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RESUMEN 

 
 

Introducción: Las células Natural Killer (NK) son linfocitos esenciales del sistema 

inmunitario innato, capaces de eliminar células tumorales y células infectadas por virus o 

bacterias sin requerir una activación previa del sistema inmune adaptativo. Su acción se basa 

principalmente en dos mecanismos: la secreción de citocinas y la citotoxicidad directa. 

El receptor SLAMF7, perteneciente a la familia SLAM, se expresa en células NK y participa 

en interacciones homotípicas, actuando su propio ligando como molécula de reconocimiento. 

En modelos murinos, se ha observado que la función citotóxica mediada por SLAMF7 se 

encuentra inhibida en ausencia del adaptador EAT-2. Asimismo, se ha documentado que las 

células tumorales que expresan SLAMF7 junto con moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo I (MHC-I) son eliminadas más eficientemente que aquellas que 

carecen del receptor. Este estudio explora el papel de SLAMF7 en la adhesión celular dentro 

de la vía de citotoxicidad de las células NK, evaluando cómo la ausencia del adaptador EAT-

2 puede modular dicha interacción. Objetivo: Evaluar la influencia del receptor SLAMF7 en 

la adhesión celular de líneas HeLa y su posible papel en la modulación de la citotoxicidad 

mediada por células NK. Materiales y Métodos: Se utilizaron las líneas celulares YT-S 

(modelo de células NK humanas) y HeLa, modificadas genéticamente para expresar o no los 

receptores SLAMF7 e ICAM. La expresión de los receptores fue confirmada mediante 

citometría de flujo. La formación de conjugados celulares se analizó a diferentes intervalos 

de tiempo (0, 5 y 10 minutos) para determinar el efecto de la coexpresión de SLAMF7 en 

ambas líneas celulares. Los resultados se procesaron con el software FlowJo y se realizó el 

análisis estadístico con GraphPad Prism (v10). Resultados: Se observó una disminución 

aproximada del 50 % en la formación de conjugados celulares cuando ambas líneas celulares 

expresaban SLAMF7, lo que sugiere un posible efecto inhibidor dependiente de la ausencia 

del adaptador EAT-2. Sin embargo, al introducir el receptor de adhesión ICAM, se registró 

una recuperación significativa en la formación de conjugados, lo que indica que ICAM puede 

compensar la inhibición inducida por SLAMF7, facilitando nuevamente la interacción 

célula-célula. Conclusiones: Los resultados demuestran que SLAMF7 modula la adhesión 
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celular entre células NK y células tumorales, presentando un efecto inhibidor cuando EAT-

2 está ausente. No obstante, la incorporación de receptores de adhesión como ICAM favorece 

la recuperación de la unión celular, lo que sugiere una cooperación funcional entre SLAMF7 

e ICAM en la regulación de la respuesta citotóxica de las células NK. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Célula Natural Killer 

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos linfoides innatos (ILC) que se caracteriza por 

la presencia de gránulos citotóxicos. Su porcentaje en la sangre periférica oscila entre el 5 y 

el 15 % del total de linfocitos y ejercen una función decisiva en la respuesta inmunitaria. 

Durante la embriogénesis, su linaje se establece inicialmente en el saco vitelino y 

posteriormente en la médula ósea, donde derivan de células madre hematopoyéticas 

CD34+(1). Estudios recientes han puesto de manifiesto que en la vida adulta las células NK 

también pueden diferenciarse en órganos linfoides secundarios, como las amígdalas, el bazo 

y los ganglios linfáticos. Los precursores de las células NK atraviesan diferentes etapas de 

maduración y van incorporando de manera secuencial moléculas de superficie que las 

distinguen fenotípicamente (2). En el modelo murino, el marcador NK1.1 y en el humano el 

marcador CD56 funcionan como marcadores para la identificación de estas poblaciones. Las 

células NK constituyen la primera línea de defensa frente a infecciones virales y colaboran 

en la vigilancia inmunológica de células neoplásicas. Su característica más sobresaliente 

radica en la capacidad para identificar y eliminar células que presentan déficit en moléculas 

de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-I)(3). Este reconocimiento es 

mediado por un repertorio amplio de receptores de membrana. Dichos receptores están 

especificados por genes situados en la línea germinal y se clasifican en activadores e 

inhibidores. La inducción de un efecto citotóxico o, por el contrario, la preservación celular 

depende, por lo tanto, de la integración y el balance de estas señales contrapuestas (4).  

 

Las NK convencionales son linfocitos innatos de vida corta que tienen una especificidad, 

limitada y codificada durante la línea germinal, expresan citotoxicidad natural contra células 

tumorales, funcionan como células efectoras productoras de citocinas y quimiocinas, debido 

a la capacidad que tienen para secretar citocinas, las células NK regulan indirectamente la 

activación de otras células inmunes (5). Por lo general se identifican mediante la expresión 

de CD56 y la ausencia de CD3, quien es un marcador de células T (TCR). Estudios recientes 

revelaron que un subconjunto de células NK maduras puede provocar una naturaleza 
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"adaptativa" de larga vida en el contexto específico de la infección por CMV. Ahora se 

entiende que las células NK de tipo "adaptativo" expresan el receptor activador NKG2C y 

que la naturaleza "adaptativa" de las células NKG2C NK se atribuye a la molécula no clásica 

MHC I HLA-E que presenta un péptido viral específico de CMV a NKG2C (6). Las células 

NKG2C NK se pueden encontrar en la circulación de individuos seropositivos para HCMV 

(7). 

 

Las NK pueden subdividirse en dos poblaciones, cada una con funciones efectoras diferentes:  

1.- NK CD56 brigh, el 10% de las células NK totales en circulación, se encuentran 

principalmente en los tejidos y se caracterizan por la expresión abundante de la molécula 

CD56. CD56 es un receptor de membrana que participa en la activación y regulación de las 

células NK (7). 

Las células NK CD56 bright secretan grandes cantidades de citocinas, principalmente 

interferón gamma (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Estas citocinas tienen 

un papel importante en la respuesta inmune innata, y participan en la defensa contra 

infecciones, la eliminación de células tumorales y la regulación de la inflamación, 

desempeñan un papel importante en la respuesta inmune local. Estas células expresan una 

abundante cantidad de receptores para quimiocinas, lo que les permite desplazarse fácilmente 

de un sitio a otro (8) (véase Figura 1). 

2. NK CD56^dim. Esta subpoblación es altamente citotóxica por su abundancia de gránulos 

líticos y el alto contenido de perforina y granzimas, con potente acción contra células diana. 

En sangre periférica es la fracción mayoritaria (~90% de las células NK). Fenotípicamente 

presenta CD56 en baja intensidad, CD16 (FcγRIIIa) alto, KIR alto y NKG2A bajo. En 

términos funcionales, producen IFN-γ y TNF-α tras activación, aunque su capacidad 

secretora basal es menor que la de las CD56^bright (7,8) (véase Figura 1). 
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Figura 1. Subpoblaciones de células NK. El panel izquierdo representa las células NK CD56^bright 

(inmaduras): CD16^bajo/negativo, NKG2A^alto, KIR^bajo, expresión de CCR7 y IL-7R, y 

capacidad secretora elevada de IFN-γ y TNF-α (puntos que emergen de la célula). El panel derecho 

muestra las NK CD56^dim (maduras): CD16^alto, KIR^alto, NKG2A^bajo, presencia de CD62L, 

CXCR1 y CX3CR1, y gránulos líticos abundantes con perforina y granzimas (puntos intrace­lulares), 

lo que se traduce en alta citotoxicidad y menor producción basal de citocinas. Adaptado de 

Kucuksezer (9) 
 

 

A pesar de décadas de trabajo, la ontogenia de las células NK en humanos aún no está 

completamente dilucidada. El modelo lineal sugiere que las células NK maduras surgen de 

progenitores linfoides comunes (CLP) progresando a través de un continuo lineal (10). El 

modelo lineal propone que CD56 marca una transición de un estado inmaduro a uno más 

maduro y que CD56 inmaduro (bright). Las células NK se diferencian aún más en CD56 

maduros (dim) poblaciones humanas. La evidencia reciente ha desafiado este modelo y 

sugiere la posibilidad de un desarrollo más ramificado en forma de CLP y progenitores 

mieloides comunes (CMP) que dan lugar a progenitores de células NK. El modelo ramificado 

también propone que distintas poblaciones precursoras se desarrollan de forma independiente 

en diferentes subconjuntos NK maduros (7,8). 
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1.2 Mecanismos de activación de las células NK 

 

Las células NK, junto con los linfocitos T CD8+ citotóxicos (CTLs), constituyen las 

principales poblaciones efectores contra células malignas y células infectadas, mediando 

apoptosis dependiente de anticuerpos (11). A diferencia de los CTLs, que requieren un 

priming (una activación específica por antígeno) para activar y desplegar diferentes 

componentes de su arsenal citotóxico, las células NK poseen receptores de origen germinal, 

tanto activadores como inhibitorios, que les permiten iniciar la citotoxicidad de inmediato. 

Esta dotación provee a las células NK con la maquinaria necesaria para actuar sin 

sensibilización previa. La unión de los ligandos a los receptores en la membrana de la célula 

NK genera una cascada de señales que pueden ser inhibidoras o activadoras, modulando la 

activación (12). Es el balance entre estas señales que, mediante el cotejo de las interacciones 

ligando/receptor, determina el destino funcional de la célula NK y su capacidad para iniciar 

la muerte celular programada en su blanco. Las células no transformadas limitan la 

producción de ligandos para receptores activadores de las células natural killer (NK), a la par 

que mantienen un alto nivel de expresión de las moléculas de clase I del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC I), que en humanos se denomina antígeno leucocitario humano 

(HLA)(12). Esta presentación de moléculas MHC I se une a receptores inhibidores de tipo 

inmunoglobulina, conocidos como receptores KIR, en las NK, contribuyendo a la inhibición 

del reconocimiento y la lisis mediada por estas células (13).   

Por el contrario, los tumores y las células infectadas inhiben la expresión de moléculas de 

MHC clase I e inducen los ligandos específicos de los receptores activadores de células NK. 

Esta combinación provoca la activación de las células NK, bien porque ya no hay señales 

inhibitorias, bien por la presencia de señales activadoras (14). Las células NK, a su vez, 

desarrollan su citotoxicidad a través de dos rutas. La primera, la de los gránulos citotóxicos, 

comienza con la exocitosis de la perforina, proteína que perfora la membrana plasmática de 

la célula diana. Subsecuente se crea un poro que permite la entrada de las granzimas, serina-

proteasas que, ya en el citosol, inducen la apoptosis mediante la activación de caspasas 

(1cccccce5). Este proceso, aunque bien caracterizado, presenta un nivel de complejidad que 

conviene desglosar; a él concurren dineínas, que dirigen el transporte vesicular; proteínas que 

regulan el tráfico de vesículas; y la polimerización de microfilamentos de actina (16). Todo 
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el entramado se ensambla en complejos multimoleculares que, junto con los centros 

organizadores de microtúbulos, dirigen la exocitosis y aseguran que los gránulos líticos se 

anclen en la célula diana, permitiendo así la eliminación eficaz de la célula comprometedora 

(15, 16). 

En primer lugar, tras la adhesión y la formación de la sinapsis inmunológica, se produce 

primero una reorganización del citoesqueleto, seguida de la convergencia de los gránulos 

líticos hacia el centrosoma/MTOC, fenómeno mediado por dineínas, que dirige las vesículas 

cargadas con perforina y granzimas (16). A continuación, el centrosoma se reposiciona hacia 

el sitio de contacto y los gránulos se orientan al punto de lisis; en esta etapa se ensambla un 

complejo macromolecular en la sinapsis que organiza la polarización del contenido lítico 

(16,17). En la fase ejecutora, los gránulos se fusionan con la membrana plasmática de la 

célula NK en la sinapsis, liberando su contenido al hendido sináptico en un paso dependiente 

de Ca²⁺. La perforina forma poros en la membrana de la célula diana, lo que permite la entrada 

de granzima A y B al citosol; estas activan nucleasas y caspasas, inducen fragmentación del 

ADN y culminan en apoptosis de la célula blanco (17). (Ver Figura 2.)  

 

 

Figura 2. Vía clásica de citotoxicidad NK. Unión del complejo macromolecular de la célula NK a la célula 

blanco, adhesión celular y formación de la sinapsis inmunológica dan lugar a un proceso de polarización, en 

el que los gránulos líticos se orientan hacia el punto de contacto. Como resultado, se liberan perforina y 

granzimas en un proceso conocido como desgranulación, que culmina con la apoptosis de la célula blanco 

mediada por caspasas. Kabanova A, et al (17). 

 

El segundo mecanismo de citotoxicidad es el que se produce mediante la actividad de 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En este contexto, las células NK 

expresan en su membrana los receptores Fc𝛾RIIC (CD32c) y Fc𝛾RIIIA (CD16a) que, al 

unirse al dominio Fc de las inmunoglobulinas que se han fijado a los epítopos presentes en 
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la superficie de la célula diana, inducen la muerte celular mediada por tres vías diferentes: (i) 

liberación de gránulos citotóxicos que provocan apoptosis, (ii) activación de la señalización 

de muerte dependiente de los receptores TNF mediante proteínas TRAIL que sensibilizan a 

la célula a la muerte celular, y (iii) secreción de citoquinas proinflamatorias que no solo 

refuerzan la respuesta inmune innata, sino que también contribuyen a la expansión y 

activación de la respuesta inmunitaria adaptativa a través de la presentación aumentada de 

antígenos (18). 

Si alguno de estos pasos fracasa, la capacidad citotóxica se ve reducida, de modo que las 

células NK no pueden eliminar las células diana de forma eficaz. A diferencia de los 

linfocitos T, cuya activación se centra en el receptor de células T (TCR), las células NK 

utilizan un repertorio diverso de receptores que pueden activar o limitar su respuesta. La 

interacción entre las señales citoplasmáticas de estos receptores, por tanto, configura la 

facultad de las células NK de concretar su potencial citotóxico contra las células diana 

(17,18). 

 

De acuerdo con el modelo funcional de las células NK, el balance entre la ocupación de los 

receptores de activación y la de los receptores de inhibición determina la respuesta citotóxica 

de las células. Cuando los receptores de activación interactúan en mayor número con sus 

ligandos que los de inhibición, se favorece la citotoxicidad; en cambio, si prevalece la 

interacción de los receptores de inhibición, la activación de las células NK se restringe (19). 

Las células NK maduras son efectivas en discernir entre células propias y foráneas. La 

tolerancia hacia las moléculas propias en los diversos tejidos se obtiene mediante un proceso 

de educación, o licencia, en el que las células NK adquieren la capacidad de distinguir lo 

propio de lo no propio (18,19).  

La literatura ha descrito cuatro modelos que explican este reconocimiento. El primero, 

conocido como licencia y equipamiento, postula que la interacción de los receptores 

inhibitorios de las células NK con moléculas de MHC-I permite la maduración de éstas, que 

las vuelve potencialmente citotóxicas. Así, las células NK adquieren tolerancia ante células 

sanas, pero desarrollan citotoxicidad contra células que presentan un perfil de MHC-I 

alterado o ausente, como en las células tumorales o infecciosas (20). 
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 El segundo modelo postula que las células NK exhiben un alto grado de reactividad, pero, 

tras la activación sostenida de sus receptores, entran en un estado de anergia que las desactiva. 

Sin embargo, dicha actividad citotóxica puede ser reactivada o contenida por la disminución 

de los receptores de inhibición; este planteamiento se denomina desarme. El tercer modelo 

sintetiza las premisas de los dos anteriores, sumando la relación entre la capacidad citotóxica 

de las células NK y la cantidad de moléculas de MHC clase I disponibles para el 

reconocimiento (20, 21). Cuantos más receptores que pueden inducir señalización se 

encuentren en la superficie, mayor será el proceso de educación de las células NK, 

culminando en una tolerancia incrementada hacia las células propias y una citotoxicidad 

acentuada hacia las células diana; por ello, se reconoce como modelo de Reostato. 

Finalmente, el modelo de confinamiento integra las aportaciones de los tres anteriores, 

enfatizando, además, el rol de los receptores de adhesión celular, en particular las integrinas, 

que participan en la reestructuración del citoesqueleto. De este modo se configura un proceso 

dinámico que mantiene un control preciso, en el que los receptores de inhibición y activación 

se combinan con las moléculas de adhesión (22). (Figura 3.) 

 

 

Figura 3. Educación y activación de células NK: A) Tolerancia: la interacción con moléculas del MHC clase I propias activa receptores 
inhibidores en la célula NK, lo que impide su activación y mantiene la tolerancia frente a células sanas; B) Pérdida de lo propio (missing 

self): la ausencia o disminución del MHC-I en células blanco impide la señal inhibitoria, lo que permite la activación de la célula NK; C) 

Inducción de lo propio (induced self): el estrés celular incrementa la expresión de ligandos para receptores activadores, lo que favorece la 
activación citotóxica de la célula NK. Modificado de Viver et al (23). 
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1.2.1 Papel de la adhesión celular en la acción de las células NK. 

 

La eficiencia citotóxica de las células NK depende de una adhesión célula–célula precisa y 

regulada, cuyo núcleo es el eje LFA-1 (CD11a/CD18)–ICAM-1/2/3, que convierte el 

reconocimiento en una sinapsis estable (17,19). En reposo, LFA-1 está en low-affinity; tras 

la activación de receptores se dispara la señalizacion inside-out (de LFA-1) que activa Rap1–

RIAM–talin/kindlin, promoviendo el cambio a high-affinity y aumentando la avidez de LFA-

1 (17,19). Este salto conformacional eleva la probabilidad de conjugación (NK–target) sin 

reiterar la vía de desgranulación (previamente descrita) (17). 

 

La licensing/education por MHC-I modula esta etapa adhesiva: las células NK licensed 

traducen mejor las señales de receptores activadores en señalizacion inside-out (de LFA-1) 

y forman más y mejores conjugados, mientras que las unlicensed muestran menor 

conjugación (NK–target) por una deficiencia en la transmisión inside-out, no por fallas 

intrínsecas de LFA-1 (20,21). Una vez establecido el contacto, la señalizacion outside-in (de 

LFA-1) a través de Vav1 y Pyk2, con remodelado de actina, sostiene la despolarización de 

granulos con eficacia comparable entre licensed y unlicensed siempre que el contacto exista 

(17,21). 

 

Varios coestimuladores alimentan la señalizacion inside-out (de LFA-1). DNAM-1 (CD226), 

al reconocer CD155 (PVR) y CD112, reduce el umbral adhesivo y coopera con las integrinas 

para estabilizar la sinapsis (17,19). 2B4 (SLAMF4), mediante SAP/EAT-2, potencia la 

conjugación (NK–target) y refuerza la activación de LFA-1, aunque en ausencia de 

adaptadores puede amortiguar señales (19). NCRs y NKG2D convergen en PI3K/Vav1/PLCγ 

y Ca²⁺ para facilitar el cambio conformacional de LFA-1 y la maduración de la sinapsis 

(17,19). 

 

SLAMF7 (CRACC) tiene un papel destacado: su compromiso en el contacto amplifica la 

señalizacion inside-out (de LFA-1) y consolida la sinapsis, especialmente durante ADCC 
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mediada por CD16 (FcγRIIIa), donde las señales ITAM vía CD3ζ/FcεRIγ integran 

PI3K/Vav1/PLCγ–Ca²⁺ y dependen de una adhesión sostenida LFA-1–ICAM para mantener 

el contacto durante la lisis (19). El polimorfismo FCGR3A-158V/F en CD16a modula la 

afinidad por IgG1 y se asocia con diferentes respuestas a anti-CD20, lo que se traduce, en 

células NK licensed, en señalizacion inside-out (de LFA-1) más eficaz y mejor conjugación 

(NK–target) durante ADCC (18,20). 

 

El microambiente regula este módulo adhesivo: TNF-α, IL-1 e IFN-γ incrementan ICAM-1 

en endotelio, epitelio y dianas, facilitando la conjugación (NK–target), mientras que la 

variación de ICAM-1 en tumores puede dificultar la estabilización de la sinapsis (17). La 

glicosilación y densidad de ICAM-1, la rigidez de membrana y la organización de actina en 

la célula diana condicionan la fuerza adhesiva y la potenciación mecánica de la citotoxicidad 

al potenciar la acción de perforina mediante fuerzas de actina cortical y el retrograde flow de 

F-actina en la sinapsis (17). 

 

Comparable a esto, en CTL la adhesión se integra en la arquitectura 

cSMAC/pSMAC/dSMAC dominada por TCR–LAT–SLP76–PLCγ1, donde la fuerza de F-

actina dirige y potencia la lisis (17). En células NK, sin TCR, LFA-1 puede sostener 

señalizacion outside-in (de LFA-1) para la polarización de gránulos una vez logrado el 

contacto, con la etapa de señalizacion inside-out (de LFA-1) fuertemente sintonizada por 

licensing y coestimulación, y con una contribución determinante de la organización mecánica 

del dSMAC (17,19–21). Este marco, junto con el estado de educación, explica por qué la 

misma diana puede ser resistente en un contexto y vulnerable en otro según su paisaje 

adhesivo y la capacidad de la célula NK para abrir LFA-1 a alta afinidad (17,21). 

 

1.3 Receptores inhibidores 

 

En condiciones normales, los receptores inhibidores de las células NK reconocen las 

moléculas de MHC clase I, conocidas como HLA clase I en humanos, en las células diana y 

suprimen la actividad citotóxica. Cuando una célula sufre infección viral o transformación 

maligna, la reducción de las moléculas de MHC clase I anula la señal inhibidora, lo que 
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provoca la activación de las células NK y su posterior lisado de la célula diana (24). los 

receptores inhibidores constituyen el principal mecanismo de control de la activación de las 

células NK. Dentro de estas moléculas reguladoras, los receptores tipo KIR, que presentan 

dominios tipo inmunoglobulina y son característicos de los linajes de células NK, se unen a 

las moléculas de MHC clase I y dictaminan su compromiso (25). 

 

Los receptores KIR, clasificados como receptores tipo inmunoglobulina, dirigen los 

programas de activación o inhibición de las células NK. Cada KIR está estructurado por dos 

o tres dominios extracelulares con homología a dominios Ig y presenta una cola 

citoplasmática que varía entre dos longitudes. La clasificación de KIR se basa en su función 

neta, resultando en KIR inhibidores y KIR activadores (26). Los KIR inhibidores incorporan 

un motivo ITIM que, tras la interacción con ligandos, se convierte en un sitio de 

reclutamiento para la proteína tirosina fosfatasa SHP-1. Llegado a este punto, SHP-1 se 

fosforila en un residuo de tirosina y, recluta a SHP-1 al ITIM fosforilado vía su dominio SH2, 

reacciona con la cola citoplasmática de los KIR. Esta fosforilación inicial que modula a SHP-

1 promueve su activación y, en un segundo momento, la fosfatasa desfosforila múltiples 

sustratos, repercutiendo en la supresión del ambiente activador (27). 

 

La proteína SHP-1 ha sido identificada como un regulador clave de Vav1, un factor 

intercambiador de nucleótidos de guanina que participa en la remodelación del citoesqueleto 

de actina. Este proceso es esencial para la formación de la sinapsis inmunológica, una 

estructura que organiza de forma precisa una secuencia de eventos necesario para la 

desgranulación de perforinas y gránulos de granzimas, entre otros fenómenos celulares. SHP-

1 inactiva Vav1 mediante la de-fosforilación de residuos fosforilados, un mecanismo que 

interrumpe todas las redes de señalización que transitan a partir de la proteína. Como 

resultado, la supresión de Vav1 por SHP-1 se traduce en el arresto de las respuestas celulares 

que dependen de la actividad del intercambiador (26, 28). 

 

Las células NK tienen un repertorio diverso de KIR debido a la expresión aleatoria de genes 

KIR en cada célula NK. Esto da como resultado varios clones de células NK con distintos 

patrones de expresión de receptores. En consecuencia, un subconjunto de clones de células 
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NK puede reconocer un ligando único expresado por una célula tumoral particular. Los 

receptores KIR constituyen elementos clave de la inmunidad innata, facilitando a las células 

NK la capacidad de discernir entre células sanas y aquellas que exhiben infección o 

malignidad (29, 30). Adicionalmente, se ha sugerido que los KIR participan en la modulación 

de la respuesta inmune adaptativa. Experimentos realizados en modelos murinos han 

evidenciado que los receptores inhibidores, a través de los motivos ITIM asociados, la 

activación de fosfatasas y/o la participación de proteínas de la familia SAP son fundamentales 

tanto para la ontogenia de las células NK como para la propagación de señales reguladoras. 

Se ha constatado que deleciones en la región intracelular del receptor Ly49A, homólogo del 

KIR humano, así como mutaciones puntuales en los motivos ITIM, impiden la correcta 

educación de la célula NK, lo que a su vez priva a la célula de la capacidad de discriminar 

entre el estado normal y los estados de riesgo. Como consecuencia, las células NK afectadas 

desarrollan una mayor tendencia a reconocer y atacar células sanas, comprometiendo así el 

equilibrio de la inmunidad (31). 

 

Por otro lado, la formación de las células NK en condiciones en las que faltan las proteínas 

adaptadoras que transfieren las señales ITIM resulta, en cambio, en la acumulación de células 

NK inmaduras que no consiguen realizar funciones citotóxicas efectivas. Esta deficiencia se 

origina en la incapacidad de los receptores inhibitorios para mediar señales de supresión hacia 

los efectores NK. En particular, la carencia de las fosfatasas SHP-1, SHIP-1 o de la proteína 

adaptadora SAP origina un fenotipo hiporreactivo, en el que las células efectores presentan 

una disminuida probabilidad de eliminar células infectadas o neoplásicas (32). Resulta, por 

ello, evidente el papel fundamental que la cascada integrada por receptores inhibitorios, 

dominios ITIM, fosfatasas y proteínas de la familia SAP desempeña en la evolución terminal 

de las células NK. Más allá de los KIR, estas cualidades se hallan igualmente en una variedad 

de receptores adicionales que modulan negativamente la efectividad funcional del 

compartimento NK (32). 

 

KLRG1 constituye un receptor inhibitorio que se manifiesta en las células NK. Su interacción 

se establece con las cadherinas E, N y R, moléculas normalmente presentes en las células 

epiteliales. La expresión de KLRG1 presenta un incremento con la edad, lo que podría 
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relacionarse con la merma de la actividad citotóxica de las células NK en individuos 

ancianos. Se ha postulado que la disminución de la E-cadherina podría constituir una 

estrategia útil para potenciar la citotoxicidad de las células NK y atacar de forma más eficaz 

los tumores de origen epitelial. La E-cadherina, ligando de KLRG1, favorece la actividad 

inhibidora de este receptor; su reducción conllevaría una disminución en la expresión de 

KLRG1 y, en consecuencia, una menor inhibición de la activación citotóxica de las células 

NK (33, 34). 

 

Los receptores LILRB, designados también como receptores de leucocitos de tipo 

inmunoglobulina (LILR, LILRB leukocyte immunoglobulin-like receptors B o CD85), son 

una familia de receptores inhibitorios expuestos en leucocitos, e incluyen diversas moléculas 

que interaccionan selectivamente con ligandos de tipo MHC clase I. Su expresión en las 

células NK permite el reconocimiento de moléculas presentadas en células normales, 

confiriendo a las células NK un mecanismo de autorregulación que limita el ataque a células 

no alteradas. Entre las diversas variantes de LILRB, los receptores CD85J, CD85D, CD85A, 

CD85K y CD85C presentan una cola citoplasmática extendida en la que son detectables 

repeticiones de motivos de inhibición dependientes de tirosina (ITIM, immunoreceptor 

tyrosine-based inhibition motif) (35). Estos motivos reclutan las fosfatasas SHP-1 y SHP-2, 

las cuales, mediante la de fosforilación de proteínas de tirosina, bloquean la movilización de 

las cascadas de activación requeridas para la citotoxicidad .El incremento en la densidad de 

estos receptores LILRB en la superficie de las células NK correlaciona con una disminución 

de la actividad citotóxica, hallazgo que refuerza la noción de que su participación es 

determinante en la inhibición de las señales que, de otro modo, inducirían una respuesta 

citotóxica efectiva. En consecuencia, los receptores LILRB pueden favorecer que la 

inmunidad no suceda dándole origen a procesos patológicos como el cáncer (36).  

 

Aparte de los mecanismos mediados por ITIM, a los receptores inhibidores también les cabe 

reunir la proteína adaptadora Crk. Crk, a pesar de ser ampliamente considerada una proteína 

adaptadora, posee también una actividad cinasa de baja potencia perteneciente a la familia 

Src, que se traduce en la fosforilación de residuos de tirosina situados en la porción carboxilo 

terminal de otras proteínas Src. Este evento fosforilante provoca un cambio conformacional 
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en la proteína blanco que, a su vez, favorece su estado inactivo (37). Cuando Crk dirige la 

fosforilación de Src, se observa disminución en la señalización proinflamatoria típica de las 

células NK, dado que su actividad cinasa es esencial para la ejecución de funciones 

citotóxicas. Modelos murinos en los que se inactiva el gen Crk han puesto de manifiesto que 

la carencia de esta proteína se traduce en una actividad citotóxica incrementada en las NK 

debido a una menor capacidad para facilitar la inhibición de las cinasas Src. En consecuencia, 

se mantiene un estado de activación funcional sostenido en estas células (38).   

 

Los receptores de la familia NKG2 comprenden un grupo de proteínas que pueden actuar 

tanto como receptores inhibidores como activadores, contienen dominios similares a lectinas 

tipo C y se asocian en dímeros con la molécula CD94. Una característica común de los tres 

miembros NKG2A, NKG2C y NKG2D, es su capacidad para unirse a HLA-E, una molécula 

de HLA de clase I no clásica. NKG2A es el único receptor de la familia que transmite señales 

de inhibición; su dominio citoplasmático se caracteriza por una prolongación en el extremo 

carboxilo que contiene múltiples motivos ITIM (Inhibitory receptor Tyrosine-based 

Inhibitory Motif), los cuales actúan como sitios de reclutamiento para la fosfatasa SHP-1 y 

modulan la actividad de la célula (39). Las mediciones de su expresión indican que NKG2A 

es altamente representado en las fases tempranas de la maduración de las células NK; sin 

embargo, su nivel se reduce de forma marcada a medida que las células se diferencian hacia 

un fenotipo citotóxico terminal, un hecho que influye en su capacidad de destrucción efectiva 

de células diana en esos estadios avanzados (40). 

 

Actualmente carecemos de una comprensión exhaustiva de los mecanismos celulares y 

moleculares mediante los cuales estos receptores imponen restricción a la actividad de las 

células NK y, si bien se postula que la acción de cada uno de ellos se caracteriza por la 

atenuación de un paso inicial en las cascadas de señalización iniciadas por los receptores de 

activación, permanecen aún indefinidas las sucesiones de fenómenos celulares que los 

receptores inhibitorios inducen y que, a su vez, determinan la programación de la respuesta 

efectora (41). 

 

1.4 Receptores activadores 
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Como se ha mencionado previamente, la activación funcional de las células NK depende de 

un delicado equilibrio entre las señales inhibitorias y las activadoras, mediado por la 

interacción de receptores específicos con sus correspondientes ligandos. La mayoría de los 

receptores activadores de las células NK presentan un patrón de expresión constitutiva, 

aunque su nivel de expresión puede incrementarse o decrecerse durante la activación celular. 

Dichos receptores se dirigen a ligandos que, en condiciones normales, se encuentran en 

células sanas, permitiendo a las células NK discriminar entre células diana y células propias 

(42). El perfil de expresión de estos receptores también puede ser influenciado por la 

concentración y la variedad de citocinas presentes en el microambiente. La función de los 

receptores activadores consiste en modular la cascada de eventos celulares requeridos para 

que las células NK no sólo ejecuten sus funciones efectoras, sino también regulen procesos 

tales como la secreción de citocinas proinflamatorias, la proliferación, la adhesión y la 

diferenciación celular. Al igual que sus homólogos inhibitorios, los receptores activadores de 

las células NK son codificados por el genoma germinal (43). El primer grupo de receptores 

mediadores de la activación fue constituido por los receptores de citotoxicidad natural (NCR, 

por su sigla en inglés), cuyos componentes transmembrana incluyen NKp46, NKp44, 

NKp30, y, en ocasiones, otras isoformas. La funcionalidad de dichos receptores depende, 

fundamentalmente, de la asociación con la cadena común de la subunidad gamma del 

receptor para la inmunoglobulina o, alternativamente, de la interacción con las cadenas de la 

proteína ζ. Tanto la cadena gamma común y la cadena z, ejercen la función de proteínas 

adaptadoras, ya que por sí solas carecen de actividad enzimática (44).  

Las proteínas que aquí se analizan participan en el reclutamiento y la activación de efectores 

que actúan aguas abajo en la señalización celular. Su función depende de una secuencia de 

aminoácidos altamente conservada en la que se encuentran dos residuos de tirosina 

susceptibles de fosforilación. Esta secuencia es el motivo de activación basado en tirosina 

para receptores de inmunidad (ITAM, por sus siglas en inglés). Los receptores de 

citotoxicidad natural logran reconocer ligandos que van desde proteínas virales y tumorales 

hasta moléculas solubles, modularizando, de este modo, la actividad citotóxica de las células 

NK (44). Junto a estos, las células NK expresan otros receptores de activación que pertenecen 

a familias distintas. Entre ellos figuran NKG2C y NKG2D, que integran el subgrupo dos del 
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grupo NKG2. Estos receptores, como los NCR, se asocian, de forma no covalente, a proteínas 

adaptadoras como DAP-10 y DAP-12, que en el dominio citoplasmático presentan el 

fragmento YINM y el dominio ITAM, respectivamente (45). 

La mayoría de las células NK expresan NKG2D, que se une a ligandos tales como MIC-A y 

MIC-B; estas moléculas de la familia MHC de clase I se inducen en la superficie celular tras 

situaciones que causan estrés. NKG2D se une además a las proteínas ULBP1, ULBP2, 

ULBP3 y ULBP4, las cuales son inducidas en la superficie de células tumorales, incluidas 

leucemias, carcinomas y melanomas. La amplia gama de ligandos que activan el NKG2D 

confiere a este receptor un papel clave en la vigilancia de células malignas por parte de los 

linfocitos NK. La capacidad de NKG2D para detectar múltiples, y a menudo estresados, 

elementos virales o tumorales maximiza su efectividad en el control del crecimiento tumoral 

(46, 47). 

 

 En el pináculo de la señalización de los receptores activadores de células NK se encuentra 

la quinasa de la familia Src Lck, que fosforila directamente el motivo YINM en DAP10 y los 

motivos ITAM dentro de DAP12, CD3ζ y FcεRIγ. En el caso de NKG2D/DAP10, la 

fosforilación de DAP10 por Lck conduce al reclutamiento de los complejos p85/PI3K y 

Grb2/Vav1, que luego median la señalización aguas abajo. Por el contrario, la fosforilación 

de tirosina de ITAM por Lck conduce al reclutamiento de tirosina quinasas ZAP70 o SYK 

que, posteriormente, la tirosina fosforila otras moléculas de señalización, incluidos 

adaptadores y enzimas, para promover la señalización que conduce a la producción de 

citocinas y citotoxicidad. El miembro de la familia Src, Fyn, también está involucrado a 

través de su fosforilación del motivo de interruptor inmune basado en tirosina (ITSM) que se 

encuentra en la molécula coestimuladora 2B4 (41.48)  

 

Este evento de fosforilación mejora aún más las vías de señalización involucradas por otros 

receptores activadores e incluye la fosforilación de Vav1 y PLCγ2. PLCγ2 está críticamente 

involucrado en la citotoxicidad de las células NK y la producción de citocinas, ya que es el 

productor clave de dos segundos mensajeros a través de la escisión de PI (4, 5), P2 ubicado 

en la valva interna de la membrana plasmática a diacilglicerol (DAG) e IP3(49).  
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Mientras que DAG participa en la activación de la vía PKC-NFκB y Ras-MAPK, IP3 

estimula el retículo endoplásmico para liberar su reserva luminal de Ca2+ al unirse al receptor 

IP3 localizado en ER, que a su vez conduce a la interacción de ITSM con el canal de calcio 

activado por liberación de calcio que conduce a una afluencia de calcio extracelular en la 

célula (Figura 4). Este aumento en el Ca2+ intracelular afecta varios procesos celulares, 

incluida la activación de varias enzimas, proteínas involucradas en la dinámica del 

citoesqueleto de actina F y la activación del factor de transcripción NFAT, que está 

involucrado en la expresión génica del interferón-γ (50).  

 

1.4.1 Receptores de citotoxicidad natural (NCRs: NKp30, NKp44 y NKp46) 

 

Los receptores de citotoxicidad natural (NCRs) —NKp30 (NCR3), NKp44 (NCR2) y NKp46 

(NCR1)— constituyen un eje cardinal del reconocimiento “por estrés” que realizan las 

células NK frente a células transformadas o infectadas. NKp46 y NKp30 se expresan 

ampliamente en células NK en reposo, mientras que NKp44 es típicamente inducible por 

citocinas como IL-2/IL-15. Estructuralmente, son miembros de la superfamilia de 

inmunoglobulinas y, pese a carecer de actividad catalítica en sus colas citoplásmicas, se 

acoplan no covalentemente a adaptadores portadores de ITAM —CD3ζ, FcεRIγ o DAP12— 

mediante interacciones en el dominio transmembranal (véase Figura 4). Esta arquitectura 

modular hace que la salida funcional dependa no solo de la densidad de NCRs, sino también 

del repertorio de adaptadores disponibles en cada célula NK (51 y 52) . 
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Figura 4. NCRs activando señalización vía adaptadores ITAM (CD3ζ/FcRγ o DAP12) 
Representación de las estructuras transmembranales de NKp30, NKp46 (asociados a CD3ζ/FcRγ) y NKp44 

(asociado a DAP12), destacando los motivos ITAM que median la señalización interna. Barrow et al., 2019 

(53) 

 

En cuanto a ligandos, NKp30 reconoce determinante es inducidos por estrés como B7-H6 y 

BAT3/BAG6; NKp44 interactúa con varios ligandos de superficie y con PCNA expuesto en 

la membrana plasmática (pese a ser una proteína típicamente nuclear), una interacción que 

puede traducirse en señal inhibitoria según la isoforma y NKp46 reconoce hemaglutininas 

virales y determinantes glicosilados. Proteoglucanos de heparán sulfato actúan como 

correceptores que facilitan el acercamiento al blanco. Este paisaje es dinámico: tumores 

avanzados pueden reducir o “desprender” (shedding) ligandos (por ejemplo, B7-H6), 

atenuando el reconocimiento por NCRs y favoreciendo la evasión inmunitaria. La diversidad 

de isoformas también modula el resultado: NKp30a/b se asocian a perfiles activadores, 

mientras NKp30c se ha vinculado a respuestas reguladoras; NKp44-1 contiene un ITIM 

funcional capaz de convertir ciertos encuentros en señales inhibitorias (54, 55). 
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En los NCRs, la transducción ocurre a través de sus adaptadores ITAM: tras el 

entrecruzamiento con el ligando, quinasas Src fosforilan los ITAM y se reclutan Syk/ZAP-

70, activando un programa que culmina en desgranulación y producción de citocinas; la 

cascada canónica (PLCγ2, DAG/IP₃, Ca²⁺, NFAT/NF-κB/MAPK) ya se describió en detalle 

en el §1.4 y no se repite aquí. Funcionalmente, los NCRs se integran en el balance de señales 

con coestimuladores (NKG2D, DNAM-1, 2B4) y receptores inhibidores (KIR, 

CD94/NKG2A). Además, su activación favorece el crosstalk con integrinas, potenciando la 

señal inside-out de LFA-1 (CD11a/CD18) vía Rap1–talin/kindlin, lo que incrementa la 

afinidad por ICAM-1/2/3 y consolida la sinapsis NK–diana (52 y 56). 

 

1.4.2 Receptores NKG2D y NKG2C 

 

NKG2D se expresa ampliamente en células NK humanas y se asocia de manera no covalente 

con DAP10, cuyo motivo YINM recluta tras fosforilación los complejos p85/PI3K y 

Grb2/Vav1, promoviendo la reorganización del citoesqueleto y la desgranulación. Sus 

ligandos más caracterizados —MICA/B y ULBP1–4, entre otros— son moléculas inducidas 

por estrés y daño genómico, de modo que su presencia en la superficie de células tumorales 

o infectadas funge como una “señal de peligro” que dispara la activación de las células NK 

(57). Esta interacción es altamente sensible al contexto tisular: estímulos inflamatorios y la 

activación de vías de respuesta a daño del ADN pueden aumentar la transcripción y el 

transporte a membrana de ligandos de NKG2D, mientras que condiciones inmunosupresoras 

tienden a reducir su disponibilidad (58) (Figura 5). 

 

La plasticidad tumoral y viral genera mecanismos de evasión que atenúan la señal de 

NKG2D. Entre los más frecuentes se encuentra el shedding de MICA/B por metaloproteasas 

(p. ej., ADAMs), que libera formas solubles capaces de secuestrar el receptor o de inducir su 

“downregulation” en la superficie de las células NK, disminuyendo la citotoxicidad (46, 59). 

De manera análoga, proteínas virales pueden retener o desviar ligandos hacia 

compartimentos intracelulares para impedir su exposición. Aun así, cuando NKG2D se activa 

de forma robusta, coopera con coestimuladores como DNAM-1 y con la adhesión mediada 

por integrinas para estabilizar el contacto efector–diana y conducir a una lisis eficiente 

(60,61). 
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Figura 5. Comparativa esquemática de la señalización de NKG2D (DAP10, YINM, PI3K/Grb2-

Vav1) frente a NKG2C (CD94–NKG2C–DAP12, ITAM, Syk/ZAP-70) en células NK. 
La parte izquierda (azul) muestra la vía de activación de NKG2D a través de DAP10 (motivo YINM) que recluta 

PI3K y Grb2-Vav1, conduciendo a desgranulación y producción de citocinas. La parte derecha (verde) emula 

la señalización tipo NKG2C–DAP12 con ITAM, activando Syk/ZAP-70 y PLC-γ → DAG/IP₃ → Ca²⁺. Martinez-

Lostao L et al (62) 

 

 

NKG2C, en contraste, forma heterodímeros con CD94 y reconoce HLA-E, una molécula de 

MHC-I no clásica que presenta péptidos derivados de proteínas virales y de señales de estrés. 

La activación de NKG2C se apoya en el adaptador DAP12, portador de ITAM, con 

reclutamiento de Syk/ZAP-70 y convergencia hacia PLCγ2–Ca²⁺–NFAT/NF-κB, 

configurando una salida efectora potente (63). En humanos, la exposición a HCMV se asocia 

con la expansión de subpoblaciones “adaptativas” de células NK NKG2C⁺, caracterizadas 
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por cambios epigenéticos, mayor capacidad de ADCC y perfiles funcionales de larga vida; 

estas células muestran una respuesta especialmente eficaz frente a dianas que exhiben HLA-

E cargado con péptidos de origen viral o de estrés (64). 

 

1.4.3 Otros receptores coestimuladores (DNAM-1, 2B4, CD16) 

 

DNAM-1 (CD226) es un coestimulador central que potencia la activación iniciada por 

receptores como NKG2D y los NCRs. Sus ligandos PVR/CD155 y nectina-2/CD112 se 

expresan en numerosos tumores y en células sometidas a estrés, facilitando la formación de 

la sinapsis inmunológica y la desgranulación. En el punto de contacto efector–diana, DNAM-

1 coordina la dinámica de actina, coopera con integrinas para sostener la adhesión y modula 

el umbral de activación. La pérdida de DNAM-1 o el predominio de vías competidoras que 

comparten ligandos (como TIGIT o CD96, con afinidades diferenciales por CD155) se 

asocian a hiporreactividad de las NK y a evasión tumoral (65). 

 

2B4 (SLAMF4/CD244) reconoce CD48 y pertenece a la familia SLAM. Su salida funcional 

es contexto-dependiente porque se apoya en adaptadores de la familia SAP (SAP/EAT-2): 

en presencia de estos, 2B4 coestimula y favorece la desgranulación; cuando faltan, puede 

volverse inhibidor al acoplarse a fosfatasas, modulando negativamente la respuesta. A nivel 

celular, 2B4 facilita la conjugación con la diana, refuerza la activación inside-out de LFA-1 

y contribuye a la estabilidad de la sinapsis, ubicándose en la interfase entre reconocimiento 

y ejecución. La densidad de CD48 en la célula blanco y el repertorio de adaptadores en la 

célula NK determinan la dirección y magnitud de la señal(66). 
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Figura 6. Sinapsis ADCC mediada por CD16 y cooperación con LFA-1. La figura ilustra dos 

mecanismos capaces de inducir la polarización de gránulos líticos en células de la neoplasia conocidas como 

células NK. (A) El vínculo de LFA-1 con ICAM-1 es adecuado para fomentar la polarización incluso en células 

NK en estado de reposo. Alternativamente, una señal sinérgica proveniente de CD16 y 2B4 puede inducir 

polarización en la ausencia de LFA-1. Estos mecanismos representan trayectos divergentes, pero 

funcionalmente convergentes para guiar el aparato citotóxico hacia la célula objetivo. Bryceson et al., 2006 

(60). 

 
 

CD16 (FcγRIIIa) media la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) al 

reconocer regiones Fc de IgG1/IgG3 unidas a antígenos en la superficie de la diana. Señaliza 

a través de CD3ζ/FcεRIγ (motivos ITAM) con reclutamiento de Syk/ZAP-70 y activación de 

PLCγ2, lo que genera aumento de Ca²⁺, desgranulación y producción de citocinas (67). La 

eficacia de esta vía depende de una adhesión estable proporcionada por integrinas como LFA-

1–ICAM, que mantienen el contacto mientras se ejecuta la lisis; además, factores como la 

glicosilación del Fc (por ejemplo, afucosilación que incrementa la afinidad por CD16a) y el 

shedding de CD16 durante la activación modulan finamente la potencia de la ADCC. En 

conjunto, DNAM-1, 2B4 y CD16 conforman un brazo coestimulador que eleva la 

probabilidad de superar el umbral de activación y traduce la señal en una sinapsis funcional 

y una citotoxicidad eficaz (68). 

 

1.4.4 Integrina LFA-1 y su ligando ICAM en células NK: del reconocimiento a la 

ejecución citotóxica y su cooperación con SLAMF7 

 

En la respuesta efectora de las células NK, el tránsito desde el reconocimiento inicial hasta 

la lisis de la célula diana exige un contacto estable y altamente organizado. Ese “anclaje 

funcional” lo proporciona la integrina LFA-1 (αLβ2=CD11a/CD18), cuya ligadura principal 
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son las moléculas de adhesión intercelular (ICAM), en particular ICAM-1 (CD54), pero 

también ICAM-2 (CD102) e ICAM-3 (CD50). LFA-1 se expresa en la superficie de todos 

los leucocitos —incluidas células NK, T citotóxicas, neutrófilos y macrófagos— y opera 

como un nodo que convierte señales de activación en adhesión firme, formación de la sinapsis 

inmunológica y desgranulación dirigida. Desde la perspectiva de la inmunovigilancia, uno 

de los primeros pasos es la adhesión dependiente de LFA-1 a la célula diana; esta adhesión 

no es constitutiva, sino que se dispara por señalización “inside-out” proveniente de receptores 

activadores de células NK (entre otros, NKG2D, DNAM-1, 2B4, NCRs y CD16) que 

incrementa afinidad y avidez de LFA-1 y permite el acoplamiento inicial. En modelos 

clásicos, estas señales promueven el cambio conformacional de la integrina desde un estado 

cerrado a una conformación extendida de alta afinidad, aumentando su capacidad para unirse 

a ICAM y sostener el contacto célula–célula (69, 70). 

 

Una vez que LFA-1 se une a ICAM en la superficie de la diana, se gatillan señales “outside-

in” que remodelan el citoesqueleto e integran la maquinaria citotóxica. La activación de Vav1 

y Pyk2, la reorganización de actina y el flujo intracelular de Ca2 + coordinan la polarización 

del centro organizador de microtúbulos (MTOC) y el tráfico de gránulos líticos hacia el punto 

de contacto, pasos necesarios para la exocitosis de perforina y granzimas que culmina en 

apoptosis de la célula diana (71). La relevancia funcional de este módulo adhesivo es tal que 

el bloqueo con anticuerpos de LFA-1 o de ICAM-1 reduce de forma marcada la conjugación 

NK–diana y anula la lisis, tanto en células NK como en CTL. En el microambiente 

inflamatorio, además, citocinas como TNF-α, IL-1 e IFN-γ aumentan la expresión de ICAM-

1 en células endoteliales, epiteliales y diversas células blanco, facilitando la conjugación; a 

la inversa, múltiples tumores disminuyen o desprenden (shedding) ICAM-1 como 

mecanismo de evasión, lo que dificulta la estabilización de la sinapsis (72). 

 

En este escenario, SLAMF7 (CD319/CRACC) destaca como un coestimulador 

particularmente relevante para células NK. Cuando se compromete en el contacto celular, 

favorece la activación “inside-out” de LFA-1, estabiliza la sinapsis inmunológica y potencia 

la desgranulación. Esta cooperación es crítica durante la citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpos (ADCC) mediada por CD16, en la que la unión sostenida LFA-1–ICAM 
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mantiene el contacto efector–diana mientras se ejecuta la lisis (73). Dado que los detalles 

moleculares de la señalización de la familia SLAM (incluida la organización de ITSM y el 

papel de los adaptadores SAP/EAT-2, así como la posibilidad de señales inhibitorias por 

acoplamiento alterno) aunque el efecto neto observado en NK: SLAMF7 amplifica la eficacia 

del módulo LFA-1–ICAM durante la fase efectora y contribuye a convertir el reconocimiento 

en muerte dirigida de la célula diana. Esta sinergia explica, además, parte del desempeño de 

estrategias terapéuticas que explotan SLAMF7 en oncología (p. ej., anticuerpos 

monoclonales), donde la adhesión integrínica es imprescindible para sostener la respuesta 

citotóxica (74). 

 

En conjunto, el eje LFA-1–ICAM no es un mero “pegamento” estructural: es un módulo de 

adhesión-coestimulación que integra señales provenientes de receptores activadores de 

células NK y las canaliza hacia la ejecución citotóxica. Su cooperación con SLAMF7 

refuerza la sinapsis, mejora la polarización de gránulos y asegura la desgranulación eficaz, 

mientras que su regulación por el entorno inflamatorio y por tácticas de evasión tumoral 

determina buena parte del resultado final de la interacción NK–célula diana (75). 

 

1.5 SLAM 

La familia de receptores de la molécula de activación linfocítica de señalización (SLAM) es 

un grupo de glicoproteínas transmembranales de tipo I que se expresan en células de origen 

hematopoyético lo que significa que se expresan en células como las células NK, las células 

T, los macrófagos y las células B, denominados SLAMF1 (CD150; SLAM), SLAMF2 

(CD48), SLAMF3 (Ly-9; CD229), SLAMF4 (CD244; 2B4), SLAMF5 (CD84), SLAMF6 

(Ly108; NTB-A; CD352), SLAMF7 (CRACC; CS1; CD319), SLAMF8 (BLAME; CD353) 

y SLAMF9 (CD84-H1; SF2001; CD2F10) (76). Las moléculas de la familia SLAM son 

miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) siendo que cada molécula SLAM 

presenta un segmento fuera de la célula compuesto por dos dominios de tipo Ig (V-lvariable 

y C2- constante), una región transmembrana y una cola citoplasmática con varios motivos 

que contienen tirosina (ITSM). Dentro de esta disposición estructural, la singularidad recae 

en SLAMF3, el cual presenta en su región extracelular cuatro dominios semejantes a la 
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inmunoglobulina. Asimismo, SLAMF2, SLAMF8 y SLAMF9 no poseen dominios ITSM 

(77). 

 

La señalización del receptor SLAM en células inmunitarias varía según el tipo celular, y las 

respuestas suelen depender de la presencia o ausencia de dos proteínas adaptadoras de la 

familia SLAM: EAT-2 y SAP (76, 77). Las células del sistema inmunitario cuentan entre 3 

y 5 receptores de la familia SLAM que poseen motivos ITSM. Dentro de las moléculas 

SLAM se encuentran proteínas adaptadoras que funcionan como inhibidores y activadores y 

pertenecen a la familia SAP (76, 77). Los complejos SLAM/SAP y SLAM/EAT-2 establecen 

una interacción directa con la cinasa de la familia Src Fyn y la fosfolipasa Cg, 

respectivamente, desencadenando una señal de activación en estas células del sistema 

inmunitario. Las enzimas Src llevan a cabo la fosforilación de los dominios ITSM de los 

receptores SLAM, lo cual favorece la interacción entre las proteínas SAP y EAT-2. En su 

mayoría, los receptores SLAM muestran interacciones homofílicas, lo que implica que un 

receptor identifica como ligando a otra molécula de idéntica naturaleza expresada en una 

célula receptora (76, 77). 

 

 

Imagen 7. Receptores de la familia SLAM en células inmunitarias: Receptores glicoproteicos 

transmembranales de tipo I pertenecientes a la familia SLAM, denominados SLAMF1 (CD150; 
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SLAM), SLAMF2 (CD48), SLAMF3 (Ly-9; CD229), SLAMF4 (CD244; 2B4), SLAMF5 (CD84), 

SLAMF6 (Ly108; NTB-A; CD352), SLAMF7 (CRACC; CS1; CD319), SLAMF8 (BLAME; 

CD353) y SLAMF9 (CD84-H1; SF2001; CD2F10) Modificado de Farhangnia P. et al. (77) 
 

 

La mayoría de los receptores de la familia SLAM establecen interacciones homofílicas, en 

las cuales cada receptor reconoce como ligando a una molécula idéntica expresada en otra 

célula del sistema inmunitario. Por ejemplo, SLAMF7 se une a SLAMF7 y Ly9 (SLAMF3) 

a Ly9, promoviendo la comunicación célula a célula y la coordinación de respuestas 

inmunitarias (78). El único que exenta esta regla es el receptor 2B4 (SLAMF4), que 

interactúa de manera heterofílica con CD48 (SLAMF2), una glicoproteína presente en la 

superficie de diversas células hematopoyéticas (78). Estas interacciones de afinidad entre los 

receptores SLAM fungen un papel crucial en la regulación funcional de las células Natural 

Killer. En particular, la interacción SLAMF7–SLAMF7 favorece la formación de sinapsis 

inmunitarias entre células NK, lo que potencia la transmisión de señales intracelulares y 

promueve su actividad citotóxica (77, 78).   

 

La relación entre 2B4 y CD48 es relevante para el desempeño de las células NK. CD48 es 

una molécula presente en células en buen estado, por lo tanto, la conexión entre 2B4 y CD48 

contribuye a que las células NK no ataquen a las células sanas (78). Los receptores SLAM 

son exclusivos de las células de origen hematopoyético, por lo tanto, se hallan presentes en 

células como las células asesinas naturales, las células T, los fagocitos y las células B, y se 

activan mediante las interacciones que ocurren entre las diversas células sanguíneas. Como 

ejemplo, los receptores SLAM participan activamente en la modulación de la citotoxicidad 

de las células NK, facilitando el reconocimiento y la eliminación de células infectadas o con 

transformación neoplásica. (78). 

 

El hallazgo del gen responsable del síndrome linfoproliferativo tipo I (XLP) condujo al 

descubrimiento de la proteína adaptadora SAP y su relevancia en el control de la actividad 

de los receptores pertenecientes a la familia SLAM, los cuales se vinculan y activan mediante 

su unión con las proteínas adaptadoras de la familia SAP (79). En el caso de los seres 

humanos, este grupo está compuesto por dos integrantes conocidos como SAP (acrónimo en 

inglés de SLAM-Associated Protein) y EAT-2 (Ewing’s Sarcoma-Associated Transcript-2), 
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cuya función resulta esencial para la regulación de las señales mediadas por los receptores 

SLAM (79). Al igual que los receptores pertenecientes a la familia SLAM, su presencia se 

limita al sistema hematopoyético, ya que se expresan en linfocitos T y B, células NK, 

macrófagos y células dendríticas (78,79). Ambos miembros de la familia de adaptadores SAP 

en humanos, SAP y EAT-2, están compuestos por aproximadamente 132 aminoácidos, que 

contienen un dominio SH2 y una región C-terminal de 20-30 residuos (79). Se ha 

comprobado que la comunicación entre los receptores SLAM y las proteínas SAP se lleva a 

cabo mediante la acción de las quinasas de la familia Src, en particular Fyn, las cuales 

fosforilan las tirosinas ubicadas en los motivos ITSM, promoviendo la unión de SAP y EAT-

2 a través del dominio SH2 (79). En conjunto, las enzimas Src-quinasas añaden grupos 

fosfato a los dominios ITSM de los receptores SLAM, lo cual favorece la interacción estable 

y funcional entre las proteínas SAP y EAT-2, permitiendo la transducción eficiente de señales 

inmunorreguladoras (78,79). 

 

Las proteínas SAP y EAT-2 comparten un 47% de similitud en su estructura, sin embargo, 

presentan atributos particulares. En la posición 78 de SAP se encuentra una arginina crucial 

para su unión con la cinasa de tirosinas Fyn y estimular la activación en las células del sistema 

inmunitario. EAT-2 presenta dos residuos de tirosina en su extremo carboxilo, uno en la 

posición 120 y otro en la posición 127. Estas tirosinas pueden ser activadas por las enzimas 

cinasas Src, lo que se cree que facilita su unión con proteínas efectivas en la cascada 

descendente (80). 

Además, los fenotipos observados en ratones carentes de diferentes integrantes de la familia 

SLAM han evidenciado que los receptores SLAM controlan diversos sucesos a nivel celular, 

abarcando desde la formación celular, la viabilidad celular, la unión, la respuesta inmunitaria 

humoral, la fagocitosis, la citotoxicidad, e incluso se han asociado con mecanismos 

autoinmunes (78). Tal y como se ha indicado previamente, las proteínas adaptadoras 

pertenecientes a la familia SAP desempeñan una función crucial al facilitar la unión entre los 

receptores de la familia SLAM y fomentar la transmisión de señales de activación (79). 

Además, se ha comprobado que, en caso de no haber expresión de las proteínas adaptadoras, 

los receptores pertenecientes a la familia SLAM tienen la capacidad de transmitir señales; 

sin embargo, a diferencia de las señales generadas en presencia de las proteínas adaptadoras 
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SAP, estas son de naturaleza inhibitoria (79). Es conocido que, cuando las proteínas de la 

familia SAP no están presentes, los receptores pertenecientes a la familia SLAM tienen la 

capacidad de atraer y poner en funcionamiento a las enzimas SHP-1 y SHIP-I, la primera 

elimina grupos fosfato de residuos de tirosina, mientras que la segunda actúa sobre 

fosfolípidos (79). Por otro lado, se ha 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 (78,79). 

 

De forma destacada, las alteraciones en el gen que controla la producción de la proteína SAP 

(SH2D1A) provocan una deficiencia inmunológica ligada al cromosoma X (XLP1, 

enfermedad linfoproliferativa ligada al cromosoma X). Esta modificación genética resulta en 

una mayor vulnerabilidad a las infecciones causadas por el virus de Epstein-Barr (EBV) y en 

la aparición de un síndrome linfoproliferativo, una condición inmunológica clasificada como 

una inmunodeficiencia primaria (79). Los individuos con mutaciones en SH2D1A muestran 

una incapacidad significativa o limitada para producir la proteína SAP, en caso de que se 

sintetice. En condiciones fisiológicas normales, el virus de Epstein-Barr penetra en los 

linfocitos B maduros, pero en individuos sanos con un sistema inmunitario competente, las 

células T CD8+ y las células NK eliminan de manera efectiva los linfocitos infectados (79). 

Sin embargo, los individuos que presentan alteraciones genéticas en el gen SH2D1A 

muestran una disminución marcada en la capacidad de sus células T y NK para destruir 

células infectadas, lo que conduce a una proliferación anormal de linfocitos y desregulación 

inmunológica (79,80). 

 

Después, dichas células tienen la capacidad de penetrar en la médula ósea, promoviendo la 

aparición de otros trastornos como el síndrome de hemofagocitosis linfohistiocitaria (HLH 

por sus siglas en inglés), otra enfermedad grave de inmunodeficiencia que suele manifestarse 

en la niñez (81). La presencia de este tipo de enfermedades motivó un análisis más exhaustivo 

de SAP, evidenciando su participación en los mecanismos de unión entre células (82). Por lo 

tanto, la falta de SAP pone en riesgo el procedimiento de unión de las células. Es importante 

tener presente que la unión entre células es fundamental para eliminar las células objetivo, 
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ya que si no se logra la formación de uniones celulares, se podría impedir la respuesta inmune 

de las células y, en consecuencia, favorecer la aparición de infecciones perjudiciales (81,82). 

 

En este contexto, y con el objetivo de investigar de forma más detallada estas proteínas, se 

han desarrollado diversos modelos celulares y animales que han posibilitado comprender los 

distintos procesos que son controlados por los receptores SLAM y las proteínas SAP (78-

80). De manera interesante, estos modelos han posibilitado evidenciar que, cuando no está 

presente SAP, EAT-2 y/o ERT, los receptores SLAM adquieren la capacidad de actuar como 

receptores con efectos inhibidores significativos (78–80). Por lo tanto, el entorno ambiental 

durante la interacción de los receptores SLAM es crucial para definir si estos receptores 

estimulan o bloquean la activación en las células del sistema inmunológico (78,80). De igual 

manera, estos diseños también posibilitaron la recreación del fenotipo detectado en 

individuos con alteraciones en el gen SH2D1A (79,81). En dicho escenario, la carencia de la 

proteína SAP (usando modelos murinos knockout) disminuye de forma notable la habilidad 

citotóxica de las células NK (79–81). 

 

En la actualidad, se tiene conocimiento de los procesos moleculares mediante los cuales los 

receptores pertenecientes a la familia de SLAM facilitan señales de inhibición. Estos 

procesos parecen implicar la atracción de las enzimas fosfatasas SHP-1, SHP-2 o SHIP-1, las 

cuales, al contar con dominios SH2, también podrían ser atraídas por las tirosinas fosforiladas 

presentes en los motivos ITSM (78,79). Se ha sugerido que la enzima Csk, conocida como 

cinasa C-terminal de la Src (Csk por sus siglas en inglés), podría estar siendo atraída hacia 

los sitios ITSM. Csk estimula la fosforilación de proteínas pertenecientes a la familia Src en 

la región terminal de la cadena de carbono, provocando una alteración en la estructura de la 

proteína objetivo y su subsiguiente desactivación, lo que resulta en la regulación negativa de 

la activación de las células del sistema inmunitario (78,79). No obstante, es necesario llevar 

a cabo investigaciones adicionales para validar estas teorías. Además, los receptores SLAM 

pueden inhibir cuando no están presentes SAP o EAT-2: los ITSM fosforilados reclutan SHP-

1/SHP-2 o SHIP-1, y posiblemente Csk, lo que reduce la señalización activadora (78,79). 

Cuando SAP/EAT-2 sí están disponibles, impiden ese acoplamiento a fosfatasas y desatan 

vías activadoras (SAP–Fyn–Vav1; EAT-2–PLCγ2–Ca²⁺) (79,80). SLAMF7 ilustra esta 
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dicotomía: activo con EAT-2, inhibidor en su ausencia (78,80). En consecuencia, las 

proteínas adaptadoras pertenecientes a la familia de SAP han sido categorizadas no solo como 

proteínas que estimulan señales de activación celular, sino también como reguladores 

moleculares que interrumpen la capacidad de los receptores SLAM para inducir señales de 

inhibición (78,79). A pesar del extenso estudio que evidencia la importancia de los receptores 

SLAM y las proteínas SAP en células del sistema inmunológico, existe escasa información 

acerca del papel específico que desempeñan la mayoría de los receptores SLAM en las 

diversas células presentes en el organismo humano (78,82). 

 

 

 

1.5.1 SLAMF7 

 

El receptor perteneciente a la familia de Moléculas de Activación de Señalización Linfocítica 

(SLAM), específicamente el Miembro 7 (CRACC; identificado también como CS1, CD319, 

SLAMF7).  La proteína SLAMF7 se encuentra principalmente en células NK, linfocitos T, 

células B activadas y macrófagos, tanto en ratones como en seres humanos. Este receptor 

tiene la capacidad de potenciar la actividad citotóxica de las células NK.  La conexión entre 

el receptor SLAMF7 presente en las células diana y la célula NK es una interacción homóloga 

que regula su función citotóxica.  La configuración de este receptor específico se corresponde 

con la establecida en la familia SLAM, presentando únicamente un motivo de tirosina 

(ITSM) en su región citoplasmática como se muestra en la Figura 8 (83). 

 El receptor SLAMF7, presente en células NK de ratones, ha mostrado potenciar la capacidad 

citotóxica de las células NK contra células diana de origen hematopoyético.  En el caso de 

que la proteína adaptadora EAT-2 no esté presente, SLAMF7 activa señales de inhibición 

que disminuyen la capacidad citotóxica de las células NK, tal como se muestra en la Figura 

9 (84). 
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Figura 8. Mecanismo de señalización del receptor SLAMF7. También denominado CD319, 

CRACC o CS1, es un receptor transmembranal perteneciente a la familia de las moléculas de 

señalización de activación linfocítica (SLAM). Modificado de Wu y Veillette (83) 

 

 

 

Figura 9. señalización del receptor SLAMF7. 
Esquema del funcionamiento del receptor SLAMF7 en células NK según la presencia de EAT-2: su fosforilación 

y unión a EAT-2 activa la vía de PLC-γ y desencadena citotoxicidad; en ausencia de EAT-2, el reclutamiento 

de SHIP-1 induce señal inhibidora. Adaptado de Campbell KS et al. (84) 
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Recientemente se han caracterizado con mayor detalle los mecanismos intracelulares 

mediante los cuales SLAMF7 estimula la activación de las células NK. Este receptor induce 

una liberación intensa de gránulos citotóxicos y potencia las funciones efectoras de las células 

NK a través de una vía dependiente de la proteína adaptadora EAT-2, que promueve la 

fosforilación de la tirosina 304 (Y304) dentro de su motivo ITSM y activa las rutas de 

señalización PLC-γ, Ca²⁺ y ERK (84). De forma complementaria, se ha demostrado que la 

interacción homotípica SLAMF7–EAT-2 también desencadena la activación de la vía 

PI3K/Akt/mTOR, la cual contribuye a la producción de citocinas y a la regulación de la 

apoptosis celular (85). Esta doble señalización refleja la naturaleza bimodal del receptor 

SLAMF7, capaz de generar respuestas activadoras o inhibitorias según la disponibilidad de 

EAT-2. En condiciones donde EAT-2 está ausente, pero no SAP, SLAMF7 se acopla a la 

fosfatasa SHIP-1 y transmite señales inhibitorias que reducen la capacidad citotóxica de las 

células NK. En conjunto, estos mecanismos confirman que la activación coordinada de las 

vías PLC-γ y PI3K por SLAMF7 es esencial para optimizar la respuesta citotóxica y la 

funcionalidad efectora de las células NK (84,85). 

 

La región citoplasmática del receptor SLAMF7 murino (mSLAMF7) contiene dos residuos 

de tirosina fosforilables, localizados en las posiciones 261 (Y261) y 281 (Y281), cada uno 

asociado con funciones específicas. La tirosina 281, incrustada en un motivo ITSM, es 

responsable del reclutamiento de la proteína adaptadora EAT-2, lo que desencadena la 

activación de las células NK mediante las vías de señalización PLC-γ y PI3K/Akt (85). En 

contraste, la tirosina 261 parece mediar un efecto inhibitoria a través del acoplamiento de la 

fosfatasa SHIP-1, particularmente en ausencia de EAT-2, fenómeno descrito como un 

mecanismo de modulación negativa de la citotoxicidad de las células NK (84,85). El receptor 

SLAMF7 muestra una expresión marcadamente superior en las células de mieloma múltiple 

en comparación con las células NK, observándose más de tres veces su nivel de expresión. 

Actualmente se investigan los procesos regulatorios, tanto transcripcionales como 

epigenéticos, que podrían explicar la sobreexpresión de SLAMF7 en células tumorales (85). 

 

Se tiene constancia de que el anticuerpo monoclonal anti-SLAMF7 (HuLuc63) bloquea la 

unión de las células MM a las células estromales, disminuyendo así la viabilidad de las 
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células MM (85). Desarrolla una actividad destructiva significativa contra las células MM, 

lo que resulta en la destrucción de tumores. Muestra actividad frente a las células de mieloma 

múltiple a través de la citotoxicidad desencadenada por anticuerpos (ADCC) llevada a cabo 

por las células NK tanto en entornos de laboratorio como en organismos vivos (85-86). 

Identifica un sitio de unión en el dominio IgC2 cercano a la membrana de la proteína 

SLAMF7 (84) y presenta dos mecanismos de acción fundamentales (85). En primer lugar, se 

une principalmente a la proteína SLAMF7 en las células de mieloma múltiple y luego elimina 

estas células mediante la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) a través del 

receptor Fc-gamma (FcγR) III (CD16) activado por las células NK (85-86). En una segunda 

instancia, estimula de forma directa a las células asesinas naturales para erradicar las células 

de mieloma múltiple (85). La activación de estas células desencadena una respuesta de 

señalización de calcio a través de los receptores NKp46 y NKG2D, prescindiendo de CD16 

(84). Además, este anticuerpo potencia la interacción SLAMF7-SLAMF7 entre las células 

asesinas naturales y las células de mieloma múltiple, lo que resulta en la destrucción de estas 

últimas por parte de las células asesinas naturales (84-85). 

 

La activación de las células NK, mediada por señales provocadas por EAT-2 mediante la 

interacción SLAMF7-SLAMF7, persiste en un estado de incertidumbre debido a las 

insuficiencias de SAP y EAT-2 en células MM. En las células NK que presentan una carencia 

de EAT-2, SLAMF7 provoca la fosforilación de la tirosina de SHIP-1 a través de la 

activación de las Src quinasas dependientes de CD45, lo que interfiere con la función de las 

células NK (86). La inhibición de la señalización mediante SLAMF7 y SHIP-1 es esencial 

para el inicio de la señalización a través de la activación de la cinasa Src mediada por CD45. 

Además, en células MM que carecen de CD45, SLAMF7 no puede interactuar con SHIP-1 

y, por ende, la señal inhibidora mediada por SLAMF7-SHIP-1 no se induce en estas células 

(86). Aunque la expresión de receptores inhibidores se restringe únicamente a las 

subpoblaciones específicas dentro del grupo de células NK, estos pueden co-expresarse con 

otros receptores inhibidores dentro de la misma célula, generando una amplia diversidad 

fenotípica y funcional en la población. Esta co-expresión permita una modulación más certera 

de la intensidad de las señales inhibitorias y activadoras, determinando respuestas 

heterogéneas frente a distintos estímulos. En consecuencia, cada célula NK exhibe un patrón 



39 
 

único de receptores y una capacidad de respuesta particular determinada por sus 

combinaciones específicas de interacciones receptor-ligando (87). 

 

 Según investigaciones recientes, se ha comprobado que los receptores SLAM y las proteínas 

adaptadoras de la familia SAP desempeñan una función fundamental en el control de las 

respuestas del sistema inmunitario, interviniendo en la estimulación de las células, la 

regulación de las señales y la erradicación de células afectadas por infecciones o cáncer. 

Específicamente, se ha descubierto que SLAMF7 actúa como un receptor capaz de generar 

conexiones homotípicas entre células activas y células objetivo, lo que favorece la unión 

entre células, un paso fundamental para la actividad citotóxica de las células asesinas 

naturales (86). La unión está condicionada a la presencia de conectores como EAT-2, cuya 

falta puede hacer que SLAMF7 actúe como un transmisor de señales que inhiben, impactando 

la firmeza de la interacción inmunológica. Se ha notado que los receptores pertenecientes a 

la familia SLAM exhiben una variedad de expresiones y combinaciones en distintas 

subpoblaciones de células NK, lo que resulta en una gran diversidad funcional en sus 

relaciones con las células objetivo (87).Otra investigación indican que SLAMF7 podría 

influir en la interacción entre células del sistema inmunitario al activar vías intracelulares que 

requieren la participación de PI3K y NF-κB, las cuales están relacionadas con la adhesión 

celular y la reacción inflamatoria (85).En su totalidad, estos descubrimientos subrayan la 

relevancia de profundizar en la investigación del rol de SLAMF7 en los procesos de unión 

celular, con el propósito de entender su impacto en la capacidad citotóxica y el control de la 

actividad de las células NK dentro del ámbito inmunológico.  
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2. Pregunta de investigación 

 

¿Cuál es el papel de SLAMF7 en el mecanismo de adhesión celular en la célula NK? 

 

3. Hipótesis 

 

El receptor SLAMf7 tiene un papel inhibitorio en la adhesión celular dentro de la vía de 

citotoxicidad de la célula NK. 

4. Objetivo general 

 

Evaluar el papel de SLAMF7 en la adhesión celular dentro de la vía de citotoxicidad de la 

célula NK. 

 

4.1 Objetivos Específicos 

 

-Determinar si SLAMF7 participa en la inhibición de la adhesión celular en células NK. 

-Determinar si SLAMF7 participa en la inhibición de la adhesión de células NK con 

sobreexpresión de ICAM.  

 

5. Materiales y métodos 

 

Diseño experimental y construcción genética 

 

Diseño de oligos 

Se diseño un par de oligos para amplificar hICAM. Los primers fueron flanqueados con la 

secuencia de reconocimiento correspondiente a la enzima de restricción EcoRI; 
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la secuencia se obtuvo de NCBI. Posteriormente las secuencias fueron ingresadas en el 

programa en línea Primer-BLAST de donde se obtuvieron los oligos. Antes de mostrar los 

oligos, el programa realiza un alineamiento múltiple de la secuencia de cada posible oligo 

con el resto de las secuencias en la base de datos del genoma de humano de NCBI, lo que 

asegura que al momento de realizar las amplificaciones el producto sea específico del gen en 

cuestión. 

 

Tabla 1. Parámetros de diseño de oligos dirigidos al gen hICAM 

OLIGOS hICAMEcoRIFW HICAMEcoRIREV 

Secuencia  CAG TGA ATT CGC 

TAT GGC TCC 

CGA TGA ATT CGG 

TTC AGG GAG 

Concentración 206.1 Pmol/uL 212.3 Pmol/uL 

Temperatura de 

alineación.  

Tm:72.8 Tm: 72.8 

 

PCR por punto final 

 

Se llevó a cabo la amplificación de una secuencia de ADN mediante un ciclo repetido de 

desnaturalización y replicación. Se añadieron 1µl de ADN PSR ∞ Puro/ICAM (94 ng/µl) a 

la mezcla de reacción que contenía 1µl del iniciador FW hICAMEcoRI (10 mM), 1µl del 

iniciador REV hICAMEcoRI (10 mM), 5µl del tampón PFU+ Mg 10x, 1µl de DNTPs, 1µl 

de Taq polimerasa PFU (2.5 u/µl) y agua destilada estéril, en una cantidad suficiente para 

completar un total de 50µl. La reacción se realizó en un termociclador Bioevopeak MINI 

PCR siguiendo las siguientes etapas: desnaturalización inicial a 94 °C durante 3 minutos, 30 

ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 1.6 minutos, 

y un paso final a 72 °C durante 7 minutos. Los productos amplificados se separaron en un 

gel de agarosa al 0,8 % durante 1.5 horas a 100 V. 

  

Digestión 
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Se digirieron 3 µl del vector PSR ∞ Puro (94 ng/ µl) con 2.5 µl de enzima EcoRI (10 u/ µl) 

en presencia de 5 µl Buffer EcoRI 10x y agua destilada estéril en cantidad suficiente para 

completar 50 µl de reacción, durante 2 horas a 37°C.  

Se digirieron 40 µl del inserto hICAM (1 µg/ µl) con 2.5 µl de enzima EcoRI (10 u/ µl) en 

presencia de 5 µl Buffer EcoRI 10x y agua destilada estéril en cantidad suficiente para 

completar 50 µl de reacción, durante 2 horas a 37°C. 

Los productos de la digestión se corrieron en un gel de agarosa al .8 % durante una hora y 

media a 100 V. 

 

Ligación 

 

El vector PSR ∞ Puro digerido con EcoRI se incubo con 1 U de la enzima CIAP y 5.5 µl del 

Buffer de fosfatación 10x durante 30 minutos a 37°C, a continuación, se agregó 1 U más de 

enzima CIAP y se incubo 30 minutos a 37°C.  

Se incubo el inserto hICAM con el vector PSR ∞ Puro en presencia de 5 U con Enzima T4 

DNA Ligasa (400,000 u/mL), Buffer T4 DNA Ligasa 10x durante 12 horas a 16°C. 

 

Tabla 2. Esquema de reacción de ligación entre hICAM y PSR∞Puro con T4 DNA ligasa 

 

 1 2 3 4 

Vector  4 µl 4 µl 4 µl 4 µl 

Inserto  0 µl 0 µl 5 µl 13 µl 

H2O 14 µl 13 µl 8 µl 0 µl 

Enzima  0 µl 1 µl 1 µl 1 µl 

Total  20 µl 20 µl 20 µl 20 µl 

Concentración vector PSR ∞ Puro (24 ng/µl); Concentración inserto hICAM 20 ng/µl 

 

Transformación con bacterias competentes E. Coli cepa 1116 
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Se generaron previamente células competentes de E. coli cepa 1116, las cuales fueron 

transformadas con el plásmido PSR∞Puro/hICAM mediante el procedimiento de choque 

térmico (30 minutos sobre hielo, 2 minutos a 42 °C, 2 minutos sobre hielo). Las células 

transformadas se recuperaron en 1 mL de medio LB (10 g/L de NaCl, 10 g/L de Bacto 

Peptonas, 5 g/L de extracto de levadura), se cultivaron a 37 °C con agitación a 150 rpm 

durante 1 hora y se diluyeron 1:10. De esta suspensión se plaquearon 600 µL sobre placas de 

LB-Agar (10 g/L de NaCl, 10 g/L de Bacto Peptonas, 5 g/L de extracto de levadura, 15 g/L 

de agar), suplementado con ampicilina (1 µL del antibiótico a 100 mg/mL por cada 1 mL de 

medio). Las placas se incubaron en condiciones graduales, manteniéndose primero 5 horas a 

37 °C y luego 7 horas a temperatura ambiente.  

 

Miniprep 

 

Se aislaron colonias de la cepa PSR∞ Puro/hICAM y se inocularon en un medio de cultivo 

de 2 mL de LB suplementado con 2 µL de ampicilina (100 mg/mL), incubándose a 37 °C 

con agitación continua a 180 rpm durante 12 horas. Posteriormente, se aisló el plásmido 

utilizando el kit GeneJet Plasmid Miniprep de Thermo Scientific. Las bacterias se cosecharon 

mediante centrifugación a 11.000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente y el pellet 

obtenido se suspendió en 200 µL de Solución de Resuspensión, que contiene ribonucleasa. 

Se añadieron 200 µL de Solución de Lisis alcalina y se homogeneizaron por inversión durante 

cinco a diez veces. Se incorporaron 300 µL de Solución de Neutralización, que contiene 

ácido acético, y se volvió a mezclar por el mismo método. La suspensión se centrifugó a 

13.000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfirió a una 

columna GeneJet. Se centrifugó la columna a 13.000 rpm durante 1 minuto y se desechó el 

flujo. Se añadieron 400 µL de Solución de Lavado, que contiene etanol de grado biológico, 

y se centrifugó nuevamente a 13.000 rpm por 1 minuto, desechándose de nuevo el flujo. 

Se adicionaron 50 µl de agua ultrapura (mili-Q, estéril y filtrada) al núcleo de la columna, se 

mantuvo la incubación durante 1 minuto a temperatura ambiente y, a continuación, se 

centrifugó a 13 000 rpm durante 2 minutos a la misma temperatura. El ADN resultante se 

conservó a 4 °C. 
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Digestión con EcoRI 

Validación de la construcción mediante mapeo por restricción. 

Para verificar la correcta obtención de la construcción PSR ∞ Puro/hICAM, se realizó un 

análisis de restricción en dos etapas. En un primer momento, se utilizó la enzima EcoRI como 

estrategia de tamizaje inicial para confirmar la integración del inserto en el vector, Tras 

identificar las clonas positivas, se procedió a realizar una segunda digestión diagnóstica con 

la enzima Nco I con el objetivo de determinar la orientación del inserto (sentido 5’ 3'). Esta 

enzima se seleccionó debido a que su patrón de corte permite diferenciar inequívocamente 

entre una inserción funcional y una invertida. 

 

Se digirieron 10 µl de la construccion vector PSR ∞ Puro (94 ng/ µl) inserto hICAM (1 µg/ 

mL) con 1 µl de enzima EcoRI (10 u/ µl) en presencia de 2.5 µl Buffer EcoRI 10x y agua 

destilada estéril en cantidad suficiente para completar 20 µl de reacción, durante 2 horas a 

37°C.  

El producto de la digestión se corrió en un gel de agarosa al .8 % durante una hora y media 

a 100 V. 

Se escogieron las construcciones positivas para construcción PSR ∞ Puro/hICAM. 

 

Digestión con Nco I. 

Se digirieron (200 ng) de la construcción 10 µl PSR ∞ Puro/hICAM de las colonias de 

bacterias aisladas con 2 µl del Buffer Tango 10x, 1 µl de la enzima Nco I (10 u/ µl) y agua 

destilada estéril en cantidad suficiente para completar 20 µl de reacción, durante 2 horas a 

37°C.  

Los productos de digestión se corrieron en un gel de agarosa al .8 % durante 1 hora y media 

a 100 voltios (V). 

Se escogió la construcción positiva y con dirección correcta (5’ 3’) y se realizó Maxiprep. 

 

Maxiprep 
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Se seleccionó una colonia positiva, cuya dirección correcta había sido determinada 

previamente, y se inoculó en un matraz que contenía 300 mL de medio LB y 300 µL de 

ampicilina a 100 mg/mL. Posteriormente, se cultivó a 37 °C a 180 rpm durante 12 horas. La 

extracción de plásmidos se llevó a cabo utilizando el GeneJET Plasmid Maxiprep Kit de 

Thermo Scientific. Las células bacterianas del cultivo se recolectaron y se sometieron a 

centrifugación a 3800 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El pellet formado se suspendió 

cuidadosamente en 12 mL de Solución de Resuspensión, que contenía RNasa, y después se 

añadieron 12 mL de Solución de Lisis, que consiste en bicarbonato sódico y NaOH, 

mezclando suavemente por inversión. La incubación se mantuvo a temperatura ambiente 

durante 3 minutos. 

A la mezcla se incorporaron 12 mL de Solución de Neutralización agitándose de 5 a 10 veces 

y a continuación se añadieron 90 mL de Reactivo de unión a Endotoxina, debiendo 

promoverse la mezcla por inversión de 5 a 10 veces y manteniéndose la incubación a 

temperatura ambiente durante 5 minutos. Tras este paso, se adicionaron 45 mL de Solución 

de Lavado, repitiéndose una mezcla por inversión de 5 a 10 veces. Finalmente, se 

incorporaron 15 mL de Solución de Elusión, recolectando el eluyente en un tubo Falcon de 

50 mL para posterior análisis. 

Se incorporaron 0,7 volúmenes (10.5 mL) de isopropanol a la muestra. Posteriormente, la 

muestra recolectada se transfiere mediante una jeringa de 30 mL, utilizando un filtro de 0,2 

μm, se centrifuga, se decanta el sobrenadante y el mismo se añade a la jeringa que contiene 

la solución de etanol endotoxina libre al 70%. Tras decantarse nuevamente el sobrenadante, 

se añade 1 mL de agua miliQ estéril y el conjunto se recoge en un tubo Eppendorf.   

 

Expresión de moléculas en líneas celulares 

 

Cultivo de línea celular HeLa parental 

 

La línea celular HeLa parental se cultivaron en medio DMEM (Gibco™ Advanced DMEM 

Medium), enriquecido con 5 % de suero fetal bovino, L-glutamina, estreptomicina y 

penicilina. En una incubadora a 37 °C con atmósfera humidificada, 36 % de humedad relativa 
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y 5 % de CO2. El recuento celular y el análisis de viabilidad se efectuaron en cámara de 

Neubauer, empleando la solución de azul de tripano al 0,4 % de Gibco. 

 

Transfección directa con lipofectamina 2000 (Invitrogen™). 

 

Para la expresión de hICAM en las células HeLa m. SLAMF7, se utilizó el vector retroviral 

PSR ∞ Puro, un constructo bicistrónico que incorpora un cassette de resistencia a puromicina. 

La secuencia codificante de hICAM fue insertada en el vector PSR ∞ Puro mediante 

digestión con la enzima EcoRI. Tras la obtención de la construcción, se verificó mediante 

análisis de restricción y, confirmado el resultado, el plásmido fue utilizado en la transfección 

de la línea HeLa m. SLAMF7. 

En placas de cultivo de 60 mm, se sembraron 1,5 millones de células HeLa m. SLAMF7, las 

cuales se incubaron durante toda la noche. Al día siguiente, se retiró el sobrenadante y se 

reemplazó por medio fresco. Se transfectaron con 10 µg de ADN plasmídico obtenido 

mediante el kit Maxi Prep, correspondiente a hICAM en PSR ∞ Puro, destinado a la 

sobreexpresión de hICAM. La transfección se llevó a cabo en medio OPTI-MEM (Gibco™) 

y se utilizó 10 µg de Lipofectamine 2000 (Invitrogen™) por cada condición. 

 

Transfección directa con lipofectamina 2000 (Invitrogen™). 

 

Para la expresión de hICAM en las células HeLa m. SLAMF7, se utilizó el vector retroviral 

PSR ∞ Puro, un constructo bicistrónico que incorpora un cassette de resistencia a puromicina. 

La secuencia codificante de hICAM fue insertada en el vector PSR ∞ Puro mediante 

digestión con la enzima EcoRI. Tras la obtención de la construcción, se verificó mediante 

análisis de restricción y, confirmado el resultado, el plásmido fue utilizado en la transfección 

de la línea HeLa m. SLAMF7. 

En placas de cultivo de 60 mm, se sembraron 1,5 millones de células HeLa m. SLAMF7, las 

cuales se incubaron durante toda la noche. Al día siguiente, se retiró el sobrenadante y se 

reemplazó por medio fresco. Se transfectaron con 10 µg de ADN plasmídico obtenido 

mediante el kit Maxi Prep, correspondiente a hICAM en PSR ∞ Puro, destinado a la 
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sobreexpresión de hICAM. La transfección se llevó a cabo en medio OPTI-MEM (Gibco™) 

y se utilizó 10 µg de Lipofectamine 2000 (Invitrogen™) por cada condición. 

Las células HeLa m. SLAMF7 modificadas con SLAMF7 exhiben inhibición de la adhesión 

celular debido a la sobreexpresión de este receptor, que interfiere presumiblemente con vías 

de adhesión dependientes de ICAM (molécula de adhesión intercelular humana). Para probar 

si la transfección con el gen hICAM restaura esta función, se generaron líneas estables HeLa 

m. SLAMF7/hICAM mediante transformación bacteriana inicial para amplificar el plásmido 

recombinante, seguido de transfección en células eucariotas. Esta aproximación permite un 

control genético preciso y cuantificable de la expresión de hICAM. 

Expresión m. SLAMF7 en línea celular YT-S 

 

La línea celular YT-S es un modelo experimental de linfocitos NK humanos, que ha obtenido 

la inmortalidad celular por transfección de telomerasa, y que fue generada por el Dr. James 

L. Strominger y su grupo de investigación en Harvard en 1985. Su origen celular procede de 

una biopsia de médula ósea de un paciente diagnosticado con enfermedad de Hodgkin. 

• Presentan el fenotipo NK CD56+ CD16+. 

• Exhiben citotoxicidad espontánea mediada por perforinas y granzimas. 

• Expresan receptores clásicos de NK como NKG2D y DNAM-1, y carecen del 

adaptador EAT-2. 

• Su fenotipo y actividad funcional pueden ser mantenidos en cultivos de larga 

duración. 

 

Para evaluar la expresión de SLAMF7. La línea celular YT-S, se tiñeron con anticuerpo 

específico para SLAMF7 (anti- mouse CD319), acoplado con un fluorocromo PE 

(Fitoeritrina).  

 

Expresión m. SLAMF7 en líneas celulares HeLa 

 

Para analizar la expresión de SLAMF7. La línea celular HeLa, se tiñeron con anticuerpo 

específico para SLAMF7 (anti-mouse CD319), acoplado con un fluorocromo PE 

(Fitoeritrina). 



48 
 

 

Expresión GFP en líneas celulares HeLa 

 

La línea celular HeLa parentales no expresan GFP sin embargo HeLa GFP es una línea 

celular transducida en el vector retroviral bicistrónico que codifica para la proteína verde 

fluorescente (GFP), no se marca con fluorocromo ya que en el citómetro la señal de GFP se 

puede analizar por la fluorescencia de la proteína. Al igual que la línea celular HeLa GFP, la 

línea celular HeLa GFP- m. CRACC tiene fluorescencia para GFP y así se puede detectar en 

el citómetro sin acoplar un fluorocromo. 

 

Expresión ICAM en líneas celulares HeLa 

 

Para evaluar la expresión de ICAM en líneas celulares HeLa. Las líneas celulares HeLa, se 

tiñeron con un anticuerpo específico para ICAM (anti-CD54) acoplado a un fluorocromo 

(pacific blue). 

 

 

 

 

 

Análisis de expresión mediante citometría de flujo 

Anticuerpos y citometría de flujo. 

 

Los anticuerpos utilizados en este estudio incluyen anticuerpos de BioLegend:  

anti-mouse CD56 (mSLAMF7) (4G2, acoplado al fluorocromo aloficocianina (APC), 

anticuerpo específico para SLAMF7, (anti- mouse CD319), acoplado con un fluorocromo PE 

(Fitoeritrina), anticuerpo específico para ICAM (anti-CD54) acoplado a un fluorocromo 

(pacific blue). 
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Las muestras fueron adquiridas en el citómetro BD FACSCanto II, IBT, UNAM. El análisis 

estadístico se realizó con el programa Flowjo y el programa GraphPadPrism versión 10. 

 

Ensayos funcionales 

Formación de conjugados celulares  

 

Las células YT-S fueron marcadas con anticuerpo anti-CD56 conjugado con APC 

(aloficocianina), todo el procedimiento se llevó a cabo en hielo y bajo protección de luz 

durante 30 min. Tras el marcado, se lavaron y se re-suspendieron a 5 x 10^5 células/mL. Para 

el ensayo, se tomaron 100 µL de esta suspensión y se incubaron con 100 µL (2 x 10^5 células) 

de líneas celulares HeLa SLAMF7- (HeLa GFP) o HeLa SLAMF7+. Justo después se 

centrifugaron a 500 rpm durante 3 min a 4 °C. Los co-cultivos fueron incubados a 37°C 

durante 0, 5, 10 o 20 min, transcurridos los cuales se recuperaron, se vortexearon durante 1 

segundo a máxima velocidad y se añadió 300 µL de paraformaldehído frío al 0.5 % para 

detener la reacción. A continuación, las muestras fueron almacenadas a 4 °C y protegidas de 

luz. La adquisición se llevó a cabo en un analizador de flujo (citómetro BD FACSCanto II, 

IBT, UNAM) y el porcentaje de células CD56^+ GFP^+ se empleó como parámetro para 

determinar la formación de conjugados celulares (YT-S: HeLa). Los datos se analizaron con 

el software FlowJo y el análisis estadístico se realizó mediante el programa GraphPadPrism 

versión 10. 

 

 

 

 

6. Resultados 

 

Presencia de SLAMF7 en línea celular YT-S. 
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La expresión del receptor de superficie m. SLAMF7 se determinó por citometría de flujo se 

realizó en la línea parental YT-S y en una línea derivada YT-S m. SLAMF7. La línea parental 

carece de m. SLAMF7, por lo que como se vé en la Figura X, izquierda, sólo el 1% de los 

eventos presentaron niveles de fluorescencia de PE dentro del rango de positividad. Por su 

parte, el 99.8% de las células YT-S m. SLAMF7 mostraron niveles de fluorescencia dentro 

de los niveles considerados positivos (Figura 15, derecha). Estas Figuras corresponden a 

experimentos representativos y, como se describirá después, esto permitirá evaluar las 

interacciones homotípicas entre células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Comparación de la expresión de m. SLAMF7 en células YT-S nativas y transfectadas 

Se muestran experimentos representativos. 

El panel izquierdo (YT parentales) exhibe una expresión basal baja de SLAMF7, con un 

pico marcado en valores bajos de fluorescencia. En contraste, el panel derecho (YT-

SLAMF7) muestra una sobreexpresión clara, con el pico desplazado hacia valores altos, 

confirmando la transfección exitosa. 
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Presencia m. SLAMF7 en líneas celulares HeLa. 

De manera similar a lo descrito arriba, se evaluó la expresión de SLAMF7 en las líneas 

celulares HeLa: HeLa parental, HeLa GFP y HeLa m. SLAMF7. Mientras que las líneas 

celulares HeLa parental y HeLa GFP no expresan SLAMF7 (2% y 1% del total, 

respectivamente), la línea HeLa m. SLAMF7 presentó una presencia superior al 99% (Figura 

16).  

 

 

Figura 11. Evaluación de la presencia relativa de SLAMF7 en líneas celulares HeLa parentales y 

modificada (HeLa m.SLAMF7). Se muestran experimentos representativos.  

HeLa parentales (Control negativo): Se observa una población con baja intensidad de 

fluorescencia, situada principalmente entre 10^1 y 10^2. El marcaje para SLAMF7 es 

prácticamente nulo, con solo un 2.09% de eventos en la región delimitada como positiva. 

HeLa PFB-GFP (Control de vector): Esta línea, que presumiblemente contiene un vector de 

control, muestra un comportamiento idéntico a la línea parental, con un 1.45% de positividad. 

Esto confirma que la inserción de otros marcadores (como GFP) no induce por sí sola la 

expresión de SLAMF7. 

HeLa m. SLAMF7 (Línea modificada): Se observa un desplazamiento evidente de la curva 

hacia la derecha (hacia el orden de 10^4 en la escala de fluorescencia). El 99.5% de las células 

se encuentran dentro del marcador de positividad, lo que demuestra una expresión robusta y 

homogénea de SLAMF7 en esta línea celular modificada. 
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Presencia GFP en líneas celulares HeLa. 

 

También por citometría de flujo se evaluó la presencia relativa de GFP en las líneas celulares 

HeLa: HeLa parental, HeLa GFP y HeLa m. SLAMF7. Como se observa en la Figura 16, la 

línea celular HeLa parental presenta insignificantes de GFP (<1%), mientras que las células 

HeLa GFP y HeLa m. SLAMF7 presentan niveles muy altos (85.5% y 88.9%, 

respectivamente).  

Figura 12. Comparación de la presencia relativa de GFP en líneas celulares HeLa por citometría de 

flujo. Figuras representativas de experimentos independientes.Análisis mediante programa 

FLOWJO. Se muestran experimentos representativos. 

Panel izquierdo: HeLa parentales (Control negativo). El marcador (gate) establecido para la señal 

positiva de GFP indica que solo el 0.38% de las células parentales caen dentro de esta región, lo que 

confirma la ausencia de expresión de GFP. 

Panel central: HeLa PFB-GFP (Control de transducción) Se evidencia un claro desplazamiento de la 

población celular principal hacia la derecha, el marcador muestra que el 85.5% de los eventos son 

positivos para GFP, demuestra una alta eficiencia de transducción/expresión del vector que contiene 

el gen de GFP. 

Panel derecho: HeLa m. SLAMF7 (Línea de interés) 

De manera similar al control PFB-GFP, la línea celular modificada para expresar SLAMF7 también 

muestra un desplazamiento significativo de la población hacia intensidades de fluorescencia más 

altas. Un 88.9% de las células resultaron positivas para GFP. Este resultado confirma que la línea 

generada no solo expresa el gen de interés (SLAMF7, como se vio en la Figura 11), sino que 

también co-expresa de manera eficiente el marcador reportero GFP, validando el éxito del proceso 

de modificación genética en esta población. 

 

 

Expresión de ICAM en líneas celulares HeLa. 
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Adicionalmente, se evaluó la presencia relativa de ICAM en líneas celulares HeLa (Hela 

parental, HeLa GFP, HeLa m. SLAMF7). Como se observa en la Figura 17, las tres líneas 

celulares presentaron niveles altos del receptor ICAM: 99.3 %, 99.3 % 99.5 %. Las tres líneas 

celulares presentan un porcentaje de expresión muy similar, los cambios de expresión entre 

la línea celular HeLa parental y m. SLAMF7 no son significativos.  

 

 

Figura 13. Expresión ICAM en líneas celulares HeLa. Análisis mediante programa FLOWJO. Se 

muestran experimentos representativos. 

 

Conjugados celulares. 

Se evaluó por citometría de flujo, la adhesión de la línea celular YT-S m. SLAMF7 vs HeLa 

GFP o línea celular HeLa m. SLAMF7 en tiempo, cero minutos, cinco minutos, diez minutos 

y veinte minutos, se observa que la línea celular YT-S vs HeLa GFP tiene una mayor 

formación de conjugados (interacción directa entre una célula efectora y una célula blanco, 

formando una sinapsis inmunológica que precede la citotoxicidad o liberación de gránulos) 

con respecto a YT-S m. SLAMF7 vs HeLa m. SLAMF7, se observa una disminución entre 

el 50 % cuando los receptores SLAMF7 están presentes en ambas líneas celulares, la línea 

YT-S no presenta el adaptador EAT-2 mediante el cual señaliza SLAMF7.  
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Figura 14. Cinética de formación de conjugados celulares entre YT-S m. SLAMF7 y líneas HeLa. 

Se muestran experimentos representativos. 

Gráfico de citometría de flujo que cuantifica la formación de conjugados celulares entre células 

YTS (células NK) y HeLa (expresando SLAMF7 o no), en diferentes tiempos de incubación. 

 
El panel superior compara conjugados entre YTS SLAMF7 vs HeLa GFP (controles), con valores medios como 

3.08 al tiempo cero, subiendo a 10.4 en 20 minutos. 

El panel inferior muestra YTS SLAMF7 vs HeLa SLAMF7, indicando inhibición, cuando el receptor se 

encuentra presente en ambas líneas celulares.   

 

 

 

 
Figura 15. Análisis estadístico de la adhesión celular dondeen el tiempo 5 minutos y 10 minutos, se 

NK 

HeLa 
conjugados 
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obtuvo un valor estadísticamente significativo, en el tiempo 0 y 20 minutos el valor que se obtuvo 

no fue significativo. Se muestran experimentos representativos. 

 

Construcción PSR ∞ Puro/hICAM. 

Con el objetivo de obtener el inserto correspondiente al DNA para hICAM, se obtuvieron 

oligos (Forward y Reverse) que incorporan un sitio de restricción para EcoRI. Se utilizó como 

vector PSR ∞ Puro, un vector retroviral bicistrónico que codifica para un casete de resistencia 

a la puromicina. El inserto se compone de 1600 pares de bases (pb), que se clono en PSR ∞  

Puro mediante el uso de sitios de restricción para EcoRI. Para efectuar la ligación del inserto 

en el vector, se emplea la ligasa (Ligasa IV), la cual se incubó en un volumen total de reacción 

de 20 μl, bajo dos condiciones diferenciadas: una en la que se establece una relación vectorial 

de 1 a 3 y la otra en la que se establece una relación vectorial de 1 a 9. La reacción fue 

incubada durante 12 horas a una temperatura de 16° centígrados. 

 

Figura 16. Verificación de la construcción PSR ∞ Puro/hICAM mediante digestión con EcoRI  

La banda en el carril 2 confirma el tamaño esperado del vector PSR ∞ Puro (4678 pb) y la del carril 

3 corresponde al inserto hICAM (1600 pb), corroborando la obtención correcta de ambos 

fragmentos para la construcción. Se muestran experimentos representativos. 

 

 

 Se llevó a cabo una transformación bacteriana con el objetivo de obtener clonas positivas en 

las que el vector contenía al inserto. Se llevó a cabo un mini-prep de cada una de las colonias 

con el objetivo de adquirir el plásmido. Los plásmidos pertinentes fueron digiridos mediante 

EcoRI para verificar la existencia del inserto. Se registraron nueve clonas positivas 

correspondientes al vector contenido dentro de su arquitectura. 
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Figura 17. Digestión con EcoRI de clonas PSR∞Puro/hICAM:  Carril 1: marcador de peso 

molecular. Carril 2: colonia 1 positiva para transformación bacteriana. Carril 3: colonia 2 positiva 

para transformación bacteriana. Carril 4: colonia negativa para transformación bacteriana. Carril 5: 

colonia 3 positiva para transformación bacteriana. Carril 6: colonia negativa para transformación 

bacteriana. Carril 7: colonia 4 positiva para transformación bacteriana. Carril 8: colonia 5 positiva 

para transformación bacteriana. Se muestran experimentos representativos. 

 

 

 

 

Digestión con ECoRI 

 

Para corroborar la orientación adecuada de nuestro inserto y vector, se llevó a cabo la 

digestión utilizando la enzima Nco I (10 u/ μl). La enzima corta en tres sitios y, en caso de 

una inserción en dirección correcta, debería resultar en la formación de tres bandas. La 

primera banda debería tener 2980 pb, la segunda banda 2415 pb y finalmente la tercera banda 

988 pb. Se recolectaron cinco clonas positivas, de las cuales se seleccionó la seis para llevar 

a cabo un maxi-prep y obtener una cantidad adecuada de DNA plasmídico para llevar a cabo 

los procedimientos subsecuentes. 
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Figura 18. Digestión con Nco I para determinar la orientación de PSR∞Puro/h ICAM Nota: Carril 

1: marcador de peso molecular. Carriles 2–4 y 7: orientación incorrecta PSR/hICAM (3′→5′). 

Carriles 5–6: orientación correcta PSR/hICAM (5′→3′). Se observan fragmentos ~2980 pb, ~2415 

pb y ~988 pb tras digestión con Nco I; el patrón en los carriles 5–6 corresponde a la orientación 

correcta. Fuente: elaboración propia Se muestran experimentos representativos. 
 

 

 

 

Conjugados celulares. 

Se evaluó por citometría de flujo, la adhesión de la línea celular YT-S m. SLAMF7 vs HeLa 

GFP, línea celular HeLa m. SLAMF7 y línea celular HeLa m. SLAMF7/h CAM en tiempo, 

cero minutos, cinco minutos y diez minutos se observa que la línea celular YT-S vs HeLa 

GFP tiene una mayor formación de conjugados con respecto a YT-S m. SLAMF7 vs HeLa 

m. SLAMF7, se observa una disminución entre el 50 % cuando los receptores SLAMF7 están 

presentes en ambas líneas celulares. En la tercera condición que tenemos donde está presente 

la línea celular YT-S m. SLAMF7/h CAM, la adhesión se vuelve a recuperar. la línea YT-S 

no presenta el adaptador EAT-2 mediante el cual señaliza SLAMF7. El receptor LFA-1 es el 

ligando para ICAM, estos están reportados ampliamente que participan en el proceso de 

adhesión dentro de la vía de citotoxicidad de la NK. 
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Figura 19. Análisis de conjugados celulares YT-S m. SLAMF7 con diferentes líneas HeLa 

Conjugados celulares evaluados por citometría de flujo. En el eje X se representa CD56, marcador 

de células Natural Killer; en el eje Y, GFP, marcador de células HeLa. El cuadrante superior 

derecho muestra la proporción de conjugados celulares entre ambas líneas en diferentes tiempos de 

incubación: 0, 5 y 10 minutos. Fuente: elaboración propia Se muestran experimentos 

representativos. 
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Figura 20. Análisis estadístico de la adhesión celular a minuto cero. Nota: Gráfica comparativa del 

porcentaje de conjugados celulares a minuto cero entre YT-S m. SLAMF7 y tres tipos de células 

HeLa (GFP, SLAMF7 y SLAMF7/hCAM). Los datos se analizaron mediante prueba t de Student 

(una cola) en GraphPad Prism 8.0; valores de p menores a 0.05 se consideraron estadísticamente 

significativos. Fuente: elaboración propia 
 

 

 

 

 

Figura 21. Análisis estadístico de la adhesión celular a minuto cinco. Nota: Gráfica comparativa del 

porcentaje de conjugados celulares a minuto cinco entre YT-S m. SLAMF7 y tres tipos de células 

HeLa (GFP, SLAMF7 y SLAMF7/hCAM). Los datos se analizaron mediante prueba t de Student 

(una cola) en GraphPad Prism 8.0; valores de p menores a 0.05 se consideraron estadísticamente 

significativos. 
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Figura 22. Análisis estadístico de la adhesión celular a minuto diez.Nota: Gráfica comparativa del 

porcentaje de conjugados celulares a minuto diez entre YT-S m. SLAMF7 y tres tipos de células 

HeLa (GFP, SLAMF7 y SLAMF7/hCAM). Los datos se analizaron mediante prueba t de Student 

(una cola) en GraphPad Prism 8.0; valores de p menores a 0.05 se consideraron estadísticamente 

significativos. 

 

 

 

7. Discusión 

 

El estudio de los mecanismos que regulan la función de las células Natural Killer (NK) es de 

vital importancia para modular su respuesta en el ámbito clínico, especialmente en el 

contexto del diseño de nuevas estrategias terapéuticas de células tumorales y células 

infectadas (88). Como ya se dijo, las células NK son capaces de eliminar estas células sin 

activación previa, a través de la secreción de citocinas y la función citotóxica. Esta 

citotoxicidad se rige por un delicado equilibrio entre señales activadoras e inhibidoras 

mediadas por diversos receptores en la superficie de las células NK. 
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La familia de receptores SLAM (Signaling Lymphocytic Activation Molecule) juega un 

papel significativo en la regulación de la función de las células inmunes. El receptor 

SLAMF7 (también conocido como CRACC, CS1 o CD319) es particularmente relevante, ya 

que se expresa en células NK y es capaz de modular su capacidad citotóxica. Un hallazgo 

clave en este estudio, y consistente con la literatura previa, es la naturaleza bimodal de 

SLAMF7, que puede promover señales tanto de activación como de inhibición (89). 

Los resultados de los ensayos de conjugados celulares presentados en este trabajo revelan 

una disminución del 50% en la formación de conjugados entre las líneas celulares YT-S m. 

SLAMF7 y HeLa m. SLAMF7 en comparación con la interacción entre YT-S m. SLAMF7 

y HeLa GFP. Esta observación sugiere que la presencia del receptor SLAMF7 en ambas 

células (NK y blanco) interfiere con la capacidad de formación de conjugados, lo que a su 

vez compromete la función citotóxica de las células NK. Un mecanismo plausible que explica 

esta inhibición es la ausencia del adaptador EAT-2 en la línea celular YT-S. La literatura ha 

establecido que, en ausencia de EAT-2, SLAMF7 promueve señales inhibitorias que 

reprimen la citotoxicidad de las células NK. El adaptador EAT-2 es indispensable para la 

señalización activadora del receptor SLAMF7, y su ausencia en las células YT-S se 

correlaciona directamente con la reducida capacidad de formación de conjugados y, por ende, 

con una menor adhesión a las células blanco (13). 

La adhesión celular es un evento fundamental para la eliminación de células blanco por parte 

de las NK. La incapacidad para formar conjugados celulares de manera eficiente puede 

prevenir una respuesta inmune celular adecuada y llevar al desarrollo de infecciones. En el 

contexto de este estudio, la disminución en la adhesión observada cuando SLAMF7 está 

presente en ambas células y el adaptador EAT-2 está ausente en la célula NK, subraya la 

importancia crítica de EAT-2 en la modulación positiva de la interacción SLAMF7-SLAMF7 

para una función citotóxica efectiva. 

La expresión del receptor ICAM en las líneas celulares HeLa se mantuvo en porcentajes altos 

y similares entre las líneas parentales, GFP. y m. SLAMF7. Esto es relevante porque el 

receptor LFA-1 en las células NK interactúa con ICAM en las células blanco, y esta 

interacción es bien conocida por su participación en la adhesión celular y la vía de 

citotoxicidad de las NK (90). La recuperación de la adhesión en la condición donde la línea 
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celular YT-S m. SLAMF7 se co-cultiva con HeLa m. SLAMF7/ICAM, sugiere que la 

sobreexpresión de ICAM podría, hasta cierto punto, compensar el efecto inhibitorio 

observado debido a la ausencia de EAT-2 en las células YT-S m. SLAMF7, reforzando la 

importancia de la interacción LFA-1-ICAM en la adhesión de las células NK. 

Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la hipótesis de que el receptor SLAMF7 

incide en el proceso de adhesión celular dentro de la vía de citotoxicidad de la NK a través 

de un mecanismo de inhibición aparentemente dependiente de la ausencia del adaptador 

EAT-2. La alta eficiencia de transducción de SLAMF7 en las líneas celulares YT-S y HeLa, 

así como la expresión de GFP, proporcionan herramientas robustas para futuras 

investigaciones. La comprensión detallada de estos mecanismos es crucial para el desarrollo 

de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a modular la función de las células NK en 

diversas patologías.    

 

Al analizar los hallazgos obtenidos en este estudio en comparación con los disponibles en la 

literatura, podemos destacar algunos aspectos que complementan la interpretación de los 

resultados. En primera instancia podemos hablar del estudio de Guo et al. (2014), quienes 

mostraron que en las células NK humanas que carecen del adaptador EAT-2 (como es el caso 

de la línea celular YT-S utilizada en nuestro modelo), el receptor SLAMF7 funciona como 

un regulador negativo de la citotoxicidad. Este efecto inhibitorio fue mediado por una vía de 

señalización intracelular desde SLAMF7 hasta el citoplasma que dependía de la fosforilación 

de la tirosina Y261 de SLAMF7 por quinasas de la familia Src, lo que permitía el 

reclutamiento del factor inhibidor SHIP-1. Además, este mecanismo requiere la acción de la 

fosfatasa CD45 para activar estas quinasas. Si bien nuestro estudio no abordó directamente 

los componentes moleculares de esta vía, medimos una reducción significativa (~50%) en la 

formación de conjugados celulares entre células NK YT-S m.SLAMF7 y células objetivo 

HeLa m.SLAMF7. Esta reducción en la adhesión sugiere que la interacción homotípica 

SLAMF7–SLAMF7, en ausencia de EAT-2, probablemente esté desencadenando una señal 

inhibitoria que interrumpe las etapas tempranas de la formación del sinapsis inmune. 

Por lo tanto, nuestros datos, además de ser congruentes con los mecanismos descritos por 

Guo et al., los complementan al aportar evidencia funcional en la adhesión celular, que es la 

fase inicial y fundamental en la respuesta citotóxica de las células NK (90). 
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Del mismo modo, si comparamos nuestros resultados con los de Jeong et al. (2018) (90) , el 

papel de las moléculas de adhesión en la eficacia citotóxica de las células NK emerge como 

altamente relevante. Esos autores demostraron que la irradiación de varias líneas de células 

tumorales humanas resultó en una sobreexpresión significativa de ICAM-1, mejorando la 

citotoxicidad mediada por células NK. Esta mejora en la función efectora se debió a una 

mayor adhesión célula-célula mediada por la unión de ICAM-1 en las células objetivo y LFA-

1 en las células NK. De hecho, donde esta interacción fue bloqueada por anticuerpos 

monoclonales contra ICAM-1 o LFA-1, la citotoxicidad se redujo de manera significativa y 

notable, ilustrando el papel esencial de esta vía de adhesión en la activación funcional de las 

células NK. Estos hallazgos corroboran nuestras observaciones, donde la sobreexpresión de 

ICAM en las células HeLa m. SLAMF7 permitió parcialmente a las células NK YT-S m. 

SLAMF7 recuperar la adhesión. Este rescate parcial sugiere que la señalización inhibitoria 

que SLAMF7 invoca en ausencia de EAT-2 puede ser al menos, en cierto grado, 

preferiblemente sobrepasada por la mayor disponibilidad de ligandos de adhesión como 

ICAM-1. En este sentido, nuestros datos apoyan la hipótesis de que la vía ICAM-1/LFA-1 

no solo desempeña un papel crítico en la formación de sinapsis inmunológicas efectivas, sino 

que también proporciona un respaldo compensatorio a las señales inhibitorias de receptores 

como SLAMF7. Así, tanto nuestros hallazgos como los de Jeong et al. respaldan un modelo 

funcional donde la eficacia de la respuesta citotóxica de las células NK depende de un 

equilibrio dinámico de las señales inhibitorias que actúan en contraposición y la mejora 

mecánica de la adhesión celular (91) 

En contraste, los resultados de nuestra investigación parecen diferir de los descubrimientos 

presentados por Pazina y colaboradores (2019), quienes evidenciaron que SLAMF7 tiene la 

capacidad de aumentar la capacidad citotóxica de células asesinas naturales hacia células 

cancerosas SLAMF7+ a través de interacciones del mismo tipo, incluso sin la presencia de 

CD16. En el estudio, el uso del fármaco elotuzumab (Elo), un anticuerpo monoclonal, 

estimuló la función de las células NK-92 CD16− que tenían la presencia de SLAMF7 con su 

forma completa en el dominio citoplasmático (SLAMF7-L). Esto indica la activación de una 

vía de señalización coestimuladora que requiere la presencia del adaptador EAT-2. La 

señalización generó un aumento en la presencia de moléculas como NKG2D, ICAM-1 y 
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LFA-1 activas, las cuales se relacionan con una función efectora más potente. Contrariamente 

a lo que se ha visto en nuestro modelo experimental, donde la presencia de SLAMF7 

homotípico parece generar una señal de inhibición sin la presencia de EAT-2, en la 

investigación de Pazina y colaboradores, SLAMF7 funciona como un promotor de la 

capacidad citotóxica (92). 

La divergencia observada se podría atribuir a variaciones estructurales y funcionales en los 

modelos celulares empleados. Nuestro trabajo utilizó únicamente células NK YT-S, 

completamente deficientes en EAT-2, mientras que el estudio de Pazina et al. se sirvió de 

NK-92 que expresan de modo transgénico SLAMF7-L, línea que aún podría conservar 

niveles residuales de EAT-2 o bien expresar adaptadores alternativos que medien en la 

transducción de señales. Además, la introducción de elotuzumab para amplificar la 

interacción homotípica SLAMF7–SLAMF7 podría inducir modificaciones en el epítopo 

conformacional del dominio intracelular o bien provocar el reclutamiento de moléculas 

adaptadoras que, de modo natural, no se asocian en los encuentros homotípicos evaluados en 

nuestro modelo. Por último, el estudio de Pazina et al. reporta que el efecto coestimulador de 

SLAMF7 se explicó, únicamente, en células NK previamente estimuladas con IL-2, lo que 

pone de relieve que el estado de alerta basal de la célula efectora ejerce una influencia 

decisiva sobre el potencial de Fosfh (92). 
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8. Conclusiones 

Esta investigación evidencia que, en ausencia del adaptador EAT-2, el receptor SLAMF7 

impide la adhesión celular en células NK humanas, lo que obstaculiza la formación de 

sinapsis inmunológicas. No obstante, la sobreexpresión de ICAM posibilita la reversión 

parcial de este efecto, destacando la existencia de rutas compensatorias de adhesión. A 

diferencia de investigaciones anteriores en las que SLAMF7 promueve funciones efectoras 

como la degranulación, nuestros datos indican un rol modulador y contexto-dependiente del 

receptor, que es influenciado por el repertorio de adaptadores intracelulares. Considerando 

que SLAMF7 se manifiesta extensamente en determinados tipos de cáncer hematológico, la 

comprensión de su papel dual podría tener repercusiones en las estrategias de inmunoterapia. 

Las investigaciones futuras deberían examinar la manera en que la coexpresión de 

adaptadores o el microambiente tumoral modulan la función de SLAMF7 en las células 

NK.eceptor SLAMF7 inhibe aparentemente adhesión celular en la vía de citotoxicidad de la 

NK.  

-Cuando se sobreexpresa el Receptor LFA-1 la adhesión se recupera en presencia del receptor 

SLAMF7.  
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Cuernavaca, Morelos, 11 de febrero de 2026. 
 
 
 
 

Dr. Lorenzo Díaz Carrillo 
Director de la Facultad de Medicina 
 
P r e s e n t e 
 

 

Estimado Dr. Díaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: “Influencia 
del receptor SLAMF7 sobre la adhesión de células NK”, que para obtener el grado de Maestría en 

Medicina Molecular me proporcionó la alumna Nataly López Garduño. Le comunico que su contenido es 

adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado 

de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 

 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 

 

 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, reiterando además mi 

disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades.  Sin otro particular por el momento, reciba 

un cordial saludo. 

 

 

 

 

 

Atentamente 
 
 
 

Dr. Juan José Acevedo Fernández 
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elaboración y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRÓNICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ÓRGANÓ INFORMATIVO
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Hfb71xGO1P0bO+8C1Tx8pc0ongF2v4wfuTZ4n1SS+jmVwtlq8wr8bbBygp/ZgZHyqJRgGrWJDSGsbI6gEhJWyDLOHabTL15TOvc2SaOEV+suVkVICdHOkxc8zi2iBgjEIfCMlbBskc
VDGgSZHrt0toL0SmstiU+X9sFY+awavxVdB7YcZIdCs7zyaz19Cj5zXem6byWqTdR93g==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente dirección electrónica o

escaneando el código QR ingresando la siguiente clave: 

7aQmCeBj8

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/74i5Z5mlCgEgttkZW1lHQ52pLiHgTthV
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Cuernavaca, Morelos, 11 de febrero de 2026. 
 
 
 
 

Dr. Lorenzo Díaz Carrillo 
Director de la Facultad de Medicina 
 
P r e s e n t e 
 

 

Estimado Dr. Díaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: “Influencia 
del receptor SLAMF7 sobre la adhesión de células NK”, que para obtener el grado de Maestría en 

Medicina Molecular me proporcionó la alumna Nataly López Garduño. Le comunico que su contenido es 

adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado 

de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 

 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 

 

 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, reiterando además mi 

disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades.  Sin otro particular por el momento, reciba 

un cordial saludo. 

 

 

 

 

 

Atentamente 
 
 
 

Dr. Luis Enrique Alberto Cañedo y Dorantes 
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Cuernavaca, Morelos, 11 de febrero de 2026. 
 
 
 
 

Dr. Lorenzo Díaz Carrillo 
Director de la Facultad de Medicina 
 
P r e s e n t e 
 

 

Estimado Dr. Díaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: “Influencia 
del receptor SLAMF7 sobre la adhesión de células NK”, que para obtener el grado de Maestría en 

Medicina Molecular me proporcionó la alumna Nataly López Garduño. Le comunico que su contenido es 

adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado 

de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 

 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 

 

 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, reiterando además mi 

disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades.  Sin otro particular por el momento, reciba 

un cordial saludo. 

 

 

 

 

 

Atentamente 
 
 
 

Dr. Mario Ernesto Cruz Muñoz 
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Cuernavaca, Morelos, 11 de febrero de 2026. 
 
 
 
 

Dr. Lorenzo Díaz Carrillo 
Director de la Facultad de Medicina 
 
P r e s e n t e 
 

 

Estimado Dr. Díaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: “Influencia 
del receptor SLAMF7 sobre la adhesión de células NK”, que para obtener el grado de Maestría en 

Medicina Molecular me proporcionó la alumna Nataly López Garduño. Le comunico que su contenido es 

adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado 

de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 

 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 

 

 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, reiterando además mi 

disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades.  Sin otro particular por el momento, reciba 

un cordial saludo. 

 

 

 

 

 

Atentamente 
 
 
 

Dr. Arturo Gutiérrez Guerrero 
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Cuernavaca, Morelos, 11 de febrero de 2026. 
 
 
 
 

Dr. Lorenzo Díaz Carrillo 
Director de la Facultad de Medicina 
 
P r e s e n t e 
 

 

Estimado Dr. Díaz, por este conducto me permito informarle que he revisado el trabajo de Tesis: “Influencia 
del receptor SLAMF7 sobre la adhesión de células NK”, que para obtener el grado de Maestría en 

Medicina Molecular me proporcionó la alumna Nataly López Garduño. Le comunico que su contenido es 

adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado 

de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 

 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 

 

 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, reiterando además mi 

disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades.  Sin otro particular por el momento, reciba 

un cordial saludo. 

 

 

 

 

 

Atentamente 
 
 
 

Dr. José Luis Montiel Hernández 
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