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Re sume n 

RESUMEN 

 

 

Rol del sistem a MI CA- NKG2 D en la  inm unovigilancia  y  

en e l escape tum ora l 

 

La mayoría de los tumores crece en huéspedes inmunocompetentes a 

pesar de que expresan ligandos de NKG2D (NKG2DLs)  como MI CA (MHC class I -

chain related gene A)  y MI CB. Sin embargo, su part icipación en el escape tumoral 

no ha sido totalmente dilucidada. En esta Tesis dem ost ram os que num erosos 

melanomas humanos ( líneas celulares y metástasis aisladas de pacientes)  no 

expresan MI CA en la superficie pero poseen depósitos int racelulares de este 

NKG2DL. Observamos correlación ent re la citotoxicidad mediada por células NK y 

la relación ent re NKG2DLs y moléculas de clase I  del HLA, pero no con los niveles 

de MI CA en superficie celular. La sobre-expresión de MI CA por t ransfección 

restauró la expresión en superficie y resultó en un aumento en la citotoxicidad y 

la secreción de I FN-γ por células NK. Los melanomas que sobre-expresan MICA 

exhibieron un crecim iento retardado respecto de los cont roles en ratones at ím icos 

(nude)  debido a la inducción de apoptosis mediada por células NK in vivo. MI CA 

fue retenida en el ret ículo endoplasmát ico (RE)  aparentemente debido a la 

acum ulación de formas inm aduras de MICA (sensibles a endoH) , t ransporte 

ret rógrado al citoplasma y degradación en el proteosoma. Por lo tanto la 

retención int racelular de MI CA por acum ulación de form as inm aduras del 

polipépt ido en el RE const ituye un novedoso m ecanism o de escape tumoral que 

confiere privilegio inmunológico previniendo los mecanismos efectores ant i-

tumorales de las células NK. Sin embargo, este fenot ipo puede ser revert ido 

m ediante est rategias de t ransfección que induzcan un aum ento en la expresión 

de MI CA. Estos resultados t ienen importancia potencial para el desarrollo de 

est rategias de inmunoterapia en seres humanos empleando a MI CA como blanco 

molecular. 

 

Palabras clave :  células NK – melanom a -  escape tumoral -  vigilancia 

inmunológica -  NKG2D -  MICA. 

 

 

  



Abstrac t 

ABSTRACT 

 

Role of the MI CA- NKG2 D system  in 

im m unosurveillance and tum or escape 

 

Most  tumors grow in immunocompetent  hosts despite expressing NKG2D 

ligands (NKG2DLs)  such as the MHC class I -chain related genes A and B (MI CA 

and B) . However, their part icipat ion in tumor cell evasion is st ill not  completely 

understood. Here we dem onst rate that  several hum an m elanom as (cell lines and 

freshly isolated m etastases)  do not  express MI CA on the cell surface but  have 

int racellular deposits of this NKG2DL. Suscept ibilit y to NK cell-mediated 

cytotoxicity correlated with the rat io of NKG2DLs to HLA class I  m olecules but  not  

with the amounts of MICA on their cell surface. Transfect ion-mediated 

overexpression of MI CA restored cell surface expression and resulted in an 

increased in vit ro cytotoxicity and I FN-γ secret ion by hum an NK cells. I n 

xenografted nude m ice, these melanomas exhibited a delayed growth and 

extensive in vivo apoptosis. Retardat ion of tum or growth was due to NK cell-

m ediated effector funct ions against  MI CA- t ransfected tumors because this effect  

was not  observed in NK cell-depleted m ice. Also, m ouse NK cells killed MI CA-

overexpressing melanomas in vit ro.  MI CA was retained in the endoplasm ic 

ret iculum which appeared to be due to an accumulat ion of endoH-sensit ive 

( im m ature)  form s of MI CA, ret rograde t ransport  to the cytoplasm and 

degradat ion by the proteasom e. Hence, our study ident ified a novel st rategy 

developed by melanoma cells to evade NK-cell mediated immune surveillance 

based on the int racellular sequest rat ion of immature forms of MI CA in the 

endoplasm ic ret iculum  and dem onst rates that  this tum or im m une escape st rategy 

can be overcome by gene therapy approaches aim ed at  over-expressing MI CA on 

tumor cells. 

 

Key w ords :  NK cells -  melanoma -  tumor escape -  im m unosurveillance -  NKG2D 

-  MICA. 
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Intro duc c ió n 

I NTRODUCCI ON 

 

1 . Tum ores 

 

 Diversas líneas de evidencia indican que la tumorigénesis es un proceso que 

involucra múltiples pasos. Cada uno de estos pasos se produce por un cambio 

genético que conduce a la transformación progresiva de una célula normal en una 

célula neoplásica. Durante este proceso darwiniano que finalmente conduce al 

desarrollo de los tumores cada cambio genético sucesivo confiere algún tipo de 

ventaja adicional para el crecimiento del tumor y eventualmente el establecimiento 

de metástasis (1). 

 Se ha sugerido que existen 6 alteraciones esenciales en la fisiología de las 

células que colectivamente permiten la transformación tumoral. Estas alteraciones 

provocan: 

 

• Autosuficiencia en la producción de factores de crecimiento 

• Pérdida de respuesta a señales inhibitorias del crecimiento celular 

• Evasión de o resistencia a la apoptosis 

• Adquisición de potencial replicativo ilimitado 

• Promoción de angiogenesis sostenida 

• Invasión de tejidos (capacidad metastásica) 

 

Por cada uno de los 100 tipos distintos de cáncer que se han descripto 

pueden existir además distintos subtipos de tumores. El cáncer de piel es el tercer 

tipo más frecuente de cáncer en humanos. Las formas más comunes de este tipo 

de cáncer son el carcinoma celular basal, el carcinoma celular escamoso y el 

melanoma, la forma más peligrosa y la que genera mayor número de muertes y 

que año tras año aumenta su incidencia en los países Occidentales. El melanoma 

resulta de la transformación maligna de los melanocitos, células pigmentadas 

especializadas que se encuentran predominantemente en la piel y los ojos. En la 

piel, estas células residen en la membrana basal de la epidermis y su homeostasis 

es regulada por queratinocitos epidermales. Diversos estímulos permiten a los 

melanocitos escapar a la regulación mediada por los queratinocitos y proliferar 

dando lugar a nevos o lunares. La proliferación de los melanocitos puede estar 

restringida a la epidermis (nevos de unión), a la dermis (nevo dérmico) o a ambas 

(nevo compuesto). Los nevos son por lo general benignos pero pueden progresar a 

la fase de crecimiento radial (RGP), una lesión intraepidermal que involucra algo de 
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Intro duc c ió n 

microinvasión local de la dermis. Las células RGP pueden progresar a la fase de 

crecimiento vertical (VGP), que es un estadío más peligroso en el que las células 

adquieren potencial meastásico, con nódulos o nidos de células que invaden la 

dérmis (Figura 1 ). No todos los melanomas atraviesan cada una de estas fases, y 

tanto las RGP como las VGP pueden desarrollarse directamente a partir de 

melanocitos aislados o nevos y ambos pueden progresar directamente a un 

melanoma maligno metastático (2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 : Progresión de la  t ransform ación del m elanocito . La piel normal muestra una 
distribución pareja en la membrana basal de la epidermis de melanocitos con prolongaciones 
dendríticas. En los estadíos tempranos los nevos están formados mayoritariamente por 
melanocitos benignos con prolongaciones, pero algunos nevos son displásicos y están formados 
por melanocitos morfológicamente atípicos. Los melanomas en fase de crecimiento radial (RGP) 
son considerados como el estadío maligno primario. Los melanomas en fase de crecimiento 
vertical (VGP) poseen potencial metastático ya que son capaces de infiltrar al sistema linfático y 
vascular. La diseminación pagetoide es la migración vertical de los melanocitos, lo que es 
considerado como una característica histológica del melanoma. Adaptado de (2) 
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Cuando el melanoma se diagnostica en estadíos tempranos, generalmente 

puede ser curado por remoción quirúrgica. Sin embargo, una vez que se han 

esparcido más allá de la piel y los ganglios linfáticos locales, los melanomas 

malignos metastáticos son refractarios a las terapias existentes. Por ello es 

importante generar terapias antitumorales alternativas a la quimioterapia partiendo 

de un conocimiento detallado de la relación que se establece entre el tumor y el 

sistema inmune del hospedador. Esto se debe a que aunque los tumores derivan de 

células propias, generalmente la neotransformación se asocia también a la 

expresión de neoantígenos que pueden ser reconocidos por el sistema inmune del 

organismo. A través del reconocimiento de estos antígenos tumorales el sistema 

inmune es capaz de atacar a las células transformadas, destruyéndolas antes de 

que el tumor se forme como una masa celular de un tamaño tal que genere una 

sintomatología en el paciente. Este rol del sistema inmune fue originalmente 

propuesto por Paul Erlich a comienzos del siglo XX, luego la hipótesis fue expandida 

por Sir Macfarlane Burnet y Lewis Thomas en la década del ´50 y el fenómeno 

recibió el nombre de “vigilancia inmunológica del cáncer”.  

A pesar del rol del sistema inmune como efector de una respuesta inmune 

anti-tumoral, en muchos casos las células tumorales no son eliminadas en forma 

eficiente. Esto se debe a que los tumores han desarrollado una gran variedad de 

mecanismos de escape que les permite evadir la respuesta inmune montada por el 

organismo. Por este motivo, una vez que un tumor sólido está establecido, 

vascularizado y es clínicamente detectable, la regresión espontánea es un evento 

infrecuente (3).  

Algunos autores consideran que no existe “escape” del tumor porque la 

respuesta inmune contra el tumor, al igual que contra los tejidos normales, se 

caracteriza por la ignorancia, tolerancia y supresión (4). Sin embargo, existen 

evidencias que indican que el sistema inmune selecciona, durante la formación del 

tumor, variantes que están mejor adaptadas para sobrevivir en un ambiente 

inmunológicamente intacto, de una manera muy parecida a lo que hace con virus, 

bacterias y parásitos. Por ejemplo, los tumores que se forman en huéspedes 

inmunocompetentes son menos inmunogénicos que los tumores que se desarrollan 

en ausencia de un sistema inmune intacto (5). De esta manera en los tumores que 

se generan bajo la presión del sistema inmune se seleccionan aquellas células más 

resistentes a los mecanismos efectores citotóxicos, produciendo variantes 

tumorales con inmunogenicidad reducida o que adquirieron otros mecanismos que 

les permiten evadir o suprimir el ataque inmune, y que tienen más probabilidades 

de sobrevivir en el hospedador inmunocompetente (6). 
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Teniendo en cuenta tanto la acción protectiva sobre el hospedador como la 

acción modeladora del sistema inmune sobre el tumor en desarrollo, Robert 

Schreiber postuló la hipótesis de inmunoedición del cáncer, un refinamiento de la 

vigilancia inmunológica que tiene una visión más amplia de las interacciones entre 

el sistema inmune y el tumor (5). De acuerdo con estas hipótesis, el proceso de 

inmunoedición del cáncer puede dividirse en tres etapas denominadas eliminación, 

equilibrio y escape. 

El proceso de elim inación  abarca el concepto original de la vigilancia 

inmunológica. En la primera fase del proceso de eliminación, una vez que los 

tumores sólidos alcanzan cierto tamaño, éstos comienzan a crecer invasivamente y 

requieren una mayor provisión de sangre, que llega como consecuencia de la 

producción de proteínas del estroma tisular y factores angiogénicos por parte del 

tumor. El crecimiento invasivo causa alteraciones menores en el tejido circundante 

e induce señales inflamatorias que llevan al reclutamiento de células de la 

inmunidad innata (células NK -por natural killer- , células NKT, linfocitos Tγδ, 
macrófagos y células dendríticas –CDs-). Ciertas moléculas en las células 

transformadas (tanto expresadas como resultado del proceso de neotransformación 

en sí mismo o inducidas por la limitada respuesta inflamatoria) son reconocidas por 

las células linfoides infiltrantes, que son estimuladas para producir IFN-γ. Este 

fenómeno puede provocar la muerte tumoral por arresto del ciclo celular y por 

mecanismos apoptóticos (7). Asimismo, las células tumorales y la reacción 

inflamatoria desencadenada inducen la producción local de quimoquinas tales como 

CXC10 (proteína inducible por interferón-10, IP-10), CXCL9 (monoquina inducida 

por IFN-γ, MIG) y CXC11-α (quemoatractante de células T inducible por IFN, I-

TAC). Estas quimoquinas contribuyen al reclutamiento de células linfoides con 

actividad citotóxica anti-tumoral. Algunas ejercen además efectos antiangiogénicos, 

contribuyendo a los mecanismos de eliminación del tumor (8-10). Los restos de 

células tumorales, generados como consecuencia directa o indirecta del IFN-γ sobre 

el tumor, son fagocitados por CDs locales, que luego migran a los ganglios linfáticos 

drenantes y dan inicio a una respuesta inmune adaptativa anti-tumoral. Por otra 

parte, las quimoquinas producidas durante la progresión del proceso inflamatorio 

reclutan más células NK y macrófagos. En la fase siguiente, los macrófagos y las 

células NK que infiltran el tumor se activan mutuamente por producción recíproca 

de IL-12 e IFN-γ, y destruyen más células tumorales por mecanismos que 

involucran perforina, TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor 

de necrosis tumoral o TNF-related apoptosis- inducing ligand), e intermediarios 

reactivos del nitrógeno y del oxígeno (5). Las CDs que migraron a los ganglios 
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linfáticos drenantes inducen la activación y diferenciación de las células T CD4+ 

específicas de tumor hacia un perfil Th1, productor de IFN-γ, que a su vez facilita la 

activación y diferenciación de células T CD8+ citotóxicas específicas del tumor. 

Estas células T CD4+ y CD8+ migran al foco tumoral, donde los linfocitos T 

citotóxicos destruyen a las células tumorales remanentes que expresan el antígeno 

tumoral específicamente reconocido y cuya inmunogenicidad aumentó por la 

exposición al IFN-γ producido localmente (6). Cuando el proceso de eliminación es 

exitoso para destruir el tumor en desarrollo, esto constituye el proceso completo de 

edición, sin progresión a las fases siguientes. Sin embargo, y debido a la existencia 

de numerosos mecanismos de escape tumoral (3, 4, 11), la eliminación es 

ineficiente en muchos casos. 

En el proceso de equilibr io , el sistema inmune y cualquier variante de las 

células tumorales que haya sobrevivido al proceso de eliminación, entran en un 

equilibrio dinámico. En este proceso, los linfocitos y el IFN-γ ejercen una potente 

presión de selección sobre las células tumorales, la que es suficiente para contener 

pero no para eliminar totalmente a un lecho tumoral que posee células inestables 

genéticamente y con alta tasa de mutación. Durante este período de selección 

darwiniana, muchas de las variantes originales de escape de las células tumorales 

son destruidas, y sobreviven selectivamente aquellas variantes que llevan 

mutaciones que les proporcionan una ventaja adaptativa, es decir, un aumento en 

la resistencia al ataque inmune. Se ha postulado que esta fase de equilibrio es la 

más larga de los tres procesos, pudiendo extenderse a lo largo de un período de 

muchos años (5, 12). 

 En la tercera fase, denominada escape , las variantes tumorales que 

sobrevivieron, comienzan a expandirse de forma descontrolada. Esto resulta en una 

enfermedad maligna observable clínicamente que, si se deja avanzar, resulta en la 

muerte del portador del tumor. En los últimos años se han estudiado y descripto 

numerosas estrategias inmunosupresoras utilizadas por las células tumorales, las 

que recientemente han sido reseñadas en un artículo de Rabinovich y col (11). 

Estos mecanismos incluyen defectos en la señalización luego de la estimulación del 

TCR, defectos en la maquinaria de presentación de antígenos, activación de señales 

coestimulatorias negativas en el microambiente tumoral (CTLA-4/B7, PD-1/PD-L1), 

secreción de factores inmunosupresores (IL-10, TGF-β, galectina-1, gangliosidos, 

prostaglandina E2), activación de vias proapoptóticas en las células efectoras de la 

respuesta inmune anti-tumoral (FasL, TRAIL, RCAS1) e inhibición de la 

diferenciación y maduración de las CDs (a través de factores reguladores negativos 

como VEGF e IL-10 y a través de vías de señalización intracelular como la de Stat3 
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y SOCS1). Además, distintas poblaciones de células regulatorias reclutadas o 

inducidas por los tumores contribuyen a esta red inmunosupresora, las que 

incluyen a las células T regulatorias naturales (Tregs) CD4+CD25+, las células T 

regulatorias inducibles Tr1, las células natural killer (NK) T productoras de IL-13 y 

distintas subpoblaciones de CDs mieloides y plasmocitoides (11). 

 Como se mencionara más arriba, uno de los mecanismos efectores más 

efectivos de la respuesta inmune anti-tumoral es la activación de células citotóxicas 

(linfocitos T CD8+ y células NK). Ambas inducen la muerte de las células blanco por 

apoptosis mediada por dos tipos de mecanismos. En el primero, denominado 

mecanismo secretorio, las células citotóxicas reconocen y movilizan sus gránulos 

secretorios hacia el sitio de contacto con las células blanco. Estos gránulos 

contienen diferentes componentes que participan en el mecanismo citotóxico. Los 

de mayor relevancia son la granzima B, una serinoproteasa capaz de activar 

caspasas y la perforina, una proteína desestabilizante de membranas (13). En los 

gránulos secretorios la granzima B forma un complejo con la perforina y una 

tercera proteína de alto peso molecular denominada serglicina que actúa como 

proteína transportadora o carr ier. Este complejo se libera en la zona de contacto 

entre las dos células donde es endocitado por la célula blanco, principalmente por el 

receptor de manosa 3-fosfato (MPR, 14). La internalización conduce a la formación 

de una vacuola de pH ácido que induce la activación de las perforinas que ejercen 

efectos desestabilizantes sobre la membrana de la vacuola endocítica permitiendo 

que la granzima B acceda al citosol de la célula blanco activando al sistema de 

caspasas que inducen la muerte por apoptosis (15). En el segundo proceso, 

denominado mecanismo no secretorio participan miembros de la familia del factor 

de necrosis tumoral (TNF)-α tales como el ligando de Fas (FasL) y en forma 

secundaria en las células NK, TRAIL (16). Una vez activadas, las células citotóxicas 

comienzan a expresar FasL en su superficie, lo que les permite unirse a diversas 

células que expresan su receptor CD95 (Fas). La interacción entre Fas y FasL 

induce la trimerización de Fas en la célula blanco promoviendo el reclutamiento de 

proteínas al dominio de muerte de Fas que desencadenan una cascada de 

activación de caspasas que involucra a la caspasa 8 y conduce a la apoptosis de la 

célula blanco. 

Como se mencionara anteriormente, las células citotóxicas (linfocitos T CD8+ 

y células NK) son las células efectoras más importantes en la batalla del sistema 

inmune contra los tumores. Existe evidencia emergente que indica que las células 

NK no sólo poseen funciones efectoras citotóxicas contra los tumores, sino que 

además, a través de la liberación de citoquinas y del diálogo cruzado con las CDs, 
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son capaces de regular la respuesta inmune adaptativa tanto en forma cualitativa 

como cuantitativa (17, 18). Esto las hace doblemente atractivas para estudios 

tendientes al desarrollo de inmunoterapias para el tratamiento de diferentes tipos 

de cáncer, ya que por un lado son capaces de destruir células transformadas y por 

otro tienen la habilidad de perfilar la respuesta inmune adaptativa anti-tumoral 

hacia un perfil Th1 y citotóxico mediado por linfocitos T CD8+. 

 

 

2 . Células NK 

 

Las células NK comprenden aproximadamente de un 5 a un 15% de las 

células linfoides circulantes en sangre periférica. Derivan de un precursor CD34+ y 

completan su desarrollo en la médula ósea. Para su maduración requieren de varias 

citoquinas, entre las cuales la IL-15 liberada por células estromales de la médula 

ósea, parece tener un papel crucial en la diferenciación hacia el linaje de células NK 

(19). Otras citoquinas como la IL-7, el SCF (stem  cell factor) y el flt3-L (ligando de 

flt3) jugarían además un papel relevante en las etapas tempranas de la maduración 

(19, 20). Esta maduración puede ocurrir en ausencia de un timo funcional tanto en 

humanos como en ratones (21). Sin embargo, las células NK comparten un 

precursor común con los linfocitos T (diferente del que da lugar a los linfocitos B y a 

los granulocitos/macrófagos) que sufre diferenciación hacia un linaje T o NK en 

función del microambiente (22).  

Las células NK fueron descriptas hace más de 30 años por su capacidad de 

lisar células tumorales o células infectadas con virus que no expresaban moléculas 

de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Este concepto dio 

origen a la hipótesis del m issing self, en la que se proponía que las células NK 

monitoreaban los niveles de expresión de moléculas de clase I del CMH sobre la 

célula y destruían a aquéllas células que por diversos mecanismos habían dejado de 

expresar niveles normales de estas moléculas (20), generalmente células tumorales 

o infectadas con virus. Aunque se las asoció inmediatamente con el fenómeno de 

vigilancia inmunológica, el reconocimiento de células con niveles bajos o nulos de 

moléculas de clase I del CMH implicaba necesariamente la existencia de receptores 

activadores de citotoxicidad que dispararan la actividad biológica de las células 

citotóxicas. En este sentido, las moléculas de clase I del CMH no son siempre 

necesarias para proteger de la lisis por parte de las células NK. Por ejemplo, las 

células NK son incapaces de rechazar tejidos no hematopoyeticos deficientes en 

moléculas de clase I del CMH, e in vit ro no pueden lisar fibroblastos de ratones 
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deficientes en β2-microglobulina que no expresan moléculas de clase I del CMH 

(23). Por otro lado, la inhibición tras la unión de las moléculas del CMH de clase I 

no es siempre suficiente para prevenir la citotoxicidad por parte de las células NK. 

Algunas células infectadas con virus que mantienen la expresión de moléculas de 

clase I del CMH en superficie son lisadas eficientemente por células NK autólogas 

(24). Además, células NK activadas con IL-2 aumentan la actividad lítica 

comparada con células NK no estimuladas, y adquieren así, la capacidad de lisar 

blancos resistentes (25). Estas observaciones apuntan a la importancia crucial de 

los receptores activadores en la regulación de la función efectora de las células NK. 

La unión de receptores activadores a moléculas de membrana de células 

blanco no solo desencadena la citotoxicidad sino que también promueve la 

producción de citoquinas, la migración de las células NK, su activación y su 

proliferación. Cada célula NK parece expresar su propio repertorio de receptores 

activadores e inhibidores (usualmente entre 3 y 4 de cada tipo) de manera que la 

citotoxicidad se encuentra finalmente regulada por un balance de señales 

provenientes de receptores inhibidores que interactúan con las moléculas del CMH 

clase I y de receptores activadores que reconocen moléculas relacionadas con el 

CMH de clase I en las células blanco (26). 

Además, el rol de las células NK como “citotóxicas naturales” está siendo 

revisado ya que existe una gran proporción de células NK en sangre periférica 

fenotipicamente maduras pero con una muy baja actividad citotóxica contra células 

blanco susceptibles (27). Se ha comprobado que las células NK requieren de distintos 

pasos de activación, regulados por distintos receptores y citoquinas para adquirir la 

capacidad citotóxica en respuesta al reconocimiento de las células blanco. Tanto la 

localización de estas etapas de maduración finales como las células que proveen las 

señales de maduración no son totalmente conocidas. Sin embargo, las evidencias 

recientes indican que las CDs y/o los monocitos y macrófagos serían los responsables 

de promover tal activación (28, 29). Esto no solo tiene consecuencias sobre las 

células NK, sino que se trata de una interacción bidireccional que también resulta en 

la maduración, activación o apoptosis de las CDs dependiendo del estado de 

activación de ambos tipos celulares (30, 31). Este reconocimiento es mediado por el 

receptor activador NKp30 en la célula NK (32). Recientemente se ha demostrado que 

la interacción in vivo entre CDs y células NK juega un papel importante en la 

inducción de una respuesta inmune eficiente contra células infectadas con virus y 

células tumorales (33, 34).  

Como consecuencia de este diálogo recíproco intenso establecido entre las 

CDs y las células NK se produce una estimulación bidireccional, las CDs adquieren 
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capacidad de actuar como células presentadoras de antígeno profesionales (CPAs 

que expresan moléculas coestimulatorias tales como CD80 y CD86) ya que las 

células NK promueven su maduración. Simultáneamente, en un proceso que 

involucra la t rans-presentación de IL-15 por las CDs (35) las células NK adquieren 

la capacidad de ejercer funciones efectoras citotóxicas contra distintas células 

tumorales y la capacidad de secretar citoquinas inmunoregulatorias 

(principalmente, IFN-γ). Las células NK se convertirían así en una fuente temprana 

de IFN-γ necesaria para la polarización de la respuesta inmune hacia un perfil Th1. 

Este programa de diferenciación es iniciado por la IL-12 liberada por CDs maduras 

y requiere del factor de transcripción T-bet (36). El IFN-γ tiene un papel dual en la 

polarización hacia el perfil Th1, ya que por un lado induce un aumento en la 

producción de IL-12 por CDs y por otra parte sinergiza con las señales transducidas 

a partir del TCR para maximizar la expresón de T-bet y consecuentemente el 

receptor de IL-12 en células T naive. 

 

En los últimos años aumentó notablemente el conocimiento en el campo de 

las células NK. Recientemente Eric Vivier propuso una definición actualizada para 

estas células, teniendo en cuenta nuevos ensayos funcionales y análisis genómicos. 

Según esta definición “una célula NK es un linfocito NKp46+CD3- presente en todas 

las especies de mamíferos, que depende de IL-15 y responde a IL-12. Luego de su 

maduración, las células NK son una fuente temprana de IFN-γ y son capaces de 

lisar células que han perdido la expresión constitutiva de moléculas propias (como 

por ejemplo moléculas del CMH de clase I) y que expresan moléculas propias 

inducibles por estrés (ej: ligandos del receptor activador NKG2D -NKG2DLs-) o 

moléculas microbianas (ej: m157 de citomegalovirus murino o agonistas de TLR-3)” 

(28). 

En humanos se han identificado dos subpoblaciones de células NK que se 

caracterizan por poseer funciones especializadas diferentes. La subpoblación 

mayoritaria (90%) expresa bajos niveles de CD56 (CD56dim) y altos niveles del 

receptor para la porción Fc de la inmunoglobulina G CD16 (CD16bright). Estas células 

son las responsables de la citotoxicidad natural que las hace capaces de lisar 

células tumorales in vit ro e in vivo (20, 37) y de la citotoxicidad celular dependiente 

de anticuerpos (CCDA, 20). No expresan CCR7 ni L-selectina (CD62L), pero 

expresan altos niveles de LFA-1 y otras moléculas de adhesión, por lo que se 

supone que son capaces de migrar a tejidos periféricos donde ejercen su actividad 

(38). Por el contrario, la subpoblación minoritaria de células NK de sangre periférica 

(10%) expresa altos niveles de CD56 (CD56bright) y niveles bajos o nulos de CD16 
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(CD16dim o CD16-). Esta población constituye una fuente importante de citoquinas 

inmunorregulatorias (IFN-γ, TNF-α, TNF-β, IL-10, IL-13, GM-CSF) que juegan un 

papel muy importante durante el desarrollo de la respuesta inmune innata y el 

disparo de la respuesta inmune adaptativa. Esta subpoblación expresa altos niveles 

de CCR7 y L-selectina (CD62L), lo que les confiere la habilidad de migrar y anidar 

en órganos linfáticos secundarios, donde liberan las citoquinas que regularían la 

respuesta adaptativa de linfocitos T y B (38). 

Recientemente se ha demostrado que las células NK de la población 

CD56bright son precursores que dan lugar a las células CD56dim luego ser activadas 

por citoquinas en sangre periférica (39). 

 

 

3 . Receptores de cé lu las NK 

 

 A diferencia de lo que ocurre con los linfocitos T y B, las células NK no 

emplean un único receptor para el reconocimiento de las células blanco. Por el 

contrario, expresan un conjunto de receptores asociados a cascadas de señalización 

intracelular específicas. Durante los últimos años se han caracterizado un número 

importante de estos receptores, todos los cuales son proteínas integrales de 

membrana asociados a subunidades transductoras de señales específicas. 

Funcionalmente, los receptores de células NK se dividen en inhibidores y 

activadores de citotoxicidad (40, 41). Los receptores inhibidores poseen en su cola 

citoplasmática un dominio ITIM (motivo de inhibición basado en tirosina o 

im m unereceptor tyrosine based inhibitory m ot if, cuya secuencia es V/IxYxxL/V), 

que luego de fosforilarse recluta fosfatasas de la familia SHP-1 que previenen las 

funciones efectoras de las células NK. Por el contrario, los receptores activadores de 

citotoxicidad poseen una cola citoplasmática corta que carece del dominio ITIM (37, 

42). Para llevar a cabo la señalización se asocian con diferentes moléculas 

adaptadoras, tales como CD3ζ, FcεRIγ y DAP12, que poseen motivos ITAM (motivo 

de activación basado en tirosina o im m unoreceptor tyrosine-based act ivat ion m ot if, 

cuya secuencia es YxxLx6-8YxxL/I) o DAP10, que contiene un motivo YxxM. La 

unión de estos receptores a sus ligandos resulta en la activación de una cascada de 

fosforilación, mediada por tirosin-quinasas intracelulares, que en última instancia 

llevan a la producción de citoquinas y movilización de gránulos secretorios que 

contienen perforina y granzimas (43)  

Como se mencionara, la actividad citotóxica de las células NK se encuentra 

finamente regulada por la integración de las señales de activación e inhibición que 
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reciben a través de los receptores respectivos. En condiciones normales, la 

señalización a través de los receptores activadores está continuamente bloqueada y 

prevalecen las señales desencadenadas por los receptores inhibitorios, que 

mayoritariamente reconocen a diversas moléculas de clase I del CMH. En 

situaciones patológicas (principalmente en células tumorales o infectadas con virus) 

en las que se produce una disminución en la expresión de ligandos de receptores 

inhibitorios de células NK o en situaciones en las que se produce un aumento en la 

expresión de ligandos de receptores activadores de células NK, se genera un 

balance en la señalización intracelular en favor del desarrollo de citotoxicidad (26, 

44). Sin embargo, en el caso de las células tumorales, en las que se produce a 

menudo tanto una disminución en los niveles de expresión de moléculas de clase I 

del CMH como un aumento en la expresión de ligandos de receptores activadores, 

se observa que los tumores crecen y hacen metástasis lo que sugiere la existencia 

de mecanismos de escape de la inmunidad anti-tumoral y/o el desarrollo de una 

inmunidad anti-tumoral deficiente para el control y erradicación de las células 

cancerosas que compromete no solo a las CDs, monocitos y linfocitos (11) sino 

también a las células NK (45). 

 

 

3 .1 . Receptores específ icos de m oléculas clase I  de l HLA: 

 

 Desde el punto de vista de la organización de los genes, existen 2 grandes 

grupos de receptores de células NK: 

1)  el complejo de receptores leucocitarios o LRC (leukocyte receptor complex) 

2) el complejo de receptores de citotoxicidad natural o NKC (natural killer 

com plex). 

 El grupo de los LRCs comprende 2 familias de genes que se encuentran en el 

cromosoma 19 humano: los receptores de tipo KIR (killer imm unoglobulin- like 

receptor) y los receptores ILT (im m unoglobulin- like t ranscripts) o LIR (leukocyte 

inhibitory receptors). Por otra parte, los genes del NKC mapean en el cromosoma 

12 humano y están compuestos mayoritariamente por la familia de genes NKG2  
(CD94/NKG2A, -B, 46). 
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3 .1 .1 . Com ple jo de receptores leucocitar ios ( LRC) :   

 

3 .1 .1 .a  . Receptores KI R  

 

En las células NK humanas, el reconocimiento de diferentes alelos HLA (por 

hum an leukocyte ant igen) -A, -B y -C está mediado por miembros de la familia KIR 

(CD158), codificados dentro del complejo LRC. Estos receptores son glicoproteínas 

de membrana de tipo I. Se pueden identificar dos subfamilias de KIR, basadas en el 

número de dominios de la superfamilia de las inmunoglobulinas en la región 

extracelular de estas moléculas (47). La subfamilia KIR3D contiene tres dominios, 

mientras que la subfamilia KIR2D contiene dos. A su vez, los dominios 

citoplasmáticos de los KIR pueden ser largos (L) o cortos (S), lo que se corresponde 

con su función como receptores inhibitorios o activadores, respectivamente. Los 

KIRs inhibitorios contienen una o dos secuencias ITIM en sus dominios 

citoplasmáticos. Por otra parte, los receptores activadores no señalizan 

directamente, sino que se asocian no covalentemente con otras moléculas 

adaptadoras con motivos ITAM que sirven como unidades de transducción de 

señales (47). Existe una excepción, el receptor KIR2DL4, que aunque posee 

dominio citoplasmático largo, con una secuencia ITIM, tiene función activadora 

(48). 

En general, los KIR3D reconocen alelos HLA-A, y -B, mientras que los 

receptores KIR2D reconocen alelos HLA-C (49-51). Los KIR inhibitorios se expresan 

además en linfocitos T activados (52) donde modulan sus funciones (42, 47). 

 

3 .1 .1 .b. Receptores I LT ( o LI R)  

 

La familia ILT/LIR se compone de 13 genes relacionados que codifican 

proteínas con 2 ó 4 dominios extracelulares de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas (47). Estos receptores están ampliamente distribuidos en las 

células del sistema inmune. Se los encuentra expresados en monocitos, 

macrófagos, CDs y algunas subpoblaciones de linfocitos B y células NK. La 

presencia de secuencias ITIM en las regiones citoplasmáticas de ILT2, 4, 5 y 8 

sugiere que actuarían como receptores inhibitorios en una forma análoga a los 

KIRs. 

Un miembro de esta familia, ILT2 (LIR-1), es un receptor inhibitorio que se 

une a distintas moléculas clase I del CMH, incluyendo la molécula no clásica HLA-G. 
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ILT2 se expresa en monocitos, macrófagos, células B, CDs y células NK, donde 

actúa como modulador negativo de sus funciones efectoras (42, 51). 

 

3 .1 .2 . Com ple jo de receptores de citotox icidad natu ra l ( NKC) : CD9 4 / NKG2  

 

Los receptores pertenecientes a la familia de las lectinas tipo C CD94/NKG2 

son heterodímeros (excepto NKG2D) unidos por puentes disulfuro, expresados 

como proteínas de membrana de tipo II en células NK y subpoblaciones de células 

T. Los genes que codifican para CD94 y NKG2 están localizados dentro del complejo 

NKC. La subunidad CD94 del receptor es invariante y está codificada por un solo 

gen. Por otro lado, NKG2 constituye una familia multigénica de al menos 5 

proteínas, designadas NKG2A (y su variante generada por splicing alternativo, 

NKG2B), NKG2C, NKG2D y NKG2E (53, 54). Los dominios extracelulares de unión al 

ligando de NKG2A/B, -C y -E comparten un alto grado de homología. Los dominios 

citoplasmáticos pueden ser tanto largos (NKG2A/B) o cortos (NKG2C y E), 

correspondientes a isoformas CD94/NKG2 inhibitorias o activadoras 

respectivamente (47, 55). Los heterodímeros CD94/NKG2A o B, como todos los 

receptores inhibitorios, poseen motivos ITIM en su cola citoplasmática. El 

heterodímero CD94/NKG2C se asocia a través de su cola citoplasmática con la 

proteína adaptadora DAP12 (56), que señaliza en forma similar a la cadena CD3ζ, 
mediante la activación de tirosin-quinasas luego de la fosforilación del motivo ITAM 

presente en su porción citoplasmática (57). Por otra parte, las formas inhibitorias 

se unen a sus ligandos con mayor afinidad que su contraparte activadora. 

Los heterodímeros CD94/NKG2A, B y C son receptores para la molécula no 

clásica de clase I del CMH, HLA-E (58). La expresión de HLA-E en la superficie 

celular requiere de un péptido que deriva de la secuencia líder de cadenas α de las 

moléculas de clase I del CMH (HLA-A, -B, -C y -G). La disminución en la síntesis de 

las moléculas de clase I del HLA, coordinadamente reducen la expresión de HLA-E 

por una menor disponibilidad del péptido necesario para el ensamblaje, 

estabilización y transporte a superficie celular de HLA-E (59). Por lo tanto, la 

expresión de niveles normales de HLA-E es un indicador de la biosíntesis normal de 

moléculas de clase I del CMH. De esta manera, los CD94/NKG2 fueron 

seleccionados para monitorear la integridad de la vía de síntesis de moléculas de 

clase I del HLA y detectar alteraciones inducidas entre otros por proteínas 

codificadas en el genoma de diferentes tipos de virus (42). 
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3 .2 . Receptores no específ icos de  m oléculas de clase I  de l HLA  

 

Algunos receptores no específicos de moléculas de clase I del HLA son 

receptores activadores. Entre estos receptores se encuentra un grupo asociado a 

proteínas adaptadoras que contienen motivos ITAM, tales como CD16 y los 

receptores activadores de citotoxicidad (NCR). Otro grupo de receptores está 

compuesto por moléculas asociadas a proteínas adaptadoras sin motivos ITAM. 

Entre estos se encuentran los miembros de la familia de CD2, CD2(60), 2B4 (61) y 

CRACC (62); NTB-A (63), DNAM-1 (64), NKp80 (65) y el receptor NKG2D, que es el 

más estudiado hasta el momento (66). 

 

3 .2 .1 . Receptores asociados a I TAM 

 

 3 .2 .1 .a . CD1 6  ( FcγRI I I ) 

 Es un receptor que une las porciones Fc de la IgG. De esta manera media la 

CCDA de células blanco. Señaliza a través de las cadenas CD3ζ y FcεRIγ. Si bien 

CD16 es uno de los receptores activadores más importantes en la jerarquía de 

receptores de las células NK (67), para ejercer su acción requiere de anticuerpos 

específicos (IgG) contra antígenos de superficie de las células tumorales o 

infectadas. Sin embargo, debido a que durante las etapas tempranas de la 

respuesta inmune adaptativa hay una limitada disponibilidad de estos anticuerpos, 

los otros receptores jugarían un papel más preponderante en la actividad de las 

células NK. 

 

3 .2 .1 .b. NCR 

 

Recientemente se han descubierto tres receptores activadores de 

citotoxicidad cuya expresión se encuentra restringida a células NK. Estas tres 

moléculas, pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas, fueron 

denominadas NKp46 (68), NKp44 (69, 70) y NKp30 (71) y representan los 

miembros de un grupo emergente denominado NCR (Natural Cytotoxicity Receptors 

o Receptores de Citotoxicidad Natural). Son glicoproteínas transmembrana de 46, 

44 y 30 kDa respectivamente. Estos receptores están involucrados en el 

reconocimiento y la lisis de células tumorales humanas (43).  

El receptor NKp46 es expresado por todas las células NK (en reposo y 

activadas) por lo que recientemente se ha sugerido que sería un excelente 

marcador de la población NK (28). Su porción citoplasmática no contiene ningún 
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motivo ITAM, pero la región transmembrana contiene un aminoácido cargado 

positivamente (R), que podría estar involucrado en la estabilización de la 

interacción con las proteínas adaptadoras CD3ζ y FcεRIγ (68).  

El receptor NKp44 tiene una expresión restringida a células NK activadas por 

IL-2, mientras que está ausente en células NK no activadas de sangre periférica. En 

su región transmembrana posee un aminoácido cargado positivamente (K), que le 

permite asociarse a DAP12 (69). 

El receptor NKp30 se expresa selectivamente en todas las células NK. Se 

asocia con cadenas CD3ζ, probablemente a través de un aminoácido cargado 

positivamente (R), presente en la región transmembrana (71). 

Los receptores NKp44 y NKp46 son sialilados, lo que les permite unirse a la 

hemaglutinina del virus de la influenza y de esta manera reconocer células 

infectadas con este virus y activar la función citotóxica de las células NK (72, 73). 

NKp30 esta involucrado en el reconocimiento de CDs (32). Además, NKp30, NKp44 

y NKp46 son importantes para el reconocimiento y lisis de células tumorales (74). 

Aunque recientemente se ha demostrado que proteglicanos de heparan-sulfato en 

la superficie de las células blanco están involucrados en este reconocimiento, los 

ligandos reconocidos sobre estas células por los receptores NKp30, 44 y 46 son aún 

desconocidos (75, 76). 

 

3 .2 .2 . Receptores no asociados a I TAM 

 

3 .2 .1 .a . NKp8 0  

 

NKp80 (65) pertenece a la familia de las lectinas de tipo C y se expresa 

como homodímero sólo en la superficie de células NK. Recientemente se ha 

identificado su ligando, AICL, específico de células mieloides, expresado por 

monocitos, macrófagos y granulocitos. Asimismo, hay evidencias experimentales 

que muestran que la interacción entre NKp80 y AICL es importante para la 

activación mutua ente las células NK y las células mieloides y que esto puede influir 

en la iniciación y mantenimiento de la respuesta inmune (29). 

 

3 .2 .1 .b. NKG2 D 

 

NKG2D fue identificado por primera vez en 1991 por Houchins y col, como 

un cDNA expresado por células NK humanas (54). El rol de esta molécula fue 

ignorado hasta 1999, cuando NKG2D fue identificado como receptor de una 
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molécula relacionada con el CMH de clase I, MICA (MHC class I  chain related A, 77). 

Desde entonces, NKG2D y sus ligandos fueron objeto de intensa investigación. 

NKG2D es una molécula de transmembrana de tipo II que pertenece a la 

familia de las lectinas de tipo C. A diferencia de otros miembros de la familia NKG2, 

NKG2D no se asocia con CD94 y se expresa en forma constitutiva como 

homodímero en superficie celular en todas las células NK y linfocitos T γδ y αβ 
CD8+. Este homodímero se une a la proteína adaptadora DAP10 en humanos y a 

DAP12 o DAP10 en ratones (78, 79). La proteína DAP10 no contiene motivos ITAM, 

pero tiene un motivo YxxM, que está implicado en la unión a la subunidad p85 de la 

fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K, 78) y a Grb (80), mientras que DAP12 contiene 

un motivo ITAM citoplasmático que recluta y activa a las tirosin-quinasas Syc o 

ZAP-70, que disparan una cascada de eventos que desembocan en el desarrollo de 

la citotoxicidad. Por otra parte, su expresión aumenta además por efecto de IL-12 e 

IFN-α en células NK y por IL-15 en linfocitos T CD8 (41, 78, 81, 82). NKG2D puede 

actuar como molécula coestimulatoria en células NK cuando éstas reciben señales 

de activación a través de NKp30, NKp44, NKp46 o NKp80, o como estructura 

primaria de reconocimiento de ligandos sobre células blanco (67). Esta función dual 

hace que NKG2D sea una molécula muy versátil (79, 83, 84), clave durante 

respuestas inmunes innatas y adaptativas. La estimulación de células NK a través 

de NKG2D gatilla una señal tan intensa que es capaz de sobrepasar a la señal 

inhibitoria disparada por el reconocimiento de moléculas de clase I del CMH por 

parte de los receptores inhibitorios KIRs conduciendo a la lisis de la célula blanco. 

 

 

4 . Ligandos NKG2 D 

 

NKG2D reconoce en ratón a las proteínas Rae1 (85), H60 (85) y MULT1 

(86). Aunque MULT1 se expresa en diversos tejidos normales, Rae1 y H60 se 

expresan principalmente en tumores murinos de diversos fenotipos. En humanos, 

NKG2D reconoce a las moléculas denominadas UL16 binding proteins (ULBP) -1, 

ULBP-2 y ULBP-3 (87, 88). Este grupo de moléculas de superficie ancladas a GPI 

(glicosilfosfoinositol) se expresan en algunos tejidos normales, pero se ha 

observado que se expresan en mayores niveles en tumores de diversos fenotipos 

(87, 88). En humanos, así como en varias especies de mamíferos pero no en ratón, 

existe otro grupo de ligandos de NKG2D (NKG2DL). Estas moléculas son proteínas 

integrales de membrana denominadas MI CA  y MICB (77). En la Figura 2  se 

muestra una representación esquemática de los NKG2DL. 
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Figura 2 : Representación esquem át ica de los ligandos de NKG2 D. Tanto en humanos 
(izquierda) como en ratón (derecha) algunas de estas moléculas están ancladas a GPI y 
otras poseen dominios transmembrana. Adaptado de (89). 

 

 

5 . Fam ilia  de genes MI C: 

 

La familia de genes MIC fue identificada en 1994 por el grupo de Spies 

cuando buscaba nuevos genes en la región del HLA-B (90). Esta familia se compone 

de dos genes (MICA y MICB) y 4 pseudogenes (90-92), cuya ubicación se muestra 

esquemáticamente en la f igura  3 . 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 : Ubicación de los genes de la familia MIC en la región de clase I del HLA. Se 
muestran los genes para las moléculas de clase I HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F y HLA-
G, así como los 2 genes (MICA y MICB) y 4 pseudogenes (MICC, MICD, MICE y MICF) de la 
familia MIC. 

Se ha demostrado que los genes MIC están conservados en muchos 

mamíferos, entre los que se encuentran primates (chimpancé, orangután, babuino, 

tamarindo, gibón), cabra, cerdo, vaca, perro y hámster (90, 93). Sin embargo, no 

se ha encontrado dicho gen en el genoma murino (90, 93). No obstante, 
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recientemente se ha descripto una familia de genes en ratón denominada Mill (MHC 

class I - like located near the LRC), compuesta por los genes Mill1 Y Mill2 que están 

relacionados con MICA y MICB (94). 

 

 

6 . Genét ica y Genóm ica de MI CA  

 

Los genes MICA y MICB, de 11,7 kpb y 12,9 kpb, respectivamente. Son 

inusualmente largos comparados con los genes del HLA, que tienen una longitud 

promedio de 3,5 kpb (95, 96). Sin embargo, la estructura genómica general semeja 

aquella de los genes de clase I del CMH, donde distintos dominios están codificados 

por distintos exones (97). MICA posee un primer intrón muy largo (90), donde 

existen sitios de unión para factores de transcripción como NFκB (98). 

 

 

7 . Transcr ipto y proteína de MI CA 

 

 El gen de MICA codifica para un ARNm de 1.382 nucleótidos (nt) que 

contiene un marco de lectura abierta de 1.149 nt, originando un polipéptido de 383 

aminoácidos con un peso molecular de 43 kDa (90). Esta longitud varía de acuerdo 

al número de repeticiones de alanina del segmento transmembrana de diferentes 

alelos. El gen de MICB genera un transcripto de 2.376 nt y un marco de lectura 

abierto de la misma longitud que MICA, con quien comparte un 83% de similitud de 

secuencia aminoacídica (96). La homología entre MICA y otros genes del HLA de 

clase I es muy baja, siendo de 15 a 21% en el dominio α1, 19 a 30% en el dominio 

α2 y 32 a 36% en el dominio α3 (90). Esta baja homología entre miembros de la 

familia de genes MIC y los genes de clase I del HLA es reflejo de una diversificación 

muy temprana en la evolución. 

El polipéptido de MICA neosintetizado consta de 383 aminoácidos, contiene 

un péptido líder para translocación al retículo endoplasmatico (RE), tres dominios 

extracelulares α1, α2 y α3, un segmento hidrofóbico de transmembrana y una cola 

citoplasmática relativamente corta (90). En células epiteliales polarizadas se 

observó que la cola citoplasmática dirige a esta molécula a la superficie basolateral 

(99). El dominio α3 carece de la secuencia de unión al correceptor CD8. La 

presencia de 8 sitios de N-glicosilación en MICA y 5 en MICB, contrasta con el único 

sitio de glicosilación de las moléculas clásicas de clase I, el que a su vez está 

ausente en MICA y MICB (90). La proteína MICA nativa está altamente glicosilada, 
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lo que incrementa su peso molecular de 43 (péptido desnudo) a 65 kDa (proteína 

madura 100). Además, no requiere de β2-microglobulina ni del procesamiento 

antigénico o de las proteinas TAP para su expresión en superficie (101, 102). 

En 1999 se cristalizó la porción extracelular del alelo MICA*001 (Figura 4 , 

103) y se pudo observar que efectivamente el hipotético bolsillo de unión de 

péptido es muy angosto (10 Å de ancho) como para contener un ligando, 

comparado a los 18 Å del bolsillo de las moléculas clásicas de clase I del CMH. 

Además, la estructura obtenida confirmó que MICA no se une a β2-microglobulina. 

 

Figura 4 : Est ructura cr ista lográfica de 
MI CA:  A) La estructura de los dominios α1, α2 y α3 responden a la estructura 
general de las moléculas de clase I del 
CMH, pero B) el bolsillo formado por los 
dominios α1 y α2 es demasiado angosto 
para contener un péptido, comparado con 
la molécula clásica HLA-B27 . Tomado de 
(103)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 . Polim or f ism o 

 

Al igual que los genes de clase I del HLA, MICA y MICB son polimórficos y se 

expresan de forma codominante (104), conociéndose hasta la fecha más de 60 

alelos de MICA (105-108) y 30 alelos de MICB (109-111). La mayoría de los sitios 

polimórficos varían en posiciones nucleotídicas no redundantes, con predominancia 

en los dominios α2 y α3. Una lista actualizada de los alelos de MICA y MICB se 

encuentra en el sitio de Internet de la agrupación inglesa The Anthony Nolan Trust  

(http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/index.html). 

La gran divergencia entre MICA y MICB reside dentro de los respectivos 

exones del segmento transmembrana. A diferencia de MICB, MICA posee 

variaciones en el número de repeticiones de la secuencia en tándem GCT, que 

codifica para diferente número de alaninas (112). Basado en el número de estas 

repeticiones, los alelos se denominaron A4, A5, A6, A9 A10 y A5.1. Este último es 

idéntico a A5 excepto que posee una inserción (G) que genera un corrimiento del 

marco de lectura y un codón de terminación prematuro dentro de la región 

transmembrana (113). Además, el alelo MICA*010 codifica para una proteína 

inestable que es degradada rápidamente dentro de la célula y que no alcanza a 

expresarse en superficie celular (114). 
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Los alelos más frecuentes en diferentes grupos étnicos son MICA* 008, 

seguido por MI CA* 002, MI CA* 004 y MI CA* 010, dependiendo de las poblaciones 

(115) . Los genes MI C parecen no ser esenciales para la v ida, ya que por una 

deleción en la región del CMH, el 0,1024%  de la población japonesa carece 

completam ente del gen de MI CA y el gen de MI CB cont iene un codón de 

term inación prematuro (116) . A diferencia de las graves consecuencias de la 

ausencia de genes funcionales de clase I  o clase I I  del CMH, los individuos MI C- / -  

son aparentem ente norm ales. Esto podría deberse a que existe redundancia en los 

NKG2DL y así en caso de que las proteínas MI CA y MI CB estén ausentes, su función 

podría ser reemplazada por ot ro ligando, como los ULBPs. 

 

 

9 . Pat rón de expresión y m odulación de MI CA 

 

MI CA t iene un pat rón de expresión rest r ingido a células endoteliales, 

fibroblastos, querat inocitos, monocitos y epitelio gast rointest inal,  pero no se 

expresa en linfocitos T o B en reposo (100, 102, 117) . 

En la región 5´  del gen de MI CA se ha dem ost rado la existencia de un 

elem ento regulador de la respuesta al choque térm ico, sim ilar al que se encuent ra 

en el gen de la proteína de choque térm ico de 70 kDa (hsp70, 100) . 

Consecuentemente, la expresión de MI CA es regulada por diversos est ímulos de 

est rés. Se induce por choque térm ico (100)  y est rés oxidat ivo (118)  en líneas de 

carcinom a hum anos. Tam bién se ha docum entada su inducción en fibroblastos y 

células endoteliales infectadas in vit ro con citom egalovirus (CMV, 119) . En este 

sent ido, es interesante destacar que las células infectadas con este virus escapan al 

reconocim iento por células T debido a que expresan productos virales que im piden 

el procesam iento de ant ígenos y la expresión de m oléculas clase I  del CMH (120) . 

Sin em bargo, al inducir la expresión de MICA, el virus facilita el reconocim iento a 

t ravés de NKG2D, lo que aum enta fuertem ente la respuesta de células citotóxicas T 

αβ CD8+  específicas del virus (50) . No obstante, el aum ento de los NKG2DL se ve 

cont rarestado ya que la proteína viral UL16 es capaz de producir una dism inución 

en la expresión de MI CB y los ULBP -1 y -2 (121, 122) . Adem ás, el CMV es capaz 

de inducir la degradación de MI CA (123) . Llam at ivam ente, el alelo m ás 

frecuentemente encont rado en diversas poblaciones, MICA* 008 (que posee una 

inserción que genera un codón stop prem aturo y una proteína t runcada que carece 

de la porción citoplasmát ica, pero que m ant iene su capacidad de est imular a las 

células NK) , es resistente a esta degradación m ediada por el v irus (123) . Por lo 
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tanto, aquellas personas portadoras del alelo MI CA* 008 serían resistentes a la 

infección por CMV. De esta manera, la interacción con patógenos com o el CMV 

durante el t ranscurso de la evolución, pudo haber ejercido una presión select iva 

para el desarrollo del polimorfismo de los genes MI C, así com o tam bién para la 

existencia de múlt iples ligandos de NKG2D. La infección de CDs y de líneas 

epiteliales con Mycobacterium  tuberculosis tam bién induce un aum ento en la 

expresión de MI CA en superficie in vivo e in vit ro (124)  lo que las hace suscept ibles 

al reconocim iento por NKG2D presente en linfocitos T γδ (Vγ2Vδ2) . Este 

reconocim iento perm ite potenciar la respuesta celular dependiente del TCR cont ra 

ant ígenos no pept ídicos y a superant ígenos, por lo que en determ inadas 

circunstancias MI CA actuaría com o m olécula coest imulatoria (124) . Asim ismo, la 

infección de líneas epiteliales con bacterias del grupo de Escherichia coli tam bién 

induce la expresión de MI CA en superficie, e induce la liberación de I FN-γ (125) . La 

Figura 5  resum e los m ecanism os expuestos anteriorm ente. 
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Figura 5 :  Expresión regulada de MI CA en diferentes situacione s .  Generalm ente las células norm ales 
de dist into t ipo no expresan MI CA (o la expresan en niveles bajos)  pero si expresan moléculas de clase I  del 
CMH. Diferentes situaciones pueden conducir a un aum ento en la expresión de MI CA. A )  I n vit ro,  se ha 
observado que el choque térm ico y el st ress oxidat ivo inducen la expresión de MI CA en células de 
adenocarcinom a de colon, lo que gat illa la secreción de I FN-γ y una respuesta citotóxica por linfocitos T 
intest inales con TCR γδ,  cont r ibuyendo a la lisis de las células que expresan MI CA y a la restauración de la 
hom eostasis del epitelio. B)  Durante la infección viral con CMV, los fibroblastos y células endoteliales 
aum entan la expression de MI CA y prom ueven una respuesta citotóxica m ediada por linfocitos T con TCR αβ 
CD28–CD8+ NKG2D+ .  C)  Durante la infección con Mycobacterium  tuberculosis,  se induce la expresión de MI CA 
en CDs y endoteliales, gat illando una respuesta citotóxica m ediada por linfocitos T Vγ2Vδ2. En am bos casos 
las células infectadas son elim inadas y la expresión de MI CA cont ribuye al reconocim iento de células 
infectadas con esos patógenos. 
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Nuest ro grupo ha dem ost rado que MICA se induce en linfocitos T CD4+  y 

CD8+  est im ulados con células alogeneicas in vit ro,  proceso en el que interviene la 

m icroagregación del complejo TCR/ CD3 y la molécula coest imulator ia CD28 (126) . 

La señalización int racelular involucra la act ivación de las vías de t ransducción de 

señales Lck/ Fyn,  ERK1/ 2, p38 MAPK, calcineurina, las rutas de señalización 

dependientes de I L-2, Jaks/ STATs y p70S6 quinasa (127)  y al factor de t ranscripción 

NF-κB (98) . Sin embargo, en la superficie de linfocitos T CD4+  act ivados solo se 

detecta una m ínim a expresión de MI CA. Esto podría const ituir  un m ecanism o para 

protegerlos de la lisis mediada por células NK en un m icroambiente tumoral o 

inflam atorio (128) . No obstante, ot ros autores detectaron expresión de MI CA en la 

superficie tanto de linfocitos T CD4+  com o CD8+  lo que los hace suscept ibles a la 

lisis por células NK autólogas, lim itando de esta m anera la respuesta T (129, 130) . 

Esta discrepancia puede explicarse por la ut ilización de dist intos t iempos y 

est ímulos para act ivar a los linfocitos T. 

 

Por lo tanto, estos hallazgos indican que MI CA funcionaría com o un sensor 

de homeostasis celular.  El reconocim iento de células que han inducido expresión de 

altos niveles de MICA en superficie celular por est ímulos de est rés, act ivación 

celular o infección induce su dest rucción en forma NKG2D-dependiente por parte de 

células citotóxicas (77, 100, 119, 124, 131, 132) . Este fenóm eno, const ituye un 

novedoso mecanismo de elim inación de células infectadas. 

 

 

1 0 . MI CA en tum ores 

 

Por ot ra parte, se ha observado que carcinomas de mama, pulmón, ovario, 

próstata, colon, r iñón y m elanom as expresan altos niveles de MI CA, por lo que se 

ha asociado la expresión de esta proteína a la neot ransform ación (131, 133, 134) . 

Asim ismo, MI CA se encuent ra frecuentemente sobre-expresada en dist intas líneas 

celulares tumorales (131) . Si bien el ant i-oncogen p53 está vinculado con la 

protección ante una t ransformación maligna (135) , este supresor de tumores no 

parecería esta involucrado en la regulación de la expresión de MI CA (136) . 

Recientem ente de ha dem ost rado que las células responden ante daños 

genotóxicos (altas dosis de radiación ionizante, t ratam iento con inhibidores de la 

replicación del ADN o de la ADN polimerasa)  induciendo la expresión de MICA y 

ot ros NKG2DLs. Por lo tanto, la expresión const itut iva de NKG2DLs en tum ores, que 
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generalmente poseen mutaciones, podría deberse a la act ivación crónica de las vías 

de reparación del ADN (136) .  

 

 

1 1 . NKG2 D e inm unidad ant i- tum ora l 

 

 Actualmente, sabemos que las poblaciones celulares linfocitar ias efectoras 

de una respuesta ant i- tum oral son los linfocitos T citotóxicos (con TCR αβ o TCR γδ)  

y las células NK, las que forman parte de los infilt rados linfocitar ios que se detectan 

en los tum ores (TI Ls:  tum or infilt rat ing lym phocytes) . Por ot ra parte, conocemos la 

existencia de variados mecanism os de escape tum oral (11) . 

 Se han publicado recientem ente algunas revisiones acerca de cóm o debería 

abordarse la potenciación de la respuesta inm une cont ra células tum orales (137-

140) , pero las est rategias de inm unoterapia ant i- tumoral ensayadas hasta el 

presente no han conducido a resultados clínicos exitosos (141) . El desafío para los 

inm unólogos consiste pues en com prender los m ecanism os por los cuales los 

tum ores evitan desencadenar una respuesta inm une eficiente y desarrollar nuevas 

est rategias de inmunoterapia o terapia génica que conduzcan al disparo de señales 

de act ivación inmune ópt imas y la elim inación de factores responsables del escape 

tumoral, la reaparición de los tumores primarios y de las metástasis. Por ot ra parte, 

muchas de las terapias actualmente empleadas llevan al desarrollo de reacciones 

autoinmunes, tal como es el caso del vit iligo observado en pacientes con 

melanomas que recibieron t ransferencia de linfocitos T citotóxicos propagados ex 

vivo (140, 142) . 

Experim entos in vit ro han dem ost rado que las células NK son capaces de 

disparar una citotoxicidad NKG2D-dependiente cont ra células tumorales 

provenientes de tum ores epiteliales y no epiteliales (131, 132) . En algunos casos, 

NKG2D fue el único receptor involucrado en el reconocim iento de las células 

tumorales, por lo que las moléculas blanco reconocidas, en part icular MI CA, son de 

interés para su estudio exhaust ivo como candidatos a ser empleados en el 

desarrollo de est rategias de terapia génica o inm unoterapia ant i- tum oral (Figura 

6 ) . 

En años recientes, se han publicado 2 estudios realizados en ratones en los 

que se invest igó el papel de la molécula NKG2D com o est ructura de reconocim iento 

de células tumorales (139, 143, 144) . En uno de ellos, se dem ost ró que la 

expresión ectópica de Rae1 y H60 en células tum orales de ratón por t ransducción 
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con adenovirus, induce el rechazo de los tum ores in vivo en ratones singeneicos de 

una m anera NKG2D-dependiente, en un fenómeno mediado por células NK y 

linfocitos T CD8+  citotóxicos (143) . El re-desafío de los animales sobrevivientes con 

los tum ores t ransducidos o inclusive con los tumores salvajes perm it ió demost rar 

que las células efectoras de la respuesta inm une ant i- tumoral fueron los linfocitos T 

CD8+  citotóxicos y que el desafío original generó memoria inmunológica. Más 

recientemente, ut ilizando un modelo murino humanizado de células de cáncer de 

pulmón t ransducidas y células NK humanas o murinas, se demost ró que la sobre-

expresión de MI CA prom ueve una fuerte respuesta inmune ant i- tumoral (139) . 

Asim ismo, se ha demost rado que la sobre-expresión de ciertos NKG2DLs en líneas 

celulares derivadas de gliomas humanos produce un crecim iento retardado de estas 

células en ratones at ím icos (145) . Sin em bargo, en este t rabajo no se estudiaron 

los m ecanismos involucrados en el crecim iento dem orado de los tum ores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 : MI CA en tum ores . 
La expresión de MI CA tam bién 
es inducida por la 
neot ransform ación, y los 
tum ores que expresan MI CA 
pueden ser elim inados por 
células que expresan NKG2D, 
tales como las células NK y 
linfocitos T CD8+ ,  cont ribuyendo 
a la inm unovigilancia. 
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NKG2D, además de ser importante en el cont rol del crecim iento y 

establecim iento de tumores y metástasis que expresan sus ligandos, protege al 

huésped de la iniciación de tumores, ya que la neut ralización de NKG2D en ratones 

induce un aumento en la incidencia de tum ores generados con carcinógenos 

quím icos (146) . Adem ás, ratones que presentan una dism inución sistém ica de la 

expresión de NKG2D en células NK y linfocitos T CD8+  no son capaces de rechazar 

tum ores que expresan MI CA (147) . Recientem ente se ha dem ost rado que los TILs 

de pacientes con m elanom as expresan NKG2D y que este receptor es im portante 

para el reconocim iento del tumor por parte de estos linfocitos (148) , reforzando la 

idea de que NKG2D es im portante en la inm unidad ant i- tum oral tam bién en 

humanos. Pese a la expresión de NKG2D en TI Ls y de NKG2DL en diversos tumores 

hum anos, éstos cont inúan con su desarrollo lo que se debe a la existencia de 

diversos m ecanism os de escape que com prom eten a las células NK y m ás 

específicam ente a NKG2D. 

 

 

1 2 . Mecanism os de escape que involucran a l sistem a NKG2 D-

NKG2 DL 

 

 Hasta el m om ento se han descripto diversos m ecanism os que cont r ibuyen al 

escape de la respuesta inmune mediada por células NK. Ent re ellos se destacan la 

secreción de citoquinas inmunosupresoras (149) , la expresión de isoform as solubles 

de HLA-G (150)  y el reclutam iento de Tregs al m icroambiente tumoral (151) . Sin 

embargo, el hecho de que las células tumorales que expresan altos niveles de 

NKG2DL sean altamente suscept ibles al reconocim iento y dest rucción m ediados por 

NKG2D in vit ro,  y a la vez estén infilt rados por células NKG2D+  sugiere que existen 

m ecanism os que in vivo alteran el norm al reconocim iento y desarrollo de funciones 

efectoras por el sistema NKG2D-NKG2DL. Esto podría resultar en la selección de 

variantes tumorales que impiden este reconocim iento. En primer lugar se demost ró 

que el ectodom inio de MI CA puede ser secretado in vit ro al m edio de cult ivo y 

detectado in vivo en suero de pacientes con cáncer, lo que afecta la funcionalidad 

de células citotóxicas por interferencia en la interacción con el receptor NKG2D 

(152, 153) . El clivaje involucra la acción de m etaloproteasas (153)  y recientem ente 

se ha demost rado que MI CA se asocia en la superficie celular con la proteína ERp5 

y que esta interacción es requerida para el clivaje de MI CA y la secreción del 

ectodom inio soluble (154) . El clivaje de MI CA no solo genera variantes tumorales 

con baja expresión de MI CA sino que induce la internalización de NKG2D en células 
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NK y linfocitos T CD8+  y, consecuentem ente una dism inución de su expresión en 

superficie. De esta m anera las células citotóxicas se ven impedidas de reconocer a 

las células tumorales. Ot ro mecanismo de escape que involucra al sistema NKG2DL-

NKG2D es mediado por TGF-β.  Esta citoquina inm unosupresora (155)  t iene un 

doble efecto sobre el sistem a NKG2DL-NKG2D. Por un lado regula negat ivam ente la 

expresión de MI CA y ot ros NKG2DL en la superficie de células tum orales (156)  y 

por ot ro lado induce una dism inución en la expresión de NKG2D en linfocitos T 

CD8+  y células NK, lo que evita el reconocim iento y dest rucción de dist intos t ipos 

celulares (151, 156-158)  sin afectar la expresión de perfor ina y FasL (159) . El TGF-

β adem ás de ser secretado por los tum ores, es expresado en la superficie de las 

células Treg, que en el m icroambiente tum oral inducen una dism inución de NKG2D 

en las células NK (151) . Recientem ente se ha dem ost rado ot ro m ecanism o de 

escape que evita el reconocim iento de los tumores por células NK en forma 

dependiente de NKG2D. Éste involucra la expansión select iva de linfocitos T 

CD4+ NKG2D+  en la sangre de pacientes con tum ores. Esta población poco 

convencional de células t iene un fenot ipo supresor, ya que la form a soluble de 

MI CA (sMICA)  no induce una dism inución en la expresión de NKG2D en esta 

población (en oposición a lo que ocurre en linfocitos T CD8+ NKG2D+ )  sino que la 

est imula para producir FasL soluble, lo que induce una expansión de las células T 

CD4+ NKG2D+  con fenot ipo supresor y un arresto del ciclo celular en linfocitos T 

CD4+ NKG2D- y CD8+ NKG2D-  que serían los mediadores de la inmunidad ant i-

tumoral (160) . De esta manera este mecanism o cont r ibuye a que los tum ores 

logren escapar al reconocim iento por el sistema inmune. Los mecanismos de 

escape que involucran al sistema NKG2D-NKG2DL se encuent ran resum idos en la 

Figura 7 .   
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Figura 7 : Mecanism os de escape tum ora l que involucr an a NKG2 D y sus ligandos: Se 
m uest ran los t res m ecanism os de escape que involucran a NKG2D descriptos hasta el 
m om ento:  MI CA es clivada de la superficie de ciertos tum ores por m etaloproteasas (MMPs)  y 
junto con el TFG-β (secretado por el tumor y/ o por células Treg)  induce una dism inución en 
la expresión de NKG2D en linfocitos T CD8+  y en células NK. Los tum ores que expresan bajos 
niveles de NKG2DL son entonces deficientem ente reconocidos por las células citotóxicas que 
adem ás m uest ran baja expresión de NKG2D. Adem ás, Fas soluble secretado por una 
población de células NKG2D+ CD4+  supresoras induce la expansión autócrina de esta 
población e induce el arresto del ciclo celular de células CD4+ NKG2D-.  Adaptada de (45) . 
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Objet ivos 
 
 
 

Los antecedentes descriptos ponen en evidencia la im portancia crucial del 

sistema NKG2DL/ NKG2D en la vigilancia inm unológica cont ra tum ores. Por ello y 

con el objet ivo de desarrollar est rategias de inmunoterapia para el t ratam iento de 

pacientes con cáncer basadas en la regulación de la expresión de los diversos 

NKG2DLs, resulta fundam ental elucidar los mecanismos desarrollados por los 

tumores que compromenten al reconocim iento de NKG2DLs por NKG2D y 

consecuentemente, al desarrollo de funciones efectoras por células NKG2D+  ( células 

NK y linfocitos CD8+ ) .  Por lo tanto, el objet ivo cent ra l  de esta tesis fue analizar el 

rol que juega el sistema MI CA-NKG2D en el reconocim iento de m elanom as 

humanos por células NK y de qué manera la dinám ica de MI CA en la célula tumoral 

puede afectar el reconocim iento de los tumores por parte de las células NK y la 

calidad de la respuesta inm une ant i- tum oral. 

 

En este m arco, los objet ivos específ icos  fueron:  

 

-  estudiar la expresión de NKG2DL (y en part icular, MI CA)  en m elanom as 

humanos y evaluar su influencia en la act iv idad biológica de las células NK;  

 

-  estudiar la dinám ica de expresión de MICA en m elanom as hum anos;  e 

 

-  invest igar la existencia de variaciones en la expresión de MI CA que puedan 

prom over el escape al reconocim iento inm une de los tum ores. 
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Materiales y Métodos 

 

1. Líneas celulares utilizadas 

 
Se utilizaron las siguientes líneas celulares adherentes de origen humano: 

HeLa (adenocarcinoma de cuello de útero, ATCC CCL-2), HT29 (adenocarcinoma 

de colon, ATCC HBT-38), HCT 116 (adenocarcinoma de colon, ATCC CCL-247). Y 

los melanomas, M8 (provisto por la Dra M. Pérez, A.R.N., Buenos Aires, 161), 

A375N (cedido por la Dra. E. Medrano, Baylor College of Medicine, Houston, TX, 

162), IIB-Mel-LES (163), IIB-Mel-IAN (163), IIB-MEL-J (164), SKmel-28 

(ATCC HTB-72) y MEL-888 (provista por el Dr. O. Podhajcer, Instituto Leloir, 

Buenos Aires), SKmel-24 (ATCC HTB-71), CIO Mel-001 y CIO-MEL-002 (cedidas 

por el Dr. Mordoh, FUCA, Buenos Aires). CIO-MEL-001 es una línea celular 

establecida a partir de una metástasis de melanoma detectada en una mujer 

caucásica de 33 años que luego de entrar en fase I de un ensayo clínico permanecía 

libre de enfermedad por más de 30 meses al momento del último control. CIO-MEL-

002 es una línea celular establecida a partir de un melanoma primario obtenido de 

una mujer caucásica de 27 años. Esta paciente fue tratada con IFN-α pero 29 

meses después desarrolló metástasis y enfermedad progresiva, y falleció 39 meses 

después del diagnóstico inicial (Barrio M. y col., comunicación personal). 

Los adenocarcinomas fueron cultivados en medio DME (Sigma, Saint Louis, 

MO, EEUU) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Invitrogen, 

Gaithersburg, MD, EEUU), 54 ng/ml de piruvato sódico, 0,292 mg/ml de glutamina, 

50 U/ml de penicilina sódica y 50 mg/ml de estreptomicina (todos de Invitrogen). 

Los melanomas fueron cultivados en medio RPMI-1640 (Invitrogen) 

suplementado con 10% de SFB, piruvato sódico, glutamina, penicilina sódica y 

estreptomicina. 

 

 

2. Muestras humanas 

 

Se obtuvieron suspensiones de células tumorales a partir de la escisión 

quirúrgica de 6 metástasis de melanomas en piel o ganglio linfático. Estas muestras 

fueron divididas en dos partes: la primera fue utilizada para preparar suspensiones 

de células por disrupción mecánica o enzimática; la segunda fue destinada a 
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histología de rutina y diagnóstico. Las muestras fueron obtenidas respetando las 

recomendaciones de los comités de ética locales y en concordancia con la 

declaración de Helsinki. La grasa fue removida con bisturí, los tumores fueron 

lavados con medio DME y cortados en pequeños pedazos. Para las metástasis 

dérmicas, se realizó una digestión durante 2-16 h a 37ºC con 50-100 U/ml de 

colagenasa de tipo I (Invitrogen) en DME completo. A continuación se disgregó el 

tejido por pasajes a través de una mala metálica estéril hasta obtener una 

suspensión celular. Las células fueron centrifugadas, resuspendidas y lavadas con 

medio fresco, contadas y congeladas en nitrógeno líquido. 

Los nevos fueron extraídos en el marco de una colaboración con el Servicio 

de Dermatología del Hospital de Clínicas. La extracción se realizó empleando un 

“punch” de 3 mm y las muestras fueron disgregadas mecánicamente utilizando un 

émbolo y una malla de metal. Las células obtenidas fueron utilizadas para 

marcaciones de citometría de flujo y en los casos en que la muestra fue abundante, 

también se utilizaron para preparar lisados y analizar la expresión de MICA por 

Wester blot . 

 

 

3. Reactivos 

 
Se emplearon las drogas citocalasina B, brefeldina A, cloroquina (todas de 

Sigma) y bortezomib (Velcade). La citocalasina B se usó a 1 μg/ml, la brefeldina A 

se usó a 5 ng/ml, la cloroquina se usó a 50 μM y el Bortezomib a 50nM. 

 

 

4. Extracción de proteínas 

 

4.1. Lisados proteicos totales 

 
Un millón de células fueron lavadas 3 veces con NaCl 150 mM, fosfatos 50 

mM, pH=7,4 (PBS), centrifugadas a 2.000 rpm durante 10 min a temperatura 

ambiente (t.a.) y resuspendidas en 60 μl de buffer de lisis (TBS -150 mM de NaCl, 

50 mM de Tris-HCl pH 7,4-, una dilución 1/100 de un cóctel de inhibidores de 

proteasas (Sigma) y 1% de 3-[(3-cloroaminopropil)dimetilamino]-1-propano-

sulfonato -CHAPS, Sigma-). Los extractos se incubaron durante 1 h a 4 ºC, se 

centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min y el sobrenadante se trasvasó a un 
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tubo nuevo. Se tomaron 47 μl de los extractos y se diluyeron con 3 μl de 0,2 M de 

ditiotreitol (DTT) y 10 μl de buffer de siembra para SDS-PAGE (7 ml de buffer de 

apilamiento 4X, 3 ml de glicerol, 1 g de SDS, 2 mg de azul de bromofenol).  

 

4.2 Fracciones subcelulares 

 
Las células fueron cultivadas durante 24 h en presencia o ausencia de 50nM 

del inhibidor del proteosoma bortezomib. A partir de cuatro millones de células se 

obtuvieron las fracciones de citoplasma y membrana. Para ello, las células fueron 

lavadas como se describió previamente, resuspendidas en una dilución 1/100 del 

cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma) en TBS seguidamente, y lisadas por 

sonicación durante 10 segundos a 60A. A continuación los extractos se 

centrifugaron 10 min a 1000 rpm, se descartó el pellet , el sobrenadante se trasvasó 

a un tubo limpio y se ultracentrifugó durante 1 h a 4ºC a 100.000 g. El 

sobrenadante obtenido (fracción citoplasmática) se guardó a -20ºC y el pellet  se 

resuspendió en buffer de lisis. Se incubó durante 1 h a 4ºC y se ultracentrifugó 

durante 1 h a 4ºC a 100.000 g. El sobrenadante obtenido (fracción de membrana) 

se colectó y guardó a -20ºC. La expresión de MICA se evaluó por Western blot . 

Como control de pureza de las fracciones se analizó por Western blot  la expresión 

de moléculas de clase I del HLA usando el AcMo HC10 y la expresión de hsp70 

usando el AcMo BRM-22 (Sigma). 

 

4.3. Cuantificación de proteínas 

 
Se cuantificó por duplicado la concentración de proteínas en los distintos 

lisados proteicos con el reactivo comercial MicroBCA Protein Assay Reagent  (Pierce, 

Rockford, IL, EEUU) de acuerdo a las instrucciones provistas por el fabricante, 

utilizando una dilución 1/100 de las muestras en agua. 

 

 

5. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

 

Se utilizó el método discontinuo en placa descripto por Hames (165), con un 

gel de separación de 10% de poliacrilamida (2 ml de acrilamida:bisacrilamida 

30:0,8 respectivamente, 1,5 ml de buffer separador 4X -1,5 M de Tris-HCl, 0,4% de 

SDS pH 8,8-, 20 μl de una solución al 10% de persulfato de amonio, 4 μl de TEMED 

y H2Odd c.s.p. 6 ml), y un gel de apilamiento de 3% de poliacrilamida (292,5 μl de 
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acrilamida: bisacrilamida 30:0,8, 550 μl de buffer de apilamiento 4X -0,5 M de Tris-

HCl, 0,4% de SDS pH 6,8-, 13 μl de una solución al 10% de persulfato de amonio, 

3 μl de TEMED y H2Odd c.s.p. 2.200 μl). Se sembraron marcadores de peso 

molecular Mark12TM MW Standard (Invitrogen) y 20 μg de extractos proteicos 

disueltos en buffer de siembra por calle. Se llevó a cabo la corrida electroforética en 

buffer de corrida (3,02 g de Tris base, 14,4 g de glicina, 1 g de SDS y H2Odd c.s.p. 

1 litro) a 150 V hasta que el frente de corrida alcanzó el límite del gel, en una cuba 

de electroforesis Mini Protean II o III (Bio-Rad, Hercules, CA). Las proteínas 

separadas por electroforesis fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa 

(Bio-Rad),  utilizando buffer de transferencia (3,02 g de Tris base, 14,4 g de glicina, 

200 ml de metanol y H2Odd c.s.p. 1 litro) durante 75 min a 250 mA en una cuba de 

transferencia MiniTransBlot (Bio-Rad). Se comprobó la transferencia de proteínas a 

la membrana por tinción con Ponceau S 0,1% en 1% de ácido tricloroacético. Se 

comprobó la igualdad de carga proteica en cada calle revelando las membranas 

también con un Ac anti-β-actina. 

Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada (Bio-Rad) al 5% en 

TBS durante 16 h a 4 ºC. Posteriormente se realizaron 3 lavados (el primero de 15 

min y los siguientes de 5 min) con TBS-T (TBS con 0,1 % de Tween 20, Sigma). Se 

incubó a t.a. el anticuerpo (Ac) primario diluido en TBS-T con leche descremada al 

1% desde 1 h hasta 16 h, dependiendo del Ac. Posteriormente las membranas 

fueron lavadas 5 veces con TBS-T (primer lavado de 15 min y los siguientes de 5 

min) e incubadas durante 1 h con el Ac de secundario conjugado a peroxidasa 

(HRP, Bio-Rad) en leche descremada al 1% en TBS-T. A continuación las 

membranas se lavaron 5 veces con TBS-T y se revelaron por quimioluminiscencia 

empleando el reactivo ECLTM (Amersham Biosciences) de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante y placas Biomax light (Kodak, San Pablo, Brasil). Las 

placas fueron digitalizadas en un scanner y la intensidad de las bandas fue 

cuantificada por análisis densitométrico con el programa de análisis Scion Image 

(www.scioncorp.com, Scion Corporation, Frederick, Maryland, EEUU). En primer 

lugar se sustrajo el background, posteriormente se utilizó la herramienta 

“thersholding” para establecer el valor medio de grises de la imagen y luego se 

convirtió la imagen a binaria. Finalmente se seleccionó el área correspondiente a 

cada banda y se cuantificó el número de pixeles. 
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5.1 Anticuerpos para Western Blot 

 
Anti-MICA: Se incubó durante 16 h en una dilución 1/3000 de sueros de 

conejo anti-MICA #620 y #621 (generados contra péptidos correspondientes a los 

aminoácidos 42-60 y 140-160 de la secuencia traducida de MICA, respectivamente 

102). Como Ac secundario se utilizaron inmunoglobulinas (Ig) de cabra anti-IgG de 

conejo conjugadas a HRP. 

En los experimentos de digestión con EndoH la expresión de MICA fue 

detectada con IgG purificadas de los sueros #620 y #621 biotiniladas y 

estreptavidina conjugada a HRP (Southern Biotech, Birmingham, AL, EEUU). 

Anti-MICB: Se incubó durante 16 h en una dilución 1/3000 de sueros de 

conejo anti-MICB #631 y #632 (generados contra péptidos de la secuencia 

traducida de MICB respectivamente, 166) biotinilados, y estreptavidina conjugada a 

HRP. 

Anti-β-actina: Se incubó durante 1 a 16 h en una dilución 1/3000 del AcMo 

I-19 (Santa Cruz). Como Ac secundario se utilizaron Ig de cabra anti-IgG de conejo 

conjugadas a HRP. 

Anti-calnexina: Se incubó durante 16 h en una dilución 1/1000 del AcMo 

TO-5 (167). Como Ac secundario se utilizaron Ig de cabra anti-IgG de ratón 

conjugadas a HRP. 

Anti-Hsp70: Se incubó durante 16 h en una dilución 1/5000 del AcMo BRM-

22 (Sigma). Como Ac secundario se utilizaron Ig de cabra anti-IgG de ratón 

conjugadas a HRP. 

Anti-HLA de clase I: Se incubó durante 16 h en una dilución 1/100 de 

sobrenadante de cultivo del hibridoma HC10 (168). Como Ac secundario se 

utilizaron Ig de cabra anti-IgG de ratón conjugadas a HRP. 

 

 

6. Citometría de Flujo 

 

6.1. Inmunomarcación de superficie 

 
Se utilizaron 500.000 células por tubo. Las células se lavaron con PBS con 

1% de SFB y 0,1% de NaN3 (PSA). Posteriormente se incubaron 15 min a 37 ºC en 

PBS y 10% de suero normal de cabra, con el objeto de bloquear las uniones 

inespecíficas, se centrifugaron a 1000 g durante 5 min, se descartaron los 

sobrenadantes y las células se resuspendieron en 10 μl del Ac primario 
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correspondiente. Se incubaron durante 30 min en hielo, se centrifugaron lavaron 2 

veces con 200 μl de PSA, las células se resuspendieron en 20 μl de una dilución 

1/40 del Ac secundario conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC) o 

ficoeritrina (PE) diluido en PSA y se incubaron durante 30 min en hielo y oscuridad. 

Posteriormente las células se lavaron 2 veces con 200 μl de PSA, y se 

resuspendieron en 400 μl de PBS y 0,1% de NaN3. Las muestras se adquirieron en 

un citómetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) y los 

datos obtenidos se analizaron con el programa WinMDI 2.8 

(http://facs.scripps.edu). 

 

6.2. Cuantificación de la fluorescencia  

 

Para cuantificar la florescencia se utilizó el kit QuantiBRITETM PE (Becton 

Dickinson) siguiendo las instrucciones provistas por el fabricante. Brevemente, en 

el citómetro se adquirió la fluorescencia de las perlas (beads) de QuantiBRITETM y a 

continuación y, utilizando la misma ganancia para PE, se adquirieron las distintas 

células marcadas con Ac y conjugado con PE. Este ensayo permite una estimación 

del número de moléculas de Ag por célula. Para lograrlo, se emplean perlas 

marcadas con un número conocido de fluorocromos (515, 5956, 26653 y 69045 

moléculas de PE por perla). Conociendo este número y la media de fluorescencia 

que se obtiene en el citómetro es posible realizar una curva y una regresión lineal 

que relacione ambos parámetros. Así pudimos calcular el número de moléculas de 

anticuerpo unido por célula, ABC (ant ibody bound per cell). 

En algunos experimentos, se calculó el índice de fluorescencia específica 

(SFI, Specific fluorescence index) definido como la intensidad de fluorescencia 

media producida por cada AcMo específico dividido la fluorescencia media producida 

por el AcMo control de isotipo (CI). 

 

6.3. Anticuerpos para inmunomarcación 

 
Para la detección de MICA se utilizaron 10μl de 10 μg/ml del AcMo anti-MICA 

D7 generado en nuestro laboratorio (IgG2b,κ, (169). Dicho AcMo se obtuvo por 

inmunización de ratones de la cepa BALB/c con la proteína recombinante soluble 

MICA*008. El mismo reacciona por citometría de flujo con distintas líneas celulares 

humanas (carcinomas y líneas epiteliales) y detecta al menos más del 95% de los 

alelos de MICA descriptos hasta el momento  
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Los AcMo anti-ULBP-1, -2, y -3 empleados fueron de R&D Systems 

(Minneapolis, MN). El AcMo anti-HLA-E, MEM-E06, fue de Exbio (Vestec, República 

Checa). 

Para la detección de moléculas de clase I del CMH, se utilizó una dilución 

1/1000 de líquido ascítico del AcMo W6/32. Como Ac CI se utilizó una dilución 

equivalente del AcMo BI24 (IgG2b, purificado 170). Como Ac secundario se utilizó 

una dilución 1/40 de IgG de cabra contra IgG de ratón, conjugadas con FITC o PE 

(DAKO, Glostrup, Dinamarca).  

 

 

7. Aislamiento de células NK 

 

Las células NK fueron aisladas de sangre periférica de voluntarios humanos 

sanos utilizando el reactivo RosetteSep (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, 

Canada) y un gradiente de centrifugación en Ficoll-Paque™ Plus (Amersham 

Biosciences). Las células NK de ratón fueron aisladas de bazo de ratones Swis 

utilizando el reactivo SpinSep (Stem Cell Technologies). Las células NK humanas o 

murinas aisladas fueron lavadas con RPMI 1640, y resuspendidas en RPMI 1640 

suplementado con 10% de SFB, piruvato de sodio, glutamina y penicilina-

estreptomicina. Estas células fueron empleadas como células efectoras en ensayos 

de citotoxicidad y cocultivos para evaluar la liberación de IFN-γ. 
 

 

8. Ensayos de citotoxicidad 

 

Las relaciones efector:blanco (E:B) utilizadas fueron 20:1, 10:1, 5:1 y 1:1 

(células NK humanas) o 60:1 (células NK de ratón). Se realizó la incubación de las 

células blanco con cromato de sodio radioactivo en solución acuosa (51Cr, 

Amersham Biosciences) a razón de 0,1 mCi/1x106 células, durante 1 h en baño de 

agua a 37ºC. Se lavaron las células 3 veces con RPMI-1640 suplementado con 10% 

de SFB y se incubaron con distintos números de células efectoras durante 5 hs en 

estufa a 37ºC (volumen total: 200μl). Posteriormente se cosecharon 100μl de los 

sobrenadantes de cultivo y se cuantificó la radiación en un contador γ (Clinigamma, 

LKB, Wallac, Turku, Finland). Los resultados obtenidos fueron transformados en % 

de lisis, utilizando la fórmula:  
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                     =lisisde% 100x
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donde, X es la muestra, LE es la liberación espontánea de las células blanco al ser 

incubadas sin células efectoras y MAX es la liberación máxima, que se determinó 

incubando las células blanco con Triton X-100 al 1 %. En todos los casos la 

liberación espontánea fue menor al 15% de la liberación máxima. 

En algunos ensayos se preincubaron las células efectoras con el AcMo 

bloqueante anti-NKG2D humano, 1D11 (eBioscience, San Diego, CA, EEUU) o su 

correspondiente CI IgG2b a 10 μg/ml durante 30 min a temperatura ambiente. A 

continuación, estas células fueron incubadas con las células blanco como se 

describiera previamente y los resultados fueron expresados como % de lisis. 

 

 

9. ELISA de captura para detección de: 

 

9.1. MICA 

 

 Se sensibilizaron placas de 96 fosas de fondo plano Maxisorp (NUNC, 

Rochester, NY, USA), con 0,5 μg de Ac de captura (D7) diluido en 50μl de PBS por 

fosa, durante 16 h a 4ºC en cámara húmeda. Los pocillos fueron lavados y 

bloqueados con 150 μl/fosa de leche descremada al 3% (Bio-Rad) en PBS durante 

1h a 37ºC. Se descartó el líquido y se realizaron 2 lavados con PBS-T. Luego se 

incubó durante 2h a 37ºC con los sobrenadantes de cultivo de los melanomas SK-

Mel-28, Mel-888, IIB-Mel-LES, IIB-Mel-IAN, CIO-Mel-001, CIO-Mel-002, Mel-J, M8, 

SK-Mel-24 y A375N concentrados 50 veces en tubos Centricon (Millipore 

corporation, Bradford, MA, EEUU) o con diluciones seriadas de la proteína 

rMICA*009 diluída en medio de cultivo (para realizar una curva de calibración, 50 

μl/fosa, 171). Como Ac de detección se utilizó una dilución 1/1000 de los sueros 

policlonales de conejo 621 y 622 (102) en PBS-T leche durante 2 hs a 37ºC. Se 

descartó el líquido y se realizaron 2 lavados con PBS-T Se incubó durante 1 h con 

Igs de cabra anti-Igs de conejo conjugadas a HRP y se reveló con o-fenildiamina 

(OPD, Sigma). Se midieron las absorbancias a 492 nm utilizando un lector Titertek 

Multiscan MK II ELISA (Labsystems, Helsinki, Finlandia). 
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9.2. TGF-β  

 

Se analizó por ELISA de captura la secreción de TGF-β por los melanomas 

utilizando un AcMo anti-TGF-β (R&D Systems) como Ac de captura pegado a placas 

Maxisorp y sobrenadantes de cultivo acidificado para detectar TGF-β bioactivo. El 

TGF-β capturado fue detectado usando un AcMo anti-TGF-β biotinilado (R&D 

Systems) y avidina marcada con HRP (Pierce, Rockford, IL), revelándose luego con 

TMB (Sigma). Se obtuvo una curva estándar empleando TGF-β recombinante. 

 

9.3. IFN-γ 
 

Se realizaron cocultivos de células NK y células de melanoma, a distintas 

relaciones E:T en estufa de atmósfera controlada a 37ºC. Luego de 16h se 

cosecharon los sobrenadantes de cultivo y se utilizaron para evaluar por ELISA de 

captura la presencia de IFN-γ. Para esto se empleó un AcMo anti-IFN-γ (Pierce) 

como Ac de captura pegado a placas Maxisorp. El IFN-γ capturado fue detectado 

usando un AcMo anti-IFN-γ biotinilado (Pierce) y avidina marcada con HRP (Pierce), 

revelándose luego con OPD. 

En algunos ensayos se preincubaron las células efectoras con el AcMo 

bloqueante anti-NKG2D humano, 1D11 o su correspondiente CI IgG2b a 10 μg/ml 

durante 30 min a temperatura ambiente. A continuación estas células fueron 

incubadas con las células blanco como fuera descripto previamente. 

 

 

10. Modulación de la expresión de MICA por TGF-β 

 

Luego de cultivar las células de melanoma durante 48 hs en presencia de 

5μg/ml de un AcMo neutralizante anti-TGF-β (R&D Systems), se ensayó la 

expresión de MICA en la superficie utilizando el AcMo anti-MICA D7 y citometría de 

flujo como fuera descripto. 

 

 

11. Inmunofluorescencia indirecta y microscopía confocal 

 

Las células se cultivaron en cham ber slides (NUNC) hasta que alcanzaron un 

80-90% de confluencia, se fijaron con 2% de p-formaldehido (pfa) en PBS durante 

5 min a t. a. Luego de lavar, se bloqueó con suero normal de cabra diluido 1/20 en 
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PBS durante 30 min a t.a. A continuación, las células fueron incubadas con 200 

μg/ml del AcMo anti-MICA D7 o con el AcMo CI durante 30 min a t. a. El Ac unido 

fue detectado incubando las células con Ig de burro anti-IgG de ratón marcado con 

Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) durante 30 min a t. 

a. Luego de lavar, los portaobjetos fueron montados con DABCO y observados en 

un microscopio confocal digital Nikon Eclipse E800 C1 con objetivos Nikon Plan Apo 

60X/1,40 Oil y Nikon Plan Apo 40X/0,95. Para las inmunofluorescencias con células 

permeabilizadas, las células fueron tratadas con saponina 0,1% (Sigma) en PBS 

durante 10 min luego de la fijación con pfa. Posteriormente, los bloqueos, lavados y 

marcaciones se llevaron a cabo como fuera descripto, pero en todas las soluciones 

se incluyó saponina al 0,1%. 

 Para los experimentos de colocalización en líneas celulares, las células 

fijadas y permeabilizadas fueron incubadas con el AcMo anti-MICA D7 (200μg/ml) e 

IgG de burro anti-IgG de ratón conjugadas a Cy3 (1/50) como fuera descripto. 

Posteriormente, las células se lavaron e incubaron con los siguientes AcMo 

marcados con FITC (todos de Becton Dickinson): anti-calnexina, anti-EEA1, anti-

GM130, y anti-LAMP2. El AcMo utilizado como CI fue de Southern Biotech. En todos 

los casos, los Ac fueron diluidos en saponina al 0,1% en PBS. 

 Para los experimentos de colocalización en melanomas humanos se 

utilizaron muestras de metástasis de melanomas incluidas en parafina. Para 

desparafinar las muestras se hicieron 3 lavados en xilol durante 5 min cada uno. 

Para rehidratar los tejidos se incubaron, nuevamente durante 5 min en 

concentraciones decrecientes de etanol (etanol absoluto, etanol 80%, etanol 70%, 

etanol 50% y por último agua destilada). Las marcaciones se llevaron a cabo de la 

misma manera que en el caso de las líneas de melanoma, pero las diluciones de los 

anticuerpos se realizaron en PBS con Tween 20 al 0,1%. Una vez marcados los 

preparados se deshidrataron por pasajes de 5 min en etanol en concentraciones 

crecientes (50%, 70%, 80% y 100%) y xilol durante 5 minutos. Se drenaron los 

vidrios y se cubrieron con cubreobjetos  

 En todos los casos los preparados fueron observados por microscopía 

confocal. 

 

 

12. Microscopía electrónica: 

 

Células de la línea IIB-Mel-LES se fijaron con pfa al 4% y glutaraldehído al 

0,75%. Posteriormente se cosecharon, lavaron y deshidrataron con etanol. Las 
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células fueron embebidas en resina acrílica y benzoilperóxido. Se cortaron secciones 

ultrafinas y se realizó la inmunomarcación con el AcMo D7 e IgG de cabra anti-IgG 

de ratón conjugadas a particulas de oro coloidal de 10 nm (Sigma). Utilizando 

uranil-acetato al 1 % y solución citrato de plomo de Reynolds se realizó una 

coloración de contraste. Las muestras se observaron en un Microscopio Electrónico 

C10 Zeiss. Las microfotografías fueron obtenidas en films Kodak 4489. 

 

 

13. Transfecciones 

 

La secuencia completa de MICA*001 fue clonada en el vector de expresión 

pCIneo (Promega, Madison, WI) a partir de cDNA obtenido de la línea celular 

HCT116. Se chequeó la ausencia de mutaciones por secuenciación del DNA. Se 

transfectaron establemente células del melanoma IIB-MEL-LES con el plásmido 

pCIneo-MICA o con plasmado vacío, empleando Lipofectamine 2000® (Invitrogen). 

Las células transfectadas se cultivaron en 0,8 mg/ml de G418 (Invitrogen) durante 

2 semanas, se cosecharon y emplearon para analizar la expresión de MICA por 

citometría de flujo o PCR (para las células transfectadas con plásmido vacío). Los 

cultivos que resultaron positivos se clonaron por dilución límite y se reanalizaron 

para detectar la expresión de MICA en superficie. Siguiendo este método, se 

generaron 3 clones que expresan MICA en forma estable en superficie (clones 1, 2 

y 3) y un clon transfectado con plasmado vacío (clon control o clon C), que se 

siguieron cultivando en presencia de G418 a 0,4 mg/ml. 

En otros experimentos, se transfectaron en forma transiente células del 

melanoma IIB-MEL-LES con el plásmido bicistrónico pMSCV2.2 que codifica para 

EGFP y la proteína p97 salvaje (wild type, WT) o una forma dominante negativo 

(DN), gentilmente cedidos por el Dr. Peter Cresswell, Yale University, New Heaven, 

CT, que permiten correlacionar la expresión de EGFP con la de p97 (172). Las 

células de melanoma fueron transfectadas con Lipofectamine 2000® (Invitrogen), 

cultivadas durante 24 h y analizadas por citometría de flujo para evaluar la 

expresión de MICA en las poblaciones EGFPP

+ y EGFP-
P . 

 

 

 

 

 

 42



Mate ria le s y Mé to do s 

14. Ensayo de proliferación por MTS 

 
Se ensayó la proliferación in vit ro de los clones utilizando el método no 

radiactivo CellTiter 96® AQueous Non-radioactive proliferation assay (Promega). 

Brevemente, las células en crecimiento exponencial fueron lavadas y luego 

incubadas durante 24 hs en medio libre de suero para sincronizar el crecimiento 

celular. A continuación, se cultivaron 103 células/fosa en placas de 96 fosas en 

medio DME completo. Se determinó el crecimiento celular a intervalos de 24 hs 

reemplazando el medio de cultivo por 0,1 ml de solución MTS, siguiendo las 

instrucciones provistas por el fabricante. 

 

 

15. Experimentos in vivo de desafío con tumores 

 

Todos los experimentos que involucran ratones se realizaron con la 

aprobación del comité de ética del Laboratorio de Inmunogenética, Hospital de 

Clínicas, (Buenos Aires, Argentina) y de acuerdo a los lineamientos de los Institutos 

Nacionales de Salud de EEUU (NI H, guidelines, Guide for the Care and Use of 

Laboratory Anim als). En todos los experimentos se utilizaron ratones hembra Swiss 

N:NIH(S)nu (nude)  de 6-7 semanas de edad. Grupos de 4–6 ratones se inyectaron 

por vía subcutánea en el flanco derecho con 5x106 células del melanoma IIB-Mel-

LES transfectadas. Se midió el tamaño del tumor cada 2-3 días utilizando un 

calibre. El volumen tumoral se calculó como (d2 x D)/2, donde d y D son los 

diámetros menor y mayor del tumor, respectivamente. Por razones éticas, los 

ratones fueron sacrificados cuando los tumores alcanzaron un volumen de 2000 

mm3. Aquellos ratones con un volumen tumoral menor a 500 mm3 fueron 

considerados como libres de tumor para el análisis de Kaplan-Meier. Se recuperaron 

los tumores de cada ratón sacrificado y se evaluó la expresión de MICA y moléculas 

de clase I del CMH en superficie de las células como se describió previamente. En 

otra serie de experimentos, los ratones portadores de tumores fueron sacrificados 

al día 48 y los tumores fueron extraídos y congelados en nitrógeno líquido para 

evaluar la apoptosis in vivo.  
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16. Ensayo de apoptosis in vivo 

 

Se analizó la apoptosis de las células tumorales in vivo en criosecciones de 

los tumores de 10 μm empleando la técnica de TUNEL, utilizando el kit de detección 

ApopTag® Fluorescein (Chemicon, Temecula, CA). Los especímenes fueron 

analizados por microscopía confocal. 

 

 

17. Depleción de células NK in vivo en ratones nude 

 

Cada ratón recibió 20 μg del Ac anti-asialoGM1 (Wako BioProducts, 

Richmond, VA, USA) en un volumen de 0,1 ml los días 1, 7, 17, 31 y 42 mediante 

inyección intraperitoneal, tomando como día 0 el día de la inoculación del tumor. 

Los ratones control recibieron cantidades equivalentes de IgG de conejo normal los 

mismos días. 

 

 

18. Secuenciación de MICA 

 
Se extrajo RNA total de las distintas líneas de melanoma, utilizando el 

reactivo Trizol® (Invitrogen). Se amplificaron las secuencias codificantes del gen de 

MICA utilizando los primers MICA1 (forward prim er, CACTGCTTGAGCCGCTGAGA) y 

MICA1211 (reverse primer, ACTCTACAGCCAGGCAGCTG) realizando una PCR como 

se detalla: un paso de desnaturalización a 94°C durante 2 min, 10 ciclos de 

desnaturalización a 94°C durante 30 seg, apareamiento a 63°C durante 50 seg, y 

extensión a 68°C durante 1 min, 25 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 30 

seg, apareamiento a 59°C durante 50 seg, y extensión a 68°C durante 1 min, y una 

extensión final a 72°C durante 5 min. Se purificaron los amplicones a partir de 

geles de agarosa empleando el kit de extracción Qiaquick gel extraction kit (Qiagen, 

Valencia, CA) y se secuenciaron los productos obtenidos en un secuenciador 

automático de ADN ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster 

City, CA) empleando los prim ers MICA1 (forward prim er), MICA173 (reverse 

prim er, TTGGCCATGAACGTCAGG), MICA182 (forward prim er, 

GTGCCCCCCATGGTGAAT) y MICA1211 (reverse primer). Las secuencias obtenidas 

fueron comparadas con las secuencias publicadas de MICA utilizando el programa 

de alineación CLUSTALW (www.ebi.ac.uk/clustalw/) y revisadas manualmente. 
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19. Digestiones con EndoH 

 

 Veinte microgramos de proteínas de los lisados totales de melanomas se 

digirieron con 1500 U de EndoH (New England Biolabs, Ipswich, MA, EEUU) durante 

4 h a 37ºC. Posteriormente la expresión de MICA se analizó por Westen blot .  

 

 

20. Análisis estadístico de los datos 

 

Para realizar correlaciones se realizó el test de Pearson. 

Para comparar la citotoxicidad, el análisis estadístico de los resultados 

obtenidos se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA) con corrección de 

Student-Newman-Keuls, utilizando el programa InStat. 

Para comparar la secreción de IFN-γ por células NK contra distintas células 

blanco, se utilizó un test de ANOVA con comparación de Dunnett. 

Los resultados de crecimiento tumoral obtenidos se analizaron mediante un 

análisis de varianza (ANOVA) con corrección de Student-Newman-Keuls, utilizando 

el programa InStat. 

Para comparar los niveles de MICA digerida por EndoH se utilizó un test t no 

apareado. 

Los resultados son presentados como la media ± desvío estándar (SD) o 

error estándar (SEM). 

 

 45



Re sultado s 

Resultados 

 

1 . Expresión de ligandos de NKG2 D en m elanom as hum anos 

 

 Con el objeto de invest igar la relevancia funcional de MI CA y de ot ros ligandos 

NKG2DL, analizamos la expresión de estas moléculas en la superficie de 10 líneas 

celulares derivadas de melanomas humanos (Figura 8  y Tabla I ) .  Los resultados 

obtenidos most raron que la línea celular I I B-Mel- I AN fue la que exhibió mayores 

niveles de expresión de MI CA, m ient ras que ot ras líneas celulares expresaron 

niveles intermedios. Llamat ivam ente, algunos m elanom as (Skm el-24, A375N, 

SKmel-28, CI O-Mel-002 e I I B-Mel-LES)  no expresaron MI CA en su superficie.  
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Figura 8 : Expresión de MI CA en 
super f icie  de m elanom as hum anos. La 
expresión de MI CA en 10 líneas celulares 
derivadas de m elanom a fue analizada por 
citom etría de flujo em pleando el AcMo ant i-
MI CA (D7, líneas negras) ;  las líneas rojas 
corresponden a la m arcación con un AcMo 
cont rol de isot ipo (CI ) .  

 Cuando invest igamos la expresión de ot ros NKG2DL (Tabla  I ) , observamos 

que excepto I I B-Mel-J y M8, el resto de los m elanom as casi no expresaron ULBP-1. 

ULBP-2 fue detectado en altos niveles en todas las líneas celulares excepto en 

SKmel-24, Mel-888 y I I B-Mel-LES. Las dist intas líneas de melanoma también 

expresaron niveles variables de ULBP-3. De acuerdo a los datos volcados en la 

Tabla I ,  observam os que CI O-Mel-001, SKm el-28, Mel-888 e I I B-Mel-LES fueron 

las líneas con los m enores niveles de expresión global de NKG2DL en superficie. 
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Ranking Línea celular MI CA/ B ULBP-1 ULBP-2 ULBP-3 HLA clase I  HLA-E 

1 M8 718.65 ±  

297.35 

1359.90 

±  137.26 

13449.29 

±  9.80 

741.53 

±  84.57 

71938.07 ±  

518.75 

24714.23 

±  2651.89 

2 I I B-Mel-J 673.33 ±  

99.31 

482.05 ±  

38.02 

4958.39 

±  669.49 

886.27 

±  6.02 

44056.25 ±  

3132.40 

302.43 ±  

3.28 

3 I I B-Mel- I AN 2294.47 

±  13.92 

94.04 ±  

34.83 

3062.10 

±  645,40 

1070.43 

±  66.85 

40914.26 ±  

3767.15 

424.75 ±  

50.52 

4 A375N 63.31 ±  

29.42 

15.66 ±  

8.04 

2269.28 

±  35.93 

163.32 

±  44.37 

51778.22 ±  

4001.77 

2871.18 ±  

294.93 

5 CI O-MEL-002 845.37 ±  

38.59 

260.19 ±  

38.07 

388.14 ±  

44.32 

573.73 

±  54.31 

12690.20 ±  

1308.17 

316.04 ±  

35.89 

6 SKmel-24 375.75 ±  

55.15 

21.37 ±  

27.70 

1299.76 

±  109.55 

31.99 ±  

16.55 

31716.84 ±  

7923.77 

3541.74 ±  

418.18 

7 CI O-MEL-001 239.50 ±  

58.98 

74.03 ±  

42.85 

1266.14 

±  122.16 

77.94 ±  

46.76 

18032.17 ±  

4083.10 

180.35 ±  

55.65 

8 SKmel-28 185.91 ±  

10.71 

9.42 ±  

6.20 

1275.24 

±  36.35 

168.38 

±  63.16 

26947.82 ±  

7327.31 

1618.62 ±  

156.89 

9 Mel-888 718.82 ±  

24.31 

82.88 ±  

45.27 

310.32 ±  

95.5 

345.76 

±  176.1 

17800 ±  

3421.35 

1079.34 ±  

229.62 

10 I I B-Mel-LES 149.15 ±  

109.42 

82.04 ±  

3.74 

633.91 ±  

11.16 

307.73 

±  32.52 

71671.59 ±  

2554.71 

1242.66 ±  

127.24 

 
Tabla I .  Expresión de NKG2 DL, HLA de clase I  y HLA- E en la  super f icie  de las 1 0  
líneas de m elanom a hum anos ut ilizados en este estud io .  La expresión de MI CA/ B, 
ULBPs-1 a -3, HLA de clase I  y HLA-E fue analizada por citom et ría de flujo y los valores que 
se m uest ran corresponden a los ABC ±  SEM que fueron calculados com o se explicó en la 
sección Materiales y Métodos. Las líneas celulares fueron ordenadas de acuerdo a los niveles 
totales de NKG2DL (sum a de los valores de ABC de MI CA/ B y ULBPs)  y quellas que no 
expresaron MI CA en superficie celular o que expresaron niveles m uy bajos se encuent ran 
subrayadas 
 
 
 
 
 
 
 La expresión de MI CA en las líneas de melanoma también fue analizada por 

Western Blot  (Figura 9 ) . Para nuest ra sorpresa, todas las líneas celulares 

most raron expresión de MI CA. Además, las dist intas líneas analizadas most raron 

diferentes niveles de expresión de MICB, pero I I B-Mel-LES y SKMel-28 no 

expresaron este NKG2DL (Figura 1 0 ) . 
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Figura 9 . Expresión de MI CA y MI CB en 
m elanom as hum anos. La expresión de 
MICA en 10 líneas celulares derivadas de 
melanoma fue analizada por Western blot  
empleando sueros policlonales de conejo 
específicos anti-MICA. Se muestra también 
la normalización con β-actina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 0 . Expresión de MI CB en m elanom as 
hum anos.  La expresión de MICB en 5 líneas 
celulares derivadas de melanoma fue analizada por 
Western blot  empleando sueros policlonales de 
conejo específicos anti-MICB. Se utilizó también la 
línea HCT-116 como control positivo. 
 

 

 A continuación analizamos si la diferencia en los niveles de expresión de MICA 

en superficie eran atribuibles a diferencias en los niveles totales de expresión de 

esta proteína (Figura 1 1 ). Los resultados obtenidos indican que no existe 

correlación entre los niveles de expresión de MICA detectados por citometría de 

flujo y los niveles totales de MICA analizados por Western blot  normalizados contra 

β-actina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Debido a que los experimentos de Western blot  fueron revelados con un suero 

policlonal de conejo contra MICA y las marcaciones para citometría de flujo fueron 

realizadas con un AcMo de ratón (D7), quisimos comprobar que los resultados 

negativos obtenidos por citometría de flujo no se debieran a falta de reactividad del 

AcMo contra alelos de MICA expresados por las líneas celulares que no mostraron 

marcación por citometría de flujo. Para eso, realizamos marcaciones con el AcMo e 

Figura 1 1 : Relación ent re los nive les 
tota les de MI CA y los nive les de MI CA en 
super f icie . Se realizó una correlación de 
Pearson utilizando los valores de ABC para 
MICA volcados en la tabla I y la cuantificación 
de las bandas obtenidas en el Western blot  de 
la figura 9, normalizada con β-actina. La 
cuantificación de las bandas se realizó 
empleando el programa Scion según se 
explicó en Materiales y Métodos.  
r  Pearson =  0,439, p= 0,2 (n.s) . 
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inmunofluorescencias con células fijadas (marcación de superficie) y con células 

fijadas y permeabilizadas (marcación intracitoplasmática) utilizando las líneas IIB-

Mel-LES, A375N (ambas negativas para MICA por citometría de flujo), IIB-Mel-IAN 

y M8 (ambas expresan MICA por citometría de flujo, Figura 8 ). 
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Figura 1 2 . Expresión de MI CA en m elanom as hum anos. Inmunofluorescencia sobre las 
líneas celulares M8, IIB-Mel-IAN, IIB-Mel-LES y A375N, fijadas y no permeabilizadas 
(superficie), o fijadas y permeabilizadas (intracelular), empleando el AcMo anti-MICA D7 o un 
AcMo CI, un conjugado marcado con Cy3 (rojo) y microscopía confocal. La barra corresponde 
a 10µm. 

 

 

 

 

 En la Figura 1 2  observamos que si bien las células permeabilizadas de las 

cuatro líneas analizadas mostraron expresión de MICA, sólo observamos marcación 

para este NKG2DL en superficie de IIB-Mel-IAN y M8 (con células no 

permeabilizadas). Estos resultados son acordes con los resultados obtenidos por 

citometría de flujo (Figura 8 ) y Western blot  (Figura 9 ). Por lo tanto, globalmente 

estos resultados confirman la existencia de depósitos intracelulares de MICA en 

algunos melanomas y descartan la posibilidad de la falta de reactividad del AcMo 

D7 con alelos particulares de MICA expresados por estas líneas tumorales. 

 Para determinar si la ausencia de expresión de MICA en superficie en 

presencia de depósitos intracelulares se observa también in vivo decidimos analizar 

la expresión de MICA en 6 metástasis de melanomas humanos aisladas de piel y 

ganglio linfático. Coincidentemente con lo observado en las líneas celulares, el 

análisis de las metástasis mostró que 3 de ellas expresaron MICA en superficie 

(SAR y dos muestras de LEN, provenientes de ganglio y piel) mientras que otras 3 

fueron negativas (JOR, MAN y ARA, Figura 1 3  A ). Sin embargo 5 de las 6 

metástasis mostraron expresión de MICA por Western blot  (Figura 1 3  B ). En un 

caso (MAN), no detectamos expresión de MICA por Western blot . 
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Figura 1 3 : Expresión de MI CA en 
m elanom as hum anos. La expresión de 
MI CA en 6 m etástasis derivadas de 
m elanom a fue analizada A.  por citom etría 
de flujo y B.  por Western blot  empleando 
sueros policlonales de conejo específicos 
ant i-MI CA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A cont inuación y para corroborar que nuest ros resultados fueran específicos 

de células tumorales, analizamos la expresión de MICA por citomet ría de flujo y 

Western blot  en 14 nevos benignos y en un melanoma primario maligno (Figura  

1 4 ,  donde se m uest ran resultados con m uest ras representat ivas) . De los resultados 

obtenidos podemos concluir  que los nevos, compuestos por células que no sufr ieron 

una t ransformación tumoral, no expresan MICA en superficie pero tampoco poseen 

depósitos int racelulares de esta proteína. El melanoma pr imario en cambio, expresó 

este NKG2DL en su superficie.  
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Figura 1 4 : Expresión de MI CA en ne vos benignos y en un m elanom a m aligno.  A)  La 
expresión de MI CA en 2 nevos benignos representat ivos y un m elanom a prim ario maligno fue 
analizada por citom et ría de flujo. B)  La expresión de MI CA en 3 nevos benignos y la línea celular  
HCT116 fue analizada por Western blot  em pleando sueros policlonales de conejo específicos ant i-
MI CA.  
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 Las 1 0  líneas de m elanom a y 5  de 6  m etástasis de m e lanom a 

expresan MI CA, pero 5  de las 1 0  líneas celulares y 2  de los 5  tum ores 

frescos previenen la  expresión de este ligando de N KG2 D en su super f icie . 

 

 

2 . I m pacto funcional sobre la  cito tox icidad m ediada por  cé lulas NK 

 
Con el objeto de invest igar si la retención int racelular de MI CA confiere 

resistencia a la lisis mediada por células NK, realizam os ensayos de citotoxicidad 

con células NK hum anas com o efectoras. Las dist intas líneas celulares m ost raron 

diferente suscept ibilidad a la citotoxicidad (Figura 1 5 ) , la que no se correlacionó 

con los niveles de expresión de MI CA en superficie, NKG2DL o moléculas de clase I  

del HLA pero most ró una correlación significat iva con el cociente ent re los niveles 

de expresión de NKG2DL y de moléculas de clase I  del HLA (Figura 1 6 ) .  
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Figura 1 5 : Suscept ibilidad de las líneas de  m elanom a a la  citotox icidad m ediada por  
cé lulas NK in vit ro. Se realizaron ensayos de liberación de 51Cr usando dist intas relaciones E: T 
( indicadas en el eje de las x)  de células NK humanas (células efectoras)  y las líneas de m elanom a 
hum anas com o células blanco.  Se m uest ran las m edias ±  DE. Los resultados son representat ivos 
de t res exper im entos independientes. 
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Figura 1 6 : Relación ent re los porcenta jes de 
citotox icidad obtenidos con las dist intas líneas 
celulares y los nive les de expresión en super f icie  de 
( A)  MI CA, ( B)  NKG2 DL, ( C)  HLA de clase I  y ( D)  la 
re lación ent re NKG2 DL y HLA de clase I .  Para los gráficos 
y cálculos se ut ilizaron los datos de la tabla I  y la relación E: T 
20: 1 de la Figura 15. La correlación ent re el %  de 
citotoxicidad y los niveles de expresión de MI CA, NKG2DL o 
HLA de clase I  resultó n.s.  La correlación ent re el %  de 
citotoxicidad y los niveles de NKG2DL/ HLA de clase I  resultó 
significat iva por el test  de Pearson,  p<0,05.  

A. B. C. 
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Como se most ró en la f igura 1 5 ,  I I B-MEL-LES fue resistente a la 

citotoxicidad mediada por células NK. En cambio, la lisis de M8 e I I B-MEL- I AN fue 

parcialm ente dependiente de NKG2D ya que el bloqueo con el AcMo ant i-NKG2D 

1D11 produjo una dism inución estadíst icam ente significat iva del porcentaje de lisis 

(Figura 1 7 ) .  
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Figura 1 7 :  Citotox icidad y bloqueo 
de NKG2 D.  Ensayo de citotoxicidad en 
presencia de un AcMo bloqueante ant i-
NKG2D, un AcMo CI  o en ausencia de 
Ac ut ilizando células NK com o efectoras 
y las líneas celulares indicadas a la 
izquierda del eje. Se ut ilizó una relación 
E: T de 20: 1 .  Se m uest ran las m edias ±  
DE. * p< 0,05;  * * p< 0,01 vs. CI .  Los 
resultados son representat ivos de t res 
experim entos independientes. 

 

La retención int racelular  de MI CA cont r ibuye a la  b a ja  expresión en 

superf icie  de NKG2 DL, lo que resulta  en un ba jo coc iente ent re los nive les de 

expresión de NKG2 DL y de m oléculas de clase I  de l H LA y una a lta  resistencia  

a  la  citotox icidad m ediada por  cé lulas NK dependien te de NKG2 D. 
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3 . Restauración de la  expresión de MI CA en super f icie  ce lular  

 

 Para evaluar si es posible revert ir  el fenot ipo caracterizado por la retención 

int racelular de MI CA en melanomas que ret ienen a esta molécula como depósitos 

int racelulares, t ransfectamos la línea celular I I B-Mel-LES con un plásm ido que 

codifica el gen com pleto MICA* 001 clonado a part ir  de la línea celular HCT116. 

Empleando esta est rategia generamos 3 clones t ransfectados establemente que 

sobre-expresan MI CA en superficie celular (Figura 1 8 ) . De esta m anera 

confirmamos que es posible revert ir  el fenóm eno de retención int racelular por 

t ransfección. 
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Figura 1 8 : Expresión de MI CA en 
super f icie  de los clones de la  línea de 
m elanom a I I B- Mel- LES t ransfectados en 
form a estable.  La expresión de MI CA fue 
ensayada por citom etría de flujo. El 
histogram a relleno corresponde a la 
m arcación con el CI . El clon C corresponde al 
clon t ransfectado con el plásm ido vacío, y los 
clones 1-3 son 3 clones t ransfectados con el 
gen com pleto de MI CA. 

 

 

 

 

 

 

 

 Seguidamente, invest igamos las consecuencias funcionales de esta sobre-

expresión de MI CA. En experim entos in vit ro de citotoxicidad m ediada por células 

NK observamos que la expresión ectópica de MI CA restauró la suscept ibilidad a la 

lisis (Figura 1 9 A ) . Asim ism o, estos 3 clones t ransfectados pero no así el clon C 

prom ovieron una alta secreción de I FN-γ por células NK hum anas (Figura 1 9 B y no 

m ost rado) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 9 : Ensayos de citotox icidad y secreción de I FN- γ por  cé lu las NK cont ra  las 
células t ransfectadas. A )  Ensayo de citotoxicidad ( liberación de 51Cr)  m ediada por células NK 
hum anas (células efectoras)  a dist intas relaciones E: T, y los clones t ransfectados con MI CA 
(clones 1-3) , el clon cont rol (C)  y la línea parental I I B-Mel-LES com o células blanco. B)  Secreción 
de I FN-γ por células NK luego de un co-cult ivo con el clon 1 durante 24 h ( los clones 2 y 3 
produjeron resultados sim ilares, datos no m ost rados) . Tam bién se m uest ra la producción basal 
de I FN-γ por células NK en ausencia de m elanom a. Se m uest ra la m edia ±  DE * * p< 0,01 vs.  clon 
C. Los resultados son representat ivos de t res experim entos independientes 
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 Para comprobar que este aumento en el porcentaje de lisis y en la producción 

de I FN-γ observados fueran dependientes de NKG2D, realizamos ensayos de 

bloqueo de la interacción de este receptor y sus ligandos em pleando el AcMo ant i-

NKG2D 1D11 (Figura 2 0 A y  B) . En estos experim entos observam os que en 

presencia de dicho AcMo, la citotoxicidad y la producción de I FN-γ retornaron a 

valores sim ilares a los producidos por el clon C ( t ransfectado con el plásm ido vacío)   
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Figura 2 0 : Ensayos de bloqueo de la  citotox icidad y  secreción de I FN- γ por  cé lulas NK 
A)  Ensayo de citotoxicidad con células NK hum anas cont ra los clones 1-3 y C en ausencia, en 
presencia del AcMo bloqueante ant i-NKG2D 1D11 o en presencia del AcMo CI . La relación E: T 
ut ilizada fue de 20: 1. B)  Secreción de I FN-γ por células NK hum anas durante el cult ivo con el 
clon 1 o el clon C. Para am bos ensayos se ut ilizó una relación E: T de 20: 1. Se m uest ra la 
m edia ±  DE * * p< 0,01 vs.  clon C. Los resultados son representat ivos de t res experim entos 
independientes. 

 

 Si bien observamos el desarrollo de citotoxicidad y liberación de I FN-γ por 

células NK cont ra aquellos clones generados por t ransfección con un plásm ido de 

expresión de MI CA y este fenómeno fue revert ido por el bloqueo de NKG2D ( lo que 

apunta a un efecto directo de MI CA) , existe la posibilidad de que estas funciones 

efectoras se deban a un efecto indirecto provocado por un aumento en la expresión 

de ot ro NKG2DL com o consecuencia del proceso de t ransfección. Con el objeto de 

descartar esta opción, realizamos un análisis comparat ivo por citomet ría de flujo de 

la expresión de MI CB, ULBP-1, -2 y -3 en la línea parental I I B-Mel-LES, el clon C y 

los clones 1, 2 y 3 (Figura 2 1 ) . Tanto la línea parental I I B-MEL-LES como los 4 

clones obtenidos no m ost raron expresión de MI CB ni ULBP-1 o -3, y todas las 

células analizadas presentaron una expresión baja y sim ilar de ULBP-2. 
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Figura 2 1 : Expresión de ot ros NKG2 DL en los clones t ransfectados y en la  línea 
parenta l :  Citom et ría de flujo para la expresión de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en la línea parental 
I I B-Mel-LES (negro)  clon C (azul) , clon 1 (verde) , clon 2 (violeta)  y clon 3 (celeste) . Histogram a 
gris:  CI .  

  

 Por ot ra parte, la sobre-expresión de MI CA podría proveer un pépt ido líder 

que estabilice e induzca un aumento concom itante en la expresión en superficie de 

HLA-E (59) , que a su vez podría actuar com o ligando del receptor act ivador de 

citotoxicidad CD94/ NKG2C (58) . Para evaluar esta posibilidad realizamos 

citometrías de flujo con el objeto de comparar la expresión de HLA-E en la 

superficie de los 4 clones y la línea parental. Sin embargo, en las células 

t ransfectadas generadas y ut ilizadas en este t rabajo no se observaron 

modificaciones en los niveles de HLA-E con respecto a la línea celular parental 

(Figura 2 2 ) , lo que descarta esta posibilidad y confirm a que los resultados 

descriptos en la figura 19 son autént icamente debidos al aumento en la expresión 

de MI CA. 
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Figura 2 2 : Expresión de HLA- E en 
células del m elanom a I I B- Mel- LES 
t ransfectadas .  La expresión de HLA-E 
fue ensayada por citometría de flujo en 
los clones t ransfectados derivados de la 
línea I I B-Mel-LES. El histogram a relleno 
corresponde a la m arcación con el CI . La 
expresión de HLA-E fue idént ica en el 
clon C ( t ransfectado con plásm ido vacío) , 
en los clones 1-3 ( t ransfectados con 
MI CA)  y en la línea parental I I B-Mel-LES. 

 

La expresión ectópica de MI CA  confiere suscept ibilidad a la  

citotox icidad m ediada por  cé lulas NK dependiente de  NKG2 D e induce un 

aum ento en la  secreción de I FN- γ por  estas células. 
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4 . Consecuencias funcionales  in vivo 
 
 Con el objeto de invest igar las consecuencias de la restauración de la 

expresión de MI CA en superficie sobre el crecim iento tum oral in vivo, desafiamos 

ratones nude con los clones obtenidos. Para esto, los ratones fueron inyectados por 

vía subcutánea en el flanco derecho con 5x106 células de los dist intos clones 

t ransfectados. El volum en tum oral se m idió cada 2-3 días durante 75 días. Los 

ratones se consideraron libres de tum or hasta que desarrollaron tum ores m ayores a 

500 mm 3,  m om ento a part ir  del cual resulta altamente improbable que el tumor 

regresione espontáneamente por lo que alcanzan el estadío de morbilidad term inal 

(Figura 2 3 A ) . Todos los ratones inyectados con las células t ransfectadas con el 

plásm ido vacío (clon C)  desarrollaron tumores que crecieron progresivamente y a 

los 40-45 días post - inoculación alcanzaron morbilidad term inal. A su vez, los 

ratones inoculados con el clon 1 alcanzaron la morbilidad term inal a los 63-73 días, 

los inoculados con el clon 2 a los 55-60 días y los inoculados con el clon 3 a los 66-

75 días. Además, las diferencias en las tasas de crecim iento tumoral fueron 

estadíst icamente significat ivas. El porcentaje de ratones libres de tumor se muest ra 

en la f igura  2 3 B  empleando un gráfico de Kaplan-Meier. Todos los animales que 

recibieron células que sobre-expresan MI CA permanecieron libres de tumor al 

t iempo que un 50%  de los anim ales que recibieron el clon cont rol desarrollaron 

tumores de más de 500 mm 3 (alrededor del día 50) . Por ot ra parte, al día 67 sólo el 

50%  de los animales que recibieron células que sobre-expresan MI CA desarrollaron 

tumores de más de 2000 mm 3 al t iempo que todos los anim ales del grupo cont rol 

ya habían desarrollado tumores de más de 2000 mm 3 (eutanasia) . 
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Figura 2 3 : Crecim iento tum ora l in vivo.  
Grupos de ratones nude fueron inoculados 
por vía subcutánea con 5x106 células de los 
clones 1-3 ( t ransfectados con MI CA)  o con 
el clon C (cont rol) . A )  El crecim iento 
tum oral in vivo fue medido cada 2-3 días 
usando un calibre. Los gráficos m uest ran la 
m edia ±  DE. * * p< 0,01 vs.  clon C B)  
Porcentaje de anim ales libres de tumor, 
evaluado en un análisis Kaplan-Meier.  
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 Con el objeto de descartar la posibilidad de que el efecto observado fuera 

debido a una inhibición del crecim iento de las células como consecuencia de la 

t ransfección, se evaluó la tasa de proliferación de células tumorales in vit ro a 

diferentes periodos de t iempo por un m étodo color im ét r ico no radioact ivo (MTS) . En 

estos experimentos (Figura 2 4 )  observam os que tanto las células t ransfectadas 

con el vector cont rol ( clon C)  com o aquellas t ransfectadas con los plásm idos de 

expresión de MI CA (clones 1, 2 y 3)  most raron tasas de proliferación sim ilares, lo 

que sugiere que la sobre-expresión de MI CA no afectó la velocidad de crecim iento 

 

int rínseca de las células de melanoma. 

Al m om ento de la eutanasia de cada uno de los anim ales, se recuperaron los 

tumo
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Figura 2 4 : Proliferación in vit ro 
de los clones t ransfectados. 
Proliferación de los clones 1-3, del 
clon C y de la línea parental I I B-
Mel-LES, ensayada por el método 
no radiact ivo MTS. 

res con el objeto de evaluar la expresión de MI CA por citomet ría de flujo. Para 

diferenciar las células tumorales de ot ras células murinas infilt rantesLos tumores 

recuperados de los animales desafiados con las células de los clones 1, 2 y 3 

conservaron la expresión de MI CA en su superficie (Figura 2 5 ) , lo que podría ser 

crít ico para m antener una respuesta inm une ant itumoral NKG2D-dependiente, 

mediada por células NK a lo largo del t iempo.  

Clon C
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1
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Figura 2 5 : Expresión de MI CA en los cl ones recuperados luego del crecim iento in 
vivo. Se analizó la expresión de MI CA (m arcación con el AcMo D7, linea cont inua)  y HLA de 
clase I  (AcMo W6/ 32, linea punteada)  en la superficie de los tum ores recuperados de los 
ratones al día de la eutanasia, por citom etría de flujo. El histogram a relleno corresponde al CI . 
Se m uest ran los resultados de 2 anim ales representat ivos de cada grupo ( “1”  y “2” ) . 
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 Aunque los tumores formados a part ir  de los clones 1, 2 y 3 conservaron la 

ue algunos tumores son capaces de 

expresión de MI CA, en los experim entos in vivo aproximadamente 2 meses después 

de la inoculación éstos alcanzaron la m ism a penet rancia que los tum ores generados 

por inoculación de las células del clon cont rol.  

 En el año 2002 dos grupos demost raron q

secretar el ectodom inio de MI CA como forma soluble (sMI CA)  al medio de cult ivo 

(153) . Esta variante de sMI CA tam bién puede ser detectada en el suero de 

pacientes (152) . Se ha dem ost rado que esta secreción const ituye un m ecanism o de 

escape tumoral porque por un lado dism inuye la expresión de MICA en la superficie 

de los tumores y por ot ra parte la unión de sMI CA a NKG2D induce la endocitosis y 

degradación de este receptor en linfocitos T CD8+  y células NK con la consiguiente 

dism inución de sus funciones efectoras. Con el objeto de invest igar si los tumores 

que sobre-expresan MICA prom ueven una dism inución sistém ica en la expresión de 

NKG2D que afecte la respuesta inmune mediada por las células NK (152) , 

evaluamos la expresión de NKG2D en células NK de los bazos recuperados de los 

ratones inoculados con los dist intos clones al momento de la eutanasia. Para ello 

aislamos las células del bazo de todos los ratones ut ilizados y realizamos una doble 

m arcación con un AcMo ant i-NKG2D de ratón m arcado con FI TC y con un AcMo 

cont ra CD49b (m arcador de células NK de ratón)  denom inado DX5 m arcado con PE. 

El análisis de la expresión de NKG2D en las células DX5+  ( f igura 2 6 )  y el cálculo 

del índice de fluorescencia específico (specific fluorescence index ,  SFI )  para NKG2D 

en cada una de las m uest ras analizadas perm it ió establecer que las células NK 

provenientes de aquellos ratones inoculados con las células que sobre-expresan 

MI CA, expresaron niveles de NKG2D visiblem ente m enores que los de las células 

NK de bazos de ratones inoculados con el clon cont rol. La diferencia fue 

estadíst icamente significat iva en el caso del clon 3. En el caso de los clones 1 y 2 si 

bien no m ost raron una diferencia estadíst icam ente significat iva, m ost raron una 

clara tendencia a una m enor expresión de NKG2D en células NK del bazo de los 

ratones inoculados con estas células.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 6 : Expresión de NKG2 D en 
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células NK de bazo.  Se analizó la 
expresión de NKG2D por citometría de 
flujo en células NK (población DX5+ )  
recuperadas de los ratones nude que 
recibieron los dist intos clones ( indicados 
en el eje de las x)  al mom ento de la 
eutanasia de cada anim al. Se m uest ra 
la m edia ±  SEM * p< 0,05 vs.  clon C. 
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Para dilucidar la influencia de la sobre-expresión de MI CA en el m icroambiente 

del tumor, realizamos ensayos de TUNEL sobre cr iosecciones de tumores de 

anim ales sacrificados al día 48 (en un estadío en el que los tum ores de los anim ales 

cont rol crecían exponencialmente) . Como se puede observar en la f igura  2 7 ,  las 

secciones de tumores recuperados de ratones desafiados con células que sobre-

expresan MI CA most raron mayores niveles de apoptosis que las secciones de 

tum ores recuperados de ratones desafiados con células cont rol. En concordancia 

con estos resultados, células NK aisladas de ratones singeneicos exhibieron m ayor 

citotoxicidad cont ra los melanomas que sobre-expresan MI CA que cont ra las células 

cont rol (Figura 2 8 ) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a ba ba ba ba ba b

Figura 2 7 : Apoptosis in vivo. Se invest igó la 
apoptosis in vivo sobre cr iosecciones de los 
tum ores recuperados de los ratones por un 
ensayo de TUNEL ( fluorescencia verde)  y las 
m uest ras se analizaron en un m icroscopio 
confocal. La barra corresponde a 50μm . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el objeto de invest igar si el retardo en el crecim iento tumoral de los 

clones 1-3 respecto del clon C era debido a un efecto mediado por las células NK, 

decidimos evaluar el crecim iento tumoral en los clones en ratones nude depletados 

de células NK. En estos experim entos observamos que el crecim iento tumoral de 

los melanomas que sobre-expresan MI CA en ratones depletados de células NK fue 

idént ico al crecim iento del clon cont rol en los ratones no depletados (Figura 2 9 ) , lo 

Figura 2 8 : Citotox icidad de células NK de 
ra tón. Ensayo de citotoxicidad ( liberación de 
51Cr)  ut ilizando células NK de ratones nude com o 
efectoras y los clones C, 1, 2 y 3 com o células 
blanco. La relación E: T ut ilizada fue de 60: 1. El 
gráfico m uest ra la m edia ±  DE. * * p< 0,01 vs.  clon 
C. Estos resultados fueron repet idos 3 veces 
obteniéndose resultados sim ilares. 
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que confirma que las células NK son las células efectoras prim arias involucradas en 

el cont rol del crecim iento tumoral in vivo en este sistema experimental.  
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Figura 2 9 : Crecim iento tum ora l en ra tones depletados de células NK. Grupos de 
ratones nude deficientes en células NK fueron inoculados por vía subcutánea con 5x106 
células de los clones 1-3 o con el clon C, y el crecim iento tum oral fue m edido cada 2-3 días 
usando un calibre. Las líneas cont inuas m uest ran el crecim iento de los tum ores en ratones 
que poseen células NK y las líneas punteadas, el crecim iento en ratones depletados de 
células NK. Los ratones deficientes en células NK fueron producidos m ediante la inyección 
repet ida de Ac ant i-asialo GM1. Se muest ra la m edia ±  DE. * * p< 0,01 vs.  clon C. 

 

 

 

La rest itución de la  expresión de MI CA en superf ici e  por  t ransfección 

confiere suscept ibilidad a la  apoptosis m ediada por  cé lulas NK y ret rasa e l 

crecim iento tum ora l in vivo de las cé lulas de m elanom a que natura lm ente 

evitan la  expresión en super f icie  de este NKG2 DL. E ste fenóm eno podr ía 

const itu ir  un novedoso m ecanism o de escape tum ora l a  la  respuesta  

inm une a t ravés del bloqueo de la  citotox icidad y l a  secreción de I FN- γ 
m ediadas por  cé lulas NK. 
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5. Mecanismo de escape 

 

5.1 Reciclaje de MICA 

 

A continuación analizamos si la ausencia de MICA de superficie celular podía 

deberse a un rápido reciclaje de la molécula. Para esto, incubamos células de líneas 

de melanomas con citocalasina B (inhibe la formación de microfilamentos de actina 

y el tránsito intracelular), brefeldina A (inhibe la translocación de proteínas del RE 

al aparato de Golgi) o cloroquina (inhibe la acidificación de los endosomas). La 

figura 30 muestra que los niveles de expresión de MICA no se vieron modificados 

por el tratamiento con ninguna de estas drogas, lo que descarta la posibilidad de 

una retención intracelular por rápido reciclaje en membrana. 

 

 

 

Citocalasina B

CI

Sin inhibidor

Brefeldina A

Cloroquina

A375N

FL-2

I I B-Mel-LES

FL-2

Citocalasina B

CI

Sin inhibidor

Brefeldina A

Cloroquina

Citocalasina B

CI

Sin inhibidor

Brefeldina A

Cloroquina

A375N

FL-2

A375NA375N

FL-2

I I B-Mel-LES

FL-2

I I B-Mel-LESI I B-Mel-LES

FL-2

Figura 30. Expresión de MICA en superficie de células tratadas con inhibidores 
del tránsito intracelular. Citometría de flujo para MICA en líneas de melanoma 
cultivadas durante 48 hs en ausencia o presencia de brefeldina A, citocalasina B o 
cloroquina. 

 

 5.2 Clivaje de MICA de la superficie 

 

Con el fin de investigar si los tumores empleados en nuestros experimentos 

secretan el ectodominio de MICA como sMICA (152, 153), empleamos un ELISA de 

captura con el fin de establecer si la ausencia de expresión de MICA en superficie 

en las líneas de melanoma podía deberse a tal secreción al medio de cultivo. 

Aunque optimizamos un ensayo con un límite de detección de 1 ng/ml (similar al 

descripto en la literatura) no detectamos sMICA, ni siquiera empleando 

sobrenadantes de cultivo de las distintas líneas concentrados 50 veces (Figura 

31). Consecuentemente, concluimos que el clivaje proteolítico de MICA no 

constituye un mecanismo involucrado en la ausencia de expresión de MICA en 

superficie observada en algunas líneas de melanoma en nuestro modelo 

experimental. 
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5.3 Rol del TGF-β 

 

TGF-β es una citoquina inmunosupresoras que es secretada por distintos 

tipos d

igamos si los melanomas usados en este estudio 

secreta

resultado no quita la posibilidad de que los niveles de TGF-β presentes 

en los 

Figura 31: Curva estándar del ELISA de 
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92 captura para detectar sMICA en 
sobrenadantes de cultivo de líneas de 
melanoma. Límite de detección: 1ng/ml. Los 
sobrenadantes de melanoma fueron 
concentrados 50 veces y ensayados para 
sMICA. Los sobrenadantes de todas las líneas 
de melanoma produjeron absorbancias por 
debajo del límite de detección.  

e tumores y es capaz de inducir una disminución en la expresión tanto de 

NKG2D como de MICA (156). Es por eso que analizamos si la ausencia de MICA de 

superficie en los melanomas se debía a la acción del TGF-β. Para ello, realizamos 

dos tipos de experimentos: 

Primeramente invest

ban esta citoquina al medio de cultivo. Sin embargo, mediante un ELISA de 

captura para TGF-β humano (kit comercial), no detectamos la presencia de esta 

citoquina en el sobrenadante de cultivo de ninguno de los 10 melanomas 

analizados. 

Este 

sobrenadantes de cultivo sean tan bajos que se tornen indetectables para el 

ELISA de captura utilizado, y que aunque en mínima concentración, esta citoquina 

esté presente y afectando la expresión de MICA. Para investigar esta posibilidad, 

realizamos ensayos de neutralización cultivando las líneas celulares A375N, SKmel-

24, Mel-888 e IIB-Mel-LES durante 48 hs en presencia de 5 μg/ml de un AcMo 

neutralizante anti-TGF-β, luego de lo cual se analizó la expresión de MICA en la 

superficie de estas células por citometría de flujo. Los resultados obtenidos 

mostraron que ninguna de las líneas celulares utilizadas presentó un cambio en la 

expresión de MICA al neutralizar TGF-β (Figura 32). 
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La ausencia de TGF-β en los sobrenadantes de cultivo sumado al hecho de que 

el cultivo de las células en presencia de un AcMo neutralizante de TGF-β no indujo 

un aumento en la expresión de MICA en superficie, nos permitió descartar la posibilidad 

de que el TGF-β sea responsable de la disminución de la expresión de MICA en la 

superficie de los melanomas utilizados en este estudio. 

 

La falta de expresión de MICA en superficie de los melanomas no se 

debe a un rápido reciclaje de la proteína y tampoco puede explicarse 

mediante ningún mecanismo descripto hasta el momento. 

 

 

5.4 Localización intracelular de MICA 

 asta este punto comprobamos que 5 de los 10 melanomas estudiados evitan 

 ex

 

H

la presión de MICA en la superficie por un mecanismo distinto a los descriptos 

hasta el momento, y que retienen a esta molécula en un compartimiento 

intracelular no caracterizado. Por lo tanto, investigamos la localización intracelular 

de MICA en los melanomas mediante experimentos de colocalización y microscopía 

confocal. En la figura 33 se muestran los resultados obtenidos con 2 líneas 

celulares que no expresan MICA en superficie celular (IIB-Mel-LES y A375N) y con 

2 líneas celulares que expresan MICA en la superficie (IIB-Mel-IAN y M8).  

 

 

 

 

Figura 32: Neutralización de TGF-β y 
expresión de MICA en superficie de 
melanomas cultivados por 48 hs en 
presencia concentraciones saturantes (5 μg/ml) de un AcMo anti-TGF-β 
neutralizante. La expresión de MICA se 
evaluó empleando el AcMo anti-MICA D7. 
CI: control de isotipo. Los resultados son 
representativos de tres experimentos 
independientes. 
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Figura 3 3 .  Colocalización y m icroscopía confoca l de MI CA  en los m elanom as I I B-Mel- I AN, M8, I I B-
Mel-LES y A375N. Se m arcó MI CA con el AcMo ant i-MI CA y un Ac secundario conjugado a Cy3 ( rojo) . Los 
m arcadores de colocalización se m arcaron con AcMo específicos m arcados con FI TC (verde)  ant i-EEA1 
(endosom as tem pranos) , ant i-LAMP-2 (endosom as tardíos/ lisosom as) , ant i-GM130 (aparato de Golgi)  y 
ant i-calnexina (CN, RE) . Al superponer las im ágenes, la colocalización se observa en color am arillo. CI :  
cont rol de isot ipo. La barra corresponde a 10 nm . Los resultados son representat ivos de 3 experim entos 
independientes. A la derecha se observan detalles de las líneas I I B-Mel- I AN y M8 donde se destaca la 
colocalización de MI CA en endosom as tem pranos, tardíos y aparato de Golgi 
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 Tal como puede apreciarse en la f igura 3 3 ,  en I I B-Mel- I AN y M8 

detectam os MI CA en endosom as tem pranos (EEA1) , lisosom as (LAMP-2) , aparato 

de Golgi (GM130)  y en el RE (calnexina, CN) . Este conjunto de moléculas de MI CA 

serían parte de las que se encuent ran en t ránsito hacia la superficie celular y que 

una vez allí pueden ser detectadas por citom et ría de flujo (Figura 8  y tabla  I ) .  

Cont rariamente, en I IB-Mel-LES y A375N la mayor parte del pool int racelular de 

MI CA se encont ró retenido en el RE ya que se observó colocalización con CN casi 

exclusivamente. Estos resultados fueron confirm ados por m icroscopía elect rónica 

donde se observó que las part ículas de oro que m arcan MI CA fueron detectadas en 

est recha asociación con las cisternas del RE (Figura 3 4 ) . 

 

 

 

 

Figura 3 4 : Microscopía  e lect rónica de I I B- Mel- LES.  Las células fueron m arcadas con el 
AcMo D7 ( las 3 im ágenes de la izquierda)  o un AcMo CI  ( im agen de la derecha) . Las cabezas 
de flecha indican presencia de MI CA en asociación con las cisternas del RE. Barra= 100 nm . 

 

Con el fin de invest igar que ocurre en las metástasis analizadas en la f igura 

1 3  realizamos experimentos de colocalización y m icroscopía confocal ut ilizando 

cortes parafinados de dos m etástasis de m elanom as (ARA y JOR, Figura 3 5 ) ,  en 

los que previamente no detectamos MI CA en superficie (Figura 1 3 A )  pero que 

resultaron posit ivas para MI CA por Western blot  (Figura 1 3 B ) . En ambos 

melanomas observamos colocalización de MI CA con CN lo que indica que en 

metástasis aisladas de pacientes también se detecta la retención de este NKG2DL 

en el RE. 
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Figura 3 5 : Coloca lización y m icroscopía confoca l de  MI CA  en m etástasis de 
m elanoam as.  Se m arcó MI CA con el AcMo ant i-MI CA y un Ac secundario conjugado a Cy3 
( rojo)  y un AcMo ant i-CN (RE)  m arcado con FI TC (verde) . Al superponer las imágenes, la 
colocalización se observa en color am arillo. La barra corresponde a 10 nm . 
 

 

MI CA no se expresa en la  super f icie  ce lular  porque es retenida en e l 

RE, lo que resulta  en una resistencia  a  la  citotox i cidad m ediada por cé lulas 

NK. De acuerdo con estos resultados , postulam os que esta retención 

int racelular  const ituye un novedoso m ecanism o de es cape tum ora l a l 

reconocim iento por  par te de células citotóx icas del  sistem a inm une. 

 

 

5 .5  Est ructura pr im ar ia  del polipépt ido de MI CA 

 

La retención int racelular observada podría deberse a causas int r ínsecas de la 

m olécula de MI CA codificada en cada una de las líneas celulares. Estas incluyen la 

acum ulación de m utaciones en el gen respect ivo que generen proteínas aberrantes 

o creen señales de retención específicas en el RE tales como las secuencias KDEL o 

sim ilares (173-175) . También es posible que la retención int racelular esté asociada 

con la expresión de algún o algunos alelos de MI CA en part icular. Por los tanto, 

para explorar estas posibilidades, secuenciam os el cDNA de MI CA obtenido a part ir  

de RNA aislado de las 10 líneas celulares de melanoma (Tabla I I )  y las 
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comparamos con las secuencias de todos los alelos conocidos de MICA compiladas 

en la base de datos del sit io 

ht tp: / / www.anthonynolan.org.uk/ HI G/ seq/ nuc/ text / m ica_nt .txt . Sin em bargo, no 

encont ramos mutaciones puntuales o asociación ent re expresión en superficie con 

posiciones polimórficas específicas o repet iciones de Ala en el dom inio 

t ransm em brana (exón 5) . Tam poco encontram os secuencias que por m utación 

generen señales de retención en el RE. Por ot ra parte los alelos expresados por los 

5 m elanom as que ret ienen a MI CA dent ro de la célula son alelos que se expresan 

normalmente en la superficie de ot ras células.  

 

Ranking Línea celular  Tipif icación 

1 M8 MI CA* 008/ MI CA* 008 

2 I I B-Mel-J MI CA* 001/ MI CA* 008 

3 I I B-Mel- I AN MI CA* 001/ MI CA* 001 

4 A375N MI CA* 004/ MI CA* 044 

5 CI O-MEL-002 MI CA* 005/ MI CA* 011 

6 Skmel-24 MI CA* 008/ MI CA* 027 

7 CI O-MEL-001 MI CA* 001/ MI CA* 001 

8 Skmel-28 MI CA* 008/ MI CA* 008 

9 Mel-888 MI CA* 009/ MI CA* 009 

10 I I B-Mel-LES MI CA* 001/ MI CA* 011 

 

Tabla I I : Tipif icación de a le los de MI CA en las 1 0  líneas de m elanom a estudiadas 

 

5 .6  Rol de ca lnex ina 

 

Habiendo comprobado que en I I B-Mel-LES, la mayor parte de las moléculas 

de MI CA se ret ienen en el RE y no progresan hacia el aparato de Golgi,  

especulamos que alguna chaperona del RE podría estar involucrada en esta 

retención. CN es una lect ina residente del RE con act ividad de chaperona 

involucrada en el plegam iento de las proteínas dest inadas a los com part im ientos de 

las vías secretoria y endocít ica (el RE, el aparato de Golgi y los endo- lisosomas) , la 

membrana plasmát ica y secreción, a t ravés de la unión a los polipépt idos nacientes 

(176) . En metástasis de m elanom as frecuentemente se observa una dism inución en 

la expresión de la proteína CN, y no así de calret iculina (177) . Por este m ot ivo 

decidim os analizar si la falta de expresión de MI CA en superficie podía deberse a 

diferencias en los niveles de expresión de CN. Para invest igar si existe una 
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correlación ent re la expresión de MI CA en superficie y la expresión de CN, 

realizamos un análisis por Western blot  de lisados celulares de las 10 líneas de 

m elanom a y revelam os con un AcMo ant i-CN (TO-5, Figura 3 6 A ) . La intensidad de 

las bandas obtenidas se cuant ificó ut ilizando el programa Scion Im age com o se 

describiera anteriorm ente, y los datos obtenidos para cada línea fueron comparados 

con los valores de ABC de cada línea most rados en la tabla I  (Figura 3 6 B ) . Sin 

em bargo, no encont ram os correlación ent re ambos parám etros. 
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Figura 3 6 :  Expresión de CN en las líneas de m ela nom a y re lación con los nive les de 
expresión de MI CA en super f icie .  A)  La expresión de CN en 10 líneas celulares derivadas 
de m elanom a fue analizada por Western blot  em pleando el AcMo TO-5. Se muest ra tam bién 
la norm alización con β-act ina. B)  Se realizó una correlación de Pearson ut ilizando los valores 
de ABC para MI CA volcados en la tabla I  y la cuant ificación de las bandas obtenidas en el 
Western Blot  norm alizada con act ina m ediante el análisis con el program a Scion.  r  de 
Pearson =  0,331, p= 0,35 (n.s.) .  
 

B. 

La ausencia  de expresión de MI CA  de la  superf icie  de a lgunos 

m elanom as no se debe a m utaciones que podr ían induc ir  una retención 

int racelular  anorm al del polipépt ido, no está  asoci ado a la  expresión de 

a lgún a le lo en par t icular  y no corre laciona con los  nive les de CN. 

 

 

5 .7  Ret rot ranslocación de  MI CA a l citoplasm a 

 

Para determ inar si exist ían depósitos de MI CA en el citoplasma, realizamos 

cent r ifugaciones diferenciales que nos perm it ieron separar las proteínas de la 

fracción de membrana de las de la fracción de citoplasm a. La expresión de MI CA en 

estas fracciones fue analizada por Western blot  (Figura 3 7 ) . Para nuest ra 

sorpresa, detectam os expresión de MI CA tanto en la fracción de membrana como 

en la de citoplasma. Como cont rol de pureza de las fracciones, analizamos la 

expresión de una proteína citoplasmát ica (hsp70)  y una de m em brana (m oléculas 
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de clase I  del HLA)  en ambas fracciones observando que en cada fracción sólo 

detectamos la proteína esperable para dicha fracción (hsp70 en citoplasma y 

moléculas de clase I  del HLA en membrana) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 7 : Expresión de MI CA en fracciones 
citoplasm át icas y de m em brana. La expresión 
de MI CA en fracciones citoplasm át icas y de 
m em brana, I I B-Mel- I AN, M8 e I I B-Mel-LES fue 
analizada por Western blot  empleando sueros 
policlonales de conejo específicos ant i-MI CA. 
Com o cont rol de la técnica se em plearon AcMo 
ant i-hsp70 (proteína citoplasm át ica)  y ant i-HLA 
de clase I  (proteína de superficie) . Se m uest ra 
tam bién la norm alización con β-act ina. En cada 
calle se sem braron 20 μg de los lisados de las 
fracciones citoplasm át icas y 10 μg de los lisados 
de las fracciones de m em brana, obtenidos por 
cent r ifugaciones diferenciales. La últ im a calle 
corresponde al lisado total de I I B-Mel-LES donde 
se observa tanto la banda de hsp70 como la de 
HLA de clase I . En I I B-Mel- I AN no detectam os 
m oléculas de clase I  del HLA probablem ente 
debido a falta de react ividad del Ac cont ra los 
alelos expresados por esa línea celular. 

Sec61 es un canal mult imérico que inserta polipépt idos de la vía secretoria o 

t ransmembrana co- t raduccionalmente en el lumen del RE. Sin embargo, también 

puede operar en forma inversa, removiendo proteínas m al plegadas del RE, en lo 

que se denom ina ret rot ranslocación. La AAA ATPasa p97 form a un anillo 

hexam érico que interactúa con aquellas proteínas que sufren ret rot raslocación 

mediada por Sec61, e interactúa con Derlin-1, que también ha sido implicada en la 

ret rot ranslocación desde el RE (178) . Una doble mutación puntual en el sit io 

ATPasa de p97 genera una mutante dom inante negat iva (DN)  que la hace incapaz 

de liberar a los sust ratos de ret rot raslocación, at rapándolos en el lum en del RE 

(179) . Con el objeto de analizar el rol de p97 y Sec61 en la ret rot raslocación de 

MI CA desde el RE al citoplasm a, t ransfectam os en form a t ransiente las líneas I I B-

MEL-LES e I I B-MEL- I AN con plásm idos bicist rónicos que codifican para la form a 

salvaje de p97 o la mutante DN y la proteína fluorescente verde (EGFP) . Este 

sistema perm ite la detección de aquellas células que expresan el p97 t ransfectado 

dist inguiéndolas de las células no t ransfectadas. Los resultados obtenidos (Figura 

3 8 )  indican que la t ransfección no produjo un cam bio en los niveles de expresión 

de MI CA en superficie de las células t ransfectadas (EGFPP

+ )  con el plásm ido que 

codifica para p97 salvaje vs.  las células t ransfectadas con el plásm ido que codifica 
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para la m utante DN de p97 o vs.  las células EGFP- (no t ransfectadas) . Estos datos 

sugieren que p97 y Sec61 no estarían involucradas en la ret rot ranslocación de 

MI CA desde el RE al citoplasma.  
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Figura 3 8 : Expresión de MI CA en célula s t ransfectadas con un plásm ido de p9 7  o 
su form a DN.  Transfección t ransiente de I I B-MEL- I AN (A,  B)  e I I B-MEL-LES (C,  D )  con el 
plásm ido bicist rónico codificante para EGFP y p97 salvaje ( líneas gruesas)  o la form a DN de 
p97 ( líneas finas) . Los histgram as de las células t ransfectadas (EGFP+ )  se m uest ran en A y 
C,  y los histogram as de las células no t ransfectadas (EGFPP

-)  se m uest ran en B y D .  El 
histogram a gris corresponde al Ac CI . 

5 .8  Maduración de la  proteína MI CA en e l RE 

 

Las N-glicoproteínas de membrana son sintet izadas en el RE donde son 

glicosiladas en una sucesión de reacciones complejas pasando luego a las cisternas 

del aparato de Golgi donde completan su m aduración. En el t rans-Golgi, actúa una 

enzima llamada manosidasa I I ,  que genera un oligosacárido “maduro”  que es 

resistente a la digest ión por la enzima endoglicosidasa H (endoH) . Por lo tanto, el 

t ratam iento de lisados celulares con esta enzim a y análisis por Western blot  con Ac 

específicos perm ite diferenciar aquellas glicoproteínas que t ransitaron por el 

aparato de Golgi, maduraron sus azúcares y adquir ieron resistencia a la acción de 

endoH, de aquellas proteínas que aun no t ransitaron por el aparato de Golgi,  no 

m aduraron sus azúcares y perm anecen sensibles a la acción de endoH. 

Para invest igar si la retención de MI CA en el RE estaba asociada con la 

acumulación de formas inmaduras de este NKG2DL, realizamos digest iones de los 

lisados celulares de I I B-MEL-LES e I I B-Mel- I AN con endoH y analizamos la 

presencia de formas inmaduras (sensibles a la digest ión con endoH)  y m aduras 

( resistentes a la acción de endoH)  de MI CA por Western blot .  

Como se muest ra en la f igura 3 9 A, I I B-Mel-LES exhibió un m arcado 

incremento en formas de MI CA sensibles a endoH (banda de 44 kDa de peso 

molecular)  en comparación con I I B-Mel- I AN. Ut ilizando el programa Scion I m ager  

se analizó la intensidad m edia de cada banda y se calculó el porcentaje de form as 
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de MI CA degradadas y no degradadas (Figura 3 9 B ) . Este resultado indica que gran 

parte del pool de m oléculas de MICA t ransitó a t ravés del aparato de Golgi en I I B-

Mel- I AN, maduró sus azúcares y adquir ió resistencia a la digest ión con endo H, lo 

que const ituye un paso ineludible para las proteínas que siguen la vía clásica de 

secreción en el cam ino hacia la superficie de la célula. En cambio, en I I B-Mel-LES 

se observó una m arcada dism inución de las form as m aduras de MI CA, lo que 

confirm a que la retención de MICA en el RE se debe a la acumulación de formas 

inm aduras del polipépt ido de MICA. 
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Figura 3 9 : Expresión de MI CA por  en lisados celulares de I I B- MEL- LES e I I B-
MEL- I AN t ra tados ( + )  o no ( - )  con endoH.  A )  Western blot  representat ivo. Se 
detectó una form a no digerida Mr  ~ 62 kDa y una form a digerida de Mr  ~ 44 kDa de MI CA 
en am bas líneas celulares en presencia de la enzim a. B)  Porcentaje m edio de form as de 
MI CA no degradadas (barras rosas)  y degradadas (barras rojas)  en am bas líneas 
celulares obtenidas en 3 experim entos independientes. Para los cálculos, las im ágenes de 
las m em branas fueron digitalizadas ut ilizando un scanner  y analizadas con el program a 
Scion I m age com o se explica en Materiales y Métodos.  Se m uest ra la m edia ±  SEM. 
* p= 0,0323 (n= 3)  para las formas digeridas de MI CA en I I B-MEL-LES vs.  formas 
digeridas de MI CA en I I B-MEL- I AN. 

 

5 .9  Degradación de MI CA en e l proteosom a  

 

En el RE existe un sistema de cont rol de calidad del plegam iento de las 

proteínas que ut iliza dos mecanismos para perm it ir  la elim inación de proteínas 

aberrantes (176) . Estos m ecanism os son la degradación asociada al RE (ERAD por 

endoplasm ic ret iculum -associated degradat ion,  180)  y la respuesta ante proteínas 

no plegadas (UPR por unfolded protein response,  181) . En la mayor parte de los 

casos, la vía de ERAD de las proteínas que no pueden abandonar el RE involucra su 

ret rot raslocación hacia el citoplasm a, ubiquit inación y poster ior degradación por el 
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proteosom a. En este punto, quisim os evaluar si en el caso de los m elanom as que 

ret ienen a MI CA en el RE se produce una ret rot raslocación de esta proteína al 

citoplasma y posterior degradación por el proteosoma. Para ello realizamos cult ivos 

de los m elanom as I I B-Mel-LES, A375N (no expresan MICA en su superficie)  e I I B-

Mel- I AN (expresa MICA en su superficie)  con el inhibidor del proteosoma 

Bortezom ib durante 24 h. Posteriormente separamos la fracción citoplasmát ica de 

la fracción de membrana celular. Asim ismo realizamos citomet rías de flujo para 

detectar expresión de MI CA en superficie. Si bien detectamos ret rot ranslocación de 

MI CA al citoplasma ( f igura  4 0 A y B )  en las 3 líneas celulares estudiadas, 

observam os que sólo en I I B-Mel-LES (y en menor medida en A375N)  pero no e I I B-

Mel- I AN, se produjo una acum ulación de MICA en el citoplasm a com o consecuencia 

del t ratam iento con Bortezom ib, lo que se vio acom pañado de la aparición de una 

banda de mayor peso molecular que podría corresponder a formas ubiquit inadas de 

la proteína. Asim ismo, la inhibición del proteosom a generó un aum ento en la 

expresión de MI CA en superficie solamente en las dos líneas celulares que no 

expresan este NKG2DL norm alm ente ( I I B-Mel-LES y A375N)  m ient ras que se 

observó un efecto apenas detectable en I I B-Mel- I AN y M8 (Figura 4 0  C ) . Por lo 

tanto, estos datos sugieren que en los melanomas estudiados, en m ayor o menor 

medida se produce una ret rot ranslocación de MI CA al citoplasma, pero sólo en 

aquellos que desarrollaron una maquinaria de retención int racelular esta 

ret rot ranslocación conduce a una degradación de la proteína que evita su expresión 

en superficie. 
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Figura 4 0 : Expresión de MI CA en células t ra tadas o no con Bor tezom ib. A)  La expresión 
de MI CA en fracciones citosólicas o de m em brana de I I B-Mel- I AN, I I B-Mel-LES y A375N 
t ratados o no con una dosis de 50nM de Bortezom ib por 24 h fue ensayada por Western blot .  
B)  Análisis del aum ento en los niveles de expresión de MI CA, en la fracción citoplasmát ica 
(barras blancas)  y en la fracción de m em brana (barras negras) . El aum ento de MI CA se calculó 
de la siguiente manera:  [intensidad de las bandas de MI CA/ intensidad de la banda de act ina] 
con bortezom ib/ [intensidad de las bandas de MI CA/ intensidad de la banda de act ina] sin 
bortezom ib. C)  La expresión de MI CA en la superficie de I I B-Mel- I AN, M8, I I B-Mel-LES y A375N 
t ratadas ( línea fina)  o no ( línea gruesa)  con Bortezom ib. El histogram a lleno corresponde al CI  

 

 

En los m elanom as estudiados, en m ayor o m enor m edid a, se produce 

una ret rot ranslocación de MI CA a l citoplasm a ( en la  que no están 

involucradas Sec6 1  ni p9 7 )  pero sólo en aquellos qu e desarrollaron una 

m aquinar ia  de retención int racelular  se observa acu m ulación de form as 

inm aduras de MI CA en e l RE y su ret rot ranslocación conduce a una 

degradación de la  proteína en e l citoplasm a que pre viene su expresión en 

superf icie . 
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DI SCUSI ON 

 

 

De acuerdo a la teoría postulada por Robert  Schreiber, el proceso de 

inmunoedición del cáncer puede dividirse en t res etapas denom inadas elim inación, 

equilibr io y escape (5) . Este m odelo no sólo t iene en cuenta la función protectora 

del sistema inmune ante la apar ición de tumores, sino que además incorpora la 

idea de que el tumor es capaz de escapar al reconocim iento por el sistema inm une 

y m ontar act ivam ente m ecanism os de cont raataque. Es por lo tanto im portante el 

estudio y conocim iento de los mecanismos de escape tumoral ya que esto facilitará 

el diseño de inm unoterapias que actúen en forma sinérgica con ot ros t ratam ientos 

y perm itan erradicar al tumor. 

 

Una de las poblaciones celulares más im portantes para el cont rol del 

crecim iento tumoral son las células NK, que no sólo poseen funciones efectoras 

citotóxicas cont ra los tum ores, sino que adem ás, a t ravés de la liberación de 

citoquinas y del diálogo cruzado con CDs, son capaces de regular la respuesta 

inm une adaptat iva (17, 18) . Esto las hace doblem ente at ract ivas para la realización 

de estudios tendientes al desarrollo de inm unoterapias para el t ratam iento de 

diferentes t ipos de cáncer. 

 

En los últ im os años se han estudiado y descripto numerosas est rategias 

inmunosupresoras ut ilizadas por las células tum orales (11)  m uchas de las cuales 

involucran a las células NK y, m ás específicam ente, al receptor act ivador de 

citotoxicidad NKG2D y sus ligandos (ent re ellos, MICA, 45) . 

 

Teniendo en cuenta la importancia del sistema NKG2DL/ NKG2D en la 

vigilancia inmunológica cont ra tumores, el objet ivo cent ral de esta tesis fue analizar 

el rol que juega este sistema en el reconocim iento de melanom as hum anos por 

células NK y de qué manera la dinám ica de expresión de MI CA en la célula tumoral 

puede afectar el reconocim iento de los tumores por parte de las células NK y la 

calidad de la respuesta inm une ant i- tum oral. 

 

 Para invest igar la importancia biológica de la expresión de MI CA en 

melanomas humanos, en primer lugar evaluamos su expresión en superficie de 

líneas celulares de melanomas y en metástasis de melanomas, aisladas de piel o de 
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ganglio linfát ico de pacientes. Además, realizamos una caracterización fenot ípica 

exhaust iva de la expresión de ligandos de ot ros NKG2DL (ULBP-1, -2 y -3)  y de las 

moléculas de clase I  de HLA clásicas y no clásicas (HLA-E)  en 10 líneas de 

m elanom a hum anos. Sorpresivam ente, 5 de los 10 melanomas estudiados no 

expresaron MI CA en superficie celular (Figura 8 ) . De acuerdo a nuest ros 

resultados, I I B-Mel-LES y M8 fueron los m elanom as con m enor y m ayor nivel de 

expresión de NKG2DL, respect ivam ente (Tabla I ) . La ausencia o m uy baja 

expresión de MI CA en superficie celular en un alto porcentaje de las líneas 

analizadas nos llamó la atención debido a que se ha descripto en la literatura que 

MI CA se expresa en una alta proporción de melanomas aunque este estudio fue 

realizado por inmunoistoquím ica (134) . Por este mot ivo, invest igamos la posibilidad 

de que algunas de las células tum orales expresen MI CA com o depósitos 

int racelulares. Los resultados del análisis realizado por Western blot  empleando 

lisados celulares de las líneas de melanoma (Figura 9 )  m ost raron que 

efect ivamente algunos melanomas poseen depósitos int racelulares pero no exponen 

a este NKG2DL en superficie. La falta de expresión de MI CA en superficie celular no 

se debió a la baja expresión total de MI CA ya que que los niveles de expresión de 

MI CA en superficie no correlacionaron con los niveles totales de esta proteína 

(Figura 1 1 )  ni a falta de react ividad del AcMo cont ra los alelos de MI CA 

expresados por algunos melanomas ( Figura 1 2 ) .  Un fenóm eno sim ilar pudo 

observarse en metástasis de melanom as aisladas de pacientes (Figura 1 3 ) ,  lo que 

refuerza con resultados ex vivo la importancia de los resultados obtenidos in vit ro.  

Asim ismo, la expresión de MI CA se detectó sólo en células tumorales pero no en 

nevos benignos (Figura 1 4 ) . Por el cont rar io, y en concordancia con lo observado 

con las líneas celulares y las metástasis analizadas, observamos expresión de MI CA 

en superficie de un melanoma m aligno prim ario al m om ento de su aislam iento del 

paciente (diagnóst ico) . Estas evidencias sugieren fuertemente la existencia de un 

mecanismo desarrollado act ivamente por algunos m elanom as dest inado a prevenir 

la expresión de MI CA en superficie durante su crecim iento in vivo y que tal 

mecanismo está dest inado a evitar la citotoxicidad m ediada por células NKG2D+  y 

la secreción de I FN-γ por estas células. De esta m anera, si bien los tum ores no 

podrían evitar fácilm ente la inducción de la expresión de NKG2DLs ya que este 

proceso está asociado a la act ivación de las vías de ATM y ATR durante la respuesta 

a est ím ulos de daño al ADN (136) , nuest ros resultados indican que algunos 

tum ores podrían haber desarrollado la habilidad de retener a algunos de estos 

NKG2DLs en un com part im iento int racelular, haciéndolos inaccesibles a células 

NKG2D+ .  Aunque no hem os realizado un estudio horizontal de progresión de un 
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m ism o tum or y no contam os con un núm ero suficientemente alto de m uest ras, 

nuest ros resultados perm iten infer ir  que las células prem alignas (nevos benignos)  

no expresan MI CA pero que luego de sufr ir un proceso de neot ransformación, ent re 

ot ros fenóm enos se induce la expresión de MI CA. A medida que el tumor crece en 

el huésped inm unocom petente con la constante presión select iva del sistema 

inmune, sobreviven aquellas variantes que pueden escapar al reconocim iento del 

m ismo, por ejemplo evitando la expresión de MI CA en superficie con el objeto de 

otorgar resistencia a mecanism os citotóxicos dependientes de NKG2D. 

 

 Las células NK reconocen a las células blanco ut ilizando una batería de 

receptores inhibidores y act ivadores de la citotoxicidad. Los receptores inhibidores 

reconocen generalmente moléculas de clase I  del HLA y los act ivadores reconocen 

moléculas que no se expresan en células norm ales pero sí en células tum orales o 

infectadas, tales com o los NKG2DLs. De acuerdo al balance ent re las señales 

desencadenadas por ambos t ipos de receptores se produce o no una respuesta 

citotóxica por parte de las células NK. La evaluación de la expresión de los 

diferentes NKG2DLs en las líneas de melanom as em pleadas en este estudio m ost ró 

que la citotoxicidad de células NK no correlacionó con los niveles de expresión de 

MI CA, NKG2DL o moléculas de clase I  del HLA en superficie pero most ró una 

correlación significat iva con el cociente ent re los niveles de expresión de NKG2DL y 

de moléculas de clase I  de HLA (Figura 1 5  y 1 6 ) . En este contexto, una baja 

relación NKG2DL/ HLA de clase I  confiere resistencia a la citotoxicidad mediada por 

células NK y la retención int racelular de MICA observada en este estudio podría 

cont r ibuir a generar un fenot ipo celular con estas característ icas de bajo cociente 

NKG2DL/ HLA clase I . Si bien el análisis de la correlación resultó significat ivo, el 

coeficiente r  de Pearson obtenido no fue m uy elevado (0,709)  probablemente a 

causa de que no analizamos la expresión de los ligandos de ot ros receptores 

act ivadores de células NK tales como los NCR (NKp30, NKp44 y NKp46) . A pesar de 

ello, observamos que los melanomas I I B-Mel-LES y A375N, que presentaron una 

baja relación ent re la expresión de NKG2DL con respecto a moléculas de clase I  del 

HLA, fueron altamente resistentes a la citotoxicidad mediada por células NK en 

cont raste con lo observado con los m elanom as M8 y Mel-888, donde la citotoxicidad 

fue parcialmente dependiente de NKG2D (Figura 1 7 ) .  Asim ismo, de acuerdo a la 

alta expresión de MI CA en estas 2 líneas celulares, dicha suscept ibilidad a la lisis 

por células NK fue parcialmente dependiente de NKG2D. 
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 En base a estos resultados, nos preguntamos si sería posible revert ir  el 

fenot ipo de retención int racelular de MI CA en melanomas empleando est rategias de 

t ransfección con el objeto de conferir  suscept ibilidad a la lisis por células NK y 

promover una mayor liberación de I FN-γ por estas células, com o paso previo 

indispensable al desarrollo de cualquier est rategia de inm unoterapia ant i- tum oral 

basada en la sobre-expresión de MI CA. La t ransfección de la línea celular I I B-Mel-

LES (elegida por el hecho de que además de ser la de menor niveles de expresión 

de NKG2DLs en superficie, no expresa MI CB, Figura 1 0 )  con un plásm ido para 

expresión en células eucariót icas que codifica para la proteína MI CA nos perm it ió 

restaurar la expresión de este NKG2DL en superficie celular (Figura 1 8 ) .  Estos 

resultados indican que es posible sobrepasar la capacidad de retención int racelular 

y habilidad int rínseca de los melanomas de retener a MI CA dent ro de la célula. Más 

importante aún, la restauración de la expresión de este NKG2DL en superficie del 

melanoma I I B-Mel-LES confir ió suscept ibilidad a la lisis mediada por células NK e 

indujo la secreción de I FN-γ in vit ro (Figura 1 9 ) . Confirmamos que la adquisición 

de suscept ibilidad a la citotoxicidad mediada por células NK fue debida al aumento 

en la expresión de MI CA mediante la realización de ensayos de bloqueo ut ilizando el 

AcMo ant i-NKG2D 1D11 (Figura 2 0 ) . En estos experimentos observamos que al 

interferir  la unión de NKG2D a sus ligandos, la citotoxicidad y liberación de I FN-γ 
producida por células NK humanas cont ra los clones t ransfectados fueron idént icas 

a los obtenidos con las células de la línea parental y el clon cont rol.  Asim ismo, el 

procedim iento de t ransfección no afectó los niveles de expresión de ULBP-1, -2 y -3 

ni de MI CB (Figura 2 1 )  por lo que tam bién descartam os que el aum ento en la 

suscept ibilidad a lisis por células NK fuera debido a una posible alteración en la 

expresión de ot ros NKG2DL inducido por tal procedim iento. Por ot ra parte, la 

adquisición de suscept iblidad a la citotoxicidad por células NK podría deberse 

parcialmente a un efecto indirecto mediado por el proceso de sobre-expresión de 

MI CA debido a que la síntesis de este polipépt ido podría proveer un pépt ido líder 

que estabilice a la m olécula HLA-E e induzca un aumento concom itante de su 

expresión en superficie (59) , con el consiguiente reconocim iento por el receptor 

act ivador de citotoxicidad CD94/ NKG2C (58) . Sin em bargo, en las células 

t ransfectadas generadas no se observaron modificaciones en los niveles de HLA-E 

con respecto a la línea celular parental (Figura 2 2 ) , lo que descarta esta 

posibilidad.  

Con el fin de invest igar la relevancia in vivo de la restauración de la expresión 

de MI CA en los m elanom as hum anos, las células t ransfectadas (que crecen a la 

m isma tasa in vit ro que la línea parental, Figura 2 4 )  fueron empleadas para 
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desafiar ratones nude.  Tal com o esperábam os, las células que sobre-expresan MICA 

exhibieron un retardo estadíst icamente significat ivo en el crecim iento tumoral 

(Figura 2 3 ) , acompañado por una apoptosis masiva observada en el foco tum oral 

(Figura 2 7 ) .  La aparición de morbilidad term inal se ret rasó 20-21 días en los 

anim ales desafiados con los clones 1 y 3, y 14 días en los animales desafiados con 

el clon 2, en com paración con los anim ales desafiados con el clon cont rol. Esa 

mayor apoptosis in vivo en estos tumores producidos por inoculación de los clones 

1-3 vs el clon C sumada al aumento de la citotoxicidad in vit ro por parte de células 

NK de ratón cont ra los clones 1-3 vs el clon C, demost ró que los melanomas que 

sobre-expresan MICA fueron m ás suscept ibles a las funciones efectoras de células 

NK que las células de melanoma cont rol (Figura 2 8 ) . Estos resultados fueron 

confirmados mediante la realización de experimentos de depleción de células NK 

con Ac ant i-asialo GM1 y crecim iento tum oral in vivo,  donde observam os que el 

crecim iento de los melanomas que sobre-expresan MI CA en animales depletados de 

células NK fue idént ico al crecim iento del clon cont rol en ratones no depletados de 

células NK (Figura 2 9 ) . Por lo tanto, concluimos que las células NK son células 

efectoras crít icas involucradas en el cont rol del crecim iento tumoral in vivo en este 

sistem a experim ental. 

 

 Llamat ivam ente, a pesar de que observamos un retardo en el crecim iento de 

los tum ores que sobre-expresan MI CA, no observamos inhibición completa del 

crecim iento tum oral. Aunque hasta el presente sólo podemos especular acerca de 

las causas de este fenómeno de penet rancia, creemos que el m ismo se debe a que 

todos los clones y las células salvajes (no t ransfectadas)  poseen m ecanism os de 

escape tumoral adicionales que les perm iten crecer en presencia de células 

NKG2D+ ,  afectar el cont rol del sistema inmune y alcanzar la morbilidad term inal. 

 

 Por ot ra parte, es im portante tener en cuenta que nuest ro modelo 

experim ental es xenogeneico ( tumores hum anos inoculados en ratones carentes de 

linfocitos T, donde la respuesta inm une ant itumoral está m ediada m ayoritar iam ente 

por células NK) . Probablemente, en un modelo singeneico las células NK serían 

responsables de la inmunovigilancia y el cont rol inicial del crecim iento tumoral 

( logrando contener o demorar la progresión del m ism o durante los primeros 

estadíos) , lo que podría ampliar la ventana de t iempo que perm ite el desarrollo de 

una respuesta inm une adaptat iva m ás eficiente o de mayor envergadura m ediada 

por linfocitos T. 
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 Durante la realización de este t rabajo de Tesis, se ha publicado un t rabajo en 

el cual se observó que la expresión ectópica de MI CA retarda el crecim iento de 

gliom as en ratones nude.  Sin embargo, en este t rabajo, las células tumorales 

recuperadas luego del crecim iento in vivo perdieron la expresión de MI CA (145) . La 

causa m ás probable de este hallazgo es el hecho de que en el modelo experim ental 

empleado por estos autores probablem ente haya ocurr ido una selección in vivo de 

células no t ransfectadas ya que los tum ores empleados en esos experimentos no 

eran clonados. En cam bio, nosot ros generam os y ut ilizam os clones que sobre-

expresan MI CA en forma estable y observamos que los tumores recuperados de los 

anim ales desafiados con cada uno de estos 3 clones conservaron la expresión de 

MI CA en superficie inclusive al momento del crecim iento tumoral term inal (Figura 

2 5 ) . Vale la pena destacar que en los experim entos de evaluación de la expresión 

de MI CA luego del crecim iento in vivo realizamos un análisis en paralelo de la 

expresión de moléculas de clase I  del HLA (em pleando el AcMo W6/ 32) . Aunque 

esto aparece como t r iv ial para el caso de los tumores que sobre-expresan MI CA, 

resulta clave para poder ident if icar las células humanas (el tumor)  en un contexto 

de un tej ido de ratón en el caso de los anim ales desfiados con el clon cont rol. 

 

 Por lo tanto, el crecim iento tumoral observado en nuest ros experim entos in 

vivo no se debería a la selección de variantes MI CA-.  Por el cont rar io, creemos que 

la causa de este crecim iento se debe principalmente a que los tumores inoculados 

podrían em plear ot ros m ecanism os de escape tum oral para resist ir  el ataque 

citotóxico por parte de células NKG2D+  (11) . En tal sent ido, ot ros autores 

demost raron que el ectodom inio de MI CA puede ser secretado in vit ro al m edio de 

cult ivo y detectado in vivo en suero de pacientes con cáncer, (97, 98) . Este clivaje, 

m ediado por m etaloproteasas (153) , adem ás de generar variantes tum orales con 

menor expresión de MI CA, induce la internalización de NKG2D en células NK y 

linfocitos T CD8+  produciendo una dism inución de su expresión en superficie y, 

consecuentem ente, de sus funciones efectoras ant i- tumorales. La com paración de 

los niveles de expresión de NKG2D en las células NK de los bazos recuperados de 

los ratones inoculados con los dist intos clones t ransfectados m ost ró una 

dism inución estadíst icamente significat iva para el clon 3 y una clara tendencia a la 

dism inución para los clones 1 y 2 en la expresión de este receptor, respecto de lo 

que se observó en células NK de los bazos recuperados de los ratones inoculados 

con el clon cont rol (Figura 2 6 ) . Presum iblemente, esta expresión dism inuída de 

NKG2D podría ser inducida por sMI CA liberado por los tumores durante su 

crecim iento in vivo en los ratones desafiados. Desafortunadamente, no podemos 
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analizar si este es el caso debido a que no hemos conservado el suero de los 

animales luego de la eutanasia. I ndependientemente, esta dism inución sistém ica en 

la expresión de NKG2D en las células NK de bazo podría cont r ibuir al escape 

tumoral promovido por los clones que sobre-expresan MI CA durante las fases 

tardías de crecim iento in vivo.  

 

 Hasta este punto, nuest ros resultados sugieren que algunos melanomas 

hum anos desarrollaron un m ecanism o act ivo para prevenir la exposición en 

superficie de un ligando que confiere suscept ibilidad a la citotoxicidad mediada por 

células NK. I n vivo,  bajo la presión del sistem a inm une, este nuevo m ecanism o de 

escape tumoral podría proveer una ventaja adaptat iva que favorezca el crecim iento 

de variantes tumorales que hayan perdido la expresión de MI CA en superficie, ya 

que les conferir ía una resistencia a la citotoxicidad y secreción de I FN-γ por parte de 

células NK m ediada por el receptor NKG2D. Este m ecanism o podría representar una 

forma más eficiente que la secreción de MI CA para lograr el escape tumoral al 

sistem a inm une (152-154) . Esto se debe a que para que la secreción /  clivaje 

proteolít ico de MI CA sea operat iva com o m ecanism o de escape tum oral se 

requieren altos niveles de expresión de MI CA en superficie, una alta tasa de 

secreción de m etaloproteasas y la expresión de la chaperona ERp5 por parte del 

tum or con el objeto de alcanzar una cierta concent ración um bral de sMI CA en suero 

y fluidos t isulares com o para ejercer los efectos inm unosupresores locales y 

sistém icos descriptos previam ente. Consecuentemente, este mecanismo de escape 

no será operat ivo en tumores que secreten bajos niveles de metaloproteasas, que 

no expresen ERp5 o que expresen niveles intermedios de MI CA. Alternat ivamente, 

un m ecanism o basado en la retención int racelular de MI CA tal como el descripto en 

el presente t rabajo será eficiente como mecanismo de escape tumoral 

independientemente de la localización de las células tum orales, la tasa de secreción 

de m etaloproteasas y la síntesis de ERp5. 

 

 Por ot ra parte, la restauración de la expresión de MI CA en células que 

desarrollaron una habilidad int r ínseca de retener a este NKG2DL en un 

compart im iento int racelular y la promoción de funciones efectoras (citotoxicidad y 

secreción de I FN-γ)  por parte de células NK indica que la regulación de la expresión 

de los ligandos de NKG2D en células tumorales const ituye un enfoque eficiente para 

desencadenar una respuesta inm une capaz de superar los mecanismos de escape 

tumoral. Además, nuest ros resultados son relevantes para el desarrollo de 

est rategias de inmunoterapia para el t ratam iento del cáncer en hum anos 
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considerando que se ha demost rado recientem ente que las células NK juegan un rol 

crít ico en la act ivación de CDs genét icamente modificadas, lo que repercute en la 

calidad de la respuesta inm une adaptat iva cont ra tum ores (182, 183) .  

 

 Con el objeto de invest igar posibles factores potencialmente involucrados en 

la retención int racelular de MI CA en los melanomas estudiados, exploramos la 

posibilidad de que la falta de expresión de MI CA en superficie de estos m elanom as 

se deba a un rápido reciclado de esta proteína. Sin em bargo, experimentos 

realizados con diferentes inhibidores farmacológicos del t ránsito int racelular de 

proteínas, most raron que su expresión en superficie no pudo ser restaurada en 

varios de los melanom as al inhibir  la formación de m icrofilam entos de act ina y el 

t ránsito int racelular con citocalasina B, la t ranslocación de proteínas del RE al 

aparato de Golgi con brefeldina A o la acidificación de los endosomas con cloroquina 

(Figura 3 0 ) .  

 

Hasta el momento se han descripto diversos mecanismos que cont r ibuyen 

en el escape a la respuesta inm une mediada por células NK. Dos de estos 

mecanismos involucran una dism inución en la expresión MI CA lo que facilita la 

sobrevida de los tumores en individuos inmunocompetentes ya que evitan el 

reconocim iento y dest rucción mediados por NKG2D. En primer lugar, como se 

m encionara anteriorm ente se dem ost ró que algunos tum ores son capaces de 

secretar sMI CA lo que además produce una dism inución de la expresión de NKG2D 

en la superficie de células NK y linfocitos T CD8+  (Figura 7 ) . Sin em bargo, 

empleando un ELI SA de captura desarrollado por nuest ro grupo, con un lím ite de 

detección sim ilar al reportado en la literatura, no detectam os sMI CA en los 

sobrenadantes de cult ivo de las 10 líneas de melanoma ut ilizadas en este t rabajo 

(Figura 3 1 ) . Este resultado parecería cont radictor io con las observaciones in vivo, 

donde si bien no observam os una dism inución significat iva en los niveles de 

expresión de MI CA en los tumores recuperados luego del crecim iento en los ratones 

nude,  observam os una dism inución en los niveles de expresión de NKG2D en las 

células de bazo de los animales desafiados con los tumores que sobre-expresan 

MI CA. Esta aparente cont radicción puede explicarse considerando que podrían 

exist ir  diferencias en la detectabilidad de los ensayos de ELI SA empleados en 

nuest ro laboratorio y los desarrollados por ot ros autores (152, 153) . Tam bién es 

posible que exista algún m ecanism o adicional que esté operando in vivo pero no in 

vit ro.  El segundo m ecanism o de escape que involucra una dism inución en la 

expresión de MI CA en los tumores es mediado por TGF-β. Esta citoquina 
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inm unosupresora (155)  t iene un doble efecto sobre el sistem a NKG2DL-NKG2D. Por 

un lado regula negat ivamente la expresión de MI CA y ot ros NKG2DL en la superficie 

de células tumorales (156)  y por ot ro lado induce una dism inución en la expresión 

de NKG2D en linfocitos T CD8+  y células NK, lo que evita el reconocim iento y 

dest rucción de dist intos t ipos celulares (Figura 7 )  (151, 156-158) . Ut ilizando un kit  

comercial, tampoco detectamos secreción de TGF-β en los sobrenadantes de cult ivo 

de las líneas estudiadas. Asim ismo, la neut ralización de posibles t razas de TGF-β en 

estos sobrenadantes no perm it ió restaurar la expresión de MI CA en la superficie de 

las células de melanoma usadas en este estudio (Figura 3 2 ) . Por lo tanto, la 

modulación de la expresión de MI CA mediada por TGF-β tampoco parecería estar 

involucrada en la ausencia de expresión de este NKG2DL en la superficie celular de 

los melanomas empleados en este estudio. Estos resultados sugieren que el 

mecanismo responsable de la retención int racelular de MI CA en los melanomas 

descripto en los experimentos realizados a lo largo de esta Tesis const ituye un 

m ecanism o novedoso no descripto previamente en la literatura. 

 

Con el objeto de invest igar el compart im iento int racelular en el cual MI CA es 

retenida, realizam os ensayos de colocalización y m icroscopía (Figura 3 3 ) . En estos 

experimentos observamos claramente que melanomas que expresan MI CA en 

superficie celular ( tales como I I B-Mel- I AN y M8)  existe colocalización de este 

NKG2DL en cada uno de los com part im ientos involucrados en el t ransporte de 

diversas moléculas hacia la superficie celular (endosomas tempranos, endosomas 

tardíos/ lisosom as, aparato de Golgi, RE) . En cam bio, en los m elanom as que no 

expresan MI CA en superficie celular pero que poseen depósitos int racelulares de 

este NKG2DL observamos colocalización de MI CA casi con exclusividad en el RE 

( resultado que fue corroborado por m icroscopia elect rónica, Figura 3 4 ) . La 

colocalización de MICA en RE también fue observada en 2 metástasis de melanom a 

aisladas de pacientes que no expresan MI CA en superficie (ARA y JOR, Figura 3 5 ) . 

Por lo tanto, el fenóm eno de retención int racelular de MI CA en el RE, que conduce a 

una resistencia a la citotoxicidad dependiente de NKG2D m ediada por células NK, 

es un proceso desarrollado act ivam ente por algunos m elanom as hum anos que 

perm ite la acumulación de MICA en el RE, const ituyendo un novedoso m ecanism o 

de escape tumoral a la respuesta inmune. 

 
 Teniendo en cuenta que los tumores frecuentem ente desarrollan m utaciones 

que cont r ibuyen al fenot ipo tumoral al otorgar alguna ventaja para el crecim iento 

descont rolado en el huésped inm unocom petente (184-187) , especulam os que la 

acum ulación de m utaciones puntuales podría generar señales de retención 
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int racelular en el polipépt ido de MI CA. Más concretam ente, pensam os que por 

m utación se podrían generar m ot ivos KDEL o sim ilares que prom uevan la retención 

de MI CA en el RE (173-175) . Notablem ente, encont ram os que una secuencia dent ro 

del gen de MI CA podría potencialm ente generar, por una m utación puntual una 

secuencia KEDL, una secuencia alternat iva que también es capaz de promover la 

retención int racelular (174) . Sin embargo, la secuenciación del ARNm de MICA en 

cada una de las líneas de melanoma most ró que no existen tales m utaciones 

puntuales. 

 

Descartada esta posibilidad, sospechamos que algún alelo específico de 

MI CA expresado por las líneas de melanomas podría expresarse en bajos niveles en 

la superficie celular debido a factores int r ínsecos a la secuencia pr im aria del 

polipépt ido, por lo que la baja expresión de MI CA en superficie de las líneas de 

melanoma podría estar asociada con la expresión de este alelo en part icular. Por 

ejemplo, MI CA* 010 es un alelo inestable debido a un polim orfism o part icular que 

genera una proteína que se degrada rápidamente dent ro de la célula y no alcanza a 

expresarse en la superficie celular (114) . Sin em bargo, ninguna de las líneas 

celulares ut ilizadas en nuest ros experimentos expresó el alelo MI CA* 010. Por el 

cont rario, todas las células ut ilizadas codifican para alelos expresados en altos 

niveles en superficie de ot ras células, tales com o MI CA* 008 (98, 123) , MICA* 027 

(123) , MI CA* 001 y MI CA* 004 (100, 123, 153) , y MI CA* 011 (188)  y resultados 

propios. Más aún, la línea CI O-Mel-001 que expresa niveles m uy bajos de MI CA en 

superficie es hom ocigota para el alelo MI CA* 001 al igual que la línea I I B-Mel I AN, 

que expresa niveles muy altos de MI CA en superficie. Además ut ilizando una 

est rategia de t ransfección logramos expresar MI CA* 001 en la superficie del 

melanoma I I B-Mel-LES, lo que indica que al menos uno de sus alelos endógenos 

puede ser expresado eficientemente en superficie, superando la capacidad 

int rínseca de este melanoma de retener a MI CA dent ro de la célula. Estas 

observaciones indican que la retención en el RE no se debe a característ icas 

int rínsecas del polipépt ido de MI CA y son compat ibles con la existencia de una 

chaperona que podría estar involucrada en la retención int racelular, la que se 

saturaría cuando MI CA es sobre-expresada ut ilizando un plásm ido que dir ige la 

expresión de este NKG2DL bajo el cont rol del prom otor fuerte com o el del virus 

SV40 (el promotor que dir ige la expresión en el plásm ido em pleado en las 

t ransfecciones) . Esta situación sería comparable a la descripta para Erd2, un 

receptor que ret iene en el RE proteínas que llevan la secuencia KDEL, pero sólo 

hasta que se alcanza el punto de saturación (189) . 
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En m etástasis de m elanom as frecuentemente se observa una dism inución en 

la expresión de la proteína chaperona CN en el RE pero no así de la chaperona 

calret iculina y se ha postulado que esto cont r ibuye con el escape tum oral (177) . 

Esto nos hizo especular que CN podía estar involucrada en la retención int racelular 

de MI CA. Sin em bargo, la falta de expresión de MI CA en superficie no se debió a 

diferencias en los niveles de expresión de CN ya que no encont ramos correlación 

ent re los niveles de expresión de ambas proteínas (Figura 3 6 ) . 

 

Por ot ro lado, la acum ulación de polipépt idos en el RE puede causar efectos 

tóxicos sobre las células. Para evitar esto, en el RE existe un sistema de cont rol de 

calidad del plegam iento de las proteínas que ut iliza dos mecanismos para perm it ir  

la elim inación de proteínas aberrantes. Estos m ecanism os son la degradación 

asociada al RE (ERAD por endoplasm ic ret iculum -associated degradat ion)  y la 

respuesta ante proteínas no plegadas (UPR por unfolded protein response) . En la 

mayor parte de los casos, la vía de ERAD de las proteínas que no pueden 

abandonar el RE involucra su ret rot raslocación hacia el citoplasm a, ubiquit inación y 

posterior degradación por el proteosoma. Por ello, invest igamos la posible 

ret rot raslocación de MICA al citoplasma y observamos la presencia de MI CA en las 

fracciones citoplasmát icas no sólo de la línea I I B-Mel-LES sino tam bién de I I B-Mel-

I AN y M8 (Figura 3 7 ) . Se ha dem ost rado que aún en condiciones norm ales, la 

eficiencia de plegam iento de ciertas proteínas (ent re las cuales el regulador 

t ransmembrana de la fibrosos quíst ica, CFTR, es un ejemplo paradigmát ico, 190)  

puede ser tan baja como el 20% . Esto explicaría por qué aún las células que 

expresan MI CA en superficie poseen depósitos de esta proteína en el citoplasma 

(com o es el caso de I I B-Mel- I AN y M8) . 

 

Con el objeto de analizar las proteínas involucradas en la ret rot ranslocación 

de MI CA pensamos en dos candidatos. El pr imero es un canal mult im érico llamado 

Sec61, capaz de remover proteínas mal plegadas del RE, realizando una 

ret rot ranslocación al citoplasma (191) . El segundo, es la AAA ATPasa p97, que 

forma un anillo hexamérico que interactúa con aquellas proteínas que sufren 

ret rot raslocación mediada por Sec61 (178) . Sin embargo, en nuest ro sistema p97 y 

Sec61 no estarían involucradas en la ret rot ranslocación de MI CA desde el RE al 

citoplasma debido a que la t ransfección t ransiente de las líneas I I B-Mel-LES e I I B-

Mel- I AN con plásm idos que codifican para la forma salvaje de p97 o la mutante 

doble negat iva ( incapaz de liberar a los sust ratos de ret rot raslocación, at rapándolos 
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en el lum en del RE, (179)  no produjo un cambio en los niveles de expresión de 

MI CA (Figura 3 8 ) . 

 

Las N-glicoproteínas de membrana tales com o MI CA son sintet izadas en el 

RE donde son glicosiladas en una sucesión de reacciones com plejas. En prim er 

lugar y de m anera co- t ranscripcional, al pépt ido recién sintet izado se le t ransfiere 

en una asparragina un oligosacárido preform ado que consta de 14 azúcares (2 N-

acet ilglucosam inas, 9 manosas y 3 glucosas) . Luego de esta t ransferencia se 

produce un procesam iento secuencial, inicialm ente en el RE y luego en las dist intas 

cisternas del aparato de Golgi. En este procesam iento intervienen t ransferasas y 

glicosilasas que t ransfieren o rem ueven azúcares, respect ivam ente. Durante la 

maduración en el t rans-Golgi, actúa una enzima llam ada m anosidasa I I , que 

remueve 2 manosas del complejo oligosacarídico generando un oligosacár ido 

“maduro” . A part ir  de este momento, la glicoproteína no puede ser atacada por la 

enzima endoH. Por lo tanto, la sensibilidad a esta enzima se ut iliza como criter io 

para diferenciar ent re proteínas maduras y proteínas inmaduras. Ut ilizando ensayos 

de digest ión con endoH, observam os una acum ulación de form as inm aduras del 

polipépt ido de MI CA en el melanoma I I B-Mel-LES en comparación con lo observado 

en I I B-Mel- I AN (Figura 3 9 ) . Estos resultados apoyan la hipótesis de retención de 

MI CA en el RE por acum ulación de form as inm aduras. En consecuencia, la ausencia 

de expresión de MI CA en superficie celular de los melanomas se debería a un 

bloqueo en el proceso de maduración de los oligosacáridos que se incorporan al 

polipépt ido naciente lo que impediría el t ránsito de este NKG2DL hacia los 

com part im ientos celulares siguientes en su ruta hacia la superficie celular. 

 

Con el objeto de invest igar si la ret rot ranslocación de MICA al citoplasma 

conlleva una degradación del polipépt ido en el proteosoma, analizamos la expresión 

de MI CA en ausencia y en presencia de un inhibidor farmacológico del proteosoma. 

En estos experimentos observamos que sólo I I B-Mel-LES (y en menor medida en 

A375N)  pero no I I B-Mel- I AN acumula MI CA en el citoplasma como consecuencia del 

t ratam iento con el inhibidor Bortezom ib, lo que se vio acompañado de la apar ición 

de bandas de mayor peso molecular que podrían corresponder a formas 

ubiquit inadas de la proteína. Asim ism o, la inhibición del proteosoma generó un 

aum ento en la expresión de MI CA en superficie solam ente en las dos líneas 

celulares que no expresan este NKG2DL norm alm ente ( I I B-Mel-LES y A375N)  

m ient ras que se observó un efecto apenas detectable en I I B-Mel- I AN y M8 (Figura 

4 0 ) . Por lo tanto, estos datos sugieren que en los melanomas estudiados, en mayor 
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o menor medida se produce una ret rot ranslocación de MI CA al citoplasm a, pero 

sólo en aquellos que desarrollaron una maquinaria de retención int racelular esta 

ret rot ranslocación conduce a una degradación de la proteína que previene su 

expresión en superficie. Es interesante destacar el hecho de que el t ratam iento con 

el inhibidor del proteosoma Bortezom ib fue capaz de restaurar la expresión de MI CA 

en superficie, lo que sugiere que las est rategias de quim ioterapia en humanos que 

ut ilizan este compuesto podrían promover indirectamente la expresión de MI CA en 

aquellos tumores que ret iene a este NKG2DL en el RE y así potenciar la act iv idad 

ant i- tum oral dependiente de NKG2D m ediada por células NK por un efecto hasta 

ahora ignorado. 

 

Aunque se ha descripto la retención int racelular de MI CB, ULBP-1 y ULBP-2 

en el RE y en el cis-Golgi de fibroblastos infectados con CMV (121, 122) , este 

m ecanism o no se ha observado previam ente en tumores. Por lo tanto, los 

resultados descriptos en el presente t rabajo de Tesis describen un mecanismo de 

escape tumoral novedoso. En últ ima instancia, la retención de formas inmaduras de 

MI CA en el RE podría deberse a la asociación con chaperonas, a modificaciones 

post - t raduccionales inducidas por las maquinarias de cont rol de calidad del RE tales 

com o las UPR y ERAD (192)  o a un estado rédox alterado que podría afectar la 

estabilidad de la proteína dent ro del RE (193) . Por ejemplo, se ha reportado que 

MI CA posee la capacidad de asociarse con chaperonas específicas tales com o ERp5, 

lo que part icipa en el clivaje de este NKG2DL de la superficie de células tumorales y 

en la generación de las formas solubles de MI CA detectables en suero de pacientes 

con cáncer (154) . 

 

 Ot ro dato interesante lo const ituye el hecho de que la m asa m olecular relat iva 

(Mr)  de MICA detectada por Western blot  en lisados de células de melanoma que 

ret ienen esta molécula en RE fue indist inguible de la Mr  de la proteína detectada en 

las células de melanoma que expresan MICA en la superficie (alrededor de 65kDa) , 

indicando que la incorporación de oligosacáridos en el polipépt ido de MI CA 

sintet izado t iene lugar mayoritar iamente en el RE, y que el recorte y posterior 

procesam iento que ocurre en el aparato de Golgi (194)  no altera visiblemente la Mr  

de la proteína MI CA. Una cont r ibución im portante de un t ransporte ret rógrado de 

MI CA desde el aparato de Golgi hacia el RE parece im probable en nuest ro sistem a 

dado que no detectam os un pool de moléculas de MI CA que colocalicen con el 

marcador de cis-Golgi GM130 en los melanomas I I B-Mel-LES y A375N, a diferencia 

de lo encont rado en los melanomas I I B-Mel- I AN y M8. Por lo tanto, es posible que 
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la retención int racelular de MICA se deba a la asociación con una chaperona 

desconocida dent ro del RE o a ot ras m odificaciones post - t raduccionales ( la 

invest igación de estas hipótesis está actualmente en curso en nuest ro laborator io) . 

Por ejemplo comenzamos a estudiar la asociación de MI CA con posibles chaperonas 

por medio de experimentos de proteóm ica. 

 

 Un mejor entendim iento de los mecanismos que ut iliza el tumor para escapar 

al reconocim iento por el sistem a inm une, nos perm it irá hacer un uso m ás efect ivo 

de la inmunoterapia que, junto con los t ratam ientos convencionales, nos ayudará a 

prevenir, cont rolar y/ o erradicar los tum ores establecidos. Dado que en hum anos 

MI CA es un ligando act ivador de la citotoxicidad mediada por células NK, nuest ro 

t rabajo const ituye un progreso importante en el intento de t rasladar el 

conocim iento básico sobre la inmunobiología y la dinám ica de expresión de ligandos 

de NKG2D al t ratam iento del cáncer en humanos. 
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CONCLUSI ONES 

 

 

En esta Tesis doctoral hemos demost rado que:   

 

-  10 líneas de melanoma y 5 de 6 metástasis de melanoma expresan MICA, 

pero 5 de las 10 líneas celulares y 2 de los 5 tum ores frescos previenen la 

expresión de este ligando de NKG2D en su superficie. 

 

 - la retención int racelular de MI CA cont r ibuye a la baja expresión en 

superficie de NKG2DLs, lo que provoca que tales células tengan un bajo cociente 

ent re los niveles de expresión de NKG2DL y de m oléculas de clase I  del HLA, y 

consecuentemente, una alta resistencia a la citotoxicidad mediada por células NK 

dependiente de NKG2D. 

 

-  la expresión ectópica de MI CA por t ransfección estable revierte el fenot ipo 

de retención int racelular ya que perm ite restaurar la expresión de MI CA en 

superficie celular,confiere suscept ibilidad a la citotoxicidad m ediada por células NK 

y prom ueve una alta secreción de I FN-γ por estas células, am bos fenómenos 

dependientes de NKG2D. 

 

-  las células tumorales que sobre-expresan MI CA exhibieron un retardo en el 

crecim iento tumoral in vivo acompañado por una apoptosis masiva observada en el 

foco tum oral.  

 

-  el retardo en el crecim iento tumoral se debe aun mecanism o dependiente 

de células NK. 

 

-  la ausencia de expresión de MI CA en superficie de los m elanom as no 

puede explicarse m ediante ningun m ecanism o descripto hasta el m om ento sino que 

el fenóm eno de retención de MI CA observado const ituye un novedoso m ecanism o 

de escape tumoral a la respuesta inmune.  

 

-  la retención de MI CA en el RE no se debe a la acumulación de mutaciones 

puntuales en el gen de MI CA que generen secuencias de retención y no esta ligada 

a la expresión de algún alelo en part icular de esta proteína. 
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-  em pleando est rategias de t ransfección pudimos expresar en superficie 

celular uno de los alelos endógenos de uno de los m elanom as caracterizados por no 

expresar MI CA en superficie, sobrepasando la capacidad del melanoma de retener a 

esta proteína en el RE. 

 

-  la ausencia de expresión de MI CA en superficie celular de los melanomas 

se debería a un bloqueo en el proceso de m aduración de los oligosacáridos que se 

incorporan al polipépt ido naciente 

 

-  en los melanomas estudiados, en mayor o menor medida se produce una 

ret rot ranslocación de MI CA al citoplasma (en la que no están involucradas Sec61 ni 

p97) , pero sólo en aquellos que desarrollaron una maquinaria de retención 

int racelular esta ret rot ranslocación conduce a una degradación de la proteína que 

previene su expresión en superficie.  

 

-  Por lo tanto la retención int racelular de MI CA por acum ulación de form as 

inmaduras del polipépt ido en el RE (proceso que creemos fue adquir ido por estos 

tum ores durante su crecim iento in vivo en el huésped inm unocom petente)  

const ituye un novedoso m ecanism o de escape tumoral que confiere pr ivilegio 

inmunológico que previene los mecanismos efectores ant i- tumorales de las células 

NK. 
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