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RESUMEN

El CCU es la segunda causa de muerte en mujeres de nuestro pais. Dentro de los primeros mecanismos de defensa del hospedero
se encuentra la respuesta inmune de las células NK y su funcidn litica a expensas de su receptor activador NKG2D, el cual posee
como ligandos mica, micb y ulbp (1-6), los cuales se expresan en células transformadas y/o infectadas por virus. Uno de los me-
canismos de evasion por parte de la célula tumoral es el clivaje de estas proteinas a través de metaloproteinasas como adam10,
adam17 y mmp14. Se analiz6 la expresion de estos ligandos y metaloproteinasas mediante PCR tiempo real, en lineas celulares de
referencia para cancer cervical como Hela (positiva para VPH-18) y C33A (negativa para VPH). Se obtuvieron valores representa-
tivos de expresion relativa genica con diferencias significativas asi: mmp14 en linea Hela (p= 0.006); y mica y ulbp-3 en la linea
C33A (p= 0.020 y p=0.003 respectivamente). Por lo tanto, se podria sugerir que la expresion de mmp14 se encuentra posible-
mente involucrados con la presencia de VPH causante del cancer cervical y la respuesta inmunne innata desarrollada.

Palabras claves: CCU: Cancer de Cuello Uterino - NK: Célula Natural killer - NKG2D: Receptor activador de NK - ULBPs: Ligando
de célula NK (NK ligand binding protein UL 16) - Metaloproteinasas y desintegrinas: adam-10, adam -17 y mmp14 - VPH: Virus
de Papiloma Humano.

ABSTRACT

Cervical cancer is the second leading cause of death in women in our country. Within the first host defense mechanisms is the im-
mune response of NK cells and their lytic function at the expense of its NKG2D receptor activator which has as ligands mica, micb
and ulbp (1-6), which are expressed in transformed cells and / or virally infected. One of the mechanisms of evasion by the tumor
cell is the cleavage of these proteins through metalloproteinases as adam10, adam17 and mmp14. We analyzed the expression of
these ligands and metalloproteinases by real time PCR, in reference to cell lines Hela cervical cancer (positive for HPV-18) and
C33A (negative for HPV). We obtained representing relative gene expression with significant differences from the other lines of
study as follows: mmp14 in Hela (p = 0.006); and mica and ulbp-3 in C33A (p = 0.020 and p = 0.003 respectively). Thus one
might suggest that the expression of mmp14 is possible involved with HPV presence causing high risk of cervical cancer and in-
nate inmunne response developed.

Keywords: CCU: Cervical Cancer - NK: natural killer cell - NKG2D: NK activator receptor - ULBPs: Ligand NK cells (NK ligand
binding protein UL 16) - Metalloproteinase and disintegrin: adam -10, adam-17 and mmp14 - HPV: Human Papilloma Virus.
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INTRODUCCION

El Cancer de Cuello Uterino (CCU) es el cuarto tipo de
cancer mas frecuente en la poblacién femenina a nivel
mundial, con cerca de 528.000 nuevos casos y 266.000
muertes reportadas en el 2012. En Colombia ocupa el
segundo tipo de cancer mas frecuente en mujeres con
una incidencia de 12.6%, seguido del cancer de mama
y por lo tanto convirtiéndolo en un problema de salud
publica (GLOBOCAN, 2012).

El principal factor de riesgo para el desarrollo del CCU
es la infecciéon con Virus de Papiloma Humano (VPH),
especificamente en aproximadamente el 10% de las
mujeres donde el virus persiste en el tejido, lo que pare-
ce favorecerse por diversos factores como la inhibicion
funcional de células natural killer (NK), considerada co-
mo la primera linea de defensa inmunolégica asociada
con la lisis de células infectadas por virus y/o células
tumorales. Asi, el VPH utiliza esta estrategia para evadir
la respuesta inmune innata, la cual a pesar de ser una
de las principales barreras iniciales del sistema inmune,
ha sido poco estudiada en la patologia cervical (Textor
et al., 2008).

Las celulas NK son pertenecientes a la inmunidad innata
porque carecen de receptores especificos de antigenos
en la superficie celular y participan en el control tem-
prano de células estresadas. Su actividad citotéxica se
realiza a través del reconocimiento y movilizacién de sus
granulos secretorios hacia el sitio de contacto con las
células blanco, principalmente granulos de granzima B y
la perforina que junto con una tercera proteina de alto
peso molecular denominada serglicina forman un com-
plejo liberado en la zona de contacto entre las dos célu-
las y conduce a la formacién de una vacuola de ph acido
que induce la activacion de las perforinas ejerciendo los
efectos desestabilizantes sobre la membrana de la vacuo-
la endocitica y permitiendo que la granzima B acceda al
citosol de la célula blanco activando al sistema de caspa-
sas e induciendo la muerte por apoptosis (Lieberman,
2003; Barry & Bleackley, 2002; Vivier et al., 2011).

Con respecto a los receptores que posee la celulas NK
para ejercer su funcién citotoxica, éstos se han clasifica-
do en activadores, inhibidores, qumiotacticos y de ad-
hesion. Dentro de los receptores activadores se destaca
el NKG2D, el cual es un glicoproteina transmembrana
de superficie tipo Il que se expresa en forma dimerica
junto con una molécula coadaptadora DAP10 en célu-
las NK, LT CD8+ TCR aB y LT CD4+ TCR aB y posee la
capacidad unica de reconocer diversos ligandos sobre-
expresados en las células tumorales (NKG2DLs)
(Obeidy & Sharland, 2009; Huergo-Zapico et al., 2014).

Los ligandos del receptor NKG2D son moleculas simila-
res a MHC-I que se dividen en dos familias: mic (a y b)
y ulbp (1-6) que junto con la posible ausencia del MHC-
| son indicadores de infeccién y/o transformacion del
DNA propia de un microambiente tumoral generando
sefales de activacion e induccién de citotoxicidad
(Textor et al., 2008).

En estudios con lineas celulares de cancer cervical, se
ha observado una disminucién en la expresion de re-
ceptores activadores de NK como NKG2D, NKp30,
NKp46 entre otros y de algunos ligandos como cd155,
mica, micb - ulbp-2 (Choy & Phipps, 2010). En el 2002,
Pende y colaboradores evaluaron la expresién de mica
en un panel de lineas celulares que inclufa: tres carcino-
mas de coldn, dos carcinomas de ovario, un carcinoma
hepatico y la linea celular HelLa de cancer cervical; co-
mo resultado encontraron que todos los tumores estu-
diados expresaban el ligando mica (Pende et al., 2002).

Recientemente Del Toro y colaboradores en el 2011
(Del Toro et al., 2011) describieron que mica y micb
exhibian un patrén de expresion diferencial entre las
lineas celulares infectadas con VPH, SiHa y Hela, vy las
lineas celulares no infectadas con VPH, C33-A y HaCaT
(linea celular de queratinocitos inmortalizados). Obser-
varon que la expresion celular de mica en lineas infecta-
das era mayor que la expresion de micb y bajos niveles
de expresion de mica en las lineas celulares no infecta-
das, por lo tanto se pudo evidenciar que por mayor
grado de homologia que compartan estos ligandos, al
parecer hay una regulacién diferencial de su expresion
en la superficie celular en el cancer de cuello uterino y
proponen que una sobreexpresion sostenida de mica
puede promover una baja modulacién del receptor
NKG2D en células NK de pacientes con cancer de cue-
llo uterino.

De igual forma se describen otros mecanismos de regu-
lacion de estos ligandos como el clivaje por proteasas
de los ligandos de NKG2D de la superficie celular para
evitar el reconocimiento por parte de la célula NK, tales
como metaloproteinasas de matriz y desintegrinas; par-
ticularmente mmp14, adam 10 y adam17, que se han
relacionado con el clivaje de mica y micb de la superfi-
cie de células tumorales (Doubrovina et al.,, 2003; Jimé-
nez et al., 2012). Los ligandos liberados se pueden de-
tectar en el suero de pacientes con diferentes tipos de
cancer donde se han encontrado grandes cantidades
de mica y micb solubles comparado con el suero de
pacientes sanos (Salih et al., 2002; Boutet et al., 2009).

Por lo anterior nosotros evaluamos por primera vez la
expresion génica de todos los ligandos descritos (mica,
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Tabla 1. Secuencias y condiciones de estandarizacién de primers de
NKG2DL - ulbps 1-6, mic-a, mic-b; metaloproteinasas (adam 17, adam 10 y
mmp14) y gen house keeping de S-actina.

Tamano del
s c g o

Gen Secuencia primer (5’-3) Temperatura (°C) SR
F: GCAGAGGATCTITGGCAGTTC

uthp- 1 o o o 62°C 293 pb
R: ATGAGAAGGCTCCAGLGACT
F: CAGAGCAACTGCOTGACATT

ulbp- 2 . ) . 62°C 299 pb
R: CATGCCCATCAAGAAGTCCT
F: TGGAACTGGCTGACACTGAG

uthp- 3 i o 62°C 306 pb
R: GCCTCTTCTTCCTGTGCATC
F: TGGAACTGGCTGACACTGAG

ulbp- 4 ) o 62°C 93 pb
R: GCCTCTTCTITCCTGTGCATC
F: CCATGTCCTCAGGCACAGC

uthp-5 o i e 64°C 375 pb
R: CAGUUAACCATCAAGATATG
F: CGCCATCCCAGCTTTGCTTC

ulbp-6 . ) 60°C 165 pb
R: TITTCATCCACCTGGCCTTGA
F: GGGAACGGAAAGGACCTCAG

mica o : 60°C 190 pb
R: GUGGGCATTUGTCCATTCCTCA
F: GATAAGCGOGTCGCTGAGCGGG

mich ] o ) 62°C 120 pb
R: AGCCCCATGGCCCCTACGTC
F- TTGTGTGGTITGGCCCTTCT

adam17 i i o 60°C 116 pb
R: CTGCTTTTGCACCACAGOGTC
F: COGAACTCTGCCATTTCACTC

adam 10 _ 62°C 140 pb
R: ACTTCCTCTACACCAGTCAT
F: CGAACTCTGCCATITCACTC

mmp 14 ] 60°C 124 pb
R: ACTTCCTCTACACCALTCAT
F: ATTGCCGACAGUATGCAGA

B-actina o o o 60°C 89 pb
R:GAGTACTTGCGCTCAGGAGGA

micb y ulbp 1-6) para el receptor activador NKG2D en
humano, ademas de las metaloproteinasas adam10,
adam17 y mmp14 involucradas; en las lineas celulares
de referencia para el cancer cervical como Hela positi-
va para el tipo viral VPH 18 y C33A negativa para VPH.

METODOLOGIA

Se utilizaron lineas celulares de referencia para cancer
cervical: Hela (positiva para VPH 18) y C33 A (negativa
para VPH), las cuales fueron mantenidas en cultivo de
acuerdo a las recomendaciones de la ATCC.

Extraccion de RNA

A partir de las lineas celulares se realizé la extraccion
del RNA bajo las indicaciones y recomendaciones del
fabricante del Kit RNeasy Quiagen®. Una vez obtenido
el RNA fue cuantificado por espectrofotometria utilizan-
do NanoDrop®ND-100 y de acuerdo a su calidad fue

tratado bajo las indicaciones y recomendaciones del
fabricante del Kit de DNasa | de Invitrogen®.

Sintesis de cDNA

Posteriormente, se realizé la retrotranscripcion de la
muestra de RNA para obtener cDNA bajo las indicacio-
nes y recomendaciones del fabricante del Kit Su-
perScript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen),
donde se adiciono al RNA previamente tratado con
DNAasa 1ul de dNTP (10mM), se incubo a 65°C por 5
minutos e inmediatamente se coloco sobre hielo por un
minuto. Luego se adiciono 2ul de RT buffer 10X, 4ul
cloruro de magnesio (25mM), 2ul de DTT (0,1M), Tyl
RNAaseOut (40U/ul) y 1ul de SperScript Il RT (200U/
ul); se incubo a 50°C por 50 minutos seguido de una
temperatura a 85°C por cinco minutos e inmediatamen-
te se coloco en hielo durante un minuto. Finalmente se
adiciono Tul de RNAase H (2U/ul) seguido de una incu-
bacién de 20 minutos a 37°C.

Ligandos de NKG2D en lineas celulares de cancer cervical
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Figura 1. Expresién del ligandos ulbp (1-6) de NKG2D en lineas celulares de CCU: Hela:
Positivo para VPH -18 y C33A: Negativo para VPH. A) ulbp-1 p=0.01, B) ulbp-2 p=0.04, C)
ulbp-3 p=0.03, D) ulbp-4 p= 0.81 E) ulbp-5 p= 0.32 F) ulbp-6 p=0.14. Se considera valores estadis-

ticamente significativos p = <0.05.

El ¢cDNA se cuantifico espectrofotométricamente por
NanoDrop®ND-100 y se realizaron alicuotas de trabajo
de 125ng/ul las cuales se almacenaron a -70°C para su
uso posterior.

Diserio de primers

En la tabla 1 se resume las secuencias de los primers
para el cual se utilizé el software Primer Blast y Primer 3
IDT y corroborados mediante alineamiento con BLAST
para comprobar que los iniciadores disefiados corres-

pondian a los genes de interés, ademas de las condicio-
nes de estandarizacién para los ensayos de RT-PCR de
cada uno de los genes del estudio.

PCR en tiempo real (RT-PCR)

Los ensayos de qRT-PCR para las lineas celulares de
cancer de cérvix se realizaron bajo las siguientes condi-
ciones:
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En placas de real time del equipo Light Cycler® 480
System, por cada gen se prepar6 la mix 1X para cada
linea celular por triplicado con 0.2 uM de los iniciado-
res tanto forward como reverse correspondiente, 5.0 pl
de solucién Master Syber Green, 2 pl de cDNA (250
ng /ul) y se completé con agua desionizada libre de
RNAasa hasta un volumen final de 10 pl. En el equipo
Light Cycler® 480 System se procesaron las reacciones
bajo el programa establecido asi: Un ciclo de denatura-
cién a 95°C por 4 minutos; treinta cinco (35) ciclos de
amplificacién cada uno de 95°C por 10 segundos; la
temperatura descrita para cada tipo de gen en la tabla 1
(60°C, 62°C o 64°C) por 20 segundos y 72°C por 1
segundo y finalmente un paso de enfriamiento a 4°C
por 10 segundos. Como control negativo fue utilizado
agua desionizada libre de RNAasa en las mismas condi-
ciones mencionadas.

Para la optimizacién de la qRT-PCR se obtuvieron las
eficiencias para cada uno de los genes en estudio, reali-
zando curvas estandar utilizando diluciones seriadas de
DNA de la linea celular Hela y aplicando la formula E=
10 (-1/pendiente), dicha eficiencia debia estar entre 1.7
- 2.0 siendo indicativo de adecuadas condiciones en la
corrida de las reacciones (Yun et al., 2006).

El andlisis de la expresion se realizé utilizando el méto-
do de cuantificacion relativa donde cada muestra fue
normalizada con la expresién del gen de referencia -
actina. La expresion relativa de los genes de interés fue
calculada y fundamentada en el método 2 2T teniendo
en cuenta las eficiencias obtenidas para cada set de
iniciadores como factor de correccion, por lo que el
célculo se realizé basado en la siguiente férmula: (E
actina) * CP muestra/ (E gen de interés) * CP muestra
(Pffafl, 2001).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos de tiempo
real fue realizado utilizando el software Graph Pad-
Prism 6, en el cual se realizaron gréficos de dispersion
con media y desviacion estandar DS. Para la significan-
cia estadistica, se realizé la prueba t-test. Un p valor <
0,05 fue considerado como significante.

RESULTADOS

La expresion relativa de los genes de interés ulbp (1-6),
mica, micb y metaloproteinasas (mmpi14, adami0 vy
adam17), se realiz6 a través qRT-PCR por triplicado en las
lineas celulares: Hela (positiva para VPH tipo 18) y C33-
A (negativo para VPH). Se obtuvieron valores 6ptimos de

eficiencia para todos los primers de los genes utilizados
incluyendo nuestro gen constitutivo de - actina.

Expresion de los ligandos de NKG2D

Como se observa en las figura 1, la expresién genica
relativa de los ligandos ulbp-1 y ulbp-2 en las lineas ce-
lulares presento una diferencia significativa con un valor
p de 0.01 y 0.04 respectivamente, siendo la linea C33
la que obtuvo un mayor nivel de expresion de estos dos
ligandos respecto a Hela donde los niveles de expre-
sion génica son practicamente nulos. Para el ligando
ulbp-3 su expresion presento también diferencias signifi-
cativas con un valor p de 0.03 siendo igualmente la
linea C-33A la que mayores niveles presentd, mientras
que la linea celular Hela presenté menor expresion de
éste ligando. Para el ligando de ulbp-4, no se observé
expresion en ninguna de lineas celulares evaluadas. La
expresion génica de los ligandos ulbp-5 y ulbp-6 fue
ligeramente mayor en la linea celular C-33A, con res-
pecto a la Hela, pero éstas diferencias no fueron esta-
disticamente significativas.

En la figura 2, se observa que la expresion génica de
mica presenta diferencias estadisticamente significativas
con un valor de p de 0,02 siendo la linea celular C-33A
la de mayor nivel de expresion, en contraste la linea
celular Hela dicha expresion fue nula. En relacién al
ligando micb su expresion fue baja en las dos lineas
celulares evaluadas, sin embargo, se observa un leve
incremento en la linea celular C-33A.

Finalmente, para las desintegrinas y metaloproteinasas,
observamos en la figura 3, la expresion relativa para
adam10 y adam17 fue similar en las dos lineas celulares
evaluadas, sin embargo, la mmp14, mostr6 diferencias
estadisticamente significativas con un p=0.006, con un
incremento en su expresion en la linea celular Hela
positiva para VHP18 y una expresion nula en la linea
celular C-33A negativa para VPH.

DISCUSION

La mayoria de ulbp no se expresan en tejido normal a
diferencia de los ligandos mica y micb los cuales son
expresados en células gastrointestinales por accién de
flora bacteriana. Para el caso especifico de la patologia
cervical, el VPH ocasiona la transformacion del DNA en
la célula blanco induciendo la disminucién de la expre-
sion de moléculas MHC-I y la expresion de ligandos
ulbp y mic que a su vez activa el receptor NKG2D de
las células NK promoviendo la lisis celular; es asi como
se ha observado la expresion de todos estos los ligan-
dos mencionados en lineas de cancer de cérvix tanto

Ligandos de NKG2D en lineas celulares de cancer cervical
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Tabla 2. Eficiencias de
ULBPs (1 al 6), mica, micb,
adam10, Adam 17 y mmp14
utiizando DNA de linea
celular Hela.

Gen Eﬁcien.cia

Obtenida
ulbp- 1 1.797
ulbp- 2 1.959
ulbp- 3 2013
ulbp- 4 1.915
ulbp- 5 1.769
ulbp-6 1816
Mic-a 1.781
miic-b 1859
adam17 1.762
adam10 1591
mmpl4 1843
B-actina 230

Eficiencia recomendada: 1.70
—2.10 (Yun et al., 2006).

positivas (Hela) y negativas (C33) para VPH pero con
patrones totalmente diferentes.

La expresion de ulbp-1; ulbp-2 ulbp-3 y mica presenta-
ron diferencias estadisticamente significativa (p=0.01;
p=0.04; p=0.003; p= 0.02 respectivamente) entre las
dos lineas celulares (HeLa y C33A) pero destacandose
su expresion en la linea celular C33A la cual no contie-
ne genoma de VPH, contrario a lo presentado en el
estudio realizado por Jiménez y colaboradores en el
2012 (Jiménez et al, 2012) y Textor y colaboradores
en el 2008 (Textor et al., 2008) en el que se destaca la
expresion genica del ligando ulbp-2 en SiHa (linea celu-
lar asociada con VPH tipo 16) y los reportados por Del
Toro y colaboradores en el 2011 (Del Toro et al., 2011)
donde reportaban una baja expresion de mica en la
linea negativa para VPH. En cuanto a micbh no se obser-
varon diferencias de la expresion del gen en las lineas

celulares empleadas las cuales fueron menores a las
reportadas Del Toro y colaboradores (Del Toro et al.,
2011), quienes encontraron una mayor expresion en la
linea C33A que en Hela. Sin embargo, estudios recien-
tes de McCarthy y colaboradores en el 2018 (McCarthy
et al., 2018), demuestran como en lineas celulares tu-
morales de cancer cervical (Hela), fribrosarcoma
(HT1080) y cancer de seno (MCF7) al ser tratadas con
glucosa en distintas concentraciones (2,5 - 25mM) in-
crementan la expresion de mica y micb, esto se relacio-
na con el estudio realizado por Jung y colaboradores en
el 2017 (Jung et al., 2017), donde en lineas celulares
positivas y negativas para VPH en cancer de cabeza y
cuello, demuestran una regulacién diferencial en el me-
tabolismo anaerébico de la glucosa y la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, estos autores observan que las
células positivas para VPH y con deprivacion de gluco-
sa durante 48 horas, sobreviven en un 90% 6 mas,
mientras que las células negativas para el virus unica-
mente sobreviven un 40 a 60%, por otra parte, alta pro-
duccién de lactato y bajo consumo de oxigeno es ca-
racteristico de las células VPH negativas contrario a las
VPH positivas. Estos hallazgos pueden explicar como
por las diferencias metobdlicas entre las lineas celulares
positivas y negativas para el virus, pueden influenciar la
expresion de mica y micb, encontrandose en menor
proporciéon en células HelLa que en C33A.

Los ligandos ulbp-4, ulbp-5 y ulbp-6 no presentaron dife-
rencias estadisticamente significativas (p= 0.92, p=0.72
y p=0.64 respectivamente), contrario al estudio de Ea-
gle y colaboradores en el 2009 (Eagle et al., 2009) don-
de para la expresion del gen ulbp-6, esté se caracteriza
por ser restringido para lineas celulares positivas para
VPH vy derivadas de cancer de cérvix (SiHa, CaSki, He-
La) al compararlo con 10 tipos diferentes de lineas celu-
lares tumorales y por lo tanto es considerado como un
indicador de la respuesta inmune frente al VPH.

Diversos estudios describen el perfil de expresion de los
ligandos del receptor NKG2D en otras patologias malig-
nas como el cancer de seno y cancer de ovario presen-
ta un comportamiento totalmente diferente como por
ejemplo incrementos estadisticamente significativos en
la expresion de mica, mich, ulbp-4 y ulbp-2 siendo este
ultimo de mal pronéstico para cancer de ovario
(Huergo-Zapico et al., 2014; de Krujif et al., 2012).

Es importante aclarar que en la expresion de las protei-
nas ulbp se han descrito diferentes mecanismos que
intervienen en su modulacién como el clivaje de algu-
nas isoformas solubles de ulbp2- ulbp-4 que se unen al
receptor NKG2D, realizando una alteracion en la expre-
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Figura 2. Expresién del ligandos mica y micb de NKG2D en lineas celulares de CCU: Hela: Po-
sitivo para VPH -18 y C33A: Negativo para VPH. A) mica p=0.02 B) micb p=0.19. Se considera valores

estadisticamente significativos p = <0.05.

sion del receptor NKG2D favoreciendo una disfuncion
de las NK. Otro mecanismo es el contacto persistente
entre células NK y células que expresan NKLs el cual
modulan la expresién de ligandos como el ulbp-3 o del
receptor NKG2D, como por ejemplo, al realizar coculti-
vos entre células de cérvix SiHa (VPH 16) o Hela (VPH
18) con NK se disminuye la actividad citotéxica, contra-
rio a lo ocurrido con linea celular C33A (VPH negativo)
donde se incrementa la actividad citotoxica.

De igual forma, se han descrito mecanismos de regula-
cion de estos ligandos que involucran procesos trans-
cripcionales y postranscripcionales, como por ejemplo
la capacidad de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH-AR
de interferir en la union de ciertas inmunoproteinas co-
mo factores de transcripcion (IRF1, IRF3) implicados en
la respuesta inmune innata, los cuales podrian realizar
la retencién intracelular de esos ligandos evitando su
expresion a la superficie tal como sucede en infeccio-
nes con citomegalovirus (CMV) y herpes virus (Jiménez
et al., 2012). Por otro lado, algunos procesos de metila-
cion del DNA se correlacionan con la ausencia de trans-
cripcion de ligandos del receptor NKG2D, constituyen-
do un mecanismo de evasion de las células tumorales
principalmente en leucemia mieloide aguda (LMA)
(Raneros et al., 2015).

Teniendo en cuenta lo anterior podria sugerirse que la
presencia o no del virus (VPH) interviene de forma di-
recta en la expresion de los diferentes ligandos tanto
ulbp y mica y micb en lineas celulares de cérvix.

Otra caracteristica descrita para los ligandos de
NKG2D, son los polimorfismos presentes principalmen-
te en mica y micb, para el caso de mica se han descrito
68 alelos y para micb 25, los cuales se distribuyen de

manera diferente entre las distintas poblaciones como
caucasicos, japoneses, amerindios entre otros. Algunos
de esos polimorfismos se han asociado a distintas pato-
logias como por ejemplo para artritis reumatoide el poli-
morfismo MICB*004, enfermedad celiaca MICA-A5.1 y
MICB*0106, artritis psoriatica MICA-A9 y enfermedad
de Behcet’s MICA*009 entre otras (Mendoza, 2007).
En cuanto a estudios de relacion de polimorfismos de
mica 6 micb asociados a cancer cervical, Chen y cola-
boradores en el 2005, no encontraron ninguna asocia-
cion en poblacion de Taiwan (Chen et al., 2005) y mas
recientemente Chen y colaboradores pero en el afo
2013 (Chen et al., 2013), en un estudio de GWAS des-
cribe asociaciéon a mayor riesgo de desarrollar cancer
cervical en personas que presentaran el alelo A5.1 del
gen mica.

Se ha determinado que uno de los posibles mecanis-
mos del tumor para evadir el sistema inmune es clivar
los ligandos como mica y micb para evitar ser reconoci-
do por el receptor NKG2D; algunas de las proteinas
que al parecer estan involucradas en este proceso ha-
cen parte de las metaloproteinasas de matriz y desinte-
grinas, como es el caso de adam10, adam17 y mmp14.
Ademas, la unién del NKG2D a los ligandos solubles
promueve su internalizacién y posterior degradacién,
como consecuencia se obtiene una disminucién de la
expresion del receptor y por lo tanto una menor activi-
dad citotoxica de las células NK (Chen et al.,, 2005;
Chen et al., 2013).

En una linea celular de carcinoma pancreatico se en-
contr6 que solo la baja regulacion de adami0 vy
adam17 inhibia el clivaje de MICA mientras que
ADAM17 se identific6 como el principal responsable
del clivaje de esta proteina en otras lineas celulares co-
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Figura 3 Expresién de las desintegrinas y metaloproteinasas adam 10, adam 17 y mmp 14 en lineas celulares
de CCU: Hela: Positivo para VPH -18 y C33A: Negativo para VPH. A) adam 10 p=0.51 B) adam17 p=0.85 C)
mmp14 p=0.006. Se considera valores estadisticamente significativos p = <0.05.

mo es el caso de la linea MDA-MB-231 (cancer de
seno). En el clivaje de micb tanto adam10 como
adam17 son igualmente efectivas en la linea PancTu-1
(cancer de pancreas), mientras que adam17 fue mas
efectiva en otras lineas como la de cancer de préstata
PC-3. De lo anterior se podria llegar a concluir que el
papel que juegan estas proteinas en el clivaje es mas
una cuestion selectiva por parte de la célula tumoral
que una especificidad de sustrato (Chitadze et al., 2013;
Waldhauer et al., 2008).

Para el caso de adam17, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas C-33A y
Hela; ademas se observo una expresion baja en las dos
lineas celulares empleadas. Estos resultados son contra-
rios a lo reportado por Xu y colaboradores en el 2013,
quienes encontraron altos niveles de la proteina en teji-
dos con CCU en comparacién con tejidos adyacentes

no cancerigenos y una alta expresion de ésta se ha aso-
ciado con un mal pronéstico en pacientes con CCU (Xu
et al., 2013), por lo que podria sugerirse que podria
llegar a ser un buen marcador de prondstico, por lo
tanto, era de esperarse que un modelo de CCU en [
neas celulares se encontrard una alta expresion de
adam17.

Segun nuestros resultados la expresion del gen mmp14
muestra diferencias de expresion entre las lineas celula-
res, siendo mayor expresion en la linea celular Hela.
Sheu y colaboradores en el 2003 (Sheu et al., 2003),
encontraron que queratinocitos primarios humanos que
expresaban las oncoproteinas virales exhibian una sobre-
expresion de mmp9 asociado, probablemente, a que las
proteinas E6 y E7 mediaban la baja regulacion de inhibi-
dores de mmp como RECK y TIMP-2, sin embargo, las
otras metaloproteinasas no presentaron cambios.
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CONCLUSIONES

En los andlisis de expresion génica de ulbps y mic-a en
lineas celulares de cancer de cérvix que fueron estadisti-
camente significativos, similar al predomino de la expre-
sion de la metaloproteinasa mmp14 en la linea celular
positiva para VPH, por lo que se sugiere una posible
estrecha relaciéon entre la patologia cervical asociada a
la infeccion por el VPH y la respuesta inmune innata a
expensas del receptor NKG2D de las celulas NK.
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