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1. RESUMEN

Para el inicio de este trabajo de investigacion primero nos dimos a la tarea de
conseguir sueros de pacientes con leucemia, los sueros fueron proporcionados
por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) # 25. Usamos la técnica de
ELISA (Analisis inmunoabsorbente ligado a enzima) para detectar la proteina
de estrés fisiologico MICA en el suero de dichos pacientes. Para determinar la
proteina MICA en el suero de pacientes con leucemias agudas linfoblasticas
(LAL) y leucemias agudas mieloblasticas (LAM), primero se realizé la curva
estandar y para encontrar la concentracion mas adecuada se realizaron varios
ensayos con el objetivo de detectar los valores reportados en la literatura que
oscilaban entre 5 hasta 2500 pg®. Previamente, en trabajos realizados en el
laboratorio de oncologia se utilizaron concentraciones de proteina MICA
(rhMICA) de 10 hasta 200ng/ml, estos valores se obtuvieron en ensayos con
células de cancer de cérvix*?. Nosotros tomamos estos valores como punto de
partida. Los datos mas adecuados de la rhMICA que se emplearon para este
trabajo fueron de 0.1ng hasta 100 ng (ver tabla 1 ensayo 3). Se procedio
enseguida a determinar la proteina de estrés fisiolégico MICA en el suero de
pacientes con leucemia y después de varios ensayos se logro obtener la
metodologia y condiciones favorables para la medicidén en suero de la proteina
MICA, obteniéndose valores de la proteina mencionada en los pacientes con
leucemia. Cabe resaltar que en estudios previos se ha utilizado
preferentemente la técnica de ELISA para determinar la presencia de la
proteina de estrés fisioldgico MICA. Sin embargo, al tratar de reproducir dichas
condiciones, nos percatamos que no eran aceptables. Por ejemplo se utilizaron
sustratos empleados comunmente como OPD, MBTH y observamos que eran
bastante inestables, asi mismo usamos leche descremada como solucion de
bloqueo en lugar de albumina bovina que es comun en la técnica de ELISA, la
leche descremada resulto ser muy estable. Con respecto a la concentracién de
los anticuerpos primario y secundario los valores fueron de 1:100 y 1:4000
respectivamente, ya por ultimo se utilizd el sustrato ABTS por su estabilidad.
Recomendamos usar la técnica de ELISA porque sigue siendo muy importante
en la inmunologia para la deteccion de anticuerpos o antigenos, asi también

brinda una confiabilidad y reproducibilidad aceptable, sin olvidar su bajo costo.



2. INTRODUCCION

Las leucemias agudas (LA) son un grupo heterogéneo de padecimientos que
suponen proliferacién desordenada de una clona de células hematopoyéticas. La
falla de los mecanismos de control negativo del crecimiento clonal mutante casi
siempre se debe a cambios en los genes reguladores, lo que conduce a una
sobreproduccion sin sentido de células incapaces de madurar y funcionar
normalmente. La palabra leucemia significa “sangre blanca” y el término “aguda”
se conserva por razones histéricas ya que anteriormente las LA era la causa mas
frecuente de muerte por neoplasia. En la segunda mitad del siglo XX, se realizaron
avances importantes en el tratamiento de las leucemias agudas, que cambiaron de
modo notable el concepto que prevalecia de que la palabra leucemia era sinénimo
de muerte a muy corto plazo. Un término mas adecuado que el de leucemia
“aguda” seria el de leucemia “de blastos”, dado que en estos trastornos el tipo
predominante de célula maligna proliferante es una célula inmadura poco
diferenciada conocida como “blasto”. La letalidad media anual de las LA es de 3 a
5 casos por cada 100,000 habitantes. La causa precisa de las LA se desconoce.
El conocimiento de la biologia de los genes MIC hace apenas unos afos y la
expresion de las proteinas MICA se demostré en células de origen epitelial o
fibroblastico. Aunque su funcion biolégica de la expresidén de esta proteina no era
del todo clara. Estudios posteriores revelaron que puede considerarse como
proteina de estrés fisioldgico y tener alguna funcion en la respuesta inmune en
una gran variedad de enfermedades por ejemplo: artritis reumatoide, procesos de
cancer de cérvix y ultimamente en leucemias. Por otro lado descubiertos a
principios de la década de los 70 por su habilidad de lisar células tumorales in
vivo, las células NK (Natural Killer por sus siglas en inglés) han sido motivo de
diversas investigaciones ya que son un componente integral de la inmunidad
innata (no especifica). Esta inmunidad es la primera linea de defensa que actua
contra una infeccion, material extrafo etc., que invade el organismo, depende del
contacto previo con el agente infectante y se genera después del contacto con

dicho agente y es especifica para el mismo. Como se ha mencionado



anteriormente esta inmunidad antecede a la inmunidad adquirida, no requiere de
una exposicién previa con el patégeno para su activacién, no tiene memoria
inmunoldgica, un privilegio de la inmunidad adquirida, por lo que no se modifica a
lo largo de la vida del individuo, la inmunidad innata mediada por linfocitos NK
exhibe un exquisito grado de especificidad*®. Por otro lado, la inmunidad adquirida
o inmunidad especifica responde un tiempo después de la inmunidad innata con la
produccion de anticuerpos y células en un peculiar estado de activacion de esta
manera reaccionan en forma especifica con el antigeno inductor de su produccién
y todo esto se lleva acabo de buena manera y fundamentalmente al apropiado
funcionamiento del sistema inmunolégico®. Las células NK expresan receptores
activadores e inhibidores que regulan su citotocixidad. NKG2D es un receptor
activador que reconoce a la molécula de superficie MICA, entre otros. La proteina
MICA tiene una expresion restringida y regulada por estrés o infeccion, y se
inducie en los linfocitos T activados. Diversas células tumorales también expresan
la proteina MICA. La busqueda de nuevas secuencias codificadoras en la region
cercana al locus HLA-B para dilucidar la asociacién entre el HLA-B27 con
enfermedades reumatoides e inflamatorias condujo al descubrimiento de una
nueva familia, los genes MIC (MHC Class | Chain Related Genes, por sus siglas
en inglés), que consisten en siete miembros, MICA, MICB, MICC, MICD, MICE,
MICF Y MICG*'®'7314 De |os cuales solo MICA y MICB codifican para transcritos
de ARNm. Los primeros estudios que se realizaron demostraron que las proteinas
MIC son marcadores de estrés fisioldgico como se menciono anteriormente y que
su expresion se ve aumentada en infecciones virales y bacterianas, ademas se
encontré que la presencia de las proteinas MIC esta regulada por la expresion de
la proteina de choque térmico HSP70' %3, Una importante forma de deteccion de
las proteinas MIC es por la técnica de ELISA, esta fue descrita casi al mismo
tiempo, en 1971, por dos equipos de trabajo diferentes, el de Engvall y Perlmann
en Suecia y el de Van Weemen y Schuurs en Holanda® *. Con esta técnica se
puede detectar la proteina MIC en suero de pacientes con leucemias y la
deteccion de la misma podria ayudar para el pronéstico y diagnostico clinico, ya

que de comprobarse que estas malignidades estén presentes de manera general



en pacientes que sufren estas patologias podria tener alguna asociacion con el
curso de la enfermedad. Por otro lado, el entender las condiciones para mantener
el balance activacion/inhibicién del sistema de los linfocitos NK ayudaria en la
clinica ya que representa la posibilidad de controlar los mecanismos de evasion de
la respuesta inmune innata de diversos microorganismos, como los virus,
bacterias y dirigir estrategias para eliminar tumores, asi como también bloquear

receptores que prevengan el rechazo de tejidos transplantados®.



3. FUNDAMENTOS TEORICOS
3.1 DEFINICION DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS

Es importante como los avances en el mundo de las leucemias han crecido y
como es que ahora y después de muchas investigaciones, los cientificos han
permitido aplicar ese conocimiento en el diagnostico y tratamiento. Por otro
lado, porque no pensar que el trabajo que ahora se realiza en esta tesis
repercutira en un futuro. Las leucemias agudas (LA) son un grupo heterogéneo
de padecimientos que suponen proliferacion desordenada de una clona de
células hematopoyéticas. La falla de los mecanismos de control negativo del
crecimiento clonal mutante casi siempre se debe a cambios en los genes
reguladores, lo que conduce a una sobreproduccidon sin sentido de células
incapaces de madurar y funcionar normalmente. Un dato interesante es que las
células malignas individuales tienen una maduracion a menudo prolongada y
la mayoria de dichas células incompetentes sobrevive mas que las normales,
sin cumplir son su mision ordinaria. La palabra leucemia significa “sangre
blanca” y el termino “aguda” se conserva por razones historicas ya que en la
segunda mitad del siglo XX, se realizaron avances importantes en el
tratamiento de las leucemias agudas, que cambiaron de modo notable el
concepto que prevalecia de que la palabra leucemia era sinbnimo de muerte a
muy corto plazo. Estos avances lograron que en la actualidad se curen casi
todos los nifios y aproximadamente un tercio de los adultos con LA
linfoblastica. En el caso de las LA mieloblasticas, los avances terapéuticos han
sido menos notables y las cifras de curacién para nifios y adultos oscilan en
torno a 25 y 15%, respectivamente. Un término mas adecuado que el de
leucemia “aguda” seria el de leucemia “de blastos”, dado que en estos
trastornos el tipo predominante de célula maligna proliferante es una célula
inmadura poco diferenciada conocida como “blasto”. Por otro lado la
proliferacion descontrolada de estas células en la médula o6sea, el
desplazamiento de los precursores medulares normales y la invasion del resto
de los organos de la economia son los mecanismos principalmente
responsables de los efectos devastadores de la enfermedad. La letalidad media

anual de las LA es de 3 a 5 casos por cada 100,000 habitantes?®.



3.2 ETIOLOGIA

La causa precisa de las Leucemias Agudas se desconoce.

La proliferacion clonal por medio de divisiones sucesivas a partir de una célula
progenitora constituye el origen de las leucemias agudas, tanto linfoblasticas
como mieloblasticas. Algunas causas posibles se citan a continuacion:

* es posible que la algunos derivados del benceno desempefie algun
papel en la leucemogénesis.

* la exposicidn a radiaciones ionizantes.

» agentes que danan el ADN como los medicamentos alquilantes.

* algunos virus pueden generar leucemias entre ellos a los retrovirus
como HTLV-l Y HTLV-Il que tienen semejanza con el virus HIV-1,
agente causal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

* los padecimientos en los que hay inestabilidad cromosémica, como el
sindrome de Fanconi, pueden culminar en leucemia aguda, y la
prevalencia de este tipo de leucemia es mayor en individuos con
trisomia del cromosoma 21 (sindrome de Down) que en la poblacion

general®* 34,

3.3 CLASIFICACION

La mejor clasificacion que puede efectuarse de una LA es la:
* morfoldgica
* inmunolégica
» citogenética

3.3.1 CLASIFICACION MORFOLOGICA

En 1976, un grupo internacional de investigadores (franceses, estadounidenses
y britanicos) propuso los criterios para realizar la clasificacidn morfolégica de
las LA, que las dividia en nueve tipos:

» 3 de estirpe linfoide

* 6 de estirpe mieloide.



Algunos anos mas tarde y ante el cumulo de informacion generada por el uso
de inmunoreactivos para estudiar y clasificar a las células leucémicas, los
mismos miembros del grupo FAB agregaron 2 variedades mas de leucemia
mieloblastica: MO y M7, las que estrictamente no se pueden diagnosticar sélo
con bases puramente morfoldgicas, ya que requieren estudios adicionales para
poder definirlas. La tabla 1 describe los 11 tipos de LA que en la actualidad
reconoce el grupo FAB. Una observacion importante que se debe de tener en
consideracion cuando se emplea la morfologia pandptica convencional como
medio unico para efectuar la clasificacién de las leucemias agudas, es que se
pueden cometer errores diagnosticos, y en consecuencia terapéuticos,
aproximadamente en 20% de los casos de LA. Por eso es importante el
empleo de tinciones histoquimicas, de la clasificacion inmunoldgica de las
leucemias, de la citogenética y de la biologia molecular y, en algunos casos, de
la microscopia electrénica, para establecer con certeza la naturaleza de las
células malignas y, por tanto, efectuar un diagnoéstico preciso y un tratamiento

adecuado.

Tabla 1 Clasificacién morfolégica de las leucemias agudas.

Leucemias agudas linfoblasticas (LAL)
LA-L1: linfoblastica “tipica”
LA-L2: linfoblastica “atipica”
LA-L3: parecida al linfoma de Burkitt
Leucemias agudas mieloblasticas (LAM)
LA-MO: mieloblastica diferenciada minimamente
LA-M1: mieloblastica inmadura
LA-M2: mieloblastica madura
LA-M3: promielocitica hipergranular
LA-M4: mielomonoblastica
LA-M5: monoblastica pura
LA-MG6: eritroleucemia

LA-M7: megacarioblastica

3.3.2 CLASIFICACION INMUNOLOGICA




Los marcadores inmunoldgicos, que identifican a las células por medio de sus
caracteristicas antigénicas, han permitido el estudio de las células
hematopoyéticas y ahora es posible:
a) reconocer estirpes o tipos celulares que dificilmente pueden clasificarse
mediante métodos morfoldgicos y citoquimicos convencionales.
b) Establecer subgrupos inmunolégicos en poblaciones celulares normales
y en su contraparte leucémica.
c) Y por ultimo definir poblaciones celulares con propiedades bioldgicas

especificas.

Por lo tanto, mediante los métodos inmunoldgicos es posible reconocer
antigenos en la membrana o en el citoplasma de las células, algunos de los

cuales son especificos para diferentes poblaciones celulares especificas®.

3.3.3 CLASIFICACION CITOGENETICA

En muchos casos de LA se encuentran alteraciones cromosoémicas: en las LAM
ocurren en mas de 50% de los enfermos. Se han encontrado algunas
correlaciones entre las anomalias cromosémicas y el tipo de leucemia aguda.
Actualmente, es probable que las derivaciones terapéuticas practicas mas
importantes en la clasificacion de las LAM dependan de su clasificacion
citogenética, hecha preferentemente por métodos de biologia molecular. En las
LAL una alteracion cromosémica frecuente es el cromosoma Filadelfia. El
cromosoma Filadelfia aparece en 2% de los enfermos de LAL infantil e incluso
en 25% de los casos adultos; su presencia se ha asociado con pronéstico

sombrio?® 34,

3.4 CUADRO CLINICO

Los pacientes que sufren LA se presentan con sindromes hemorragicos,
anémico o infiltrativo, aisladamente o en combinaciéon. La anemia se debe
también a invasion tumoral de medula 6sea y habitualmente es mas grave en la
leucemia linfoblastica. De manera interesante, la anemia grave es un dato de

buen prondstico en leucemia linfoblastica infantil. El sindrome infiltrativo supone



crecimiento de ganglios, bazo o higado; las leucemias con componente
monoblastico infiltran las encias con mayor frecuencia que las leucemias
linfoblasticas. La expansion de la cavidad medular por la proliferacion celular
monoclonal puede causar dolores 6seos? *,

Las LAL de linfocitos T con frecuencia generan crecimiento del timo, visible en
telerradiografias del torax. Solo la mitad de los enfermos con leucemia aguda
muestra incremento en leucocitos; una cuarta parte tiene cifra de leucocitos en
rangos normales y otra cuarta parte presenta disminucion de glébulos blancos.
Es importante resaltar que nunca debe descartarse el diagnostico de LA sélo

porque la cuenta de gldbulos blancos sea normal®**,

3.5 DIAGNOSTICO

El diagnéstico de LA se establece por los analisis de laboratorio. Casi siempre
se encuentra cierto grado de anemia y de trombocitopenia. El recuento
leucocitario puede estar disminuido, normal o aumentado. Inevitablemente, se
encuentran células blasticas en la extension de sangre periférica, a menos que
el recuento leucocitario esté notablemente disminuido. Se acepta que se
requiere que mas de 30% de las células nucleadas de la médula 6sea sean
blastos para establecer el diagndstico certero de LA. Algunos autores han
sefalado que basta evaluar el20% de blastos para diagnosticar LA. Los
cuerpos o bastones de Aler en las células leucémicas de sangre periférica o
de médula ésea es suficiente para establecer el diagnéstico inequivoco de
LAM. Es importante tener en cuenta que cuando existen dudas o cuando la
invasion por blastos de la sangre periférica no es tan grave, debe hacerse el
estudio de la médula 6sea. Sin embargo es importante tener en cuenta que
existe la biologia molecular, empleando reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), esto permite establecer el diagnéstico de leucemias agudas como su
variedad, y la utilidad en el seguimiento de los pacientes para identificar la
enfermedad residual minima una vez que se ha logrado la remisién

hematoldgica del padecimiento? 3.

3.6 TRATAMIENTO



Los medicamentos para el individuo con leucemia aguda tienen diversos
efectos: agentes alquilante, antimetabolitos, sustancias que se fijan al ADN,
inhibidores de la mitosis, inhibidores de la topoisomerasa |l y medicamentos
miscelaneos como corticosteroides, L-asparaginasa, interferones, etcétera.
Desde el punto de vista prondstico, en términos generales, puede decirse que,
con los tratamientos antileucémicos modernos, alrededor de 90% de los
pacientes con LAL, sobre todo los nifios, logran la remision completa de la
enfermedad y que mas de 60% de ellos lograran sobrevivir mas de 5 afios
después del diagnostico, libres de enfermedad. En cambio y como se menciono
anteriormente, en el caso de los pacientes con LAM, la probabilidad de lograr la
remision completa es de 60 a 70% y la de supervivencia a 5 afos es de

aproximadamente 20%?% 3.

3.7 ASPECTOS INMUNOLOGICOS

3.7.1 INMUNIDAD INNATA

3.7.1.1 DEFINICION

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra la infeccion.
La inmunidad innata inespecifica es aquella que actua contra cualquier material
extraio que invade al organismo. Depende del contacto previo con el agente
infectante y se genera después del contacto con dicho agente y es especifica
para el mismo. No deja memoria y es filogenéticamente mas antigua que la

inmunidad adquirida.

3.7.1.2 MECANISMOS DE LA INMUNIDAD INNATA
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Los mecanismos por los cuales actua la inmunidad innata (l.I) son variados y
muy heterogéneos, se ha hecho el intento de agruparlos en diversas

categorias. (Ver diagrama 1)

Inmunidad
Innata
Factores -Factores raciales Factores Edad
genético -Factores genéticos hormonales
e "
Papel del Tension Temperatura
pH de corporal
oxigeno
en
los tejidos

Diagrama 1. Mecanismos por los cuales actua la inmunidad innata

3.7.1.3 INMUNIDAD ADQUIRIDA O INMUNIDAD ESPECIFICA

Cuando un antigeno penetra (natural o artificialmente) al cuerpo de un animal
inmunologicamente competente, este responde con produccion de anticuerpos
y de células en un peculiar estado de activacién. Tanto los anticuerpos como
las células reaccionan en forma especifica con el antigeno inductor de su
produccion. La capacidad de un individuo para responder a la estimulacion
antigénica depende de varios factores, entre ellos y de manera fundamental,
del funcionamiento apropiado de su aparato inmunoldgico. El aparato
inmunoldgico esta formado por una serie: de érganos y sistemas que incluyen a

los 6rganos linfoides y la circulacion sanguinea y linfatica.

3.8 LOS GENES MIC (MHC Class | Chain Related Genes)

11



La busqueda de nuevas secuencias codificadoras en la region cercana al locus
HLA-B para dilucidar la asociaciéon entre el HLA-B27 con enfermedades
reumatoides e inflamatorias condujo al descubrimiento de una nueva familia,
los genes MIC (Major histocompatibility complex class | Chain-related genes,
por sus siglas en inglés), que consisten en siete miembros, MICA (PERB11.1),
MICB (PERB11.2), MICC (PERB11.3), MICD (PERB11.4), MICE (PERB11.5),
MICF (PERB11.6) y MICG (PERB11.7) (Fig. 1), de los cuales sélo MICA y
MICB codifican para transcritos de RNAm, mientras que MICC, MICD, MICE,
MICF y MICG son pseudogenes debido a que presentan varias mutaciones

puntuales y delesiones™ * 6. 17.31.39
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Figura 1. Estructura cristalogréafica de MICA (Li P et al. 1999)

Resulta interesante el hecho de que los genes MIC se han conservados en la
mayoria de los mamiferos excepto en los roedores™, lo cual sugiere que han
seguido una misma linea evolutiva. Algunos estudios han comparado la
secuencia de los genes MIC de humanos con primates y se ha encontrado una
similitud que va del 86% al 97%*. En contraste con el amplio conocimiento de
los genes clasicos del MHC que han estado bajo intensa investigacion, poco es
lo que se conoce de los genes MIC. Recientemente se ha publicado su
estructura’ y se han comenzado a hacer investigaciones en cuanto a la
regulacion de su expresion, su distribucion en los tejidos y su variabilidad

alélica® 36,

3.9 CARACTERISTICAS MOLECULARES

Los genes MICA y MICB estan estrechamente relacionados y codifican para
transcritos de 1382 y 2376 pares de bases (pb) respectivamente* . La
molécula de MICA se codifica por un gene muy largo (si se compara con los 3.5
kb promedio del HLA) y poco comun de 11722 pb que se encuentra localizado
46.5 kilobases (kb) centromérico del locus HLA-B; también MICB se codifica
por un gene extenso de 12930 pb que esta localizado a 83 kb centromérico de

MICA™. La organizacién gendémica de MICA y MICB es muy similar pero
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diferente de otros genes de clase I°. En ambos casos un extenso intrén de
6840 pb para MICA y 7352 pb para MICB separa los dos primeros exones.
Adicionalmente aparece un sexto exén de 302 pb para MICA y de 1338 para
MICB que codifica para la parte citoplasmatica y para la secuencia 3' no
traducida (3' UT). El exceso en la secuencia 3' UT es por lo tanto responsable
de la diferencia de aproximadamente 1 kb de longitud entre los transcritos de
MICA y MICB* ™. No existe prueba de alguna utilidad de estas singularidades.
Como es de esperarse, el alto grado de similitud observado entre las regiones
codificadoras de MICA y MICB se extiende a lo largo de ambos genes.

MICA codifica un transcrito de 1382 pb y MICB uno de 2376 pb, ambos con una
marca abierta de lectura (open reading frame) de 1149 pb, que da origen a un
polipéptido de 383 aa y con peso molecular de 43 kDa sin embargo el
mensajero para MICB es un poco mas largo debido a su region 3'UT. Ambos
genes comparten una homologia mayor al 90% en sus regiones codificadoras®
4

Los genes MICA y MICB son similares en estructura, aunque si los
comparamos con las moléculas del MHC de clase | sdélo comparten una
similitud del 19%, 25% y 35% con respecto a los dominios alfa 1 (a1), alfa 2 (a
2)y alfa 3 (a3)".

A pesar de ello, se ha postulado que sus proteinas se pliegan de manera
semejante a las moléculas MHC de clase |. La proteina madura contiene tres
dominios extracelulares (a1, a2 y a3) precedidos de un segmento
transmembranal y una cola citoplasmatica relativamente corta. Ademas, las
moléculas de MICA y MICB no se asocian con la 32-microglobulina para su
expresion fisioldgica en la superficie celular®®, sus niveles de RNAm no son
afectados por interferon gama, que es un inductor clasico para las moléculas
de clase |, son independientes de los transportadores TAP y muy
probablemente no presenten antigenos’.

MICA y MICB son los miembros mas divergentes de los genes humanos del
MHC clase | identificados hasta el momento, y mediante analisis de "southern
blot" se ha sugerido que MIC se conserva en la mayoria de las especies de
mamiferos. La excepcién mas ubicua es el ratéon en el que no se ha detectado

la presencia de esta familia de genes en su genoma, aunque se cree que
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posiblemente se encuentra su contraparte evolutiva que compensa su
ausencia™.

El analisis filogenético de MICA sugiere que este gene divergié de los demas
genes del MHC de clase | después de la aparicion de los anfibios pero antes de

la separacion de mamiferos marsupiales y placentarios®.

3.10 POLIMORFISMO DE LOS GENES MICA Y MICB

Los genes MICA y MICB han resultado ser altamente polimorficos® * ™. Al
principio, mediante secuenciacibn de lineas celulares homocigotas, se
identificaron 16 variantes alélicas para el gene MICA y 5 para el gene MICB* *#,
posteriormente se registraron 33 alelos para MICA* y 11 para MICB", y en la
actualidad se han descrito 54 alelos de MICA y 16 para MICB’. Estos
resultados se han derivado de las investigaciones para determinar las
asociaciones de esta familia de genes con diversas poblaciones humanas, pero
también, debido a su cercania con los genes HLA-B, vya que se ha
demostrado que estan asociados a estos en determinados padecimientos™
(Fig. 2).

Cabe mencionar que también existe el interés por desarrollar estrategias
moleculares que puedan emplearse en estudios clinicos para tipificar a los
genes MICA y MICB* *° en los casos en los que su determinacion molecular
sea indispensable para establecer algun diagndstico debido a la asociacién
demostrada de estos genes con el HLA-B, o en estudios de poblaciones en los
que la determinacion del polimorfismo de estos genes ha manifestado ser
importante para un mejor conocimiento de la evolucién de las caracteristicas
de esa poblacién y para estudios clinicos, entre otros. En este sentido, en el
laboratorio L-327 (FESZ) se ha desarrollado un sistema para tipificar a los
diferentes alelos del gene MICA empleando la determinacion de las secuencias
del gene MICA por el empleo de plantillas moleculares especificas (PCR-
SSOP, por sus siglas en inglés). El sistema basado en esta estrategia ha
demostrado ser bastante confiable y reproducible, y a diferencia de la
secuenciacion directa del ADN, el tiempo de identificacion se reduce

considerablemente 3% %3,
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Figura 2. Localizacion de los genes MIC en el cromosoma 6 (fomada de
Mendoza et al.2001)

3.11 TIPOS CELULARES DONDE SE EXPRESAN

En contraste con los genes del MHC-I, los genes MIC no se expresan de forma
ubicua. Inicialmente fue postulada la expresion de los antigenos de MICA vy
MICB a través de la deteccion de su RNAm en células de origen epitelial y en
fibroblastos?.

De particular interés es la demostracion de que células epiteliales
gastrointestinales expresan estos antigenos y que dicha expresion esta
regulada por la participacién del promotor de proteinas de choque térmico que
codifica el gene respectivo conocido como HSP70". Recientemente con el
desarrollo de anticuerpos policlonales para MICA, que es el mas polimérfico de
los genes de esta familia, se ha puesto en evidencia la expresién de estos
antigenos en otros tipos celulares, tanto en células normales como en algunas
lineas celulares. También existen anticuerpos policlonales para MICB. En
células del linaje linfohematopoyético se ha estudiado poco la expresion de los
genes MICA y MICB, aunque sélo se ha podido demostrar la presencia de sus
proteinas en células mononucleares en proliferacién estimuladas con

fitohemaglutinina®. Ademas, recientemente se ha demostrado que la expresion
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de este gene no se restringe sélo a células de tejido conectivo y epitelial, sino
que también se puede inducir su expresion en linfocitos T CD4+ y CD8+
activados a proliferar. Se ha demostrado que el producto de MICA es
reconocido por una subpoblacion de células T intestinales que portan el
receptor V31 y/3'° por lo que se cree que puede estar involucrado en la
vigilancia inmunoldgica del intestino, jugando un papel importante en la
enfermedad injerto contra huésped (GVHD, por sus siglas en inglés) después
de los transplantes de médula 6sea, dado que el intestino es una de los
principales sitios de tal padecimiento® .

Por otra parte, hay un receptor de células NK (Natural Killer) conocido como
NKG2D, de 42 kDa, que interactua con MICA. Este receptor se expresa
ampliamente en células T (CD 8+, a/f y y/d) y células NK; sin embargo se ha
descubierto que este receptor no se asocia exclusivamente a MICA (Fig. 3), ya
que se expresa también en raton, que como se ha comentado con anterioridad,

ésta es una especie que no expresa genes MIC.

huNEGZD

Figura 3. Estructura cristalografica del complejo formado entre NKG2D y MICA
(extraido de Bauer et al. 1999)

Ademas, es de considerar la elevada expresion de MICA en monocitos, lo que
puede implicarla en un posible circuito de respuesta inmune donde la
interaccidon de esta importante célula efectora contribuya a desempenar alguna

funcién en la que esté involucrada la molécula de MICA®: %,
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3.12 Expresion de MICA y MICB: Asociacion con estrés

fisiologico en células epiteliales.

Se ha aceptado que las moléculas HLA de clase | (HLA-A, B y C) se expresan
ubicuamente en la mayoria de las células de nuestro organismo, mientras que
las moléculas no clasicas del HLA de clase | (HLA-E, E, F y G) tienen una
distribucion muchos mas limitada. Por consiguiente, no fue ninguna sorpresa
cuando aparecieron los primeros reportes de la expresion de las proteinas
MICA y MICB. Por lo general, tanto MICA como MICB se expresan
principalmente en fibroblastos y células epiteliales, pero preponderantemente
en la mayoria de los tejidos de origen epitelial*®. Por otra parte, reportes
recientes indican que la expresion de las proteinas de MICA y MICB en la
superficie celular se encuentra disminuida o sobrexpresada en células
transformadas de diversos tipos, pero de manera particular en aquéllas de
origen epitelial. Todas estas evidencias en su conjunto nos indican de manera
clara que las proteinas MICA y MICB pueden considerarse como marcadores
fisiologicos de estrés en células epiteliales, lo cual es consistente con los
reportes de que el calor (a través de las proteinas de choque térmico) y los
virus inducen un incremento de la expresion de las proteinas MIC en la

superficie celular de las células epiteliales 2'.

3.13 NKG2D

Tratando de dilucidar de que manera las proteinas MIC interaccionan con el
sistema inmunoldgico, se descubrid que las proteinas MIC funcionan como
ligandos para el receptor NKG2D cuya expresion se encontro inicialmente en
las células NK?*. NKG2D es un miembro de la superfamilia de las lectinas C*',
el cual se relaciona muy poco con los receptores de la familia NKG2% y que no
tiene asociacion con CD94, ya que se expresa como un homodimero®', ademas
se asocia con un adaptador transmembranal conocido como DAP 103 %', Este
receptor esta codificado por un gen que se encuentra dentro de la region
denominada NKC (Natural Killer Complex), en el cromosoma humano 12 y en

el 6 en el caso del raton. (Fig. 4)
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Figura 4. ubicaciéon del gen que codifica para el receptor NKG2D. el gen para
NKG2D se encuentra dentro de la region NKC (Natural Killer Complex),
localizado en el cromosoma 12 en el caso de los humanos y en el cromosoma
6 en el caso del ratén. (Fan et al., 2001)

NKG2D se encuentra en todas las células NK tanto en humanos como en
ratones'. En ratones NKG2D, se encuentra expresado ademas de las células
NK, en algunos subtipos de yd T en el bazo, en todas las células yoT
epidérmicas, pero no en las celulas ydT provenientes del intestino' %,

En el caso de los humanos de igual manera que los roedores, NKG2D no esta
confinada a las células NK, se ha descubierto que la mayoria de los linfocitos
yo T asi como los afT y los macrofagos presentan en su superficie al receptor
NKG2D*. Se ha observado que la expresion de NKG2D se ve aumentada en
células NK por la accién de IFNq, IL-15 e IL-12%.

El receptor NKG2D tiene como ligandos varios grupos de proteinas que
guardan una semejanza con las proteinas del MHC clase |, las cuales se
encuentran presentan en células tumorales, células infectadas por virus y en
células bajo condiciones de estrés fisioldgico': RAE-1 y H60 en ratones y
MICA, MICB y ULBP en humanos. Los primeros ligandos para NKG2D en ser
descubiertos en humanos fueron las proteinas relacionadas con las moléculas
clase | del MHC: MICA y MICB?, de las cuales ya se ha hablado ampliamente.
Las células NK y los linfocitos V&1T; los cuales son un subtipo de los linfocitos
yOT, expresan este receptor en su superficie y puede esta union NKG2D-MIC

por si sola desencadenar una respuesta citotdxica en contra de las células que
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presentan en su superficie las proteinas MIC'", ya sean células tumorales
antologas, o provenientes de diferentes tejidos tumorales?®.

Por otro lado, se han reportado evidencias de que la presencia del receptor
NKG2D funciona como un co-estimulador en la actividad citotoxica de las
células af T, es decir, la union NKG2D-MIC (Fig. 5), que se pudiera presentar
en las células a3 T no desencadena una accion litica en contra de la célula que
expresan la proteina MIC?® '* *°_ Algo paraddjico con respecto a las proteinas
MIC es el hecho de que si su funcién es la de estimular al sistema inmune,
cabria preguntar ;como es que entonces se desarrollan los tumores aun
estando presentes las proteinas MIC?. Esto comenz6 a dilucidarse cuando se
descubrié que no todas las variantes de genes que codifican para MICA se ven
expresados en las membranas de las células®, especificamente la variante del
gen para MICA 5.1, el cual se caracteriza por la inserciéon de 4 nucleoétidos
causando la terminacion prematura de la proteina por la aparicion del triplete
de terminacion (TAA) en la region transmembranal, esto trae como
consecuencia que la proteina no se pueda expresar en la superficie de las
células, dando origen a una forma soluble de MICA (sMICA). Ya existen
reportes en los que se demuestra que ciertas lineas tumorales tienen la
capacidad de liberar una forma soluble de las proteinas MIC?'. En estos
ensayos se ha encontrado que la liberacion de sMIC trae como consecuencia
un hecho muy importante que pudiera en determinado momento explicar la
razon por la cual se da la progresion del cancer: La proteina sMIC se une al
receptor NKG2D presente en linfocitos af T y yd T asi como en células NK,
esta unién promueve la endocitosis seguido de reciclamiento o degradacién de
NKG2D, similar a lo que sucede con diversos receptores al unirse a sus
ligandos®. La disminucion en la expresion de NKG2D provoca la aparicion de
células NK vy linfocitos apT y y® T carentes de dicho receptor, estas células
“ciegas” por llamarlas de alguna manera, son incapaces de reconocer a las
células tumorales o transformadas aun estando presentes las proteinas MIC a

nivel de membrana y asi evadir al sistema inmunoldgico (Fig 5).
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Figura 5. Evasion tumoral del sistema inmune. A. la unién de las proteinas MIC
y el receptor NKG2D presente en las células NK (Natural Killer) y linfocitos aBT.
y yOT promueve la lisis de las células tumorales o transformadas que expresan
dichas proteinas. B. La liberacion de una forma soluble de las proteinas MIC,
promueve la endocitosis receptor NKG2D, dando como resultado la agrupacion
de células que expresan la proteina MIC a nivel membranal (tomado de
Yokohama 2002)

La hipotesis sobre el hecho de que la forma soluble de las proteinas MIC
pudiera contribuir a la progresion del cancer se apoya en ensayos realizados
por el grupo de Groh, en los cuales pacientes positivos sMIC, presentaron una
disminucion del receptor NKG2D, los cuales después de la utilizacion de
anticuerpos dirigidos contra las proteinas sMIC sus células efectoras

presentaron una densidad normal del receptor NKG2D?'.

3.14 ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay)

La técnica ELISA fue descrita casi al mismo tiempo, en 1971, por dos equipos
de trabajo diferentes, el de Engvall y Perlmann en Suecia y el de Van Weemen
y Schuurs en Holanda. Esta técnica se basa en un inmunoensayo que permite
determinar la concentracion de un antigeno o un anticuerpo mediante el uso de
uno de ellos en fase solida y el otro en solucién, detectandose la formacion del
complejo antigeno-anticuerpo mediante un trazador enzimatico. Las distintas
modalidades técnicas del ELISA se pueden clasificar en DIRECTOS e

INDIRECTOS. En el método directo el anticuerpo dirigido especificamente
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contra el antigeno es el que lleva unida la enzima. En el método indirecto se
mide la concentracion de anticuerpos en muestras de fluidos biologicos. El
antigeno inmovilizado reacciona con el anticuerpo de la muestra y
posteriormente reacciona con un segundo anticuerpo unido a la enzima. Para
el método competitivo en este caso se usara el anticuerpo especifico unido a la
fase sdlida y el conjunto enzimatico estara compuesto de antigeno y enzima
covalentemente unidos. En esta modalidad se ponen a reaccionar una cantidad
fijla de antigeno conjugado a una enzima y cantidades variables de antigeno
libre, con alicuotas de anticuerpo en fase sélida. El anticuerpo libre inhibira la
union del antigeno conjugado, haciendo que la actividad enzimatica unida a la
fase sdlida, al final del ensayo, sea menor cuanto mayor sea la concentracion
del antigeno libre en el medio de reaccion. Como podemos apreciar la técnica
de ELISA es muy versatil y por eso existen multiples variantes de la misma. En
la mas comun, el antigeno es el reactante que adsorbe sobre la fase sdlida.
Las etapas generales para la busqueda de anticuerpos en este sistema
incluyen las siguientes: 1) recubrimiento de los pozos en las placas para ELISA
con una cantidad apropiada del antigeno (de nanogramos a microgramos,
dependiendo del antigeno); 2) la eliminacién del exceso de antigeno por lavado
de los pozos con un regulador fisioldgico adicionado de un detergente
(comunmente se utiliza solucion salina-fosfatos, PBS, pH 7.4, con Tween-20);
3) el bloqueo de los sitios de los pozos no ocupados por el antigeno, con una
proteina inmunolégicamente irrelevante para el sistema de prueba (albumina,
gelatina, caseina); 4) la adicién de los sueros problema apropiadamente
diluidos en PBS (la dilucién se establece experimentalmente), e incubacion del
sistema; 5) la eliminacion del exceso de suero por lavado con solucién PBS-
Tween; 6) la incubacién del sistema con un “segundo anticuerpo” conjugado a
una enzima (la mas popular es la peroxidasa de rabano) a la dilucién
conveniente; 7) la eliminacion del exceso de anticuerpo conjugado por lavado
con PBS-Tween; 8) la dilucién de una mezcla del substrato y un cromégeno
(cuando el segundo anticuerpo esta conjugado a peroxidasa se utiliza una
mezcla de peroxido de hidroégeno y de orto-fenilendiamina); 9) la incubacion de
la placa a temperatura ambiente; 10) medir la absorbancia en el lector de
ELISA. Aquellos pozos que den las absorbancias mas altas corresponderan a

los sueros con mayores cantidades de anticuerpos dirigidos contra el antigeno
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usado en el sistema® *®. Fig. 6
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Figura 6. Una de las variantes de la técnica de ELISA se utiliza para buscar
anticuerpos contra antigenos conocidos. Los pozos de las placas se recubren
con el antigeno, después se lavan y se tratan con una solucion bloqueadora de
“proteinas irrelevantes” como la caseina, la gelatina o la albumina, y luego se
incuba con el suero problema. Los anticuerpos presentes en el suero (que al
reaccionar con el antigeno son retenidos en el sistema) se detectan por adicion
de “un segundo anticuerpo” acoplado a una enzima. El exceso de segundo
anticuerpo se elimina por lavado y luego se adiciona el substrato de la enzima
y un cromogeno. La enzima actua sobre su substrato generando un
intermediario inestable que modifica quimicamente al cromégeno y lo
transforma en un compuesto colorido. El color desarrollado se mide en un
fotocolorimetro a la longitud de maxima absorbancia. Cuando la enzima
acoplada al segundo anticuerpo es la peroxidasa, el substrato es el peroxido
de hidrogeno y el cromogeno puede ser la diaminobenzidina, la o-
fenilendiamina, o cualquier otro de los varios que existen para el caso.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad las leucemias agudas (LA) siguen cobrando muertes sin distinciéon
de edad, sexo y posicion social, la letalidad media anual de las LA (leucemia
aguda) es de tres a cinco casos por cada 100,000 habitantes y existe una
tendencia notable al aumento del padecimiento. En los nifios, las LA son la causa
mas frecuente de muerte por neoplasia. En la segunda mitad del siglo XX, se
realizaron avances importantes en el tratamiento de las leucemias agudas, que
cambiaron de modo notable el concepto que prevalecia de que la palabra
leucemia era sinbnimo de muerte a muy corto plazo. Estos avances lograron que
en la actualidad se curen casi todos los nifilos y aproximadamente un tercio de los
adultos con LA linfoblastica. En el caso de las LA mieloblasticas, los avances
terapéuticos han sido menos notables y las cifras de curacion para nifios y adultos
oscilan en torno a 25 y 15%, respectivamente. El conocimiento de la biologia de
los genes MIC hace apenas unos afios y la expresion de las proteinas MICA se
demostré en células de origen epitelial o fibroblastico. Aunque su funcién bioldgica
de la expresidn de esta proteina no es del todo clara. Estudios posteriores
revelaron que pueden considerarse como proteinas de estrés fisioldgico y tener
alguna funcién en la respuesta inmune en una gran variedad de enfermedades:
artritis reumatoide, espondilitis anquilosante (EA), procesos de cancer de cérvix y
ultimamente en leucemias por mencionar algunas. Es por eso que el propésito de
este trabajo fue demostrar la presencia de las proteinas de estrés fisiolégico MICA
en suero de pacientes con diagnéstico de leucemia agudas. Por otra parte el
conocimiento de esta informacion ayudara a la investigacion de las proteinas
MICA y sus genes asi como su relacién con este padecimiento. Adicionalmente a
esto es posible generar un método factible para la deteccién de las proteinas en

suero antes o durante el diagnéstico de la leucemia
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la presencia de la proteina de estrés fisiolégico MICA en el suero de

pacientes con leucemia mieloide y linfoide.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estandarizar el protocolo para llevar acabo la determinacién de la proteina
MICA en el suero de pacientes con leucemia.

2. Establecer la metodologia y las condiciones favorables para medir en suero
de pacientes con leucemia la proteina MICA.

3. Determinar por medio del ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
(ELISA) la presencia de la proteina MICA en el suero de pacientes con LAM
(Leucemia Aguda Mieloblastica) y LAL (Leucemia Aguda Linfoblastica)

4. Comparar el sistema de ELISA convencional versus el método modificado

utilizado en este trabajo.

6. HIPOTESIS

Si las leucemias provocan un estrés fisiologico debido a que se desarrolla un
proceso de neotransformacion, entonces es posible que los niveles de la proteina
MICA en suero sean mayores que en los sueros de los pacientes normales (sin

diagnostico de leucemia).
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7. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS EMPLEADOS

MATERIAL BIOLOGICO

e Sueros de pacientes con leucemia linfoblastica y mieloblastica humana

proporcionados por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

e Sueros humanos como controles negativos (sin diagnéstico de leucemia)

proporcionados por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

LISTA DE REACTIVOS

NOMBRE FORMULA PROVEEDOR
Carbonato de sodio Na,COs3 J.T.BARER
Bicarbonato de sodio NaHCO3 J.T.BARER
Tween 20 Hycel de México
Cloruro de magnesio MgCl, 6H,0
CONJUGADOS
CONJUGADO PROVEEDOR
anti-nMICA purified Mouse | R& D systems catalogo number MAB
Monoclonal 1300
Recombinant Human MICA/Fc | R& D systems catalogo number MAB

Chimera 1300-MA
EQUIPO
NOMBRE MARCA

Espectrofotometro para ELISA

Bio-Tek instruments ELx 800

Espectrofotometro Spectronic 20

Baush y Lomb

Agitador Vortex GENIE 2

Potenciometro Digital CORNING SCHOLAR 425
Microscopio Invertido Carl Zeiss Leica

Milli-Q Academic
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Agitador de Placas

VWR

Refrigerador 4°C

General electric

Congelador Revco

General electric

Incubadora CO,

Forma Scientific. inc

Balanza analitica eléctrica

OHaus

MATERIAL

MATERIAL MARCA
Placa para ELISA Gilson
Micropipeta 0-2 JL Gilson
Micropipeta 0-2 pL Gilson
Micropipeta 0-2 pL Gilson
Micropipeta 0-2 L Gilson
Micropipeta 0-2 pL Gilson
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8. METODOS

8.1 ELISA (ENZYME LINKED INMUNOSORBENT ASSAY)

CURVA ESTANDAR

Metodologia para la elaboracion de la curva estandar

Paso1. Primero se preparo la proteina (recombinant Human MICA/Fc Chimera) en
PBS c/albumina al 1%, ya que este producto esta liofilizado. A partir de esta
solucion 'y después de varios ensayos, se colocaron las siguientes
concentraciones de la proteina 100 ng, 10 ng, 1 ng, 0.1 ng en la placa de ELISA
con un volumen de 100yl en cada pozo, cada concentracién se realizo por
triplicado. Se incubd por 1 hora a 37°C, pasado este tiempo se retiro el liquido y se
procedio al lavado de los pozos con una solucion de PBS-TWEEN 0.05% (PBST).

Adicion de la proteina bloqueante

Paso 2. Terminado el paso anterior se bloquearon los pozos donde se coloco la
proteina (rhMICA), utilizando 120ul de una solucién de PBST con leche
descremada (Svelty) al 3%. Se incubd 1 hora a 37°C. Pasado este tiempo se retird
el liquido y se procedio a el lavado de los pozos con una solucién de PBS-TWEEN
0.05% (PBST).

Adicion del anticuerpo primario (anti-MICA)
Paso3. Para agregar el anticuerpo primario anti-MICA se procedié a prepararlo
primero ya que también este producto esta liofilizado. Se utilizé PBS c/albumina al

1% para la hidratacién. Después de varios ensayos se utilizé la dilucion 1:100

(para conseguir esta dilucion ver procedimiento en apéndice) y se procedié a
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colocar 100ul a cada pozo donde se coloco la proteina (rhMICA). Se incubd por 1
hora a 37°C, pasado este tiempo se retir6 el liquido y se procedioé al lavado de los
pozos con una solucion de PBS-TWEEN 0.05% (PBST).

Adicion del anticuerpo secundario

Paso4. Para agregar el anticuerpo primario anti-MICA se procedié a prepararlo
primero ya que también este producto esta liofilizado. Se utilizé PBS c/albumina al
1% para la hidratacion. Después de varios ensayos se utilizé la dilucion 1:4000
(para conseguir esta diluciéon ver procedimiento en apéndice) Y se procedid a
colocar 100ul a cada pozo donde se coloco la proteina (rhMICA). Se incubo por 1
hora a 37°C, pasado este tiempo se retird el liquido y se procedi6 al lavado de los
pozos con una solucion de PBS-TWEEN 0.05% (PBST).

Adicion del sustrato-cromégeno

Paso 5. Por ultimo se adicionaron 100 pL del sustrato-cromogeno (ABTS) a cada
pozo y se dejo por 1 hora a temperatura ambiente en un lugar oscuro.
Transcurrido este tiempo se leyo la densidad dptica en un lector para placas de
ELISA a 405 nm.

8.2 DETERMINACION DE LA PROITEINA MICA EN SUERO

Metodologia para la determinacién de la proteina MICA en el

suero.

Practicamente el procedimiento es el mismo al que se uso para la metodologia en
la elaboracién de la curva estandar, asi que sélo se mencionaran las variantes que
se realizaron.

Los sueros de los pacientes enumerados en numero progresivo (1,2.....) se

mantuvieron en congelacion a -70°C hasta la utilizacion, se colocaron 100 ul en la
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placa de ELISA la colocacién de cada suero se realizo por triplicado. El resto del
ensayo continué igual que en la elaboracién de la curva estandar

8.3 METODO ESTADISTICO

Se aplicé el paquete estadistico SPSS para la version Windows 5.1

El analisis estadistico se realizo comparando la LAL contra el control y la LAM

contra el control.
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9. RESULTADOS

Estandarizacion del protocolo para la construccion de la curva estandar de
la proteina (rhMICA)

1.- Concentracion de rhMICA

Para determinar la concentracion mas adecuada de la rhMICA que se debe
emplear para la elaboracion de la curva estandar se realizaron varios ensayos
con el objetivo de encontrar los valores reportados en la literatura que se
encuentran en el orden de los pico gramos (pg). Previamente en el laboratorio L-
327 (FESZ) se trabajaron concentraciones de proteina MICA en ensayos con
células de cérvix que se utilizaron como concentraciones de referencia. Por otro
lado, se tomaron en consideracion los niveles de la proteina MICA en ensayos de
pacientes con leucemias humanas en los que se reportan entre 5pg hasta 2500pg
(ref.16).

Las concentraciones empleadas en estos ensayos se reportan en la tabla 2

Tabla 2. Concentraciones de rhMICA
ensayo1 | 2500pg | 250pg | 25pg | 2.5pg

ensayo2 | 500ng |50ng |5ng |0.5ng
ensayo3 | 100ng | 10ng | 1ng | 0.1ng

2.- Sensibilizaciéon de la Proteina Humana MICA

Ademas se emplearon diferentes condiciones de sensibilizacion de la proteina en

las inmunoplacas utilizadas, ver tabla 3. Basicamente, se encontré que la mejor
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sensibilizacion fue a incubar la proteina (rhMICA) a 37° C por una hora ya que no
se presentaron variaciones en los resultados cuando se utilizé esta temperatura.

Tabla 3. Incubaciones

ensayo1 | incubacion toda la noche a
4°C

ensayo2 | incubar 1hora a 37°C

3.-Condiciones de Bloqueo

En cuanto a las condiciones de bloqueo, por lo general, se emplea albumina
humana o bovina en los diferentes protocolos en los que se emplea ELISA. Sin
embargo, nosotros decidimos emplear leche descremada en polvo ya que ensayos
realizados anteriormente en el laboratorio L-327 encontramos que cumple
satisfactoriamente con esta funcién. Ello se pudo nuevamente corroborar al
emplearla en los ensayos de ELISA ya que eliminé cualquier unién inespecifica
permitiéndonos evaluar de manera satisfactoria en nuestros ensayos.

4.-Anticuerpo Primario monoclonal Anti-MICA

Teniendo en consideracion reportes preliminares por el grupo de trabajo del (L-
327) sobre el anticuerpo polyclonal anti-MICA®! | se decidi® comenzar con la
dilucién 1:1000 y se hicieron variaciones de diluciones sobre esta concentracion
hasta encontrar la dilucibn adecuada del anticuerpo primario ver tabla 4.
Encontrandose que la mejor concentracién fue de 1:100 ya que concentraciones
mas diluidas simplemente no dieron buenos resultados.

Tabla 4. Anticuerpo monoclonal primario

ensayo1 | 1:1000

ensayo2 | 1:500 1:200

ensayo3d | 1:100 1:50 1:25
ensayo4 | 1:100

5.-Anticuerpo secundario

Teniendo en consideracion reportes preliminares sobre el anticuerpo secundario®'

, se decidi6

comenzar con la dilucion 1:3000 y se hicieron variaciones de
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diluciones sobre esta concentracion hasta encontrar la dilucion adecuada del
anticuerpo secundario ver tabla 5. En este caso correspondi¢ a la dilucion 1:4000.
Ya que otras diluciones simplemente nos dieron resultados erroneos.

Tabla 5. Anticuerpo 2rio

ensayo1 1:3000
ensayo2 1:5000
ensayo3d 1:4000

6.- Utilizacion de Diferentes Sustratos

Ademas se emplearon diferentes sustratos para determinar cual era el mas
estable y que presentara mayor reproducibilidad.

Para considerar el sustrato a utilizar se tomo en cuenta trabajos previos que
utilizaron orto-fenilendiamina (OPD), Asimismo el substrato que reportan en
ensayos de pacientes con leucemias humanas MBTH (3-metil-2-benzo-tiazolinona,
se decidié usar el sustrato ABTS (acido 2,2-azino-bis [3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico]). En este caso encontramos que el ABTS result6 mas estable y
reproducible porque nuestras lecturas se podian realizar hasta 1 hora después sin

que este se oxidara tan rapido.

Analisis de la presencia en el suero de pacientes con LAM (Leucemia Aguda
Mieloblastica) y LAL (Leucemia Aguda Linfoblastica) de la proteina de estrés
fisiolégico MICA por el método de ELISA.

Realizada la estandarizacion de la técnica de ELISA y la construccion de la curva
estandar respectiva, se procedido a realizar el analisis de la presencia de la
proteina MICA en los sueros problemas (sueros de pacientes con leucemia linfoide

y mieloides humanas) por medio del método de ELISA.

1.- En una placa de poliestireno se colocaron cuatro concentraciones de la
proteina rhMICA ver tabla 6.

Tabla 6. Concentraciones de la proteina MICA
| rhMICA | 100ng | 10ng | 1ng | 0.1ng |
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Todos los ensayos se realizaron por ftriplicado. Se analizaron 12 sueros de

pacientes con LAM bajo las condiciones sefialadas anteriormente en el protocolo

de estandarizacion. En la tabla 7 se muestran las caracteristicas clinicas de los

pacientes utilizados asi como los resultados de las concentraciones encontradas

de la proteina MICA en suero,

resultados de la leucemia mencionada.

Tabla 7. RESULTADOS LEUCEMIA AGUDA MIELOBLASTICA

NO. | SEXO | EDAD | DX WBC | Hb plt MICA | controles
103 | G/DL | 10"3MMA3 | (ng/ml | (ng)
MMA3 )
1 M 48 LAM |25 11.2 | 155 97.4 34.6
2 F 45 LAM |82.0 7.8 35 1814 | 10
3 M 11 LAM |54 6.2 7000 148 67.2
4 F 52 LAM |0.8 8.9 3000 65.5 56
5 F 52 LAM |84 13.3 178 169.2 | 67.2
6 F 36 LAM |18.0 11.7 656 107.1 | 64
7 M 34 LAM | 220 10.6 228 148 61
8 M 39 LAM |25 13.5 211 50.7 87
9 F 42 LAM |24 14.1 92 156.7 | 55
10 M 28 LAM |25.0 10.3 167 2146 | 40
11 F 47 LAM |34.0 8 302 145.1 | 38
12 M 27 LAM |15.0 11 450 122.8 | 43

L.A.M: Leucemia Aguda Mieloblastica WBC: glébulos blancos Hb: Hemoglobina
plt:: plaquetas

LEUCEMIA AGUDA MIELOBLASTICA

1

3

5

7

9

(A

11 13

15 17 19 21

SUEROS

I sin Dx. leucemia

|:| Leucemia Aguda mieloblastica

23

Grafica 1. Representacion grafica de los valores de proteina
MICA en suero.

asi también en la Grafica 1 se muestran los
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Por otro lado se analizaron 10 pacientes con L.A.L bajo las condiciones sefaladas

anteriormente en el protocolo de estandarizacion. En la tabla 8 se muestran las

caracteristicas clinicas de los pacientes utilizados asi como los resultados de las

concentraciones encontradas de la proteina MICA en suero. Asi también la Grafica

2 muestra los resultados de la leucemia mencionada.
Tabla 8. RESULTADOS LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

NO. | SEXO | EDAD | DX WBC Hb PLT MICA | controles
10°3MMA3 | G/DL | 10°3MM*3 | (ng)
1 F 18 | LAL 5.7 1.7 188 141 | 34.6
2 F 13 | LAL 53.2 13.2 410 218 | 10
3 F 13 | LAL 12.8 45 1500 | 1451 | 67.2
4 F 8 |LAL 38.6 12.4 91 133 | 56
5 F 9 |LAL| 2100 12.8 88 101 | 67.2
6 M 10 | LAL 500 10.7 44 138 | 64
7 F 1 | LAL 24.0 11.3 174 212 | 61
8 F 10 | LAL 10.0 8.2 25 211 | 87
9 F 10 |LAL| 8100 9.6 101 108 | 55
10 | M 7 |LAL 14.7 7 250 181 | 40
11 38
12 43

L.A.L: Leucemia Aguda Linfoblastica WBC: glébulos blancos Hb: Hemoglobina

PLT: Plaquetas

[1ng/ml
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H sin Dx. Leucemia

B Leucemia Aguda

Grafica 2. Representacion grafica de los valores de

Proteina MICA en suero.
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Tabla 9. Pacientes control (sin diagnostico de leucemia)

NO. | SEXO | EDAD | DX WBC Hb PLT controles
10"3MMA3 | G/DL | 10A3MM*3
1 F 29 s/dx 4.5 13.8 350 34.6
2 F 5 s/dx 5.0 134 298 10
3 F 1 s/dx 3.9 15.1 358 67.2
4 F 48 s/dx 6.7 14.0 400 56
5 F 35 s/dx 5.9 13.7 270 67.2
6 M 66 s/dx 7.1 12.8 289 64
7 F 16 s/dx 5.3 14.5 234 61
8 F 11 s/dx 4.6 13.8 302 87
9 F 34 s/dx 5.7 13.0 295 55
10 M 40 s/dx 7.0 16.7 369 40
11 M 10 s/dx 4.8 12.9 410 38
12 M 45 s/dx 6.0 16.0 271 43

s/dx. sin diagnostico de leucemia; WBC: glébulos blancos Hb: Hemoglobina
PLT: Plaquetas

PACIENTES CONTROL
(sin Dx de leucemia)

100
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80
70 A
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40 -
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[1ng/mi
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1.2 3 4 5 6 7 8 9 101112
SUEROS

B Sin Dx. Leucemia

Grafica 2. Representacion grafica de los valores de
Proteina MICA en suero



RESULTADOS DE LA ELABORACION DE LA CURVA ESTANDAR

X[ng |Yabs. A= 0.292
100 0.606 B=3.10 X103
10 0.290 R= 0.988
1 0.313
0.1 0.305

q .

In_ ]

1_' .

&

[ ]
0 20 40 60 80 100
con
o abs Fitted valu#s

Figura 7. Representacion grafica de la curva estandar por minimos cuadrados
NOTA: el ensayo se realizé por triplicado, las absorbancias se sumaron y se saco

una media, que es la que esta en la tabla arriba.
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10. ANALISIS ESTADISTICO
Se aplicé el paquete estadistico SPSS para la version Windows 5.1
El analisis estadistico se realizo comparando la LAL contra el control y la LAM

contra el control.

Meétodo estadistico t de student

La distribucion t de student fue introducida por W. S. Gosset, quién hizo

publicaciones bajo el pseuddnimo de “student” en 1908.

Para la leucemia aguda linfoblastica

Tabla 10. Resultados de proteina MICA entre LAL Y Px. Control.

Px. ¢/LAL grupo control (Px. Sin Dx
de leucemia

141 34.6

218 10

tablax 145.1 67.2
[ ] en ng de proteina MICA 133 56

en los grupos de LAL y 101 67.2
control. 138 64
212 61

211 87

108 55

181 40

suma:1588.1 542

media:158.81 54.2

Esta claro que hay una diferencia entre estos dos grupos.

HIPOTESIS:

Ho: Si las leucemias provocan un estrés fisioldgico debido a que se desarrolla un
proceso de neotransformacion, entonces es posible que los niveles de la proteina
MICA en suero sean igual a los sueros de los pacientes normales (sin Dx. de
leucemia).

Ha: Si las leucemias provocan un estrés fisioldégico debido a que se desarrolla un
proceso de neotransformacion, entonces es posible que los niveles de la proteina
MICA en suero sean mayor a los sueros de los pacientes normales (sin Dx. de
leucemia).

Por lo tanto: Ho: u1=p2
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Ha: u1# p2

Resultados del analisis estadistico

MUESTRAS ESTADISTICAS PAREADAS

Mean N std. Deviation std. Error
mean
par px. c/LAL | 158.8100 | 10 | 43.5595 13.7747
CONTROL 54.2000 |10 21.3423 6.7490

CORRELACION MUESTRA PAREADAS

N

Correlation | sig.

par px. c/LAL
CONTROL

10

-.207

.567

PAIRED SAMPLES TEST

paired Differences

-CONTROL

6.323

PAIRED SIMPLES TEST

Std. Error| 95% confidence
Mean std. Desviation | Mean interval of the
| Difference
lower upper
-par px. c/LAL | 104.61 52.3188 16.5446 67.183 142.036
df SIG. (2-tailed)
par px. c/LAL |9 0.001

CONTROL

CONCLUSION: Se concluye que entre los pacientes de LAL y control hay una
gran diferencia y entonces se acepta la hipétesis Ha. Con una p=0.001
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Para la leucemia aguda mieloblastica

Tabla 11. Resultados de proteina MICA entre LAM Y Px. Control.

Px. ¢/LAM grupo control (Px. Sin Dx
de leucemia

97.4 34.6

1814 10

tablax 148 67.2
[ ] en ng de proteina MICA 65.5 56

en los grupos de LAM y 169.2 67.2
control. 107.1 64
148 61

50.7 87

156.7 55

214.1 40

145.1 38
122.8 43

suma:1606.6 623

media:133.883 51.916

Esta claro que hay una diferencia entre estos dos grupos.

HIPOTESIS:

Ho: Si las leucemias provocan un estrés fisioldgico debido a que se desarrolla un
proceso de neotransformacion, entonces es posible que los niveles de la proteina
MICA en suero sean igual a los sueros de los pacientes normales (sin Dx. de
leucemia).

Ha: Si las leucemias provocan un estrés fisiolégico debido a que se desarrolla un
proceso de neotransformacion, entonces es posible que los niveles de la proteina
MICA en suero sean mayor a los sueros de los pacientes normales (sin Dx. de
leucemia).

Por lo tanto: Ho: p1=p2

Ha: p1# p2

Resultados del analisis estadistico
MUESTRAS ESTADISTICAS PAREADAS

Mean N std. Deviation std. Error
mean
par px. ¢/LAM | 133.050 |12 |47.4013 13.6836
CONTROL 51.9167 |12 20.0562 5.7897
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CORRELACION MUESTRA PAREADAS

N Correlation | sig.
par px. ¢c/LAM 12 | -.460 133
CONTROL
PAIRED SAMPLES TEST

paired Differences

Std. Error| 95% confidence
Mean | std. Desviation| Mean interval of the t
| Difference
lower upper
-par px. c/LAM | 81.133 59.357 17.1352 43.419 118,847 | 4.735
-CONTROL
PAIRED SIMPLES TEST
df SIG. (2-tailed)
par px. c/LAM | 11 0.001

CONTROL

CONCLUSION: Se concluye que entre los pacientes de LAM y control
hay una gran diferencia y entonces se acepta la hipdtesis Ha. Con una
p=0.001
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11. ANALISIS DE RESULTADOS

En estudios previos se ha utilizado preferentemente el ensayo de ELISA para
determinar la presencia de la proteina MICA usando diferentes condiciones y
sustratos para el revelado del ensayo. Sin embargo, al tratar de reproducir estas
condiciones en el laboratorio L-327 (FESZ) se observo que no eran reproducibles
y que los sustratos empleados comunmente (OPD; ortofenilendiamina), MBTH (3-
metil-2-benzo-tiazolinona) eran bastante inestables y poco confiables dado que los
tiempos de desarrollo de color variaban constantemente. Por ello, se utilizaron
condiciones que empleamos para los ensayos de Western Blot (concentraciones
de anticuerpos primarios y secundarios) ademas de que buscamos otro sustrato
que nos diera mejores condiciones para el desarrollo de color y que fuera mas
estable. En este caso empleamos el ABTS acido 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico), que nos permitid tener condiciones mas estables
en cuanto a desarrollo de color y tiempo en la que se mantenia esta coloracion. Es
importante resaltar que al estandarizar encontramos que las condiciones mas
adecuadas fueron sustancialmente diferentes a las reportadas en trabajos
preliminares e inclusive a las concentraciones empleadas previamente por nuestro
grupo de trabajo en el laboratorio L-327 (FESZ) *'. Basicamente los tiempos de
incubacion fueron modificados asi como en lo referente al empleo de la sustancia
bloqueadora. En cuanto a la sensibilizaciéon de la proteina en la inmunoplaca se
encontré que el mejor tiempo de incubacién fue de 1hora a 37°C, por lo que
respecta al bloqueo de sitios no ocupados por la proteina rhMICA para evitar la
uniéon inespecifica se utilizé una proteina inerte (leche descremada) que
basicamente dio los mismos resultados que si emplearamos albumina humana o
bovina que son comunes como agentes bloqueadores. Con respecto a la proteina
recombinante (rhMICA) las concentraciones mas adecuadas de esta fueron de
100ng, 10ng, 1ng y 0.1ng como se muestra en la tabla 1, concentraciones mas
diluidas no fueron suficientes para la que la reaccién antigeno-anticuerpo se
llevara a cabo por lo que los resultados no fueron aceptables. Después de varios
ensayos la concentracién mas adecuada de anticuerpo primario (anti-MICA) y del

anticuerpo secundario fueron de una dilucién 1:100 y 1:4000 respectivamente ver
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tabla 8 (apéndice), con lo cual se pudieron llevar a cabo los ensayos de manera
reproducible. En estas reacciones antigeno-anticuerpo las condiciones
experimentales que usamos fueron de gran trascendencia, la temperatura oscilo
entre 15-24°C (temperatura ambiente y 37°C). El pH oscilo entre 7.0-7.2. Es
importante mencionar que nosotros usamos un detergente no i6nico (Tween 20 al
0.05%) con el fin de evitar uniones inespecificas. Todo los ensayos se realizaron
por triplicado esto fue para asegurar la especificidad y la reproducibilidad del
ensayo. Por esta razon recomendamos realizar 3 lavados. El medio de reaccién
que se utilizé fue PBS + Tween 20 al 0.05%. Por ultimo de los sustratos (OPD,
MBTH y ABTS) que se utilizaron, el ABTS fue el que mejor resultados presenté ya
que fue muy estable, muy viable para conjugarse eficientemente, con una baja
toxicidad, una sensibilidad adecuada y su buena disponibilidad en el mercado.

Por ultimo consideramos que lo mas apropiado era estandarizar el tiempo
necesario para llegar al equilibrio entre reactivos y productos. Una vez que
encontramos que estas condiciones eran estables y reproducibles procedimos a
analizar la presencia de la proteina MICA en el suero de pacientes con LAM 'y
L.A.LL. En cuanto a la determinacion de la proteina MICA en el suero de los
pacientes con L. A.M y L.A.L se analizaron 22 sueros (ver apéndice). Se observo
que hay una fuerte correlacién en la deteccion de la proteina MICA vy el estado
patolégico de las muestras empleadas en mas de la mitad de nuestros pacientes
con diagnostico de L. AM y L. AL Como se observa en la tabla 6, Grafica. 1 los
resultados muestras que las concentraciones de la proteina MICA de pacientes
con L.AM estan en valores arriba de los 100 ng/ml en comparacién con las
muestras que se utilizaron como controles cuyos valores estan por debajo de los
50 ng/ml. Cabe hacer notar que aun en los controles se encontraron dos muestras
con valores cercanos a los 100 ng/ml lo que representa probablemente que estas
personas estaban cursando con un cuadro de estrés fisiolégico o con una
infeccion en curso. Con respecto a la L.A.L podemos observar que las
concentraciones de la proteina MICA de estos pacientes estan en valores arriba
de los 130 ng/ml en comparaciéon con las muestras que se utilizaron como

controles cuyos valores estan por debajo de los 50 ng/ml. Nosotros también
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observamos que hay una fuerte correlacion en mas de la mitad de nuestros
pacientes con diagnostico de L. AM y L. A.L que muestran concentraciones altas
(100-210 ng/ml) de la proteina de estrés fisiologico MICA en los pacientes que
tienen elevada la cantidad de WBC (Glébulos Blancos) que en los pacientes que
tienen cantidades menores de WBC alrededor de (100-130ng).

De acuerdo a los resultados presentados en este trabajo podemos observar que la
proteina MICA es secretada por las células leucémicas de pacientes con L. AL y
L.A.M ya que se pudo detectar su presencia en el suero. El segundo aspecto que
se deriva de estos resultados es que al poderse detectar a la proteina MICA en el
suero de los pacientes con L.A.L y L.A.M esto podria utilizarse para el diagndstico
clinico ya que de comprobarse que este fendmeno es generalizado en pacientes
que sufren de esta patologia esto tendria implicaciones en el diagndstico porque
podria utilizarse para medir los valores de la proteina MICA y asociarse con la
patologia L.A.L o L.A.M. Es evidente que estos resultados presentados en este
trabajo son parciales y que se necesita de una “n” mas alta para poder tener
resultados confirmatorios del la utilidad de la proteina MICA en el diagndstico
clinico. Por otra parte, también seria necesario detectar la presencia de MICB para

conocer si tiene alguna participacién en las patologias de L A.Ly L A.M
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Apéndice

1. Condiciones de bloqueo: leche descremada Svelty al 3% en PBS-Tween 20 al
0.05%

2.  Solucion de carbonatos buffer sensibilizador
0.2 M carbonato de sodio (Na,CO3)
0.2 M bicarbonato de sodio (NaHCO3)
0.5 M cloruro de magnesio (MgCIl,6H,0)

3. ejemplo: para preparar 5ml de una solucién 1:100 entonces se utiliza:
50 pL de anticuerpo primario + 4950 uL de una solucién de PBST en leche Svelty
3%.

4. ejemplo: para preparar 6ml de una solucion 1:4000 entonces se utiliza:
1 L de anticuerpo secundario + 3999 uL de una solucién de PBST en leche
Svelty 3%.

- Tabla 12 concentracion de anticuerpo 1rio y 2rio

anticuerpo dilucién
anticuerpo primario 1:100
anticuerpo secundario 1:4000

-la concentracion de los viales del anticuerpo primario y secundario fueron de 50

microgramos

-Se analizaron 22 sueros de pacientes diagnosticados con leucemia del Instituto
Mexicano del Seguro Social # 25 México DF
10 sueros de pacientes fueron leucemia aguda linfoblastica, 12 muestras de

pacientes con leucemia aguda mieloblastica.
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Los datos generales de los pacientes se muestran en las tablas 6 y 7
respectivamente, asi como los resultados de medir la proteina MICA en el suero

de los 22 pacientes analizados.
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12. CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

-Por medio de la técnica de ELISA es posible determinar la proteina de estrés
fisiologico MICA en el suero de pacientes con leucemia aguda mieloblastica y
leucemia aguda linfoblastica. Proponemos que es importante seguir trabajando
con la proteina MICA en otros campos de la medicina por citar algunos:
cardiologia, hepatologia etc. Y llegar a deducir si hay alguna asociacion entre el
padecimiento y la proteina MICA, o si es que algunos padecimientos especificos
son los responsables de la expresion de los genes MIC. Asi también aunque el
diagndstico de las leucemias se establece por la biometria hematica, y la
observacion inevitable de células blasticas en un extendido de sangre conteniendo
un 30% de dichas células, es importante recurrir a técnicas mas especificas para
el diagnostico preciso de la leucemia, es aqui donde creemos que también las
proteinas MICA pudieran estar involucradas para el diagnostico y prondstico del
padecimiento, de la siguiente manera: monitoriando la proteina MICA en el
transcurso de la enfermedad. Sabemos que es un trabajo dificil pero no imposible
de realizar. De trascendencia importante tendria todo esto ya que de un
diagnostico preciso un tratamiento mejor.

-es importante sefalar que al empezar utilizar las condiciones de la técnica de
ELISA era importante adecuarlas a una estandarizacion y condiciones favorables
para la reproducibilidad de los ensayos ya que de otra manera no se hubieran
tenido buenos resultados, asi que las modificaciones mas notables para la
realizacion de este trabajo fueron: usar leche descremada al 3% en PBST, en
lugar de albumina, substrato ABTS en lugar de OPD por ejemplo, incubar la
proteina recombinarte 1hrs. a 37°C, 3 lavados entre cada reaccion, 1 hora de
incubacién para el anticuerpo primario, media hora para el anticuerpo secundario,
ABTS como sustrato y por ultimo leer en un lapso de 45 minutos a 1 hora.
Consideramos que nuestro método de ELISA modificado servira para futuras
determinaciones de la proteina MICA.

Con respecto a la L.A.L podemos observar que la concentracion media de la

proteina MICA de estos pacientes estan en valores de 158 ng en comparacién con
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las muestras que se utilizaron como controles cuyos valores estan por debajo de
los 54.2 ng. Es importante apreciar que hay una alta cantidad de proteina MICA en
pacientes con LAL y LAM que en los controles. Por ultimo una produccion alta de
proteina MICA pudiera estar asociada o involucrada con la cantidad de glébulos

blancos.

13. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Al reconstituir los viales de la proteina MICA (rMICA) y anticuerpos es importante
después de reconstituir cada uno de estos, hacer alicuotas en fracciones de 150ul
o0 dependiendo la cantidad a ocupar en dicho ensayo, esto es para no
descongelar todo el vial, por la razon de que hemos notado que las estructuras de

la proteina MICA son muy labiles y facil de desnaturalizarse.
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