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INTRODUCCION

El virus del papilormna humano (VPH) se considera el principal factor etiologico en el
desarrollo del cancer cérvico-uterino. Aun cuando el DNA viral se ha detectado
practicamente en el 100% de los casos, son pocas las infecciones por VPH que progresan
a cancer. Se piensa que en algunas mujeres, esta progresion involucra un ambiente en el

cual [a respuesta inmune es estimulada de manera inapropiada.

El sistema inmune innato juega un papel primordial en la eiiminacidn temprana de las
células malignas. Algunas células de la respuesta innata centra tumores invelucra a los
macrofagos, los cﬁales llevan a cabo su actividad antitumoral a través de citoquinas
(como el factor de necrosis tumoral-a), la secrecién de metabolites reactivos {como el
oxido nitrico) e incluso se ha demcstrado que son capaces de fagocitar céluias tumorales
completas. Ofro tipo celular importante lo constituyen las células NK, las cuales son
capaces de destruir directamente a células infectadas por virus o a células tumorales. Su
actividad es controiada por un balance de receptores de inhibicidon y de activacion. Enire

estos Ultimos se encuentra el receptor NKG2D.

NKG2D reconoce a miembros de la familia MIC (MICA y MICB). Estas moléculas estan
relacionadas a las moléculas MHC-I, pero a diferencia de éstas, MICA/B no presentan
antigenos; ademas, en condiciones fisiclégicas, su patrén de expresién esta confinade al
epitelio gastrointestinal. Aunque de manera interesante, se reportd que MICA/B son
inducidas en la superficie de células tumorales nacientes; por lo cual en teorig, la
interaccion de NKG2D con MICA/B podria evocar una respuesta citotoxica antitumoral

efectiva.

Lo anterior ha sido reportado en especimenes de cancer de colon, cancer gastrico, de
prostata y en algunos tumores ginecolégicos, incluyendo el de cervix. Sin embargo, lo que
hasta el momento se ha descrito en c¢ancer cérvico-utering, no toma en cuenta la
paricipacion de la infeccion con VPH, por lo gue es interesante estudiar la expresion de
MICA/B en lineas celulares derivadas de cancer de cervix con diferentes tipes de VPH.



ANTECEDENTES

Generalidades en cdncer. La palabra céncer se refiere no sdlo a una
enfermedad, sino que ésta engloba afrededor de un centenar de cuadros clinicos
distintos. Sin embargo, tedos ellos comparten una caracteristica exclusiva que ‘es
la proliferacion de las células en una manera rapida y desorganizada, dando como
resultadoe la aparicion del flamado tumor maligno o cancer; el cual, en un principio
aparecera localizadc en un oOrgano determinado, pero conforme avance su
crecimiento, éste puede llegar a invadir a tejidos vecinos o viajar a través de la
sangre o [a linfa y {formar tumores secundarios (mefastasis) en drganos distantes

al sitio primario de origen. {(Hanahan 2000; Kufe 2003).

Diversos estudics experimentales, ¢linicos y epidemiologicos, han mostrado que
durante el desarrolio del cancer participan diversos factores; por lo cual, se
considera que su etiologia es multifactorial. De manera importante se encuentran
implicados algunos factores hereditarios y ambientales, nutricién y edad avanzada

{Schwartz 1999; Frazier 20C1),

Ademas de todos los factores mencionades, también se han asociado ciertas
infecciones virales con un riesgo elevado de desarrollar algin tipo de cancer; tal
como ocurre con la infeccion del virus del papiloma humano (VPH), el cual se ha
implicado como causa primaria en el desarrollo de! cancer cérvico-uterino (zur

Hausen 199€; Munoz 2000; Bosch 2002).



Cancer cérvico-uterino. Consiste en una enfermedad en la cual se encuentran
células malignas en los tejidos del cérvix (cuello uterino). Antes de que el cancer
aparezca, los tejidos normales pasan por un proceso conocido como displasia,
durante el cual empiezan a aparecer células anormales. Después que ha pasado
un periodo que puede tomar varios afios o incluso hasta una década, las células
cancerosas comenzaran a crecer y se diseminaran con mayor profundidad en el
cérvix y en las areas circundantes para convertirse en un cancer con capacidad de

invadir e incluso llegar a formar metastasis (Franco 2001).

A nivel mundial, el cancer cérvico-uterino se considera como la segunda o incluso
la primera neoplasia maligna en la mujer; esto ocurre de manera especial en
paises en vias de desarrollo, tales como algunos paisés latinoamericanos vy
asiaticos, donde la incidencia de casos es mayor que la observada en paises

como Estados Unidos (Bermudez 2005), tal como se muestra en la Figura 1.

Incidencia en América
Latina vs USA

1996-1998
Incidencia
Nuevos (por afio por

cass’:o()p‘” 100000

mujeres
USA 3000 7.8
Ameérica ! ;
Lating 5 52000 .37.0

Figura 1. Datos epidemiolégicos que muestran la proporcion anual de nuevos
casos de cancer cérvico-uterino en paises donde éste representa la principal
neoplasia maligna en mujeres. Se muestran también los datos para el caso de
Estados Unidos (datos tomados de Bermudez 2005).



Segun datos epidemiolégicos emitidos por la Secretaria de Salud en México, en el
afio 2005 se presentaron 4,270 defunciones debidas a este tumor, con una tasa
de 8.0 por cada 100 000 mujeres. Sin embargo, la tasa fue mas alta conforme la
edad fue avanzando (28.9 por cada 100 000 mujeres mayores de 65 afios). Lo

anterior ubica a este tumor como la causa nmero uno de muertes por cancer en

la mujer (Secretaria de Salud 2008)

Se han implicado diversas factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer del
“cérvix; sin embargo (como ya previamente se menciond), la infeccidn con ciertos
tipos de VPH se considera el factor etiolégico mas importante en el desarrollo de
esencialmente todos los casos de carcinomas que se originan en el cérvix (zur

Hausen 1996, Munoz 2000; Bosch 2002).

Desde hace algunas décadas se demostré que la transfeccidn del genoma de
ciertos VPH a queratinocitos normales, podia extender indefinidamente Ia
capacidad proliferativa de estas células (proceso comlnmente referido como
“inmortalizacion”). Posteriormente, se traié de definir que genes det VPH tenlan la
capacidad de inducir la inmertalizacién en las células y se demostrd que las

oncoproteinas E6 y E7 de VPH-16 cooperan en este proceso (Hawley-Nealson

1989).

Mas evidencias que de manera contundente revelaron la asociacion entre VPH y
el desarrollo de cancer cérvico-utetino, fueron los estudios epidemioldgicos y

moleculares en un elevade nimero de pacientes (en todo el mundo), donde se



demostrd la presencia dal VPH en mas del 80% de los especimenes estudiados
(actualmente se sabe que el DNA del virus se encuentra en el 99.7% de los

carcinomas cervicales) (Walbcomers 1999).

Estudios epidemiolégicos a nivel molecular han subdividido a los tipos de VPH que
infectan el tracto genital en dos grupes: los de bajo riesgo, asociados
principalmente con el desarrollo de verrugas genitales (tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44,
54, 61, 70, 72, 81 y CPB108) y aquelios considerados de alto riesgo por su
potencial oncogénico (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 5, 68, 73 y

82) (Pang 2002; Chakrabarti 2003; Murioz 2003).

Aun cuando existen evidencias que demuestran la presencia del DNA viral en casi
todos los carcinomas cervicales, pocas son las infecciones por VPH gque
pregresan a cancer (Watboomers 1999; Richardson 2005). Asi, la infeccidn por
VPH es en la mayoria de los casos, un fendémeno transitorio que resulta en la
eliminacién del virus, sin evidencias clinicas o conduciendo a lesiones de grado

bajo que a menudo mostraran una regresion espontanea (Ho 1998; Franco 1999;

Giuliano 2002).

La presencia de VPH es asi una causa necesaria pero no suficiente en el
desarrollo de lesiones cervicales; es precisamente la persistencia de la infeccion,
lo que parece ser un prerrequisito para el desarrolfo de neoplasia intraepitelial
grado Il y posteriormente de cancer cérvico-uterino (Snijders 2006; Brummer

2006). Se cree que la progresién de las lesiones podria involucra un ambiente



inmune adverso, en el cual la respuesta inmune local es incapaz de erradicar a

las células malignas (Figura 2).

Cérvix normal
l FACTORES DE RIESGO

— ok o 0,
Infeccién VPH T, | IEGE 4t LIEGA =y CANCER

Persistencia de la infeccién con tipos oncogénicos de VPH

2-3 afios 10-12 afos
90%

RESPUESTA INMUNE NO APTA

v

Eliminacion de la
infeccion
Figura 2. Datos que muestran la historia natural de! desarrollo del cancer cérvico-uterino y donde

se observa que una respuesta inmune incapaz de eliminar la infeccién por VPH, seré un factor
primordial en definir el destino de la lesion (datos tomados de Tindle 2002).

Respuesta inmune en el cancer cérvico-uterino. Aun cuando la respuesta
inmune en el cancer cérvico-uterino no ha sido completamente dilucidada, queda
claro que la inmunidad adaptativa de tipo celular (mediada por linfocitos T) asume
un papel primordial en la erradicacion de células transformadas por VPH. Al
menos, esto ha sido demostrado de manera contundente en pacientes
coinfectadas con virus de la inmunodeficiencia humana, quienes han revelado una
prevalencia incrementada de lesiones anogenitales debidas a la infeccién por VPH

(Hillemanns 1996). Sin embargo, previo al desarrollo de la inmunidad adaptativa,



debe desencadenarse una respuesta efectiva de tipo natural {innata). La
1

respuesta innata se considera la primera linea de defensa en superficies mucosas

Al ser las infecciones por VPH exclusivamente intraepitelié]es {recordar que el
VPH genital es un virus con tropismo a epitelios mucosos), teéricamente, el ataque
viral debe ser iniciado por las células presentadcras de antigeno (APCs) en el
epitelio escamoso (Mota 1989). Estas células centinela incluyen a las mismas
celulas epiteliales (APCs “no profesionales”) y las APCs “profesionales” como son
las células dendriticas y las celulas de Langerhané;_éstas Gltimas realizan su
funcién a través de la produccion de citoquinas con potente actividad antitumoral
(como el factor de necrosis tumoral-a), a través de la secrecién de metabolitos
reactivos como el Oxido nitrico, incluso Hlegan a fagocitar celulas tumorales
completas (Jackson 2000; Igawa 2004). Otras células importantes en el control
temprano del crecimiento tumoral son las células NK, fas cuales pueden destruir

directamente a células tumorales o infectadas por virus (Smyth 20035).

El papel de las células NK en cancer cérvico-uterino no estd completamente
esclarecido, a pesar de que durante la ultima década ha habido un gran avance en
el entendimiento de los mecanismos que regulan su actividad (la cual esta regida
por un fing balance entre receptores de inhibicidn y de activacién). Sin embargo,
ya se sabe que pacientes con cancer cérvico-uterino muestran disminucién de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC por sus siglés en inglés:

antibody-dependent cell citotoxicity) en estadios avanzados de [a enfermedad



(Piliai 1988). Este mecanismo de citotoxicidad lo realizan a través del receptor
CD16, el cual reconoce la porcién Fe de algunas inmunoglobulinas que
previamente han reconocido antigenos en la superficie de la célula tumoral
(Trinchieri 1993; Smyth 2005). Recientemente, en nuestro laboratorio también
hemos encontrado defectos en la expresién de otro importante receptor de

activacion, el receptor NKG2D (datos aun no publicados).

Biologia del receptor NKG2D. Este receptor pertenece a la familia de receptores
tipo lectina y se encuentra codificado en el cromosoma 12 (en_ humanos) en una
regién conocida como “complejo de genes NK” (Glienke 1998). Inicialmente fue
identificado como un receptor con capacidad para reconocer y eliminar celulas tras
interactuar con ligandos no constitutivos; esto es, inducidos ante una situacion de
stress celular, tal como ocurriria después de una infeccidn viral o durante la
iransformacion maligna (Vivier 2002; Watzl 2000). Entre los ligandos mejor
descritos para NKG2ZD se encuentra un grupo de moléculas denominadas
moléculas MIC {por sus siglas en inglés: MHC class | Chain-related gene) (Strong

2001; Stephens 2001).

Una nueva familia de moléculas en el MHC: MICA/B. El complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en ingés: Major Histocompatibility
Complex) es un complejo de genes qué se localiza en el brazo corio del
cromosoma seis. (Abbas 2002; Zwirner 2006). Existen tres regiones de genes
dentro del MHC; los productos de clase [Il que son heterogénecs, ya que incluyen

a varios componentes del complemento, a la proteina de choque térmico-70 v al



factor de necrosis tumoral-u; estas moléculas participan de manera importante en
procesos de inflamacién, Ademas estan localizados los genes que codifican para
proteinas clésicas de clase |l y I, cuya funcién principal es Ia de presentar péptidos
antigénicos a los linfocitos T CD4™ y CD8", respectivamente. Ademas de los
genes clasicos del MHC-l (HLA-A, HLA-B Y HLA-C), en esta region también se
encuentran codificadas moléculas no clasicas como HLA-E, HLA-F, HLA-G y una
familia de moléculas recientemente descrita v que fue denominada como familia

de genes MIC (Horton 2004).

En particular, las moléculas MICA (el miembro mejor estudiado de la familia MIC)
fueron descubiertas en 1994, cuando se describi® una nueva familia de genes
polimérficos localizados dentro de la regién del MHC-| (Figura 3). Mas tarde se
observé que esta molécula forma parte de una familia completa denominada MIC
(como ya se mencioné en el parafo anterior), la cual comprende dos genes
funcionales (MICA y MICB} y varios pseudogenes designados desde MICC hasta

MICF (Stephens 2001).

La molécula MICA comparte una homologia general del 83% con MICB, pero su
hiomologia con las molécutas clasicas MHC-f es bastante baja, (entre el 15 y 35%),
aun cuando ia estructura predicha se considerd similar por centener tres dominios
externos {a1-3), un dominio transmembranal y un dc-)minio citoplasmico; (Bahram
1984, Stephens 2001; Zwirner 2008). Ademas, a diferencia de las moléculas del

MHC-!, MICA no se asocia a la p2-microglobulina; es estable en Ia superficie



celular en ausencia de ligandos (es decir, no muestra péptidos generados por el
procesamiento de antigenos endoégenos) y su distribucion en condiciones
normales estd fundamentalmente confinada a la superficie del epitelio
. gastrointestinal (Groh 1996). Sin embargo, durante el desarrollo de tumores, sobre
todo aquellos de origen epitelial, también se ha observado la expresion de MICA (y
recientemente también de MICB), y se ha postulado que esto podria representar

una sefial de dafio celular (Groh 1999; Jinushi 2003; Watson 2006).
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Figura 3. Region del MHC (cromosoma 6 en el humano) mostrando los genes
que codifican para las moléculas clasicas (HLA-A, -B y —C) y no clasicas del
MHC-l como MICA y MICB. Los genes que codifican para éstas ultimas se
localizan adyacentes a HLA-B (tomado de www.anthonynolan.org.uk/HIG/data)

Lo anterior, al menos ha sido documentado en muestras de céancer de pulmon,
mama, ovario, prostata, colon, asi como en algunas leucemias (Groh 1996; Groh

1999; Vetter 2002; Pende 2002; Salih 2003; Doubrovina 2003; Carbone 2004; Wu
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evasion tumoral (Groh 2002; Yokoyama 2002; Holdenrieder 2006). Asi mismo, un
estudio reciente reportd que MICB es cortado desde la superficie de células
tumorales y esta presente en altas cantidades en el suero de pacientes con

tumores gastrointestinales (Salih 2006).

Stress

Transformed cells

COWTCR
mieraction 7

Figura 4. La interaccién de receptores de activacion sobre la célula NK (como
NKG2D), conducird a la liberacién del contenido de sus granulos (perforinas y
granzimas) que en accidén conjunta, conduciran a la induccién de apoptosis en la
célula blanco. Adicionalmente, la célula NK puede también actuar de manera
indirecta a través de la secrecién de citoquinas anti-neoplasicas como es el IFN-y
(datos tomados de Smyth 2001).

Por otro lado, resultados obtenidos en nuestro laboratorio, han demostrado que
pacientes con cancer cérvico-uterino muestran niveles elevados de MICA en

suero, comparados con los niveles detectados en suero de mujeres sanas (datos

12



aun no publicades). Por lo cual, es importante estudiar la expresién tanto de MICA
como de MICB en lineas celulares derivadas de cancer cérvico-uterino con
diferente nimero de copias integradas de VPH-16 o -18 (los tipos mas frecuentes
encontrados en este tipe de cdncer), asi como en lineas celulares también de
cancer de cérvix pero sin datos de infeccién por VPH, para asi tratar de entender
st el patrén de expresién de estas moléculas pudiese estar alterado segun el tipo
de infeccion en pacientes con este tumor. El trabajo propuesto en esta tesis, fue
un estudio pitoto descriptivo, por lo cual no manejamos una hipotesis y de acuerdo
a los resultados que obtuvimos (como se vera mas adelante en este documento),
la siguiente fase para estudios futuros sera estudiar e significado biologico de tas

diferencias encontradas en la expresion de MICA/B segin la linea tumoral

estudiada.

13



JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Ia actualidad, el cancer cérvico-uterino continlia siendo en nuestro pais la
principal causa de muerte debida a neoplasias malignas en la mujer. Segdn datos
reportados por la Secretaria de Salud en México, en ei 2005 se presentaron 4270
defunciones, con una tasa de 8.0 por cada 100 000 mujeres. La infeccién con tipos
oncogenicos del VPH se considera la causa primaria en el desarrollo de esta
neoplasia. Se piensa que es la persistencia viral lo que conducira a la progresién
de las lesiones que van desde una lesidn de grado bajo que después progresara a
una de grado alto y eveniualmente a cancer invasor. Esta progresion involucra un

ambiente donde !a respuesta inmune pudiera ser incapaz de erradicar a las

cefulas malignas.

La vigilancia inmune local y sistémica ju_ega un _papel importante durante el
establecimiento del tumor. En ofras palabras, la interconexidon entre los
mecanismos de inmunidad innata y adaptativa dictara un papel critico en definir la
inhibicién o la progresién dei tumor. Las células NK son los efectores innatos
encargados de destruir células infectadas por virus o células tumoraies. Un
receptor importante por el cuai las células NK vy linfocitos T se activan es el
receptor NKG2D, el cual tras interaccionar con moléculas MICA/B (expresadas
sobre la superficie de células tumorales) promovera la eficiente activacién de estas
células inmunes. No obstante, existen datos en la literatura donde se demuestra la

capacidad de algunos tumores para liberar MICA a la circulacion, v esta molécula
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en forma soluble, més que promover una activacion de las céiulas NK ¢ linfocitos
T a distancia, causara una desregulacién en la expresion de NKG2D, por lo que
este mecanismo podria representar una nueva estrategia de evasion ‘tumorai.

De manera ihteresante, resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio, han
demostrado que pacientes con cancer cérvico-utering muesiran niveles elevados
de MICA en suero, comparados con los niveles detectados en mujeres sanas. Sin
embargo, desconocemos si el patron de expresién de esta molécula MICA, asi
como MICB, puede verse alterado en la superficie de células tumorales derivadas
de este tumor, por lo que un abordaje en el estudio de estas moléculas sobre la
superficie celular de lineas celulares derivadas de cancer cérvico-utering con
diferente nimero de copias integradas VPH-16 o -18, asi como en lineas celulares
también de cancer de cérvix pero sin datos de infeccion por VPH, aportara datos
iniciales para entender si estas moléculas se ven afectadas segin la lesién va
progresando, ademds de la participacion que pueda tener el tipe de VPH (o

inciuso la carga viral) presente en la lesion.
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OBJETIVOS

General
Describir el patrén de expresion de las moléculas MICA/B en diferentes lineas
celulares derivadas de cancer cérvico-uterino, asf como en una linea de

queratinocitos con caracteristicas normales de crecimiento.

Particulares

1. Establecer los cultivos de lineas de cancer cérvico-uterino con diferente nimero
de copias integradas de VPH-16 o -18, asi como lineas celulares sin copias de
VPH.

2. Medir el porcentaje de expresion de MICA/B en la superficie celular de lineas
tumorales derivadas de cancer ceérvico-uterino y con secuencias de VPH-16

(células SiHa y células CaSki).

3. Medir el porcentaje de expresidn de MICA/B en la superficie celufar de lineas
tumorales derivadas de cancer cérvico-uterino y con secuencias de VPH-18

(células Hela y células SW7586).

4, Medir el porcentaje de expresién de MICA/B en la superficie celular de una linea
turnoral de cancer cérvico-uterino carente de secuencias de VPH (células C-33).
5. Medir el porcentaje de expresion de MICA/B en la superficie celufar de ura linea

de células de queratinocitos considerados normales (MaCaT).
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METODOLOGIA

Plan general

En este estudio con caracter descriptivo estudiamos el patrén de expresién de
MICA/E en diversas lineas celulares derivadas de cancer cérvico-utering. Para
esto, utifizamos lineas derivadas de lesiones primarias de cancer del cérvix
{células HelLa y SW756 que poseen copias integradas det VPH-18 y células SiHa
con VPH-16), también se trabajé con C-33 A que es una linea celular sin VPH,
pero tiene mutacion en el gen supresor de tumor p53. La linea CaSki usada en
algunos experimentos fue derivada desde una metastasis (en intestfno delgado)
originada de un tumor primario en el cérvix; esta linea posee un alto nimero de
copias de VPH-16. Finalmente, como control de queratinocitos normales usamos
la linea celular HaCaT, que aun cuando es una Iinea; inmortalizada, sus

caracteristicas de crecimiento se aproximan a las de un queratinocito normal.

Universo de estudio

Lineas celulares derivadas de carcinomas {0 adenacarcinomas) del cérvix uterino,

asi como de gqueratinocitos considerados normales.

Andlisis estadistico
Al haber sido éste, un estudio con caracter descriptivo y sin asociacién de

variables, no se requirid de un analisis estadistico para validar matematicamente

nuestros resultados.
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BIBLIOTECA CUCE

Mantenimiento de las lineas celulares. Se usaron diferentes lineas celulares, todas

Metodologia para desarrollar la etapa 1

ellas derivadas de carcinomas (0 adenocarcinomas) del cérvix uterino segln se
muestra en el Cuadro |. También se usé la linea de queratinocitos HaCaT

considerada como normal.

Cuadro l. Caracteristicas generales de las lineas celulares empleadas en este estudio.

| e 5 i : Cargaviral® = " Observa-
| Nombre  Organo . . Origen VPH (copias/céiuia) ipo s
Hela Cenig | fdenocarcinoma | 20-50 18 z
epitelial

Carcinoma de
SiHa Cérvix células + 1-2 16 ; -
escamosas :

Carcinoma de

SW756 Cérvix células + 20-50 18 -
escamosas
z . Metastasis a
EaEd Cenix intestino delgado * 600 ®
p53 elevado'y
C-33A Cérvix Carcinoma - - - mutado{Arg-
Cis)
: o Linea celular
HaCaT Piel Queratinocitos - - - LT

Las diferentes lineas originalmente se conservaron en nitrogeno liquido hasta su
uso; una vez que se procedid a la realizacion de los cultivos, éstas se

descongelaron de forma gradual. Brevemente, después de que se extrajeron del



nitrégeno se lmantuvieron a una temperatura de -70°C durante 12 horas.
Posteriormente, se transfirieron a una temperatura de -20°C por 4 horas; por
ultimo, se depositaron en un E:ontenedor con hielo manteniéndolas a una
temperatura de 4°C hasta su descongelamiento total. Con el fin de eliminar o}
exceso de dimetil-sulfoxido (DMSQO) las céiulas fueron favadas con medio de
cuitivo D-MEM mediante centrifugacién a 2000 rpm durante 15 minutos a 49C.
Posteriormente, se retird el sobrenadante, y una vez que se confimé una

viabilidad adecuada (arriba del 90%) se procedi¢ a cultivar a las diferentes lineas

celutares.

Condiciones del cultivo. A cada frasco de cultivo se le adicionaron 5 ml de medio

de cultivo D-MEM supiementado con 20% de suero fetal de bovine y 1% de
antibiético-antimicético de la marca comercial GIBCO. Las células tumorales de
las diferentes lineas (previamente descongeladas como se mencioné en el parrafo
anterior) se ciorlocaron en los frascos de cultivo, Después, se incubaron a 37°C
con una concentracion de 5% de CO; y una atmésfera con 90% de humedad. A
las 24 horas, se reemplazé el medio de cultivo y los frascos se mantuviefon en fas
mismas condiciones de cultiva. Se observo el crecimiento de las células en
mornocapa y se realizaron los cambios de medio necesarios hasta alcanzar una

confluancia cercana al 100%.

Tripsinizacion de fas células. Una vez alcanzada la confluencia adecuada (cercana

al 100%), se retiré el medio de cultivo por aspiracion y se realizé un lavado con 1

mL de PBS por 30 segundos. Se agregd 1 mi de tripsina (previamente activada)
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para el desprendimiento de las células hasta observar un desprendimiento total de
la monacapa celular. Inmediatamente después se agregan 2 mL de medio de

cultivo para inactivar la tripsina y se realiza un lavado.

Se agregaron 500 uL de PBS+EDTA por 10 minutos y se realizé un raspado con
un gendarme para resuspender la monocapa de las células tumorales. Se observa
continuamente en el microscopio invertide para asegurar el méaximo
desprendimiento de las células desde la superficie de los frascos. Se .obtuvo el

total del volumen en un tubo y se centrifugd a 2000 rpm durante 7 minutos a

temperatura ambiente.

METODOLOGIA PARA DESARROLLAR LAS ETAPAS 2-5

Incubacién cefular. Una vez llevada a cabo la etapa de los cultivos v que se

procedid a obtener las células por centrifugacion de los medios de cultive, éstas se
resuspendieron y se cuantiiics el numero de células y la viabilidad. Se agregaron

un millon de celulas por placa y se incubaron durante 24, 48 y 72 horas.

Marcaje con el anticuerpo. Después de transcurrido el tiempo se agregaron 300 pL

de medio de cultivo a cada uno de los paquetes celulares. Después, se agregaron
100 pL de la suspension celular a cada tubo de citometria y se les agregaron 10
uL del isotipo y del anticuerpo a los tubes correspondientes. Los tubos se

incubaron durante treinta minutos a temperatura ambiente protegidos de la fuz.
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Para la compensacion de colores y el marcaje de MICA/B en las células de las
diferentes lineas, se procedio a seguir el acomodo de los tubos como se describe

en el Cuadro Il.

Cuadro Il. Diferentes condiciones para la compensacion de colores y marcaje de MICA/B en
las diferentes lineas celulares (*PE-ficoeritrina).

% TEMPO  TUBO (o Sinégéﬂ%ﬁ’gg@?_f Y tacar) | FLUOROCROMO.

1 Células . S e

24HRS 2 Isotipo 1gG1 - “PE
3 Anticuerpo anti-MICA/B para humano : : ;F’E
1 Células col

43HRS 2 Isotipo 1gG1 mCpE
3 Anticuerpo anti-MICA/B para humano : : PE:
1 Células : ——

72HRS 2 Isotipo 1gG1 S e
3 Anticuerpo anti-MICA/B para humano PE

Se realizé un lavado con 1 mL de PBS centrifugando a 2000 rpm por 7 minutos.
Después, a cada tubo se le agregaron 500 uL de solucién fijadora (formaldehido al
0.05% preparado en PBS) y se mantuvieron a 4°C protegidos de la luz hasta su

lectura en el citdbmetro de flujo (se utilizé un citémetro Epics XL-MCL, Beckman
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Coulter). Es importante sefalar que la lectura de las muestras en el citémetro se
realizé dentro de los tres dias posteriores al procesamiento de las mismas, por lo

cual no hubo pérdida de la intensidad de fluorescencia.

Una vez obtenidos los resultados en el citdmetro, éstos se expresaron como
porcentajes de células positivas, asi como también se obfuvieron los valores de Ia
intensidad media de fluorescencia usando un software especial para e! analisis de

los datos obtenidos {winMD}.
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RESULTADOS

Resultados de la etapa 1 (cultivos celulares)

Para el establecimiento de los cultivos con las diferentes lineas celulares se
procedio al descongelamienta gradual de las mismas y a su estabilizacion en el
medio de cultivo. En primer témmino se intentd realizar el cultivo con cada linea en
una placa de cultivo de 6 pozos y después desprender las células por un
procedimiento mecénico, mediante un raspado con un gendarme. Sin embargo,
esto dio como resultado una cantidad celular muy baja, insuficiente para hacer la
deteccién de MICA/B. Por lo anterior se procedid a realizar los cultivos en frascos,
ya que estos presentan un area de superficie mds amplia. Ademas, se agregd
PBS con una concentracion baja de tripsina {ai 0.25%) para obtener la mayor
cantidad de células posibles y al mismo tiempo, evitar el riesgo de pérdida en la
expresién de MICA/B debido a un procesamiento proteolitice. Asi, aun cuando ya
se ha demostradc que tripsina no corta a la molécula MICA, nosoctros también
chservamos que efectivamente no hubo pérdida en la expresion de estas

moleculas; de este modo pudimos obtener una cantidad suficiente de céluias para

todos nuestros ensayos de deteccion de MICA/B.

Durante la etapa de crecimiento de los cultivos se observaron marcadas
diferencias entre las distintas lineas celulares. Principalmente hubo diferencias en
cuanto al tiempe de alcanzar la confluencia esperada, siendo Hela Ia linea celular

que presenta una confluencia cercana al 100% en un corto fapso de tiempo
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(Figura 5A). Por su parte, CaSki presenté una confluencia cercana al 100% en un
mayor lapso de tiempo; ademas, la morfologia observada al microscopio mostro
severas alteraciones; esto es, células pequefias con dificultad para adherirse al
fondo de los frascos de culiivo (Figura 5B), por lo que se observé una gran

_ cantidad de células flotantes en el medio.

R el i —— s B s i Al Sl s e L “w

Figura 5. Imagenes microscopicas del crecimiento de dos diferentes lineas celulares. A. Linea
celular HelLa, quien mostré una confluencia rapida del 100%; las células se muestran adheridas al
fondo del frasco, sin problemas de crecimiento y con buena viabilidad (97-99%). Adicionalmente,
se menciona que no se tuvo contaminacion de ningun tipo. B. Linea celular CaSki, quien presentd
un crecimiento muy lento por lo que su manejo se torna dificil. Lineas celulares observadas en
microscopio invertido con un aumento 20X.

Resuitados de las etapas 2-5 (deteccion de MICA/B)

Diversos estudios en tumores de origen epitelial han reportado la expresion de
moléculas MICA, -MICB y las proteinas ULBPs; todas ellas son reconocidas por el
receptor de activacion NKG2D iniciando asi una respuesta antitumoral efectiva

mediada por células NK y linfocitos T.

Actualmente, en nuestro laboratorio se estan realizando investigaciones donde se

busca la expresion de MICA/B en pacientes con cancer cérvico-uterino y lesiones
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precursoras. Por esta razén, el presente trabajo con las distilntas lineas celulares
donde se buscéd la expresién de los ligandos de mayor afinidad (MICA/B) para
NKG2D, fue un estudio piloto que arrojé resultados que nos ayudaran a interpretar
¥ buscar un signiﬁlcado bioldgico de los resultados cbtenidos hasta e! momento

con las pacientes.

Las lineas celulares empleadas en nuestro estudio han sido previamente
derivadas de carcinomas cervicales (segun se muestra con mas detalles en el
cuadre [}, a excepcion de la linea HaCaT, la cual fue derivadé de piel. La finalidad
de usar esta linea fue precisamente la de emplearla coma un control negativo, ya
que por sus caracteristicas, esta linea a pesar de estar inmortalizada se considera
con un comportamiento similar al de queratinocitos normales. Tambien se busco
gue las lineas celulares presentaran diferentes caracteristicas en cuanto al tipo v
nlmero de copias de VPH que poseen. Adicionalmente, se eligid una linea de
cancer cervical negativa a la presencia de cualquier tipo de VPH; en su lugar, esta
linea ha sufrido una mutacion en el gen p53 (Cuadro I). Por todo esto, se pretendid
describir la expresion de MICA/B en las lineas mencionadas y ver si las diferentes

caracteristicas entre todas ellas pudieron influir sobre Ia expresion de estas

molécuias.

El porcentaje de expresion de MICA/B se evalud por medio de citometria de flujo
(segin se describié en metodologia). Los resultados obtenidos muestran que el
porcentaje de células positivas a MICA/B es diferente segun la linea celular

analizada. En el caso de las lineas Hela, SW756 y SiHa, estas presentan un
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numero bajo de copias del VPH. Los porcentajes obtenidos son como siguen:
Hela un 77.1%, SW756 un 21.5% y SiHa mostré el 73.1%. De manera interesante
se encontré que aun cuando Hela y SW756 tienen el mismo tipo de virus y mismo
numero de copias (ver Cuadro 1), el porcentaje de expresion fue completamente

diferente entre ambas lineas analizadas segun puede apreciarse en la Figura 6.

A) B) )

. SW756 ; SiHa
21.5% 73.1%

Eventos

%Expresién MICA/B >

Figura 6. Histogramas representativos de lineas celulares derivadas de tumores originados

en el cérvix. El nimero mostrado representa el porcentaje de células que expresan MICA/B.
A) Hela, 20-50 copias (por células) de VPH-18; B} SW756, 20-50 copias (por célula) de
VPH-18; C) SiHa, 1-2 copias (por célula) de VPH-16. Sin relleno se muestra el control de

isotipo, en rojo es MICA/B.

Los resultados anteriores nos muestiran que mas de la mitad de células HelLa y
SiHa expresan MICA/B en la superficie celular y aun cuando en células SW756 se
observa una marcada reduccién en el numero de células positivas, este porcentaje
disminuyé de manera aun mas dramatica en células con un alto nimero de copias
'del VPH como lo es la linea CaSki que presenta hasta 600 copias (por célula) de
VPH-16. En esta linea celular, nosotros observamos que el porcentaje de células

expresando MICA/B disminuyo hasta un 7% (Figura 7). Es interesante sefialar que
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la medicién se realizé a diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas), esto con la
finalidad de ver si MICA/B pudo ser expresada en funcion del tiempo. Sin
embargo, a pesar de haber crecido a las células CaSki hasta por 72 horas, no fue

posible observar alguna expresion considerable de MICA/B en la superficie.

Ca Ski
7.0%

Eventos

%Expresion MICA/B

Figura 7. Histograma representativo de la linea celular CaSki derivada
de una metastasis a intestino delgado (origen primario del tumor en
cérvix). El nimero mostrado representa el porcentaje de células que
expresan MICA/B. Sin relleno se muestra el control de isotipo, en rojo

es MICA/B.

Las linea celular transformada pero negativa a VPH, es decir la linea C-33
presentd un porcentaje de expresion practicamente nulo (C-33). Este mismo
resultado fue también observado en la linea celular inmortalizada HaCaT, la cyal
mostré un porcentaje del 2.2%, seglin se aprecia en la Figura 8. Hay que recordar
que la linea HaCaT se considera practicamente normal; por lo que la expresion
carente de MICA/B concuerda con lo sefialado de que estas moléculas no se
expresan en queratinocitos normales. Todos estos resultados también respaldan
la técnica llevada a cabo: es decir, la funcionalidad del anticuerpo que se utilizo, el

adecuado manejo metodolégico del marcaje con anticuerpos anti MICA/B y sus
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correspondientes controles de isotipo y finalmente, nos permitié ver en la mayoria
de las lineas tumorales analizadas, que las moléculas MICA/B son expresadas

como sefal de dafo.

A) B)

100
10

C-33 A HaCaT

5.2% 2.2%

Eventos

“io®
%Expresién MICA/B >

Figura 8. Histogramas representativos de la expresion de MICA/B en lineas
celulares negativas a VPH. El nimero mostrado representa el porcentaje de
células que expresan MICA/B. A) Linea tumoral C-33 sin copias de VPH,
pero muestra mutacion en el gen p53; B) Linea celular HaCaT (queratinocitos
inmortalizados). Sin relleno se muestra el control de isotipo, en rojo es
MICA/B.

Todos los datos anteriores nos muestran el nimero de celulas que expresan
ligandos MICA/B; sin embargo, a pesar de que una célula resulte postiva a la
expresion de un marcador, la densidad de los mismos puede variar, por lo que
simultaneamente, también se realizé el calculo de la intensidad de fluorescencia

media (IFM) en cada una de las lineas celulares estudiadas.

Los resultados de este analisis muestran un comportamiento similar al obtenido
cuando se evalud el porcentaje de células positivas a MICA/B; es decir, las lineas

con pocas copias de VPH como SiHa, HeL.a y en menor grado SW756, presentan
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un valor elevado de IFM: 37.61, 26.5, 20.78, respectivamente. Como se espero, lo
contrario ocurrié con la linea CaSki, donde el valor disminuye a 15.82 y es aun
mas pronunciado este descenso en la linea negativa a VPH (C-33), donde se
obtuvo un valor de 4.53 y para HaCaT la intensidad de fluorescencia fue

totalmente nula. Todos estos resultados se pueden apreciar de una manera mas

detallada en la Figura 9.

mSiHa mHeLa OSW756 OCa Ski C-33 A gHaCaT

IFM

v

Lineas celulares

Figura 9. Valor de intensidad de fluorescencia media (IFM) en la densidad de
expresion de ligandos MICA/B en la superficie celular de cada una de las diferentes
lineas celulares. Cada barra representa una linea celular, la cual se indica con

diferente color.



DISCUSION

La evolucion bioldgica garantiza que diversos mecanismos de seguridad estén
continuamente presentes para prevenir fallas en los procesos celulares de
importancia critica para la vida. Esta asercidn aplica para aquellos procesos
destinados a prevenir el desarrolle del cancer. Investi-gaciones recientes sugieren
Que una de las respuestas mas temprana al dafio ocasionado al DNA involucra
dos mecanismos independientes de vigilancia antitumoral. El primero de ellos es la
activacion de la molécula pro-apoptética p53, con el subsecuente suicidio celular;
el segundo mecanismo reportado es fa induccion de la expresion de ligandos para

el receptor de activacion NKG2D (Gasser 2005; Hoglund 2006).

En este estudio piloto (el cual forma parte de un estudio integral que actualmente
se lleva a cabo en nuestro laboratorio) nosotros hemos descrito de una manera
sistematica, la expresion de algunos iigandos para el inmuno-receptor NKG2D en
cinco lineas celulares derivadas todas ellas de cancer de! cérvix; asi mismo
incluimos a la linea celular HaC4T, considerada tener un comportamiento similar a
queratinocitos normales. Entre los ligandos estudiados, nosotros incluimos a las
moléculas MICA/B localizadas en la region del MHC-1, pero a diferencia de las
moiéculas clasicas (HLA-A, -B y -C), MICA/B exhiben un patron fisiologico
altamente restringido a epitelio gastrointestinal (Groh 1996). Sin embargo, estas
moléculas son ampliamente expresadas durante [a transformacisn maligna, como

ya se ha descrito en diversos tumores (Groh 1999; Jinushi 2003; Watson 2008).
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En virtud de gue en cancer cérvico—uteriho se tiene bien reconocido que ocurre
una perdida parcial o completa en la expresion de moléculas clase | (Connor
1990}, esto en teoria, significaria que estas células deberian ser un blanco
adecuade para ser destruidas por células NK. De alli la razén por la cual fue
importante evaluar en una gama diversa de iineas derivadas de cancer cérvico-

uterinc !a expresién de ligandes reconocidos por éstas células inmunes. -

Los resultados de los cultivos confirmaron las caracteristicas de crecimiento
previamente reportadas para las distintas lineas que estudiamos. Esto es, todas
eilas presentaron propiedades de crecimiento adherentes y con morfologia
epitelial. En el caso particular de la linea cefular CaSki, &sta mostré poca
capacidad adherente; sin embargo, esto fue mas bien debido a que la viabilidad de
las células después de descongelarlas no fue mayor de un 80%, por lo cual una
cantidad considerable de células fue poblacion no viable. Esta dificultad para
crecer puede ser en parte explicada por la alta carga viral presente en las células
de la linea CaSki. De hecho, un estudio de clonacion y anélisis de integracidn del
DNA de VPH-16 mostré que estas células contienen mas de 600 copias del
genoma viral cen trascripcién limitada predominantemente a los ORFs (del inglés
‘open reading fragmenis”) EB y E7 (estos dos genes codifican para las

oncoproteinas responsables del fenotipe maligno) (Yee 1985; Baker 1987).

En el caso de la linea celular HaCaT derivada de una biopsia de piel, ésta fue
transformada de manera espontanea por pasajes repetidos {se generé en el

Centro Aleman de Investigacién en Cancer en Heidelberg, Alemania). Sin
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embargo, por sus caracteristicas de crecimiento se considera como una linea con
caracteristicas similares a un queratinocito normal. Por lo mismo, con las células
HaCaT pudimos demostrar que MICA/B no estuvo presente én la superficie
ceiular. Estos resultados concuerdan con los de Zwirner et af, quienes'usando un
panel con distintas células (fibroblastos, células endotefiales, monocitos y
queratinocitos) reportaron ausencia de MICA en queratinocitos (Zwirner 1999).
Asi, se confia que estas moléculas al menos en teoria, no se expresan en
celulas sanas, sino que mas hien, su expresién es inducida después de un dafio
celular, tal como ocurriria durante el desarrollo de tumores o tras una infeccion
viral. Por lo cual, serd importante disefiar experimentos donde se planee ia
transfeccién de células HaCaT con las oncoproteinas E6 y E7 (y posiblemente ES)
y ver si las mismas (las cuales son responsables del fenotipo maligno en el epitelio
cervical de lesiones de cancer), pueden inducir la expresion ya sea de MICA o de
MICE en la superficie celular. Esto ayudard en parte a entender el control de Ia
expresion de MICA/B, debido a que el panorama de expresién de estos ligandos

pudiera ser mas complicade que solo una simple respuesta a la transformacién

maligna.

Con los datos anteriores, esperabamos tener una alta expresion de MICA/B en
células CaSki, sin embargo, sorprendentemente encontramos que tanto el
porcentaje de células expresando MICA/B, asi como la intensidad de fluorescencia
media fueron relativamente nulos. Nosotros especulamos que la alta carga viral
que poseen estas celulas, pudiera en parte ser respoﬁsable de la ausencia de

sefiales de dafio en la superficie celular. Al respecto, se ha demostrade que
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proteinas virales del citomegalovirus humano (CMVH) son capaces de retener
algunos ligandos de NKG2D incluidos MICA y MICB. Por ejemplo, la proteina
UL16 de CMVH selectivamente retiepe en reticulo endoplasmico a miembros de la
familia de figandos ULBPs (reconocidos también por NKG2D) y a MICB (Welte
2003; Spreu 2006). Asi mismo, un estudio también reciente mostro que el
producto viral UL142 de CMVH es capaz de alterar la expresion en superficie de
una forma completa de MICA, confiriendo a la célula infectada, la capacidad para
evadir al ataque citotoxico mediado por las células NK (Chalupny 2006). Es
inferesante el hecho de que UL142 no altera la expresion de un alelo truncado de
MICA {(cabe sefalar que al momento se han descrito mas de 50 polimorfismos
para M!bA), por o que se especula que desde el punto de vista evolutivo, este
alelo podria haber sido seleccionade para resistir a los mecanismos de evasidn
utilizados por CMVH. Hasta el momento, los estudios de palimorfismos en los
genes MIC se han enfocade principalmente a las diferencias encontradas en el
dominio extracelular, lo cual pudiera afectar la afinidad de unién a NKG2D (Steinle
2001). Sin embargo, sera importante estudiar polimorfismos en la regién
promotora y demostrar si esto, pudiera tener consecuencias bioldgicas en cuanto
a los niveles de expresion de MICA/B, al cambiar la afinidad o especificidad de
union de factores de la trascripcion o alterando fa cinética del inicio de !a

trascripcion en tejidos derivados de diferentes individucs

Los hallazgos anteriores nos conducen a realizar nuevas investigaciones para
tratar de elucidar si realmente proteinas de VPH tienen la capacidad de asociarse

con MICA/B y de este modo retenerlas en el interior celular o s es una variante de
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MICA/B con mayor predispasicién a dejar de expresarse en la superficie ceiular. Al
respecte, en nuestras investigaciones futuras se tiene contemplado el estudio de

polimorfismos de MICA en pacientes con cancer cérvico-utering.

Un haflazgo también interesante fue el hecho de no encontrar MICA/B en la
superficie de las células C-33. Hay que sefialar que esta linea no posee DNA de
HPV; pero en su lugar es una linea que carece de p53. Es dificil explicar este
hallazgo, en virtud de que aun no se conoce con precision los mecanismos
T moleculares que regulan la expresion de MICA y menos aun aquelios que
intervienen en la expresién de MICB. Sin embargo, es interesante notar que C-33
al igual que CaSki, tuvieron una expresion practicamente nula de ligandos. Asi,
estimando fa alta carga viral encontrada en CaSki, es plausible especular gue si
efectivamente hay un alto nimero de proteinas E6 funcionales, esfo estaria
entonces inactivando de manera importante a p53, y si realmente esta proteina (la
cual como sabemos se expresa de manera temprana tras un dafio ocasionade al
DNA) asiste la regulaciéon de iigandos de NKG2D, explicaria entonces el
comportamiento similar entre C-33 (sin p53 funcicnal debide a una mutacion) y
CaSki con alta carga viral que podria estar inactivando a este gen supresor de
tumor. Para demostrar esta hipotesis, tendrdn que disefiarse experimentos que

logren elucidar la cascada molecular involucrada en la induccion de sefiales de

estrés celular.

Todos los datos en conjunto, nos sugiesren que aun cuande trabajamos con lineas

derivadas de tejido cervical, el comportamiento en la expresién de MICA/B fue
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diferente segUn la linea analizada. La definicién de la regulacion de ligandos de
NKG2D podra tener implicaciones para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas que logren revertir la inmunosupresion observada en pacientes con

cancer.
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CONCLUSIONES

1. Los resultados muestran que lineas celulares derivadas de cancer cérvico-
uterino con bajo numero de copias de VPH-16 0 -18 (SiHa y HelLa) muestran un
importante nivel de expresion de ligandos MICA/B en la superficie celular.

2. Células con afto numere de copias de VPH (como lo fue CaSki) muestran
defectos en la expresién de MICA/B.

3. Celulas sin p53 funcional debido a una rutacion (C—SS) son negativas a la
expresion de MICA/B. 7

4. Se confirma la no expresion de sefiales de dafio (MICA/B) en células

consideradas como normales (HaCaT).
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