;
que promueven la lisis, inhibicién y muerte de las células blanco antigénicas'™”. Este
mecanismo especifico, se subdivide a su vez en inmunidad adquirida humoral e
inmunidad adquirida celular, dependiendo de las células participantes encada uno de
estos procesos.

2.9. Importancia fisioldgica y farmacoldgica de la senalizacion celular

La sefializacién celular comprende una cascada de procesos quimicos conectados
entre s{ que participan en la comunicacion entre todas las células. Procesos
importantes que abarcan la comunicacién celular son, como en la respuesta inmune,
sintesis de proteinas, activaciéon de la glucogendlisis, gluconeogénesis, apoptosis,
participan de la formacién de tejidos glandulares, epiteliales, hasta uniones
celulares™.
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El estudio de los denominados sistemas de sefializacion celular ha experimentado un
extraordinario desarrollo en los dltimos afios, y constituye en la actualidad una de las
fronteras mas apasionantes de la investigacion biomédica, tanto en el sector
académico como en el de las empresas farmacéuticas. Comprender cémo las células
reciben y coordinan sefales del entorno y de otras células del mismo organismo es
esencial para entender procesos biologicos basicos como la proliferacion,
diferenciacién y muerte celular, la organizaciéon en tejidos, el metabolismo, la
migraciéon de las células o la propia percepcion sensorial ™™, A su vez, estos
conocimientos estan permitiendo avanzar en el disefio de nuevas estrategias
diagndsticas y terapéuticas en muy diversas patologias.

Los receptores, que muy frecuentemente son proteinas situadas en la membrana o
superficie externa de las células, actian como detectores y "decodificadores" de la
sefial que porta el mensajero, transformandola en una sefial intracelular, denominada
también segundo mensajero. La funcién de estos receptores fue estudiada en primer
lugar en las células natural killer, aunque también controlan la respuesta adaptativa
mediada por otros linfocitos y regulan parte del equilibrio entre las sefiales
inhibidoras y activadoras de diferentes tipos celulares tales como macréfagos,
monocitos y células dendriticas que también expresan estos receptores (esquema 1 ).

Esquema 1. Receptores activadores expresados en células NK humanas
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Esquema 1. Algunos  receptores  especificos  para  moléculas  del - complejo  principal  de
histocompatibilidad (MHC) de clase 1. (tomado de Guma Uriel M. Andlisis del repertorio de
receptores de células NK en la infeccion por citomegalovirns humano. Universitat pompen fabra.
Barcelona, Diciembre 2005).
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Los segundos mensajeros, ya desde dentro de la célula, modifican la actividad,
localizaciéon o interacciones entre proteinas celulares y también regulan la expresion
génica (es decir, ordenan que se expresen o que se dejen de expresar determinados
genes), promoviendo una respuesta celular especifica e integrada **!,

Los sistemas "en cascada" (con etapas secuenciales de deteccién, transformacion,
amplificacion y diseminacion de la sefial) son un instrumento para el control de las
principales funciones celulares. Es importante recordar también que, para cumplir
sus objetivos, la activacion de estos sistemas debe ser transitoria, de forma que sélo
persista la sefal intracelular mientras lo haga el mensajero. Existen multiples y
complejos mecanismos que aseguran la terminacién adecuada del proceso de
sefializacion ™.

Muchas situaciones patoldgicas se derivan de un funcionamiento alterado (excesivo o
disminuido) de estos sistemas de comunicacion celular, y multiples farmacos actuan
modulando las cascadas de sefializaciéon a diferentes niveles 3. El cancer, la diabetes,
las enfermedades cardiovasculares, los procesos neurodegenerativos o inflamatorios
cursan con alteraciones en sistemas de sefializacion celular, ya sea por cambios en los
niveles de mensajeros, en el nimero o la funcionalidad de los receptores o de los
distintos componentes de las cascadas de transduccion 2,

2.10. Senalizacion en cascada ruta del ligando receptor y proteinas.

Las cinasas de proteinas son una familia grande de proteinas homologas que
comprenden dos subfamilias principales: las cinasas de setina/treonina y las de
tirosina. Estas cinasas funcionan como componentes en la transferencia de sefiales y
participan en diversos procesos bioldgicos, tales como control del crecimiento,
metabolismo, diferenciaciéon y apoptosis celulares.

Las cinasas en tirosina son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo fosfato
de la adenosina trifosfatada (ATP) a un residuo de tirosina en una proteina de
sustrato. Hsta transferencia activa a la cinasa y de esta manera se inicia la
transferencia de sefiales intracelulares™.

La activaciéon de los linfocitos T se produce tras el reconocimiento por parte del
TCR/CD3 de la molécula HLA y el péptido presentado por la misma junto con
otros procesos, como son la activacion de ciertas moléculas accesorias presentes en
su membrana. Este proceso de activaciéon se hace mas eficiente si los linfocitos
reciben el estimulo de ciertas citocinas mediante su unién a los receptores especificos
presentes también en la membrana de estos linfocitos™!.

Una vez activados los linfocitos T, éstos prioritariamente produciran citocinas o
factores citotoxicos, segun se trate de linfocitos T CD4" o CD8". De esta manera se
desarrollara la respuesta inmune.
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X Los linfocitos T CD4" colaborarin en la postetior activacién de otras células, tales X
S como NK, T CD8", linfocitos B o macréfagos. A su vez los linfocitos T CD8" tras S
z su activacion ejerceran su funcién citotoxica destruyendo células blanco. z
% %
s Hay proteinas receptoras como las proteinas tirosina quinasa que tienen actividad s
& o .. . . &
X catalitica, de manera que cuando se une un factor de crecimiento se dimerizan y se X
S autofosforilan, esto crean sitios de union para proteinas con dominio SH2; la funcion S
z de los dominios SH2 es interactuar con algunas proteinas que se encuentran z
S fosforiladas en residuos tirosina, asi su funcién esta regulada por procesos S
z fosforilacién-desfosforilacién de estos aminoacidos™ ™. Por este motivo, un z
S dominio SH2 puede interactuar con una fosfotirosina adyacente en la misma o en S
z otra molécula. Cuando es sobre la misma molécula contribuye al control de su propia z
S actividad enzimatica. En otras ocasiones, la enzima con el dominio SH2 interacciona S
z a través de dicho motivo con otras proteinas previamente fosforiladas en tirosina por z
S otra cinasa™, S
% %
z Hay enzimas contrarias que quitan grupos fosfato o desfosforilan a las proteinas z
S receptoras con residuos de tirosina, éstas se llaman proteinas tirosina fosfatasas, S
b L : : i86] K
X actividad de las enzimas de quitar grupos fosfato (fig. 6) . X
% %
% %
% %
S . . L (e . . S
X Figura 6. Diagrama genérico de las rutas mas significativas dependientes de X
& receptores con actividad quinasa de tirosina. <
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La estimulaciéon de los receptores tirosina quinasas generan auto fosforilacion
generando asf, sitios de unién a proteinas SH2, esta proteina con este dominio SH2
se llama GRb2 que también tiene un factor intercambiador de nucleétidos llamada
SOS, asi todo el complejo de esta proteina al asociarse al receptor activado por el
factor de crecimiento, hace que SOS se asocie a la membrana plasmatica e
interaccione con Ras (es una proteina con actividad parecida a las proteinas G, su
diferencia reside en que ella activa otra via de sefalizacién y ademas sus tamafo
constituye a la de una subunidad alfa) pequefia proteina de unién de GTP, Ras que
interactia con la proteina setina/treonina quinasa Raf, ésta a su vez fosforila a MEK
que tiene a su vez una doble especificidad en treonina y tirosina quinasa y MEK
fosforila a ERK ( factor de transcripciéon nuclear ) éste se transloca al nucleo y
fosforila a Elk-1. Elk-1 es otro factor de transcripcién nuclear, en el que desempefa
un importante funcién en la transcripcién de genes® *[Fig. 7, A) y B)].

Figura 7. Rutas de sefializacion en cascada de tirosina
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genes reguladares de proteinas sintesis de profeinas

Fig.7 se observa via de seializacion celular es la via de los segundos mensajeros, como son los
derivados de los fosfolipidos de membrana uno de los mds conocidos es el PIP2 (fosfatidil inositol 4,5
bifosfato) es un componente de la membrana plasmitica y se localiza en la cara interna de ésta.

La via de seiializacion intracelular derivada de segundos mensajeros comienza cuando una proteina
G activa a la fosfolipasa C (PLC) (activada su isoforma PLC-B por una proteina G y otra PL.C-
Y tiene dominios SHZ2 y por lo tanto se asocia a proteinas tirosina quinasa) ésta hidroliza a PIP2
en (DAG) diacilglicerol y en(IP3) inositol-1,4,5-trisfosfato. DAG activa proteinas serina treonina
pertenecientes a la familia de las proteinas quinasas C. Mientras que IP3 actiia mediante canales
idnicos del reservorio de calcio como es el (RE) reticulo endoplasmatico lo que libera el Ca2+, éste es
regulado por la calmodulina, armando un complejo entre los dos. La calmodulina/Ca2+ son
importantes porgue se necesitan para que se activen quinanas Call. Estas regulan la liberacion de
nenrotransmisores, también fosforila a CREB (factor de trascripcion nuclear) ™.

Por otro lado, PIP2 puede ser alterado por PI3 quinasa lo que lo convierte en PIP3,
éste tienen dianas como proteina serina/treonina quinasa denominada AKT, PIP3 se
une 2 AKT con dominio PH, también a PDKs se une a otro PIP3 entonces PDKs
fosforila a AKT.

Esta via de sefializacién intracelular de segundos mensajes es muy importante en

, . . s 89
muchos procesos neurolégicos, inmunes y endécrinos™.
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X 2.11. Sedalizacion intracelular por receptores con actividad de Cinasa de Tirosina (RTK'S). X
% %
< Todas las células eucariotas incluidos los linfocitos T, B y NK poseen mecanismos a <
> . . . . . <
X través de los cuales los estimulos externos son procesados y enviados al nicleo a través X
s de una serie de cambios bioquimicos que conocemos genéricamente como sefiales de s
& . L, ., . . . . &
X activacion intracelulares o de transduccion de sefiales. Estos mecanismos implican la X
< formacién de los denominados segundos mensajeros que son capaces de regular la <
z transcripcion especifica de un amplio nimero de genes, los cuales participan en los z
S procesos de crecimiento, division y diferenciacion celular™. S
> >
> . . >
X Estructuralmente los RTK’s difieren de manera considerable de los receptores X
< acoplados a proteinas G (GPCR’s). Los RTK’s son proteinas de membrana de 600 a <
< .. .. fs .. S
X 1100 aa, con un solo dominio transmembranal y dominios cataliticos con actividad X
< intrinseca de cinasa de tirosina. Los RTK’s son activados predominantemente por <
z factores de crecimiento como el EGF (factor de crecimiento epidérmico), el PDGF z
S (derivado de plaquetas) y el ILGF-1 (factor de crecimiento semejante a insulina tipo S
z 1), aunque algunos receptores a citocinas y hormonas son también RTK’s P!, z
S Figura 8. Mecanismo de activacion de los receptores con actividad de cinasa S
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Los residuos de tirosina fosforilados sirven como centros de activacion para proteinas con dominios

SH2 (4) o bien como sitios de union para proteinas adaptadoras (PA), que continsian la
~ 7. ., . , /89]

sefializacion hacia las moléculas blanco (MB)*.

Los dominios SH2 se unen no sélo a las fosfotirosinas sino también a ciertos
aminoacidos adyacentes a las mismas. Esta caracteristica le proporciona especificidad
a la activacion por fosfotirosinas de las proteinas de sefalizacion, ya que una proteina
con dominios SH2 sélo se activara si reconoce a la fosfotirosina con la secuencia
correcta de aminoacidos a ambos lados(Fig. 8).

Interesantemente, existe un mecanismo alterno por el cual pueden activarse proteinas
que carecen de dominios SH2. Este proceso requiere de pequefias proteinas
adaptadoras que poseen dominios SH2 asi como dominios de unién a otras proteina
de sefializacién, de manera tal que dichas proteinas adaptadoras se unen a las
fosfotirosinas del receptor y posteriormente se acoplan y activan a otras proteinas

(fig. 8) "\,

2.11.1. Ras y cascada de ERK.

Frecuentemente la activacion de RTK’s genera sefiales que inducen proliferaciéon y
diferenciacion celulares a través de las cinasas de proteina activadas por mitdégenos
(mitogenactivated protein kinases; MAPK’s), mas recientemente denominadas cinasas
reguladas por sefales extracelulares (extracellular signal-regulated kinases; ERK’s). El
intermediario que conecta a la cascada de sefializacién generada por la activacion de
un RTK con las ERK’s es la proteina Ras, que puede unir nucleétidos de guanina y
que posee también actividad de GTPasa.

Ras es una GTPasa pequefia (similar a la subunidad de la proteina G, pero con
actividad 100 veces menor), que es regulada por proteinas liberadoras de nucleétidos
de guanina (GNRP’s) y por proteinas estimuladoras de la actividad de GTPasa
(GAP’s). Las proteinas liberadoras de nucleétidos de guanina activan a Ras al
favorecer el intercambio de GDP por GTP, mientras que las proteinas estimuladoras
de la actividad de GTPasa finalizan la sefalizacién al aumentar la actividad de
GTPasa intrinseca a Ras y que hidroliza el GTP unido a GDP (figura 9) " Es
importante seflalar que tanto las proteinas liberadoras de nucleétidos de guanina
como las estimuladoras de la actividad de GTPasa son proteinas que se activan por
unién a fosfotirosinas presentes en RTK's activados. En el estado activo, Ras activa
a la cascada de las ERK’s al unirse y activar a Raf, una cinasa de setina/treonina que
a su vez fosforila y activa a la cinasa de ERK/MAPK (denominada MEK), enzima
que fosforila residuos de serina/treonina y de tirosina.
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La activaciéon de ERK’s requiere de su fosforilaciéon en un residuo de treonina y en
uno de tirosina, separados unicamente por un aminoacido. Esta funcién sélo puede
ser realizada por una enzima altamente especializada, por lo que se considera que
MEK es la enzima limitante en la activacion de ERKs, haciendo altamente especifico
este proceso. Finalmente la ERK fosforilada pasa del citoplasma al nucleo y regula
por fosforilacién a otras cinasas y a proteinas reguladoras de la transcripcion (figura
10) . Dado que MEK es la cinasa de ERK’s (0 MAPK’s), también se le identifica
como MAPKK (cinasa de MAPK’s). De manera analoga, como Raf es la cinasa de
MEK (o MAPKK), también se le denomina MAPKKK (cinasa de la cinasa de
MAPKs).

Figura 9. Activacion de la proteina Ras.
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Fig. 9. Muestra el mecanismo es similar a la activacion de la unidad a de una proteina G, con
intercambio de GDP por GTP, favorecido por proteinas liberadoras de nucledtidos de gnanina
(GNRP). La inactivacion se debe a la hidrilisis del GTP a GDP, debida a la actividad de
GTPasa intrinseca a Ras. Este iltimo proceso es acelerado por proteinas estimuladoras de la
actividad de GTPasa (GAP).

2.11.2. Transactivacién de RTK’s™.

En ausencia de ligandos para RTK’s, la activaciéon de receptores acoplados a
proteinas Gaq (GPCR’s-Gaq) induce la fosforilacion de la proteina Shc y la
formacion del complejo Shc-GRB2 ™ siendo ambas proteinas adaptadoras
involucradas en la activacion de la via Ras-Raf-MEK-ERK a través de su union a las
fosfotirosinas de un RTK activado (fig. 10 y 11 ), sugiriendo que el RTK habia sido

activado sin necesidad de interactuar con su ligando.

28

0 20 00K 20X XK 3K 30K 30 XX XK 0 50K XK 0 50K XK 0 50K XK 30 5 XK K 0 50K XK 0 50K XK 0 50K XK < 50 XK K 30 50K XK 0 50K XK 0 50K X < 50 XK 3 30 50K K 30 50K 3K 0 50 5K 3 5 XK < 30 50K K 0 50K 5K 0 50K 5K 3 50 X K 30 50K K 0 50K K 0 5ok K 0 .
0K 2K 2K XK 0 20 30 XX K 30 5K XK 0 50K XK 0 50K XK < 50 XK K 0 50K K 050K XK 0 50K XK < 30 X < 0 50K K 0 50K K 0 5K X 3 3 XK < 30 50K K 0 50K XK 0 50K XK 3 3 5K < 30 50K K 0 50K XK 30 50K 5K < 50 5K < 30 50K K 0 50K K 0 50K XK < 3

QSO PPN OO P OO Ot 00Ottt 050 00 000500 00500050000 3000050000000 00 00500000 e e



0 20 2K 20K 20K K 50X 50K 2K 30X 50K 20K 50X 30K 20K 0K 50X 50K 0K 50 50K 23K 5 50K 20K 50 50K 20K 0K 50X 50K 0 50X 50K 23K 3 50K 20K 30X 50K 20K 30 50X 50K 0K 50 50K 23K 30X 50K 2K 50X 50K 20K 30 50X 50X X< >

Figura 10. Activacion de las cinasas de proteina activadas (ERK’s).
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Fig. 10. 1) Una vez que un receptor con actividad de cinasa de tirosina (RTK) se ha dimerizado y
antofosforilado, las fosfotirosinas reclutan a GRB2, una proteina acopladora que posee dominios
SH2, los cuales sirven de sustrato para la uniin de secuencias ricas en prolina presentes en el
extremo carboxilo terminal de la proteina SOS, una proteina liberadora de nucledtidos de guanina.
La proteina SOS induce la activacion de la proteina Ras, al favorecer el cambio al estado activo,
unida a GTP. 2) La proteina Ras-GTP se une y activa a la proteina Raf, una cinasa de
serina/ treonina. A su veg la proteina Raf fosforila y activa a MEK, una cinasa de serina/ treonina
y tirosina, la cual fosforila y activa a diferentes subtipos de ERK’s, que se traslocan al niicleo celular
donde fosforilan factores de transcripcion que modifican la expresion de genes™.

Una vez que el RTK ha sido estimulado por transactivacion, la sefializacién parece
ser idéntica a la generada por la unién del ligando correspondiente. El receptor
activado une proteinas con dominios SH2 como Shc, GRB2, Gabl y Src. En
particular Shc y GRB2 participan en la activacion de la proteina SOS (una GNRP,
proteina liberadora de nucleétidos de guanina) que induce la activaciéon de Ras e
inicia la cascada Ras, Raf, MEK, ERK " (fig. 10), mientras que Gab1 puede activar
la 3-cinasa de fosfatidil-inositol (P13-K), que a su vez activa a Ras por un mecanismo
atin no descrito """, Por otra parte, Src es una cinasa de tirosina que se activa al
unirse a las fosfotirosinas de RTK’s y que induce la transcripcion de genes.

Evidencias mas recientes muestran que la internalizacion de los RTK’s puede,
ademds de atenuar la sefial, desencadenar y modular otras cascadas de
sefializacion™ ™. Dado que algunos receptores requicren internalizarse para activar
eficazmente a las ERK’s, se sugirié que la endocitosis de los receptores acoplados a
proteinas G podria ser necesaria para la transactivaciéon de RTKs.
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2.12. SOS.

SOS es una proteina transmembrana adaptadora cuya funcion, una vez fosforilada, es
organizar complejos multimoleculares en determinados subdominios lipidicos de la
membrana plasmatica. Estos complejos contienen proteinas claves en la sefializacion
al interior de la célula como son el GRB2 (growth factor binding protein), SLP-76, la
PI3K y Vav-1 """,

2.13. GAP-RAS.

La familia de los proto-oncogenes Ras comprende al menos tres genes que codifican
otras tantas proteinas denominadas Ha’, Ki' y N-Ras, que juegan un papel critico en
el control de la proliferacién celular ',

Las tirosinas cinasas activadas por la ocupaciéon del TCR no solamente inducen la
hidrélisis de fosfolipidos, sino que también activan vias de sefializacion a través de
Ras y mediadas por Lat. Este adaptador fosforilado por ZAP-70 se une a otro
adaptador intermediatio (Grb-2) que contiene dominios SH2 y SH3!"". Este ultimo
se une a proteinas especificas fosforiladas en tirosina a través de su dominio SH2 y a
una protefna de intercambio de nucleétidos de guanina (Sos) mediante su dominio

SH3.

La accién mediada por Ras, hace que Raf se active y actie como una cinasa de
MAPK (MAPKK) que a su vez activa y fosforila una o mas MAPKs, incluyendo a
ERK-1 y ERK-2, las cuales tras dicha activacion migran al ntcleo donde regulan por
fosforilacion a determinados factores de transcripcion involucrados en la
proliferacién y diferenciacion celular.

La inactivacién de Ras (Ras-GTP) se debe a la accién de la proteina p120°** o proteina
activadora de GTPasa que es la responsable de hidrolizar el GTP unido a Ras y
convertitlo en GDP (Ras-GDP) por lo que se la puede considerar como un regulador
negativo de Ras.

Esta cascada de sefalizacion termina con la fosforilacion de determinados factores de
transcripciéon que participan en la activacion y funcionalidad de los linfocitos T "7,

2.14. Fosfatidilinositol-3° Cinasa (PI3K).

Ademas de la PLCgamma,, otras enzimas presentes en las células T que participa en
el metabolismo de fosfolipidos son las denominadas fosfatidilinositol-3" cinasas
(PI3Ks), que fosforilan el PIP, generando cuatro especies de inositoles especificos
que son; 1) el fosfatidilinositol 3-fosfato; ii) el fosfatidilinositol 3,4-bifosfato; iii) el
fosfatidilinositol 3,5-bifosfato y iv) el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato!" "%,

PI3K p110 delta tiene una isoforma con una subunidad catalitica delta, es miembro
de la familia kinasa de PI3/PI4 conteniendo un dominio B-Zip. Estos 110 kDa
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autofosforilan pero no fosforila p85 igual. PI3K p110 delta exhibe un sustrato
fosfolipidico especificamente que es requerido por el movimiento direccional de los
neutréfilos y es envuelto por el complejo de sefalizacion de receptores de células B
y T.

Esta isoforma interactia con SH2/SH3 y contiene un dominio p85como adaptador
de proteinas y GTP-unido a Ras consiste en las dos subunidades catalitico para p110
y regulatorio para p85 y éstas son activadas por 11.-3, IT.-4""",

2.15. Proteina activada por las MAP- Cinasas.

En los dltimos afios se ha identificado y caracterizado parcialmente un sistema de
transmision de sefiales crucial no solo para la activaciéon de células T sino también
para todas las células eucariotas. Este sistema de traduccion de sefiales esta regulado
por las MAPKs (mitogen activated protein kinases) que de alguna manera actian
como puente entre tirosinas cinasas proximas a la membrana con otras cinasas que
fosforilan en aminoacidos serina/treonina una serie de factores de transctipcion
regulando asi su actividad transactivadora.

Estas MAPKs engloban a una familia de serina/treonina cinasas, que son activadas
cuando a su vez se fosforilan en serina/treonina o tirosina. Al menos tres subfamilias
de MAPKSs han sido bien identificadas, i) las ERK1 y 2 (Extracellular Regulated
Kinases), 2) la subfamilia de c-Jun cinasas, J]NK1, JNK2 y JNK3 (también llamadas
SAPK), y 3) la subfamilia p38 (p38, p38b, p38g, y p38d)"*.

Las ERKSs activadas migran al nucleo donde regulan la transcripcion de c-fos, que
forma dimeros con c-jun para formar el complejo AP-1, que es fosforilado por las
JNK en la subunidad c-jun, regulando su actividad transcripcional 'l

Las MAPKSs son reguladas a su vez por otras cinasas denominadas MAPKK, y éstas
a su vez por otro grupo de cinasas que por inercia han sido llamadas MAPKKK (por
ejemplo Raf).

Estas ultimas actuarfan como integradores de las sefiales inducidas por la ocupacion
de receptores de activacion (por ejemplo el TCR), fosforilando a las MAPKK, y éstas

. . . . . 106
a su vez fosforilando a las MAPKs en residuos treonina y tirosina'"’,

2.16. GRB2.

Growth Factor Binding (GRB2). Es una proteina cuya secuencia de aminoacidos es
altamente conservada en la mayoria de las especies, tiene una subunidad SH2 y dos
subunidades SH3 ""(Fig. 12).

La estructura genética de GRB2 consiste en cinco exones que van desde 78 a 186 bp
y cuatro intrones de aproximadamente 1 a aproximadamente 7kb!""",
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Figura 12. Proteina GRB2

e
L
o
-
o
[m]
-
WA
o
b
o
[m]

Fig.12 Representacion esquenmitica del dominio estructural de GRB2, que consiste en un simple Sre
homologia 2 (SH2) dominio (residuos 59 - 152) rodeado por dos dominios SH3 (residnos de amino

terminal 3 - 54; carboxy-terminal: residuos 160-212)"7.

GRB?2 actiia como un activador o pivote de control en el ciclo celular y motilidad de
rutas, es convertido en una sefial oncogénica en una diversa variedad de tumores
humanos. Por ejemplo, GRB2 directamente interactia con SOS-1 y la porcién de
Ber de la proteina fusionada Ber-Abl, una oncoproteina tirosina quinasa se sabe que
ha sido implicada en la patogénesis del cromosoma Philadelphia que es positivo para
leucemias, también interviene en otro tipo de canceres como son de mama y
prostatal'”’,

2.17. SOS, Interaccidn con Ras.

Ras cumple con una funcién muy parecida a una proteina G, esto es porque se asocia
con la membrana celular y contiene un C- terminal, el activador de Ras es una
proteina conocida como SOS, se llama asi porque su descubrimiento fue durante
estudios de sefalizacion en el desarrollo de los componentes del ojo de
Drosophila"”. SOS es citoplasmatico, pero es reclutado en la membrana cuando los
receptores son activados por la accion de SH2 que contiene la proteina GRB2

19 Fig. 13).
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Figura 13. Complejo

Gtb2/Sos/Ras

Figura 13. Representacion esquemtica del complejo Grb2/Sos/Ras, se muestran los dominios
SH?2 y la ruta de activacion hacia Ras a partir de la union del ligando y el receptor, Sos se
encuentra en posicion transmembranal 108]

El activador de Ras, llamado Sos tiene dominios estructurales (ver Fig. 14).

Figura 14. Dominios estructurales de Sos.

Fig.14. En el esquema se puede observar los puntos de dominio para Grb2 y para Ras "

2.18. VAV

VAV es un oncogén regulador de la transcripcion de células hematopoyéticas e
involucrado en el desarrollo de carcinomas humanos.

La clonacién y el analisis de la secuencia de aminoacidos del proto-oncogén Vav ha
revelado que se trata de una proteina con una estructura modular con muchas
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caracteristicas asociadas a factores de transcripciéon que contiene al menos nueve
.o . . . , 110
dominios proteicos que le permiten formar complejos con otras proteinas!''”.

La proteina Vav participa en la regulaciéon de: liberaciéon de calcio, activacion de
proteinas G pequenas de la familia Rho asociadas al movimiento celular, activacion
de vias de sefalizacion intracelulares dependientes de la cinasa PI3K, sefializacion
mitogénica mediada por la proteina adaptadora Grb2, sefalizacién en células
hematopoyéticas mediada por las cinasas ZAP70 y Syk""”.

Hoy en dia se conocen tres genes relacionados: dos proto-oncogenes: Vavl, Vav2 y
el oncogén Vav, derivado de Vavl, cuyas mutaciones eliminan los primeros 66
residuos de aminoacidos, perdiéndose asi el primer dominio proteico que
normalmente modula negativamente al dominio GEF (Guanine Nucelotide
Exchange Factor)!"'"l,

Mientras que Vav se expresa normalmente en linajes hematopoyéticos, su forma
oncogénica no se asocia a leucemias pero si a neuroblastomas y recientemente a
cancer de pancreas''"'"?. Si bien posee caracterfsticas estructurales semejantes a
factores de transcripcion, la funciéon mejor comprendida se relaciona al médulo que
actia como factor de intercambio de nucle6tidos de guanina de proteinas G de la
familia Rho y promueve la expresion de proteinas de matriz ésea como la
osteopontina en forma dependiente del factor de transcripcién de células T!2,
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3. JUSTIFICACION

Esencialmente, la expresibn de MICB es reconocida en la
superficie celular como consecuencia del estrés fisioldgico
provocado por infeccién, transformacién tumoral, dafio a nivel de
DNA e inflamacién. Adicionalmente, se ha demostrado Ia
participaciéon de estas proteinas en el escape inmunoldgico
tumoral debido a la secrecién de formas solubles de MICA/MICB
por parte de las células tumorales que se unen a los receptores
presentes en células NK y linfocitos T citotéxicos inhibiendo de
esta manera su reconocimiento posterior por las células efectoras
y, provocando que las células tumorales no sean detectadas y
eliminadas.

Resultados generados en nuestro grupo de trabajo nos han
permitido demostrar que MICA/MICB son secretadas en forma
soluble al medio de cultivo de células derivadas de cancer de
cérvix y en lineas de células leucémicas humanas. Mas
interesante ha sido comprobar que estas proteinas tienen un
efecto proliferador sobre las células tumorales empleadas en
nuestro sistema. Por consiguiente, en este proyecto nuestro
interés se centra en conocer si este mecanismo autdcrino
proliferativo de MICB que estd mediado por la presencia del
receptor NKG2D en las células tumorales leucémicas, tiene efecto
sobre los mecanismos de sefalizacién intracelular que se activan
en estas células versus lo observado en células NKy T .

Consideramos que al completarse estos estudios nos estan
sugiriendo otra funcién no reportada en la biologia de las
proteinas MICB asi como de su receptor, que en la actualidad es
reconocido exclusivo de células del sistema inmune NK vy
linfocitos T, lo que representa una contribucién muy importante
de este proyecto que tiene la finalidad de investigar de manera
particular a los receptores con funcidén de tirosina cinasa que
juegan un papel importante en la integracién e interpretaciéon de
estimulo de la unién NKG2DR y MICB, en las lineas celulares de
LMA lo que permite a las células acoplar las sefales externas con
vias de sefalizacién internas en las que se supone intevienen
proteinas tales como PI3K, GRB2 y SOS.

Alteraciones en la expresién y activacién de receptores tirosina
cinasa, asi como sus ligandos y moléculas de sefalizacion
intracelular juegan un rol fundamental en el desarrollo de cancer.
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4, HIPOTESIS

% Si el mecanismo autdcrino proliferativo en MICB estd mediado por la
presencia del receptor NKG2D en las células tumorales THP-1 y U937
entonces debe haber un efecto intracelular mediante receptores de tirosina en
las que se supone intevienen proteinas tales como PI3k, Vav, GRB2 y SOS.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

Conocer si el mecanismo autécrino proliferativo de MICB
tiene efecto sobre los mecanismos de sefalizacién
intracelular que se activan en células leucémicas.

5.2. Objetivos particulares.

Analizar el patron de fosforilacién en tirosina en las lineas
leucémicas humanas U-937 y THP-1 durante Ila
proliferacién inducida por la proteina MICB a diferentes
tiempos de estimulo.

Analizar la participacién de las proteinas adaptadoras SOS,
GRB2 y de la cinasa PIK3 durante la proliferacién inducida
por la proteina MICB a diferentes tiempos de estimulo en
las lineas leucémicas humanas U-937 y THP-1.

6. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: Experimental.

Poblacion objetivo: células tumorales leucémicas THP-1 vy

uo937y.






__7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Método completo.
Lineas celulares

El material biolégico consiste en lineas celulares de LMA como
son THP-1 Y U937 establecidas en el Laboratorio de Oncologia L9
de UMIEZ planta baja de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM.

Cultivo celular

Las lineas celulares leucémicas THP-1 y U937, se cultivaron en un
medio liquido RPMI 1640 (Microlab, México), con rojo fenol
adicionado con un antibiético (Penicilina-estreptomicina-
anfotericina B de 5x10° unidades), complementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB, Gibco BRL, USA) v/v inactivo. La botella
de SFB congelada, se colocé en un bafio a temperatura ambiente
para que sea descongelado, posteriormente se pasa a un bano
de agua a 56°C durante 30min., con el propdsito de eliminar
algunas proteinas de bajo peso molecular, como proteinas del
complemento, asi como inactivar otras para mayor eficiencia en
la nutricién celular.

Posteriormente se separd en alicuotas de 50ml para mejor
manipulacién, conservdndose, se en refrigeracién a 4°C. Las
células se mantuvieron en incubadora (Sanyo, USA) a una
atmésfera de 5% CO;, una temperatura de 372C y un ambiente
saturado de humedad, posteriormente se centrifugaron las
células a 1,500g por 5min. Se retird el sobrenadante y se agregd
un volumen de 2000uL de RPMI y se contaron con una camara de
Neubauer (American Optical, USA) con la ayuda de un
microscopio.

Lisado de células y obtencion protéica

Después de haber sido estimuladas con la proteina MICB, las
células se lisaron en 1ml de buffer de lisis, se colocé la solucién
en tubos Eppendorf y se incubaron por 15 min en hielo. Una vez
pasado este tiempo las células se centrifugaron por 15 min a
4°C. El sobrenadante resultante fue el lisado celular.



Se agregaron en la proporcion 2:1 volimenes de acetona, para
precipitar y lavar la pastilla que contenia el precipitado proteico,
dejandose reposar previamente durante toda la noche a -20°C.
Se agregaron 20 microlitros de buffer de Laemmli (1x), ademas
de 2.5 microlitros de DTT (Sigma) a cada tubo, se hirvieron por 5
min y se guardaron a -20°C.

Electrophoresis (SDS-Page) y Western-Blot

La electroforesis SDS-PAGE se realizaron de acuerdo al método
de Laemmli, utilizando geles de poliacrilamida al 10% para la
separacidon de proteinas. La electroforesis se realizd con un
voltaje constante de 85V para el gel concentrador y 120V para el
gel separador por 2 horas en una camara vertical (ATTO).

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE se
transfirieron a membrana de nitrocelulosa en una cdmara de
transferencia semiseca. La membrana de nitrocelulosa con las
proteinas inmovilizadas se bloquearon con albUmina bovina al
3% (p/v) en buffer TBS durante toda la noche a 4°C.

Todas las membranas fueron incubadas con el anticuerpo anti-
fosfotirosina conjugado con peroxidasa durante 1.5 horas. Una
vez transcurrido el tiempo de la incubacién las membranas se
lavaron 5 veces con TBS-Tween por 5 min. ¢/u y se revelaron
utilizando quimioluminiscencia (Pierce, USA).

Elucion de anticuerpos

Esta técnica se utilizd para probar anticuerpos diferentes sobre
una misma membrana, en este caso se utilizaron para
determinar la identidad de las proteinas fosforiladas en tirosina.

Se incubaron las membranas con la solucién de elucién (0.5M
glicina, 2% SDS, pH 2.5) durante 1 hora a 70-80°C. Se lavd y se
bloqued toda la noche con BSA 3% en TBS.

Posteriormente, fue posible probar por separado otros
anticuerpos sobre la misma membrana. Los anticuerpos
probados fueron, anti-PI3K, anti-Vav y GRB2, se incubaron por 2
horas, después se incubaron con un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa por 1 hora. El revelado se realizé por
quimioluminiscencia.






7.2. Diagrama de flujo
Inumodeteccion proteica.

En el siguiente diagrama de flujo se integra de manera general el procedimiento realizado
para las sefiales de proteinas, de manera detallada se ha explicado en el apartado anterior,
para los reactivos y preparaciones de soluciones ver al final de este trabajo.
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8. RESULTADOS

Patrén de fosforilacién en U-937 y THP1 al estimular con MICB

Para determinar los eventos bioquimicos que se disparan al estimular las
lineas leucémicas U937 y THP-1 en presencia de MICB se estimularon
previamente los cultivos celulares a diferentes intervalos de tiempo. En
las imagenes 1 y 2 se muestran los resultados obtenidos y se observa
gue hay un patrén de fosforilacion de proteinas de diferente peso
molecular.

Imagen 1. Fosforilaciéon en Tirosina pY en U937.
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En la imagen 1, se muestra un gel de poliacrilamida SDS, con
fosforilacion en tirosina (Py20 conjugado) en lisado total de la linea
celular U937 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB, obsérvese
mayor fosforilacion en proteinas de bajo peso molecular y una mayor
fosforilacion en el minuto cinco y diez en proteinas de 64 a 181.88 kDa.
Se utilizaron 5x10° células /lisado.



Imagen 2. Fosforilacién en Tirosina pY en THP-1
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Imagen 2. Se muestra un gel de poliacrilamida SDS page, con
fosforilacion en tirosina (Py20 conjugado) en lisado total de la linea
celular THP-1 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB, obsérvese
mayor fosforilacion en proteinas de bajo peso molecular, también hay
una mayor fosforilacion en el minuto diez de proteinas de 48 a 90kD
aprox. Se utilizaron 5x10° células /lisado.



Deteccién de la proteina PI3K en U937 v THP-1

Se ha encontrado que en células NK al reconocer MICB a través del
receptor NKG2D una de las proteinas de sefalizacién que se detecta es
PI3K. Con la finalidad de conocer si esta proteina esta presente en la
lineas leucémicas U937 y THP-1, se realizé su deteccidén. Se encontré la
sefal de la subunidad de 85 kDa. Imagen 3y 4.

Imagen 3. U937.
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Imagen 3. Se muestra un gel de poliacrilamida SDS page, lisado total de
la linea celular U937 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB,
obsérvese mayor sefal de PI3K en tiempo 10°. Los anticuerpos
utilizados con una dilucion para el anticuerpo primario de 1:1000 y
1:6000 para el anticuerpo secundario. Se utilizaron 5x10° células /lisado.
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Imagen4. THP-1
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Imagen 4. Se muestra un gel de poliacrilamida SDS page, lisado total de
la linea celular THP-1 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB,
obsérvese mayor sefal de PI3K en tiempo 10°. Los anticuerpos
utilizados con una dilucion para el anticuerpo primario de 1:1000 y
1:6000 para el anticuerpo secundario. Se utilizaron 5x10° células /lisado.



Deteccién de GRB2 en U937 y THP-1.

La proteina Grb2 presenta tres subunidades dependientes de prolina,
éstas son: 2 de SH3 y 1 de SH2, que como se ha encontrado se unen a la
proteina SOS y la proteina adaptadora DAP10, por ello se realizé la
deteccién de sefal de esta proteina en estas lineas leucémicas.
Encontrandose los siguientes resultados (imagen 5 y 6).

Imagen 5. U937
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Imagen 5. Se muestra un gel de poliacrilamida SDS page, lisado total de
la linea celular U937 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB,
obsérvese mayor sefial de GRB2en tiempo 10°. Los anticuerpos
utilizados con una dilucion para el anticuerpo primario de 1:1000 y
1:6000 para el anticuerpo secundario. Se utilizaron 5x10° células /lisado.

Imagen 6. THP1
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Imagen 6 Se muestra un gel de poliacrilamida SDS page, lisado total de
la linea celular THP-1 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB,
obsérvese mayor sefial de GRB2 en tiempo 10°, sin embargo la senal
prevalece dando una senal relativamente fuerte hasta las 24 hrs. Los
anticuerpos utilizados con una dilucion para el anticuerpo primario de
1:1000 y 1:6000 para el anticuerpo secundario. Se utilizaron 5x10°
células /lisado.



Deteccién de SOS en U937 v THP-1.

La proteina SOS presenta la unidades de intercambio con Ras, se ha
encontrado que esta molécula adaptadora también presenta una
estructura dependiente de prolina PxxP para la subunidad de unién con
GRB2, es por ello que se realizé la deteccion de sefal de esta molécula
adaptadora en estas lineas leucémicas. Encontrandose los siguientes
resultados (imagen 7 y 8).

Imagen 7. U937.

MPM 0 1° 5 100 30° 60" 120°24hrs

170 kDaF . — F\SOS

Imagen 7. Se muestra un gel de poliacrilamida SDS page, lisado total de
la linea celular U937 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB,
obsérvese mayor senal de SOS en tiempos 57,10 y 30°. Los anticuerpos
utilizados con una dilucion para el anticuerpo primario de 1:1000 y
1:6000 para el anticuerpo secundario. Se utilizaron 5x10° células /lisado.

Imagen 8. THP-1
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Imagen 8. Se muestra un gel de poliacrilamida SDS page, lisado total de
la linea celular THP-1 a diferentes tiempos de estimulacion con MICB,
obsérvese mayor senal de SOS en tiempos 57,10 y 30°. Los
anticuerpos utilizados con una dilucion para el anticuerpo primario de
1:1000 y 1:6000 para el anticuerpo secundario. Se utilizaron 5x10
¢células/lisado.






9. ANALISIS DE RESULTADOS

Para determinar los eventos bioquimicos que se disparan al estimular
las lineas leucémicas U-937 y THP-1 en presencia de MICB se
estimularon previamente los cultivos celulares con dicha proteina,
después se llevd a la lisis total para seguir con la separacién de
proteinas por diferencias de tamafio mediante SDS page. Cabe sefalar
gue los estudios previos han mostrado que en células efectoras
portadoras del receptor NKG2D los eventos bioquimicos que se
desencadenan al unirse a MICB son los que pueden observarse en el
mapa A que se presenta a continuacién. De manera normal, cuando los
receptores NKG2D se unen al ligando MICB se llevan a cabo algunas
interacciones como las que pueden observarse en el Mapa A.

Mapa A. Senalizacion en las células NK.
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Mapa A. Representacion esquemadtica de las principales vias de transduccion
de senales de los receptores activadores acoplados a DAP10 en células NK.
(tomado y modificado de Universitat Pompeu Facultat de Biologia,



Departament de Ciencies, Andlisis del Repertorio de Receptores de Células
NK en la Infeccion por Citomegalovirus Humano, Tesis Doctoral, Guma U.M.,
Barcelona, Diciembre 2005 ISBN: 978-84-690-3515-3).

Los efectos de esta interaccidn estan claramente estudiados en las
células efectoras que portan el receptor activador NKG2D
principalmente los linfocitos T citotéxicos y células NK. Sin embargo, la
interaccién de los ligandos MICA/MICB y NKG2D en células tumorales
aln no ha sido investigada.

La interaccién entre los ligandos MICA/MICB y el receptor NKG2D
provoca que se estimule la lisis celular en estado de estrés celular a
consecuencia de infecciones o desarrollo tumoral.

Resultados de nuestro grupo de investigacidbn han demostrado que
células de cancer de cérvix y de LMA presentan el receptor NKG2D en su
superficie. Este dato es completamente nuevo y evidencia un
mecanismo que utilizan las células tumorales para evadir la vigilancia
inmunolégica y consecuentemente su eliminacidn posterior. En este
trabajo nosotros reportamos algunos eventos bioquimicos que se
suceden al interior de las células leucémicas al tener interaccién el
ligando MICA/B con el receptor NKG2D (Mapa B).

En las imagenes 1 y 2 se llevé a cabo la estimulacién de células
leucémicas U937 y THP-1 con MICB a diferentes tiempos, los resultados
nos muestra un patrén de fosforilacién interesante. Se observa una
sefal mas evidente al minuto 10 de estimulo y se puede decir que las
proteinas que se fosforilan son de bajo peso molecular preferentemente
gue van de los 6 a los 30 kDa y a su vez también se observan proteinas
fosforiladas que van desde los 60 hasta los 100 kDa para ambas lineas
leucémicas, como puede observarse en las imagenes 1 y 2
respectivamente.

Estos resultados nos permiten analizar las proteinas que podrian estar
participando en el efecto proliferador inducido por las proteinas de
estrés celular MICB, como puede verse en las imagenes 1 y 2 de
resultados, se fosforilan muchas proteinas que a su vez participan en
algunas vias de sefalizacion dependientes de tirosina (como puede
verse en la Figura 7) , cuando se une el ligando-receptor induce el
cambio conformacional de la proteina receptora (Fig. 9 y 10),
permitiendo formar un complejo con proteinas quinasas no receptoras,
éstas se asocian y hacen gue se dimerizen y permite la auto fosforilacion
(que actlda en los residuos de aminoacidos de tirosina), con la posterior
creacidon de sitios de uniéon a proteinas con dominio SH2. Este tipo de
receptores son importantes en la respuesta inmunolégica.



http://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina
http://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido

En las imagenes 3 y 4 es posible observar mayor sefal de PI3K en
tiempo 10 del lisado total de las lineas celulares U937 y THP-1 a
diferentes tiempos de estimulacion con MICB. PI3K pl110 delta tiene una
isoforma con una subunidad catalitica delta, es miembro de la familia
guinasa de PI3/Pl4, su isoforma interactia con SH2/SH3 y contiene un
dominio p85 como adaptador de proteinas y GTP-unido a Ras consiste
en las dos subunidades catalitico para pl110 y regulatorio para p85 (fig.6
y 7). En las imagenes 5 y 6 se muestra la seflal de GRB2 en todos los
tiempos de las lineas celulares U937 y THP-1 con un incremento
ascendente en el orden de 17, 57, 10",con una disminucién a 307, 607,
con un ascenso en 1207, y disminucién a las 24 y 48 horas de
estimulacién con MICB.

GRB2 que tiene dos dominios SH3 y una SH2 actlia como un activador o
pivote de control en el ciclo celular y motilidad de rutas, es convertido
en una sefal oncogénica en una diversa variedad de tumores humanos.
GRB2 directamente interactla con SOS (Ver Fig. 10,13 y Mapas A, B).

En la imagen 7 y 8 se muestra la sefial de SOS en las lineas celulares
THP-1 y U937, donde se observa un incremento en los tiempos 57, 107, y
30" de estimulaciéon con MICB, desapareciendo en el minuto 120. Los
dominios de unién de SOS son Grb2 y Ras, con el primero se une a su
dominio SH2.

Se ha identificado y caracterizado parcialmente un sistema de
transmisiéon de sefales crucial para la activacién de células de las lineas
celulares THP-1 y U937 al existir la unién del receptor NKG2D con MICB.
Este sistema de traduccién de sefales esta regulado por las MAPKs que
de alguna manera actian como puente entre tirosinas cinasas préximas
a la membrana con otras cinasas que fosforilan en aminoacidos
serina/treonina una serie de factores de transcripcién regulando asi su
actividad transcripcional.

Estas MAPKs son activadas cuando a su vez se fosforilan en tirosina. Las
ERKs activadas migran al ndcleo donde regulan la actividad
transcripcional.

Mediante los resultados obtenidos es posible realizar una comparacién
con las vias de sefalizacion encontradas previamente en la literatura.
(Ver los mapas: via de sefalizacion conocida mapa A y via de
sefalizaciéon propuesta para este trabajo mapa B). Considerando los
resultados arrojados y en base a la literatura citada, presentamos el
siguiente mapa de sefalizacion, que muestra las interacciones
intracelulares que se pueden estar llevando a cabo de manera
intracelular en las lineas celulares leucémicas con las que se trabajé en



esta investigacion, cuando se estimulé la proliferacion de MICB a
diferentes tiempos.

Mapa B. Senalizacidon en las células tumorales.
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Mapa B. Representacion esquematica de las principales vias de
transduccion de sefiales tras la estimulacion de los receptores
activadores NKG2D con MICB. [Obsérvese la semejanza existente (Mapa



B) con las vias de senalizacion conocidas en la interaccion MICB/NKG2D
en células normales NK(Mapa A)].

Se ha sugerido que la proteina MICB es un biomarcador que indica la
patogénesis del cancer , Si hablamos particularmente, en las Leucemias
Humanas podemos decir que trabajos de nuestro grupo de investigacién
han arrojado que se presenta una expresion aumentada tanto de los
receptores NKG2D como de los ligandos MICB correspondientes en las
lineas celulares THP-1 y U937, lo que daria lugar a una fuerte
estimulacién autdcrina, para corroborar lo anterior fue necesario conocer
el patrén de fosforilacidon total intracelular dependiente de tirosina y
algunas proteinas adaptadoras como GRB2 y SOS, asi como de la cinasa
PI3K, lo cual resulta de gran importancia puesto que esta via de
sefalizacién no habia sido estudiada anteriormente, por lo que resulta
una muy importante contribucion para el conocimiento de las
interacciones entre NKG2D/MICB. Eventos producidos después de la
intervencion de SOS no son parte de nuestros objetivos para este
trabajo, por lo que resulta Unicamente su mencién en los mapas
presentados para tener una mejor explicacién.

Los mecanismos por los que MICB induce la proliferaciéon celular,
suponemos que incluyen: evasién de linfocito T y células NK,
estimulacion de la motilidad, adhesion celulares y proliferacion, puesto
gue la via de sefializacidon propuesta ademas de estudios precedentes
sugieren una cascada de sefalizacién similar a la de las Map kinasas
teniendo una transactivacion de RTK’s, promoviendo asi un efecto en la
traduccién de sefiales mencionadas.

Es importante senalar que la fosforilacibn en tirosina mostré la
participacién de muchas proteinas intracelulares dependientes de
residuos de tirosina, los que nos indica que existen otras vias de
sefalizaciéon no descubiertas cuando se lleva a cabo la interaccion de
MICB/NKG2D, al encontrar la existencia de proteinas como PI3K, GRB2 y
SOS mediante sus sefales fue posible inducir una via muy parecida a la
existente normalmente para las células NK , pero no encontrada
anteriormente en células tumorales, he ahi la relevancia de este trabajo.
La investigacidon de dichos mecanismos tienen aun un amplio campo de
desarrollo, por lo que se espera que en tiempo préximo sea posible
conocer la participacién de mas proteinas intracelulares, conocer sus
vias de sefalizacién y asi poder buscar alternativas de inhibicién para
impedir la proliferaciéon celular tumoral, esto podria representar un gran
avance en el estudio de los mecanismos de proliferacién del cancer.






10. CONCLUSIONES

» El estimulo de MICB en las lineas U937 y THP-1
desencadena miiltiples senales de fosforilacion en tirosina
de proteinas con bajo y alto peso molecular
preferentemente.

= En los eventos intracelulares se detecto la presencia de
PI3K, GRB2 y SOS, mediante sus respectivos anticuerpos-
antiproteina.

= Las senales proteicas obtenidas ocurrieron en tiempos
muy cortos de estimulacidn.

= Se presenta la primera evidencia en lineas celulares
leucémicas de la presencia de las proteinas PI3K, GRB2 y
SOS, por lo que trabajos posteriores podrian completar el
estudio de senalizacion para encontrar mejores
biomarcadores y dianas especificas para un mejor
diagnostico y tratamiento del cancer.



11. PERSPECTIVAS.

El avance en la terapéutica del cancer actual es infinitamente superior al
de hace sélo unas pocas décadas, pero aun es preciso la realizacion de
multiples ensayos clinicos y la blsqueda de nuevas dianas cada vez mas
especificas de la célula tumoral para conseguir incrementar el beneficio
del paciente oncoldgico tanto en supervivencia como en calidad de vida.

Se ha avanzado mucho en el tratamiento y diagnostico de la LMA, sin
embargo la investigacion de las proteinas MIC han mostrado una gran
relevancia en la participacién de los mecanismos de evasién de muerte
celular y proliferacién de estas células tumorales. Consideramos que
estos estudios nos estan sugiriendo otra funcién no reportada en la
biologia de las proteinas MICB asi como de las vias de sefalizacién, lo
gue representa una contribucién muy importante en este proyecto. El
presente trabajo permitira proponer otra estrategia tumoral de escape
inmunolégico ya que no Unicamente estas proteinas estarian
participando en la inhibiciéon del tumor via la secrecién de las formas
solubles de MICB sino adicionalmente tendrian un efecto mitogénico
sobre las mismas células tumorales.

Estudios posteriores relacionados con MICA/B podrian representar una
alternativa para el tratamiento de algunos tipos de cancer.



12. APENDICE

12.1. Preparacion de soluciones

Gel Separador

Acrilamida 10% .....ccooeiviiiiiiiiie, 3.33 ml
TASPH 8.8 o, 1.25 ml
SDS 10% .ovvvvieiiieiii e 0.1 mi
Persulfato de amonio 1.5% ............. 0.5 ml
Agua destilada .........cooeviiiiiiinnn, 4.8 mi
TEMED ..o, 0.015 ml

Mezclar los ingredientes en el orden anterior a excepcion del TEMED,
gue se debera colocar antes de que se vacie en las placas y dejar que
polimerice.

Gel concentrador

Acrilamida ....ocoviiiiiii 1.25 ml
Tris pPH 6.8 oo, 2.5 ml
SDS s 0.1 ml
Persulfato de amonio ...................... 0.5 ml
Agua destilada ........ccooiviiiiiiin, 5.6 ml
TEMED oo 0.015 ml

Mezclar los ingredientes en el orden anterior a excepcion del TEMED,
gque 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 HCI
concentrado y aforar a 100 ml.



Tris pH 6.8

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

Buffer de transferencia (ll)

TAS e 9.1g
Glicina ....oovviiiiiiininns 42.2 g
SDS 15¢g

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

Buffer (1) 5X

Glicina ...coovviiiiiien, 72 ¢
TrS o 15¢
SDS 5¢g

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

Buffer de Elucidn
Glicina ....cocoviviiiiiiian, 3.75¢g
SDS 25¢g

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

Buffer de Muestra (Laemmli)

Azul de bromocresol............ 5 mg

Glicerol......cooiiiiiiiin. 5 ml

Tris pH6.8..civiiiiiins

TBS

Cloruro de sodio 5 M................... 30 ml
Tris I M 20 ml



Mezclar los ingredientes y aforar a 1000 ml con agua destilada.
TBS Tween A 500 ml de la solucién anterior agregar 500ul de tween 20.
Buffer de lisis.

Para 50 ml.

500 pl de tritén

50 ul de orto vanadato 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

1.5 mldeNaCl 5 M

500 ml de PMSF 0.1 M *

500 ul leupetina 100 pg/ml*

500 ul aprotinina 1800 pug/ml*

500 pl pepstanina 100 pg/ml *

* se agrega al buffer el dia que se va a utilizar

PBS 1x.

Cloruro de potasio .....coccvvvviviiiiiiiiniiiiens 0.2¢g
fosfato de potasio monobasico ............... 0.2¢

Cloruro de sodio ....cccovvviiiiiiiiiiiiiiiceen, 8.0g

Fosfato de sodio monobasico ................ 2.16 g

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

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