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Abstract Idiopathic pulmonary Wbrosis (IPF) is a pro-
gressive and lethal lung disorder of unknown etiology. IPF
is likely the result of complex interrelationships between
environmental and host factors, although the genetic risk
factors are presently uncertain. Because we have found that
some MHC polymorphisms confer susceptibility to IPF, in
the present study we aimed to evaluate the role of the MHC
class I chain-related gene A (MICA) in the risk of develop-
ing the disease. MICA molecular typing was done by refer-
ence strand mediated conformation analysis in a cohort of
80 IPF patients and 201 controls. In addition, the lung cel-
lular source of the protein was examined by immunohisto-
chemistry, the expression of the MICA receptor NKG2D in
lung cells by Xow cytometry and soluble MICA by ELISA.
A signiWcant increase of MICA*001 was observed in the
IPF cohort (OR = 2.91, 95% CI = 1.04–8.25; pC = 0.03).

Likewise, the frequency of the MICA*001/*00201 geno-
type was signiWcantly increased in patients with IPF
compared with the healthy controls (OR = 4.72, 95%
CI = 1.15–22.51; pC = 0.01). Strong immunoreactive MICA
staining was localized in alveolar epithelial cells and Wbro-
blasts from IPF lungs while control lungs were negative.
Soluble MICA was detected in 35% of IPF patients com-
pared with 12% of control subjects (P = 0.0007). The
expression of NKG2D was signiWcantly decreased in �� T
cells and natural killer cells obtained from IPF lungs. These
Wndings indicate that MICA polymorphisms and abnormal
expression of the MICA receptor NKG2D might contribute
to IPF susceptibility.

Introduction

Idiopathic pulmonary Wbrosis (IPF) is a progressive and
usually lethal disease of unknown etiology characterized by
alveolar epithelial cell injury and activation, followed by
the expansion of the Wbroblast/myoWbroblast population
and exaggerated accumulation of extracellular matrix in the
lung parenchyma (Selman et al. 2001). Susceptibility to IPF
is probably determined by both genetic and environmental
factors, although to date, the gene(s) implicated remain elu-
sive (Lawson and Loyd 2006). We have recently found that
some MHC polymorphisms confer susceptibility to IPF,
likely related with the induction of epithelial cell apoptosis,
a critical process in the development of the disease (Falfán-
Valencia et al. 2005). However, the mechanisms involved
in alveolar epithelial cell injury are largely unknown.

Importantly, epithelial cells undergoing injuries that
compromise their function, must be eYciently eliminated to
control inXammation or damage and promote tissue repair.
One of the mechanisms that participate in the activation of
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the immune system to remove stressed epithelial cells
involves the major histocompatibility complex (MHC)
class I chain-related (MIC) protein and its interaction with
the activated NKG2D receptor (Borchers et al. 2006). The
MIC gene family consists of two MIC encoding genes
(MICA and MICB) and Wve pseudogenes (MICC–MICG)
which are located within the class I region of the MHC on
chromosome 6 (Hui et al. 2006; Stastny 2006), 47 kb cen-
tromeric to the HLA-B gene (Piancatelli et al. 2005; Lü
et al. 2006). Under physiological conditions, MICA and
MICB expression is restricted to the intestinal epithelium
but is strongly induced in other tissues in response to vari-
ous pathological conditions including lung, breast, kidney,
ovarian, prostate, gastric, and colon carcinomas, melano-
mas, certain leukemias, as well as in viral and mycobacte-
rial infections (Wu et al. 2002; Groh et al. 2005; Piancatelli
et al. 2005; Skov et al. 2005; Borchers et al. 2006; Wald-
hauer and Steinle 2006; Xu et al. 2006; Zhang et al. 2006;
Zou et al. 2006; Madjd et al. 2007). In addition to epithelial
cells, MICA has been also detected on the surface of freshly
isolated actively growing Wbroblasts (Zou et al. 2006).

MICA is recognized by �� T cells, CD8 T cells, and nat-
ural killer (NK) cells through the C-type lectin-like
NKG2D receptor (Komatsu-Wakui et al. 2001; Groh et al.
2003; Törn et al. 2003; RaVaghello et al. 2004; Gao et al.
2006). Recent studies have demonstrated that the interac-
tion of NKG2D with MICA and MICB on epithelial tumor
cells triggers the cytolytic responses of NK and �� T cells,
and that this process is independent of antigen presentation
(Eisele et al. 2006; Madjd et al. 2007; Osaki et al. 2007).
Moreover, blocking the interaction of MICA with NKG2D
attenuates NK and T cell-mediated cytolysis (Boissel et al.
2006; Waldhauer and Steinle 2006; Xu et al. 2006).

Since IPF involves primarily the abnormal activation of
alveolar epithelial cells and the expansion of the Wbroblasts
population, the aims of this study were: (1) to explore the
potential association between this disorder and MICA gene
transmembrane polymorphisms; (2) to determine the lung
localization and the plasma levels of the protein, and (3) to
evaluate the percent of lung cells expressing the MICA
receptor NKG2D. This is the Wrst study that examines these
associations in patients with IPF.

Materials and methods

Patients

Eighty patients with sporadic IPF were included in this
study (42 males, 38 females, 64.77 § 11.02 years). Diagno-
sis of IPF was performed according to the American Tho-
racic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS)
consensus (American Thoracic Society 2000). Open lung

biopsy was performed in 46% of the patients and all of
them showed typical microscopic Wndings of usual intersti-
tial pneumonia (Katzenstein et al. 2008). In the absence of
biopsy, patients had to fulWll the criteria of the ATS/ERS
international consensus. Patients with known causes of
interstitial lung disease (i.e., collagen vascular disease, drug
toxicity, environmental exposure), were excluded.

The control group consisted of 201 unrelated healthy
volunteers (72 males, 129 females; 53.4 § 11.2 years).
Patients and controls were individuals with the same ethnic
origin and with at least two generations born in Mexico.
The protocol was approved by the Ethics Committee of the
National Institute of Respiratory Diseases, México. All
patients and control subjects were informed of the purpose
of the study and their consent obtained.

The percent of NKG2D-expressing cells obtained from
bronchoalveolar lavage was analyzed in six patients with
IPF, three healthy controls and three patients with hyper-
sensitivity pneumonitis (HP) a granulomatous inXamma-
tory lung disorder that may evolve to Wbrosis (Selman et al.
2006).

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from 20 ml of peripheral
blood using the BD genomic DNA isolation Kit (Maxim
Biotech, San Francisco CA).

PCR ampliWcation

MICA exons 2–3 and exons 4–5 were ampliWed with the
primers MICA2-3F 5�-TCCTGCCCCAGGAAGGTTG
GG-3� and MICA2-3R 5�-AGGGAGAGGAGAGCCC
CTGGC-3 and the primers MICA4-5F 5�-CAGACTTGCA
GGTCAGGGGTCCCG-3� and MICA4-5R 5�-CCTTACC
ATCTCCAGAAACTGC-3�, respectively.

PCR ampliWcations for exons 2–3 and 4–5 were per-
formed using 1.5 mM MgCl2 for MICA 2–3 and 2 mM for
MICA 4–5, 0.2 mM dNTPs, 1£ Taq DNA polymerase
buVer, 0.5 pM of each oligonucleotide and 0.75 U of plati-
num Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), and
0.5 �g of DNA in 25 �l of volume. PCR conditions for
MICA 2–3 were initial denaturation at 95°C for 5 min fol-
lowed by 33 cycles of 95°C for 30 s, 65°C for 50 s and
72°C for 30 s, and Wnal extension at 72°C for 8 min. On the
other hand, PCR conditions for MICA 4–5 were one cycle
at 94°C for 4 min followed by 35 cycles of 94°C for 1 min,
63°C for 1.30 min and 72°C for 2 min, and one cycle at
72°C for 10 min. Cycling was carried out in a GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City CA).
AmpliWed PCR products were then electrophoresed in sub-
marine 2% agarose gel containing 0.2 �g/ml ethidium bro-
mide for 40 min (30 V/cm) and ampliWed bands were
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visualized in a dual intensity UV light transilluminator
(UVP Inc. Upland, CA). PCR products for exons 2–3 and
exons 4–5 were 949 and 678 base pairs (bp), respectively.

MICA genotyping assay

Molecular typing was done by reference strand mediated
conformation analysis (RSCA) for MICA locus polymor-
phism. The production and hybridization of Xuorescent
labeled references (FLRs) with the sample, as well as
polyacrylamide gel and electrophoretic conditions for
RSCA have been previously described (Arguello et al.
1998; Pérez-Rodríguez et al. 2002). Three FLRs were
selected for exons 2–3, FLR1 MICA*001 (EJ32B), FLR2
MICA*00801 (WT47) and FLR3 MICA*004 (PF97387);
and two for exons 4–5, FLR1 MICA*001 (EJ32B) and
FLR2 MICA*004 (PF97387).

Internal controls were used to control for gel to gel vari-
ation, for MICA exons 2–3 were MICA*001, *00201,
*004, *00701, *008, *010, *017, and *018. For exons 4–5
were MICA*001, *00201, *004, *008 and *010. The
mobility of each Xuorescent duplex was analyzed using
ALLELE LINK computer program (Amersham Pharmacia
Biotech) (Arguello et al. 1998).

Molecular typing for HLA-B*loci

Molecular typing for HLA-B locus was done by PCR
sequence-speciWc primers (PCR-SSP) technique using the
Fastype HLA-DNA SSP Typing System (Biosynthesis Inc.,
Dallas, TX), which has been certiWed by the American
Society for Histocompatibility and Immunogenetics
(ASHI). BrieXy, 47 primer pairs were used to determine the
45 major HLA-B group-speciWcities (from B7 up to B81) in
low resolution modality. All PCR ampliWcations were per-
formed on 75 ng of genomic DNA in a 10-�l reaction vol-
ume containing 50 mM KCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8.3,
1.5 mM MgCl2 and 60 �M of each dNTP’s. In all cases,
ampliWcations were performed using 0.5 U of Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen; Rockville MD). Samples
were subjected to 10 cycles of 94°C/20 s, 65°C/1 min and
72°C/30 s, following by 20 cycles at 94°C for 20 s, 61°C
for 50 s and 72°C for 30 s with one extension cycle at 72°C
for 5 min, using an automated thermal cycler (GeneAmp
PCR system 9700, PE Applied Biosystems. Foster City
CA). AmpliWed PCR-SSP products were then electrophore-
sed in submarine 2% agarose gels containing 0.2 �g/ml
ethidium bromide for 40 min (30 V/cm) and ampliWed
bands were visualized in dual intensity UV light transillu-
minator (UVP inc. Upland, CA), and then analyzed and
stored in EDAS290 photo documentation system (Kodak,
Rochester, NY). The results were interpreted following the
instructions of typing sheets from the procedure guide.

Immunohistochemistry

Tissue sections from IPF and controls were treated as previ-
ously described (Pardo et al. 1998; Selman et al. 2007).
Antigen retrieval was performed in citrate buVer (10 mM,
pH 6.0) for 8 min in a microwave. Samples were incubated
with anti-human MICA antibody (rabbit polyclonal;
200 �g/ml diluted 1:50, 4 �g/ml; Santa Cruz, CA) at 4°C
overnight. A secondary biotinylated anti-immunoglobulin
followed by horseradish peroxidase-conjugated streptavi-
din (BioGenex, San Ramon, CA) was used according to
manufacturer instructions. 3-amino-9-ethyl-carbazole (AEC,
BioGenex) in acetate buVer containing 0.05% H2O2 was
used as substrate. The sections were counterstained with
hematoxylin. The primary antibody was replaced by non-
immune serum for negative control slides.

Bronchoalveolar lavage

As part of the diagnosis process, bronchoalveolar lavage
(BAL) was performed in the IPF patients as described (Sel-
man et al. 2006). Likewise, BAL obtained from three
healthy volunteers and three patients with hypersensitivity
pneumonitis were used as controls. Cells were resuspended
in DMSO 10% and fetal bovine serum 90% at 106 cells/ml
and kept in liquid nitrogen until use. None of the patients
had been treated with corticosteroids or immunosuppres-
sive drug at the time of the study. Cells were thawed as
described previously (Disis et al. 2006), and only cryopre-
served samples showing >95% viability were used.

Determination of NKG2D surface expression 
by Xow cytometry

BAL cells were resuspended in 50 �l of staining buVer and
labeled with anti-human-CD3-PerCP, anti-human-CD16-
FITC, anti-human-CD56-FITC, anti-human TCR ��-PE,
anti-human NKG2D-APC, anti-human CD4-APC-Cy7,
anti-human CD8-PE-Cy7 (Becton Dickinson, San Jose,
CA). Cells were Wxed in paraformaldehyde 1% for cytome-
try analysis (Barrera et al. 2008). Samples from all assays
were analyzed in a FACS Aria Xow cytometer (Becton
Dickinson, San José, CA) by using FACS Diva software
(V.6.1). Typically, 100,000 events were acquired.

QuantiWcation of soluble MICA

Soluble MICA (sMICA) was measured using anti-human
MICA ELISA kit from R&D Systems, Inc. (Minneapolis,
MN) following the instructions of the manufacturer.
BrieXy, plates (Costar EIA Plate, Minneapolis, MN) were
coated with 100 �l (360 mg/ml) of capture antibody per
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well and incubated for overnight at 4°C. Plasma samples
from controls and IPF patients (100 �l) were added and
incubated for 2 h at room temperature, and then 2 h with
100 �l of detection antibody and 20 min with streptavidin-
horseradish peroxidase. After washing, 100 �l of substrate
solution (H2O2 and tetramethylbenzidine 1:1) were added
for 20 min. Absorbance was measured at 450 nm corrected
with 540 nm in an ELISA reader.

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies of MICA were determined
by direct counting in both, patients and controls. For cate-
gorical variables we performed non parametric statistics by
using the Epiinfo statistical program v6.04b (Stone Moun-
tain, GA) that included Chi square analysis and Fisher’s
exact test using 2 £ 2 contingency tables. P values were
corrected (pC) by the method of Bonferroni (i.e., multiply-
ing for the number of comparisons at each locus). In each
analysis the statistical signiWcance was accepted when the
pC was <0.05. The magnitude of associations between IPF
and MICA genotypes was estimated by using odds ratio
(OR) and 95% conWdence intervals (CI). Hardy–Weinberg
equilibrium was also tested for each locus in the studied
population.

Results

MICA alleles and genotypes

Eight MICA alleles were identiWed in this study, six of
them occurring at an allele frequency of more than 0.01.
The frequencies of MICA in IPF patients and healthy con-
trol subjects are shown in Table 1. The most common alle-
les in both groups were: MICA*00201 (gf = 0.35 in
controls and 0.42 in IPF) and MICA*010 (0.29 and 0.33,
respectively). A signiWcant increase of MICA*001 (pC = 0.03,

OR = 2.91, 95% CI = 1.04–8.25) and a decrease in the gene
frequency of MICA*004 (pC = 0.008, OR = 0.41, 95%
CI = 0.20–0.80) was observed in the IPF cohort (Table 1).

Nineteen genotypes were detected and the more com-
mon, in both groups, were: MICA*00201/*00201 (0.17 in
controls and 0.18 in IPF), MICA*00201/*010 (0.16 in con-
trols and 0.21 in IPF) and MICA *010/*010 (0.10 in con-
trols and 0.18 in IPF) (Table 2). The frequency of the
MICA*001/*00201 genotype was signiWcantly increased in
patients with IPF compared with the healthy controls
(pC = 0.01, OR = 4.72, 95% CI = 1.15–22.51). Conversely,
MICA*004/*004 homozygous genotype was considerably
less frequent in IPF (gf = 0.01) than in the controls
(gf = 0.08) (pC = 0.17, OR = 0.04, 95% CI = 0.0–1.15).
SigniWcant deviations from the Hardy–Weinberg equilib-
rium in the distribution of MICA genotypes in IPF patients
and healthy controls were not detected.

Frequency of high and reduced NKG2D binding aYnity 
MICA alleles

Functional comparisons have demonstrated important
diVerences in the NKG2D binding aYnity of diVerent
MICA alleles (Steinle et al. 2001; Muñoz-Saá et al. 2005).
Thus, studies using soluble NKG2D showed that substitu-
tion of valine 129 by methionine confer high NKG2D bind-
ing aYnity while reduction in aYnity is observed when
methionine 129 is replaced by valine (Steinle et al. 2001).
Alleles with valine 129 and reduced aYnity are MICA*004,
*006, *008, *009, *010, *016, *019. Alleles with methionine
129 and high aYnity are MICA*001, *002, *007, *011,
*012, *015, *017, *018, *021 (Steinle et al. 2001; Muñoz-Saá
et al. 2005).

We examined whether there were diVerences in MICA
allele and genotype frequencies regarding binding aYnities
for NKG2D in the IPF and healthy control groups. How-
ever, as shown in Table 3, no signiWcant diVerences were
found among both groups.

Table 1 MICA gene frequency 
in IPF patients and the control 
group

Allele IPF (n = 80) 
(alleles 160)

Controls (n = 201)
(alleles 402)

pC OR 95% CI

n gf n gf

*00201 68 0.42 142 0.35 0.13 1.35 0.91–2.00

*010 54 0.33 119 0.29 0.38 1.21 0.80–1.82

*00801 14 0.08 47 0.11 0.38 0.72 0.36–1.39

*001 10 0.06 9 0.02 0.03 2.91 1.04–8.25

*004 12 0.07 66 0.16 0.008 0.41 0.20–0.80

*017 2 0.01 17 0.04 0.13 0.29 0.03–1.23

*00701 0 ND 1 0.002 0.48 2.52 0.03–198.45

*018 0 ND 1 0.002 0.48 2.52 0.03–198.45

CI conWdence interval, gf gene 
frequency, ND not detected, 
OR odds ratio, pC P corrected 
(P values were multiplied for the 
number of comparisons)
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MICA/HLA-B haplotypes in IPF

Because the association of MICA may be due to linkage
disequilibrium with the polymorphic HLA-B locus, we
investigated whether the MICA*001 or MICA*004 contri-
bution to IPF susceptibility was independent or attributed to
HLA-B. The HLA-B alleles were genotyped in 45 IPF
patients and 70 healthy controls.

Sixteen MICA/HLA-B haplotypes were identiWed in
both groups. Haplotypes present at a frequency higher

than 0.02 are shown in Table 4. The most frequent hap-
lotypes were MICA*00201/B*35 (0.18 in IPF and 0.19
in controls); MICA*010/B*15 (0.12 in IPF and 0.05 in
controls), MICA*00201/B*39 (0.11 in IPF and 0.07
in controls) and MICA*010/B*40 (0.05 in IPF and 0.07
in controls). The haplotypes of MICA/HLA-B alleles did
not reveal signiWcant diVerences between the control and
patients groups (Table 4).

Reduced percentage of NKG2D-expressing 
BAL cells in IPF patients

The expression of NKG2D receptor in cells obtained by
bronchoalveolar lavage was analyzed in patients with
IPF, HP and healthy controls by Xow cytometry. As
shown in Table 5 and Fig. 1, the percentage of total BAL
cells expressing NKG2D was signiWcantly decreased in
IPF patients compared with healthy individuals and
patients with hypersensitivity pneumonitis. The analysis
of the T-cell subpopulations, showed a signiWcant
decrease of NKG2D expression in NK and �� T cells
with a similar distribution in CD8 T cells (Table 5). The
intensity of Xuorescence was also decreased in IPF cells
compared with those of normal subjects or HP patients
indicating that the number of receptors per cell (even in
CD8+ lymphocytes) was also decreased (Fig. 2).

Table 2 MICA genotype 
frequencies in IPF patients and 
healthy controls

Genotype IPF (n = 80) Controls (n = 201) pC OR 95% CI

n gf n gf

*00201/*010 17 0.21 34 0.16 0.49 1.33 0.65–2.64

*00201/*00201 15 0.18 36 0.17 0.99 1.06 0.50–2.14

*010/*010 15 0.18 22 0.10 0.12 1.88 0.85–4.04

*00201/*00801 10 0.12 18 0.08 0.49 1.45 0.57–3.51

*001/*00201 7 0.08 4 0.01 0.01 4.72 1.15–22.51

*00201/*004 4 0.05 11 0.05 0.56 0.91 0.20–3.19

*004/*010 4 0.05 17 0.08 0.45 0.57 0.14–1.83

*001/*010 2 0.02 4 0.01 0.54 1.26 0.11–9.01

*00801/*00801 2 0.02 5 0.02 0.64 1.01 0.09–6.30

*001/*004 1 0.01 ND 0 0.48 2.53 0.03–199.70

*004/*004 1 0.01 14 0.08 0.04 0.17 0.0 – 1.15

*004/*017 1 0.01 4 0.01 0.55 0.62 0.01–6.44

*010/*017 1 0.01 9 0.04 0.16 0.27 0.01–2.01

*00201/*017 ND 0 2 0.009 0.63 1.26 0.02–24.49

*004/*00801 ND 0 6 0.02 0.35 0.41 0.01–3.48

*00801/*010 ND 0 11 0.05 0.09 0.22 0.01–1.56

*00801/*017 ND 0 2 0.009 0.63 1.26 0.02–24.49

*00201/*00701 ND 0 1 0.004 0.48 2.53 0.03–199.70

*001/018 ND 0 1 0.004 0.48 2.53 0.03–199.70

CI conWdence interval, gf gene 
frequency, ND not detected, 
OR odds ratio, pC P corrected 
(P values were multiplied for the 
number of comparisons)

Table 3 MICA allele and genotypes frequencies according to the
aYnity for NKG2D in IPF patients and healthy controls

CI conWdence interval, gf gene frequency, ND not detected, OR odds
ratio, pC P corrected, H high, L low

Allele IPF (n = 80) 
(160)

Controls 
(n = 201) 
(402)

pC OR 95% CI

n gf n gf

High 80 0.5 170 0.42 0.11 1.36 0.93–2.0

Low 80 0.5 232 0.57 0.11 0.73 0.50–1.08

Genotype

HH 22 0.27 44 0.21 0.39 1.35 0.71–2.54

HL 36 0.45 82 0.40 0.60 1.19 0.68–2.07

LL 22 0.27 75 0.37 0.15 0.64 0.34–1.16
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Plasma levels of soluble MICA

We analyzed the levels of sMICA in the plasma of 95 IPF
patients and 84 controls. The majority of healthy individu-
als showed almost undetectable sMICA level (lower than
1 pg/mL). sMICA was detected in 35% of IPF patients
[median: 0 (0–1,191.9 pg/ml)], and in 12% of control sub-
jects [median: 0 (0–136.7 pg/ml)]. This diVerence was sta-
tistically signiWcant (P = 0.0007; Fisher’s exact test).
Moreover, detection of MICA protein was associated with
an OR (95%CI) of 3.76 (1.71–8.25).

Immunolocalization of MICA in IPF and control lungs

The lung cellular localization of MICA was evaluated
by immunohistochemistry in IPF and control lungs. As
illustrated in Fig. 3, immunoreactive MICA was local-
ized primarily in the cytoplasm of alveolar epithelial
cells and Wbroblasts from Wbroblastic foci that exhibited
an intense staining in IPF lungs. Immunohistochemical
staining for MICA was negative in normal lungs as well
as in lung tissue samples incubated without the primary
antibody.

Discussion

Idiopathic pulmonary Wbrosis is a chronic and lethal Wbrotic
lung disease associated with signiWcant morbidity and mor-
tality. It is likely a complex disorder in which interactions
between environmental factors and variants in one or more
genes result in the development of the disease. However,
the putative genes implicated in the pathogenesis of IPF
remain elusive.

In a recent study focusing on the MHC region we identi-
Wed some predisposing polymorphisms associated with this
disease (Falfán-Valencia et al. 2005). Since a highly diver-
gent MHC class I chain-related gene A is localized within
the class I region (between HLA-B and B-associated tran-
script genes), we aimed to evaluate variants of this gene in
a cohort of IPF patients. We also explored the localization
of the protein in IPF lungs and the expression of the MICA
receptor NKG2D in immune cells obtained by BAL. The
MICA protein has not been implicated in antigen presenta-
tion but plays an important role in the immune response
binding its immunoreceptor NKG2D and providing
costimulatory signal for the activation of NK cells, CD8+ T
cells and �� T cells. Upon binding to MICA, NKG2D stim-
ulates lysis pathway resulting in death of altered cells.

Our results revealed that MICA was expressed in IPF
lungs, both in alveolar epithelial cells as well as in mesen-
chymal cells that were forming the Wbroblastic/myoWbro-
blastic foci. Since the most signiWcant role for MIC
molecules is to function as ligands for cells with the func-
tional ability to lyse target cells spontaneously, the expres-
sion of MICA in alveolar epithelial cells and Wbroblasts
may represent an important defense mechanism aiming to
eliminate abnormally activated cells. It is important to
emphasize that aberrantly activated alveolar epithelial cells
are responsible for the production of most of the proWbrotic
mediators in the IPF lungs (Selman and Pardo 2006). Also,
it can be speculated that alveolar epithelial cells that escape
lysis may undergo epithelial–mesenchymal transition, a
process that participates in the expansion of the Wbroblast
population in the Wbrotic lungs (Willis et al. 2005; Kim
et al. 2006).

Table 4 Haplotype frequency of MICA-HLA-B in IPF patients and
control subjects*

CI conWdence interval, hf haplotype frequency, OR odds ratio, pC P
corrected

*Only haplotypes present at a frequency of more than 0.5% are shown

MICA/HLA-B IPF 
(n = 45) 
(90)

Controls 
(n = 70) 
(140)

pC OR 95% CI

n Hf n Hf

*00201/*35 17 0.18 27 0.19 0.92 0.97 0.47–2.01

*010/*15 11 0.12 8 0.05 0.13 2.3 0.81–6.58

*00201/*39 10 0.11 11 0.07 0.54 1.47 0.53–3.99

*010/*40 5 0.05 10 0.07 0.83 0.76 0.20–2.56

*010/*35 2 0.02 7 0.05 0.48 0.43 0.04–2.35

Table 5 NKG2D expression on cells obtained by bronchoalveolar lavage

* P < 0.05, **P < 0.01
a Bronchoalveolar lavage
b Idiopathic pulmonary Wbrosis
c Hypersensitivity pneumonitis

NKG2D on Total BAL cellsa NKG2D/CD8+ T cells NKG2D/NK T cells NKG2D/��+ T cells NKG2D CD4+ T cells

Control (n = 3) 4.0 § 0.4 71.1 § 4.8 66.1 § 5.9 37 § 5.7 0.6 § 0.2

IPF (n = 6)b 0.7 § 0.6** 71.3 § 13 39.1 § 9.5* 11.4 § 3.8** 4.0 § 4.7

HP (n = 3)c 7.3 § 1.8 84.9 § 10 68.2 § 10 28.3 § 8.7 3.2 § 2.1
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Likewise, persistence of Wbroblasts/myoWbroblasts in
the Wbroblastic foci appears to be a key pathological pro-
cess leading to the abnormal accumulation of extracellular
matrix in the lung (Katzenstein and Myers 1998; Selman
et al. 2004). The mechanisms involved in the persistence of
Wbroblasts are presently unknown, although some studies
have indicated that resistance to apoptosis may play a role
(Thannickal and Horowitz 2006). While most studies

regarding MICA have evaluated its role in epithelial cells,
recent reports have demonstrated a similar function in
Wbroblasts (Zou et al. 2006; Poggi et al. 2007). Thus, IL-2-
activated NK cells eYciently lyse skin Wbroblasts by trig-
gering NKG2D-MICA interaction (Poggi et al. 2007). In
this context, our Wndings suggest that the persistence of
Wbroblasts in the IPF lungs despite of expressing MICA
may be at least partially related to the evasion of speciWc
NK and T-cell recognition, as it has been described in can-
cer (Waldhauer et al. 2008).

Regarding MICA gene variability we found that the fre-
quency of the allele MICA*001 and the genotype
MICA*001/*00201 were signiWcantly increased in the
patients with IPF suggesting that these variants could pre-
dispose to the disease. The diVerences were observed in an
allele and a genotype that have low frequencies in our pop-
ulation. Some genotypes were not detected (mostly in IPF
patients) that could be due to an under-representation or a
real absence of certain MICA alleles and genotypes in the
study population.

The putative consequences of MICA polymorphisms in
the development of IPF are presently unclear. An amino
acid substitution in MICA at position 129 in the �2 domain
has been shown to aVect NKG2D binding (Steinle et al.
2001). However, no diVerences in the frequency of high
and low aYnity MICA variants for NKG2D were found
between IPF patients and healthy controls. Nevertheless,
numerous polymorphic nucleotides exist within exons 2–4
of the MICA gene, where the three extracellular domains of
the molecule are encoded (Robinson et al. 2005). These
polymorphisms may also lead to diVerent degree of binding
aYnity to NKG2D (Steinle et al. 2001) or abnormal expres-
sion (Suemizu et al. 2002). Furthermore, MICA polymor-
phisms may inXuence not only its binding to the NKG2D
but also the release of the soluble form of MICA from the
cell surface which in turn down-regulates the activity of
NKG2D by promoting its internalization and degradation
(Tamaki et al. 2008). In this context, an important Wnding
of this study was that our patients with IPF displayed a
lower percentage of lung cells having the NKG2D receptor
as well as a signiWcant decrease of the number of receptors
per cell. This decrease may be at least partially related to
the presence of sMICA. As mentioned, this deWciency may
account at least partially for the persistence of Wbroblasts
in the Wbroblastic foci, a process that has been associated
with the inexorable progression of the disease (Selman
et al. 2004). Additionally, there is evidence that TGF-�1, a
potent Wbrogenic mediator, can suppress NK lytic activity
by down-modulating the expression of NKG2D (Lee et al.
2004). IPF is characterized by increased levels of lung
TGF-�1 (Khalil et al. 2001), suggesting that this mediator
may also be involved in the decreased expression of this
receptor observed in the lung immune cells of our patients.

Fig. 1 NKG2D expression on total BAL cells is reduced in patients
with IPF. The dot plots show the electronic gates used to identify the
NKG2D+ population. Numbers indicate percentage of cells in each
gate. The dot plots show one representative experiment out of 5
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Fig. 2 NKG2D expression on NK and CD8+ T cells from IPF and HP
patients and healthy controls. BAL T cells were labeled with anti-CD3,
CD8, CD16, CD56 and NKG2D mAb for multiparametric FACS anal-
ysis. NK (CD16+ CD56+) and CD3+ CD8+ T cells were gated accord-
ing to their FSC and SSC proWle (dot plot). Numbers indicate

percentage of cells in each gate. Each subpopulation was further ana-
lyzed for their expression of NKG2D (histograms). Filled histograms
represent isotype controls and empty histograms represent the indi-
cated antibody

Fig. 3 Immunohistochemical 
detection of major histocompati-
bility complex class I chain-
related gene A (MICA) in for-
malin-Wxed, paraYn-embedded 
IPF and normal lung sections. 
Panels a and b show strong 
MICA immunostaining in 
alveolar epithelial cells, and 
some interstitial cells. 
Panel c Wbroblastic focus in an 
IPF lung illustrating positive 
MICA staining. Panel d normal 
lungs showed no reactivity. 
Panel e negative control where 
the primary antibody was 
replaced by non-immune serum
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Furthermore, it has been recently suggested that sustained
expression of MICA and TGF-� might lead to modulation
of NKG2D with subsequent inhibition of NKG2D-depen-
dent cytotoxicity (Zhang et al. 2008). Also, a recent report
showed that reactive oxygen species have a major role in
decreasing NKG2D expression on NK cells (Peraldi et al.
2009). Oxidative stress is an important pathological process
in IPF (Kinnula et al. 2005).

In summary, this is the Wrst study demonstrating that
some polymorphisms of the MICA gene as well as an
increased expression of MICA associated with downregula-
tion of the receptor NKG2D are present in patients with
idiopathic pulmonary Wbrosis. The eVect may relate to T
cell dysfunction in the lung microenvironment with the
consequent evasion of abnormally activated epithelial cells
and/or Wbroblasts to innate immune defense mechanisms.
However, some NKG2D ligands are constitutively expressed
in a restricted number of normal cells, suggesting that may
be involved in some unique tissue-speciWc functions that do
not necessarily relate to their role in immune surveillance.
Further studies are necessary to reveal the precise role of
these abnormalities in the pathogenesis of IPF.
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Abstract 

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive and lethal lung disorder of 

unknown etiology. IPF is likely the result of complex interrelationships between 

environmental and host factors, although the genetic risk factors associated to the 

development of the disease are presently uncertain. Because we have found that 

some MHC polymorphisms confer susceptibility to IPF, in the present study we 

aimed to evaluate the role of the MHC class I chain-related gene A (MICA) in the 

risk to develop the disease. MICA molecular typing was done by reference strand 

mediated conformation analysis in a cohort of 80 IPF patients and 201 controls. In 

addition, the lung cellular source of the protein was examined by 

immunohistochemistry, the expression of the MICA receptor NKG2D in lung cells 

by flow cytometry, and soluble MICA in plasma by ELISA.  A significant increase of 

MICA*001 (pC=0.03, OR=2.91, 95% CI=1.04-8.25) was observed in the IPF 

cohort. Likewise, the frequency of the MICA*001/*00201 genotype was significantly 

increased in patients with IPF compared with the healthy controls (pC=0.01, 

OR=4.72, 95% CI=1.15-22.51). Immunoreactive MICA was localized in alveolar 

epithelial cells and fibroblasts from IPF lungs that exhibited an intense cytoplasmic 

staining while the protein was not noticed in normal lungs. Soluble MICA was 

detected in 35% of IPF patients compared with 12% of control subjects 

(p=0.0007).The expression of NKG2D was significantly decreased in γδ T cells and 

natural killer cells obtained from IPF lungs. Our findings indicate that MICA 

polymorphisms and abnormal expression of the MICA receptor NKG2D might 

contribute to IPF susceptibility. 



Resumen  

La fibrosis pulmonar idiopática (FPI), es una neumopatía intersticial crónica de 

etiología desconocida caracterizada por daño y activación de células epiteliales 

alveolares, proliferación de fibroblastos, y acumulación exagerada de matriz 

extracelular en el parénquima pulmonar. La susceptibilidad a desarrollar FPI está 

probablemente determinada por factores genéticos y ambientales, aunque, hasta 

ahora, el posible gen o genes implicados permanecen sin ser definidos. Cuando 

las células epiteliales se someten a estrés físico o químico y se compromete su  

función, deben ser eficazmente eliminadas para controlar la inflamación y 

promover la reparación celular. Uno de los mecanismos de detección y eliminación 

se relaciona con la activación de células inmunes e involucra a la proteína MHC 

relacionada a clase I, llamada MIC (por sus siglas en inglés Major 

histocompatibility complex (MHC) class I chain related) y al receptor de activación 

similar a lectinas de tipo C denominado NKG2D. En este contexto, y tomando en 

consideración que la lesión y activación aberrante de las células epiteliales es uno 

de los principales mecanismos patogénicos de la FPI, y que MIC también se 

expresa en fibroblastos, otra célula crítica en el desarrollo de la fibrosis, 

consideramos que el sistema MIC/NKG2D era un candidato importante para ser 

estudiado en este padecimiento. 

En este trabajo de tesis se exploraron los polimorfismos genéticos de MICA 

mediante tipificación molecular realizada con la técnica de RSCA (reference strand 

mediated conformation analysis) en una cohorte de 80 pacientes con FPI y 201 

controles. Adicionalmente se tipificó el locus HLA-B en 45 pacientes y 70 

controles. Se exploró la expresión de la proteína por inmunohistoquímica en tejido 

pulmonar y se determinaron por ELISA los niveles de MICA soluble en el plasma 

de pacientes con FPI y controles; asimismo, se cuantificó el receptor de MICA 

(NKG2D) por citometría de flujo. Nuestros resultados mostraron un incremento 

significativo del alelo MICA*001 (pC=0.03, OR=2.91, 95% CI=1.04-8.25) y del 

genotipo MICA*001/*00201 (pC=0.01, OR=4.72, 95% CI=1.15-22.51) en los 

pacientes con FPI comparado con los controles sanos. MICA se observó en 

fibroblastos y células del epitelio alveolar en pulmones de pacientes con FPI, pero 

no en pulmones sanos. El análisis citométrico realizado con células pulmonares 

obtenidas de lavado bronquioalveolar mostró un decremento significativo del 

porcentaje de células T γδ y NK que expresaban NKG2D en pacientes con FPI. 

Por otro lado, MICA soluble se detectó en el 35% de los pacientes en comparación 

con el 12% de los sujetos control (p = 0.0007). Estos hallazgos indican que 

algunos polimorfismos de MICA y una expresión anormal de se receptor  NKG2D 

pueden contribuir a la susceptibilidad y desarrollo de la FPI.  



1. Fibrosis pulmonar idiopática (FPI)  

La FPI es la más común de las neumopatías intersticiales idiopáticas y, de hecho, 

la más agresiva de todas las enfermedades pulmonares intersticiales difusas 

(EPIDs) (1). Sus mecanismos patogénicos se desconocen, pero durante muchos 

años se consideró que se trataba de una inflamación crónica que no se resolvía, lo 

que provocaba la reacción fibrótica. Sin embargo, recientemente se ha planteado 

que la inflamación no desempeña un papel importante en la patogénesis de la FPI 

sino que este padecimiento es más bien una enfermedad “epitelial-fibroblástica” 

(2). En este contexto, se ha postulado la existencia de al menos 2 vías diferentes 

para el desarrollo de fibrosis pulmonar (3, 4):  

a) La vía inflamatoria, que participa en las EPIDs asociadas al uso de diferentes 

medicamentos, exposición a agentes ocupacionales y/o ambientales y 

enfermedades autoinmunes, entre otras. En estos padecimientos se puede 

identificar claramente una fase inicial de inflamación al que le sigue una fase tardía 

de fibrosis. 

b) La vía epitelial/fibroblástica, que participa en la  patogenia de la FPI. De 

acuerdo con este paradigma, la lesión y activación epiteliales desempeñan un 

papel fundamental en orquestar la respuesta fibrótica sin participación de la 

inflamación (2) (Figura 1) 

 



 

FIGURA 1. Esquema hipotético de las dos vías que conducen a fibrosis pulmonar (3). 

 

1.1 Historia 

En general se considera que los doctores Louis Hamman y Arnold Rich fueron los 

primeros en describir a la FPI como una nueva entidad clínica y patológica en los 

años de 1933, 1935 y 1944 (5-7). Sin embargo, existen reportes previos en los que 

se reportan datos de autopsias consistentes con FPI; estas descripciones se 

realizaron en 1872 por von Buhl; en 1898 por Rindfleisch; en 1907 por Sandoz, y 

1912 von Hansemann. 

La principal contribución de Hamman y Rich fue el reconocimiento y la descripción 

detallada de los rasgos clínicos y patológicos de una forma de enfermedad 

pulmonar a la que ellos llamaron fibrosis pulmonar intersticial difusa aguda. Esta 



descripción publicada por Hamman y Rich ayudó a identificar casos adicionales de 

FPI (8). Los primeros 3 pacientes fueron tratados en el Hospital de John Hopkins 

entre los años de 1931 a 1933, por disnea severa y cianosis, los cuales fallecieron 

entre tres semanas a tres meses después de ingresar al hospital. En la autopsia 

los pulmones mostraron fibrosis intersticial severa a la que se conoció durante dos 

décadas como síndrome de Hamman y Rich (9). Este padecimiento recibió 

múltiples nombres que causaban muchas confusiones en los criterios diagnósticos 

y terapéuticos hasta que a fines de los años 90´s se unificó su denominación a 

FPI. En los años 2000 y 2002, a través de un consenso internacional con la 

participación de las asociaciones: American Thoracic Society, European 

Respiratory Society, y American College of Chest Physicians se establecieron los 

criterios diagnósticos definitivos (1).  

1.2 Epidemiología de la FPI 

La incidencia y prevalencia de la FPI ha sido difícil de determinar debido a que los 

criterios diagnósticos no fueron uniformes hasta hace algunos años (10). Sin 

embargo se estima que la enfermedad afecta al menos a 5 millones de personas 

en todo el mundo. Una de la primeras evaluaciones en 1972 sugirió que la FPI 

tenía una prevalencia de 3 a 5/100,000 habitantes (9). Esta enfermedad se 

presenta por todo el mundo y no tiene predilección étnica.  

La enfermedad ocurre generalmente después de los 50 años de edad y dos 

tercios de los pacientes son mayores de 60 años (2, 4, 10, 11).  



Los pacientes afectados comúnmente son más hombres que mujeres (2:1), con 

edad promedio al momento del diagnóstico de 66 años (12). Recientemente, en  

Estados Unidos de Norteamérica (EUA) se reportó que la FPI tiene una 

prevalencia de 14.0 por 100,000 habitantes con una incidencia de 6.8/100,000 

(13). Como se mencionó, la prevalencia de esta enfermedad aumenta 

significativamente con la edad pasando de 0.8 por 100,000 en sujetos entre 18 y 

34 años a 64.7 por 100,000 en aquellos mayores de 75 años.  

La mortalidad por FPI se ha incrementado. En un estudio reciente que abarcó 

causas de muerte entre los años 1992-2003 en EUA, la mortalidad por FPI 

ajustada por edad se incrementó 28.4% en hombres y 41.3% en mujeres (14).  

La enfermedad ocurre mayoritariamente en forma esporádica (97% de los casos) 

aunque en un pequeño porcentaje se observa en diferentes miembros de una 

misma familia, afectando fundamentalmente hermanos (10). 

Marshall y colaboradores estimaron que en el Reino Unido, los casos familiares 

explican del 0.5-2.2 % de todos los casos con FPI, con una prevalencia de 1.34 

casos por millón. Loyd  recientemente sugirió que la verdadera frecuencia de FPI 

familiar pudiera ser bastante más alta. El autor relató que, en el programa de 

trasplante pulmonar Vanderbilt, 9 de 47 individuos (el 19 %) que se sometieron a 

trasplante mostraron una historia familiar positiva (15). 

 

 



1.3 Etiología 

El término "idiopática" se utiliza porque a la fecha no se ha determinado la causa 

de esta enfermedad. La FPI es muy probablemente el resultado de una 

combinación de predisposición genética e influencia ambiental (16).  

En relación a los posibles factores ambientales, diversos estudios epidemiológicos 

han sugerido una relación entre exposiciones ambientales y la FPI. Entre ellos 

destacan la exposición a polvos de madera y metales, y particularmente el 

tabaquismo (11, 17). En este contexto, estudios realizados tanto en la enfermedad 

esporádica como familiar han sugerido que el hábito de fumar cigarrillos 

incrementa el riesgo a desarrollar FPI (17, 18). Adicionalmente, algunas 

infecciones virales, como por ejemplo con el virus Epstein Barr se han asociado 

con un mayor riesgo, pero a la fecha los resultados son escasos y contradictorios 

(2). 

1.4 Patogénesis  

Los mecanismos patogénicos que participan en el desarrollo de la FPI no se 

conocen con precisión. En los últimos años se ha sugerido que la enfermedad se 

origina de múltiples focos microscópicos de daño y activación epitelial. Las células 

epiteliales alveolares activadas son responsables del incremento de fibroblastos 

en el pulmón, a través de por lo menos 3 mecanismos: a) liberación de factores 

que inducen migración y proliferación de fibroblastos residentes; b) liberación de 

agentes quimiotácticos de fibrocitos (células circulantes precursoras de 

fibroblastos) y c) a través de un proceso conocido como transición epitelio-



mesénquima (19, 20). Asimismo, participan en la diferenciación de fibroblastos a 

miofibroblastos a través de la secreción del factor de crecimiento transformante 

beta (TGF- ).  

En este microambiente, los focos de fibroblastos/miofibroblastos secretan 

cantidades excesivas de componentes de la matriz extracelular, inducen apoptosis 

de las células epiteliales y ruptura de las membranas basales lo que en su 

conjunto conduce la destrucción de la arquitectura de parénquima pulmonar (21-

23) (Figura 2). 

 

FIGURA 2. Esquema hipotético de los principales mecanismos patogénicos en la FPI (22). 
 

El perfil transcripcional revelado por microarreglos de oligonucleótidos apoya la 

hipótesis del papel de las células epiteliales y fibroblastos en la patogénesis de la 

FPI.  

La comparación de la expresión de genes en pulmones de pacientes con FPI y 

neumonitis por hipersensibilidad (NH) (enfermedad inflamatoria que puede 



progresar a la fibrosis), mostró que esta última se caracteriza por la sobre-

expresión de numerosas citocinas y quimiocinas y sus receptores así como de 

genes relacionados con la activación de células T, mientras que la FPI se 

distingue por la expresión de genes de activación epitelial y de miofibroblastos así 

como de remodelación tisular (24). 

2. Aspectos inmunológicos en la FPI  

El complejo de células y factores humorales que es conocido colectivamente como 

sistema inmunológico puede ser dividido en dos tipos interrelacionados: la 

inmunidad innata (natural) y la inmunidad adquirida. 

El primer sistema funcional como tal, es conocido como inmunidad innata, el cual 

comprende a un gran número de diferentes poblaciones celulares, como lo son: 

células epiteliales, monocitos, macrófagos, células dendríticas , leucocitos 

polimorfonucleares  (PMN), células asesinas naturales (NK), y varias 

subpoblaciones linfocitarias que funcionan como un puente entre la inmunidad 

innata y adquirida como lo son los linfocitos B CD5 y linfocitos T γδ.  

Dentro de este tipo de inmunidad se incluyen un gran número de citocinas, ciertas 

enzimas como la  lisozima, proteínas del sistema del complemento,  proteína c 

reactiva, proteínas de unión a manosa, y CD14. Así también comprende algunos 

receptores celulares como lo son  CD14, D35, CD21 y CD11b. 

En relación a la inmunidad adquirida ésta compromete a un mecanismo único 

mediante el cual la diversidad genética presente en los receptores de células T 



(TCR) y de células B (BCR) son esenciales para la gran variedad y especificidad 

de la respuesta inmune adquirida. Así, tales receptores se unen a antígenos 

previamente procesados, y si las señales de coestimulación están presentes 

ocurre una proliferación antígeno-específica de linfocitos generándose una 

respuesta inmune específica.  

Por otro lado existen dos familias de moléculas que desempeñan papeles 

relevantes en la inmunidad adquirida: los productos de los genes del complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC) y citocinas las cuales proporcionan un 

eslabón esencial para comunicación entre células. (25). 

Las diferentes subpoblaciones de células T  son reconocidas en gran parte por su 

expresión de proteínas de superficie (denominadas CD). Todas las células T 

expresan CD3, como parte del TCR y estas se su vez se subdividen en aquellas 

células que expresan CD4 y CD8. (26) 

En los pasados 20 años, se ha demostrado que la respuesta efectora de las 

células T CD4 muestra una dicotomía con la participación de dos subpoblaciones 

conocidas como células T de tipo Th 1 (T-helper 1)  y células T de tipo Th 2 (T-

helper 2) (27,28) 

Los dos tipos de respuesta, Th1 y Th2 se caracterizan por la producción de un 

patrón específico de citocinas. Los linfocitos Th1 secretan interferón γ (IFN-γ), 

interleucina 2 (IL-2) y factor de necrosis tumoral beta (TNF-β), mientras que los 

linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Los linfocitos Th1 

participan en la activación de macrófagos y en la hipersensibilidad retardada, 



mientras que los linfocitos Th2 cooperan con la respuesta inmune humoral a 

través de la proliferación de linfocitos B y del cambio de isotipo de los anticuerpos 

para la producción de inmunoglobulina E (IgE) e IgG1 (en ratón) o IgG4 (en 

humanos), y promoviendo la diferenciación de eosinófilos y mastocitos (29-31). 

Las respuestas fuertemente polarizadas de tipo Th1 y tipo Th2 no sólo 

desempeñan papeles diferentes en la protección, si no que también pueden 

promover reacciones inmuno-patológicas diferentes (32). 

Un cambio del perfil de citocinas de tipo Th1 a un tipo Th2, puede desempeñar un 

papel importante en la progresión de la fibrosis. Las citocinas de tipo Th2 

generalmente son activadoras de fibroblastos y pueden promover el depósito de 

matriz extracelular. Por el contrario, un perfil de citocinas de tipo Th1, en particular 

IFN-γ, parece ejercer efectos antifibróticos inhibiendo la activación de 

miofibroblastos, una acción que probablemente está relacionada con el bloqueo de 

la señalización de TGF- 1 (33). En este contexto, se ha observado que los 

pacientes con FPI presentan un perfil de citocinas de tipo Th2, lo que sugiere que 

este desequilibrio puede contribuir a fibrogénesis (33). En particular, se ha 

encontrado que las células epiteliales alveolares dañadas liberan IL-4, y no 

expresan IFN- , lo que en  conjunto favorece la migración y proliferación de 

fibroblastos y la acumulación de la matriz extracelular. En contraste, las células 

epiteliales de los pulmones de pacientes con sarcoidosis o neumonitis por 

hipersensibilidad (padecimientos inflamatorios que pueden curar o eventualmente 

progresar a la fibrosis) muestran la expresión de ambas citocinas (34). 



Asimismo, los niveles de IL-4 se encuentran aumentados en los fluidos de LBA de 

pacientes con FPI (35). Se ha sugerido que esta interleucina es casi dos veces 

más potente como mediador profibrótico que el TGF-β (36). 

Por otro lado, se han demostrado un papel importante de IL-13 en la patogénesis 

de la fibrosis pulmonar experimental, aunque su posible implicación en la FPI se 

desconoce. La sobreexpresión de IL-13 en el pulmón provoca fibrosis sub-epitelial 

en vía aérea de ratones, esto en ausencia de cualquier estímulo inflamatorio 

adicional, mientras que el tratamiento con el anticuerpo anti-IL-13 marcadamente 

reduce el depósito de colágena en los pulmones de animales desafiados  con A. 

fumigatus conidia o bleomicina (37, 38), IL-13 puede servir como activador 

indirecto de TGF β, y es potente estimulador de las metaloproteinasas de matriz 2, 

9, 13 y 14 (39). 

El TGF-β 1 es un mediador fundamental en la reparación normal de las heridas, 

así como en el desarrollo de fibrosis. La producción en exceso de TGF-β1 latente 

y su posterior activación tiene un profundo efecto profibrosante incluyendo la 

inducción de diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos así como de la 

exagerada producción de matriz extracelular en especial de colágenas fibrilares 

(40). La  activación del TGF-  es un elemento clave en la progresión de FPI.  

En el pulmón adulto normal en humanos, la expresión de TGF-β1 se localiza 

principalmente en macrófagos alveolares, mientras que en la FPI es 

principalmente sintetizado por las células epiteliales alveolares (41). Más aún, se 

ha observado que el epitelio pulmonar en la FPI expresa la integrina alfa (v) beta 6 



el cual constituye uno de los principales mecanismos de activación de este factor 

(42). 

3. Susceptibilidad genética en FPI 

El desarrollo de la FPI es probablemente determinado por múltiples factores 

genéticos, en el que cada uno contribuye con modestos efectos sobre la 

predisposición a esta enfermedad (Figura 3). Probablemente, en combinación con 

los apropiados disparadores ambientales los individuos que poseen estos factores 

genéticos predisponentes pueden desarrollar FPI.  

Varios polimorfismos de genes han sido estudiados en pacientes con FPI pero los 

resultados han mostrado asociaciones débiles o inexistentes. Además, en la 

mayoría de los casos los resultados no han sido corroborados en cohortes 

independientes (43). 

 

Figura 3. El desarrollo da la FPI probablemente depende de múltiples factores, incluyendo la edad, 

susceptibilidad genética, factores ambientales, y tal vez la naturaleza  del agente que causa el 

daño.  



La evidencia más convincente de que la presencia de factores genéticos 

desempeña un papel en el desarrollo de la fibrosis, al menos en algunos casos, es 

la existencia de fibrosis pulmonar idiopática familiar (44, 45). 

Otra observación que indica una base genética para el desarrollo de fibrosis 

pulmonar, es que no todos los humanos sometidos a distintos agentes agresores 

desarrollan el proceso patológico. Esto se ha descrito en exposiciones a partículas 

orgánicas e inorgánicas o por el uso de algunos medicamentos. En el caso de 

modelos experimentales se ha descrito que mientras que los ratones de la cepa 

C57BL desarrollan la fibrosis pulmonar en respuesta a la instilación con bleomicina 

los ratones BALBc son resistentes al daño.  

Sin embargo, los estudios genéticos de la FPI han sido difíciles debido a los 

limitados casos familiares, inicio tardío de la enfermedad, heterogeneidad 

fenotípica, y una alta tasa de mortalidad. La identificación de marcadores 

genéticos que proporcionan susceptibilidad a la FPI y/o modifiquen  su progresión 

son relevantes en el entendimiento de la patogénesis (46) 

Diversas investigaciones han evaluado polimorfismos genéticos en la FPI. Los 

genes candidatos incluyen genes de citocinas, de proteínas del surfactante y de 

metaloproteinasas de matriz entre otros. Los estudios mas recientes en FPI 

familiar han demostrado una fuerte asociación con mutaciones en el gen de la 

proteína C del surfactante (47), así como con los genes TERC (componente de 

ARN que proporciona la plantilla para la síntesis del telomero) y TERT (proteína 

que cataliza la adición de repeticiones del telómero), unidades funcionales de un 



complejo enzimático denominado telomerasa. Sin embargo estas mutaciones no 

se observan en casos esporádicos. 

3.1 FPI en familias (mapeo genético) 

Aproximadamente uno de cada 50 pacientes con FPI tiene a un familiar en primer 

grado afectado. El modelo de herencia es más consistente con una enfermedad 

autosómica dominante con penetrancia incompleta.  

La presentación clínica de FPI familiar es indistinguible de la FPI esporádica salvo 

que la edad de inicio tiende a ser más temprana (55 años contra 67 años) (48, 49). 

Como se mencionó, el análisis de ligamiento en familias ha mostrado mutaciones 

en dos tipos de genes, los de TERC y TERT y el de la proteína C del surfactante.  

Armanios describió previamente a una familia con disqueratosis congénita 

autosómica dominante con haplo-insuficiencia de telomerasa debido a una 

mutación en TERT en la cual, cuatro de los siete individuos afectados fueron 

diagnosticados con la fibrosis pulmonar idiopática. Posteriormente Tsakiri y 

colaboradores secuenciaron TERT en una cohorte de 73 pacientes con FPI 

familiar e identificaron varias mutaciones; cinco mutaciones fueron heterocigotos 

en TERT y una en TERC. Las longitudes del telómero en los linfocitos de los 

individuos afectados eran significativamente menores cuando se compararon 

contra los controles sanos pareados por la edad.  



Así, estos estudios demostraron que los sujetos con estas mutaciones muestran 

evidencia de acortamiento de  telómeros así como una mayor susceptibilidad al 

desarrollo de FPI (48, 49) 

Por otro lado, se ha encontrado que casi el 70 % de portadores de mutaciones en 

la telomerasa con más de 40 años de edad tienen alguna enfermedad pulmonar 

(48). En dos estudios más recientes los mismos grupos de investigación 

examinaron el largo de los telómeros en individuos con FPI esporádica y se 

encontró que cuando se compararon contra los controles sanos pareados por 

edad, los individuos con FPI tenían más cortos los telómeros en leucocitos 

obtenidos en sangre periférica (50, 51). En uno de ellos se reportó además que 

este acortamiento anormal existía en las células del epitelio alveolar (50).  

En relación a la proteína C del surfactante, Thomas y colaboradores estudiando a 

11 individuos de una familia afectada con FPI en cinco generaciones, identificaron 

una trasversión heterocigota en el exón 5 (+128 T por A) del gen de la proteína C 

del surfactante en todos los individuos enfermos. Esta mutación resulta en una 

sustitución de glutamina por leucina en una región muy conservada dentro del 

dominio carboxilo terminal del precursor de la proteína SP-C. Esta mutación puede 

producir una proteína no plegada, lo que altera su tráfico celular. Los autores 

observaron una distribución aberrante de la proteína SP-C en las células del 

epitelio alveolar de los individuos afectados (52). 

Considerando el papel relevante de esta proteína en la integridad estructural del 

epitelio alveolar, sus modificaciones pueden proporcionar la susceptibilidad al 



daño para los neumocitos de tipo II. Mutaciones en sitios de empalme del gen SP-

C también han sido descritas en otras familias con este padecimiento (46). Es 

importante señalar que las mutaciones que afectan al gen de la proteína C del 

surfactante parecen estar implicadas en la susceptibilidad genética sólo de 

algunos casos de FPI familiar.  La asociación de la mutación de genes SP-C con 

la FPI familiar sugiere que los genes implicados en el mantenimiento de la 

estructura y función del epitelio alveolar son importantes para el desarrollo de FPI.  

3.2 FPI esporádica en estudios de casos control (Genes candidatos)  

Los estudios de casos y controles han sido ampliamente utilizados para 

determinar una asociación genética en casos esporádicos (43). En tales estudios, 

predomina la exploración de los polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs por 

sus siglas en inglés), en genes candidatos biológicamente importantes, se 

examinan en sujetos enfermos no relacionados y se comparan contra los sujetos 

sanos no relacionados (53). 

A la fecha, los genes que más frecuentemente se han estudiado están 

relacionados con inflamación, como la interleucina (IL) 1 alfa, IL1B, IL12B IL6, 

IL10, IL8, IL1RN (antagonista del receptor de la interleucina 1), TNF-  (factor de 

necrosis tumoral alfa), TNFRII (receptor II del factor de necrosis tumoral), LTA 

(linfotoxina alfa), receptor de quimiocinas CXCR1, CXCR2, IFN , CR1 (receptor 

del complemento 1), proteínas del surfactante A1, A2, B, C y D, inhibidor del 

activador del plasminógeno-1, TGF 1 y la enzima convertidora de angiotensina I 

(43). 



Algunas asociaciones reportadas son las siguientes: ILRN +2018 T (OR 3.8) Reino 

Unido, blancos (88/88); Italia, blancos (61/103), TNF  –308 A (OR 13.9) Reino 

Unido (88/88); Italia (61/103); Australia, blancos (22/140), CR1 +5507 (OR 6.2) 

Italia blancos (74/166), Utilizando una cohorte de mexicanos con FPI, Selman y 

colaboradores evaluaron los polimorfismos de genes SP-A1, SP-A2, SP-B, SP-C, 

y genes SP-D. El haplotipo 6A4 del gen SP-A1 mostró asociación con pacientes 

no fumadores con FPI y el alelo 1580C del gen SP-B en pacientes con FPI 

fumadores (54). 

En otro estudio más reciente realizado también en población mestiza mexicana se 

encontró una asociación de FPI con el genotipo 2G/2G de la metaloproteinasa de 

matriz-1 (colagenasa-1) (55). 

En relación a los genes MHC y FPI, el estudio mas reciente indica que tres 

haplotipos pudieran estar involucrados y estos son HLA-DRB1*0407-HLA-

DQB1*0302 (OR 2.49), HLA-DRB1*1402-HLA-DQB1*0301 (OR 5.48), 

HLADRB1*0101-HLADQB1*0501 (OR 3.66) (16). 

4. Genes MHC relacionados a clase I (MIC) 

4.1 Complejo principal de histocompatibilidad (MHC) 

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es la región más importante en 

el genoma de vertebrados en relación a infección y autoinmunidad, y es crucial en 

la inmunidad adaptativa e innata. Desde su descubrimiento en el ratón en 1936, el 

complejo principal de histocompatibilidad (MHC) se ha hecho una de las regiones 



más intensamente estudiadas en el genoma de los vertebrados y posee los genes 

más polimórficos descubiertos a la fecha (56, 57). En el año 2003 se completó la 

secuencia ampliada del MHC como parte de  la secuenciación del cromosoma 6 

humano, y ahora se sabe que el MHC cubre un total de 7.6 Mb sobre este 

cromosoma (56, 58). 

Aunque las moléculas MHC fueron al principio estudiadas por su capacidad de 

conferir tolerancia (histocompatibilidad) en los injertos de tejido, y mas tarde en 

trasplantes de órganos, su función primaria es proporcionar protección contra 

patógenos. Esto se consigue atreves de sofisticadas vías, mediante las cuales, las 

moléculas MHC de clase I presentan antígenos endógenos a los linfocitos T CD8 y 

las moléculas de clase II presentan antígenos exógenos las células T CD4 (56).  

Por convención se ha dividido al MHC en tres regiones contiguas. La mayor parte 

es centromérica en el cromosoma 6 (6p21.3), se denomina región de clase II y 

contiene 17 genes y pseudogenes conocidos.  Contiguo a ésta se encuentra la 

región de clase III, que codifica varios de los componentes del sistema de 

complemento. Telomérica a la región de clase III se localiza la región de clase I, 

que codifica más de 18 genes y pseudogenes (57,59) (Figura 4).  

El grupo de genes HLA de clase II comprende a los genes clásicos de clase II 

(HLA-DP,-DQ, - DR y pseudogenes) y los genes de clase II no clásicos (HLA-DM y 

-DO). Los genes clásicos se expresan sobre la superficie celular como proteínas 

heterodíméricas formadas por sus respectivas cadenas α y β; mismas que 

presentan antígenos a las células T CD4+. Los genes no clásicos de clase II no se 



expresan en la superficie de la  célula, pero forman complejos heterotetraméricos 

implicados en el cambio y cargado de péptidos sobre las moléculas clásicas de 

clase II (56). El grupo de genes HLA de clase III en una serie de genes 

intercalados entre la clase  I y II. Algunos de estos genes, por ejemplo, los genes 

del complemento C4, C2, y factor B, desempeñan un papel en el sistema inmune 

innato (60). También se encuentran allí los genes para TNF- , linfotoxinas  y , 

así como los genes para las proteínas de choque térmico, HSP 70-1 y HSP 70-2. 

(Figura 4) 

El grupo de genes HLA de clase I comprende a los genes HLA de clase I clásicos 

(HLA-A, -B y -C), los genes no clásicos (HLA-E, -F, -G, HFE y 12 pseudogenes) 

así como a los genes MHC relacionados a clase I, conocidos como genes MIC 

(MICA, MICB, y 5 pseudogenes). Junto con la β-2 microglobulina, los productos de 

los genes clásicos de clase I presentan antígenos a las células T CD8 + y están 

implicados en la respuesta inmune mediada por las células NK (Figura 4). Esta 

respuesta implica la interacción con receptores codificados en el complejo de 

receptores de leucocitos (LRC) y el complejo de NK (NKC).  

 

Figura 4. Representación esquemática del Complejo principal de histocompatibilidad o MHC. 



El perfil de expresión de las proteínas MIC, las cuales funcionan como ligandos 

para el receptor de activación NKG2D, indica un papel relevante en el sistema 

inmunológico de mucosas y otros tejidos (Figura 5) (56). 

4.2 Localización y estructura de MICA 

La familia de genes MIC fue descubierta de forma independiente por dos grupos 

de investigadores en 1994 (61, 62). Esta familia está formada por dos genes 

funcionales (MICA y MICB) y cinco pseudogenes (MICC, MICD, MICE, MICF y 

MICG) (Figura 5) que se encuentran localizados en el brazo corto del cromosoma 

6 dentro de la región MHC de clase I (63). (Figura 6). 

MICA pertenece a un grupo de moléculas denominadas MHC no clásicas o de 

clase Ib (57, 64-66), se localiza a 47 Kb centromérico al locus HLA-B y codifica 

para una proteína de 383 aminoácidos (67) 

Figura 5. Familia de genes MIC. 



 

Figura 6. Representación esquemática de la localización del gen MICA dentro del MHC humano 

(68).  

El gen de MICA esta compuesto por 6 exones (69) que se trascriben dando como 

resultado una proteína con un tallo citoplasmático, una región transmembranal y  3 

dominios extracelulares ( 1, 2 y 3) (70) (Figura 7); exhibe un alto polimorfismo 

en la región de transmembrana y el dominio extracelular (71).  

4.3 Función biológica de MICA 

MICA es una glucoproteína de superficie celular con funciones relacionadas a la 

inmunidad innata (72), muestra un patrón de expresión altamente restringido en 

sujetos sanos (73), es decir, generalmente no se expresa en el tejido normal con 

excepción de células epiteliales intestinales (59, 74). 

Los genes MICA sólo muestran 19%, 25% y 35% de homología a los dominios 

extracelulares  α-1, α-2 y α-3 respectivamente de otros genes MHC clase I (61) 

(Figura 7). 



A pesar de este hecho se sabe que codifica proteínas plegadas de una manera 

similar a las moléculas MHC. Sin embargo, funcionalmente no se parecen a las 

moléculas MHC de clase I ya que no se asocian con la β-2 microglobulina (67, 75), 

no se unen a CD8(61) y no presentan péptidos sobre la superficie (64, 67) (Figura 

7).  

Otra diferencia con los productos de los genes clásicos de HLA clase I, es que la 

expresión de MICA no está influenciada por los interferones de tipo I y tipo II, ya 

que su expresión es sobre regulada por calor y estrés debido a elementos de 

respuesta a choque térmico en la región promotora de este gen (75, 76).  

 

Figura 7. Representación de la estructura de MICA. Se pueden observar las diferencias con la 

molécula HLA de clase I clásica (HLA-A) (77, 78). 

En condiciones fisiológicas normales, MICA parece ser crucial en el 

mantenimiento de la integridad del epitelio intestinal, ya que su expresión 

favorecería la eliminación de las células epiteliales infectadas o dañadas; la 

presencia de altos niveles de MICA en células epiteliales podría representar el 



mecanismo mediante el cual el sistema inmune puede reconocer y destruir células 

sometidas a estrés (Figura 5) (79) 

La expresión de MICA por el epitelio y su reconocimiento por células del sistema 

inmune sugieren que puede desempeñar un papel importante en la vigilancia 

inmune y en la inducción directa de inmunidad en mucosas (Figura 5). Diversos 

estudios han establecido que la expresión de MICA se induce por estrés y se une 

a NKG2D, un receptor de células NK, células T /  y linfocitos T CD8 citotóxicos 

(64, 80-83) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Proteína MICA y su receptor NKG2D; este receptor solo lo expresan las células con 

capacidad citotóxica (84). 

Entre las llamadas situaciones de estrés celular que inducen la expresión de MICA 

se encuentran el daño al ADN, transformación maligna (cáncer), e infecciones 

intracelulares (virus y mycobacterias) (85, 86) (Figura 9); su expresión es 

prácticamente inexistente en la superficie de células humanas normales no 



estimuladas aunque los transcritos de esta proteína pueden estar presentes en 

fibroblastos, células endoteliales y células epiteliales (85) (Figura 5).  

Algunos autores han referido que puede expresarse en muy bajos niveles en 

células epiteliales, endoteliales, fibroblastos y células dendríticas, pero no en 

células de linaje linfohematopoyético (72). Por otro lado, se ha reportado que el 

estrés oxidativo aumenta la expresión de MIC (87). 

 

Figura 9. Función biológica de la proteína MICA. (Editorial Médica Panamericana 2004) 

La expresión de MIC es inducida en un gran número de células tumorales 

epiteliales, incluyendo cáncer de colon, de mama, pulmón, ovario renal y 

carcinoma hepatocelular pero no en tejidos normales (88, 89). 

4.4 Polimorfismos de MICA 

MICA exhibe un alto grado de polimorfismo alélico y actualmente se conocen 64 

alelos (http://www.anthonynolan.org.uk/HIG). Estos se clasifican en base a la 

secuencia de nucleótidos del gen MICA completo. El polimorfismo más 

intensamente estudiado dentro del gen MICA, es el polimorfismo de los 

http://www.anthonynolan.org.uk/HIG


microsatélites que consiste en un número variable de repeticiones del trinucleótido 

GCT que se encuentra dentro del exón 5 codificando para un número variable de 

alaninas dentro de la región transmembranal (69, 76); estos alelos son MICA- A4, -

A5, -A5.1, -A6, -A7, -A9 y –A10, los que representan 4, 5, 6, 7, 9 y 10 repeticiones 

de los tripletes (GCT/AGC) respectivamente (90). 

El alelo MICA–A5.1 con la inserción de una guanina (GCT > GGCT) después del 

segundo triplete provoca una mutación en el marco de lectura que genera un 

codón de paro prematuro en la región de transmembrana, por lo tanto, trunca el 

tallo citoplasmático de MICA (42 aminoácido de longitud hidrófobo). La proteína 

soluble truncada se mueve a la membrana apical, a diferencia de la proteína 

normal  que se mueve a la membrana basolateral (76). 

El significado biológico de los diversos polimorfismos dentro de este gen no se 

conocen con precisión; se ha sugerido que ciertos cambios en la secuencia de 

aminoácidos de la proteína pueden influenciar para que se lleve a cabo una 

expresión anormal, como es el caso de los alelos MICA*010, y MICA*025 en los 

que una substitución de nucleótidos causa un cambio de aminoácidos (prolina por 

arginina), en el dominio alfa 1 en la posición 6, afectando el plegado de la 

molécula y la supresión de su expresión en la superficie de célula (91). 

En otros casos influye en la afinidad de la interacción con su inmunoreceptor 

NKG2D. Un reporte ha demostrado que la presencia del aminoácido metionina o 

valina en el codón 129 del dominio -2 confiere una fuerte o baja afinidad por su 

receptor NKG2D respectivamente (67). 



4.5 MICA y enfermedad 

Este pequeño segmento del genoma humano ha sido estudiado en diferentes 

enfermedades con fondo autoinmune, como por ejemplo diabetes mellitus, artritis 

reumatoide, psoriasis, enfermedad celiaca, espondilitis anquilosante, síndrome de 

Reiter, y enfermedad de Behcets (92-96). 

En particular se han realizado estudios de asociación con enfermedades que 

previamente se conocían relacionadas con  alelos de los locus HLA-B y -C, como 

la espondilitis anquilosante, enfermedad de de Behçet, psoriasis vulgaris y 

enfermedad de  Kawasaki. Sin embargo, la mayor parte de estudios de asociación 

en base a casos y controles se han concentrado en polimorfismos de los 

microsatélites dentro del exón 5 (Tabla 1).  

Muy pocos estudios han explorado todos los polimorfismos de MICA y la mayoría 

de estos han sido relativamente pequeños en el tamaño de la muestra y se han 

realizado en un grupo étnico en particular. 

Estudios con más de un grupo étnico se han enfocado a espondilitis anquilosante 

y enfermedad de Behçet, y el consenso ha sido que cualquier asociación con los 

alelos de MICA es aparentemente secundaria, debido al desequilibrio de enlace 

con los alelos  HLA-B (71). 

 

 



Enfermedad Alelo asociado Población 

Espondilitis anquilosante  MICA-A4(HLA-B*27) 
MICA*007 y MICA*010 
(HLA-B27  
MICA-4 (HLA-B*27)  

Caucasoides (europeos) 
Oriental (Japoneses) 
Caucasoides (Africanos y 
asiáticos) 
Caucasoides (Italianos)  

Enfermedad de Behcets  MICA-A6 (HLA-B51) 
MICA*009 y MICA-6 (HLA-
B51) 
MICA*009 (HLA-B51) 
MICA-A6 (HLA-B51)  

Oriental (japoneses) 
Medio oriente (palestinos) 
Oriental (japoneses) 
Caucásicos (Griegos) 
Caucásicos (españoles) 
Orientales (Japoneses) 
Orientales (Japoneses) y 
caucásicos (griegos y españoles)  

Psoriasis  MICA*002 y MICA-A9 
PERB11.1*06 
MICA-A5.1 (HLA-C*06)  

Caucásico (Españoles) 
Caucásicos (Australianos) 
Orientales (Coreanos) 

Tabla 1. Algunas enfermedades autoinmunes asociadas con alelos de MICA en diversas 
poblaciones.   

 

4.5.1 MICA y cáncer  (mecanismos de evasión inmunológica) 

Las células NK son parte del sistema inmune innato, con la citotoxicidad como uno 

de sus varios mecanismos efectores y desempeña un papel fundamental en contra 

de células tumorales y la eliminación de células infectadas por virus. El receptor de 

célula NK, G2D (NKG2D) está implicado en la activación de estas células así 

como de algunas subpoblaciones de linfocitos T y desempeña un papel importante 

en la vigilancia inmune antitumoral. NKG2D es activado por una amplia variedad 

de ligandos que sirven como marcadores de estrés celular, y entre estos destaca 

MICA (97, 61). 



La unión de MICA con el receptor NKG2D provoca la respuesta citolítica de las 

células NK, linfocitos T  y CD8+ (98) y por lo tanto la muerte de la célula tumoral 

o infectada.  

Evidencia experimental acumulada en los últimos años indica que el sistema 

MICA-NKG2D participa de diferentes maneras en la respuesta immune (75, 80, 

99, 100), pero esta interacción es particularmente importante para la reacción 

antitumoral (79, 101-105). El mecanismo efector anti-tumor utilizado por las células 

NK comprende la citotoxicidad contra las células blancos susceptibles  y la 

secreción de INF-  y otras citocinas pro-inflamatorias (106-107). 

En la mayoría de los casos las células NK lisan a células blanco susceptibles 

secretando gránulos citotóxicos que contienen granzimas y perforinas; sin 

embargo, algunos estudios en ratones y en células humanas deficientes de 

granzimas y perforinas revelan que las células NK también pueden lisar a las 

células blanco mediante citotoxicidad mediada por receptores de muerte tales 

como el sistema Fas-FasL y por medio de  ligandos que inducen apoptosis 

relacionados a TNF (TRAIL) (108). 

MICA se expresa en una amplia variedad de tumores, como melanomas, cáncer 

de mama, de colon, y cáncer hepático así como en algunas leucemias (110) 

(Figura 10). En líneas celulares epiteliales tumorales, la trascripción de MICA y 

MICB es activada por proliferación, choque térmico y estrés  oxidativo (111). 



 

 

Figura 10. Expresión de MIC en algunos tipos de tumores malignos (119-121) 

Asimismo, se han encontrado niveles  aumentados de MICA en el suero de 

pacientes con diferentes tumores de origen epitelial (109, 112). 



Varios estudios sugieren que uno de los mecanismos de escape tumoral lo 

constituye la liberación de MICA de las células cancerosas lo que 

sistemáticamente imposibilita su unión al receptor NKG2D de las células NK, 

linfocitos T  y CD8+ y por lo tanto evita la respuesta inmune anti-tumoral (59). 

(Figura 11).  

En este contexto, se ha descrito a MICA soluble como un marcador en cáncer e 

incluso en algunos casos los niveles elevados correlacionan significativamente con 

el estadio de la enfermedad o con la presencia de metástasis (112-118) (Figura 

11). 

 

Figura 11. Mecanismo de evasión inmunológica sugerido en cáncer.  

Por otro lado, estudios recientes demuestran un papel importante del TGF  en la 

expresión del receptor NKG2D. Se le ha descrito como una molécula central 

responsable del escape inmune del tumor porque regula negativamente a NKG2D 

en células NK y células T CD8 (74). Por ejemplo, Friese y colaboradores usaron 



un RNA de interferencia para inhibir al TGF , con lo que observaron una mejoría 

en la respuesta inmune anti-glioma, mediada por el receptor NKG2D (84). 

Asimismo, se ha sugerido que algunas enzimas de la familia ADAM (a disintegrin 

and metalloproteinase domain) pueden ser responsables del corte de MICA sobre 

la superficie de las células dañadas. Así, Waldhauer y colaboradores utilizando 

RNA de interferencia describieron que las proteasas responsables del corte 

proteolítico de MICA son la ADAM10 y ADAM17 (122). También, experimentos 

realizados con inhibidores de metaloproteinasas de matriz de amplio espectro 

(inhibidores comerciales)  evitaron el corte de MICA de la superficie celular (84).  

5. NKG2D 

El receptor NKG2D representa la unión entre la inmunidad innata y adaptativa 

(123). Como ya se mencionó, es expresado por células del sistema inmune innato 

(células de NK), de transición (células γδ y NKT) y adaptativo (células T CD8+) 

(124). Este receptor provee señales de coestimulación a las células T CD8 y activa 

poderosamente a las células NK (114). Las células T CD4 vírgenes no expresan 

NKG2D, pero si lo hacen las células T CD4 de pacientes con artritis reumatoide 

(59).  

NKG2D es un receptor de activación similar a las lectinas de tipo C, codificado 

dentro del complejo NK sobre el cromosoma 12, y su función primordial es 

promover la lisis de las células tumorales mediante la unión de sus ligandos 

MIC.(112). NKG2D es una glicoproteína de transmembrana, con un dominio 



citoplasmático N-terminal (aminoácido 1 al 51), una región anclada de 

transmembrana (aminoácido 52 al 72) y un dominio extracelular C-terminal 

(aminoácidos 73 al 216) con tres sitios potenciales de N-glicosilación (Figura 12). 

En la superficie celular, NKG2D forma un homodímero estabilizado por un puente 

disulfuro, asociado a la proteína adaptadora DAP10, una proteína de 

transmembrana de tipo I que media exclusivamente la señalización de NKG2D. El 

homodímero NKG2D asociado con dos homodímeros DAP10 forman una 

estructura hexamérica. En ausencia de DAP10, NKG2D es retenido dentro de la 

célula (125). NKG2D y DAP10 transforman señales que activan o coestimulan las 

funciones efectoras de las células con actividad citotóxica (97, 122) y una de la 

citocinas que regulan su expresión es la IL-15 (126). 

 

Figura 12. Estructura del receptor NKG2D (78). 

Se han descrito algunos polimorfismos dentro del gen de este receptor, sugiriendo 

un importante papel en relación a la inmunovigilancia en cáncer (97). 

 



 

 

 

 

6. Justificación  

La fibrosis pulmonar idiopática se caracteriza por daño y activación anormal de las 

células epiteliales así como de la expansión de la población de 

fibroblastos/miofibroblastos en el parénquima pulmonar. El sistema MICA/NKG2D 

es importante en la eliminación de este tipo de células y una disminución en su 

efectividad podría desempeñar un papel en la patogénesis de esta enfermedad. A 

la fecha, no existe ningún estudio sobre polimorfismos de MICA y sobre el 

comportamiento del ligando MICA y el receptor de activación NKG2D en fibrosis 

pulmonar idiopática.  Un mejor entendimiento del posible papel de la respuesta 

inmune innata podría abrir diferentes opciones terapéuticas para este 

padecimiento que es progresivo, irreversible y letal. 

 

 

 

 



7. Hipótesis   

El gen MHC relacionado a clase I-A (MICA) y/o la proteína MICA y el eje 

MICA/NKG2D se asocian con la susceptibilidad y/o desarrollo de la fibrosis 

pulmonar idiopática. 

8. Objetivo general  

Evaluar el posible papel de MICA y la relación MICA/NKG2D en la susceptibilidad 

a desarrollar fibrosis pulmonar idiopática. 

8.1 Objetivo particulares  

1) Determinar mediante la técnica de analisis conformacional de cadenas de 

referencia (RSCA) los alelos pertenecientes a los loci HLA-MICA en pacientes con 

fibrosis pulmonar idiopática y controles sanos no relacionados.  

2) Determinar frecuencias genotípicas de los genes  MICA en pacientes y 

controles. 

3) Determinar los niveles de MICA soluble en plasma mediante ELISA. 

4) Determinar el o los tipos celulares que expresan MICA en tejido pulmonar por 

inmunohistoquímica. 

5) Cuantificar por citometría de flujo el porcentaje de células obtenidas por lavado 

bronquioalveolar que expresan el receptor NKG2D. 

 



9. Material y metodos 

9.1 Calculo del tamaño de la muestra 

Por medio del paquete estadístico Power and Sample Size Calculation Versión 

2.1.31 y tomando como referencia un estudio previo de asociación, se calculó el 

tamaño de la muestra para un nivel de confianza del 95%, un poder de 80 y con 

una relación enfermos-controles de 1:1. Se utilizó la razón de momios (OR) de un 

estudio de asociación entre los  genes HLA y FPI. La frecuencia génica de los 

controles que se utilizó fue del alelo DRB1*1402. El OR para este alelo fue de 4.77 

(16) y como resultado el tamaño de muestra obtenido es de 73 controles y 73 

enfermos; sin embargo, se consideró triplicar el número de controles  para permitir 

que los alelos con frecuencias menores  se puedan observar. Finalmente las 

cohortes quedaron constituidas por 201 controles y 80 casos.  

9.2 Población en estudio 

9.2.1 Pacientes con fibrosis pulmonar idiopática 

Se estudiaron 80 sujetos mestizos mexicanos no relacionados, con el diagnóstico 

de fibrosis pulmonar idiopática. El diagnóstico se realizó de acuerdo a los 

parámetros sugeridos por la Sociedad Americana del Tórax (1) y se confirmó 

mediante el análisis histolólogico de la biopsia pulmonar. Los criterios de inclusión 

fueron: 

a) Ser mestizo mexicano (por lo menos 2 generaciones nacidas en México).  

b) Diagnóstico confirmado de fibrosis pulmonar idiopática.  



c) No padecer o haber padecido enfermedades autoinmunes o infecciosas 

relacionadas con el complejo principal de histocompatibilidad.  

d) Estar de acuerdo a participar en el protocolo de investigación y firmar una carta 

de consentimiento. 

Se estudiaron cuarenta y dos pacientes (52%) del sexo masculino y 38 (48%) del 

sexo femenino y la edad media fue de 65 años. El estudio se realizó de acuerdo a 

la Declaración de Helsinki, fue aprobado por el comité de ética institucional y se 

obtuvo el consentimiento de cada paciente.  

9.2.2 Grupo Control 

Se analizaron 201 individuos mestizo mexicanos, voluntarios no relacionados con 

los pacientes con FPI, y clínicamente sanos, a los cuales se les realizaron los 

mismos análisis que al grupo problema. Setenta y dos (35%) fueron del sexo 

masculino y 129 (65%) del sexo femenino, la edad media fue de 42.7 años.  

10. Tipificación molecular de los alelos MICA 

10.1 Extracción de DNA 

El DNA genómico se obtuvo por medio de un método basado en detergentes 

iónicos, con un estuche comercial (BD Tract Genomic DNA), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

 



10.2 Amplificación de los exones 2-3 y 4-5 de MICA por PCR 

Los exones 2-3 fueron amplificados con los iniciadores MICA2-3F 5´-T CCT GCC  

CCA GGA AGG TTG GG-3´ y MICA2-3R 5´-AGG GAG AGG AGA GCC CCT 

GGC-3. Los exones 4-5 con MICA4-5F 5´-CAG ACT TGC AGG TCA GGG GTC 

CCG-3´ y MICA4-5R 5´- CCT TAC CAT CTC CAG AAA CTG C-3´. 

Los iniciadores MICA2-3F y MICA2-3R amplifican una región de 949 pb que 

incluye a los exones 2 y 3 del gen MICA, y los iniciadores MICA4-5F y MICA4-5R  

amplifican una región de 678 pb. 

Las condiciones de la amplificación fueron las siguientes: se utilizó una mezcla de 

reacción para PCR que contenía en cada reacción la concentración final de 1.5mM 

de MgCl2, para MICA 2-3 y 2mM para MICA 4-5, 0.2 mM de dNTPs, 1X de buffer 

de DNA Taq polimerasa, 0.5 pM de cada uno de los iniciadores y 0.75 U de DNA 

taq polimerasa platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA), y 0.5 µg de DNA en 25 l 

como volumen final.  

Las condiciones de PCR para MICA 2-3 fueron una desnaturalización inicial de 

95°C durante 5 minutos seguida de 33 ciclos a 95°C durante 30 segundos, 65°C 

durante 50 segundos y 72°C durante 30 segundos y una extensión final a 72°C 

durante 8 minutos.  

Las condiciones de PCR para MICA 4-5 fueron una desnaturalización inicial de 

94°C durante 4 minutos seguida de 35 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 63°C 



durante 1.30 minutos y 72°C durante 2 minutos y una extensión final a 72°C 

durante 10 minutos.  

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador GeneAmp PCR 

System 9700 (Applied Biosystems, Foster City CA). Los productos de PCR 

amplificados fueron corridos mediante una electroforesis en geles de agarosa al 

2% con 0.2 µg/ml de bromuro de etidio por 40 minutos (30V/cm) y los productos 

fueron visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta (UVP Inc. Upland, 

CA), con la finalidad de comprobar la amplificación de 949 pb para el exón 2-3 y 

678 pb para el exón 4-5. 

11. Análisis conformacional de cadenas de referencia RSCA (Reference 

strand mediated conformation analysis) 

La tipificación molecular del polimorfismo de MICA fue realizada mediante la 

técnica de análisis conformacional de cadenas de referencia (RSCA por sus siglas 

en ingles) (Figura 13).  

La producción e hibridación de referencias marcadas con fluorescencia (RMF) con 

las muestras, así como las condiciones de electroforesis y el gel de poliacrilamida 

para el RSCA se realizaron siguiendo indicaciones previamente descritas (127, 

128). 



 

Figura 13. Representación gráfica de la técnica “análisis conformacional de cadenas de 

referencia”.  

Tres RMF fueron seleccionadas para el exón 2-3, RMF1 MICA*001 (EJ32B), 

RMF2 MICA*00801 (WT47) y RMF3 MICA*004 (PF97387) mientras que para el 

exón 4-5 se seleccionaron dos RMF1 MICA*001 (EJ32B), RMF2 MICA*004 

(PF97387).  

Los controles internos que se utilizaron para los exones 2-3 de MICA fueron los 

alelos MICA*001, *00201, *004, *00701, *008, 010, *017, y *018. Para los exones 

4-5 fueron los alelos MICA*001, *00201, *004, *008  y 010 (Tabla 2 y 3) 

Tabla 2. Controles internos y RMF utilizados en la determinación de 
la movilidad de los exones 2-3 de MICA 
 

MICA 2-3 
RMF 

No de Ctrol. Interno Alelo Linea celular 



 

 

 

 

 

 

 

 

3). 

 

 

 
 

 

La movilidad de cada homoduplex fue analizada a través del programa ALLELE 

LINK (Amersham Pharmacia Biotech). De esta manera y comparando con los 

controles internos se determinaron los alelos de MICA (127) (Figura 14). 

RMF 1 
MICA*001 
(EJ32B) 

1 MICA*00201 
MICA*017 

M7 
DBB 

2 MICA* 00801 
MICA*004 

LB 
PF97387 

3 MICA*010 BOLETH 

RMF 2 
MICA*00801 

(WT47) 

4 
 

MICA*00201 
MICA*018 
MICA*001 

M7 
BM16 

DUCAF 

5 MICA*004 PF97387 

RMF 3 
MICA*004 
(PF97387) 

6 MICA*00201 
MICA*001 

M7 
EJ32B 

7 MICA*00701 
MICA*018 

BM92 
BM16 

Abreviaturas: RMF Referencias con marca fluorescente.  

 

Tabla 3. Controles internos (microsatélites) y RMF utilizados en la 

determinación de la movilidad de los exones 4-5 de MICA. 
 

MICA 4-5 
RMF 

No de Ctrol. Interno Alelo Linea celular 

 
 

RMF 1 
MICA-A6 

1 MICA*A4 
MICA*A9 

DUCAF 
M7 

2 MICA*A5 
MICA*A5.1 

BOLETH 
LB 

3 MICA*A5 
MICA*A9 

BOLETH 
M7 

 
 

RMF 2 
MICA-A4 

4 
 

MICA*A6 
MICA*A9 

PF97387 
M7 

5 MICA*A5 
MICA*A5.1 

BOLETH 
LB 

6 MICA*A5 
MICA*A9 

BOLETH 
M7 

Abreviaciones: RMF Referencias con marca fluorescente. 



 
Figura 14. Representación del análisis e interpretación de resultados con el programa de 

computadora ALLELE LINK (Amersham Pharmacia Biotech). Se observa la movilidad de los 
productos hibridados con las RMF (A6 y A4). Los controles internos (L1 al L7) tienen un patrón de 
movilidad establecido, con lo que al comparar contra el problema podemos determinar el alelo; es 
importante comprobar la movilidad del problema al menos con dos RMF (A4 y A6 para el exón 4-5). 

 

12. Tipificación molecular de HLA-B 

La tipificación molecular del locus HLA-B se realizó mediante la técnica de PCR-

SSP (sequence specific primer) utilizando el kit comercial Fastype HLA-DNA SSP 

Typing System (Biosynthesis Inc., Dallas TX), el cual ha sido certificado por la 

American Society for Histocompatibility and Immunogenetics (ASHI). 

Se utilizaron 47 pares de primers para determinar los 45 principales grupos 

específicos de HLA-B (de B 7 a B 81) por baja resolución. Todas las 

amplificaciones de PCR fueron realizadas con 75 ng de ADN genómico en 10 µl 

de volumen de reacción conteniendo 50 mM KCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8.3, 1.5 mM 

MgCl2; 60µM de cada dNTP’s (129, 130). 



Las condiciones de PCR fueron 20 ciclos con una temperatura inicial de 94°C por 

20 segundos, seguido de 61°C por 50 segundos y 72°C por 30 segundos; se 

utilizó un termociclador de la marca GeneAmp PCR system 9700 (PE Applied 

Biosystems. Foster City CA). Adicionalmente se agregaron 10 ciclos de 94°C por 

20 segundos, seguido de 65°C por 1 minuto, esto después del último pasó de 

desnaturalización en el primer ciclo y para finalizar 5 minutos adicionales a 72°C 

fueron incluidos después del último ciclo. En todos los casos, las amplificaciones 

fueron realizadas utilizando 0.5 U de Taq DNA polimerasa Platinum (Invitrogen; 

Rockville MD).  

Los productos amplificados por PCR-SSP fueron corridos en un gel de agarosa al 

2% conteniendo 0.2 µg/ml de bromuro de etidio por 40 minutos (30V/cm) las 

bandas alelo especificas fueron visualizadas en un transiluminador de luz 

ultravioleta (UVP inc. Upland, CA) posteriormente fueron analizados y 

almacenados en el equipo de foto documentación EDAS290 (Kodak, Rochester, 

NY). Los resultados fueron interpretados siguiendo las instrucciones de las hojas 

de tipificación de la guía de procedimientos. 

13. Inmunohistoquímica de MICA 

Las secciones de tejido pulmonar de pacientes con FPI y normales fueron 

desparafinadas, rehidratadas y bloqueadas con H2O2 al 3 % en metanol por 30 

minutos. Para mejorar la exposición de MICA las preparaciones se sometieron a 

amortiguador de citrato (10 mM, pH 6.0) durante 8 minutos en el microondas. Las 

secciones de tejido fueron tratadas con un diluyente de anticuerpo que reduce los 



componentes del fondo (Chemicon Australia Pty), diluido 1:100 en PBS durante 20 

minutos y luego incubadas con el anticuerpo MICA antihumano (de conejo 

policlonal; 200 µg/ml diluido 1:50, 4 µg/ml; Santa Cruz, CA) a 4°C durante la 

noche.  

Pasada la incubación se utilizó un anticuerpo secundario biotinilado anti-

inmunoglobulina seguido por un anticuerpo conjugado con peroxidasa (BioGenex, 

CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como sustrato se utilizó el 3-amino-

-9-etil-carbazol (AEC, BioGenex) en amortiguador de acetato conteniendo 0.05% 

de H2O2. Las secciones fueron contrateñidas con hematoxilina (131). 

El anticuerpo primario fue remplazado por suero no inmune para las laminillas 

control negativas. Como controles positivos para la expresión de MICA se 

utilizaron tejidos con cáncer de próstata. Las laminillas fueron examinadas en un 

microscopio Nikon E600 y las imágenes digitales fueron obtenidas con una 

cámara Digital Nikon DXm1200C. 

14. Cuantificación de MICA soluble   

La cuantificación de la proteína  MICA se realizó mediante un ensayo de ELISA 

utilizando un estuche comercial (R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN) para 

detectar la proteína MICA soluble en muestras de plasma, siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  

Las placas   (Costar EIA Plate, Minneapolis, MN) fueron cubiertas con 100 µl (360 

µg/ml) de anticuerpo de captura por pozo e incubadas durante toda la noche a 



temperatura ambiente. Después de lavarlas se bloquearon con 300 µl de reactivo 

diluyente por pozo.  

Diluciones seriales de la curva estándar y muestras de plasma (100 µl) se 

agregaron a cada pozo e incubaron  durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Después se añadieron 100 µl del anticuerpo de detección y se incubaron durante 2 

horas a temperatura ambiente. Se agregaron 100 µl de estreptavidina-HRP a cada 

uno de los pozos e incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente 

evitando la luz directa. Después de lavar, se añadieron 100 µl de la solución de 

substrato y se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente.  

Finalmente se agregaron 50 µl de la solución stop en cada uno de los pozos y la 

absorbancia se leyó a 450 nm en un lector ELISA. Se utilizó una curva estándar de 

la relación logarítmica entre la concentración y la absorbancia para calcular la 

concentración MICA soluble en muestras de plasma. 

15. Citometría de flujo para NKG2D 

La determinación del fenotipo de superficie de los linfocitos T y células NK se 

realizó en células de lavado bronquioalveolar (LBA). Las células fueron  

descongeladas, lavadas, y resuspendidas en amortiguador de tinción y se 

incubaron con anticuerpos monoclonales para determinar las subpoblaciones de 

células T γδ, NK, NKT, T CD4 y T CD8 (BD Pharmingen, San Diego, CA) y 

posteriormente fueron fijadas en paraformaldehído al 1 % para el análisis por 

citometría de flujo (132). 



Las células fueron marcadas con anticuerpos anti-CD3-PerCP, anti- CD16-FITC, 

anti-CD56-FITC, anti-TCR γδ-PE, anti-NKG2D-APC, anti-CD4-APC-Cy7 y anti-

CD8-PE-Cy7 (Becton Dickinson, San José, CA). Las muestras fueron analizadas 

en un citómetro de flujo FACS Aria (Becton Dickinson, San Jose, CA) utilizando el 

software FACS Diva. Se adquirieron 100,000 eventos por tubo.  

16. Análisis estadístico 

Las frecuencias alélicas de MICA fueron determinadas por conteo directo en 

pacientes con FPI y sujetos sanos. La comparación de las frecuencias alélicas y 

genotípicas de MICA en pacientes con FPI  y el grupo control fue evaluada por la 

prueba Chi-cuadrada combinada con tablas de contingencia de 2x2 utilizando el 

programa estadístico EPIINFO (Versión 6.04b). Se estimó el intervalo de confianza 

del 95% (95% IC) así como la razón de momios (OR). Se analizó el equilibrio 

Hardy-Weinberg para todas las combinaciones genotípicas de cada variante de 

MICA.  

 



17. Resultados 

7.1 Asociación de MICA con FPI  

Ocho alelos de MICA fueron  identificados en este estudio, de los cuales  6 

mostraron una frecuencia alélica por arriba de 0.01. Las frecuencias alélicas y 

genotípicas de pacientes con FPI y los sujetos control se muestran en la tabla 4.  

Los alelos más comunes en ambos grupos fueron: MICA*00201 (fg=0.35 en 

controles y 0.42 en FPI) y MICA*010 (0.29 en controles y 0.33 FPI).  

Se observó un aumento significativo del alelo MICA*001 en los pacientes con FPI 

en relación al grupo control (pC=0.03, OR=2.91, 95% IC=1.04-8.25) y una 

disminución en la frecuencia del alelo MICA*004 en los pacientes con FPI en 

relación al grupo control (pC=0.008, OR=0.41, 95% IC=0.20-0.80) (Tabla 4). 

Tabla 4. Frecuencia génica de los alelos de MICA en pacientes y grupo control. 

Alelo FPI 
n = 80  

(160 alelos) 

CTROL 
N =  201 

(402 alelos) 

OR 
 

pC IC 

n Fg n fg 

*00201 68 0.42 142 0.35 1.35 0.13 0.91 - 2.00 
*010 54 0.33 119 0.29 1.21 0.38 0.80 - 1.82 

*00801 14 0.08 47 0.11 0.72 0.38 0.36 - 1.39 
*001 10 0.06 9 0.02 2.91 0.03 1.04 - 8.25 

*004 12 0.07 66 0.16 0.41 0.008 0.20 - 0.80 
*017 2 0.01 17 0.04 0.29 0.13 0.03 -1.23 

*00701 0 ND 1 0.002 2.52 0.48 0.03 - 198.45 

*018 0 ND 1 0.002 2.52 0.48 0.03 - 198.45 
Abreviaturas: IC  intervalo de confianza; fg  frecuencia génica; ND no detectado; OR odds ratio; 
pC p corregida 



 

Por otro lado, se encontraron diecinueve genotipos; los más comunes en ambos 

grupos fueron: MICA*00201/*00201 (fg = 0.17 en controles y 0.18 en FPI), 

MICA*00201/*010 (fg = 0.16 en controles  y 0.21 en FPI) y MICA *010/*010 (fg = 

0.10 en controles y 0.18 en FPI). (Tabla 5).  

La frecuencia del genotipo MICA*001/*00201 se encontró considerablemente 

aumentada en pacientes con FPI en relación con los controles sanos (pC=0.01, 

OR=4.72, 95% IC=1.15-22.51). A la inversa, el genotipo homocigoto 

MICA*004/*004 fue menos frecuente en FPI (fg=0.01) que en los controles (fg= 

0.08) (pC = 0.17, OR = 0.04, 95% IC = 0.0-1.15) (Tabla 5). 

Algunos alelos y genotipos no fueron detectados esto podría deberse a una baja 

representación de estos alelos o genotipos en nuestros grupos de estudio, o a una 

verdadera ausencia de ciertos alelos o genotipos de MICA en nuestros grupos de 

estudio. No se observaron desviaciones significativas del equilibrio de Hardy-

Weinberg en la distribución de genotipos de MICA en pacientes con FPI y 

controles sanos.  

 

 

 

 

 

 



 

17.2 Distribución de alelos MICA según la afinidad para NKG2D 

En la búsqueda de una correlación funcional para conocer el papel de MICA en la 

FPI, los alelos de este gen fueron agrupados según la presencia de valina o 

metionina en la posición  129 (polimorfismo una A por una G dentro del exón 3 en 

la posición 454), lo que se asocia con baja o alta afinidad para su unión con el 

receptor NKG2D. Los alelos con valina en la posición 129 son de baja afinidad y 

están representados por MICA*004, *006, *008, *009, *010, *016, *019. Los alelos 

con metionina en la posición 129 son de alta afinidad y están representados por 

MICA*001, *002, *007, *011, *012, *015, *017, *018, *021 (133). (Tabla 6). 

Tabla 5.- Frecuencias genotípicas de MICA en pacientes y grupo control. 

Genotipo FPI Ctrol OR PC CI 

n= 80 n=201 

n fg n fg 

*00201/*010 17 0.21 34 0.16 1.33 0.49 0.65 - 2.64 
*00201/*00201 15 0.18 36 0.17 1.06 0.99 0.50 - 2.14 

*010/*010 15 0.18 22 0.10 1.88 0.12 0.85 - 4.04 
*00201/*00801 10 0.12 18 0.08 1.45 0.49 0.57 - 3.51 

*001/*00201 7 0.08 4 0.01 4.72 0.01 1.15 - 22.51 

*00201/*004 4 0.05 11 0.05 0.91 0.56 0.20 - 3.19 
*004/*010 4 0.05 17 0.08 0.57 0.45 0.14 - 1.83 
*001/*010 2 0.02 4 0.01 1.26 0.54 0.11 - 9.01 

*00801/*00801 2 0.02 5 0.02 1.01 0.64 0.09 - 6.30 
*001/*004 1 0.01 ND 0 2.53 0.48 0.03 -199.70 
*004/*004 1 0.01 14 0.06 0.17 0.04 0.0 - 1.15 
*004/*017 1 0.01 4 0.01 0.62 0.55 0.01 - 6.44 

*010/*017 1 0.01 9 0.04 0.27 0.16 0.01 - 2.01 
*00201/*017 ND ND 2 0.009 1.26 0.63 0.02 - 24.49 
*004/*00801 ND ND 6 0.02 0.41 0.35 0.01 -3.48 

*00801/*010 ND ND 11 0.05 0.22 0.09 0.01 - 1.56 

*00801/*017 ND ND 2 0.009 1.26 0.63 0.02 - 24.49 

*00201/*00701 ND ND 1 0.004 2.53 0.48 0.03 - 199.70 

*001/018 ND ND 1 0.004 2.53 0.48 0.03 -199.70 
Abreviaturas: IC  intervalo de confianza; fg  frecuencia génica; ND no detectado; OR odds ratio; pC 
p corregida 



 

 

 

 

 

Las frecuencias alélicas y genotípicas de los alelos con alta (A) y baja afinidad (B) 

para el receptor NKG2D en pacientes con FPI y controles sanos se muestran en la 

tabla 7.  

En el grupo control los alelos con alta afinidad mostraron una frecuencia de 0.42 y 

los de baja afinidad de 0.57; para los pacientes con FPI los de alta afinidad 

tuvieron una frecuencia de 0.50 y los de baja afinidad también de 0.50  (Tabla 7). 

Las frecuencias genotípicas fueron: A/A (f.g. = 0.21); A/B (f.g. = 0.40) y BB (f.g. = 

0.37) para grupo control y A/A (f.g. = 0.27); A/B (f.g. = 0.45) y BB (f.g. = 0.37) para 

pacientes con FPI (Tabla 7).  

El análisis estadístico no reveló ninguna diferencia significativa en las frecuencias 

alélicas y genotípicas asociado con la alta o baja afinidad para NKG2D entre los 

pacientes con FPI y los controles sanos.  

 

Tabla 6.  Alelos de MICA que codifican para valina o metionina 129, 

asociados con alta o baja afinidad para su receptor  NKG2D. 

Alta afinidad  (metionina 129) Baja afinidad (valina 129) 

*001 *004 

*002 *006 

*007 *008 

*011 *009 
*012 *010 
*015 *016 
*017 *019 
*018  
*021  



 

17.3 MICA / HLA-B en FPI y controles 

Como la asociación con MICA pudiera deberse al desequilibrio de enlace con el 

extraordinariamente polimórfico locus HLA-B, investigamos si la contribución de 

los marcadores MICA*001 o MICA*004 relacionados con la susceptibilidad y o 

protección a la FPI era independiente o podía ser atribuida a alelos del locus HLA-

B. Los alelos de HLA-B fueron tipificados en cuarenta y cinco pacientes con FPI y 

70 individuos controles sanos, previamente estudiados para el polimorfismo de 

MICA. Veintisiete alelos HLA-B y 16 haplotipos de MICA/HLA-B fueron 

identificados en ambos grupos; la frecuencia de los haplotipos de MICA/HLA-B se 

muestran en la tabla 8.  

Tres haplotipos MICA-HLA-B fueron identificados con una frecuencia superior al 

1% en pacientes con FPI y uno en el grupo control. El análisis estadístico reveló 

que la asociación de los  alelos de MICA con la susceptibilidad o protección a la 

FPI es independiente de HLA-B.  Sin embargo es importante señalar que el 

Tabla 7. Frecuencias alélica de MICA de acuerdo a una alta o baja afinidad por 
su receptor NKG2D,  en pacientes y grupo control. 
 

Alelo FPI 
n = 80 (160) 

Ctrol. 
n =  201 (402) 

OR PC IC 

N gf n gf 

A 80 0.5 170 0.42 1.36 0.11 0.93 – 2.0 

B 80 0.5 232 0.57 0.73 0.11 0.50 – 1.08 

Genotipo        

A/A 22 0.27 44 0.21 1.35 0.39 0.71 – 2.54 

A/B 36 0.45 82 0.40 1.19 0.60 0.68 – 2.07 
B/B 22 0.27 75 0.37 0.64 0.15 0.34 – 1.16 

Abreviaturas: IC  intervalo de confianza; fg  frecuencia génica; ND no detectado; OR odds ratio; 

pC p corregida; A = alta afinidad, B = baja afinidad. 



haplotipo MICA*010/HLA-B*15 mostró una tendencia al incremento en pacientes 

con FPI, aunque no alcanzó significancia estadística (f.g. = 0.12 en pacientes con 

FPI y 0.05 en controles sanos, Pc=0.13, OR=2.3, el 95 % CI=0.81-6.58) (Tabla 8), 

lo que podría deberse al número limitado de sujetos analizados para HLA-B 

 

17.4 MICA soluble en plasma de pacientes FPI y controles 

Se analizaron los niveles de MICA soluble en el plasma de 95 pacientes con FPI y 

84 controles sanos. La mayoría de individuos sanos mostró niveles de MICA 

soluble prácticamente indetectables (por debajo de 1 pg/mL). La proteína soluble 

se encontró en el 35 % de los pacientes con FPI [mediana: 0 (0-1191, 9 pg/ml)], y 

en el 12 % de los sujetos controles  [mediana: 0 (0-136, 7 pg/ml)]. Esta diferencia 

fue estadísticamente significativa (p=0.0007; prueba exacta de Fisher). Además, la 

detección de la proteína fue asociada con un OR de 3.76 (IC 95% = 1.71 - 8.25). 

 

 

Tabla 8. Frecuencia haplotípica de MICA/HLA-B,  en pacientes y grupo 
control., solo los haplotipos que mostraron frecuencias por arriba de 0.02 se 

muestran. 
 

Genotipo  
MICA/HLA-B 

FPI 
n = 45 (90) 

Ctrol. 
n =  70 (140) 

OR PC IC 

n fh n fh 

*00201/*35 17 0.18 27 0.19 0.97 0.92 0.47- 2.01 
*010/*15 11 0.12 8 0.05 2.3 0.13 0.81 - 6.58 

*00201/*39 10 0.11 11 0.07 1.47 0.54 0.53 - 3.99 

*010/*40 5 0.05 10 0.07 0.76 0.83 0.20 - 2.56 
*010/*35 2 0.02 7 0.05 0.43 0.48 0.04 - 2.35 

Abreviaturas: IC  intervalo de confianza; fg  frecuencia génica; ND no detectado; OR odds ratio; 

pC p corregida; A = Alta afinidad, B = Baja afinidad. 



17.5 Inmunolocalización de MICA en tejidos pulmonares  

Para evaluar la expresión de MICA en el tejido, analizamos secciones de tejidos 

pulmonares de pacientes con FPI, y pulmones sin patología. Asimismo, secciones 

de tejido con cáncer de próstata fueron utilizados como un control positivo para la 

expresión de MICA. Como se observa en la figura 15, MICA se localizó 

principalmente en células epiteliales alveolares y fibroblastos los cuales exhibieron 

una intensa tinción intracitoplásmica en los tejidos de FPI. En contraste, la tinción 

inmunohistoquímica para MICA fue negativa en las secciones de pulmón normal 

así como en muestras de tejido pulmonar incubadas con sueros no inmunes. 

17.6 Determinación de NKG2D en células de LBA  

Tomando en consideración que la función de MICA está estrechamente 

relacionada con la expresión del receptor de activación NKG2D en diferentes 

células del sistema inmune, se investigó la expresión de éste en células obtenidas 

del LBA de pacientes con FPI (n=6), pacientes con neumonitis por 

hipersensibilidad (NH) (n=3) y controles sanos (n=3). Las células de pacientes con 

NH se utilizaron porque esta enfermedad representa un padecimiento inflamatorio, 

con un fuerte componente inmunológico que puede progresar a la fibrosis.  



 
Figura 15. Expresión de MICA en secciones de tejido de dos diferentes pacientes con FPI. Se 

observa una fuerte tinción en células epiteliales (A y B) y fibroblastos (C). Los pulmones normales 
no mostraron tinción  (D). Panel E: Tejido pulmonar de FPI incubado con suero no inmune como 
control negativo (E) 

Nuestros resultados mostraron que el porcentaje total de las células de LBA que 

expresan el marcador NKG2D es considerablemente menor en los pacientes con 

FPI comparado con los pacientes con NH y controles sanos.  

El análisis de las subpoblaciones de células T, mostró una disminución 

significativa de la expresión de NKG2D en las células T  y células NK, con una 

distribución similar en las células T CD8 (Tabla 9).  

La intensidad de la fluorescencia también se observó disminuida en las células de 

LBA de pacientes con FPI en comparación con los sujetos sanos y los pacientes 

con NH, lo que nos indica que el número de receptores por célula también se 

encuentra disminuido en los pacientes con FPI (Figura 16).  

 

A 

E D 

C B 



Tabla 9. Expresión de NKG2D sobre las células obtenidas de LBA. 

 

NKG2D 
en células 
totales de 

de LBA*  

NKG2D/CD8+  NKG2D/NK NKG2D/γδ 
NKG2D 
CD4+ 

Control (n = 3) 4.0 ± 0.4 71.1 ± 4.8 66.1 ± 5.9 37 ± 5.7 0.6 ± 0.2 

FPI♠ (n = 6) 
0.7 ± 
0.6** 

71.3 ± 13 39.1 ± 9.5* 11.4 ± 3.8** 4.0 ± 4.7 

NH╩ (n = 3) 7.3 ± 1.8 84.9 ± 10 68.2 ± 10 28.3 ± 8.7 3.2 ± 2.1 

* Lavado Bronquioalveolar; ♠ Fibrosis Pulmonar Idiopática; ╩ Neumonitis por hipersensibilidad; * 
p<0.05; **

 
p< 0.01 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. (A) Los pacientes con FPI muestran una disminución en el porcentaje células totales de 
LBA que expresan NKG2D; se muestra un ejemplo representativo de 5 experimentos. Los números 
indican el porcentaje de células en cada ventana,. (B) Expresión de NKG2D en células NK y  CD8+ 
de pacientes con FPI, NH y controles sanos. Las células T del LBA fueron marcadas con 
anticuerpos anti-CD3, CD8, CD16, CD56 y NKG2D, para su análisis multiparamétrico en el 
citómetro de flujo; los números indican el porcentaje de células en cada ventana. Los histogramas 
a color representan los controles de isotipo mientras que los histogramas sin color representan el 
anticuerpo indicado (NKG2D).  

 
 

 
 
 

A B 



18. Discusión  

La fibrosis pulmonar idiopática es una enfermedad progresiva e irreversible 

asociada con una alta morbilidad y mortalidad. Los mecanismos patogénicos 

involucrados en el desarrollo de la FPI no se conocen con precisión, pero la 

enfermedad se considera un padecimiento complejo, esto es, el resultado final de 

la interacción entre factores ambientales y variantes en uno o varios genes. Entre 

los primeros destacan el tabaquismo y la exposición a polvos de madera, metales 

y ganado vacuno que diversos estudios epidemiológicos han encontrado como 

probables factores de riesgo (59). 

En lo que se refiere a la susceptibilidad genética, los posibles genes implicados no 

se conocen, aunque estudios de casos y controles han revelado que algunos 

polimorfismos de citocinas, proteínas del surfactante y de la enzima MMP-1 

muestran una cierta asociación (54, 55). 

En un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio en la búsqueda de relación 

entre los locus de la región MHC y FPI se identificaron algunos polimorfismos de 

predisposición asociados a esta enfermedad (16). Entre los locus genéticos que 

podrían constituir un eslabón potencial entre la regulación genética y los 

componentes ambientales de la respuesta inmune, y que se encuentra 

estrechamente relacionado a MHC, se halla MICA lo que lo hace un gene 

candidato atractivo para ser evaluado (134). 

Es importante destacar que la proteína MICA no esta implicada en la presentación 

de antígenos, pero desempeña un papel importante en la respuesta inmune al 



unirse a su inmunoreceptor NKG2D el cual provee señales de estimulación para la 

activación directa de  los mecanismos de citotoxicidad en las células NK, y señales 

de coestimulación para las células T CD8+ y γδ. La unión de MICA a NKG2D 

estimula los mecanismos de citotoxicidad lo que causa la muerte de células 

dañadas.  

En este contexto, uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar el 

polimorfismo del gen MICA localizado en la región de clase I (entre los locus HLA-

B y BAT) en una cohorte de pacientes con FPI. Asimismo, quisimos examinar la 

localización de la proteína MICA en los pulmones de pacientes con este 

padecimiento, y determinar sus niveles circulantes. Por último, y dado que la 

función de MICA está estrechamente relacionada con la expresión de NKG2D 

analizamos el porcentaje de células pulmonares obtenidas por lavado 

bronquioalveolar que presentaban este receptor. 

Nuestros resultados revelaron que MICA se expresa en pulmones con FPI, tanto 

en células epiteliales alveolares como células mesenquimatosas que forman los 

focos de fibroblastos/miofibroblastos. Este podría ser un mecanismo de defensa 

importante ya que las células epiteliales alveolares anormalmente activadas son 

responsables de la producción de la mayor parte de los mediadores profibroticos 

en este padecimiento (20). De manera similar, la persistencia de focos de 

fibroblastos/miofibroblastos parece ser un proceso patológico clave que conduce a 

la acumulación anormal e irreversible de la matriz extracelular en el pulmón (135). 

De esta manera, tanto las células epiteliales aberrantemente activadas, como los 

fibroblastos deberían ser el objetivo de lisis celular mediada por citotoxicidad. 



En cuanto al polimorfismo del gen MICA encontramos que la frecuencia del alelo 

MICA*001 y el genotipo MICA*001/*00201 fue considerablemente mayor en los 

pacientes con FPI sugiriendo que estas variantes pudieran predisponer a la 

enfermedad. Sin embargo, es importante señalar que estas diferencias se 

observaron en un alelo y un genotipo que tienen bajas frecuencias en nuestra 

población. Asimismo, algunos genotipos no fueron detectados (sobre todo en 

pacientes FPI) lo que podría ser debido a una baja representación o una 

verdadera ausencia de ciertos alelos y genotipos de MICA en nuestra población.  

Con el fin de indagar si esta asociación de algunos alelos MICA con la FPI eran 

debido al desequilibrio con el locus HLA-B, tipificamos aproximadamente la mitad 

de pacientes que habían sido previamente tipificados para MICA y controles sanos 

con lo cual establecimos que la asociación descrita con los alelos de MICA, es 

independiente de HLA-B a pesar del desequilibrio que existe entre estos dos 

locus. 

Así mismo, buscando una correlación funcional entre los alelos de MICA y el 

receptor NKG2D, agrupamos y analizamos en los grupos de estudio los alelos de 

MICA según la presencia de valina o metionina en la posición  129 del dominio 2 

(polimorfismo una A por una G dentro del exón 3 en la posición 454), los cuales se 

han asociado con una alta o baja afinidad para su unión con el receptor NKG2D 

(133); Sin embargo, no encontramos diferencias entre las frecuencias de estas 

variantes de MICA entre los pacientes con FPI y los controles sanos.  



No obstante, es conveniente señalar que existen numerosos polimorfismos dentro 

de los exones 2, 3 y 4 del gen MICA, donde se codifican los tres dominios 

extracelulares de la molécula (136). Estos polimorfismos también pueden 

condicionar un grado diferente de afinidad en su unión con NKG2D (137) o su 

expresión anormal (138). Además, los polimorfismos de MICA pueden influir no 

sólo en su afinidad de unión a NKG2D sino también la liberación de la forma 

soluble de MICA de la superficie celular la cual puede inhibir la actividad de 

NKG2D (139). 

En este contexto, una observación relevante en el estudio fue que nuestros 

pacientes con FPI mostraron un porcentaje menor de células pulmonares que 

tienen el receptor NKG2D así como una disminución significativa del número de 

receptores por la célula. Esta disminución puede estar al menos parcialmente 

relacionada con la presencia de MICA soluble, ya que se encontró que el 35% de 

los pacientes con FPI tienen niveles detectables de MICA soluble en plasma, 

contra solo el 15% de nuestros controles. Este fenómeno es relevante debido a 

que parece ser un importante mecanismo de evasión inmunológica en cáncer y lo 

mismo podría estar ocurriendo en FPI.  

En cáncer se ha encontrado que MICA soluble es reconocida por el receptor 

NKG2D, posteriormente es endocitada y degradada junto con el receptor y con 

este proceso se interfiere el mecanismo inmunológico normal que se espera se 

lleve a cabo en la eliminación de células neoplásicas y que en el caso de la FPI 

podrían ser las células epiteliales y fibroblastos anormalmente activados. 



Así, este fenómeno pudiera explicar al menos parcialmente la persistencia de las 

células epiteliales anormales así como de los focos de fibroblastos, que a pesar de 

que expresan MICA y deberían ser eliminadas no ocurre así. Estos procesos han 

sido asociados con la inexorable progresión de la enfermedad (135). 

Por otro lado, existen estudios que indican que el TGF- 1, un potente mediador 

fibrogénico, puede suprimir la actividad lítica de las células NK inhibiendo la 

expresión del receptor NKG2D (140). La FPI se caracteriza por niveles 

aumentados de TGF- 1 en pulmón (141), sugiriendo que este mediador puede 

estar implicado en la expresión disminuida de este receptor que observamos en 

las células inmunes pulmonares de nuestros pacientes. Además, se ha sugerido 

recientemente que la expresión sostenida de MICA y TGF- podría conducir a la 

modulación de NKG2D con la inhibición subsecuente de los mecanismos de 

citotoxicidad dependientes de NKG2D (125).  

Asimismo, un reporte reciente mostró que las especies reactivas de oxígeno 

tienen un papel importante en la disminución de la expresión del receptor de 

activación  NKG2D sobre las células NK (142). Dado que el estrés oxidativo es un 

proceso patológico importante en la FPI, el incremento local de radicales libres de 

oxígeno podrían también participar en las alteraciones observadas con el receptor 

en este estudio (143). 

En el resumen, este es el primer estudio que demuestra que algunos 

polimorfismos del gene de MICA así como un incremento en la expresión de 

MICA, asociada con la disminución  del receptor NKG2D están presentes en 



pacientes con fibrosis pulmonar idiopática. El efecto puede estar relacionado con 

la disfunción de células T y asesinas naturales (NK) en el microambiente pulmonar 

con la consiguiente evasión de los mecanismos de defensa inmunes innatos por 

parte de las células epiteliales anormalmente activadas y/o fibroblastos. Sin 

embargo, estudios adicionales son necesarios para revelar el papel preciso de 

estas anormalidades en la patogénesis de la enfermedad. 



19. Conclusiones 

Nuestros resultados revelaron que MICA se expresa en células epiteliales 

alveolares y en células mesenquimatosas que forman los focos de 

fibroblastos/miofibroblastos. 

La frecuencia del alelo MICA*001 y el genotipo MICA*001/*00201 fue 

considerablemente mayor en los pacientes con FPI sugiriendo que estas variantes 

pudieran predisponer a la enfermedad.  

La asociación descrita con MICA, es independiente de HLA-B a pesar del 

desequilibrio que existe entre estos dos locus. 

No se encontraron diferencias entre las frecuencias de las variantes de MICA con 

afinidad alta o baja para NKG2D entre pacientes con FPI y los controles sanos.  

No existen diferencias en la frecuencias alélicas de pacientes y controles en la 

variante que condiciona a que la proteína sea soluble (MICA*00801). Los 

pacientes con IPF mostraron un porcentaje menor de células pulmonares que 

tienen el receptor NKG2D así como una disminución significativa del número de 

receptores por célula. 
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