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Resumen  

Las células Natural Killer (NK) juegan un papel esencial en la inmunidad contra tumores e 

infecciones virales a través de dos mecanismos fundamentales: secreción de citocinas y 

función citotóxica. Por lo tanto, una mejor caracterización de los mecanismos moleculares y 

celulares que regulan estos procesos es de gran importancia para evaluar la modulación de 

sus funciones efectoras en el ámbito clínico. Por su parte, la familia de proteínas SLAM es 

un grupo de receptores transmembranales que se expresan de forma diferencial en las células 

hematopoyéticas. Las células NK expresan varios miembros de la familia SLAM, dentro de 

los cuales, los receptores 2B4 y SLAMF7 son los mejor estudiados. En el modelo murino, la 

expresión del ligando de SLAMF7en la célula diana, estimula la función citotóxica de las 

células NK a través de un mecanismo dependiente de la proteína adaptadora EAT-2, sin 

embargo, se desconoce si la función y modos de acción de SLAMF7 están conservados en 

células NK humanas. Estudios previos en células NK de origen humano mostraron que el 

entrecruzamiento de SLAMF7 en la superficie de las células NK, mediante el empleo de 

anticuerpos específicos, estimula la función citotóxica de las células NK. Así mismo, se 

observó que la expresión de SLAMF7 en células tumorales que carecen de moléculas del 

MHC-I son eliminadas más eficientemente por células NK en comparación de su contraparte, 

que no expresa SLAMF7. Estos resultados sugieren que SLAMF7 es un receptor que 

promueve la activación de células NK, sin embargo, no son claros los mecanismos 

subyacentes. Es por eso que en este trabajo nos enfocamos en evaluar el patrón de expresión 

de SLAMF7 en diferentes subpoblaciones y estadios de activación de células NK humanas, 

así como determinar su participación en eventos tales como citotoxicidad, adhesión, 

polarización y degranulación celular. Finalmente, con el objetivo de iniciar la caracterización 

de los mecanismos intracelulares en células NK humanas, evaluamos la dependencia de las 

funciones mediadas por SLAMF7 por algunas proteínas de señalización. Para lograr estos 

objetivos, se expresó ectópicamente SLAMF7 en células HeLa, las cuales sirvieron como un 

modelo de células que son susceptibles a la función lítica de las células NK. Se realizaron 

varios ensayos funcionales basados en el uso de citometría de flujo y microscopía confocal. 

Nuestros resultados mostraron que la expresión basal de SLAMF7 está regulada en función 

del estadio de activación de las células NK. Además, se observó que la presencia del ligando 

natural de SLAMF7 en células HeLa favorece su lisis con respecto a células que no expresan 
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SLAMF7, este incremento en la función citotóxica promovida por SLAMF7 correspondió 

con una mayor degranulación, la cual fue dependiente de la participación de PLC-γ, y en un 

menor impacto, de PI3K. En contraste a la degranulación, como principal mecanismo que 

favorece la función lítica de las células NK, SLAMF7 no tuvo un impacto significativo en la 

adhesión o en la polarización celular. En conclusión, este trabajo demuestra que en células 

NK humanas, SLAMF7 promueve señales de activación que inciden principalmente en 

influenciar la degranulación celular a través de un mecanismo dependiente de PLC-γ y, 

consecuentemente, contribuye a regular eventos efectores específicos durante la respuesta 

citotóxica de las células NK. 
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Abstract  

NK cells play an essential role during the antitumoral and antiviral response through two 

main mechanisms: secretion of cytokines and release of granzyme and perforin (cytotoxic 

function). Therefore, understanding the cellular and molecular mechanisms that govern the 

effector functions of NK cells is very important to know how these cells fight off different 

target cells. The cytotoxic function of NK cells is regulated by several surface activating and 

inhibitory receptors, but the exact function of some of these receptors during the elimination 

of target cells is yet to be determined. SLAM receptors are in the group of transmembrane 

proteins exclusively expressed by hematopoietic cells. 2B4 and SLAMF7 are two of the 

SLAM receptors best studied in NK cells. In that sense, it has been demonstrated that the 

ligand expression of SLAMF7 in target cells increase the cytotoxic function of mouse NK 

cells and this effect is dependent of the presence of the adaptor protein EAT-2. Many studies 

suggest that this receptor regulates the cytotoxic function in human NK cells. On one hand, 

the cross-linking of SLAMF7 using specific monoclonal antibody triggers the cytotoxic 

function of NK cells. On the other hand, the expression of SLAMF7 on target cells lacking 

MHC-I molecules are killed more efficiently by NK cells. These results suggest that 

SLAMF7 plays an important role during the activation of NK cells, however, the mechanisms 

that lead to those functions are unknown. In this work we were focused on evaluate the 

expression of SLAMF7 in different activations states of in human NK cells. We also 

evaluated the impact of SLAMF7 in cell adhesion, cell polarization and cell degranulation 

during the engagement of SLAMF7 in human NK cells. Finally, we also evaluated the 

participation of PLC-γ and PI3K during the engagement of SLAMF7 in human NK cells. We 

used a target cells expressing the SLAMF7 ligand and through several functional assays 

based on the use of flow cytometry and confocal microscopy, we evaluated the impact of 

SLAMF7 in human NK cells. We found that NK cells express SLAMF7 basally, but their 

activation in vitro significantly increased the expression of SLAMF7. Likewise, we 

demonstrated that physiological ligand of SLAMF7, expressed by target cells, increase the 

cytotoxic function of human NK cells. This result was primarily determined on the ability of 

SLAMF7 to promote NK cell degranulation rather than cell adhesion or granule polarization. 

Additionally, this outcome was dependent on PLC-γ, and with less impact on PI3K. In 

conclusion, we generated convincing evidence that SLAMF7 regulate discrete cellular events 
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(cell degranulation) rather than global cellular process during the activation of human NK 

cells. 
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INTRODUCCIÓN 

Las células NK y las células T CD8+ son las células citotóxicas mejor estudiadas del 

sistema inmune, ambas se concentran en combatir infecciones virales y/o tumorales [1]. Por 

un lado, se sabe que las células NK expresan una gran diversidad de receptores 

transmembranales, los cuales pueden ser o activadores o inhibidores, en consecuencia, el 

balance de señales entre estos receptores determina si se promueve, o no, la capacidad 

citotóxica de las células NK. Por otro lado, aunque las células T CD8+ también expresan una 

gran diversidad de receptores transmembranales, se reconoce que su activación depende casi 

por completo del TCR. En ese contexto, una vez que las células citotóxicas reconocen a su 

célula blanco, estas se activan y son capaces de promover la eliminación directa de células 

diana [2], [3]. 

Actualmente se tiene una comprensión más clara acerca de los mecanismos 

moleculares y celulares que regulan la función efectora de las células citotóxicas, sin 

embargo, también es cierto que aún existen interrogantes importantes respecto a la función 

que desempeñan receptores poco explorados en estas células, ejemplo de lo anterior 

corresponde al receptor SLAMF7, un receptor que incrementa la capacidad citotóxica de las 

células NK murinas y, al parecer, también regula el estado funcional de las células NK 

humanas. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue elucidar el impacto de SLAMF7 

durante la activación de las células NK humanas. 

Células Natural Killer  

Desarrollo y origen de las células NK  

Las células NK (del inglés, natural killer) son células linfoides que se originan en 

médula ósea a partir de un progenitor linfoide común. Recientemente se ha sugerido que el 

desarrollo y maduración de las células NK puede llevarse a cabo no solamente en médula 

ósea, sino también en otros tejidos, principalmente en los tejidos linfoides secundarios [4]. 

En este sentido se ha sugerido que los diferentes microambientes en los cuales se desarrollan 

las células NK pueden impactar sobre su fenotipo y en consecuencia, pueden contribuir en la 

diversidad de las mismas, incluso en un mismo individuo [5]. Otro punto importante durante 

el desarrollo de las células NK, es que la interacción directa entre células dendríticas (DC, 
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por sus siglas en ingles) y las células NK resulta ser crucial para la generación de células NK 

inmunocompetentes con una alta capacidad citotóxica [6], [7]. 

A principios de los setenta, las células NK comenzaron a describirse como linfocitos 

granulares capaces de eliminar células tumorales a través de un mecanismo de citotoxicidad 

natural. Esta capacidad no necesitaba de un reconocimiento previo con el antígeno [8], [9]. 

Con el paso de los años, diversas investigaciones permitieron agruparlas dentro del linaje 

linfoide, y fueron reconocidas, no solamente como células con potentes efectos citotóxicos, 

sino también, como células efectoras productoras de citocinas y quimiocinas. Actualmente 

sabemos que las células NK no solamente eliminan células tumorales o transformadas, sino 

que además participan en la defensa en contra de infecciones microbianas intracelulares, 

principalmente infecciones virales. De igual forma, como resultado de la capacidad que 

tienen para secretar citocinas, las células NK regulan indirectamente la activación de otras 

células inmunes. En consecuencia, las células NK pueden considerarse como células 

polifuncionales [10], [11]. 

Las células NK están dotadas con una serie de receptores que son codificados por 

genes de la línea germinal. Cada uno de estos receptores pueden, tanto estimular como inhibir 

las funciones efectoras de estas células. Debido a que las células NK son capaces de 

reconocer y eliminar células blanco sin la necesidad de un reconocimiento previo, se 

consideran células del sistema inmune innato [2], [11]. Sin embargo, en los últimos años se 

ha demostrado que las células NK son capaces de desarrollar un tipo de memoria 

inmunológica a corto plazo durante ciertas infecciones virales, en particular en aquellas 

causadas por citomegalovirus (CMV, por sus siglas en inglés). Este tipo de memoria 

inmunológica depende de distintos mecanismos epigenéticos [12], [13].  

Población de células NK humanas  

Las células NK humanas representan del 5 al 20 % de los linfocitos circulantes totales. 

En humanos, se caracterizan por expresar la molécula CD56, pero no CD3, por lo tanto, se 

definen como CD56+CD3-. En base a la expresión de CD56, las células NK pueden 

subdividirse en dos poblaciones principales, células NK CD56dim y células NK CD56bright, y 

cada una de estas lleva a cabo funciones efectoras particulares [5], [14], Figura 1. 

Aproximadamente un 10% de las células NK totales que encontramos en circulación exhiben 
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una expresión abundante de la molécula CD56, subpoblación que se le conoce como 

CD56bright, la cual se caracteriza por secretar grandes cantidades de citocinas, principalmente 

interferón gamma (IFN-γ, por sus siglas en inglés) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α, 

por sus siglas en inglés). Interesantemente, la mayoría de las células NK que se alojan en 

tejido presentan el fenotipo CD56bright [15], las cuales exhiben una abundante expresión de 

receptores para quimiocinas, lo que les permite desplazarse fácilmente de un sitio a otro. Así 

mismo, también hay evidencia que sugiere que las células CD56bright podrían ser los 

intermediarios para el desarrollo de las células CD56dim, se denominan CD56dim ya que con 

respecto a las células NK CD56bright, expresan una densidad menor de la molécula CD56 [16], 

[17]. Ésta última, es la subpoblación mayoritaria que se encuentra en circulación, ya que 

comprenden alrededor del 90% de las células NK totales, Figura 1. La población CD56dim 

no solamente es la más abundante en circulación, sino que también se caracteriza por ser 

altamente citotóxica, pues expresa grandes cantidades de vesículas líticas las cuales 

contienen proteínas líticas (granzimas y perforina), los cuales son responsables de promover 

la eliminación/lisis directa de células blanco a través de un mecanismo conocido como 

citotoxicidad natural [11], [14]. Aunque las células CD56bright se especializan en la secreción 

de citocinas y exhiben niveles bajos de perforina y granzimas, también pueden ser capaces 

Figura 1. Células NK humanas. En base a la densidad de la molécula CD56, las células NK humanas se 

clasifican en CD56bright o CD56dim y cada una de estas subpoblaciones se encuentran cumpliendo funciones 

específicas. Las células NK CD56bright principalmente se caracterizan por secretar citocinas y comprenden 

alrededor del 10% del total de las células NK que se encuentran en circulación sanguínea, el otro 90% de 

células NK, corresponde a las células NK CD56dim las cuales se caracterizan por presentar potentes efectos 

citotóxicos. Receptor de la familia de las inmunoglobulinas (KIR), receptores de células NK (NKR). 
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de eliminar células blanco a través de los receptores FasL o TRAIL [18], un mecanismo que 

describimos con más detalle en la siguiente sección. 

Notablemente, se ha reportado que la estimulación de células NK CD56bright con 

interleucina 15 (IL-15) promueve de manera significativa la síntesis de proteínas citolíticas, 

potenciando de esta manera su capacidad citotóxica hacia ciertas células tumorales. Sin 

embargo, aún no está del todo claro cuál es la contribución exacta de éstas células durante 

una respuesta inmune hacia ciertos virus o células tumorales [14]. Por lo tanto, aunque las 

células NK secretan grandes cantidades de citocinas antivirales o antitumorales y promueven 

la eliminación de células blanco a través de ligandos de muerte, el papel principal de las 

células NK es el de eliminar células blanco a través de la liberación de perforina y granzimas, 

un proceso finamente regulado que se describe a continuación.  

Eliminación de células blanco por linfocitos citotóxicos  

A diferencia de las células T CD8+, que requieren de una activación previa para 

adquirir la maquinaria citotóxica, las células NK están capacitadas para eliminar células 

blanco susceptibles en cualquier momento, pues adquieren toda su maquinaria citotóxica 

durante su desarrollo y maduración [1]. Una vez que las células NK o las CTL encuentran a 

su célula blanco, se desencadenan una serie de sucesos estrictamente regulados durante el 

proceso efector de estas células citotóxicas. Estos eventos incluyen la adhesión celular, la 

convergencia de vesículas líticas, la polarización de estas vesículas líticas, la exocitosis o 

degranulación de proteínas líticas y finalmente la eliminación de células blanco [19], [20], 

Figura 2. Todos estos pasos aseguran la eliminación eficiente de células blanco, por lo cual, 

cada uno de ellos son esenciales durante una respuesta citotóxica celular, por otro lado, si 

alguno de estos eventos llegara a fallar, la capacidad citotóxica se puede ver comprometida, 

lo que provoca que las células NK o CTL no puedan eliminar adecuadamente a las células 

blanco [19].  

Así mismo, la participación de varias proteínas citoplasmáticas es esencial para 

asegurar que estas células liberen su contenido citotóxico de manera eficiente y se promueva 

una adecuada eliminación de las células blanco. Entre las principales proteínas se incluye a 

los microfilamentos de actina, las dineínas, el centro organizador de microtúbulos (MTOC, 

por sus siglas en inglés), además de proteínas involucradas en el transporte y la fusión 
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vesicular [19], [20]. Uno de los eventos más tempranos que acontece durante la respuesta 

citotóxica es la reestructuración del citoesqueleto, la cual se caracteriza por la polimerización 

de los microfilamentos de actina hacia el sitio de contacto entre la célula NK y su célula 

blanco. Así mismo, la reubicación del MTOC y las vesículas líticas cargadas con perforina y 

granzimas hacía el sitio de la sinapsis lítica es otro de los procesos característicos durante los 

primeros minutos de activación de células NK [19], Sin embargo, antes de que el MTOC sea 

reubicado en el sitio de sinapsis, ocurre un fenómeno conocido como convergencia de 

gránulos líticos, un paso esencial que se caracteriza por la migración de las vesículas cargadas 

de granzimas y perforina hacia el MTOC. Este proceso de convergencia es de suma 

importancia, pues se ha demostrado que a través de este mecanismo se logra proteger a las 

células sanas que se encuentran adyacentes a la célula blanco, y por otro lado, se asegura que 

las proteínas citotóxicas sean liberadas de manera específica solo hacia el sitio de contacto 

con la célula blanco [21]. Este proceso de convergencia es facilitado por proteínas de 

transporte citosólico como las dineínas [22]. Únicamente después de que ha ocurrido el 

proceso de convergencia, todo este complejo macromolecular comienza a migrar y a 

concentrarse en el punto de sinapsis lítica y este evento se conoce como polarización [19]. 

Así mismo, la reorganización de los microtúbulos es fundamental, pues es a través de estos 

que las vesículas líticas son transportadas hacia el MTOC y posteriormente hacia el sitio de 

sinapsis lítica, seguido de este evento las vesículas líticas que han polarizado se fusionan con 

la membrana celular externa, permitiéndose la liberación y acumulación de granzima y 

perforina en el sitio de contacto entre la célula efectora y la célula blanco, Figura 2, este es 

uno de los últimos eventos que ocurre durante la fase efectora de las células NK y al cual se 

le conoce como degranulación [19].  

La perforina liberada en el sitio de sinapsis inmune tiene la capacidad de ensamblarse 

sobre la membrana de la célula blanco y, en presencia de calcio, se polimeriza formando una 

especie de poro o canal entre el espacio extracelular y el espacio interno de la célula. De esta 

manera, permite que las granzimas, principalmente granzima B y granzima A, liberadas por 

la célula citotóxica pasen a través de la membrana de la célula blanco hacia el citosol [18], 

[23]. Aunque esta fue la vía que se describió por primera vez (vía clásica) sobre como la 

granzima llega al citosol de la célula blanco, también se ha demostrado que la granzima B 

(la granzima con mayor capacidad citolítica) puede ser reconocida por el receptor de manosa-
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6-fosfato, un receptor presente en las células blanco. Consecuentemente, la granzima B es 

Figura 2. Las células NK eliminan células blanco a través de dos mecanismos principales. Las células 

citotóxicas eliminan células blanco a través de una serie de eventos que en conjunto garantizan la 

eliminación eficiente de estas células blanco (panel suprior). Específicamente, las células NK eliminan 

células blanco a través de la liberación de perforina y granzimas. La perforina genera poros en la membrana 

de la célula blanco y esto permite que la granzima alcance el citoplasma donde activan diferentes vías las 

cuales culminan, o no, en la activación de caspasas (panel inferior A). El segundo mecanismo es a través 

de una citotoxicidad mediada por receptores de muerte, en células NK activadas se induce la expresión de 

FasL y TRAIL y una vez que se unen a sus respectivos receptores sobre la célula blanco, promueven la 

activación de caspasa 8 o 10 y estas últimas favorecen la activación de otras caspasas o miembros de la 

familia BCL-2 como BID (panel inferior B). Ambos mecanismos efectores de las células NK conducen a 

la activación de nucleasas capaces de generar cortes en el DNA, y este daño finalmente conduce a un 

proceso de muerte denominado apoptosis celular, el cual puede ser dependiente o independiente de 

caspasas. Centro organizador de microtúbulos (MTOC, por sus siglas en inglés), linfocitos T citotóxicos 

(CTL, por sus siglas en inglés), complejo supramolecular de activación (SMAC, por sus siglas en inglés). 

Modificado de, Kabanova et al., 2018 y de Prager I, J Leukoc Biol, 2019.  
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internalizada por endocitosis a través de este receptor y almacenada en vesículas 

citoplasmáticas dentro de la célula blanco. Sin embargo, aunque la ruta de acceso de la 

granzima B hacia la células blanco sea a través de un receptor, necesariamente se requiere la 

presencia de perforina y la formación de poros sobre las diferentes membranas para la 

liberación de la granzima hacia el citosol de la célula diana. En ausencia de perforina, la 

capacidad lítica de las células NK o CTL disminuye de manera importante y se encuentra 

comprometida, consecuentemente, las células citotóxicas son incapaces de eliminar células 

blanco a través de granzimas [23]. Por lo anterior, la perforina es fundamental para que la 

granzima logre alcanzar el citosol de la célula blanco y sea capaz de llevar a cabo su función 

enzimática.  

La familia de granzimas son un grupo de proteasas de serina que promueven la 

activación de otras proteínas a través de generar cortes específicos después de un residuo de 

aspartato en diferentes pro-caspasas (proteínas en estado inactivo), las cuales son encargadas 

de promover la fragmentación del ácido desoxirribonucleico (ADN) [24]. Por lo tanto, el 

procesamiento proteolítico promueve la activación de estas caspasas, lo que conduce a la 

fragmentación del DNA y apoptosis de la célula blanco [23].  

La granzima mejor estudiada en células citotóxicas es la granzima B, que reconoce 

directamente como sustrato a pro-caspasa 8, pro-caspasa 3 y proteínas de la familia BCL-2 

(del inglés, B-cell lymphoma-2), principalmente a BID (del inglés, BH3-interacting domain 

death agonist) [23]. La caspasa 8 presenta una función iniciadora, pues por sí sola no parece 

ser capaz de inducir muerte celular. Debido a ello, tiene que activar a otras pro-caspasas para 

poder desencadenar un proceso apoptótico. La caspasa 8 reconoce como sustrato a pro-

caspasa 3 y promueve su activación, esta última una vez activa, tiene la capacidad de activar 

nucleasas que migran a núcleo y promueven la fragmentación del DNA [25]. Por su parte, 

las proteínas de la familia BCL-2 regulan de manera importante el ciclo celular y son capaces 

de inhibir o promover muerte celular a través del procesamiento proteolítico y activación de 

BID. BID es una proteína que promueve la liberación de citocromo C desde las membranas 

mitocondriales hacia el citosol. El citocromo C en conjunto con un factor apoptótico, APAF1, 

activa a la caspasa 9, y al igual que caspasa 8, promueven la activación de caspasa 3 [23], 

[25]. Por otro lado, BID también participa en la liberación y activación de nucleasas como 
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EndoG, las cuales son capaces de generar la fragmentación del DNA genómico [23], Figura 

2. Como consecuencia de esta perturbación en la integridad del DNA, se genera una cascada 

de señales que conduce a la muerte celular, un proceso que se conoce como apoptosis 

dependiente de caspasas [18].  

Como mencionamos anteriormente, existen otros mecanismos a través de los cuales 

las células citotóxicas también promueven la eliminación de células infectadas o 

transformadas. Estos consisten en promover la activación de receptores de superficie celular 

cuya expresión se induce en muchas células blanco de origen tumoral. La proteína Fas 

(también conocido como CD95) y TRAILR (del inglés, TRAIL-receptor) forman parte de 

este grupo de receptores [18], los cuales reconocen al ligando Fas (FasL) o TRIAL, 

respectivamente. Estas últimas dos, son proteínas que se inducen durante el proceso de 

activación de las células citotóxicas, lo cual asegura que únicamente las células NK activadas 

o CTL sean capaces de eliminar células blanco a través de esta vía. Durante la activación de 

Fas o TRIALR, se genera el reclutamiento de unas proteínas adaptadoras citosólicas con 

dominios de muerte, las cuales son capaces de reclutar a pro-caspasa 8 y 10. Una vez 

reclutadas, estas pro-caspasas son procesadas proteolíticamente lo que permite su activación 

[18]. Como se mencionó anteriormente, caspasa 8 activa a pro-caspasa 3 y esta última, 

conduce a la activación de enzimas con actividad DNasa (fragmentación del DNA) [25]. 

Finalmente, también se mencionó que los linfocitos citotóxicos tienen un papel importante 

durante la secreción de citocinas inflamatorias durante procesos infecciosos o patológicos. 

Principalmente citocinas como IFN-γ y TNF-α son secretadas por estas células, las cuales 

participan de manera importante en la inmunidad antiviral y antitumoral [26] y en la 

activación de otras células inmunes. Estas citocinas son capaces de promover la expresión de 

genes implicados en la presentación de antígeno, lo que asegura el reconocimiento y 

activación de otras células efectoras. Así mismo, son capaces de inducir arresto celular e 

incluso promover de manera directa la eliminación de células blanco a través de un 

mecanismo dependiente de caspasas [26]. Por lo tanto, aunque la eliminación de las células 

blanco por las células NK sea principalmente a través de perforina y granzimas; la vía de 

FasL o TRAIL e incluso por la secreción de citocinas, resulta ser esencial sobre todo en 

aquellas condiciones donde la vía que depende de perforina y granzimas se encuentra alterada 

[27], [28].    
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Al igual que cualquier otra célula inmune, las células NK deben tener la capacidad 

para responder únicamente en situaciones donde exista daño celular o insultos microbianos 

y en condiciones fisiológicas normales, las células NK deben permanecer sin respuesta, en 

otras palabras, deben exhibir tolerancia a las moléculas propias de los diferentes tejidos, es a 

ese proceso que se le conoce como educación o licencia [29]. Así mismo, debido a su 

respuesta tan rápida y a su potente citotoxicidad, su umbral de activación debe ser finamente 

regulado, de lo contrario, si estas células llegan a reaccionar de manera inespecífica contra 

células sanas podrían desencadenar respuestas autoinmunes que en muchos casos serían 

mortales [29], [30]. 

Educación de las células NK  

Se han propuesto una serie de modelos muy relacionados entre sí y que tratan de 

explicar el proceso de educación de las células NK. En ese contexto, está el modelo de 

licencia (del inglés, licensing) y el modelo de equipamiento (del inglés, arming) [31]. Estos 

modelos proponen que los receptores de inhibición presentes en las células NK, y que además 

sean capaces de reconocer a moléculas del MHC-I propias sobre las células adyacentes, 

conducen al desarrollo de células NK maduras potencialmente citotóxicas. En consecuencia, 

bajo estos escenarios las células NK generan tolerancia a tejido sano propio y reactividad 

hacia células blanco [31]. Por otro lado, está el modelo de desarme (del inglés, disarming 

model) el cual sugiere que todas las células NK que se generan son altamente reactivas, pero 

pierden su capacidad citotóxica al entrar en un estado de anergia como consecuencia de una 

activación constante generada por los receptores de activación. Sin embargo, la capacidad 

citotóxica de las células NK puede ser rescatada únicamente si las señales de activación son 

atenuadas o frenadas por los receptores de inhibición presentes en estas mismas células [32], 

[33], [34]. Por otro lado, está el modelo del reóstato (del inglés, rheostat model), un modelo 

muy relacionado a los modelos de licensing y arming, sin embargo, este modelo también 

postula que la capacidad citotóxica de una célula NK puede ser calibrada en función del 

número de moléculas del MHC-I que son capaces de reconocer. Por lo tanto, entre mayor es 

el número de receptores inhibitorios capaces de señalizar, mayor es la educación de las 

células NK y, en consecuencia, mayor es la tolerancia a moléculas propias y mayor la 

reactividad hacia células blanco [35], [36]. Finalmente, encontramos el modelo de 

confinamiento (del inglés, Confining model), el cual, comparte ideas de los tres modelos ya 
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mencionados anteriormente, pero también sugiere que es necesaria la participación de 

receptores de adhesión celular, principalmente, aquellos involucrados en la reorganización 

del citoesqueleto [37], [38]. Por lo tanto, propone que la educación de las células NK se lleva 

a cabo a través de un proceso dinámico y finamente regulado por receptores de inhibición, 

por receptores de activación y señales mediadas por moléculas de adhesión (principalmente 

integrinas). En consecuencia, la integración de las señales emanadas a través de este conjunto 

de receptores conduce al desarrollo de células NK maduras, con una tolerancia hacia tejido 

sano, pero potencialmente citotóxicas hacia células blanco [39], [40]. 

En ese contexto, diferentes trabajos han permitido corroborar la importancia de los 

receptores inhibitorios (principalmente KIR y NKG2A, descritos más adelante) durante el 

desarrollo y activación de las células NK. En ese sentido, se ha demostrado que del total de 

las células NK humanas que se encuentran en circulación, hay un porcentaje muy bajo de 

ellas que han sido descritas como una población de células NK no educadas (del inglés, 

uneducated NK cells), las cuales, carecen o presentan una reducción significativa de 

receptores KIR o NKG2A [41], [42]. En consecuencia, estas células son incapaces o poco 

capaces (si es que llegan a reaccionar) de responder hacia una célula blanco [42]. 

Particularmente, en los modelos murinos se ha demostrado que deleciones en la 

región citoplasmática del receptor Ly49A, el homólogo de los receptores KIR en humano, o 

mutaciones puntuales en los motivos a través de los cuales señalizan estos receptores (ITIM 

(del inglés, immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif)), bloquean la educación de las 

células NK. Por otro lado, el desarrollo de las células NK en ausencia de las proteínas 

adaptadoras a través de las cuales señalizan los motivos ITIM también conduce a la 

acumulación de células NK inmaduras incapaces de llevar a cabo funciones citotóxicas 

eficaces. En particular, la ausencia de las fosfatasas SHP-1 (del inglés, Src homology región 

2 (SH2) domine-containing phosphatase-1), SHIP-1 (del inglés, SH2 domain-containing 

inositol-5-phosphatase-1), o de la proteína adaptadora SAP (del inglés, SLAM-associated 

protein) conducen al desarrollo de células NK hiporreactivas [43], [44]. En consecuencia, 

esos resultados han permitido poner de manifiesto la importancia de los receptores 

inhibitorios, los motivos ITIM, las proteínas fosfatasas y/o las proteínas de la familia de SAP 

durante el desarrollo de las células NK. 
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Receptores de inhibición, receptores de activación y respuesta efectora de 

las células NK 

Las células NK fueron descritas originalmente como células citotóxicas con una 

capacidad de respuesta rápida, capaces de responder inmediatamente después del 

reconocimiento de señales específicas (señales de estrés o moléculas no propias). Lo anterior, 

dió pauta a la propuesta de dos hipótesis generales que permiten explicar cómo es que las 

células NK llegan a reconocer y eliminar a su célula blanco. La primera de estas incluye al 

“missing self” (pérdida de lo propio), y la segunda incluye al “induced self” (inducción de 

lo propio). Por un lado, el missing self se refiere principalmente a la perdida moléculas del 

MHC-I (ligandos para los receptores de inhibición). Por otro lado, el induced self se refiere 

a la expresión de moléculas que se inducen como consecuencia de estrés o daño celular 

(ligandos para receptores de activación). Por lo tanto el induced self como el missing self 

involucran dos estadios celulares capaces de inducir la actividad citotóxica de las células NK 

[45], Figura 3. 

Las células NK exhiben de manera constitutiva receptores de inhibición y receptores 

de activación, asimismo, estos receptores son capaces de activarse y generar una respuesta 

efectora en las células NK inmediatamente después de que interaccionan con su ligando. En 

ese sentido, el balance de las señales emanadas a través de los diferentes receptores que 

exhibe una célula NK determinan su respuesta efectora [2], Figura 3. Un ejemplo que nos 

permite entender cómo es que se regula el estado funcional de estas células sería el siguiente: 

con respecto a los receptores de inhibición, si se encuentra un mayor número de receptores 

de activación señalizando, se favorece una respuesta citotóxica. Por el contrario, si hay un 

mayor número de receptores de inhibición señalizando, la respuesta citotóxica se inhibe [45]. 

Así mismo, tan importante como son los receptores de superficie que exhibe una célula NK, 

son igualmente importantes los ligandos que se expresan en la célula blanco, ya que estos 

determinan que receptores serán activados [2].  
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Figura 3. Activación de células NK. A durante su desarrollo y maduración, las células NK (Natural Killer) 

reciben un proceso de educación que les permite desarrollar una tolerancia hacia las células propias que se 

encuentran libres de daño (tejido sano), así mismo, los receptores de inhibición regulan de manera muy 

importante este proceso de tolerancia, los cuales inhiben la capacidad citotóxica de las células NK. B en un 

escenario donde las células pierden la expresión de MHC-I, un proceso conocido como “missing-self”, los 

receptores de activación pueden conducir a la activación de las células NK, pues no hay señales negativas 

que repriman las señales de activación mediadas por los receptores de activación en estas células, 

desencadenándose una respuesta citotóxica. C, Así mismo, en estados de estrés, las células blnaco pueden 

inducir o incrementar la expresión de moléculas/ligandos (“induced-self”) para los receptores de activación 

sobre las células NK, por lo tanto, si hay una mayor estimulación a través de receptores de activación, con 

respecto a receptores de inhibición, las células NK se activan y promueven la eliminación de células blanco. 

Modificado de, Vivier E, Nat Rev Immunol, 2012.  

 



13 
 

Dentro de los principales receptores de inhibición en las células NK encontramos a 

los receptores KIR, los cuales, reconocen como ligando a las moléculas del MHC-I (del 

inglés, mayor histocompatibility complex), también conocidas como HLA-I (del inglés, 

human leukocyte antigen I) [45], [46], [47], Figura 4. De este modo, todas las células 

nucleadas que expresan cantidades normales de moléculas de MHC-I sobre su membrana 

celular externa, se encuentran protegidas de una respuesta citotóxica mediada por las células 

NK. En otras palabras, las células NK son incapaces de eliminar células propias que expresan 

niveles normales de MHC-I [26], [48]. 

Por otro lado, encontramos a la familia de receptores NKG2, la cual está constituida 

por receptores de inhibición y receptores de activación, ya hemos mencionado al receptor 

NKG2A, el cual, en conjunto con NKG2C y NKG2E conforma la familia de receptores 

NKG2 [46]. Los receptores NKG2 son una familia de lectinas tipo C, forman dímeros con la 

molécula CD94 y presentan una cualidad en común, los tres reconocen al mismo ligando, se 

unen de manera específica a la molécula HLA-E, una molécula de HLA-I no clásica [49]. 

NKG2A presenta una región carboxilo terminal larga en la cual se presentan varios motivos 

ITIM capaces de reclutar a SHP-1. Se ha demostrado que la expresión de la molécula 

NKG2A parece ser muy abundante durante los estadios más tempranos de maduración de las 

células NK, sin embargo, su expresión se reduce de manera significativa durante los estadios 

finales de diferenciación, lo cual, impacta en la capacidad citotóxica de las células NK 

terminalmente diferenciadas.  

Por su parte, los receptores NKG2C y NKG2E carecen de motivos de señalización 

intrínsecos, por lo que deben asociarse a una molécula adaptadora adicional para poder 

señalizar. Específicamente, se asocian de manera no covalente con la molécula DAP12 (del 

inglés, DNAX-activating protein of 12 kDa) [46], una molécula de activación celular. DAP12 

presenta motivos ITAM (del inglés, immunoreceptor tyrosine-based activation motif) los 

cuales, una vez fosforilados reclutan diferentes cinasas como Syk y ZAP70, cinasas 

involucradas durante la activación de las células NK [47]. Interesantemente, ha sido 

reportado que la infección por citomegalovirus parece incrementar la diferenciación y 

expansión de células NK positivas para NKG2C, por lo cual, una alta expresión este receptor 

favorece la capacidad citotóxica de las células NK [4]. 



14 
 

 

Aparte de los receptores ya mencionados, las células NK también expresan a otras 

familias de receptores que impactan en su capacidad citotóxica, por ejemplo, los receptores 

de leucocitos tipo inmunoglobulina (LILR, por sus siglas en inglés) o CD85, los cuales, 

también reconocen como ligando a moléculas del MHC-I, Figura 4 y 5. Dentro de estos, se 

encuentran receptores con funciones de activación o de inhibición. Los receptores LILRA 

(LILRA1 a LILRA6) promueven activación y son capaces de incrementar la capacidad 

citotóxica de las células NK, éstos señalizan a través de la cadena gamma común del receptor 

Fc a través de los motivos ITAM. Por otro lado, los receptores LILRB (LILRB1 a LILRB5 

[o CD85J, CD85D, CD85A, CD85K y CD85C, respectivamente]) exhiben una región 

citoplasmática larga en la cual, presentan varios motivos ITIM capaces de reclutar a las 

fosfatasas SHP-1 y/o SHP-2, por lo que regulan negativamente la activación de las células 

Figura 4. Las células NK expresan múltiples receptores de inhibición y activación. Las células NK 

expresan una gran variedad de receptores los cuales regulan su estado funcional, este repertorio de receptores 

lo podemos dividir en dos grandes grupos, receptores de activación y receptores de inhibición, así mimos, 

encontramos que estos receptores son capaces de activarse de manera independiente (receptores sin 

especificidad para moléculas HLA-I), panel A, o de manera dependiente de las moléculas de clase I (receptores 

específicos para HLA-I), panel B. Los ligandos que reconocen estos receptores pueden estar anclados a la 

membrana de la célula blanco o bien formar parte de la matriz extracelular (ECM, extracellular matrix). 

Actualmente aún hay receptores sobre las células NK de los cuales se desconocen sus ligandos (símbolo ?). 

También hay receptores en las células NK los cuales pueden emanar tanto señales de activación como de 

inhibición, un ejemplo de ellos lo vemos en color violeta. Los semicírculos en verde muestra los receptores 

de las células NK y los semicírculos en amarillo muestran los ligandos con los que interactúan. Modificado 

de, Quatrini L, Eur. J. Immunol, 2021. 
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NK. Así mismo, una alta expresión de los receptores LILRB ha sido relacionada con una baja 

capacidad citotóxica por parte de las células NK, en consecuencia, éstos favorecen la evasión 

inmune y el desarrollo de procesos patológicos como el cáncer [50], [51]. 

Otros de los receptores de inhibición presentes en las células NK incluyen a KLRG1 

(del inglés, Killer cell lectin-like receptor G1), un receptor de lectina tipo C que presenta un 

motivo ITIM y que recluta a SHIP-1 y SHP-2, Figura 5. Este receptor reconoce como ligando 

a cadherina E, N y R, moléculas presentes de manera basal en células epiteliales, además, 

parecen aumentar de manera significativa con la edad [52]. Consecuentemente, la presencia 

de este receptor ha sido relacionado con una baja reactividad por parte de las células inmunes. 

En ese contexto, la reducción de E cadherina ha sido sugerido como una estrategia para 

incrementar la capacidad citotóxica de  las células NK y eliminar de manera más eficiente 

células tumorales de origen epitelial [46], [53]. 

Al igual que muchos receptores de inhibición en células NK, los receptores KIR 

también señalizan a través del reclutamiento de SHP-1 [47], [48]. Se ha demostrado que uno 

de los principales sustratos de la proteína SHP-1, es Vav1, un factor intercambiador de 

nucleótidos de guanina. SHP-1 promueve la inactivación de Vav1 removiendo grupos 

fosfatos de esta última. La activación de Vav1 ocurre durante los eventos más tempranos de 

la activación de las células NK, por lo tanto, la desfosforilación de Vav1 bloquea todas las 

vías de señalización rio abajo que acontecen a través de esta proteína [54]. Vav1 participa en 

la activación de proteínas que están involucradas en los procesos de adhesión celular y 

polimerización de los microfilamentos de actina, uno de los primeros pasos que permiten la 

activación de las células NK, en consecuencia, si estos eventos iniciales se ven afectados; 1) 

o no se promueve una reacción citotóxica por parte de las células NK o 2) las células NK 

muestran una baja citotoxicidad hacia células blanco.  

Adicionalmente, también se ha demostrado que los receptores de inhibición parecen 

inducir el reclutamiento de una molécula adaptadora llamada Crk (del inglés, C-terminal Src 

kinase) [54]. Crk es una cinasa que fosforila residuos de tirosina en la región carboxilo 

terminal de otras cinasas de la familia Src y esta fosforilación genera un cambio 

conformacional en la proteína blanco promoviendo su inactivación, en consecuencia, es 

capaz de regular negativamente la activación de las células inmunes [55]. Por otro lado, la 
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proteína arrestina β-2 también parece ser reclutada por los receptores de inhibición. La 

arrestina β-2 se ha visto involucrada en favorecer el reclutamiento de las proteínas SHP-1 y 

SHP-2, lo cual, promueve la desfosforilación de diversas proteínas de señalización 

implicadas en la activación de las células NK [54], [56], Figura 6. Básicamente, los 

receptores inhibitorios bloquean la activación de las células NK a través de un mecanismo 

que depende principalmente del reclutamiento de fosfatasas e inactivación de cinasas de la 

familia Src. 

Es importante mencionar que muchos de los receptores de activación promueven sus 

vías de señalización a través de distintos motivos. En consecuencia, son capaces de reclutar 

diferentes proteínas adaptadoras e involucrar diferentes vías de señalización durante su 

activación, Figura 5 y 6. A continuación, se presenta una introducción general de los motivos 

de señalización y las principales proteínas adaptadoras involucradas en la activación de las 

células NK. 

Motivos de señalización involucrados durante la activación de las células NK 

La mayoría de los receptores de activación en las células NK generan sus vías de 

señalización a través de motivos ITAM, sin embargo, la región citoplasmática de estos 

receptores es relativamente corta, por lo que carecen de motivos de señalización intrínsecos, 

en consecuencia, deben asociarse a moléculas adaptadoras que presentan motivos ITAM 

[47], [57]. Por lo menos, encontramos tres moléculas adaptadoras que presentan motivos 

ITAM y con las cuales se asocian los receptores de activación en las células NK, a saber, la 

cadena gamma común del receptor Fc (FcRγ, por sus siglas en inglés), las cadenas ζ (zeta) 

de la molécula CD3 y la molécula adaptadora DAP-12 (mencionada en el apartado anterior). 

Por otro lado, encontramos un segundo grupo de moléculas adaptadoras que presentan 

secuencias alternativas basadas en tirosina pero que también promueven activación en las 

células NK. Entre otras, encontramos a DAP10 (del inglés, DNAX-activating protein of 10 

kDa), la cual presenta un motivo denominado YINM (donde Y es tirosina, I es isoleucina, N 

es asparagina y M es metionina) [54], Figura 5. 
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Finalmente, están los motivos ITSM (del inglés, immunoreceptor tyrosine-based 

switch motif), los cuales, son característicos de los receptores SLAM (del inglés, signaling 

lymphocytic activation molecule) [58], [59], una familia de receptores que más adelante se 

retoman con particular atención. 

Principales proteínas de señalización involucradas en la activación de las células NK 

A diferencia de los receptores de inhibición que no parecen ser reubicados en sitios 

específicos sobre la membrana celular para generar sus vías de señalización específicas, los 

receptores de activación sí necesitan ser reubicados en sitios particulares, a saber, en las 

denominadas balsas lipídicas (del inglés, lipid rafts). Éstas son regiones ricas en colesterol 

donde se localizan las cinasas de la familia Src encargadas de fosforilar a estos receptores y 

a otras proteínas de señalización involucradas en la activación de las células NK [54]. 

Figura 5. Características de los receptores de inhibición y activación en células NK. Las células NK 

expresan una gran diversidad de receptores de inhibición (panel superior) y activación (panel central) a 

través de los cuales se regula su estado efector, esta gran diversidad de receptores permite a las células NK 

emanar vías de señalización a través de diversos motivos de señalización (panel inferior) los cuales 

inhiben o activan su capacidad citotóxica. Guzman et al., 2020. 
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En ese contexto, la fosforilación de los motivos ITAM por las cinasas de la familia 

Src genera el reclutamiento de otras cinasas que presentan dominios SH2, principalmente, a 

la proteína Syk y ZAP70. Así mismo, una vez que estas proteínas son activadas, fosforilan a 

otras proteínas como PI3K (del inglés, phosphatidylinositol-3 kinase), PLC-γ (del inglés, 

phospholipase C-γ), LAT (del inglés, linker for activation of T cells), entre otras [54]. Por su 

parte, los motivos YINM generan sitios de reclutamiento para la cinasa PI3K y para la 

proteína adaptadora Grb2 (del inglés, growth factor receptor-bound protein 2). En última 

instancia, las vías de señalización emanadas a través de estos motivos convergen en la 

activación de proteínas como LAT, la cual está involucrada en la activación de Vav1, 

fosfolipasa C γ-2 (PLC-γ2) y MAPK (del inglés, mitogen-activated protein kinase) [54], [57], 

Figura 6. 

Por otro lado, los motivos ITSM generan sitios de anclaje para proteínas adaptadoras 

que también presentan dominios SH2. En particular, se ha demostrado que estos receptores 

presentan una afinidad muy alta por las proteínas de la familia de SAP, las cuales, parecen 

tener la capacidad de promover el reclutamiento de la cinasa Fyn y de PLC-γ [59], [60], 

Figura 6. 

Todas estas vías de señalización son capaces de inducir la activación de flujos de 

calcio y la activación o fosforilación de factores transcripcionales como NFAT, NF-κB y 

ERK, lo que finalmente impacta en la secreción de citocinas y la capacidad citotóxica de las 

células NK. 

Principales receptores de activación en células NK 

La mayoría de los receptores de activación en las células NK se expresan de manera 

constitutiva, sin embargo, su expresión puede incrementarse durante el proceso de activación 

celular, asimismo, el ambiente de citocinas también puede afectar el perfil de expresión de 

estos receptores [47], [61]. Así mismo, diversos trabajos han permitido demostrar que 

alteraciones o ausencia de alguno de los receptores de activación puede comprometer la 

capacidad citotóxica de las células NK. Además, diferentes eventos como la secreción de 

citocinas inflamatorias, proliferación, adhesión y diferenciación celular también pueden 

verse afectados [61], [62], [63]. 
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La respuesta efectora de las células NK se encuentra regulada por múltiples receptores 

de activación codificados en la línea germinal. Los primeros receptores con potentes efectos 

citotóxicos que fueron descritos en las células NK corresponde a los receptores de 

citotoxicidad natural (NCR, por sus siglas en inglés), un grupo de receptores 

transmembranales integrados por NKp46, NKp44 y NKp30 [61], [64]. NKp46 y NKp30 

señalizan a través de la cadena gamma común del receptor Fc o a través de las cadenas ζ. Por 

su parte, NKp44 presenta un motivo ITIM, además, este receptor se encuentra asociado a la 

molécula adaptadora DAP12. Los receptores de citotoxicidad natural reconocen diversos 

ligandos que van desde diferentes proteínas de origen viral y tumoral hasta moléculas 

solubles, por lo tanto, son capaces de regular considerablemente la capacidad citotóxica de 

las células NK [61], [64]. 

Interesantemente, se ha propuesto que, ningún receptor de activación, por sí solo, es 

capaz de activar totalmente a una célula NK. En consecuencia, deben generarse procesos 

sinérgicos entre los diferentes receptores de activación. En ese contexto, mientras unos 

receptores regulan el proceso de adhesión, otros regulan el proceso de polarización y/o 

degranulación y finalmente, la cooperación entre los diferentes receptores de activación 

impacta en una activación total y en la capacidad citotóxica de las células NK [65], [66], [67]. 

Sin embargo, parece existir una excepción a esa regla, pues todo indica que el receptor CD16, 

por sí solo, es capaz de promover lisis celular a través de un proceso de citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpo (ADCC, por sus siglas en ingles). No obstante, CD16 solamente 

promueve degranulación celular, pero no adhesión ni polarización celular. CD16 es un 

receptor de baja afinidad para la región cristalizable (Fc, por sus siglas en inglés) de las 

inmunoglobulinas, por lo que también se le conoce como FcγRIII. Éste señaliza a través de 

su asocia con la cadena γ común (CD132) y/o a través de la molécula ζ, estos últimos dos, 

presentan varios motivos ITAM capaces de reclutar a Syk y ZAP70. [65], [68], Figura 5 y 

6.  

Actualmente, uno de los receptores mejor estudiados en las células NK corresponde 

a NKG2D, un receptor que señaliza a través de la molécula adaptadora DAP-10 o DAP-12, 

los cuales presentan un dominio YINM y un dominio ITAM respectivamente. NKG2D se 
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expresa en la mayoría de las células NK y reconoce distintos ligandos, por ejemplo, a las 

moléculas que se inducen como consecuencia de estrés celular; MIC-A (del inglés, MHC 

Figura 6. Los diferentes receptores de activación en las células NK señalizan a través de moléculas 

adaptadoras. Las diferentes familias de receptores de activación que expresan las células NK señalizan 

casi de manera exclusiva a través de moléculas adaptadoras, las cuales presentan distintos motivos basados 

en tirosinas, estos motivos pueden ser ITAM, ITSM, YINM o ITT. Mientras que los receptores de activación 

promueven los efectos citotóxicos de las células NK (flechas negras), los receptores de inhibición (líneas 

rojas) a través de motivos ITIM promueven la desfosforilación de proteínas clave durante la activación de 

las células NK, por lo que regulan negativamente su función efectora. En los recuadros de la parte superior 

podemos observar diversos receptores característicos de las células NK, por otro lado, también podemos 

notar las distintas proteínas citoplasmáticas que participan durante las diferentes vías de activación e 

inhibición en estas células. En la parte central de la figura podemos encontrar a los receptores de la familia 

de SLAM y las vías de señalización emanadas a través de estos receptores. Modificado de, Ben-Shmuel et 

al., 2021. 
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class I chain-related protein A) y MIC-B. Además, también reconoce a las proteínas ULBP1 

(del inglés, UL16-binding protein 1), ULBP2, ULBP3 y ULBP4 [69], las cuales, son 

expresadas por una gran cantidad de células leucémicas y otras células tumorales como 

carcinomas o melanomas. La diversidad de ligandos que es capaz de reconocer el receptor 

NKG2D, lo han colocado también como uno de los receptores con mayor impacto durante la 

activación de las células NK [69], Figura 4 y 5.  

Así mismo, otro de los receptores ampliamente estudiados en las células NK es 

DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) también conocido como CD226, el cual se expresa 

de manera constitutiva por la mayoría de las células NK [70]. DNAM-1 reconoce como 

ligando a la molécula CD155 (el receptor de poliovirus) y CD112 (también llamado nectina-

2) dos moléculas que se encuentran regulando la adhesión celular. Estas últimas, se expresan 

de manera constitutiva por muchas células endoteliales y epiteliales del organismo, incluso 

en células infectadas por virus, además, su expresión se ha visto incrementada en ciertas 

células tumorales [62]. DNAM-1 señaliza a través de un motivo muy particular denominado 

ITT (del inglés, immunoreceptor tyrosine tail), el cual recluta al adaptador Grb2 [70], Figura 

6. Interesantemente, CD155 y CD112 también son ligandos para TIGIT (del inglés, T-cell 

immunoglobulin and ITIM domain) y CD96, dos receptores con funciones de inhibición en 

las células NK. En ese contexto, la inhibición de TIGIT y CD96 ha tomado un interés 

particular con el objetivo de incrementar la activación de las células NK y promover una 

respuesta citotóxica mucho más potente hacia células blanco de origen tumoral [71].  

Por otro lado, dentro de los receptores que regulan la activación de las células NK 

también se incluyen a las integrinas, las cuales actúan principalmente como moléculas de 

adhesión o migración celular. Los ligandos que reconocen las integrinas incluyen 

componentes de la matriz extracelular, selectinas u otras moléculas de adhesión [72]. Las 

células NK expresan principalmente a la integrina LFA-1 (del inglés, lymphocyte function-

associated antigen 1) y VLA-4 (del inglés, very late antigen-4). LFA-1 reconoce como 

ligando a las moléculas ICAM-1 (del inglés, intercellular adhesion molecule-1), ICAM-2 e 

ICAM-3, moléculas que se expresan de manera constitutiva por células endoteliales [54]. Por 

otro lado, VLA-4, reconoce como ligando a la molécula VCAM (del inglés, vascular cell 

adhesion molecule)-1 [54]. La vía de señalización de las integrinas es compleja e involucra 
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el reclutamiento de proteínas como la cinasa Pyk2 (del inglés, proline-rich tyrosine kinase 

2), otras proteínas como filamina, talina, vinculina, kindlina 3 o cinasas como Syk (por 

mencionar algunas) En consecuencia, las integrinas son de suma importancia durante la 

formación de una sinapsis inmune y durante los eventos celulares más tempranos de la 

activación de las células inmunes. Particularmente, en las células NK humanas se ha 

demostrado que LFA-1 parece estar promoviendo adhesión y polarización, pero no la 

degranulación, lo anterior, sigue resaltando la necesidad de una cooperación entre diferentes 

receptores que regulan otros eventos como la degranulación [65], [68].  

Si bien actualmente se tiene una comprensión más clara acerca de la biología y los 

mecanismos moleculares que acontecen durante la activación de las células NK humanas, 

también es cierto que aún se desconocen los mecanismos y el papel exacto de otros receptores 

presentes en estas células. Particularmente, los receptores SLAM, una familia que ha tomado 

importancia debido a su abundante expresión y a las diversas funciones que cumplen en las 

células inmunes [58].  

Debido que los receptores SLAM forman parte central de este proyecto, a 

continuación, se prestará mayor atención a ellos, poniendo particular interés en el receptor 

SLAMF7. 

Los receptores SLAM se expresan de manera diferencial sobre células inmunes  

Los receptores SLAM son glicoproteínas transmembranales de tipo I, que se 

encuentran presentes en células de origen hematopoyético. Así mismo, es posible encontrar 

de 3 a 5 receptores de esta familia en cada célula inmune [58]. Los receptores SLAM 

presentan dos o cuatro dominios del tipo de las inmunoglobulinas (dominio variable y 

dominio constante), un solo dominio transmembranal y una secuencia citoplasmática larga 

que puede presentar uno o varios motivos ITSM [58], [59]. La familia de receptores SLAM 

está conformada por el prototipo SLAM (CD150), 2B4 (CD244), SLAMF7 (CD319), Ly9 

(CD229), NTBA (CD352, Ly108 en ratón) y CD84 [58]. 

Así mismo, una de las características de los receptores SLAM es que la mayoría de 

ellos presentan interacciones homofílicas (actúan como autoligandos), es decir, un receptor 

reconoce como ligando a otra molécula del mismo tipo expresada en una célula adyacente o 

célula blanco. Por ejemplo, el receptor SLAMF7 reconoce como ligando a SLAMF7, Ly9 
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reconoce a Ly9, etc., la única excepción a esta regla es 2B4, el cual reconoce como ligando 

a CD48, una molécula anclada a la membrana celular externa de las células de origen 

hematopoyético [58], [59], [73]. En consecuencia, dado que los receptores SLAM se 

expresan de manera exclusiva por células de origen hematopoyético, este tipo de receptores 

son activados bajo el contexto de las interacciones que se establecen entre las diferentes 

células hematopoyéticas [58], [59]. En ese contexto, diversos trabajos han permitido 

demostrar que los receptores SLAM se encuentran regulando numerosos eventos celulares 

que van desde el desarrollo celular, supervivencia celular, adhesión, inmunidad humoral, 

fagocitosis, citotoxicidad, incluso se han visto involucrados en procesos autoinmunes [44], 

[58], [74]. Adicionalmente, se ha sugerido que los receptores SLAM impactan durante el 

proceso de educación de las células NK, por un lado, incrementando la tolerancia a tejido 

sano y por otro lado, incrementando su capacidad citotóxica [44], [75].  

Los receptores SLAM señalizan a través de su asociación con las proteínas 

adaptadoras de la familia SAP [76]. Estas últimas, también se expresan diferencialmente en 

células inmunes. Presentan un tamaño de 132 aminoácidos, un dominio SH2 y una región 

carboxilo terminal de 23 aminoácidos que resulta ser esencial para promover activación en 

las células NK [58], [59]. La familia de SAP está conformada por el prototipo SAP y la 

proteína EAT-2 (del inglés, Ewing's sarcoma-associated transcript-2). Así mismo, ambas se 

expresan en células NK humanas. En ratón, existe un tercer miembro relacionado a esta 

familia de proteínas; ERT (del inglés, EAT-2-related transducer), el cual se expresa de 

manera exclusiva por células NK. ERT se encuentra como un pseudogén en humano [58].  

Así mismo, se ha demostrado que la interacción entre los receptores SLAM y las 

proteínas SAP es facilitada por las cinasas de la familia Src, las cuales, inducen la 

fosforilación de las tirosinas presentes en los motivos ITSM y favorecen el reclutamiento de 

SAP y EAT-2, a través del dominio SH2 de estas últimas. SAP y EAT-2 presentan una 

homología del 47%, asimismo, cada una de estas proteínas presentan características 

específicas, por un lado, SAP presenta una arginina en la posición 78 que es esencial para 

promover activación en las células inmunes. Por otro lado, en la región carboxilo terminal de 

EAT-2 y de ERT se encuentran dos tirosinas, una localizada en la posición 120 y otra en la 
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posición 127 a través de las cuales median activación celular. EAT-2 humano solamente 

presenta una tirosina localizada en la posición 127 [58], [59], [77], [78], figura 7.  

Por otro lado, ha sido reportado que alteraciones en alguna de las proteínas de la 

familia SLAM o SAP, pueden afectar la función efectora de las células inmunes y conducir 

al desarrollo de ciertas patologías [58], [59]. De manera notable, mutaciones en el gen que 

codifica para la proteína SAP (SH2D1A), resulta en una inmunodeficiencia asociada al 

cromosoma X (XLP1, X-linked lymphoproliferative disease). Ésta alteración conlleva a una 

susceptibilidad a infecciones por el virus de Epstein Barr y el desarrollo de un síndrome 

linfoproliferativo, un desorden inmune catalogado como una inmunodeficiencia primaria 

Figura 7. Influencia de las proteínas de SAP sobre los receptores SLAM (a) La activación de los receptores 

de la familia de SLAM promueven el reclutamiento de proteínas que presentan dominios SH2, particularmente 

se reclutan a las proteínas de la familia de SAP (SAP y EAT-2), y este reclutamiento favorece la activación 

de diferentes células inmunes. Sin embargo, SAP y EAT-2 no solamente promueven la activación de los 

receptores SLAM, sino que también evitan el desarrollo de respuestas inhibitorias al desacoplar a estos 

receptores de otras proteínas que también presenten dominios SH2, por ejemplo, se ha propuesto que las 

fosfatasas SHP-1, SHP-2 o SHIP-1 también pudieran ser reclutadas. (b) a través de su dominio SH2, SAP 

recluta a la cinasa Fyn, la cual es capaz de fosforilar a otras tirosinas presentes en el receptor, así como también 

a Vav-1. Por su parte, las tirosinas fosforiladas en la región carboxilo terminal de EAT-2 recluta a PLC-γ y 

esta última promueve flujos de calcio en células NK. Por lo tanto, EAT-2 y SAP promueven activación de 

células inmunes a través de distintos mecanismos. Wu & Veillette, 2016. 
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[58], [79]. Los sujetos que presentan mutaciones en el gen SH2D1A son incapaces o poco 

capaces de generar (si es que se llega a generar) la proteína SAP. 

El virus de Epstein Barr (EBV, por sus siglas en inglés) infecta linfocitos B maduros, 

sin embargo, en sujetos sanos inmunocompetentes, las células T CD8+ y las células NK 

eliminan eficientemente a estas células infectadas. No obstante, sujetos que desarrollan 

mutaciones en el gen SH2D1A presentan una citotoxicidad celular reducida, en 

consecuencia, desarrollan linfocitosis, posteriormente, estas células pueden infiltrarse en la 

médula ósea, favoreciendo el desarrollo de otras patologías como HLH (del inglés, 

hemophagocytic lymphohistiocytosis syndrome), otro trastorno de inmunodeficiencia grave 

que afecta principalmente en la infancia [74], [79], [80]. Este tipo de patologías dio pauta 

para estudiar a SAP de una manera más detallada, y se demostró que SAP está involucrada 

en los procesos de adhesión celular, en consecuencia, la ausencia de SAP compromete el 

proceso de adhesión celular [59], [74], [78]. Recordemos que un evento esencial para la 

eliminación de células blanco es la adhesión celular, por lo que una incapacidad para formar 

conjugados celulares puede evadir la respuesta inmune celular y como resultado, conducir al 

desarrollo de infecciones patológicas [19].    

En relación con lo anterior, y con la finalidad de estudiar a estas proteínas de manera 

más específica, se generaron distintos modelos celulares y animales que han permitido 

conocer los diversos eventos celulares que se encuentran regulados por los receptores SLAM 

y las proteínas SAP. Interesantemente, estos modelos permitieron demostrar que, en ausencia 

de SAP, EAT-2 y/o ERT, los receptores SLAM se convierten en receptores con potentes 

efectos de inhibición. En consecuencia, el contexto ambiental durante el entrecruzamiento de 

los receptores SLAM determina si estos receptores promueven activación o inhibición en las 

células inmunes [73], [77], [78], [81], [82]. Así mismo, estos modelos también permitieron 

reproducir el fenotipo observado en sujetos con mutaciones en el gen SH2D1A; en ese 

contexto, la ausencia de la proteína SAP (modelos murinos knockout), parece estar 

reduciendo de manera significativamente la capacidad citotóxica de las células NK [73], [77]. 

Actualmente, se sabe que los mecanismos moleculares a través de los cuales los 

receptores de la familia de SLAM promueven señales de inhibición, parecen ser a través del 

reclutamiento de las fosfatasas SHP-1, SHP-2 o SHIP-1, moléculas que al presentar dominios 
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SH2 también pueden ser reclutadas por las tirosinas fosforiladas de los motivos ITSM [59], 

[82]. Así mismo, también se ha propuesto que la cinasa Csk (del inglés, C-terminal Src 

kinase) puede estar siendo reclutada a los motivos ITSM. Csk promueve la fosforilación de 

proteínas de la familia Src en la región carboxilo terminal lo cual genera un cambio 

conformacional de la proteína blanco y su consecuente inactivación, de esta manera, regula 

negativamente la activación de las células inmunes. Sin embargo, aún se requieren estudios 

futuros para corroborar de manera contundente estas hipótesis.  

Por otro lado, lo que sí está claro es que para que los receptores SLAM medien señales 

de inhibición, las proteínas de la familia SAP no deben estar presentes [59]. Por lo tanto, las 

proteínas adaptadoras de la familia de SAP han sido clasificadas no solamente como 

proteínas que promueven señales de activación celular, si no también, como interruptores 

moleculares que desacoplan a los receptores SLAM de promover señales de inhibición [58], 

[59].  

Aun con todo el trabajo que demuestra el papel esencial de los receptores SLAM y 

las proteínas de la familia de SAP en células inmunes, conocemos relativamente poco sobre 

la contribución individual exacta de la mayoría de los receptores SLAM en cada una de las 

diferentes células humanas [58]. Particularmente de SLAMF7 (CRACC (del inglés, CD2-

like receptor activating cytotoxic cells) o CS1), un receptor presente en células citotóxicas 

humanas. Por un lado, se ha demostrado que este receptor es capaz de promover activación 

e incrementar la capacidad citotóxica de las células NK [83], [84], [85]. Sin embargo, se 

desconocen los mecanismos celulares y moleculares exactos a través de los cuales SLAMF7 

impacta durante la activación de las células NK humanas.  

Por otro lado, la función de SLAMF7 en células NK de origen murino ha sido bien 

descrita y se ha demostrado que éste incrementa la capacidad citotóxica de células NK hacia 

células blanco de origen hematopoyético [81]. Sin embargo, en ausencia de EAT-2, pero no 

de SAP, SLAMF7 promueve señales inhibitorias, reprimiendo la capacidad citotóxica de las 

células NK. Lo anterior ha permitido establecer que SLAMF7 se encuentra señalizando de 

manera específica a través de EAT-2 [81].  
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SLAMF7 presenta dos tirosinas potencialmente fosforilables  

A continuación, se describen con mayor detalle los mecanismos moleculares a través 

de los cuales SLAMF7 regula la activación de las células NK murinas (el modelo mejor 

estudiado).  

Se conoce que la región citoplasmática de SLAMF7 murino (mSLAMF7) presenta 

dos tirosinas altamente fosforilables, una localizada en la posición 261 (tirosina 261; Y261) 

y la otra en la posición 281 (Y281). Además, se ha demostrado, que cada una de estas 

tirosinas regulan eventos específicos, por un lado, la Y281 se encuentra embebida en un 

dominio ITSM y al parecer es la responsable de reclutar a la proteína EAT-2. Por otro lado, 

la Y261 parece ser la responsable de mediar un efecto inhibitorio en las células NK y este 

efecto parece depender del reclutamiento de la fosfatasa de lípidos SHIP-1 [81]. Por otro 

lado, aunque las tirosinas responsables de mediar activación e inhibición se encuentran 

localizadas en posiciones distintas, se ha demostrado que únicamente en ausencia de EAT-2, 

Figura 8. Modelo a través del cual SLAMF7 murino señaliza en células NK. Las células NK expresan 

SLAMF7 y EAT-2, por lo que una vez que se promueve el entrecruzamiento de SLAMF7 en células NK 

se favorece la capacidad citotóxica de estas células, y este efecto se logra después del reclutamiento de 

EAT-2 a la tirosina 281 (Y281) localizada dentro de un motivo ITSM. Por otro lado, cuando se involucra 

la activación de SLAMF7 en ausencia de EA-2, se promueven potentes efectos inhibitorios, y este efecto 

depende de la tirosina 261 (Y261), la cual parece reclutar a la fosfatasa SHIP-1. Este modelo muestra que 

SLAMF7 exhibe una función dual en células murinas, el cual va a depender de la presencia o ausencia de 

EAT-2. Modificado de, Veillette et al., 2009. 
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la tirosina 261 parece ser capaz de reclutar a SHIP-1 y promover inhibición celular [59], [81], 

[82], Figura 8. 

A pesar de los antecedentes anteriores, se desconocen los mecanismos moleculares 

exactos a través de los cuales el reclutamiento de EAT-2 bloquea la interacción de la tirosina 

261 con otras proteínas, sin embargo, se han sugerido una serie de hipótesis las cuales tratan 

de explicar este efecto. Por un lado, se propone que una vez que EAT-2 se une a la tirosina 

281, se genera un cambio conformacional en la región citoplasmática de SLAMF7, en 

consecuencia, la tirosina 261 queda inaccesible. Por otro lado, también se ha sugerido que 

ocurre un impedimento estérico entre EAT-2 y cualquier otra proteína que pudiera ser 

reclutada a la tirosina 261 [58], [59].  

Por otro lado, y al igual que en ratón, SLAMF7 humano también presenta dos 

tirosinas altamente fosforilables; una en la posición 284 (Y284) y otra en la posición 304 

(Y304), las cuales, corresponden a las tirosinas homologas que se encuentra en ratón [86], 

[87]. Debido a que la Y304 se encuentra en un motivo ITSM, se ha sugerido que esta es la 

responsable de reclutar a EAT-2 y promover la función citotóxica de las células NK. Así 

mismo, también se piensa que la Y284 es la responsable de mediar un efecto inhibitorio [86]. 

Sin embargo, hasta la fecha no hay ningún ensayo funcional que lo demuestre, por lo cual, 

resulta necesario seguir evaluando el papel de SAMF7 en células humanas y contribuir en la 

generación de nuevo conocimiento que permita corroborar tales proposiciones.  

EAT-2 recluta a PLC-γ en células NK 

Ya se ha venido mencionando que SLAMF7 señaliza a través de EAT-2, un efecto 

que parece compartirse tanto en ratón como en humano [86]. Además, también se ha 

comentado que EAT-2 presenta una o dos tirosinas en su región carboxilo terminal, las cuales 

son indispensables para promover activación. En ese contexto, se ha demostrado que 

mutaciones puntuales de la Y127 (humano), o de la Y120 y Y127 (ratón), bloquen la 

capacidad que tiene EAT-2 para promover activación en las células NK [77], [88].  

Adicionalmente, también ha sido reportado que la fosforilación de EAT-2 en su 

dominio carboxilo terminal (Y120 y/o Y127), parece estar promoviendo el reclutamiento de 

la proteína PLC-γ, a través del domino SH2 de esta última. En ese sentido, parece ser que la 

unión EAT-2:PLC-γ impacta en la liberación de flujos de calcio y en la activación de MAPK. 
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Consecuentemente, esta vía de señalización incrementa la polarización de gránulos líticos y 

la velocidad con la que ocurre la exocitosis de estos gránulos hacia células blanco, 

finalmente, este evento se traduce en una mayor citotoxicidad por parte de la células NK [77]. 

Además, también ha sido reportado que el entrecruzamiento de SLAMF7 en presencia 

de EAT-2 parece incrementar de manera significativa la fosforilación de Akt, la cual es un 

indicador de la activación de la cinasa PI3K. Así mismo, PI3K también regula de manera 

importante el proceso de polarización y degranulación en las células NK [83], [84]. 

SLAMF7 en otras células inmunes  

SLAMF7 también ha sido explorado en linfocitos T murinos, células que no expresan 

EAT-2, y se ha demostrado que su entrecruzamiento conlleva a una inhibición de la 

proliferación celular y la producción de citocinas como IL-2, una citocina relacionada a 

sobrevida y proliferación [81]. Por otro lado, ha sido sugerido que el entrecruzamiento de 

SLAMF7 promueve una mayor citotoxicidad en células T CD8+ de origen humano, sin 

embargo, todo indica que las células T CD8+ no expresan EAT-2, por lo cual, se requieren 

mayores estudios en células T que ayuden a corroborar estas discrepancias [13], [89]. 

Por otro lado, en linfocitos B humanos, se ha reportado que SLAMF7 induce 

proliferación celular y producción de citocinas, sin embargo, se desconoce si estas funciones 

son o no dependientes de EAT-2, pues parece ser que las células B expresan el transcrito de 

EAT-2, pero la proteína no parece llegar a generarse [13], [90]. 

Finalmente, SLMAF7 también ha sido estudiado en otra célula del sistema inmune 

innato, a saber, en los macrófagos, las células residentes de tejido capaces de reconocer y 

eliminar una amplia variedad de agentes patógenos y células tumorales. En lo que a eso 

respecta, se sabe que uno de los receptores que regula de manera importante la activación de 

los macrófagos es la molécula SIRP (del inglés, signal regulatory protein)-α, un receptor que 

inhibe la capacidad del macrófago para fagocitar. Interesantemente, se ha demostrado que el 

simple hecho de bloquear la interacción de SIRP-α con su ligando (CD47), favorece de 

manera significativa la capacidad de los macrófagos para fagocitar células tumorales. En ese 

mismo contexto, ha sido sugerido que la fagocitosis de células tumorales se potencia aún más 

cuando se involucra la participación de SLAMF7 durante la activación de los macrófagos 

[91].  
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Los resultados anteriores ponen de manifiesto que los receptores SLAM pueden estar 

regulando eventos celulares distintos y estos eventos parecen depender de dos factores 

principales; 1) de la célula inmune que los contenga y 2) del microambiente celular en el cual 

son activados estos receptores (presencia o ausencia de SAP y/o EAT-2). En ese sentido, se 

resalta la necesidad de seguir explorando a estos receptores y esclarecer el papel funcional y 

los mecanismos moleculares que se encuentran regulando en las diferentes células inmunes.  
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Justificación   

Las células NK son las primeras células que responden contra células infectadas y/o 

transformadas, por lo que el estudio de los mecanismos moleculares que regulan su función 

puede dar lugar a nuevos blancos terapéuticos de inmunoterapias.  

SLAMF7 tiene una abundante expresión en células tumorales de sujetos que padecen 

mieloma múltiple. Por lo tanto, se ha instalado como un marcador prometedor en la terapia 

antitumoral. Interesantemente, las células citotóxicas tienen un papel fundamental en la 

regulación inmune de este tipo de tumores, por lo que elucidar los mecanismos moleculares 

exactos que regulan la activación de SLAMF7 en células citotóxicas puede impactar en la 

búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas que permitan generar células con una mayor 

capacidad citotóxica hacia este tipo de patologías.  

Los receptores de la familia SLAM regulan diversos procesos celulares en las células 

inmunes, por lo que elucidar el papel funcional de cada miembro de esta familia resulta 

esencial para conocer la biología celular influenciada por estos receptores. SLAMF7 forma 

parte de esta familia de receptores y ha sido estudiado con particular interés en células NK 

murinas. En ese contexto, se ha demostrado que SLAMF7 señaliza a través de EAT-2 

incrementando la capacidad citotóxica de las células NK. Por el contrario, en ausencia de 

EAT-2, SLAMF7 regula negativamente la activación de las células NK. Además, se ha 

sugerido que la vía de señalización de EAT-2 involucra a PLC-γ, y este binomio parece 

incrementar la velocidad con la que ocurre la polarización y degranulación en las células NK. 

Por otro lado, en células humanas, SLAMF7 ha sido estudiado con menor detalle, y no es 

claro si puede ejercer un efecto dicotómico similar al observado en células NK murinas. Así 

mismo, aunque se sugiere que SLAMF7 señaliza a través de EAT-2, se desconoce si esta vía 

de activación impacta durante la adhesión celular o durante la polarización y/o degranulación 

en las células NK. Por un lado, la presencia de SLAMF7 en células NK parecer estar 

incrementando su capacidad citotóxica. Sin embargo, no son claros los mecanismos celulares 

y moleculares que se promueve en estas células durante el entrecruzamiento de SLAMF7. 

En ese sentido, y puesto que en la mayoría de los trabajos publicados se han centrado en 

evaluar el papel de SLAMF7 mediante anticuerpos monoclonales, en este trabajo nos 

enfocamos en conocer y evaluar la función y los mecanismos de acción exactos de SLAMF7 

en células NK de origen humano mediante la utilización de un modelo celular que expresa el 
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ligando natural de SLAMF7.  
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Hipótesis  

SLAMF7 es un receptor que promueve eventos de activación celular a través de 

regular eventos de adhesión, polarización o degranulación en células NK y esta función es 

dependiente de la participación de PLC-γ. 
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Objetivo general  

Conocer la función y modos de acción de SLAMF7 durante las funciones efectoras 

mediadas por células NK. 

  

Objetivos específicos  

Conocer el patrón de expresión de SLAMF7 en células NK en diferentes estadios de 

diferenciación o activación.  

Determinar la influencia de SLAMF7 en la capacidad citotóxica de células NK  

Identificar elementos de señalización que participen en las funciones mediadas por 

SLAMF7 en células NK.  
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Materiales y métodos  

Anticuerpos y citometría de flujo  

Los anticuerpos utilizados en este estudio incluyen anticuerpos de BioLegend: anti-

CD319 (CRACC) humano (clona 162.1, acoplado a los fluorocromos PE y PerCP/Cy5.5), 

anti-CD3 humano (clona OKT3, acoplado a FITC), anti-CD107a (LAMP-1) humano (clona 

H4A3, acoplado a PE), anti-CD56 (NCAM) humano (clona 5.1H11 acoplado a APC y a 

Pacific Blue), anti-CD8a humano (clona HIT8a, acoplado a FITC y a APC), anti CD4 

humano (clona OKT4, acoplado a PerCP/Cy5.5), anti-CD27 humano (clona M-T271, 

acoplado a BD Horizon), anti-TNF-α (Mab11, acoplado a Alexa Fluor-647), anti-IFN-γ 

(4S.B3, acoplado a PE), anti-α-Tubulina (DM1A, acoplado a Alexa Fluor-488). Como 

anticuerpos no acoplados se utilizaron los anticuerpos: anti-CD3 humano (clona UCHT1), 

anti-CD16 humano (clona 3G8) y anti-Perforin (delta G9). El anticuerpo anti-CD319 humano 

(clona 162) fue purificado en el laboratorio del Dr. Fernando Esquivel. Los anticuerpos de 

BD biosciences: incluyen anti-CD57 humano (clona NK-1, acoplado a PE). Y los anticuerpos 

de TONBO biosciences incluyen: anti-CD45RA humano (acoplado a PE). Las muestras 

fueron adquiridas en el citómetro BD FACSCanto II, IBT, UNAM. Los anticuerpos usados 

para los inmunoblots incluyen: p-(phospho) VAV-1 (Y160), p-SLP76 (S376), p-PLC-γ 

(Y783), p-p44/42 MAPK (T202/Y204), p-Akt (S473), p-PLC-γ2 (Y759), β-actina. 

Cultivo de las líneas celulares y células primarias purificadas a partir de 

sangre periférica  

La línea celular P815 (ATCC) y las células mononucleares derivadas de sangre 

periférica (PBMC, por sus siglas en ingles) se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco™ 

Advanced RPMI 1640 Medium) suplementado con 5 % de suero fetal bobino (BYproductos) 

inactivado por calentamiento, L-glutamina, estreptomicina y penicilina (Gibco™), y 2-

Mercaptoetanol (Gibco™) a 1X. La línea celular NK-92 (ATCC) fue cultivada también con 

Medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al 6.5% más 6.5 % de suero de caballo 

(ATCC) inactivado por calentamiento, L-glutamina, estreptomicina y penicilina, 2-

Mercaptoetanol y 100 UI/mL de IL-2 humana recombinante (PeproTech). La línea celular 

HeLa y la línea celular Phoenix fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco™ Advanced 

DMEM Medium) suplementado con 5 % de suero fetal bobino, L-glutamina, estreptomicina 

y penicilina. Las células se mantuvieron en incubación a 37°C en un ambiente humidificado 
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y 5 % de CO2 (dióxido de carbono). El conteo de células y la viabilidad se realizó en cámara 

de Neubauer utilizando azul de tripano (Gibco™ Trypan Blue Solution, 0.4%) como 

colorante de viabilidad celular.  

Infección retroviral  

Para la expresión de SLAMF7 (ligando de SLAMF7) en la línea celular HeLa, se usó 

el vector retroviral pFB-GFP (addgene), un vector bicistrónico que codifica para la proteína 

verde fluorescente, GFP (green fluorescent protein). La secuencia codificante de SLAMF7 

fue clonada en el vector pFB-GFP con los sitios de restricción para la enzima EcoRI. Una 

vez generada la construcción y analizada por restricción y secuenciación, el plásmido fue 

transfectado en la línea celular Phoenix (línea celular empacadora de virus) para generar las 

partículas virales infectivas. 

Brevemente, en placas de 60 mm para cultivo celular se plaquearon 1.5 millones de 

células Phoenix y se incubaron toda la noche, al día siguiente, el sobrenadante de las células 

se remplazó por medio nuevo y fueron transfectadas con 10 µg de DNA plasmídico según 

correspondía (pFB-GFP para el vector vacío y SLAMF7 en pFB-GFP para la expresión de 

SLAMF7), la transfección se realizó utilizando medio OPTI-MEM (Gibco™) y 10 µg de 

lipofectamina 2000 (Invitrogen™) para cada condición. Las células transfectadas fueron 

incubadas una noche a 37°C y 5% CO2, al día siguiente, el sobrenadante de las células 

Phoenix fue retirado y remplazado por medio RPMI nuevo y completo, después de 24 horas, 

el sobrenadante fue recuperado y filtrado (0.22 µm). Este sobrenadante (con las partículas 

infectivas) fue utilizado para transducir las células HeLa, se utilizaron 500 mil células HeLa 

para la transducción, se realizaron dos randas de infección retroviral usándose 2 ml de 

sobrenadante filtrado para cada infección. A los 5 días posinfección se analizó la expresión 

de GFP por citometría de flujo. Las células HeLa positivas para GFP fueron crecidas a una 

densidad suficiente y sorteadas por citometría de flujo en base a la positividad para GFP, el 

sorting se realizó utilizando el citómetro BD FACSAria III (BD Biosciences), a cargo del Dr. 

Ismael Mancilla en el Instituto Nacional de Perinatología. Después del sorting celular, las 

células HeLa SLAMF7- (vector vacío) alcanzaron una eficiencia de transducción cercana al 

90 %. Por otro lado, las células HeLa SLAMF7+ alcanzaron una eficiencia de transducción 

por arriba del 95%. Además, la eficiencia de transducción para SLAMF7 alcanzó un valor 
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cercano al 90%. Se realizaron clonas únicamente en la construcción HeLa SLAMF7+ y se 

tomaron las más positivas tanto para GFP como para SLAMF7. 

Ensayo de lisis y degranulación celular específica  

Durante los ensayos de degranulación y lisis celular específica, se utilizaron células 

de origen humano; células NK primarias, células T CD8+ activadas (CTL), y la línea celular 

NK-92 (ATCC), una línea de células NK. La purificación de Las células NK (MojoSort™ 

Human NK Cell Isolation Kit, BioLegend) o CD8+ (Untouched™ Human CD8 T Cells Kit, 

Invitrogen) se realizó por selección negativa de acuerdo con las especificaciones del 

proveedor. Después de la purificación las células fueron estimuladas; células NK con IL-2 

(100 UI/ml), células T CD8+ con IL-2 (100 UI/ml) más PHA (1.25µg/ml), ambas por 48 

horas y seguidas de una noche en arresto en medio nuevo pero libre de estímulo. 

Por un lado, se realizaron ensayos de lisis celular redireccionada hacia las células 

P815 a diferentes relaciones celulares (efectora:blnaco). En ese contexto, previo al ensayo, 

las células P815 fueron incubadas con anticuerpos específicos para anti-CD3, anti-CD16 y 

anti-SLAMF7 (1.5 µg de cada anticuerpo, 3 µg totales por millón de células en 100 uL de 

medio RPMI). Posteriormente, las células P815 fueron lavadas y resuspendidas en medio 

nuevo. Después, fueron co-cultivadas con las células NK o con las CTL. Para poder analizar 

la muerte celular en las células blanco, las células P815 fueron marcadas con la sonda 

fluorescente cellTracker green (Invitrogen™ Molecular Probes™ CellTracker™ Green) 

previo al ensayo. 

Por otro lado, las células NK o las células NK-92 fueron incubadas con las células 

HeLa transducidas, HeLa SLAMF7- o HeLa SLAMF7+, a diferentes relaciones celulares. Las 

células HeLa ya eran GFP positivas, por lo que no fue necesario marcarlas nuevamente.  

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos fondo “V” en un volumen final de 

200 µL. Una vez colocados los co-cultivos, la placa fue centrifugada a 500 rpm por 4 minutos 

para favorecer los contactos celulares. En seguida, la placa fue incubada por 4 horas a 37°C 

y 5% de CO2. Pasado este tiempo, las células fueron recuperadas en tubos para FACS y 

teñidas con una sonda fluorescente capaz de detectar a las células en estado apoptótico 

(Invitrogen™, LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain Kit). Las células dobles 
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positivas (GFP+Violeta+), correspondieron a las células P815 o a las células HeLa en estado 

apoptótico. Las muestras fueron adquiridas por la técnica de citometría de flujo.  

En ensayos similares se evaluó el proceso de degranulación celular en las células NK, 

NK-92 o CTL a una relación 1:1 (2x105 efectoras : 2x105 blanco). Los co-cultivos se 

realizaron por 3 horas a 37°C y 5% de CO2. A continuación, las células fueron recuperadas 

y teñidas con anticuerpos conjugados con diferentes fluorocromos para evaluar 

degranulación (presencia de CD107a sobre la membrana celular externa), específicamente 

sobre las células NK o CTL; (NK: CD3-CD56+ y CTL: CD3+CD8+). El porcentaje de 

degranulación para las células NK correspondió a las células CD56+CD3-CD107a+ y, para 

CD8 correspondió a las células CD8+CD3+CD107a+. Todas muestras fueron analizadas por 

citometría de flujo. 

En algunos ensayos, las células NK-92 fueron pretratadas por 30 minutos con 

inhibidores farmacológicos selectivos, U73122 (inhibidor de PLC-γ) a una concentración de 

2.5 µM, LY294002 (inhibidor de PI3K) a una concentración de 25 µM o con DMSO. 

Posteriormente, las células NK-92 fueron lavadas dos veces y resuspendidas en medio nuevo 

a la densidad deseada. El U73122 y el DMSO se adquirieron de SIGMA, el LY294002 fue 

de Merck.   

Evaluación de citocinas intracelulares  

La expresión de citocinas se evaluó en células primarias y en la línea celular NK-92. 

Por un lado, las PBMC fueron purificadas a partir de concentrados leucocitarios. 

Posteriormente, se aislaron a las células NK por selección negativa de acuerdo con las 

especificaciones del proveedor. Después de la purificación, las células NK fueron 

estimuladas con IL-2 (100 UI/ml) por 48 horas y seguidas de una noche en arresto con medio 

completo pero libre de IL-2. Posteriormente, las células NK primarias y las células NK-92 

fueron co-cultivadas con las células HeLa SLAMF7- o SLAMF7+ en una proporción 1:1 

(2x105:2x105) en placas de 96 pozos fondo V, centrifugadas 3 minutos a 500 rpm e incubadas 

4 o 7 horas a 37°C, el ensayo se realizó en presencia de Brefeldina A (5 µg/mL) (SIGMA) y 

Golgistop (5 µL/mL) (BD). En seguida, las células fueron teñidas para las moléculas CD3 y 

CD56. Posteriormente, las células fueron permeabilizadas (BD Cytofix/Cytoperm™) y 

teñidas para TNF-α e IFN-γ con anticuerpos específicos. El porcentaje de expresión para 
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cada citocina se evaluó de manera específica en células NK en base a la positividad para 

CD56+ TNF-α+ e IFN-γ+ pero negativas para CD3-, las muestras fueron adquiridas por 

citometría de flujo.   

Microscopía confocal  

Los ensayos de microscopia se realizaron en cubetas especiales para microscopía 

(chambered coverglass, Lab-Tek). Las cubetas fueron incubadas una noche con 500 µL por 

pozo de poli-L-lisina al 0.01% (SIGMA), en total 2 mL por placa. Posteriormente, las placas 

fueron lavadas dos veces con PBS (phosphate buffered saline) 1X pH=7.4. Seguido del 

lavado, se plaquearon 2.5 x 105 células HeLa SLAMF7- o HeLa SLAMF7+ en cada pocillo, 

según correspondiera. La placa se incubó una noche para permitir la adhesión celular. Al día 

siguiente, se marcaron células NK-92 con cellTracer Orange (Invitrogen™ Molecular 

Probes™ CellTracker™ Orange) a una concentración de 50 µM por 30 minutos a 37˚C. Las 

células NK-92 recién teñidas y las células HeLa plaqueadas se incubaron, por separado, 30 

minutos a 4˚C. En seguida, se colocaron 1.25 x 105 células NK-92 en cada pozo de las células 

HeLa SLAMF7- o HeLa SLAMF7+ en un volumen final de 500 µL. Después, los co-cultivos 

se colocaron sobre hielo por 20 minutos más para permitir que las células NK-92 hicieran 

contacto con las células HeLa. Posteriormente, los co-cultivos fueron incubados por cero o 

20 minutos a 37°C. Posteriormente, las células fueron recuperadas y fijadas con 

paraformaldehído a una concentración final de 1% por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Las células fueron lavadas 2 veces con PBS y permeabilizadas con 300 µl de metanol frio 

absoluto por 5 minutos a 4°C. las células fueron lavadas 2 veces más con PBS y teñidas con 

un anticuerpo primario para perforina (no acoplado) a una concentración de 1.7 µg/mL en 

300 uL/pozo de FACS juice, 30 minutos a 4˚C. Se lavaron 2 veces con PBS y se tiñeron con 

el anticuerpo secundario (Alexa Flúor 647 goat anti-mouse IgG) a una concentración de 2 

µg/mL en 300 µL/pozo de FACS juice, 30 minutos a 4˚ C en oscuridad. Posteriormente se 

realizaron 2 lavados con PBS, se volvió a fijar con paraformaldehído al 1%, seguido de 2 

lavados más con PBS. Finalmente, las células se dejaron en 500 µL de PBS 1X, almacenadas 

a 4˚C y protegidas de la luz hasta su adquisición. Las muestras se analizaron a 60 X en el 

microscopio invertido Olympus FV100 y se realizaron 15 cortes transversales de cada uno 

de los campos analizados. La adquisición se realizó en el laboratorio nacional de microscopía 
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avanzada (LNMA) IBT-UNAM. Las imágenes fueron analizadas utilizando el software 

ImageJ (version v1.53i, NIH). 

Formación de conjugados celulares  

Para los conjugados celulares, las células NK-92 fueron marcadas con un anticuerpo 

anti-CD56 conjugado con el fluorocromo APC (aloficocianina), todo en hielo y protegidas 

de la luz por 30 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas y resuspendidas a 5 x 

105 células por mL. Para el ensayo, se tomaron 100 µL de la suspensión de células NK-92 y 

se incubaron con 100 µL (2 x 105 células) de las células HeLa SLAMF7- o HeLa SLAMF7+. 

Inmediatamente fueron centrifugadas a 500 rpm por 3 minutos a 4 °C. En seguida, los co-

cultivos fueron incubados por 0, 5, 10 o 20 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de incubación, 

se recuperaron las muestras, se les dio un vórtex (1 segundo, velocidad máxima), y la 

reacción se detuvo con 300 µL de paraformaldehído frio al 0.5 %. Las muestras se colocaron 

a 4°C y fueron protegidas de la luz. Las muestras fueron adquiridas por citometría de flujo. 

El porcentaje de las células CD56+GFP+ (dobles positivos, células NK-92:células HeLa) 

representaron a los conjugados celulares. 

Estadística de los resultados obtenidos   

Para el análisis estadístico usamos el software GraphPad Prisma version 8.0.1 para 

Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA. Para determinar la diferencia 

estadísticamente significativa usamos la prueba no paramétrica U de Mann Whitney. Un 

valor de p menor a 0.05 fue considerado estadísticamente significativo. 
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RESULTADOS  

La expresión de SLAMF7 se favorece en células NK activadas  

SLAMF7 se expresa de manera constitutiva en células NK humanas, sin embargo, se 

desconoce su perfil de expresión durante diferentes estadios de activación. En la Figura 9 se 

presenta la evaluación de la expresión comparativa de SLAMF7 en células NK bajo 

diferentes estímulos inmunológicos y a los tiempos de 48 (A) y 72 horas (B). Inicialmente, 

se observó que las células NK mostraron una expresión constitutiva baja (10-20%). Después 

Figura 9. La expresión de SLAMF7 se incrementó en las células NK activadas. células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) fueron estimuladas con diferentes citocinas, posteriormente, por citometría de flujo se 

evaluó el efecto sobre la expresión de SLAMF7 en las células CD56+CD3- (célula NK). En A, células estimuladas 

por 48 horas y en B, células estimuladas por 120 horas. La expresión de SLAMF7, en cada condición, 

correspondió a la intensidad media de fluorescencia (MFI). De esta manera, el número dentro de cada histograma 

representa el valor de MFI para SLAMF7 en cada condición. C, análisis comparativo del efecto de los 

tratamientos con citocinas sobre la expresión de SLAMF7, para el tiempo de 48 horas (gráfica superior) y para 

el tiempo de 120 horas (gráfica inferior), donde se presenta la media y la desviación estándar de 3 ensayos 

independientes. Se utilizó la prueba U de Mann Whitney para comparar el MFI de cada condición, considerando 

una p<0.05% como significativa. En A y en B, imagen representativa de tres ensayos realizados de manera 

independiente a partir de células de diferentes donadores. Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas 

abiertos: expresión de SLAMF7. IL-: interleucina (IL-2, IL-12 e IL-15), IFN-γ: interferón-γ, TGF-β: factor de 

crecimiento transformante β. SE: sin estimular. Ensayo representativo de 3 ensayos realizados de manera 

independiente. 
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de su estimulación con las citocinas IL-2 o IL-12/IL-15, la intensidad media de fluorescencia 

para SLAMF7 se incrementó a las 48 horas, Figura 9A. Por el contrario, la incubación con 

IFN-β o con TGF-β no ocasionó efecto sobre su expresión. En la Figura 9B se presenta el 

análisis de expresión de SLAMF7 a las 120 horas post-estímulo. Similar al tiempo de 48 

horas, la incubación con IL-2 o IL-12/IL-15 incrementaron la expresión de SLAMF7, 

mientras que IFN-β y TGF-β no indujeron algún efecto. En la Figura 9C se muestra el 

análisis comparativo entre los estímulos y la expresión basal de SLAMF7, para el tiempo de 

48 horas (panel superior) y 120 horas de estímulo (panel inferior). En base a nuestros 

experimentos, solo la incubación con IL-12/IL-15 indujeron un incremento estadísticamente 

significativo en los niveles de expresión de SLAMF7 a las 48 horas (p<0.05). Por su parte, 

aunque visualmente se observó un ligero incremento en los niveles de expresión de SLAMF7 

por efecto de IL-2, no se alcanzó una significancia estadística (p<0.05). Algo similar ocurrió 

con IFN-β y con TGF-β, que en nuestras condiciones de experimentación no indujeron efecto 

sobre la expresión de SLAMF7 en las células NK. Estos resultados evidencian que las 

citocinas que promueven activación de las células NK humanas, también favorecen la 

expresión de SLAMF7. 

Considerando que la función biológica de los receptores de la familia SLAM depende 

de las proteínas adaptadoras SAP y EAT-2, también se evaluó su expresión en las células 

NK. En la Figura 10 se puede observar que la proteína EAT-2 se expresa a niveles bajos en 

células no estimuladas. Su estimulación con citocinas ocasionó un incremento en su 

expresión a las 48 horas. Por su parte, a las 120 horas de estimulación, las citocinas IL-2 e 

IL-12/IL-15 también incrementaron su expresión, mientras la incubación con IFN-β y TGF-

β redujeron su expresión. Por su parte, la expresión de SAP resultó ser muy estable y similar 

tanto en las condiciones basales como durante la estimulación (48 y 120 horas) en ambas 

subpoblaciones de las células NK. Todo esto sugiere que mientras que la expresión de SAP 

parece ser muy estable en las células NK y no depender de la estimulación por citocinas, la 

expresión de EAT-2 parece estar influenciada por citocinas que afectan el estado de 

activación de las células NK.  

Adicionalmente, en ensayos paralelos, también se evaluó la expresión de SLAMF7 

en células T CD4+ y CD8+ activadas bajo tres esquemas diferentes: 1) entrecruzamiento con 
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anti-CD3/anti-CD28; 2) PHA/IL-2; 3) PMA/ionomicina. Como se puede observar en Figura 

Figura 10. Expresión de SLAMF7, SAP y EAT-2 en células NK humanas activadas. Por citometría de flujo 

se evaluó la expresión de SLAMF7, SAP y EAT-2 en células NK humanas. El análisis se realizó en la población 

de células NK CD3-CD56dim (A y C) y en las células NK CD3-CD56bright (B y D), a las 48 horas de estímulo (A 

y B), y a las 120 horas de estímulo (C y D). Dentro de cada histograma se muestra el porcentaje de expresión 

para SLAMF7, EAT-2 o SAP con respecto al control de isotipo. Histogramas en gris: control de isotipo, 

histogramas abiertos: expresión para SLAMF7, EAT-2 o SAP, según corresponda. Ensayo representativo de 3 

ensayos realizados de manera independiente. 
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11, ambos tipos de células T expresaron SLAMF7 de manera basal, aunque fue a niveles 

bajos. Posterior a los tres tipos de estimulación y para los tres tiempos evaluados (24, 48 y 

72 horas), se observó un incremento muy evidente en el porcentaje de expresión. Estos 

resultados sugieren que la expresión de SLAMF7 también parece favorecerse en células T 

activadas. 

 

Por otro lado, en la Figura 12 se observa que las células T CD8+ naive no expresaron 

SLAMF7, en cambio, las células T CD8+ de memoria y efectoras expresaron SLAMF7 de 

Figura 11. Expresión de SLAMF7 en células T CD4+ y CD8+ activadas. PBMC fueron activadas bajo tres 

esquemas de activación: A, incubación con anticuerpos específicos (anti-CD3 y anti-CD28); B, incubación con 

PHA/IL-2; C, incubación con PMA/IONO. A los tiempos de 24, 48 y 72 horas. Posteriores a la aplicación del 

estímulo, se comparó la expresión relativa de SLAMF7 en las células T CD4+CD3+ y en las células T CD8+CD3+. 

Dentro de cada histograma se muestra el porcentaje de expresión para SLAMF7 con respecto al control de isotipo. 

Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas abiertos: expresión para SLAMF7. PHA: fitohemaglutinina, 

IL-2: interleucina-2, PMA: (forbol-12-miristato13-acetato), IONO: ionomicina. Ensayo representativo de 3 

ensayos realizados de manera independiente. 
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manera constitutiva. Por consiguiente, estos resultados también evidencian que la activación 

de las células T induce la expresión de SLAMF7.  

 

La expresión de SLAMF7 en células blanco incrementa la capacidad citotóxica 

de las células NK 

Como una primera aproximación que nos permitiera evaluar el impacto de SLAMF7 

durante la activación de las células NK humanas, se realizaron ensayos de lisis celular 

redireccionada hacia las células P815 (células blanco), La activación de SLAMF7 por medio 

de anticuerpos monoclonales específicos para SLAMF7 se observa en la Figura 13. 

Inicialmente, en la Figura 13A podemos ver que las células NK fueron capaces de lisar en 

un 80% a las células P815 que fueron incubadas con anticuerpo anti-CD16 (anti-CD16/anti-

CD3 o anti-CD16/anti-SLAMF7) respecto a células P815 preincubadas con un control de 

isotipo. Sin embargo, el porcentaje de lisis en respuesta al entrecruzamiento de SLAMF7 fue 

similar al observado en respuesta al entrecruzamiento de CD16 de manera individual. Estos 

resultados sugieren, que el entrecruzamiento de SLAMF7 parece no tener impacto adicional 

sobre la activación citolítica de las células NK en respuesta a CD16.   

 

 

Figura 12. Expresión de SLAMF7 en diferentes subpoblaciones de células T CD8+. A partir de PBMC se 

evaluó la expresión diferencial de SLAMF7 en células T CD8+ naive (CD57-CD27+ y CD45RA+CD27+), 

efectoras (CD57+CD27- y CD45RA+CD27-), de memoria (CD57-CD27- y CD45RA-CD27+), y memoria central 

(CD57+CD27+ y CD45RA-CD27-). Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas abiertos: expresión para 

SLAMF7. Ensayo representativo de 2 ensayos realizados de manera independiente. 
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Figura 13. El entrecruzamiento de SLAMF7 mediante anticuerpos específicos no afectó la capacidad 

citotóxica de células NK o CTL. Las células P815 fueron preincubadas con diferentes combinaciones de 

anticuerpo y, posteriormente, fueron co-cultivadas por 4 horas a 37°C con células NK primarias (A) a 

diferentes relaciones de células efectoras (E) y blanco (T): 20:1, 10:1, 5:1 o 1:1. La lisis porcentual de las 

células P815 fue evaluada por citometría de flujo utilizando una sonda fluorescente específica para células en 

estado apoptótico. El efecto citotóxico fue también evaluado por medio de la degranulación celular, vía la 

expresión de la molécula CD107a, para células NK primarias en reposo (B, panel superior) o preactivadas 

con IL-2 (B, panel inferior). De la misma manera, se evaluó la degranulación de las CTLs (C). El porcentaje 

de presencia de CD107a se muestra dentro de cada gráfico. El análisis estadístico del efecto del 

entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la degranulación de las células NK primarias en reposo (gráfica superior) 

y activadas con IL-2 (gráfica inferior) se observa en D. El análisis estadístico del efecto del entrecruzamiento 

de SLAMF7 sobre la degranulación de las células T CD8+ se observa en E. Los gráficos muestran la media 

y la desviación estándar de 3 ensayos independientes de 3 donadores distintos. Ensayo representativo de 3 

ensayos realizados de manera independiente. 
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Por su parte, en la Figura 13B se muestran los resultados del impacto del 

entrecruzamiento de CD3, CD16 y SLAMF7, sobre la degranulación (presencia de CD107a 

en superficie) de las células NK primarias que fueron no activadas o activadas previamente 

con IL-2 (Figura 13B, paneles superiores y Figura 13C, paneles inferiores, respectivamente) 

y de CTLs (Figura 13C). Las células NK primarias mostraron niveles basales de 

degranulación en ausencia del entrecruzamiento de CD16, independientemente de si estas 

fueron activadas o no con IL-2. En contraste, el entrecruzamiento de CD16 indujo un 

incremento en los porcentajes de células NK positivas para CD107a en comparación a células 

NK sin estimular. Por su parte, el entrecruzamiento de SLAMF7 no modificó el porcentaje 

de células NK positivas para CD107a respecto a células sin estimular. En la Figura 13D se 

muestra el análisis estadístico de ensayo de degranulación en células NK primarias. Por otro 

lado, en la Figura 13C se observa que las CTL requieren el entrecruzamiento de CD3 para 

poder inducir la degranulación. En ese contexto, tampoco el entrecruzamiento de SLAMF7 

indujo un cambio del nivel de degranulación respecto a células sin estimular o estimuladas 

únicamente con CD3. En la Figura 13E se muestra el análisis estadístico de los resultados 

de la degranulación en células CTLs. En conclusión, estos experimentos demuestran que el 

entrecruzamiento de SLAMF7 mediante el empleo de anticuerpos monoclonales no afecta la 

lisis o la degranulación de células citotóxicas humanas sobre los estímulos de CD3 (células 

T) o CD16 (células NK). 

Por otro lado, se evaluó el porcentaje de expresión basal de SLAMF7 en varias líneas 

celulares de origen hematopoyético y que son susceptibles a la lisis mediada por las células 

NK. En la Figura 14 se puede observar que todas las células hematopoyéticas evaluadas 

Figura 14. SLAMF7 se expresa en células tumorales de origen hematopoyético. Se evaluó la expresión de 

SLAMF7 en líneas celulares susceptibles a ser eliminadas por células NK. El número dentro de cada histograma 

representa el porcentaje de las células positivas para la expresión de SLAMF7 con respecto al control de isotipo. 

Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas abiertos: expresión para SLAMF7en cada línea celular. 

Figura representativa de tres ensayos realizados de manera independiente. Ensayo representativo de 3 ensayos 

realizados de manera independiente. 
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mostraron diferentes porcentajes de expresión para SLAMF7. Mientras unas mostraron el 

50% de expresión, otras líneas como Raji, Daudi y 721.221 mostraron un porcentaje de 

expresión cercano al 100%. Todo esto sugiere que la presencia de SLAMF7 es muy frecuente 

en células de origen hematopoyético. En base a estos resultados se decidió evaluar la 

expresión de SLAMF7 en células de origen no hematopoyético como son, las células HeLa.  

Como puede observarse en la Figura 15A, las células HeLa, en contraste a las células 

de origen hematopoyético, no mostraron expresión de SLAMF7. De acuerdo con estos 

resultados, se decidió inducir la expresión ectópica de SLAMF7 en células HeLa con la 

finalidad de evaluar la contribución de SLAMF7 en la activación de las células NK en un 

contexto más fisiológico, esto es, evaluando la interacción de SLAMF7 con su ligando 

natural (SLAMF7). Este modelo nos permitió evitar el uso de anticuerpos monoclonales con 

un estímulo más fisiológico, para conocer el impacto de SLAMF7 en la activación de las 

células NK. Para esto, se procedió a transfectar a la línea de células NK, NK-92 con un vector 

bicistrónico que además de codificar para el gen de interés (SLAMF7), también codifica para 

la proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés). En la Figura 15A, se evaluó 

la expresión de GFP y de SLAMF7 en las células HeLa transfectadas con el vector vacío o 

con el vector que contiene la secuencia codificante para SLAMF7.  

Una vez que se obtuvieron células HeLa que no expresan o expresan establemente 

SLAMF7, se procedió a usarlas como células blanco en ensayos de lisis específica mediada 

por células NK. En la Figura 15B se observa que tanto las células NK primarias como las 

células NK-92 fueron capaces de lisar hasta un 40% de las células HeLa negativas para 

SLAMF7 (línea roja). Por el otro lado, las células positivas para SLAMF7 también fueron 

eliminadas por las células NK, sin embargo, respecto a las células HeLa SLAMF7-, la 

presencia de SLAMF7 en células HeLa incrementó la capacidad lítica de las células NK 

(línea azul) a niveles entre 50 y 70%. En los gráficos de barras de la Figura 15B se puede 

apreciar que entre mayor la relación de células efectoras:células blanco (E:T), mayor 

incremento significativo de la capacidad lítica con relación a las células HeLa que no 

expresan SLAMF7. Adicionalmente, en la Figura 16A se puede observar que las células NK 

primarias activadas con IL-2 también eliminaron un mayor porcentaje de células HeLa, 

cunado estas últimas fueron positivas para SLAMF7. Por lo tanto, estos resultados indican 
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Figura 15. La expresión de SLAMF7 sobre células blanco favorece la capacidad citotóxica de las células NK 

humanas. A, histograma de la expresión de GFP y SLAMF7 en células HeLa transducidas con un vector retroviral 

que codifica solo para la proteína verde fluorescente (vector vacío) o vector que codifica para GFP y para 

SLAMF7. Además, por PCR tiempo final se evaluó la expresión de SLAMF7 en células NK-92, células HeLa o 

células HeLa transducidas, el GAPDH se utilizó como un control positivo del ensayo de PCR. B, ensayo de lisis 

celular específica a diferentes proporciones (20:1, 10:1, 5:1 y 1:1) de células NK primarias o células NK-92 versus 

células HeLa transducidas. Los gráficos de barras representan “las veces” de incremento entre el porcentaje de 

lisis de las células HeLa SLAMF7- (barras rojas) y de las células HeLa SLAMF7+ (barras azules), con respecto a 

la muerte basal. También se evaluó la expresión intracelular de IFN-γ y TNF-α en las células NK preactivadas con 

IL-2 (C) y en las células NK-92 (D) co-cultivadas con las células HeLa transducidas. En las condiciones donde se 

involucró la activación de SLAMF7 la respuesta de las células NK resultó ser más potente, tanto a nivel de lisis 

como a nivel de síntesis de citocinas, un efecto que resultó ser estadísticamente significativo. CONTINÚA… 
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que el ligando natural de SLAMF7 incrementa el estado de activación y/o el estado citolítico 

de las células NK humanas respecto a células blanco que no expresan SLAMF7.   

También se evaluó el impacto de la presencia de SLAMF7 en células blanco durante 

la síntesis de IFN-γ y TNF-α por células NK. En la Figura 15C y D se observa que tanto las 

células NK primarias como las células NK-92 mostraron niveles basales de producción de 

IFN-γ y TNF-α. Por su parte, en las células NK primarias preactivadas con IL-2, la 

participación de SLAMF7 resultó en un incremento significativo en la síntesis de IFN-γ 

(Figura 15C, paneles superiores) y TNF-α (Figura 15C, paneles inferiores), con relación a 

las células HeLa que no expresan SLAMF7 (HeLa SLAMF7-). En la Figura 15D, se muestra 

el análisis de la síntesis de TNF-α en las células NK-92. Similar a lo observado en células 

NK primarias, el reclutamiento de SLAMF7 también resultó en un importante incremento 

significativo en la síntesis de TNF-α con relación a las células HeLa SLAMF7-. En los 

gráficos de barras de la Figura 15C y D (panel derecho) se muestra el análisis estadístico del 

efecto del entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la síntesis de citocinas tanto en células NK 

primarias como en células NK-92. En la Figura 16B se puede observar que en contraste a 

las células NK activadas con IL-2 o en células NK-92, la síntesis de citocinas parece ser muy 

baja en respuesta a la sola presencia de las células HeLa, sin embargo, el estímulo con 

PMA/ionomicina fue suficiente para observar un incremento significativo en la síntesis de 

citocinas. Estos resultados sugieren, que SLAMF7, con excepción de células NK en reposo, 

Continuación, Figura 15. En las condiciones donde se involucró la activación de SLAMF7 la respuesta de las 

células NK resultó ser más potente, tanto a nivel de lisis como a nivel de síntesis de citocinas, un efecto que resultó 

ser estadísticamente significativo. El grafico de lisis en las células NK primarias corresponde a una figura 

representativa de los diferentes ensayos realizados, para las células NK-92 representa los resultados de cuatro 

ensayos realizados de manera independiente. La proporción de incremento, o fold increase, a nivel de lisis y 

expresión de citocinas corresponde a los resultados obtenidos de al menos tres ensayos realizados de manera 

independiente. Para el ensayo de lisis los co-cultivos fueron de 4 horas, para la expresión de citocinas los co-

cultivos fueron de 4 (NK-92) o 7 (NK primarias) horas. Como control de activación celular se utilizó PMA (forbol-

12-miristato13-acetato) más IONO (ionomicina). Para el análisis estadístico se utilizó la prueba U de Mann 

Whitney considerándose una p<0.05% como significativa. Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas 

abiertos expresión para GFP o para SLAMF7 en las células HeLa transducidas. PCR: reacción en cadena de la 

polimerasa, GAPDH: Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, GFP: green fluorescent protein, IFN-γ: interferón-

γ, TNF-α: factor de necrosis tumoral α. Ensayo representativo de 4 ensayos realizados de manera independiente. 
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es responsable de mediar un incremento significativo en la síntesis de citocinas en células 

NK humanas.  

 

SLAMF7 no afecta la formación de conjugados celulares entre las células NK y 

las células blanco  

Una vez que las células NK reconocen a una célula blanco uno de los primeros 

eventos celulares que ocurren es la formación de los conjugados celulares. En base a lo 

anterior, y puesto que SLAMF7 incrementó de manera significativa la capacidad citotóxica 

de las células NK, el siguiente experimento tuvo como objetivo el evaluar el efecto de 

SLAMF7 sobre la adhesión celular. Para evaluar el evento de adhesión celular, las células 

NK-92, preteñidas para CD56-APC, se cultivaron con células HeLa que expresan o no 

SLAMF7 (HeLa SLAMF7- HeLa SLAMF7+ respectivamente) por diferentes tiempos de 

Figura 16. Entrecruzamiento de SLAMF7 en células NK activadas con IL-2 y en células NK en reposo. A, 

imagen representativa de un ensayo de lisis celular especifica a diferentes relaciones de células efectoras (E) y 

blanco (T) (20:1, 10:1, 5:1 y 1:1) entre células NK primarias activadas con IL-2 versus células HeLa transducidas 

con un vector retroviral que codifica para GFP (vector vació) (HeLa SLAMF7-) o que codifica para GFP y para 

SLAMF7 (HeLa SLAMF7+). La lisis porcentual de las células HeLa fue evaluada por citometría de flujo 

utilizando una sonda fluorescente específica para células en estado apoptótico. B, imagen representativa de un 

ensayo donde se evaluó el impacto del entrecruzamiento de SLAMF7 durante la síntesis de IFN-γ y TNF-α de 

células NK primarias en reposo. Células NK (panel superior) o células mononucleares de sangre periféricas 

(panel inferior) fueron co-cultivadas con células HeLa SLAMF7- o células HeLa SLAMF7+. Posteriormente, por 

citometría de flujo se analizó la síntesis de IFN-γ y TNF-α en las células NK (CD56+CD3+). Como control de 

activación celular se utilizó PMA (forbol-12-miristato13-acetato) más IONO (ionomicina). GFP: green 

fluorescent protein, IFN-γ: interferón-γ, TNF-α: factor de necrosis tumoral α. Ensayo representativo de 3 ensayos 

realizados de manera independiente.      
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incubación. En la Figura 17A se muestran las gráficas de punto de citometría de flujo de un 

ensayo representativo al tiempo 0, 5, 10 y 20 minutos. En el eje de las ordenadas se representa 

a CD56, mientras que en el eje de las abscisas se representa la fluorescencia de GFP. En esta 

misma figura se puede observar que las células del cuadrante inferior derecho son las células 

NK-92 (CD56+), mientras que en el cuadrante superior izquierdo están presentes las células 

Figura 17. La adición de SLAMF7 durante la activación de células NK no impacta en la formación de 

conjugados celulares. A, células NK-92, preteñidas para CD56-APC, fueron co-cultivadas con células HeLa 

transducidas con un vector retroviral que codifica para GFP (vector vació) (HeLa SLAMF7-) o que codifica para 

GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7+); NK-92 versus HeLa SLAMF7- (panel izquierdo) y NK-92 versus HeLa 

SLAMF7+ (panel derecho). El porcentaje en la formación de conjugados celulares fue evaluado por citometría 

de flujo, dentro de cada gráfico de puntos (cuadrante superior derecho) se muestra el porcentaje de los conjugados 

formados entre las células NK-92 y las células blanco. B, análisis estadístico del efecto del entrecruzamiento de 

SLAMF7 sobre la formación de conjugados celulares entre las células NK-92 y las células HeLa SLAMF7- 

(barras rojas) o las células HeLa SLAMF7+ (barras azules), asimismo, se muestra la media y la desviación 

estándar de 4 ensayos independientes. Para el análisis estadístico se utilizó la prueba de U de Mann Whitney 

considerándose una p<0.05% como significativa. GFP: green fluorescent protein, NS: no significativo.  

 



53 
 

HeLa SLAMF7- (panel izquierdo), o HeLa SLAMF7+ (panel derecho). Las células presentes 

en el cuadrante superior derecho se consideran como conjugados entre las células NK-92 y 

las células blanco ya que en este cuadrante es posible observar la doble señal de fluorescencia 

correspondiente a la fluorescencia tanto de las células efectoras como de las células blanco. 

En la misma Figura 17A se puede observar que un incremento en el porcentaje de formación 

de conjugados entre células NK y células blanco está en función del tiempo de co-cultivo. 

Por otro lado, en la Figura 17B se muestra el análisis estadístico del impacto de SLAMF7 

sobre la formación de los conjugados celulares entre las células NK-92:células HeLa 

SLAMF7- (barras rojas) y las células NK-92:células HeLa SLAMF7+ (barras azules). 

Aunque visualmente se observa un incremento a lo largo del tiempo en el porcentaje de los 

conjugados celulares cuando SLAMF7 estuvo presente en las células blanco, este no alcanzó 

significancia estadística a ninguno de los tiempos de incubación, con relación a las células 

HeLa SLAMF7-. En base a estos resultados, se sugiere que SLAMF7 no tiene impacto, o 

tiene un impacto mínimo, sobre la adhesión celular entre las células NK humanas y sus 

células blanco.  

SLAMF7 no afecta de manera significativa el evento de polarización en las 

células NK 

La polarización de perforina ocurre durante los primeros minutos de activación de las 

células NK. Por lo tanto, examinamos el impacto de SLAMF7 sobre la polarización de 

perforina en las células NK a través de ensayos de microscopia confocal. Inicialmente, las 

células NK-92 se marcaron con la sonda fluorescente Orange y posteriormente se cultivaron 

en presencia de células HeLa que no expresan o expresan SLAMF7 (HeLa SLAMF7- HeLa 

SLAMF7+ respectivamente). Adicionalmente, los co-cultivos también se tiñeron con 

anticuerpos específicos para perforina y para tubulina, ambos acoplados a distintos 

fluorocromos. Para las células NK-92 se asignó el color rojo (Orange+), para la perforina el 

color amarillo (Alexa 647), y para tubulina el color verde (Alexa 488). En la Figura 18A se 

puede observar las imágenes de microscopia confocal de un ensayo representativo; en el 

campo claro se puede observar que una célula NK-92 se encuentra estrechamente unida a 

una célula HeLa SLAMF7- (panel superior) haciendo contacto con a una célula HeLa 

SLAMF7+ (panel inferior). En ese contexto, se puede observar que, a los 20 minutos de 

estímulo, las células NK-92 polarizan los gránulos ricos en perforina hacia el sitio de contacto 
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Figura 18. La expresión de SLAMF7 sobre células blanco no afectó de manera significativa la polarización 

en las células NK. A, Imágenes de microscopia confocal de un co-cultivo entre células NK-92 (CellTracker 

Orange+) y células HeLa transducidas con un vector retroviral que codifica para GFP (vector vació) (HeLa 

SLAMF7-) o que codifica para GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7+), 20 minutos a 37°C. Adicionalmente, 

los co-cultivos fueron teñidos para perforina y para tubulina. Células NK-92 versus células HeLa SLAMF7- 

(panel superior) o versus HeLa SLAMF7+ (panel inferior); se puede observar un campo claro (células sin 

fluorescencia), células NK-92 en color rojo, perforina en color amarillo, tubulina en color verde y HeLa 

transducidas también en color verde. B, porcentaje de polarización entre células NK-92 co-cultivadas con HeLa 

SLAMF7- (barra roja) o co-cultivadas con HeLa SLAMF7+ (barra azul). Para evaluar el porcentaje de 

polarización se analizaron al menos 150 conjugados celulares (NK-92:HeLa transducidas) de cada condición, 

asimismo, en cada barra se muestra la media y la desviación estándar. C, MFI para perforina en el sitio de 

contacto entre células NK-92 y células HeLa SLAMF7- (círculos rojos) o hacia células HeLa SLAMF7+ 

(triángulos azules), también se muestra la media y la desviación estándar. El MFI para perforina fue evaluado 

específicamente dentro de las células NK-92 (rectángulo que aparece dentro de las imágenes en A). Aunque en 

presencia de SLAMF7 sobre las células blanco la polarización y el MFI para perforina se incrementó, este 

incremento no generó una diferencia significativa con respecto a las células HeLa SLAMF7-. Para evaluar el 

MFI de perforina se analizaron al menos 50 eventos de cada condición. Para el análisis estadístico se utilizó la 

prueba U de Mann Whitney considerándose una p<0.05% como significativa. GFP: green fluorescent protein, 

NS: no significativo. Experiment de 3 ensayos realizados de manera independiente. 
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con las células HeLa respecto a células estimuladas a tiempo cero. Esto sugiere que 20 

minutos de co-cultivo es suficiente para que las células NK-92 se activen y se promueva la 

polarización de gránulos ricos en perforina hacia el sitio de sinapsis inmune.  

Por otro lado, la Figura 18B muestra el porcentaje de células NK que polarizaron los 

gránulos ricos en perforina en respuesta a las células HeLa que no expresan o expresan 

SLAMF7. El porcentaje de células NK-92 que polarizaron los gránulos de perforina hacia el 

sitio de contacto con las células HeLa que no expresan SLAMF7fue de alrededor del 80%. 

Por otra parte, la presencia de SLAMF7 en la superficie de células HeLa (barra azul) mostró 

un porcentaje de células NK-92 que polarizaron gránulos ricos en perforina hacia la zona de 

contacto con las células HeLa. Estos resultados sugieren que SLAMF7 no favorece, o tiene 

un impacto mínimo sobre la polarización de gránulos citotóxicos hacia la sinapsis 

inmunológica. Adicionalmente, se evaluó la intensidad media de fluorescencia (IMF) para 

perforina en el área de contacto, lo cual se midió como el número de pixeles con señal para 

perforina en el área de contacto entre la célula efectora y la célula blanco. Nuestros análisis 

mostraron que el estímulo a través de SLAMF7 no incrementó significativamente la 

intensidad media de fluorescencia en el área de contacto entre una célula NK y la célula 

HeLa, independientemente de si esta expresaba o no SLAMF7 (Figura 18C). Estos 

resultados sugieren que SLAMF7 no tiene incidencia, o tiene una incidencia mínima, en 

regular el número de gránulos citotóxicos que migran hacia la sinapsis inmunológica. 

SLAMF7 incrementa de manera significativa la degranulación celular en las 

células NK humanas 

La adhesión, la polarización y la degranulación son los tres eventos principales a 

través de los cuales se regula la capacidad citotóxica de las células NK. En este sentido, el 

siguiente experimento tuvo como objetivo el evaluar el efecto de SLAMF7 sobre la 

degranulación celular de las células NK. En la Figura 19 se puede observar un ensayo de 

degranulación celular (presencia de CD107a en superficie) en células NK-92 (Figura 19A) 

y en células NK primarias (Figura 19B) las cuales fueron activadas en ausencia de SLAMF7 

(HeLa SLAMF7-) o en presencia de SLAMF7 (HeLa SLAMF7+). En ausencia de células 

HeLa, las células NK-92 y las células NK primarias mostraron niveles basales de expresión 

para CD107a en superficie celular menores al 1%. Por su parte, la presencia de SLAMF7 en 

las células blanco indujo un fuerte incremento de los niveles de degranulación, medida como 
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el porcentaje de expresión de CD107a en la superficie de las células NK, alcanzando niveles 

de expresión por arriba de un 28%. En la Figura 19C se muestra el análisis estadístico del 

impacto del entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la degranulación de las células NK-92 

(panel superior) y de las células NK primarias (panel inferior). De esta manera se puede decir 

que, SLAMF7 incrementó significativamente la capacidad de degranulación de las células 

NK, con relación a las células HeLa que no expresan SLAMF7-. Por lo tanto, estos resultados 

sugieren que el ligando natural de SLAMF7 incrementa el proceso de degranulación en 

células NK humanas.  

Figura 19. SLAMF7 incrementó la degranulación en células NK humanas. Células NK humanas fueron co-

cultivadas con células HeLa transducidas con un vector retroviral que codifica para la proteína verde fluorescente 

(vector vació) (HeLa SLAMF7-) o que codifica para GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7+), por 3 horas a 

37°C. La degranulación fue evaluada por citometría de flujo vía la expresión de CD107a sobre la membrana 

celular externa de las células NK. A, células NK-92 co-cultivadas con células HeLa transducidas. B, células NK 

primarias preactivadas con IL-2 co-cultivadas con células HeLa transducidas. El porcentaje de expresión de 

CD107a se muestra dentro de cada gráfico. C, análisis estadístico del efecto del entrecruzamiento de SLAMF7 

sobre la degranulación en células NK-92 (gráfica superior) y en células NK primarias (gráfico inferior), se 

muestra la media y la desviación estándar de 3 ensayos realizados de manera independiente. En las condiciones 

donde se involucró la activación de SLAMF7 la degranulación se incrementó en las células NK, un efecto que 

resultó ser estadísticamente significativo con relación a las células HeLa SLAMF7-. Para el análisis estadístico 

se utilizó la prueba de U de Mann Whitney considerándose una p<0.05% como significativa. IL-2: interleucina 

2.  
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SLAMF7 promueve la activación de las células NK a través de una vía que 

depende principalmente de PLC-γ 

Se ha propuesto que SLAMF7 promueve la activación de las células NK a través de 

reclutar a la proteína adaptadora EAT-2, sin embargo, aún no es claro que otras proteínas de 

señalización son reclutadas por SLAMF7 durante su activación [81], [84]. Las proteínas de 

señalización PLC-γ PI3K juegan un papel fundamental en regular distintos eventos durante 

la activación de células NK [48], [92]. En ese contexto, se evaluó el impacto de PLC-γ y 

PI3K sobre la lisis y la degranulación de células NK-92 mediada por SLAMF7. Las células 

NK-92 se trataron previamente con: 1) DMSO (vehículo de los inhibidores); 2) U73122 

(inhibidor para PLC-γ); y 3) LY294002 (inhibidor para PI3K). Posteriormente, las células 

NK-92 se cultivaron en presencia de células HeLa con expresión de GFP y negativas para 

SLAMF7 (HeLa SLAMF7-) o positivas para GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7+). Como 

se puede observar en la Figura 20A, en presencia de DMSO las células NK-92 fueron 

capaces de lisar hasta en un 30-40% a las células HeLa SLAMF7-, sin embargo, con respecto 

a las células HeLa SLAMF7-, el entrecruzamiento de SLAMF7 incrementó la capacidad lítica 

de las células NK-92 a niveles cercanos del 80%. Por su parte, durante la inhibición de PLC-

γ, la capacidad lítica de las células NK-92 se redujo alcanzando un porcentaje por debajo del 

20%. Cuando la activación de las células NK-92 involucró la activación de SLAMF7, la 

presencia del inhibidor también redujo el porcentaje de lisis específica. El mismo porcentaje 

de inhibición se observó cuando la lisis específica se dirigió hacia las células HeLa que 

expresan SLAMF7. Por otro lado, durante la inhibición de PI3K, la capacidad lítica de las 

células NK-92 hacia las células HeLa se redujo hasta alcanzar niveles basales, sin embargo, 

el porcentaje de lisis específica en presencia de SLAMF7 fue significativamente mayor 

(40%) en comparación a la ausencia de SLAMF7. En base a estos experimentos, nuestros 

resultados sugieren que PLC-γ resulta indispensable para promover la lisis de células diana 

mediada por SLAMF, mientras que PI3K parece tener un impacto menos severo.  

En la Figura 20B se muestran los resultados del impacto de la inhibición de PLC-γ o 

de PI3K sobre la degranulación de células NK en función o independiente de la participación 

de SLAMF7. De manera similar a lo que se observó en el ensayo de lisis específica, la 

inhibición de PLC-γ reduce el porcentaje de células NK en degranulación a porcentajes 

similares al observado en la condición control o sin estimular. En contraste, la inhibición de 
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PI3K, redujo parcialmente la degranulación en células NK en respuesta a un estimulo 

dependiente de SLAMF7, sin embrago, este porcentaje fue significativamente mayor al 

Figura 20. SLAMF7 incrementó la citotoxicidad de las células NK a través de una vía que dependió de 

PLC-γ. Células NK-92 fueron co-cultivadas con células HeLa transducidas con un vector retroviral que codifica 

para la proteína verde fluorescente (vector vació) (HeLa SLAMF7-) o que codifica para GFP y para SLAMF7 

(HeLa SLAMF7+). Posteriormente, se evaluó la lisis específica y la degranulación por citometría de flujo a través 

de una sonda fluorescente específica para células en estado apoptótico o vía la expresión de CD107a, 

respectivamente. A las 4 horas para lisis y a las 3 horas para degranulación a 37°C. Previo a cada ensayo, las 

células NK-92 fueron tratadas con: 1) DMSO (condición control), 2) U73122 (inhibidor para PLC- γ) o 3) 

LY294002 (inhibidor para PI3K). A, ensayo de lisis celular específica a una proporción 10:1 (10 efectoras:una 

blanco), entre células NK-92 versus células HeLa transducidas. Las barras rojas representan la lisis en las células 

HeLa SLAMF7- y las barras en azul representan la lisis en las células HeLa SLAMF7+. B, ensayo de 

degranulación celular entre las células NK-92 y las células HeLa transducidas, el porcentaje de presencia de 

CD107a en las células NK-92 se muestra dentro de cada gráfico. El análisis estadístico del efecto del 

entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la degranulación de las células NK-92 se observa en C. Durante el 

tratamiento con DMSO y LY294002, el entrecruzamiento de SLAMF7 sobre las células NK incrementó la lisis 

especifica (A) y la degranulación celular (B y C), un efecto que resultó ser estadísticamente significativo con 

respecto a las células HeLa SLAMF7-. Por otro lado, durante la inhibición de PLC-γ (U73122), el 

entrecruzamiento de SLAMF7 sobre las células NK no afectó significativamente ni la lisis específica ni la 

degranulación celular. Los gráficos muestran la media y la desviación estándar de 3 ensayos independientes. Para 

el análisis estadístico se utilizó la prueba de U de Mann Whitney considerándose una p<0.05% como 

significativa. DMSO: dimetilsulfóxido, NS: no significativo.   
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observado en células NK sin estimular. La Figura 20C muestra el análisis estadístico de los 

ensayos de degranulación, y se puede observar que la presencia de SLAMF7 incrementó de 

manera significativa la degranulación de las células NK-92 tratadas con DMSO y con 

LY294002, pero no en presencia de la inhibición de PLC-γ. Estos resultados sugieren que 

Figura 21. SLAMF7 incrementó la síntesis de TNF-α en células NK humanas a través de una vía 

dependiente de PLC-γ. Células NK-92 fueron co-cultivadas con células HeLa transducidas con un vector 

retroviral que codifica para la proteína verde fluorescente (vector vació) (HeLa SLAMF7-) o que codifica para 

GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7+), cuatro horas a 37°C. Posteriormente, por citometría de flujo fue 

evaluada la expresión intracelular de TNF-α. Previo a cada ensayo las células NK-92 fueron tratadas con: 1) 

DMSO (condición control), 2) U73122 (inhibidor para PLC- γ) o 3) LY294002 (inhibidor para PI3K). A, 

expresión intracelular de TNF-α en las células NK-92, el porcentaje de expresión se muestra dentro de cada 

gráfico. El análisis estadístico del efecto del entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la expresión intracelular de 

TNF-α se observa en B. Durante el tratamiento con DMSO y LY294002, el entrecruzamiento de SLAMF7 

incrementó la expresión intracelular de TNF-α, un efecto que resultó ser estadísticamente significativo con 

respecto a las células HeLa SLAMF7- (B). Por otro lado, durante la inhibición de PLC-γ (U73122), el 

entrecruzamiento de SLAMF7 no afectó la expresión intracelular de TNF-α. Los gráficos muestran la media y la 

desviación estándar de 4 ensayos independientes. Para el análisis estadístico se utilizó la prueba de U de Mann 

Whitney considerándose una p<0.05% como significativa. DMSO: dimetilsulfóxido, NS: no significativo.   
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SLAMF7 requiere de la participación de esta molécula para poder incrementar o favorecer 

la degranulación en las células NK humanas. 

En ese contexto, y considerando que la activación de las células NK también 

promueve la síntesis de citocinas, se evaluó la síntesis de TNF-α en las células NK-92. 

Similar a lo observado durante los ensayos de lisis y degranulación, En la Figura 21A se 

puede observar que SLAMF7 incrementó la producción de TNF-α y esta no se abate en 

presencia de DMSO o en presencia del inhibidor de PI3K (LY294002). En contraste, la 

inhibición de PLC-γ bloqueó casi totalmente la producción de TNF-α cuando las células NK-

92 se estimularon en presencia de SLAMF7. En la Figura 21B se muestra el análisis 

estadístico de estos resultados, y se puede observar que SLAMF7 incrementó de manera 

significativa la síntesis de TNF-α en las células NK-92 tratadas con DMSO y con LY294002, 

pero no en presencia del inhibidor de PLC-γ. Estos resultados sugieren que SLAMF7 

promueve la síntesis de TNF-α en las células NK a través de una vía que depende PLC-γ.   
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Discusión  

Las células NK son linfocitos que juegan un papel fundamental tanto en la respuesta 

inmune innato como adaptativa [2]. Esto radica en sus atributos para ejercer una función 

citotóxica, así como en su capacidad para secretar citocinas proinflamatorias. La función 

citotóxica de las células NK está dirigida principalmente contra células infectadas por virus 

o células que sufren de una transformación maligna [2], [93]. Existen diferentes mecanismos 

mediante los cuales las células NK pueden lisar a sus células diana. El primero de ellos se 

basa en la liberación de gránulos citotóxicos que son ricos en perforina y enzimas líticas 

como las granzimas. Adicionalmente a este mecanismo, las células NK pueden también 

inducir apoptosis en células blanco a través de la activación de receptores de muerte como 

FasL y TRAIL [18].  

La citotoxicidad que depende de la liberación de gránulos citotóxicos se conoce 

también como citotoxicidad natural y está regulada por una miríada de receptores de 

superficie celular. Estos receptores de superficie pueden inhibir o activar las funciones 

efectoras de las células NK. Una de las principales incógnitas respecto a entender cómo se 

regulan las funciones efectoras de las células NK, es entender el papel que los diferentes 

receptores de superficie de las células NK juegan durante la activación de las células NK [2], 

[48]. 

La primera hipótesis que permitió aproximarnos a explicar la activación de las células NK se 

basó en un sistema que permite registrar la ausencia de reconocimiento de moléculas del 

complejo principal de histocompatibilidad sobre la superficie de células diana. Este sistema 

está compuesto por una familia de receptores que son específicos para moléculas del 

complejo principal de histocompatibilidad de clase I. Cuando estos receptores se unen a las 

moléculas del MHC clase I, generan señales que imposibilitan que una célula NK pueda 

desplegar sus funciones efectoras. Este modelo, conocido como “the missing-self” permitió 

explicar parcialmente como se regula la activación de las células NK [94].   

El otro sistema que regula la activación de células NK está basado en un repertorio de 

receptores que una vez que unen a sus ligandos, transmite señales de activación que conllevan 

a que la célula NK despliegue su maquinaria citotóxica. Por lo tanto, la activación de las 

células NK depende de un delicado balance entre señales de activación y señales de 
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inhibición [2]. Dentro de los receptores de activación, se encuentra una familia de 

inmunoreceptores conocida como SLAM, de los cuales 2B4 es el mejor caracterizado [59], 

[77], [87]. 

Adicionalmente, las células NK también expresan al receptor SLAMF7, un receptor 

de activación que también forma parte de la familia SLAM. Todos los miembros de la familia 

SLAM señalizan a través de las proteínas adaptadoras SAP y EAT-2 [76], [81], [83]. 

SLAMF7 se ha estudiado a detalle en modelos murinos, lo cual, ha permitido demostrar que 

es el único receptor de la familia SLAM que señaliza específicamente a través de EAT-2, en 

consecuencia, en ausencia de EAT-2, SLAMF7 se vuelve un receptor de inhibición [81], 

[84]. En células humanas el papel de SLAMF7 ha sido poco explorado y al igual que en 

ratón, este receptor también parece estar favoreciendo la capacidad citotóxica de las NK a 

través de su asociación con la proteína adaptadora EAT-2 [83]. Sin embargo, aún se 

desconocen los mecanismos celulares a través de los cuales SLAMF7 promueve una mayor 

activación en las células NK.  

Con la finalidad de determinar el papel de SLAMF7 en células NK humanas, los 

primeros objetivos estuvieron enfocados en evaluar la expresión de SLAMF7 en células NK 

humanas estimuladas con diferentes citocinas que favorecen su estado de activación. Aunque 

se sabe que IL-2, IL-12, IL-15 e IFN-β son citocinas que promueven sobrevida, proliferación 

y la capacidad citotóxica de las células NK [10], se desconoce como estas citocinas impactan 

en la expresión de receptores de la familia de SLAM, en particular de SLAMF7. En tal 

sentido, nuestros resultados mostraron que los estímulos con IL-2 e IL-12 más IL-15, los 

estímulos que promueven una mayor capacidad citotóxica de las células NK, también 

promueven una mayor expresión de SLAMF7. Por otro lado, la activación con IFN-β o con 

TGF-β no mostraron impacto en los niveles de expresión de SLAMF7. Los interferones tipo 

I regulan de manera crucial la respuesta efectora de las células inmunes ante infecciones 

virales, por lo tanto, el que IFN-β no afecte la expresión de SLAMF7, podría sugerir que éste 

no impacta durante una respuesta antiviral en células NK. Por su parte, TGF-β es una citocina 

con potentes efectos inmunosupresores en células NK y disminuye de manera significativa 

su capacidad lítica, a eso se le podría atribuir el que no se haya observado un impacto en la 
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expresión de SLAMF7 durante la activación con TGF-β. De modo que estos resultados 

sugieren que SLAMF7 impacta durante la activación de las células NK. 

 Por otro lado, también se evaluó la expresión de las proteínas adaptadoras a través 

de las cuales señalizan los receptores SLAM. Nuestros resultados mostraron que la expresión 

de SAP resultó ser muy estable en las células NK. Con respecto a la expresión de EAT-2, 

esta también se incrementó con las citocinas que promueven una mayor capacidad citotóxica 

en las células NK (estimulación con IL-2 e IL-12 más IL-15). En este sentido, se sugiere que 

las proteínas de la familia de SAP pueden tener una mayor participación en vías de 

señalización específicas durante la generación de células NK altamente citotóxicas.  

Las células NK y las células T comparten muchos de los receptores de activación e 

inhibición [95], además, ambas se originan a partir de un mismo progenitor común. En ese 

sentido, y con la finalidad de evaluar la expresión de SLAMF7 en otras células citotóxicas 

relacionadas a las células NK, la expresión de SLAMF7 fue evaluada en las células T CD8+ 

y CD4+. Al igual que en trabajos previos, donde se demuestra que la expresión de SLAMF7 

se incrementa en células T activadas [89], [96], nuestros resultados también mostraron que 

la activación de las células T incrementaron la expresión de SLAMF7. Además, con respecto 

a células T CD4+, parece ser que la expresión de SLAMF7 fue más estable en las células T 

CD8+. Adicionalmente, se encontró que las células T CD8+ naive parecen carecer de la 

expresión de SLAMF7 y que las células T CD8+ efectoras y de memoria parecen expresarlo 

de manera constitutiva, lo cual, también coincide con trabajos ya publicados [96]. Por lo que 

estos resultados sugieren que, al igual que en células NK, SLAMF7 puede estar regulando la 

función efectora de células T, sin embargo, aún desconocemos el papel exacto de este 

receptor en las células T humanas.  

Por otro lado, trabajos previos han demostrado que el entrecruzamiento de SLAMF7 

en células NK humanas a través de anticuerpos específicos promueven su capacidad 

citotóxica [83], [84]. En ese contexto, y con la finalidad de ir evaluando el papel de SLAMF7 

en las células NK humanas, tratamos de reproducir los resultados ya publicados. Sin 

embargo, bajo nuestras condiciones experimentales no logramos observar ningún efecto de 

SLAMF7 a través de su entrecruzamiento con anticuerpos específicos. Por lo tanto, queda 

por confirmar si, efectivamente, el entrecruzamiento de SLAMF7 a través de anticuerpos 
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incrementa la capacidad lítica de las células NK. Además, el entrecruzamiento de receptores 

mediante anticuerpos puede llegar a causar cierto desacuerdo debido a que estos no siempre 

se encuentran promoviendo activación celular. En ese sentido, el entrecruzamiento de 

SLAMF7 a través de anticuerpos puede que no sea el mejor modelo para evaluar su papel 

durante la activación de las células NK humanas. 

Por otra parte, a finales del 2005 se publicó un trabajo donde se demostró por primera 

vez que el ligando natural de SLAMF7 incrementa la capacidad citotóxica de las células NK 

humanas [85]. No obstante, este efecto únicamente era posible en un escenario donde las 

células blanco carecían de moléculas del MHC-I. Con esos antecedentes, se expresó el 

ligando natural de SLAMF7 en una línea celular que ya se sabe es susceptible a ser lisada 

por células NK humanas, a saber, en las células HeLa, estas células fueron seleccionadas de 

manera estratégica, pues a diferencia de las células de origen hematopoyético, las células 

HeLa no expresan receptores de la familia SLAM [76], lo cual resulta ser un excelente 

modelo para expresar receptores de la familia SLAM y evaluar la contribución individual de 

estos receptores durante la activación de las células NK.  

Como era de esperarse, nuestros resultados mostraron que las células NK humanas 

fueron capaces de promover la lisis de las células HeLa. Además, la expresión de SLAMF7 

sobre estas células incrementó la capacidad citolítica de las células NK de manera 

significativa. Acompañado de este resultado, la expresión de SLAMF7 sobre las células 

HeLa también incrementó significativamente la síntesis de IFN-γ y TNF-α en las células NK 

preactivadas con IL-2. Por otro lado, en células NK en reposo, SLAMF7 no mostró impacto 

en la síntesis de IFN-γ y TNF-α. Probablemente, el que no se haya encontrado un efecto de 

SLAMF7 durante la producción de citocinas en las células NK en reposo, podría deberse a 

una expresión basal baja de SLAMF7 en estas células. Así mismo, el entrecruzamiento de 

SLAMF7 también incrementó significativamente la síntesis de TNF-α en las células NK-92. 

Por lo cual, estos resultados sugieren que el ligando natural de SLAMF7 sobre una célula 

blanco, que además expresa moléculas del MHC-I, promueve la capacidad citotóxica de las 

células NK humanas de manera significativa. Por lo tanto, nuestros resultados concuerdan 

con trabajos ya publicados donde demuestran que SLAMF7 es un receptor que promueve 

activación en las células NK [81], [85]. Adicionalmente, y a diferencia de los trabajos ya 
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publicados, también se podría sugerir que las señales generadas a través de SLAMF7 son lo 

suficientemente dominantes como para sobrepasar las señales inhibitorias promovidas por 

los receptores que se activan en presencia de moléculas del MHC-I. 

Los mecanismos celulares que regulan la capacidad citotóxica de las células NK ya 

han sido bien descritos, y de manera general se pueden agrupar en tres eventos básicos, el 

primero incluye la adhesión celular, el segundo la polarización, y finalmente la degranulación 

celular [19]; todos estos eventos se suman para promover de manera eficiente la capacidad 

citotóxica de las células NK. No obstante, si alguno de esos eventos llegara a fallar, la 

capacidad citotóxica de las células NK se puede ver gravemente comprometida y, en 

consecuencia, conducir al desarrollo de patologías, principalmente inmunodeficiencias 

primarias [11]. En ese sentido y con el objetivo de ir elucidando los mecanismos celulares a 

través de los cuales SLAMF7 regula la activación de las células NK, lo siguiente fue evaluar 

el impacto de SLAMF7 durante la formación de los conjugados celulares. Ha sido reportado 

que diferentes receptores de la familia SLAM (CD84, 2B4 y CD150) pueden estar 

participando en procesos de adhesión celular [68], [97], [98]. Sin embargo, aún no es claro 

si otros receptores de la familia SLAM regulan procesos de adhesión en células humanas. 

Como estaba previsto, nuestros resultados mostraron que las células NK-92 fueron 

capaces de formar conjugados con las células HeLa. Sin embargo, la adición del 

entrecruzamiento de SLAMF7 durante esta vía de activación no generó impacto durante la 

formación de conjugados celulares. En ese sentido, nuestros resultados coinciden con 

trabajos ya publicados donde se demuestra que SLAMF7 murino tampoco parece 

incrementar la formación de conjugados celulares [77]. Consecuentemente, el que no se haya 

encontrado una participación de SLAMF7 durante el proceso de adhesión celular, se le puede 

atribuir a la incapacidad de SLAMF7 para unir a SAP, pues ha sido demostrado que SAP 

favorece la capacidad citotóxica de las células NK a través de incidir en la formación de los 

conjugados celulares [78]. En conclusión, estos resultados indican que SLAMF7 no parece 

impactar durante el proceso de adhesión celular, asimismo, tampoco parece existir una 

función redundante entre los receptores de la familia SLAM.  

Por otro lado, EAT-2 también ha sido estudiado de una manera muy completa, y se 

ha demostrado que esta proteína parece estar regulando la activación de las células NK a 
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través de incrementar la velocidad de polarización [77]. En ese sentido, y conociendo que 

SLAMF7 señaliza a través de EAT-2, tratamos de evaluar la influencia de SLAMF7 durante 

el evento de polarización en las células NK humanas. Nuestros resultados mostraron que las 

células NK-92 polarizaron hacia las células blanco, un evento esperado. Sin embargo, la 

adición de SLAMF7 durante esa vía de activación no impacto en polarización. Así como 

tampoco impactó en la intensidad de fluorescencia media para los gránulos ricos en perforina 

que llegaron a polarizar hacia el sitio de sinapsis. En ese contexto, se sugieren que EAT-2 

puede estar regulando más de un evento celular en las células NK y este efecto parece estar 

en función del receptor de la familia SLAM al cual sea reclutado. Por lo tanto, nuestros 

resultados sugieren que SLAMF7 no parece influir primordialmente durante el proceso de 

polarización en las células NK humanas.   

Hasta este punto, nuestros resultados demostraban que SLAMF7 no se encuentra 

impactando de manera significativa durante los eventos efectores más tempranos en células 

NK, por lo que nos quedaba evaluar la degranulación celular, un evento que se caracteriza 

por la liberación de proteínas líticas preformadas y almacenadas en gránulos líticos en el 

citoplasma de las células NK [19]. Interesantemente, trabajos publicados también han 

demostrado que EAT-2 parece estar acelerando el proceso de degranulación en las células 

NK [77], sin embargo, aun conociendo que SLAMF7 señaliza a través de EAT-2, se 

desconoce si SLAMF7 impacta durante el evento de degranulación celular. En ese contexto, 

para identificar si SLAMF7 se encontraba regulando el evento de degranulación, se evaluó 

la expresión de la presencia de CD107a sobre la membrana celular externa en las células NK. 

CD107a es una de las principales moléculas que se encuentran ancladas a la membrana de 

los gránulos líticos (ricos en perforina y granzimas), y una vez que estos gránulos líticos se 

fusionan con la membrana celular externa de las células NK para permitir la liberación de 

granzimas y perforina durante el proceso de degranulación, CD107a se queda anclada a la 

membrana externa de la célula NK de manera temporal (2 a 3 horas) antes de volver a ser 

endocitada por la misma célula. Por lo tanto, la degranulación celular es directamente 

proporcional a la presencia de CD107a sobre la membrana de las células NK [99], [100]. 

Como era de esperarse, con respecto a la condición basal o control, nuestros resultados 

mostraron que la degranulación por las células NK se incrementó en presencia de las células 

HeLa. Sin embargo, cuando en esa vía de activación se involucró las señales a través de 
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SLAMF7, la capacidad de degranulación en las células NK se incrementó con respecto a las 

células HeLa que no expresan el ligando para SLAMF7. El simple hecho de expresar el 

ligando para SLAMF7 sobre las células HeLa aumentó significativamente la expresión 

extracelular de CD107a sobre las células NK. Con base en lo anterior, nuestros resultados 

tienen sentido desde el hecho que SLAMF7 señaliza a través de EAT-2. Adicionalmente, se 

genera evidencia contundente que demuestra el mecanismo a través del cual SLAMF7 

promueve la activación de las células NK humanas. Por lo tanto, con estos resultados se 

sugiere de manera convincente que el ligando natural de SLAMF7 potencia la capacidad 

citotóxica de las células NK humanas a través de un mecanismo que depende principalmente 

de la degranulación celular. 

Por otro lado, también se ha reportado que las vías de señalización que promueve 

SLAMF7/EAT-2 en células NK parecen involucrar a las proteínas PLC-γ y PI3K [77], [83], 

[84]. En ese sentido y entendiendo que SLAMF7 señaliza de manera específica a través de 

EAT-2, los siguientes objetivos estuvieron enfocados en evaluar la influencia de PLC-γ y 

PI3K durante el entrecruzamiento de SLAMF7 en células NK humanas. Una de las 

estrategias que nos permitió evaluar las vías de señalización a través de las cuales SLAMF7 

regula la activación de las células NK fue utilizando inhibidores farmacológicos selectivos 

para PLC-γ y para PI3K, U73122 y LY294002 respectivamente. Nuestros resultados 

mostraron que la inhibición de PLC-γ disminuyó significativamente la capacidad citotóxica 

de las células NK, además, también disminuyó significativamente la secreción de TNF-α en 

las células NK. Adicionalmente, las señales de SLAMF7 durante la inhibición de PLC-γ no 

mostraron impacto, ni a nivel de lisis ni a nivel de degranulación. Interesantemente, nuestros 

resultados coinciden con trabajos ya publicados en los cuales se ha demostrado que las 

células murinas deficientes de PLC-γ, por un lado, presentan una polarización normal, sin 

embargo, la capacidad de degranulación se pierde totalmente en estas células [101]. 

Complementario a lo anterior, en células humanas también se ha demostrado que la 

inhibición de PLC-γ bloquea la degranulación celular, asimismo, este efecto se observó en 

vías de señalización dependientes e independientes de los motivos ITAM [65]. Por lo tanto, 

parece ser que PLC-γ es imprescindible durante la activación de las células NK. Además, 

nuestros resultados también sugieren que SLAMF7 incrementa la capacidad citotóxica de las 

células NK a través de una vía dependiente de PLC-γ. 
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En ese contexto, se sabe que una de las vías de señalización que promueve la 

activación de PLC-γ es la cinasa de lípidos PI3K [54]. PI3K participa durante la activación 

de las células NK y una inhibición total de PI3K puede reducir significativamente su 

capacidad citotóxica [102], [103]. En ese sentido, se ha propuesto que diferentes isoformas 

de PI3K pueden regular eventos celulares específicos; la isoforma p110δ parece participar en 

la secreción de citocinas; por otro lado, ni la inhibición de la isoforma p110δ ni la de p110γ 

parecen afectan de manera importante la respuesta citolítica de las células NK [104]. Sin 

embargo, se ha demostrado que las células que carecen de p110δ son incapaces de eliminar 

ciertas células tumoral [105].  

Con la finalidad de evaluar el papal de PI3K durante la activación de las células NK, 

cuando se involucra el entrecruzamiento de SLAMF7, el siguiente objetivo fue inhibir la 

actividad enzimática de PI3K. Similar a trabajos ya publicados, nuestros resultados también 

mostraron que la capacidad citotóxica de las células NK se redujo de manera general, no 

obstante, cuando se involucraron las señales a través de SLAMF7 durante esta vía de 

activación, se logró rescatar de manera significativa la capacidad citolítica y de degranulación 

de las células NK con respecto a la condición donde no se involucró el entrecruzamiento de 

SLAMF7. Por un lado, estos resultados concuerdan con los trabajos ya publicados donde se 

demuestra que la inhibición de PI3K reduce la capacidad citotóxica de las células NK. Por 

otro lado, nuestros resultados muestran que aun inhibiendo a PI3K, SLAMF7 sigue 

incrementando la capacidad citotóxica de las células NK. Por lo tanto, aunque la inhibición 

de PI3K impacto durante la activación de las células NK, se sugiere que SLAMF7 incrementa 

la capacidad citotóxica de las células NK a través de una vía que puede ser independiente de 

PI3K.  

Diferentes trabajos han propuesto, por un lado, que cada uno de los receptores de 

activación en las células NK son capaz de regular eventos específicos, y por otro lado, que 

una respuesta citotóxica eficiente únicamente es posible cuando se involucra la estimulación 

de al menos dos receptores de activación distintos, en ese contexto, la función citotóxica de 

estas células ocurre a través de eventos sinérgicos, donde un receptor de activación o puede 

regular adhesión o polarización o pueden regular degranulación (pero al parecer, no todos los 

eventos) [65], [68]. Por lo tanto, nuestros resultados también coinciden con esos 
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antecedentes. En este trabajo analizamos el papel de SLAMF7 en las células NK humanas y 

demostramos por primera vez como es que este receptor promueve su activación. 

Demostramos que el ligando natural de SLAMF7 incrementó la capacidad citotóxica de las 

células NK a través de incidir específicamente en la degranulación celular, asimismo, 

también demostramos que este efecto ocurrió a través de una vía dependiente de PLC-γ, y 

con menor impacto de PI3K. Adicionalmente, también se encontró que SLAMF7 no impactó 

ni durante la adhesión ni durante la polarización celular. En conclusión, generamos evidencia 

convincente donde se demuestra que SLAMF7 es un receptor de activación que incrementa 

la síntesis de citocinas y la capacidad citolítica en células NK humanas. Considerablemente, 

SLAMF7 se expresa de manera abundante en diferentes patologías de origen 

hematopoyético, por lo que nuestros resultados podrían contribuir aún más a la generación 

de nuevas estrategias terapéuticas para el control de ciertas enfermedades como el mieloma 

multiple, linfomas o leucemias.  
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Resumen Gráfico  

 

 

 

 

  

Figura 22. Modelo hipotético a través del cual SLAMF7 regula la capacidad citotóxica de las células 

NK humanas. La función citotóxica de las células NK se regula a través de un balance de señales entre 

receptores de inhibición y receptores de activación presentes en la membrana celular externa de las células 

NK. Cunado las señales de activación dominan, con respecto a las señales de inhibición, se promueve la 

función citotóxica de las células NK. En este trabajo demostramos que cuando se involucra el 

entrecruzamiento de SLAMF7 durante la activación de las células NK, se promueve una mayor capacidad 

citotóxica en las células NK a través de incidir específicamente en la degranulación celular, además, este 

efecto resultó ser dependiente de la proteína PLC-γ. 
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Perspectivas  

Futuros trabajos deberían enfocarse en determinar el papel de EAT-2 y la importancia de su 

tirosina localizada en la posición 127 durante la vía de activación de SLAMF7 en células NK 

humanas. Además, evaluar el impacto de la tirosina 284 y de la tirosina 304 del dominio 

citoplasmático de SLAMF7 permitiría elucidar el mecanismo molecular de este receptor en 

células NK humanas.  

Por otro lado, resulta esencial evaluar el papel de SLAMF7 en células humanas que no 

expresan EAT-2, en especial en los linfocitos T citotóxicos, por lo que implementar un 

modelo celular bajo este escenario permitirá desarrollar nuevo conocimiento acerca del papel 

que cumple SLAMF7 en células citotóxicas humanas que carecen de la presencia de EAT-2.  
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