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I. RESUMEN

ANTECEDENTES: Las células NK se encargan de matar células que se

encuentran bajo estrés, como son las células que se encuentran infectadas por

virus o tumorales. Para que la célula NK pueda reconocer a las células blanco,

esta célula utiliza un conjunto de receptores de membrana, conocidos como

receptores de células NK (NKR´s). Los NKR´s al entrar en contacto con la célula

blanco envían señales al interior de la célula NK para activar o inhibir mecanismos

de citotoxicidad, donde estos mecanismos de citotoxicidad conllevaran a la muerte

de la célula blanco. La activación de los mecanismos de citotoxicidad no solo se

realiza por efecto de un receptor, si no por el balance de las señales de los NKR´s.

Por lo que una modificación estructural en un NKR podría conllevar a una

actividad citotóxica deficiente de la célula NK. Todas las modificaciones que

podrían sufrir los NKR´s se encuentran codificados a nivel de la secuencia de DNA

que codifica para los NKR´s. Una modificación ampliamente estudiada a nivel de

la secuencia de DNA, en todo el genoma no solo en las secuencias que codifican

para los NKR´s, son los polimorfismos de un solo nucleótido (del inglés single

nucleotide polymorphism SNP´s). En el caso del receptor NKG2D, existe evidencia

donde se han asociado polimorfismos con algunas patologías como artritis

reumatoide, lupus eritematoso sistémico, hepatitis crónica y carcinoma cervical.

OBJETIVO: Establecer si existe asociación genética entre los polimorfismos

c.214A>G y c.-181+3191T>C del receptor NKG2D en pacientes con LMA y LLA

dentro de una población mexicana.
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MÉTODO: Se realizó un estudio de genotipificación de SNP´s basado en casos y

controles; para buscar asociación entre los polimorfismos y el desarrollo de

Leucemias agudas.

RESULTADOS: Se encontró asociación entre el desarrollo de leucemia

mieloblástica aguda y el polimorfismo c.-181+3191T>C.

CONCLUSIONES: El polimorfismo c.-181+3191T>C puede ser un marcador para

el desarrollo de leucemia mieloblástica aguda.
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II. ABREVIATURAS.

NK: Asesinas naturales del inglés “Natural killer”

NKR: Receptores de células asesinas naturales

KIR: Receptores de células asesinas parecidos a inmunoglobulinas

NCR: Receptores citotóxicos naturales

A: Adenina

G: Guanina

C: Citocina

T: Timina

NKG2D: Receptor de tipo de D de células asesinas naturales.

LLA: Leucemia Linfoblástica Aguda.

LMA: Leucemia Mieloblástica Aguda.

LD: Desequilibrio de ligamiento.

SNP: Polimorfismo de un solo nucleótido.
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III. INTRODUCCIÓN.

Las células asesinas naturales (células NK) son un tipo de linfocito que se

encuentra altamente involucrado en la inmunidad innata. Las células NK se

encargan de reconocer células infectadas por virus o que se han transformado en

células tumorales, y por mecanismos de citotoxicidad mediada por células matan a

células alteradas. La forma en que las NKs reconocen a las células blanco es

mediante receptores que se encuentran en la membrana de las célula NK,

conocidos como receptores de células NK (NKR´s). Los NKR´s se agrupan en tres

tipos, los receptores de células asesinas parecidos a inmunoglobulinas (KIR, del

inglés human killer cell immunoglobulin like receptors), los tipo C - lectina y los

receptores citotóxicos naturales (NCR). Estos receptores además de mediar el

reconocimiento de las células blanco por la célula NK también regulan la

activación e inhibición de la actividad citotóxica de esta célula efectora. El balance

entre las señales activadoras e inhibidoras de los NKR´s regulan la homeostasia

de las células NK. Uno de los receptores ampliamente involucrado en la regulación

de la actividad de las células NK, es el receptor NKG2D. El receptor NKG2D es un

miembro de los receptores tipo C - lectinas. Existen evidencias que indican que

polimorfismos en el receptor NKG2D pueden estar asociados con diversas

patologías como es el caso de artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,

hepatitis crónica y carcinoma cervical. En este trabajo se analizó la asociación

entre los polimorfismos c.214A>G y c.-181+3191T>C (NM_001199805.1) del

receptor NKG2D en las leucemias agudas.



IV. MARCO TEÓRICO.

IV. 1 Hematopoyesis.

La hematopoyesis (figura 1) es el proceso mediante el cual se generan, regulan,

producen y desarrollan las células que circulan en la sangre periférica. [1,2]. Este

proceso ocurre en el interior de los huesos, en la médula ósea [3].

Las células de la sangre pueden

linfoides. Dentro de las células

(neutrófilos, basófilos y eosinófilo

células linfoides son los linfocitos

generar las células mieloides se c

originar células linfoides se conoce

IV. 1.1 Mielopoyesis

Durante la mielopoyesis (figura 2) la

origen a dos estipes celulares:

monocítica. La generación de la e

cuando el progenitor eritroide-me
Figura 1.- Primera etapa de la hematopoyesis (tomada y
modificada de [3]). La célula troncal hematopoyética
(CTH), da lugar a Progenitores Multipotentes (PMP), los
cuales pierden la capacidad de autorenovarse pero
generan al Progenitor Linfoide Común (PLC) y al Progenitor
Mieloide Común (PMC). El PMC genera Progenitores
Granulocito/Monocíticos (PGM) y a Progenitores
Eritroides/Megacariocíticos (PEM), los cuales continúan
con su vía de diferenciación, y dan lugar a las células
maduras circulantes
5

dividirse en dos grandes grupos: mieloides y

mieloides se encuentran los granulocitos

s), monocitos, eritrocitos y trombocitos. Las

B, linfocitos T y células NK. El proceso para

onoce como mielopoyesis; mientras que para

como linfopoyesis [3].

célula progenitora granulocitíca/monocitíca da

eritroide – megacariocítica y granulocítica -

stirpe eritroide – megacariocítica se efectúa

gacariocítico (PEM), da lugar a Unidades
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Formadoras de Brote Eritroide (BFU-E), quienes originaran Unidades Formadoras

de Colonias Eritroides (CFU-E), para posteriormente diferenciarse a

proeritroblastos (PE), eritroblastos basofílicos (EB), eritroblastos policromatofílicos

(EPC), eritroblastos ortocromáticos (EO), reticulocitos (RET) y células eritroides

maduras. El PEM también puede dar lugar a Células Formadoras de Brotes

Megacariocíticos (Meg-BFC), los cuales generan Células Formadoras de Colonias

Megacariocíticas (Meg-CFC), que posteriormente generaran megacariocitos

inmaduros (Meg-I) y maduros (Meg-M), que liberaran a las plaquetas al torrente

sanguíneo. Durante la generación de la estirpe granulocítica – monocítica. Los

progenitores gránulo-monocito o Unidades Formadoras de Colonias Gránulo-

monocíticas (CFU-GM), originan Unidades Formadoras de colonias Granulocíticas

(CFU-G) y Unidades Formadoras de Colonias Mielocíticas (CFU-M). Una vez

comenzado el proceso de diferenciación las CFU-G dan lugar a mieloblastos

(MIEL), promielocitos (PM), mielocitos (MIEL), metamielocitos (MM) y células

maduras (basófilos, neutrófilos y eosinófilos). Mientras que las CFU-M dan lugar a

monoblastos (MONOB), promonocitos (PMON), monocitos (MON), y finalmente

macrófagos. [3]

IV. 2 Enfermedades hemato – oncológicas.

Las enfermedades hemato – oncológicas son un grupo de neoplasias originadas a

partir de alteraciones en el ciclo de vida, del crecimiento, de la diferenciación y de

la muerte de las células progenitoras hematopoyéticas. Dentro de este grupo de

enfermedades se encuentran cuatro desordenes: las leucemias, el mieloma

múltiple, el linfoma no – Hodgkin y la enfermedad de Hodgkin [4].



Figura 2.- Mielopoyesis. (A) Generación de la

granulocítica – monocítica.
(A) Generación de la estirpe eritroide – megacariocítica. (B) Generación de la estirpe. (B) Generación de la estirpe
IV. 3 Leucemias.

Las leucemias se encuentran conformadas por un grupo de enfermedades en las

que la manifestación común es una proliferación no regulada y maligna de células

endógenas de la medula ósea [5].

Las leucemias se clasifican de acuerdo a dos factores: al linaje hematopoyético y

al estadio de maduración de las células afectadas. Así, en las leucemias agudas,

por el curso de la enfermedad, se ven afectados los estadios

maduración, mientras que en leucemias crónicas ocurre lo contrario.

De acuerdo al origen de la célula leucémica se dividen en linfoide o mieloide. Con

base a estos dos criterios existen cuatro tipos principales de leucemias: la
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leucemia linfoblásticas aguda (LLA), leucemia linfocítica crónica (LLC), leucemia

mieloblástica aguda (LMA) y leucemia mieloide crónica (LMC) [5 - 7]. De estos

cuatro tipos se derivan varios subtipos que dependen de aspectos inmunológicos,

citogenéticos y morfológicos [6, 7].

IV. 3.1 Leucemias agudas.

Las leucemias agudas son un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas

por la proliferación progresiva no regulada, y acumulación de precursores

hematopoyéticos inmaduros, llamados blastos, en la médula ósea así como en

sangre periférica [5, 9].

IV. 3.1.1 Leucemia linfoblástica aguda (LLA).

La LLA es una neoplasia que se caracteriza por la proliferación de células

precursoras (linfoblastos) comprometidos con el linaje, ya sea B o T, con afección

a médula ósea o sangre periférica [8].

IV. 3.1.2 Leucemia mieloblástica aguda (LMA).

Es un grupo heterogéneo de leucemias que se presentan en precursores de

células mieloides, eritroides, megacariocíticos y monocíticos [9].

IV. 4 Células NK (natural killers).

IV. 4. 1 Descripción de las células NK.

Las células NK (del inglés natural killers) son linfocitos que median la actividad

citotóxica contra células tumorales e infectadas por virus [10 - 12].
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Histológicamente tienen la morfología de linfocitos granulares grandes.

Representan en el humano del 10 al 15% de los linfocitos de sangre periférica [13,

14]. La actividad de las células NK se descubrió por primera vez en los años 70’s,

cuando se observo que linfocitos recientemente aislados de huéspedes sin

inmunizar podían promover la lisis de líneas celulares tumorales alogénicas [15 -

17]. Estudios subsecuentes demostraron que las células NK eran células que

carecían de los antígenos de superficie característicos de los linfocitos B o T, por

lo que se les conoció con el nombre de células “nulas” [18, 19].

Recientemente, las células NK se han clasificado oficialmente como miembros

prototipo del grupo 1 de células linfoides innatas (ILC´s, del inglés innate lymphoid

cells), las cuales se definen por su capacidad de secretar IFN-γ pero no citocinas 

de tipo 2 (IL-4 e IL-13), IL-17 o IL-22 [16, 20, 21]. Inmunofenotipícamente las

células NK humanas carecen de la expresión en su superficie del marcador CD3,

pero expresan en su superficie los marcadores CD56 y una isoforma de 14kDa de

la molécula de adhesión neural (NCAM, del inglés neural cell adhesion molecule).

[16, 22]. Existen dos poblaciones de células NK, de acuerdo a la densidad de

expresión en la superficie de la célula NK del marcador CD56. La mayoría de las

células NK humanas (≈ 90%) tiene una baja densidad de expresión de CD56 

(CD56dim) y expresan una alta densidad del receptor FcγIII (FcγRIII, CD16); 

mientras que ≈10% de las células NK expresan alta densidad de CD56 (CD56bright)

con baja (CD16dim) o nula densidad de expresión de CD16 (CD16-) [23]. Se ha

reportado que las células NK CD56bright son la que presentan la mayor actividad

citotóxica [24].
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IV. 4. 2 Mecanismo de citotoxicidad de las células NK.

La función principal de las células NK, es la de matar células que se encuentran

bajo estrés, como pueden ser células infectadas por virus o células tumorales, sin

embargo estas células no son su único blanco. Las células infectadas por

bacterias intracelulares [25, 26], así como también células dendríticas inmaduras

pueden ser blancos de las células NK [27 - 29].

El mecanismo por el cual las células NK matan a las células aberrantes, se conoce

como citotoxicidad mediada por células. Este mecanismo de citotoxicidad lo

utilizan otras células del sistema inmune además de las células NK, como son los

linfocitos T citotóxicos (CTL´s, del inglés citotoxic T limphocytes) [30 - 32].

Las células NK y los CTL´s (CD8+) juegan un papel complementario en la

respuesta inmunológica. Los CTL´s presentan una respuesta específica hacia

antígenos y reconocen péptidos derivados de virus o tumores, presentados vía

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I (MHC I) [33, 34].

Sin embargo las células bajo estrés disminuyen la expresión del MHC tipo I, esta

subexpresión conlleva a que estás células aberrantes puedan escapar a la muerte

mediada por CTL´s [35, 36]. Las células NK presentan la particularidad de poder

montar mecanismos de citotoxicidad contra células que han disminuido la

expresión del MHC de tipo I. Como la célula NK reconoce y mata células con

subexpresión del MHC de clase I, a este proceso se le conoce como “teoría de

falta de reconocimiento de lo propio” (del inglés “missing - self recognition”) [37,

38].



Dentro de la célula NK, el orgánelo efector de la citotoxicidad, son los lisosomas

secretores, mejor conocidos con el nombre de gránulos líticos [39]. Los gránulos

líticos son lisosomas que comparten la función degradativa de los lisosomas

convencionales, pero estos gránulos líticos presentan la capacidad de ser

exocitados de manera regulada [40 - 42]. El principal contenido de los gránulos

líticos en las células NK y en los CTL´s, son las proteínas con actividad lítica,

conocidas como: granzima y perforina [43 – 45]. La unión de la célula blanco a la

célula NK promueve la exocitosis de los gránulos líticos por la célula NK. Una vez

exocitados los gránulos líticos liberan su contenido al espacio intercelular. La

perforina una vez en el espacio intercelular facilita la entrada de la granzima hacia

el citoplasma de la célula blanco. Una vez dentro del citoplasma, la granzima

activa muchos blancos intracelulares que promueven la muerte celular, como las

caspasas. Las caspasas son mediadores en el proceso de apoptosis celular, con

lo que se promueve la muerte de la célula blanco [46, 47]. Para asegurarse que

las células NK no maten células indiscriminadamente, la exocitosis de los gránulos

líticos es un proceso que se encuentra altamente regulado [39].
Figura 3.- Etapas de la citotoxicidad mediada por células (tomada y modificada de [39]).
11
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La citotoxicidad mediada por células puede dividirse en cuatro etapas (Figura 3).

La primera etapa es la formación de una sinapsis lítica, donde la célula NK es

activada por la unión con su célula blanco y existe una remodelación del

citoesqueleto de la célula NK. Durante la segunda etapa el centro organizador de

microtúbulos (MTOC, del inglés microtubule organizing centre) de la célula NK y

los gránulos líticos se agrupan cerca de la zona de la sinapsis lítica (unión célula

NK – célula blanco). En la tercera y cuarta etapa, los gránulos líticos se unen a la

membrana celular de la célula NK y finalmente liberan su contenido citotóxico

hacia la sinapsis lítica, promoviendo la muerte de la célula blanco [39].

IV. 4. 3 Receptores de las células NK (NKR´s).

La actividad citotóxica de la célula NK se encuentra altamente regulada por un

conjunto de receptores que se encuentran en la membrana citoplasmática de las

células NK. Estos receptores regulan principalmente las señales para activar o

inhibir la secreción de gránulos líticos por la célula NK [48]. Dentro de los

receptores de las células NK (NKR´s) que regulan la actividad citotóxica, se

pueden identificar tres tipos principales: a) receptores de células asesinas

parecidos a inmunoglobulinas (KIR, del inglés killer immunoglobulin like recptors),

b) receptores de citotoxicidad natural (NCR´s, del inglés natural citotoxicity

receptors) y c) los receptores tipo C – lectina [49, 50].

IV. 4. 3. 1 Receptores de células asesinas parecidos a inmunoglobulinas

(KIR´s).



13

Los receptores KIR (también conocidos como CD158), son un conjunto de

glicoproteínas transmembranales de tipo I, las cuales tienen de dos a tres

dominios parecidos a inmunoglobulina, en la porción extracelular del receptor [51 -

53].

Existen alrededor de 15 genes y 2 pseudogenes que codifican receptores KIR, los

cuales se encuentran en una región de 150 kb del cromosoma 19 (19q13.4) [54 -

57]. La región que codifica a los genes KIR es una de las más polimórficas de todo

el genoma humano, tanto en cantidad de genes como en la secuencia de estos

[58].

Dentro de los receptores KIR, existen dos familias principales, los receptores KIR

inhibidores y los activadores. Los receptores KIR inhibidores son aquellos que

tienen un dominio citoplasmático muy largo, donde presentan motivos inhibidores

basados en tirosina (ITIMs, del inglés immunoreceptor tirosine based motifs,

I/VxYxxL/V), los cuales reclutan fosfatasas de tirosina que activaran cascadas de

señales intracelulares para inhibir la citotoxicidad de la célula NK. Por otra parte,

la familia de receptores KIR activadores (figura 4), presentan un dominio

citoplasmático muy corto, por lo que para realizar su efecto activador deben unirse

a una molécula efectora, conocida como DAP – 12 (también llamada KARAP o

TYROBP, del inglés killer cell activating receptor – associated protein o tyrosine

kinase binding protein) [59]. La molécula adaptadora DAP -12, presenta en su

estructura motivos activadores basados en tirosina (ITAMs, del inglés

immunoreceptor tirosine based motifs, Yxx(L/I/V)x6-8Yxx(L/I/V)), los cuales reclutan
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conocen como receptores de citotoxicidad natural (NCR´s del inglés natural

cytotoxicity receptors) [64 - 66]. Los NCR´s se descubrieron cuando con

anticuerpos monoclonales dirigidos hacia moléculas del MHC de la célula blanco,

la célula NK aún podía estimular la citólisis de la célula blanco; suponiéndose así

la existencia de receptores que podían activar los mecanismos de citotoxicidad

natural de la célula NK, de forma independiente a la unión a moléculas del MHC

de clase I [68].

Los NCR´s son proteínas transmembranales de tipo I, que a diferencia de las

inmunoglobulinas y los receptores de células T (TCR´s), no efectúan

recombinación somática (rearreglos genéticos V(D)J) para activarse [50].

Mediante clonación se han descubierto tres NCR´s, que son: NKp46, NKp30 y

NKp44. NKp46 y NKp30 se pueden encontrar expresados de forma constitutiva en

la superficie de las células NK, mientras que NKp44 se expresa después de la

activación de la célula NK [69, 70]. Existen algunas diferencias estructurales entre

los tres receptores (figura 5), NKp46 tiene dos dominios tipo inmunoglobulina en la

región extracelular del receptor; mientras que NKp30 y NKp44 solo presenta un

dominio tipo inmunoglobulina [50]. La región intracelular de los NCR´s es muy

corta y carecen de dominios ITAM en su estructura, por lo que necesitan de

moléculas adaptadoras para activar la citotoxicidad de la célula NK. NKp44 a

diferencia de los otros dos NCR´s tiene un dominio ITIM en la región intracelular

de este receptor [50].
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El receptor NKp46 se encuentra codificado en el gen NCR1 que se encuentra en

el cromosoma 19, a diferencia de los receptores NKp30 y NKp44 que se

encuentran codificados por los genes NCR2 y NCR3 respectivamente; los cuales

se encuentran en el cromosoma 6 [50].

Los NCR´s reconocen ligandos expresados

encuentran bajo estrés, ya sea infectada

unión de los NCR´s con su respectivo ligan

intracelulares. La unión NCR – ligando – m

de señales intracelulares que desencadena

célula NK, promoviendo así la muerte de

[71].
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Figura 5.- Estructura de los receptores NCR´s;
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La familia NKG2 en el humano se encuentra codificada en una región de ≈ 2.5 Mb 

dentro del cromosoma 12 (12p13.1 – p13.2), conocida como el complejo asesino

natural (NKC, del inglés natural killer complex, figura 6) [76]. De los siete

miembros de la familia NKG2, los miembros A/B y E/H son variantes alternativas

del mismo gen [77, 78]. El miembro que en su secuencia se encuentra menos

relacionado con los otros receptores de la familia NKG2, es el receptor NKG2D

[74].

E

e

N

N

D

r
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d

Figura 6.- Estructura del NKC (natural killer complex), donde se encuentran codificados los miembros de

la familia de receptores NKG2, las flechas indican el sentido en el que se transcribe el receptor (tomada y

modificada de [81]).
17

structuralmente todos los miembros de la familia NKG2, excepto NKG2D, se

ncuentran como heterodímeros con la molécula CD94 [79, 80]. Los receptores

KG2 A/B presentan en su estructura motivos ITIM. Mientras que los miembros

KG2 E/H y C, se acoplan en el dominio intracelular con la molécula adaptadora

AP – 12, la cual presenta motivos ITAM en su estructura, por lo que estos

eceptores tiene una función activadora sobre la célula NK [81]. Los ligandos para

os miembros de la familia NKG2, excepto el receptor NKG2D, son las moléculas

el HLA – E de clase Ib [82].
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IV. 4. 3. 3. 1 Receptor NKG2D.

El receptor NKG2D pertenece a la familia de las C – lectinas y se expresa en

células NK, así como células T γδ, células T CD8 αβ y células NKT. 

Estructuralmente el receptor NKG2D se encuentra en forma de homodímero unido

a un homotetrámero con la proteína adaptadora DAP – 10, la cual es la encargada

de transmitir la señal intracelular. En los humanos los ligandos del receptor

NKG2D son las cadenas relacionadas con el complejo principal de

histocompatibilidad de clase I (MICA y MICB) y la familia de proteínas de unión a

UL – 16 (ULBP 1, ULBP 2, ULBP 3 y ULBP 4 [83]. Bajo condiciones fisiológicas

normales la expresión de los ligandos del receptor NKG2D se encuentra

restringido al epitelio gastrointestinal, células epiteliales y los fibroblastos [84, 85].

Sin embargo la expresión es inducible al estrés [86] y se encuentra expresado en

muchos tumores sólidos y en muchas enfermedades hemato – oncológicas, [87].

Por consecuencia la expresión del receptor NKG2D y sus ligandos, juegan un

papel crucial en los mecanismos montados por la célula NK contra las células

tumorales.

Deficiencias en la expresión y en la secuencia aminoacídica del receptor NKG2D

y sus ligandos se han asociado al desarrollo de diferentes patologías oncológicas.

Las modificaciones en la expresión y en la estructura aminoacídica son

consecuencia de modificaciones a nivel de la secuencias nucleótidica que codifica

el receptor NKG2D y sus ligandos. Una posible manera de entender como el

receptor NKG2D se encuentra asociado al desarrollo de algunas patologías es

mediante al estudio de las modificaciones nucleotídicas que pueda presentar el



receptor NKG2D. Una de las variaciones a nivel genético más utilizadas para su

asociación con patologías son los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP). Los

SNP son cambios de un nucleótido que se presentan en más del 1%
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aminoacídica de una proteína,
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Figura 7.- Ligandos del Receptor NKG2D. (A) Estructura de los ligandos de NKG2D. (B) Mecanismos de

inducción de la expresión de los ligandos de NKG2D. (Tomada y modificada de [86]).

Ligandos del Receptor NKG2D. (A) Estructura de los ligandos de NKG2D. (B) Mecanismos de

inducción de la expresión de los ligandos de NKG2D. (Tomada y modificada de [86]).

Ligandos del Receptor NKG2D. (A) Estructura de los ligandos de NKG2D. (B) Mecanismos de
19
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Existen muchos estudios donde se han asociado algunos SNP´s en los ligandos

del receptor NKG2D y en el propio receptor NKG2D con algunas patologías, como

artritis reumatoide, carcinoma cervical y algunas enfermedades hemato –

oncológicas. Además de que algunos SNP´s se han asociado con una disminución

en la actividad citotóxica de la célula NK. Pero no se ha realizado ningún estudio

de asociación con el receptor NKG2D en leucemias agudas, por lo que realizar

estudios en este receptor y sus ligandos nos ayudarían a comprender mejor el

mecanismo de desarrollo de las leucemias agudas.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Según el Registro Histopatológico de Neoplasias Malignas [88], las leucemias

representan el 5.42% del total de neoplasias en México, siendo la mortalidad por

leucemia linfoide y mieloide del 4.6% del total de defunciones registradas. La alta

tasa de mortalidad provocada por las leucemias se debe a la gran resistencia que

existe de las células leucémicas. Existen muchos mecanismos en los cuales

radica la resistencia de las células leucémicas, uno de estos mecanismos es la

evasión de inmunovigilancia montada por el sistema inmune contra estas células.

Una de las células involucradas en la inmunovigilancia contra el cáncer son las

células NK, las cuales mediante mecanismos de citotoxicidad promueven la

muerte de las células tumorales. Los mecanismos de citotoxicidad de estas

células, se encuentran regulados por receptores de membrana activadores e

inhibidores. Por lo que, indagar en los cambios genéticos de estos receptores de

las células NK puede llevarnos a comprender mejor la forma en que las células

leucémicas evaden los mecanismos del sistema inmune, montados contra ellas y

así poder generar marcadores pronósticos para las leucemias. De ahí se plantea

la siguiente pregunta de investigación: ¿Existirá asociación entre los polimorfismos

c.214A>G y c.-181+3191T>C de NKG2D y el desarrollo de LMA y LLA?
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VI. HIPÓTESIS.

De acuerdo a evidencia donde se establece que existe relación entre los

polimorfismos del receptor de células NK (NKG2D) y el desarrollo de cáncer, se

puede suponer que los polimorfismos c.214A>G y c.-181+3191T>C en NKG2D,

así como sus haplotipos estarán asociados al desarrollo de otros cánceres como

las LMA y LLA.
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VII. OBJETIVOS

GENERAL.

Establecer si existe asociación genética entre los polimorfismos c.214A>G y c.-

181+3191T>C de NKG2D en pacientes con LMA y LLA.

PARTICULARES.

- Determinar las frecuencias alélicas de los polimorfismos c.214A>G y c.-

181+3191T>C en pacientes con LMA y LLA, así como en población sana.

- Determinar las frecuencias genotípicas de los polimorfismos c.214A>G y c.-

181+3191T>C en pacientes con LMA y LLA, así como en población sana.

- Analizar entre los pacientes con LMA y LLA y la población sana, las frecuencias

alélicas, así como las frecuencias genotípicas de los polimorfismos c.214A>G y c.-

181+3191T>C.

- Determinar si existen alelos, genotipos o haplotipos de riesgo para el desarrollo

de LMA y LLA.
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VIII. DISEÑO EXPERIMENTAL

VIII.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de asociación genética, basado en casos y controles.

VIII.2 POBLACIÓN DE ESTUDIO

Pacientes de ambos géneros con diagnóstico de Leucemia Mieloblástica Aguda

y Leucemia Linfoblástica Aguda, que acuden al servicio de hematología del Centro

Médico Nacional “Siglo XXI”. Así como individuos sanos, los cuales acuden al

banco de sangre del Centro Médico Nacional “Siglo XXI”, como controles.

VIII.2.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN

Casos: pacientes con diagnóstico previo confirmado de LMA y LLA.

Controles: personas sanas no relacionadas familiarmente.

VIII.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN

Casos y controles: individuos familiarmente relacionados.

Muestras con DNA degradado después de la extracción o con baja pureza.

Muestras que no amplifican o que presentan un resultado dudoso de

genotipificación.
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VIII.5 MATERIAL Y MÉTODOS

VIII.5.1 Extracción de DNA genómico.

El DNA genómico se extrajó a partir de leucocitos de sangre periférica utilizando el

método modificado de “salting-out” [89]. Se utilizó el siguiente protocolo:

1.- Se dispensaron 30mL de la solución de lisis de glóbulos rojos (RBC) en un tubo

Falcon de 50mL.

2.- Se adicionaron 10mL de sangre periférica anticoagulada con EDTA, y se

mezclo por inversión, 10 veces.

3.- Se incubó a temperatura ambiente (15 – 25°C). Invertir al menos una vez

durante la incubación.

4.- Se centrifugó durante 2min a 2000g, para separar los glóbulos blancos.

5.- Se decantó el sobrenadante cuidadosamente, para dejar el botón de células

blancas.

6.- Vortex el tubo vigorosamente para resuspender el botón en el líquido residual.

7.- Se adicionaron 10mL de la solución de lisis de células, vortex vigorosamente

por 10s.

8.- Se adicionaron 3.33mL de la solución de precipitación de proteínas y vortex

vigorosamente por 20s.

9.- Se centrifugó por 5min a 2000g.
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10.- Se pipetearon 10mL de isopropanol a un tubo limpio de 50mL y adicionar el

sobrenadante del paso anterior, traspasando cuidadosamente.

11.- Se mezcló invirtiendo suavemente 50 veces hasta que el DNA sea visible.

12.- Se centrifugaron por 3min a 2000g.

13.- Se decantó el sobrenadante cuidadosamente, y escurrir el tubo invirtiéndolo

en una pieza de papel absorbente limpio, cuidando que el botón permanezca en el

tubo.

14.- Se adicionaron 10mL de etanol al 70% e invertir varias veces, para lavar el

botón.

15.- Se centrifugó durante 1min a 2000g.

16.- Se decantó el sobrenadante cuidadosamente y escurrir el tubo invirtiéndolo en

una pieza de papel absorbente limpio, cuidando que el botón permanezca en el

tubo. Se dejó secar al aire por 5 a 10min.

17.- Se adicionór 1mL de solución de hidratación de DNA y vortex por 5s a

velocidad media.

18.- Se incubó a 65°C durante 1h para disolver el DNA.

19.- Se incubó a temperatura ambiente durante toda la noche con agitación suave.
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VIII.5.2 Ensayos de genotipificación.

Para el análisis de los polimorfismos c.214A>G y c.-181+3191T>C

(NM_001199805.1) se utilizarán ensayos de genotipificación por PCR tiempo real

con sondas TaqMan® (AppliedBiosystem®). La amplificación se efectuó en placas

de 96 pozos con 25μL finales de mezcla de reacción utilizando el aparato Step-

One Plus® (Applied Biosystems®) y el programa de ciclado especificado por el

proveedor para los polimorfismos rs2255336 y rs2246809. La preparación de las

mezclas de reacción y la amplificación se realizó de acuerdo al siguiente

protocolo:

- Preparación de la mezcla de reacción.

1.- Se calculó el volumen total de cada componente necesario para cada reacción,

utilizando la tabla siguiente:

Componente μL/ por reacción (1X) 

TaqMan ® Genotyping Master Mix. 12.50

20X SNP Genotyping Assay 1.25

Total 13.75
Tabla 1.- Cantidades para la preparación de la mezcla de reacción, las cantidades son

exclusivamente para una reacción.

2.- Se pipetó el volumen requerido de TaqMan® Genotyping Master Mix y 20X

SNP Genotyping Assay en un tubo Eppendorf apropiado, dependiendo del

número de reacciones a realizar.
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3.- Se centrifugó brevemente para bajar el contenido y eliminaron las burbujas de

aire de la mezcla de reacción.

- Preparación de la placa (MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate).

4.- Se pipetearon 13.75 μL de la mezcla de reacción a cada pozo de la placa. 

5.- Una vez que se haya terminado de transferir la mezcla de reacción a cada

pozo, se adicionaron 11.25μL, de la dilución de DNA a 10ng/μL de cada muestra, 

dentro de cada pozo. Se cargaron dos NTC (No Template Control), en estos se

adicionaron 11.25μL de agua libre de nucleasas, en lugar de la dilución de DNA de 

la muestra.

6.- Se sellaron las placa con un adhesivo óptico (MicroAmp® Optical Adhesive

Film).

7.- Se realizó la amplificación en el aparato StepOne Plus ® con las siguientes

condiciones de ciclado:

Lectura
pre- PCR

Ciclado Térmico Lectura
Post-PCR

Etapa Etapa de
Espera

Etapa
de

Espera

Ciclado (47 ciclos) Etapa de
EsperaDesnaturalización Anillamiento/

Extensión
Temperatura
(°C)

60 95 92 60 60

Tiempo
(mm:ss)

00:30 10:00 00:15 01:00 00:30

Tabla 2.- Condiciones de ciclado para cada polimorfismo y cada placa.
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VIII.5.3 Discriminación alélica.

La discriminación alélica se realizó con el software de Applied Biosystems

StepOne ® Real Time PCR versión 2.3.

VIII.6 ANALISIS ESTADISTICO.

Primeramente se calcularon las frecuencias alélicas, así como las frecuencias

genotípicas de casos y controles. Se realizó una prueba de χ² para corroborar si 

las frecuencias genotípicas y alélicas se encontraban bajo equilibrio de Hardy –

Weinberg.

Para valorar el comportamiento de las frecuencias alélicas y genotípicas, de

acuerdo al tipo de leucemia que presentan los pacientes, se dividieron los casos

en dos grupos: a) LMA, pacientes con diagnóstico de LMA y b) LLA, pacientes con

diagnóstico de LLA. Se calcularon las frecuencias alélicas y genotípicas para cada

grupo formado.

Mediante el programa Haploview versión 4.2 [89], se evalúo si existía la formación

de haplotipos entre estos dos SNP´s. Posteriormente se calcularon las

frecuencias de los haplotipos formados, en los casos y en los controles.

Se calculó la razón de momios utilizando el software Epidat 3.1 para los alelos,

genotipos y los haplotipos. Para determinar si existe asociación entre estos y el

desarrollo de leucemias agudas [90].
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IX. RESULTADOS.

En la tabla 1 se muestran las frecuencias alélicas y genotípicas de los SNP´s,

c.214A>G y c.-181+3191T>C para casos y controles. Las frecuencias genotípicas

se calcularon agrupando a los individuos en tres genotipos diferentes para cada

uno de los SNP´s: a) GG homocigoto para el alelo G, b) GA heterocigoto, con un

alelo G y otro A; y c) AA homocigoto para el alelo A. El alelo de mayor frecuencia

en la población estudiada fue el G para los dos polimorfismos, tanto en casos

como en los controles. Mientras que el genotipo de mayor frecuencia dentro de

la población, en casos y controles, fue el homocigoto GG para los dos SNP´s.

Casos (n=175) Controles (n=235)

c.214A>G c.-181+3191T>C c.214A>G c.-181+3191T>C

Frecuencias
genotípicas

GG 145 (0.83) GG 142 (0.81) GG 195 (0.829) GG 198 (0.842)

GA 28 (0.16) GA 31 (0.18) GA 39 (0.166) GA 36 (0.153)

AA 2 (0.01) AA 2 (0.01) AA 1 (0.004) AA 1 (0.004)

Frecuencias
alélicas

G 318 (0.91) G 315 (0.90) G 429 (0.91) G 432 (0.92)

A 32 (0.09) A 35 (0.10) A 41 (0.09) A 38 (0.08)

Tabla 3.- Resultados de las frecuencias alélicas y genotípicas de los dos SNP´s tanto en casos como en
controles. Dentro de los casos se encuentra agrupados tanto pacientes con LMA como con LLA.



31

Al separar los casos en dos grupos, de acuerdo a su diagnóstico, y calculando las

frecuencias alélicas y genotípicas de cada de grupo, se obtienen los resultados

que se muestran en la tabla 2. En el grupo de LMA como en LLA, el alelo de

mayor frecuencia fue el G y el genotipo de mayor frecuencia fue el

homocigoto para el alelo G, para los dos SNP´s.

Casos (n=175)

LLA (n=110) LMA (n=65)

c.214A>G c.-181+3191T>C c.214A>G c.-181+3191T>C

Frecuencias
genotípicas

GG 92 (0.84) GG 90 (0.82) GG 53 (0.82) GG 52 (0.80)

GA 18 (0.16) GA 20 (0.18) GA 10 (0.15) GA 11 (0.17)

AA 0 (0.00) AA 0 (0.00) AA 2 (0.03) AA 2 (0.03)

Frecuencias
alélicas

G 202 (0.92) G 200 (0.91) G 116 (0.89) G 115 (0.88)

A 18 (0.08) A 20 (0.09) A 14 (0.11) A 15 (0.12)

Tabla 4.- Frecuencias genotípicas y alélicas de los dos SNP´s para los pacientes, estos se dividieron en dos
grupos, de acuerdo a su diagnóstico en: a) LMA, pacientes con diagnóstico de LMA y b) LLA, pacientes con
diagnóstico de LMA.

Al analizar los datos con el programa Haploview se determinó la formación de un

bloque de haplotipos entre los dos SNP´s con un valor de desequilibrio de
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ligamiento (LD) del 92%. En la figura 6 se muestra la formación del bloque de

haplotipo formado entre los dos SNP´s. Los haplotipos formados fueron cuatro: a)

GG, donde en la posición de los dos SNP´s existe una G, b) AG donde en la

posición del SNP c.214A>G existe una A mientras que en la posición del c.-

181+3191T>C existe una G, c) GA donde en la posición del SNP c.214A>G existe

una G mientras que en la posición del SNP c.-181+3191T>C existe una A y d) AA

donde en la posición de los dos SNP´s existe una A.

Figura 6.- Se muestra la formación de un bloque de

haplotipos entre los dos SNP’s. El valor dentro del rombo rojo

es el valor de LD.

El haplotipo de mayor frecuencia en la población estudiada fue el GG tanto en

casos como en los controles. En la tabla 3 se muestran las frecuencias de los

haplotipos formados entre estos SNP´s.



Totales
(n=175)

Frecuencias de
los haplotipos.

GG 314 (0.897)

AG 4

GA 1 (0.003)

AA 31

Tabla 5.- Frecuencias de los haplotipos formados en la población estudiada.

muestran de tres maneras, a) Totales que agrupan tanto

LLA, b) LMA, pacientes con diagnóstico de LMA y c) LLA, pa
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CASOS (n=175)

Totales
(n=175)

LMA
(n=65)

LLA
(n=110)

(0.897) GG 115 (0.884) GG 199 (0.9045) GG

(0.01) AG 1 (0.008) AG 3 (0.0045) AG

1 (0.003) GA 0 (0.000) GA 3 (0.014) GA

(0.09) AA 14 (0.108) AA 17 (0.08) AA

Frecuencias de los haplotipos formados en la población estudiada.

otales que agrupan tanto pacientes con diagnóstico de

LLA, b) LMA, pacientes con diagnóstico de LMA y c) LLA, pacientes con diagnóstico de LLA

Controles
(n=235)

GG 428 (0.91)

AG 4 (0.009)

GA 1 (0.002)

AA 37 (0.079)

Los casos se

pacientes con diagnóstico de LMA como

cientes con diagnóstico de LLA.



Al calcular las razones de momios para los genotipos, alelos y haplotipos

presentes en la población

determinó que existe una asociación entre el polimorfismo

desarrollo de LMA. Resultando que el

0.4969, IC 0.2590 – 0.9525, p 0.0548)

riesgo (OR 2.0124, IC 1.0401
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Al calcular las razones de momios para los genotipos, alelos y haplotipos

presentes en la población (valores mostrados en tablas anexas A1 a A9

que existe una asociación entre el polimorfismo c.-181+319

desarrollo de LMA. Resultando que el alelo G es un alelo de protección

0.9525, p 0.0548), mientras que el alelo A es un alelo de

(OR 2.0124, IC 1.0401 – 3.8608, p 0.0548) para el desarrollo de LMA.

Al calcular las razones de momios para los genotipos, alelos y haplotipos

(valores mostrados en tablas anexas A1 a A9), se

181+3191T>C y el

alelo G es un alelo de protección (OR

alelo A es un alelo de

para el desarrollo de LMA.
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XI. ANALISIS DE RESULTADOS.

El mecanismo por el cual las células NK regulan el desarrollo de las enfermedades

hemato – oncológicas aun no se encuentra deslumbrado. Aunque se han

planteado dos posibles mecanismos. En el primero los ligandos del receptor

NKG2D se encuentran subexpresados en las células tumorales para burlar los

mecanismos de la inmunidad innata y en el segundo mecanismo los NKR en la

célula NK se encuentran subexpresados, lo que conllevaría a que el

reconocimiento de la célula tumoral con la célula NK sea deficiente.

En estudios recientes se ha relacionado la disminución en la expresión de los

ligandos del receptor NKG2D, principalmente a MICA, con algunas patologías

hemato – oncológicas como son: LMA, LLA, LLC y LMC. [99, 100]. Los estudios

realizados solo han sido funcionales, donde se evalúan los niveles de expresión

de los ligandos de NKG2D con la actividad citotóxica de la célula NK. A nivel

genómico, en estudios amplios del genoma (GWAS) se han asociado algunos

polimorfismos en MICA con el desarrollo de algunas leucemias como leucemia

crónica granular de células T grandes [101].

En lo referente NKR´s, existen algunos estudios donde se relacionan la expresión

deficiente de los receptores KIR en LMA, LLA, LMC y LLC [102]. En lo referente al

receptor NKG2D no existe ningún estudio que los asocie con el desarrollo de

ninguna leucemia, pero si con otras patologías como es el caso de artritis

reumatoide, carcinoma hepatocelular y carcinoma cervical [87 – 89]. En lo

referente a enfermedades hemato – oncológicas se ha determinado que algunas
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disfunciones en los NKR´s están presentes en algunas de estas patologías

hematológicas [90 – 94]. En este estudio de acuerdo a los resultados se determinó

que el polimorfismo c.-181+3191T>C presenta asociación con el desarrollo de

LMA.

El polimorfismo c.-181+3191T>C se encuentra localizado en la región intergénica

del receptor que codifica el receptor NKG2D (KLRK1) y NKG2F. En esta región

intergénica se localiza la región promotora para el receptor NKG2D. Este cambio

de base G → A en la región promotora del gen KLRK1 conllevaría a una posible 

disminución en la expresión del receptor NKG2D. En estudios anteriores de

citotoxicidad mediada por células, donde se expusó a células NK con la línea

tumoral K526, se determino que SNP´s o haplotipos de SNP en el NKC, donde se

encuentra el polimorfismo c.-181+3191T>C, pueden disminuir o aumentar la

actividad citotóxica de la célula NK [103]. Este experimento “in vitro” corrobora que

el polimorfismo c.-181+3191T>C disminuye la actividad citotóxica de la célula NK.

Aunque este polimorfismo “in vitro” disminuye la actividad citotóxica de la célula

NK, para corroborar que la célula NK de pacientes con LMA que presentan el alelo

A en el polimorfismo c.-181+3191T>C, se deberían de realizar ensayos de

citotoxicidad de células tumorales de los pacientes con LMA enfrentadas contra

las células NK del mismo paciente y por separado las células tumorales contra

células NK de controles sanos.
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XII. CONCLUSIONES

Se logró calcular la frecuencia de los dos polimorfismos c.214A>G y c.-

181+3191T>C en población mexicana. Resultando el alelo G de mayor frecuencia

para los dos polimorfismos.

Al analizar los datos para calcular si existe formación de haplotipos, se obtuvo la

formación de un haplotipo entre los dos SNP´s.

Aunado a esto se logro determinar asociación entre el polimorfismo c. -

181+3191T>C y el desarrollo de LMA. Obteniéndose el alelo A, como alelo de

riesgo para el desarrollo de LMA.
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IX.- ANEXOS.

SNP Genotipo OR IC P

c.214A>G
GG 0.9914 0.5914 – 1.6616 0.9201

GA 0.9572 0.5653 – 1.6271 0.979

AA 2.2526 0.2948 – 17.2160 0.7674

c.-181+3191T>C
GG 0.8036 0.4825 – 1.3382 0.4814

GA 1.1914 0.7091 – 2.0024 0.6006

AA 2.2526 0.2948 – 17.2160 0.7674

Tabla A1.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

genotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes, tanto con diagnóstico de LMA

como LLA.

SNP Genotipo OR IC p

c.214A>G
GG 0.8867 0.4429 – 1.7715 0.8786

GA 0.9412 0.4536 – 1.9572 0.9782

AA 6.1549 1.0150 – 47.4836 0.1703

c.-181+3191T>C
GG 0.7347 0.3704 – 1.4544 0.4907

GA 1.1533 0.5639 – 2.3641 0.8460

AA 6.1549 0.7978 – 47.4836 0.1703

Tabla A2.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

genotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes solo con diagnóstico de LMA.
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SNP Genotipo OR IC p

c.214A>G
GG 1.0358 0.5697 – 1.8815 0.9690

GA 0.9949 0.5467 – 1.8122 0.8904

AA

c.-181+3191T>C
GG 0.8340 0.4632 – 1.5006 0.6554

GA 1.2381 0.6827 – 2.2344 0.5832

AA

Tabla A3.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

genotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes solo con diagnóstico de LLA.

No fue posible calcular la razón de momios para los genotipos homocigotos para A, debido a que

ningún paciente con LLA presenta este genotipo.

SNP Alelos OR IC p

c.214A>G
G 0.9497 0.5871 – 1.5363 0.9325

A 1.0529 0.5467 – 1.8122 0.9325

c.-181+3191T>C
G 0.7917 0.4908 - 1.2770 0.4074

A 1.2632 0.7831 – 2.0376 0.4074

Tabla A4.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

alelos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes, tanto con diagnóstico de LMA

como LLA.
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SNP Alelos OR IC P

c.214A>G
G 0.7919 0.4207 – 1.4891 0.5866

A 1.2628 0.5467 – 1.8122 0.5866

c.-181+3191T>C
G 0.4969 0.2590 – 0.9525 0.0548*

A 2.0124 1.0401 – 3.8608 0.0548*

Tabla A5.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

genotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes solo con diagnóstico de LMA.

Se muestra un valor estadísticamente significativo para el SNP c.-181+3191T>C.

SNP Alelos OR IC P

c.214A>G
G 1.0725 0.6048 – 1.9008 0.9275

A 0.9324 0.5261 – 1.6533 0.9275

c.-181+3191T>C
G 0.8796 0.5018 – 1.5411 0.7668

A 1.1368 0.6489 – 1.9926 0.7354

Tabla A6.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

genotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes solo con diagnóstico de LLA.

Haplotipos OR IC P

GG 0.8559 0.5358 – 1.3629 0.5953

AG 0.3338 0.0371 – 2.2343 0.5652

GA 5.4220 0.0603 – 48.7236 0.2154

AA 1.1372 0.6907– 1.8652 0.7056

Tabla A7.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

haplotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes, tanto con diagnóstico de LMA

como LLA.
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Haplotipos OR IC P

GG 0.7523 0.4058 – 1.3934 0.4675

AG 3.6357 0.2259 – 58.5241 0.9087

GA

AA 1.4124 0.7454 – 2.6789 0.384

Tabla A8.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

haplotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes solo con diagnóstico de LMA.

No fue posible calcular la razón de momios del haplotipos GA, debido a que no existe ningún

paciente con LMA que presente este haplotipo.

Haplotipos OR IC P

GG 0.9299 0.5391 – 1.6032 0.9067

AG 0.5320 0.0591 – 3.5683 0.9277

GA 6.4839 0.9219 – 62.6900 0.1876

AA 0.9800 0.5429 – 1.7701 0.9315

Tabla A9.- Valores de la razón de momios (OR), el índice de confianza (IC) y el valor de p, para los

haplotipos, cuando se consideran los datos totales de los pacientes solo con diagnóstico de LLA.
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