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RESUMEN (en español) 

 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad muy heterogénea desde el punto de 
vista morfológico y molecular lo que dificulta su pronóstico y tratamiento. Estudios previos han 
mostrado que el patrón epigenético de la LMA, y principalmente la metilación del ADN, se 
modifica durante la progresión de la enfermedad dando lugar a una expresión aberrante de 
oncogenes y genes supresores tumorales. El tratamiento con agentes hipometilantes (5azaC y 
DAC), actualmente utilizados en la práctica clínica, ha mejorado significativamente la 
supervivencia de estos pacientes, aunque existe un gran desconocimiento sobre cuáles son los 
mecanismos o dianas sobre los que actúan estos compuestos. Las células NK (Natural Killer o 
asesinas naturales) son componentes del sistema inmune innato cuya actividad está regulada 
por un exhaustivo balance entre receptores de activación y de inhibición. NKG2D es uno de los 
principales receptores de activación de las células NK que también se expresa en células NKT, 
linfocitos T γδ y T αβ CD8+. Este receptor es capaz de reconocer múltiples ligandos (MICA, 
MICB, ULBPs1-6) expresados en situaciones de daño y estrés celular como ocurre durante el 
desarrollo tumoral. A pesar de ello, las células tumorales han desarrollo diversas estrategias 
para evadir el reconocimiento inmunológico como la inhibición de su expresión y/o la 
liberación de estos ligandos en su forma soluble (sNKG2DL).  

En base a estos antecedentes, el objetico principal de esta tesis ha sido determinar la 
implicación de la metilación del ADN y del tratamiento con agentes desmetilantes en la 
regulación de la expresión y liberación de los NKG2DL en la LMA así como sus posibles 
consecuencias sobre el reconocimiento inmunológico.  

Nuestros resultados muestran que la expresión de los NKG2DL es más limitada en la LMA 
que en otros tumores hematológicos y sólidos. El patrón de metilación del ADN en estos genes, 
excepto en MICB, está aberrantemente metilado en líneas celulares de LMA  asociándose a 
una  inhibición transcripcional. Resultados similares fueron observados en pacientes con LMA 
donde el 59% de estos presentan metilación en al menos un ligando de NKG2D. Además, se 
observó que el tratamiento con agentes desmetilantes, 5azaC y DAC, incrementa la expresión 
de los NKG2DL en la superficie celular favoreciendo el reconocimiento inmunológico mediado 
por las células citolíticas NKG2D-positivas (NK y linfocitos T CD8+).  

Adicionalmente, se analizó el efecto de los agentes desmetilantes sobre la liberación de los 
sNKG2DL en la LMA. Se observó que los niveles de sNKG2DL están significativamente 
reducidos tanto en líneas celulares como en pacientes con LMA tras el tratamiento con estas 
drogas epigenéticas. La disminución en los niveles de sMICA, sMICB y sULBP2 está asociada a 
la desmetilación del inhibidor de proteasas TIMP3, el cuál bloquea la actividad de ADAM17. 
Además, TIMP3 se encuentra metilado en pacientes con LMA asociándose con un pronóstico 
citogenético adverso de la enfermedad.  

En conclusión, los resultados derivados de esta tesis muestran que los mecanismos 
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epigenéticos, y en concreto la metilación  del ADN, juega un papel esencial en la regulación de 
la expresión de los NKG2DL y en la liberación en sus formas solubles durante el desarrollo de la 
LMA. El tratamiento de estos pacientes con agentes desmetilantes, actualmente utilizados en 
la práctica clínica, permitirá modular la expresión de los NKG2DL y favorecer el reconocimiento 
inmunológico mediado por la interacción NKG2D-NKG2DL.  

 
 

RESUMEN (en Inglés) 
 

 Acute myeloid leukemia (AML) is a morphological and genetic heterogeneous disease 
which complicates its prognosis and treatment. Previous studies have suggested that the 
epigenetic patterns, and specifically DNA methylation, are modified during the development of 
AML, promoting an aberrant expression of several oncogenes and tumor-suppressor genes. 
Currently, hypomethylating drugs (5azaC and DAC) are used as treatment in AML. However, 
the action mechanisms of these drugs are poorly understood.  

NK cells (natural killer) are components of the innate immune system whose activity is 
regulated by a tight balance between activating and inhibitory receptors. NKG2D is one of the 
main activating receptor for NK cells which is also expressed in NKT cells, γδ T and T αβ CD8 + 
lymphocytes. This receptor is able to recognize multiple ligands (MICA, MICB, ULBPs1-6) 
expressed in cell stress situations as cancer. However, cancer cells have developed several 
strategies to avoid the immune response such as release of NKG2DL from the cell surface on 
soluble form (sNKG2DL).  

Therefore, the main objective of this thesis has been to determine the role of DNA 
methylation and hypomethylating treatment effect on the regulation of expression and release 
of NKG2DL in AML, and their possible consequences in the immune recognition mediated by 
NKG2D-positive cells.   

Firstly, the NKG2DL expression pattern showed that NKG2DL expression was 
heterogeneous and highly restricted to AML cells respect other tumor types. Quantification of 
DNA methylation showed that all NKG2DL, except MICB, were aberrantly methylated in AML 
cell lines which was associated with lack of transcription. Also, we found that 59% of AML 
patients showed high levels of DNA methylation for at least one NKG2DL. Treatment with 
hypomethylating drugs (5azaC, DAC) increased the NKG2DL on the cell surface of AML cells 
promoting the immune recognition mediated by NK and CD8+ T lymphocytes.   

Next, it was analyzed the effect of hypomethylating drugs on the release of NKG2DL in 
AML. Results showed that sNKG2DL levels were significantly reduced after treatment in cell 
lines and AML patients. sMICA, sMICB and sULBP2 levels were reduced after hypomehtylating 
treatment as consequence of TIMP3 hypomethylation, an ADAM17 inhibitor. Moreover, 
abnormal hypermethylation of TIMP3 was associated with adverse cytogenetic prognosis in 
AML patients. 
 In conclusion, these results suggest that DNA methylation plays an important role in 
the regulation of NKG2DL expression and release in AML. Treatment with hypomethylating 
drugs could be a relevant strategy to enhance the NKG2DL expression and therefore, the 
immune recognition mediated by NKG2D-NKG2DL. 
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ADAM A disintegrin and 

metalloproteinases 

ADAM10 ADAM metallopeptidase 

domain 10 

ADAM17 ADAM metallopeptidase 

domain 17 

AZA 5’-azacitidina 

DAC 5’-aza-2’-deoxicitidina 

DNMTs DNA methyltransferasas 

FAB French-American-British 

cooperative group 

FDA Food and Drug 

Administration 

HDACs Histona deacetilasas  

IFN-γ Interferon gamma 

LMA Leucemia mieloide aguda 

MICA/B MHC class I-related-A/-B 

MMP Matrix metalloproteinase 

MPs Metaloproteasas 

NCR Natural cytotoxicity 

receptor 

NK Células naturales asesinas 

(Natural killer) 

NKG2D Natural killer group 2 D 

NKG2DL Ligandos de NKG2D 

OMS Organización mundial de 

la salud 

sNKG2DL NKG2DL solubles 

sMICA/B MICA/B soluble 

sULBPs 1-3  ULBPs 1-3 soluble 

TGF-β Transforming growth 

factor-β 

TIMP3 Tissue inhibitor of 

metalloproteinase 3 

TM Región transmembranal 

TPH Trasplante de 

progrenitores 

hematopoyéticos 

ULBP1-3 UL16 binding proteins 1-3
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1. LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA 

La hematopoyesis se define como el proceso de formación, desarrollo y 

maduración de las células de la sangre a partir de una célula madre hematopoyética. 

Esta célula madre se divide y da lugar a dos linajes principales: el linaje linfoide que 

engloba los linfocitos T, linfocitos B y las células NK (Natural Killer); y el linaje mieloide 

del que derivan las plaquetas, eritrocitos, granulocitos y monocitos (Figura 1).  

 

Célula madre 
hematopoyética

Progenitor mieloide Progenitor linfoide

Megacariocito

Plaquetas

Eritrocito Mastocito
Mieloblasto

Basófilo Neutrófilo Eosinófilo Monocito

Macrófago

NK Linfoblasto

Linfocito T Linfocito B

Célula plasmática

 

 

Figure 1. Hematopoyesis del linaje linfoide y mieloide. Modificado de Nobili y col., 2016. 

 

 

El bloqueo en el proceso de diferenciación de las células mieloides y como 

consecuencia de ello, la proliferación anormal de los precursores mieloides tanto en 

sangre periférica, médula ósea o incluso en tejidos, desencadena el desarrollo de la 

Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (Saultz y col., 2016). Mientras en las leucemias 

pediátricas predomina el linaje linfoide, las leucemias que tienen lugar en individuos 
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de edad avanzada (> 65 años) son mayoritariamente mieloides. De hecho, la incidencia 

de esta enfermedad incrementa con la edad, siendo en pacientes jóvenes de 1.3 casos 

por 100.000 habitantes/año mientras que en pacientes de edad avanzada es de 12.2 

casos por 100.000 habitantes/año (De Kouchkovsky y col., 2016). Esto es debido al 

deterioro funcional de las células madre hematopoyéticas que se produce con la edad 

dando lugar a la pérdida de las funciones linfoides y a un aumento de la estirpe 

mieloide (Rossi y col., 2005).  

En sus orígenes, la LMA era una enfermedad incurable. Sin embargo, gracias a los 

avances realizados durante los últimos años, entre el 35-40% de los pacientes menores 

de 60 años tienen curación. Sin embargo, en pacientes de edad avanzada, ésta es sólo 

de un 5-15% por lo que sigue siendo necesaria la búsqueda de nuevos mecanismos y 

dianas terapéuticas que ayuden a mejorar estos datos de supervivencia (Döhner y col., 

2010).  

 

1.1.- Clasificación 

 En 1857 Friedreich (Friedreich, 1857) realizó la primera clasificación de las 

leucemias dividiéndolas en agudas y crónicas. Posteriormente, Neumann (Neumann, 

1882) acuñó el término “mieloide” para referirse a aquellas leucemias que se originan 

en la médula ósea. En el año 1976, el grupo cooperativo francés-americano-inglés, o 

FAB (French-American-British cooperative group) desarrolló por primera vez una 

clasificación que categorizaba en 7 subtipos (M0-M7) a los pacientes de LMA en base a 

sus características morfológicas e inmunohistoquímicas, la denominada clasificación 

de la FAB (Bennett y col., 1976) (Tabla 1). Pero esta clasificación continúa teniendo 

diversas limitaciones ya que no existe una clara relación entre el subtipo FAB y el 

pronóstico de la enfermedad, no incorpora datos citogenéticos y moleculares, y 

además muestra una gran variabilidad inter-observador a la hora de definir el subtipo 

de la enfermedad. 
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Tabla 1. Clasificación de la FAB para la LMA. 

 

 

En el año 2008, y debido a los grandes avances en el campo de la citogenética, la 

OMS (Organización Mundial de la Salud) estableció una nueva clasificación de la LMA 

basándose no sólo en las características morfológicas sino integrando también 

información genética, inmunofenotípica y biológica (Vardiman y col., 2009). A medida 

que avanzan los estudios citogenéticos, se han descrito nuevas asociaciones genéticas 

asociadas a la enfermedad lo que hace que esta clasificación sea revisada 

periódicamente. En la Tabla 2 se recoge la última revisión de la clasificación de la OMS 

(Arber y col., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FAB Descripción Tipo celular predominante 

M0 Indiferenciada Mieloblastos no diferenciados 

M1 Mínimamente diferenciada Mieloblastos mínimamente diferenciados 

M2 Diferenciada Mieloblastos con diferenciación 

M3 Promielocítica Promielocitos hipergranulares 

M4 Mielomonocítica Mielomonoblastos 

M5 Monocítica Monoblastos 

M6 Eritroleucemia Eritroblastos y mieloblastos 

M7 Megacariocítica Megacarioblastos 
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LMA con anormalidades genéticas recurrentes 

LMA con t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 

LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

LPA con PML-RARA 

LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A 

LMA con t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 

LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q2.3;q26.2); GATA2, MECOM 

LMA (megacarioblástica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1 

Entidad provisional: AML con BCR-ABL1 

LMA con mutación NPM1 

LMA con mutaciones bialélicas CEBPA 

Entidad provisional: LMA con mutación RUNX1 

LMA con cambios relativos a mielodisplasia 

Neoplasmas mieloides relativos a terapia 

LMA, NOS 

LMA con mínima diferenciación 

LMA sin maduración 

LMA con maduración 

Leucemia mielomonocítica aguda 

Leucemia monoblástica/monocítica aguda 

Leucemia eritroide pura 

Leucemia megacarioblástica aguda 

Leucemia basofílica aguda 

Panmielosis aguda con mielofibrosis 

Sarcoma mieloide 

Proliferaciones mieloides debidas al síndrome de Down 

Mielopoyesis transitoria anormal (MTA) 

Leucemia mieloide asociada con síndrome de Down 

 
 

Tabla 2. Clasificación de la OMS para la LMA. LPA: leucemia promielocítica 
aguda; NOS (not otherwise specified). 

1.2.- Aberraciones cromosómicas y mutaciones génicas 

Hace más de 40 años, y debido al descubrimiento de diversas aberraciones 

cromosómicas como las translocaciones t(15;17) y  t(8;21), se estableció que la LMA es 

una enfermedad con base genética (Rowley, 1973; Rowley y col., 1977). En la mayoría 

de los pacientes con LMA se producen alteraciones cromosómicas y diversas 

mutaciones, siendo algunas bastante habituales mientras que otras se dan en un 

pequeño porcentaje de pacientes. Actualmente, el análisis citogenético de las células 
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en metafase es una herramienta muy utilizada para el seguimiento de los pacientes 

diagnosticados con LMA, considerándose hasta el momento el factor pronóstico más 

importante.  

Diversas aberraciones cromosómicas, principalmente reordenamientos y 

deleciones, han sido asociadas con el pronóstico de la LMA (Tabla 3). Aquellos 

pacientes con LMA que tienen un cariotipo normal y presenten alteraciones 

cromosómicas, como las translocaciones t(15;17), t(8;21) ó t(16;16), ó la inversión 

inv(16) tendrán un pronóstico citogenético favorable. Mientras que si poseen un 

cariotipo normal pero tienen otras alteraciones, como la translocación t(9;11) o la 

trisomía 8, presentarán un pronóstico citogenético intermedio. Finalmente, si poseen 

un cariotipo complejo o monosómico, o presentan deleciones en el cromosoma 5 ó 7 

se asociará a un pronóstico citogenético desfavorable (Yohe., 2015).  

 

  

Tabla 3. Asociación de las aberraciones citogenéticas y moleculares con el pronóstico de la LMA.  
*≥ 2 monosomías o 1 monosomía y una adicional o más diferencias estructurales. ITD (Internal 
tandem duplications), CBF-leukemia (Core binding factor leukemia) (Yohe., 2015). 
 

 

Además, durante el desarrollo de la LMA van surgiendo alteraciones moleculares 

también relacionadas con el pronóstico de la enfermedad. Entre las alteraciones más 

frecuentes, y que se analizan rutinariamente en el seguimiento clínico de la 

enfermedad, se encuentran las mutaciones en FLT3, NPM1 y CEBPBA: 

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) es un receptor de tirosin quinasa que se expresa 

en células madre hematopoyéticas, macrófagos y granulocitos (Kikushige y col., 2008). 

Riesgo Citogenética Molecular 

Favorable inv(16) o t(16;16); t(8;21); t(15;17) 

Citogenética normal con mutación aislada 

bialélica de CEBPA ó mutación en NPM1 sin 

FLT3-ITD 

Intermedio 
Citogenética normal; Trisomía 8 aislada; t(9;11); 

otros cambios 

Mutación KIT en el CBF-leukemia: inv(16) o 

t(16;16); t(8;21) 

Adverso 

Compleja (≥ 3 anormalidades); cariotipo 

monosómico*; -5/-5q o -7/-7q; 11q23 distinto de 

t(15;17); inv(3) o t(3;3); t(6;9); t(9;22) 

Citogenética normal con FLT3-ITD 
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Tiene funciones esenciales en el control de la supervivencia y la proliferación celular a 

través de la activación de la vía PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa) y las GTPasas RAS, 

respectivamente (Grafone y col., 2012). FLT3 se encuentra sobre-expresado en 

pacientes con LMA, sobre todo en aquellos pacientes que presentan un porcentaje 

elevado de blastos mieloides (Kuchenbauer y col., 2005). Su ligando, FL o FLT3L, (FLT3 

ligand), también está sobreexpresado en pacientes con LMA lo que desencadena una 

señal autocrina o paracrina que activa de forma continuada a FLT3 (Zheng y col., 2004). 

La presencia de mutaciones en el gen FLT3 es muy frecuente, mostrándose en un 

tercio de los pacientes con LMA. Concretamente se conocen dos mutaciones 

diferentes para FLT3; FLT3-ITD y FLT3-TKD. La duplicación interna en tándem (ITD), 

producida en el exón 14, es la mutación más común (20% de los pacientes) 

incrementándose aún más (40%) en aquellos pacientes que presentan un cariotipo 

normal (Ofran y col., 2013). Múltiples estudios han demostrado que esta mutación 

FLT3-ITD está inversamente relacionada con la supervivencia global y la supervivencia 

libre de recaída (Patel y col., 2012; Port y col., 2014). La mutación FLT3-TKD (tyrosin 

kinase domain) es menos frecuente (7% de los pacientes con LMA) y consiste en una 

mutación puntual en el dominio TKD que tiene lugar el residuo aminoacídico 835 del 

aspartato o en el residuo 836 de la isoleucina. Como consecuencia de estas mutaciones 

se produce la autofosforilación del dominio tirosina de FLT3 y, por lo tanto, su 

activación continuada.  A diferencia de lo que ocurre con la mutación FLT3-ITD, FLT3-

TKD no se asocia a la supervivencia global o libre de enfermedad (Sheikhha y col., 

2003; Barragán y col., 2011).  

NPM1 (Nucleophosmin 1) es una fosfoproteína nucleolar asociada a las 

translocaciones cromósomicas NPM1-RARA y NPM1-MLF1, características de pacientes 

con leucemia promielocítica aguda que presentan las translocaciones t(15;17) y t(3;5), 

respectivamente (Naoe y col., 2006). NPM1 participa en múltiples funciones celulares 

como el control de la formación y exportación de los ribosomas, la estabilización del 

oncogen p14Arf el cual induce parada en la fase G2 del ciclo celular y apoptosis, y la 

regulación de la duplicación centrosómica (Falini y col., 2011). El 35% de los pacientes 

con LMA que presentan un cariotipo normal muestran mutaciones en el gen NPM1 

(Verhaak y col., 2005). Esta mutación consiste en la inserción de 4 bases diferentes 
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(tetranucleótido) en el exón 12 dando lugar a diversos subtipos. La más frecuente es la 

mutación tipo A (TCTG) que se da en el 80% de los casos, seguida de la de tipo B 

(CATG) y tipo D (CCTG) cuya frecuencia es del 10%. También pueden ocurrir 

inserciones de 2 a 9 bases, pero éstas son infrecuentes (Falini y col., 2005). En ausencia 

de otras aberraciones cromosómicas como la mutación FLT3-ITD, la presencia de 

mutaciones en NPM1 se asocia con un buen pronóstico de la enfermedad. De hecho, el 

80% de los pacientes que portan mutaciones en NPM1 presentan una remisión 

completa de la enfermedad que va acompañada de una disminución en el número de 

células leucémicas tras el tratamiento con agentes quimioterapéuticos (Schneider y 

col., 2009).  

CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) es un factor de transcripción 

expresado en células mielomonocíticas y en granulocitos diferenciados (Koschmieder y 

col., 2009). Aproximadamente el 15% de los pacientes con LMA presentan mutaciones 

en CEBPA (Pabst y col, 2001), siendo la mutación en un único alelo del gen CEBPA 

(CEBPAsm, single-mutated CEBPA) la más frecuente (50% de los casos). Otras 

mutaciones, aunque mucho más infrecuentes, son la mutación bialélica (CEBPAdm, 

double-mutated CEBPA) y la mutación homozigota debido a la pérdida de 

heterocigosidad (Wouters y col., 2007; Wouters y col., 2009). Las mutaciones bialélicas 

más frecuentes consisten en una mutación en el extremo N-terminal de un alelo y una 

mutación bZIP (C-terminal basic leucine zipper region) en el C-terminal del otro alelo. 

Sin embargo, las mutaciones CEBPAsm pueden ocurrir o bien en el extremo N-terminal 

o en el C-terminal. En general, la presencia de mutaciones en CEBPA (principalmente 

CEBPAdm) se asocia con un buen pronóstico de la enfermedad debido a que estos 

pacientes presentan un menor número de aberraciones génicas (Green y col., 2010; 

Taskesen y col., 2011 Li y col., 2015).  

 

1.3.- Tratamiento 

En la actualidad, se administran dos tipos de terapia a los pacientes 

diagnosticados con LMA: la terapia convencional que se aplica como primera línea de 
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tratamiento en la mayoría de los pacientes y las terapias alternativas basadas 

principalmente en el uso de agentes hipometilantes. 

 

 1.3.1.-Tratamiento convencional  

El tratamiento convencional de la LMA se divide en dos fases: una primera fase 

de reducción que consiste en la disminución del mayor número de células leucémicas y 

una segunda fase de consolidación cuyo objetivo es eliminar de forma permanente el 

resto de células leucémicas que puedan haber quedado en el paciente con el fin de 

evitar futuras recaídas de la enfermedad. En la fase de reducción se utilizan diversos 

agentes quimioterapéuticos que, en su mayoría, son variaciones de la citarabina 

combinadas con antraciclinas (daunorubicina, idarrubicina) (Roboz, 2011). Se 

administran a pacientes con una edad inferior a los 60 años o pacientes de edad 

avanzada pero que presentan un buen pronóstico de la enfermedad (Saultz y col., 

2016). El uso de estos agentes quimioterapéuticos consigue una remisión completa en 

el 65-73% de los pacientes jóvenes, mientras que en pacientes de edad avanzada es 

sólo de un 36-62% (Estey y col., 2006; Fernández y col., 2009). En la fase de 

consolidación existen tres posibles alternativas de tratamiento en función del 

pronóstico del paciente. Si el pronóstico es favorable se recurre al uso de los mismos 

agentes quimoterapéuticos empleados en la fase de reducción y a dosis similares, y 

solo de forma eventual se realiza un trasplante de progenitores hematopoyéticos 

(TPH) autólogo. Si el pronóstico es desfavorable, se lleva a cabo un TPH alogénico. Sin 

embargo, no está recomendado en pacientes de edad avanzada debido a su alto riesgo 

y a una mayor tasa de mortalidad y morbilidad (Versluis y col., 2015). Finalmente, si el 

pronóstico de la LMA es intermedio las opciones terapéuticas no están definidas y se 

actuará en base a la recomendación del especialista.  
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 1.3.2.- Agentes hipometilantes  

La eficacia de los tratamientos convencionales frente a la LMA es limitada.  

Además, en muchos casos se asocia a altas tasas de mortalidad y morbilidad 

principalmente en pacientes de edad avanzada, sugiriendo que el uso de estos 

tratamientos no es el más adecuado para esta clase de pacientes. Por este motivo se 

recurre a tratamientos paliativos como los antibióticos, transfusiones de sangre, 

hidroxiurea y/o factores de crecimiento hematopoyético. Sin embargo, la 

supervivencia media de los pacientes que reciben tratamientos paliativos es 

únicamente de 3 meses y menos del 10% de ellos sobreviven más allá de los dos años 

(Kantarjian y col., 2010). Debido a esto, las investigaciones actuales están dirigidas a 

identificar nuevas dianas moleculares claves en el desarrollo de la enfermedad con el 

fin de desarrollar terapias alternativas que favorezcan la supervivencia y la calidad de 

vida de los pacientes con LMA, principalmente de los pacientes con edad avanzada.   

Antiguamente los agentes hipometilantes se utilizaban por su efecto citostático a 

elevadas dosis, hoy en día se sabe que son azanucleósidos análogos al nucleósido 

citidina que se incorporan al ADN. Estos compuestos actúan como agentes 

antitumorales a través de dos vías diferentes: la hipometilación del ADN a través de la 

inhibición de las DNA metiltransferasas (DNMT) y la citotoxicidad debida a su 

incorporación en el ADN activando la respuesta al daño (Diesch y col., 2016).  Los 

agentes hipometilantes más conocidos y usados actualmente en la práctica clínica son 

azacitidina (5’-azacitidina, AZA) y decitabina (5’-aza-2’-deoxicitidina, DAC).  Aunque 

ambos agentes actúan como agentes hipometilantes y afectan a la viabilidad celular, 

existen diversas diferencias entre ellos. DAC se incorpora únicamente al ADN mientras 

que AZA lo hace tanto al ADN como al ARN promoviendo la inhibición de la síntesis 

proteica. Por otro lado, aunque ambos incrementan el número de células en fase sub-

G1, DAC también produce un incremento de las células en fase G2-M mientras que 

reduce las células en fase G0/G1. A nivel de la expresión génica, mientras que AZA 

disminuye principalmente la expresión de genes relacionados con el ciclo celular, la 

división celular o la mitosis; DAC incrementa mayoritariamente la expresión de genes 

asociados a la diferenciación celular y al sistema inmune (Hollenbach y col., 2010). 
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Azacitidina, (Vidaza®, Celgene, New Jersey, USA) fue sintetizada por primera vez 

en el año 1964 (Sorm y col., 1964) y en 1967 se sugirió por primera vez su potencial 

como tratamiento frente a la LMA, sólo o en combinación con los agentes 

quimioterapéuticos utilizados como terapia convencional (Von Hoff y col., 1976). Pero 

no fue hasta el año 2004 cuando fue aprobado por la FDA (Food and Drug 

Administration) para el tratamiento de la LMA en pacientes de edad avanzada y que no 

eran candidatos a recibir una quimioterapia de inducción convencional. En estudios 

clínicos en fase III, en pacientes con un porcentaje de blastos leucémicos del 20% o 

superior, se observó que el tratamiento con Vidaza® incrementa la supervivencia 

global (24.5 meses) en relación con el tratamiento convencional (1-4 meses), incluso 

en aquellos pacientes de edad avanzada (Fenaux y col., 2010). Estos resultados fueron 

posteriormente corroborados por otros grupos, como los derivados de los registros 

franceses y austriacos donde se observó un incremento de la supervivencia en 

pacientes respondedores frente a no respondedores al tratamiento (9-10 vs. 3 meses) 

(Pleyer y col., 2014; Thépot y col., 2014) o el realizado por  Dombert y col. (Dombret y 

col., 2015) en pacientes de edad avanzada donde la supervivencia global de estos 

aumento significativamente  respecto a los tratamientos convencionales (10.4 vs. 6.5 

meses). Se ha mostrado que el tratamiento con Vidaza® disminuye la enfermedad del 

injerto contra huésped tras el TPH en aquellos pacientes de LMA que habían sufrido 

una recaída de la enfermedad (Ghobadi y col., 2016). Actualmente este tratamiento 

está recomendado para pacientes de LMA con una edad superior a 65 años o para 

aquellos pacientes que tienen un pronóstico adverso de la enfermedad y no pueden 

recibir un TPH alogénico.   

DAC (Dacogen®, Janssen Cilag) fue aprobado en el año 2008 por la FDA para el 

tratamiento de la LMA y en concreto de aquellos pacientes de edad avanzada que 

presentan una LMA primaria y contienen un porcentaje de blastos superior al 30% 

(Kantarjian y col., 2012). Sin embargo, existen controversias respecto a esto ya que 

estudios recientes han sugerido su mayor eficacia en el tratamiento de las LMA 

secundarias, mostrando en estos pacientes una respuesta superior al 70% de los casos 

(Khan y col., 2017). Estudios clínicos en fase II realizados en pacientes de edad 

avanzada y con alto riesgo mostraron que el 25-47% de los pacientes responden al 
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tratamiento (Caschen y col., 2010; Blum y col., 2010). Sin embargo, aunque posteriores 

estudios en fase II y fase III indican que el tratamiento con decitabina aumenta la tasa 

de remisión y también la supervivencia global, su eficacia no es tan significativa como 

el tratamiento con Vidaza® (Dombret y col., 2015). Por otra parte, se ha sido descrito 

que el tratamiento con decitabina en combinación con el TPH procedente de 

individuos haploidénticos ofrece una mayor supervivencia global y supervivencia libre 

de enfermedad respecto a los tratamientos convencionales (Jing y col., 2016).  A pesar 

de que este tratamiento no ofrece resultados tan prometedores en la tasa de 

supervivencia como Vidaza®, la mejora en la supervivencia es lo suficientemente 

relevante para que haya sido aprobado para la FDA como tratamiento en pacientes 

con LMA de edad avanzada y que no son candidatos a recibir un trasplante de 

progenitores hematopoyéticos.   

A pesar del uso frecuente de estos agentes hipometilantes en la práctica clínica y 

de los buenos resultados obtenidos, no se conoce exactamente los genes o 

mecanismos moleculares sobre los que actúan. Por lo tanto, son necesarios estudios 

epigenéticos adicionales que determinen exactamente que dianas o mecanismos son 

modulados por estos tratamientos en la LMA.  

 

2. LA EPIGENÉTICA 

En 1942, Conrad Waddington (Waddington, 1942), haciendo alusión a las 

diferencias observadas en el desarrollo estructural de las moscas Drosophila, definió la 

epigenética como la interacción entre los genes y sus productos para generar un 

fenotipo determinado. Actualmente, la epigenética se define de forma más precisa 

como el estudio de los cambios en la expresión génica que se heredan de forma 

estable sin afectar a la propia secuencia del ADN (Berger y col., 2008). La mayor parte 

de estos cambios se establecen durante la división celular, permitiendo a las células 

generar una gran variedad de fenotipos diferentes a partir de un mismo genotipo.  
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Existen cuatro componentes claves en la regulación epigenética: la metilación del 

ADN, las modificaciones de histonas, los miRNAs y los complejos remodeladores de la 

cromatina. Estos mecanismos de regulación influyen en la interacción del ADN con las 

histonas, y, por lo tanto, en el grado de compactación de la cromatina. De modo que la 

presencia de marcas de histonas represivas y la metilación del ADN provocarán un 

estado conformacional cerrado de la cromatina asociado a represión génica. Por el 

contrario, la presencia de marcas de histonas activadoras y la hipometilación del ADN 

provocan un estado conformacional abierto de la cromatina facilitando el acceso de los 

factores de transcripción y el inicio de la expresión génica.  

 

2.1.- La metilación del ADN 

 La metilación del ADN es el mecanismo epigenético mejor estudiado hasta la 

fecha y se asocia fundamentalmente a la represión génica. Consiste en la adición de un 

grupo metilo (CH3) a la posición 5 del anillo pirimidímico de la citosina de un 

dinucleótido CpG (citosinas precedidas de guanina). El genoma humano consta de 28 

millones de CpG de los cuales el 60-80% se encuentran normalmente metilados (Smith 

y col., 2013) y alrededor de un 10% de estos dinucleótidos CpG se concentran en islas 

CpG, es decir, en regiones de entre 200-2.000 bases que tienen una proporción de CpG 

superior al 50% (Esteller, 2008).  

 Las enzimas responsables de la metilación del ADN son las DNMTs (DNA 

methyltransferases) que catalizan la adicción de un grupo metilo desde la S-

adenosilmetionina (SAM) hasta la posición 5’ del anillo de la citosina (Figura 2).  
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Figura 2. Metilación del ADN y su efecto en la expresión génica. SAM (S-
adenosilmetionina), SAH (S-adenosilhomocisteína), DNMT (DNA metiltransferasa). 

 

 

En mamíferos existen tres DNMTs catalíticamente activas: DNMT1, DNMT3A y 

DNMT3B. La DNMT1 se encarga de mantener el patrón de metilación del ADN parental 

en las hebras hijas durante la replicación. La DNMT3A y DNMT3B, expresadas en 

células embrionarias y cuya expresión se va perdiendo con la diferenciación celular, se 

encargan de la metilación “de novo” que tiene lugar durante el desarrollo embrionario, 

pero en momentos diferentes. Mientras que la DNMT3A se encarga de la metilación de 

genes en la última etapa del desarrollo embrionario y después del nacimiento, la 

DNMT3B lleva a cabo la metilación en estadios embrionarios tempranos (Smith y col., 

2013). La metilación del ADN es un mecanismo de gran relevancia durante el 

desarrollo embrionario y la eliminación de alguna de las DNMTs conlleva un fenotipo 

letal en ratones (Li y col., 1992; Okano y col., 1999). En humanos, mutaciones en 

DNMT3B causan el síndrome ICF (Immunodeficiency, Centromere instability and Facial 

anomalies) caracterizado por inestabilidad cromosómica, defectos en el desarrollo e 

inmunodeficiencias (Hansen y col., 1999).  
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El patrón de metilación del ADN en cada estirpe celular se establece durante la 

diferenciación hematopoyética (Ji y col., 2010; Calvanese y col., 2012). Sin embargo, 

estos patrones se van alterando progresivamente con la edad como consecuencia de 

cambios genéticos y de factores externos (Fraga y col., 2007; Fernández y col., 2015; 

Pal y col., 2016) o durante el desarrollo de procesos patológicos como las infecciones, 

enfermedades autoinmunes o el cáncer (Javierre y col., 2008; Esteller, 2008; Reddy y 

col., 2013, Pacis y col., 2015). En cáncer la hipermetilación en las islas CpG de genes 

específicos conlleva al silenciamiento transcripcional de genes supresores tumorales 

(p16INK4a, BRCA1, TP53, CDH-1, etc…)  que promueven la progresión tumoral (Esteller 

M, 2002).  Aunque en la mayoría de los tumores se hable de hipermetilación como un 

fenómeno mayoritario, la hipometilación de oncogenes también está presente en el 

desarrollo tumoral, aunque en menor frecuencia (Ehrlich, 2009). También se han 

identificado mecanismos de desmetilación activa en procesos tumorales a través de la 

acción de la familia de proteínas TET (Ten eleven translocation) por las que la 5-

metilcitosina se transforma en 5-hidroxi-metilcitosina (Tahiliani y col., 2009).  

 Debido a que el patrón de metilación es característico del tumor, el estudio de 

la metilación del ADN permite identificar nuevos biomarcadores tanto de diagnóstico 

como de pronóstico específicos para cada tipo tumoral (Mulero-Navarro y col., 2008; 

Rodríguez-Paredes y col., 2011). 

 

2.2.- La metilación del ADN en la LMA  

Tal y como se ha mencionado previamente, la metilación del ADN es un proceso 

clave durante la diferenciación hematopoyética. Las células madre sanguíneas 

proliferan para poder diferenciarse y dar lugar a las diversas células de los linajes 

linfoide y mieloide. Durante estos procesos de proliferación y diferenciación, los 

patrones de metilación del ADN son modificados permitiendo la hipometilación y 

expresión de genes específicos en cada tipo celular mientras que otros genes no 

expresados se mantienen hipermetilados (Calvanese y col., 2012). La modulación 
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anómala o desregulación de estos patrones de metilación del ADN podría conducir al 

desarrollo de fenotipos tumorales, como la LMA.  

 En el año 1987 se describió por primera vez la implicación de la metilación del 

ADN en la LMA al observar que el gen de la calcitonina estaba aberrantemente 

metilado en estos pacientes (Baylin y col., 1987). Posteriormente, a través de diversos 

estudios de genoma completo se ha determinado el patrón de metilación del ADN en 

pacientes con LMA. En el estudio realizado por el proyecto internacional TCGA (Cancer 

genome atlas research network) se analizó el perfil de metilación en células 

CD34+CD38- de 200 pacientes con LMA primarias mediante arrays de metilación 

observándose que el 67% de las CpG se encontraban hipermetiladas en estos 

pacientes (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013). Aunque los cambios en la 

metilación también tienen lugar en las regiones intergénicas, el 71% de los cambios de 

metilación en la LMA se producen en regiones génicas. Además, el 44% de los 

pacientes presentaban mutaciones en genes relacionados con la metilación del ADN. 

De hecho, aquellos pacientes con mutaciones triples para NPM1, DNMT3A y FLT3 

perdían metilación en el 86% de las regiones analizadas. Es decir, los patrones de 

metilación difieren en función de las mutaciones o aberraciones cromosómicas 

sugiriendo que podría ser muy relevante para categorizar a los pacientes en base a su 

pronóstico citogenético y, por lo tanto, siendo muy útil en el diagnóstico y pronóstico 

de la enfermedad (Figueroa y col., 2010; Cancer genome atlas research network, 2013; 

Li y col., 2017).  

Una de las principales causas de los cambios de metilación observados en 

pacientes con LMA es la mutación en la DNMT3A, enzima responsable de la metilación 

“de novo” del ADN. Esta mutación se encuentra en el 6-36% de los pacientes, y se 

asocia con un mal pronóstico de la enfermedad (Wouters y col., 2016). La mutación 

más común (60% de los casos), tiene lugar en el aminoácido 882 donde la arginina (R) 

cambia por una histidina (H) (Ley y col., 2010). En individuos sanos de edad avanzada 

también se han encontrado mutaciones en la DNMT3A sugiriendo que estas 

mutaciones podrían ser un indicativo de desarrollo futuro de la enfermedad (Jaiswal y 

col., 2014; Spencer y col., 2017). Otra de las mutaciones encontradas en pacientes con 
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LMA (2-23% de los casos) es la mutación en TET2, enzima responsable de la 

hidroximetilación, que se asocia con un pronóstico adverso de la enfermedad, 

especialmente en pacientes con riesgo citogenético intermedio (Tefferi y col., 2009; 

Metzeler y col., 2011). Los genes que codifican este enzima (IDH1, IDH2), y que 

catalizan la conversión de isocitrato en α-cetoglutarato, sufren mutaciones en LMA 

que conducen a la formación de un metabolito aberrante (2-hidroxiglutarato) 

inactivando a TET2 (Ward y col., 2010). Al igual que ocurre con la DNMT3A, se han 

descrito mutaciones en individuos sanos de edad avanzada sugiriendo de nuevo que es 

un proceso que ocurre antes del desarrollo de leucemia (Busque y col., 2012; Jaiswal y 

col., 2014).  

 En conclusión, estos estudios demuestran que la metilación del ADN es un 

mecanismo muy importante en la patogénesis de la enfermedad. El conocimiento de 

los genes o dianas específicos regulados por la metilación del ADN podría ser de gran 

relevancia para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas en esta enfermedad. 

 

 2.3.- Las modificaciones de histonas 

En las células eucariotas, el ADN se empaqueta en la cromatina, cuya unidad 

básica de repetición es el nucleosoma. Cada nucleosoma consiste en 147 nucleótidos 

de ADN que se enrollan alrededor de un octámero de histonas el cual está compuesto 

de dos copias de cada histona (H2A, H2B, H3 y H4). La histona H1 actúa de nexo de 

unión entre los nuclesomas empaquetándolos unos con otros dando lugar a los 

cromosomas (Figura 3). Las colas N-terminales de estas histonas son susceptibles de 

sufrir modificaciones post-traducionales en sus residuos aminoacídicos. Existen 

numerosas modificaciones de histonas, entre las que se encuentran la acetilación, la 

metilación de lisinas y argininas, y la fosforilación.   
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Figura 3. Estructura del nucleosoma.  

 

En el año 1964, Alffrey y col. descubrieron por primera vez la existencia de 

acetilación en las histonas. Este proceso es regulado por la acción de dos familias 

opuestas de enzimas: las histonas acetiltransferasas (HATs) y las histonas 

deacetiltransferasas (HDACs) (Alffrey y col., 1964). Las HAT activan la transcripción 

génica mediante la transferencia de un grupo acetilo desde la acetil-coA a la posición 

є-amino de la lisina. Se conocen dos clases de HAT: tipo A y tipo B. Las HAT tipo B se 

encargan de la acetilación de histonas recién sintetizadas como la acetilación de la 

histona H4 (K5, K12). Las HAT de tipo A son una familia mucho más diversa (GNAT, 

MYST, CBP/p300) que se asocia a complejos multiproteícos para acetilar lisinas en 

múltiples sitios dentro de la región N-terminal de las histonas. Por el contrario, las 

HDAC revierten la acetilación de histonas promoviendo la represión génica. Su 

especificidad no es muy alta de forma que la deacetilación tiene lugar en múltiples 

sitios y no en regiones específicas (Bannister y col., 2011).  

 A diferencia de la acetilación, las lisinas pueden incorporar desde uno a tres 

grupos metilo (mono-, di- o tri-metiladas). Dependiendo de la histona y del grado de 

metilación pueden ser marcas activadoras (H3K4me3, H3K36me3) o represoras 

(H3K9me3, H3K27me2, H3K27me3) de la transcripción. Las argininas también pueden 

encontrarse mono- o di-metiladas en las posiciones H4R3 y H3R2 siendo éstas marcas 

de activación transcripcional (Kourazides., 2007). Las enzimas que catalizan estos 

procesos son las HMTs (Histone methyltransferases) que se dividen en HKMTs (Lysine 
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methyltransferases) o en PRMTs (Protein arginine methyltransferases). Otras 

modificaciones como la fosforilación de histonas tienen lugar en serinas, treoninas, y 

tirosinas localizadas fundamentalmente en el extremo N-terminal de las histonas. Las 

histonas quinasas transfieren un grupo fosfato del ATP al grupo hidroxilo de la cadena 

lateral del aminoácido diana activando la transcripción (Rossetto y col., 2012).  

Las diferentes combinaciones en los extremos N-terminales de las histonas 

afectan de forma específica tanto a la estructura de la cromatina y a su interacción con 

el ADN como a la interacción con otras proteínas asociadas (complejos remodeladores 

de la cromatina o factores de transcripción). Todo ello da lugar a un amplio rango de 

funciones biológicas relacionadas con la transcripción, la reparación, la replicación y el 

ciclo celular. Todas estas posibilidades están englobadas en lo que se conoce como el 

“código de histonas” (Jenuwein y col., 2001). 

 

3. EL SISTEMA NKG2D-NKG2DL  

En el año 1909, Ehrlich y col. (Ehrlich y col., 1909) propusieron por primera vez la 

teoría de la inmunovigilancia del cáncer indicando que las células tumorales se van 

generando a lo largo de la vida del individuo, pero el sistema inmune, tanto adaptativo 

como innato, es capaz de reconocerlas y erradicarlas sin que lleguen a cursar ninguna 

sintomatología clínica. Esta teoría fue apoyada más adelante por Thomas y Burnet 

(Burnet., 1971; Thomas, 1982) gracias al descubrimiento de los antígenos asociados a 

tumores, los cuales facilitan el reconocimiento inmunológico de las células 

transformadas. Sin embargo, ésta fue perdiendo fuerza al observar que en ratones 

atímicos no existía una mayor incidencia de cáncer, sugiriendo que no es el sistema 

inmune el principal responsable de la ausencia de tumores (Rygaard y col., 1974; 

Stutman, 1974). Estudios posteriores pusieron de manifiesto la existencia de tumores 

primarios que muestran una baja inmunogenicidad y son capaces de escapar o evadir 

el sistema inmune (Shankaran y col., 2001). A partir de estos resultados, Dunn y col. 

(Dunn y col., 2004) propusieron la teoría de la inmunoedición del cáncer la cual 

constade tres fases: eliminación, equilibrio y escape (Figura 4).  
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Figura 4. Teoría de la inmunoedición del cáncer. 

 

En la fase de eliminación las células tumorales tempranas son reconocidas por el 

sistema inmune innato y adaptativo y por lo tanto, eliminadas. En la fase de equilibrio, 

las células tumorales más inmunogénicas seguirán siendo eliminadas. Sin embargo, la 

adquisición de mutaciones génicas y epigenéticas dará paso a células menos 

inmunogénicas que no serán reconocidas por el sistema inmune. Por último, en la fase 

de escape estas células menos inmunogénicas proliferarán provocando la disminución 

de los antígenos tumorales, la expansión de las células T reguladoras y la expresión 

aberrante de moléculas coestimuladoras que facilitarán la progresión del tumor.   

 

3.1.- Las células “Natural Killer” 

Las células asesinas naturales o “Natural Killer” (NK) son células efectoras del 

sistema inmune innato que comprenden aproximadamente entre un 5-15% del total 

de las células linfoides circulantes en sangre periférica.  Se diferencian de otros tipos 

celulares por la presencia en la superficie de la glicoproteína CD56 y el receptor CD16 

el cual reconoce la región Fc de las inmunoglobulinas (IgG1 e IgG3).  En humanos se 

han identificado dos subpoblaciones de células NK en base a la expresión de las 

moléculas CD56 y CD16. La subpoblación CD56dim CD16+ que es la responsable de la 

citotoxicidad de las células diana y comprende aproximadamente el 90% de las células 

NK circulantes en sangre periférica y las infiltrantes en sitios de inflamación (Caligiuri., 

2008). El 10% restante lo constituye la subpoblación CD56bright CD16neg/dim que 

presenta baja citotoxicidad y se encarga de la producción de citocinas para regular la 

respuesta inmune adaptativa. 
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A nivel funcional, las células NK se definen por su capacidad para destruir o 

eliminar células anormales (células tumorales o células infectadas por virus). Estas 

células contienen gránulos citotóxicos cargados de moléculas como las granzimas y 

perforinas. Cuando las células NK son activadas, el contenido de estos gránulos se 

vierte al exterior provocando la perforación de la membrana de la célula diana a través 

de las perforinas y la consiguiente entrada de las granzimas induciendo la apoptosis 

celular (Topham y col., 2009). Además, las células NK activadas tienen la capacidad de 

secretar diversas citocinas, como el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-α), el 

interferon gamma (IFN-γ) o el factor estimulante de colonias de granulocitos y 

monocitos (GM-CSF) encargados de reclutar y activar otras células del sistema inmune 

(Wei y col., 2015).  

A diferencia de lo que ocurre con los linfocitos T y B, las células NK no emplean 

un único receptor para el reconocimiento de las células diana, sino que presentan un 

amplio repertorio de receptores de activación y de inhibición:   

 Receptores de Inhibición: Estos receptores contienen un dominio ITIM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) que recluta tirosín-fosfatasas para 

mediar su actividad inhibidora (Long, 2008). La familia de receptores KIR (Killer cell 

Inmunoglobulin-like receptors) son los receptores más estudiados y su función consiste 

en el reconocimiento de las moléculas de MHC-I clásicas (HLA-A, -B, y –C) (Farag y col., 

2002). Se pueden diferenciar dos subfamilias de receptores KIR en base a si presentan 

dos o tres dominios extracelulares tipo inmunoglobulina: KIR2D y KIR3D, 

respectivamente. Además, en función del tamaño de la cola citoplasmática los 

receptores KIR se pueden clasificar en inhibidores (cola larga: KIR2DL, KIR3DL) o 

activadores (cola corta: KIR2DS, KIR3DS).  Otros receptores de inhibición de las células 

NK son la familia LILR (Leukocyte Immunoglobulin-like Receptor) y el heterodímero 

CD94-NKG2A que reconocen la molécula HLA-I y la molécula no clásica HLA-E, 

respectivamente (Pegram y col., 2011; Hirayasu y col., 2015).  

 Receptores de activación: Los NCR (Natural cytotoxicity receptors) (NKp44, 

NKp46 y NKp30) son glicoproteínas transmembrana de 44, 46 y 30 KDa, 

respectivamente, involucrados en el reconocimiento y la lisis de la célula diana a través 
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de la activación de las células NK (Pegram y col., 2011). Se desconoce la identidad de 

los ligandos de NKp44 y NK46. Sin embargo, B7H6 es el ligando de NKp30 el cual se 

expresa antes situaciones de estrés celular promoviendo la citotoxicidad de las células 

NK y la secreción de IFN-γ (Brandt y col., 2009). Otros receptores de activación son 

DNAM-1, que reconoce en la superficie de la célula diana al receptor del poliovirus 

(PVR o CD155) y a la Nectina 2 (CD112); y 2B4 que interacciona con su ligando CD48 en 

la superficie de la célula diana. Sin embargo, uno de los principales receptores de 

activación de las células NK es el receptor NKG2D, el cual será descrito en profundidad 

en el apartado 3.2. 

Con el fin de evitar la muerte indiscriminada de células sanas y desencadenar el 

desarrollo de enfermedades autoinmunes, las células NK son capaces de reconocer en 

la superficie de la célula diana tanto moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) de clase I como moléculas de MHC no clásicas mediante sus 

receptores de inhibición. De esta forma, en una situación no patológica la señal 

inhibitoria sería lo suficientemente fuerte como para evitar la lisis celular (Figura 5A). 

Sin embargo, si la expresión de moléculas de MHC de clase I se reduce, por ejemplo, 

como consecuencia de la acción de patógenos intracelulares o el desarrollo del tumor, 

las células NK van ser capaces de lisar a las células diana. Es lo que se conoce como 

teoría de pérdida de lo propio (Missing-self theory) (Raulet, 2006) (Figura 5B). Por el 

contrario, la teoría de inducción de lo propio (Induced-self theory) (Figura 5C) describe 

que, ante una infección o transformación maligna, la expresión de los ligandos de 

estrés celular puede incrementarse en las células diana. Estos ligandos van a unirse a 

los receptores de activación de las células NK, activándolas y llevando a la lisis de la 

célula diana. Por lo tanto, la combinación de señales inhibitorias y activadoras en la 

célula diana y la unión a sus receptores determinará si las células NK ejercen su 

capacidad lítica sobre ésta o no.  
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Figura 5. Modulación de la actividad de las células NK. A. El balance entre las señales de 
activación (+) y de inhibición (-) determina el reconocimiento de células sanas. B. La 
pérdida de las moléculas de MHC de clase supone el reconocimiento inmunológico de la 
célula diana. C. La inducción de ligandos de activación por situaciones de estrés celular 
potencia la actividad de las células NK promoviendo la lisis de la célula diana.  

 

Adicionalmente, las células NK se pueden asociar también con una respuesta 

inmunológica adaptativa ya que son capaces de promover la activación de las células T 

CD4+ a través de la producción de citocinas y de expandirlas a través de la expresión de 

moléculas coestimuladoras como el ligando OX40 (Schuster y col., 2016).  

 

 

3.2.- El receptor NKG2D  

NKG2D (Natural-killer group 2, member D) fue identificado por primera vez como 

un cDNA que se expresaba en células NK humanas, sin embargo, se desconocía su 

función (Houchins y col., 1991). En 1999, Bauer y col. (Bauer y col., 1999) observaron 

por primera vez que este receptor era capaz de interaccionar con el ligando MICA 

(MHC class I related-A), expresado en células sometidas a estrés celular, provocando la 

lisis de la célula diana. El gen que codifica para NKG2D, KLRK1, se localiza en el 

cromosoma humano 12p13.2 flanqueado en la región centromérica por KLRD1 (CD94) 
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y en la región telomérica por el cluster de KLRC4 (NKG2F), KLRC3 (NKG2E), KLRC2 

(NKG2C) y KLRC1 (NKG2A) (Glienke y col., 1998).   

En humanos, NKG2D se expresa de forma constitutiva en todas las células NK, la 

mayoría de NKT, y en linfocitos T γδ y CD8+ αβ (Raulet y col., 2003). Los linfocitos T 

CD4+ no expresan NKG2D de forma mayoritaria, pero existe una subpoblación de 

linfocitos T CD4+ memoria, los cuales carecen de la molécula coestimuladora CD28, 

que muestran expresión de este receptor de activación y han sido asociados con una 

activación inmune persistente como ocurre en el envejecimiento, enfermedades 

autoinmunes (artritis reumatoide, enfermedad de Crohn) o infecciones crónicas 

(citomegalovirus, hepatitis B) (Groh y col., 2003; Pariente y col., 2011; Sáez-Borderías y 

col., 2006; Wang y col., 2009; Alonso-Arias y col, 2009; Alonso-Arias y col, 2011).  

NKG2D es una molécula transmembrana de tipo II perteneciente a la familia de 

las lectinas de tipo C que funciona como receptor de activación en células NK y como 

receptor de coestimulación dependiente de la activación del TCR (T cell receptor) en 

células T (López-Larrea y col., 2008). Esta molécula es incapaz por sí misma de 

transducir señales al interior celular. Por ello, en humanos, un único homodímero de 

NKG2D interacciona con cuatro moléculas DAP10 a través de la interacción iónica que 

se produce entre la arginina de la región transmembranal de NKG2D y el ácido 

aspártico de la región transmembranal de DAP10, llevando así a la estabilización del 

complejo hexamérico formado (López-Larrea y col., 2008) (Figure 6). DAP10 actúa 

como una molécula adaptadora que se encarga de transducir la señal después de la 

interacción de NKG2D con sus ligandos gracias al dominio YxxM que recluta a la 

subunidad p85 de la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) y a la proteína 2 de unión al 

receptor del factor de crecimiento (GRB2) (Wu y col., 1999; Chang y col., 1999). A 

través de estas cascadas de señalización se produce la reorganización del 

citoesqueleto, permitiendo la polarización de las células NK y la liberación de los 

gránulos líticos, y la transcripción de diversas citocinas y quimiocinas (Lanier,2008; 

Long y col., 2013). 
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Figura 6.  Estructura y mecanismos de señalización celular del homodímero 
NKG2D/DAP10  

 

 La expresión de NKG2D está regulada por diversos mecanismos. En células NK y 

en linfocitos T CD8+, diversas citocinas (IL2, IL7, IL12 e IL15) incrementan la expresión 

de NKG2D en la superficie celular, mientras que TGF-β (Transforming growth factor 

beta), IFNβ1 (Interferon β-1) o la interleucina 21 (IL21) actúan inhibiendo su expresión 

(Lanier y col., 2015). Por otra parte, algunos miRNAs como el miR-145 interaccionan 

con la región 3’UTR de NKG2D bloqueando su expresión e inhibiendo la actividad 

citotóxica de las células efectoras (Espinoza y col., 2012). Otro mecanismo de 

regulación de NKG2D es la trogocitosis, mecanismo que consiste en la transferencia 

intercelular de fragmentos intactos de membrana plasmática o de proteínas asociadas. 

Tras el contacto de la célula NK con su célula diana se produce la agrupación de 

moléculas en la zona de contacto conocida como NK-IS (NK immune sinapse). Roda-

Navarro y col. (Roda-Navarro y col., 2006) mostraron que el receptor NKG2D, tras 

producirse el contacto entre la célula NKL y la célula 721.221 transfectada con MICB, 

se localizaba en la zona de sinapsis y además aparecía en la superficie de la célula 

diana disminuyendo la capacidad citotóxica de las células NKL. Pero, el principal 

mecanismo de regulación de la expresión de NKG2D en la membrana celular es la 

endocitosis. La interacción de NKG2D con sus ligandos provoca la mono- o 
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poliubiquitinación de la molécula adaptadora DAP10 desencadenando la 

internalización de NKG2D desde la membrana plasmática al interior de los lisosomas 

donde va a ser degradado. En células NK murinas se demostró que la interacción de 

NKG2D con su ligando, H60, reduce la expresión de DAP10 y DAP12 provocando la 

internalización y degradación de NKG2D. Sin embargo, la estimulación con el ligando 

Rae1ε no degrada NKG2D sugiriendo que el grado de internalización y de degradación 

de NKG2D dependerá del tipo de ligando con el que interaccione (Molfetta y col., 

2016). 

 

3.3.- Los ligandos de NKG2D  

El receptor NKG2D presenta la peculiaridad de interaccionar con múltiples 

ligandos expresados en la superficie de las células diana. Los ligandos de NKG2D 

(NKG2DL) fueron descubiertos por primera vez en el año 1996 en la línea murina F9 

(derivada de un teratoma testicular embrionario) donde se observó que el tratamiento 

con ácido retinoico inducía la expresión del ligando murino Rae-1 (Zou y col., 1996).  

Actualmente, en humanos se conocen dos familias diferentes de ligandos, la familia 

MIC y la familia de las ULBPs (González y col., 2008; Eagle y col, 2009) (Figura 6):  

 La familia MIC está comprendida por las moléculas MICA y MICB (MHC class-I 

chain related protein A and B). Son moléculas de MHC no clásicas que presentan una 

estructura similar a las moléculas de MHC de clase I ya que contienen tres dominios 

extracelulares (α1, α2 y α3) y se anclan a la membrana celular mediante un dominio 

transmembrana (TM). Sin embargo, se diferencian de las moléculas de MHC clásicas en 

que no se unen a β2-microglobulina y no presentan péptidos antigénicos a las células T 

(Groh y col., 1996). Se trata de una familia muy polimórfica ya que se han descrito más 

de 100 alelos para MICA y 40 alelos para MICB.  

 La familia de las ULBPs (UL16 binding proteins) está formada por 6 miembros 

(ULBPs1-6) y deben su nombre a que fueron descubiertas analizando los ligandos de la 

glicoproteína HCMV o UL16 (Cosman y col., 2001; Eagle y col., 2009). Estas moléculas 
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presentan dos únicos dominios extracelulares (α1 y α2) y se anclan a la membrana 

celular mediante un dominio TM (ULBP4 y ULBP5) o a través de un dominio GPI 

(Glycosyl-phosphatidil inositol) (ULBP1 y ULBP3). El ligando ULBP2 puede anclarse a la 

membrana mediante ambos, región TM o dominio GPI (Fernández-Messina y col., 

2011).  
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Figura 7. Estructura de los NKG2DL 

 

La expresión de los NKG2DL en células sanas es restringida a ciertos tipos 

celulares. Durante la hematopoyesis se ha observado expresión en la superficie de 

células B, plaquetas, monocitos, granulocitos, células T y células dendríticas (Nowbakht 

y col., 2005; Mistry y col., 2007). También se ha encontrado expresión de MICA, MICB 

y/o ULBPs  1-3 en células sanas del epitelio gastrointestinal, en células madre 

mesenquimales y en fibroblastos (Groh y col., 1996; Nowbakht y col., 2005; Spaggiari y 

col., 2005; Zou y col., 2006; Shi y col., 2015). En el resto de células y en situaciones no 

patológicas, la expresión de los NKG2DL es nula o muy reducida. Sin embargo, bajo 

determinadas situaciones patológicas como el cáncer o las infecciones, la expresión de 

los NKG2DL es incrementada en la superficie celular considerándose un indicador de 

estrés celular.  

En tumores, la expresión de cada ligando de NKG2D varía dependiendo del tipo 

celular, siendo MICA y MICB mayoritariamente expresados en tumores de origen 
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epitelial y las ULBPs en tumores de origen hematológico (Ullrich y col., 2013; Nausch y 

col, 2009). Existen algunas controversias a la hora de determinar el significado de la 

expresión de los NKG2DL en la superficie de las células tumorales. En algunos tipos 

tumorales (melanoma, cáncer colorrectal, cervical, mama, colangiocarcinoma, 

carcinoma hepatocelular), la expresión de los NKG2DL está asociada con un buen 

pronóstico de la enfermedad (Vetter y col., 2004; McGilvray y col., 2009; Cho y col., 

2014; de Kruijf y col., 2012; Tsukagoshi y col., 2016; Kamimura y col., 2012). Mientras 

que en cáncer ovárico la expresión de ULBP2 se relaciona con una menor infiltración 

intraepitelial de linfocitos T, comportándose como un factor independiente de mal 

pronóstico de la enfermedad (Li y col., 2009; McGilvray y col., 2010). Asimismo, en 

cáncer gástrico la expresión de los ligandos MICA y MICB es incrementada en aquellos 

tumores de mayor tamaño (>5 cm) asociándose con una mayor progresión de la 

enfermedad (Ribeiro y col., 2016). Estos resultados señalan que tanto el patrón de 

expresión como la significación clínica de los ligandos son dependientes del tipo 

tumoral. 

 

3.4.- Regulación de los ligandos de NKG2D  

 La regulación de los NKG2DL ocurre en los distintos niveles de su biogénesis: 

regulación transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional.   

  Regulación transcripcional: La expresión de los NKG2DL se incrementa en 

respuesta a diversos estímulos de estrés celular. Por ejemplo, tras un choque térmico, 

la expresión de MICA y MICB aumenta debido a la presencia de elementos HSE (Heat 

shock response elements) en su región promotora (Groh y col., 1996; Venkataraman y 

col., 2007). La respuesta al daño en el ADN causado por la radiación ionizante o por 

agentes farmacológicos (cisplatino o 5-fluoracilo) también induce la expresión de los 

ligandos de NKG2D murinos (H60, MULT1, Rae1) a través de la ruta de ATM (Ataxia 

telangiectasia mutated) y ATR (ATM and Rad3-related) (Gasser y col., 2006). Además, 

durante la transformación maligna la expresión de los NKG2DL se incrementa en 

diversos tumores como consecuencia de la sobreexpresión de diversos oncogenes 
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(BCR/ABL, c-MYC, RAS) (Terme y col., 2005; Liu y col., 2012; Nanbakhsh y col., 2014) o 

factores de transcripción (STAT3, E2F, NF-κβ, SP1, Sp3, AP-1, AP-2, p53) (Molinero y 

col., 2004; López-Soto y col., 2006; Venkataraman y col., 2007; Bedel y col., 2011; 

Textor y col., 2011; Jung y col., 2012). Diversas citocinas liberadas durante el desarrollo 

tumoral, como TGF-β e IFN-γ, reducen la transcripción de los NKG2DL en líneas 

celulares de glioma y sarcoma, respectivamente (Eisele y col., 2006; Schwinn y col., 

2009). Finalmente, agentes remodeladores de la cromatina tales como drogas 

desmetilantes o inhibidores de HDACs incrementan la expresión de los NKG2DL en 

células tumorales sugiriendo que además de una regulación genética, los ligandos se 

regulan mediante mecanismos epigenéticos (Rohner y col., 2007; Tang y col., 2008; 

Schmiedel y col., 2011; Kato y col., 2007; Diermayr y col., 2008; López-Soto y col., 

2009;  Poggi y col., 2009; Lu y col., 2010; Huang y col., 2011; Berghuis y col., 2012; Wu 

y col., 2012; Yan y col., 2013 ) 

Regulación post-transcripcional y post-traducional: Una elevada transcripción 

de los NKG2DL no siempre se corresponde con una elevada presencia de éstos en la 

membrana celular sugiriendo que mecanismos de regulación post-transcripcional 

podrían afectar a la expresión de los NKG2DL. Diferentes estudios han puesto de 

manifiesto que los NKG2DL están regulados por diferentes miRNAs (miR-17-5-p, miR-

20a, miR-93, miR-106b, miR-373, miR-520, miR-34a, miR-34c) que se unen a la región 

3’-UTR de los ligandos promoviendo la degradación del mRNA o impidiendo su 

traducción (Raulet y col., 2013).  La falta de reconocimiento de las células tumorales 

por las células NK y T CD8+ es también influenciada por la trogocitosis. Así, se ha 

descrito que MICA, MICB y las ULBPs 1-3 pueden transferirse desde la superficie de la 

célula tumoral a la superficie de una célula T o de una célula NK manteniendo la 

orientación original y haciendo que estas células sean reconocidas por las células NK 

autológas proponiéndose como un mecanismo de escape inmunológico del tumor 

(Roda-Navarro y col., 2006; McCann y col., 2007; Domaica y col., 2009; López-Cobo y 

col., 2015). Para que ocurra este proceso es necesaria la interacción entre el receptor y 

el ligando. Aunque se conoce poco sobre este proceso y posteriores estudios son 

necesarios para determinar el impacto de la trogocitosis en la evasión tumoral.  
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Por último, el mecanismo por excelencia implicado en la disminución de los 

NKG2DL en la superficie celular es el corte y liberación de los ligandos en su forma 

soluble, el cual describiremos detalladamente en el apartado 3.5. 

 

3.5.- Liberación de los NKG2DL  

La liberación de los NKG2DL en su forma soluble (sNKG2DL) desde la superficie 

celular al medio extracelular es la estrategia más importante de evasión inmunológica 

desarrollada por las células tumorales. Este proceso tiene dos consecuencias 

importantes: una reducción de la expresión de los NKG2DL en la superficie de la célula 

tumoral y la capacidad de estas formas solubles de interaccionar con su receptor 

NKG2D bloqueando el sitio de unión y provocando su internalización. En ambos casos 

lo que se produce es un menor reconocimiento NKG2D-NKG2DL, impidiendo la lisis 

celular y favoreciendo la progresión del tumor (Groh y col., 2002; Ashiru y col., 2010).  

Existen dos mecanismos principales involucrados en la liberación de los 

sNKG2DL: el corte proteolítico de los NKG2DL a través de la acción de diferentes 

metaloproteasas (MPs) (apartado 3.5.1) y el reclutamiento de los sNKG2DL en 

partículas exosomales (apartado 3.5.2). Mientras MICA, MICB y ULBP2 son liberados 

fundamentalmente por la acción de MP, ULBP1 y ULBP3 son mayoritariamente 

secretadas dentro de partículas exosomales (Hedlund y col., 2009; Hedlund y col., 

2011; Fernández-Messina y col., 2010). Sin embargo, se sabe que dependiendo del tipo 

celular, de la expresión y la actividad de las proteasas o de la composición lipídica de 

los exosomas, los NKG2DL podrán ser liberados por uno u otro mecanismo 

indistintamente (López-Cobo S y col., 2016). Además, se ha descrito que los ligandos 

ULBP4 y ULBP5 presentan un codón de parada prematuro localizado después de los 

exones que codifican las regiones α1 y α2 de forma que carecen de dominio TM (Cao y 

col., 2007; Eagle y col., 2009). Sin embargo, aunque estas moléculas generadas por 

procesamiento alternativo se liberan en líneas celulares tumorales, no han sido 

detectadas en tumores primarios.  
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 3.5.1.- Liberación proteolítica mediante la acción de MP 

 La expresión de las MPs es ubicua y su principal función consiste en degradar 

componentes de la matriz extracelular. Se conocen tres familias diferentes de MP: 

MMPs (Matrix metalloproteinase), ADAMs (A disintegrin and metalloproteinase) y 

ADAMs-TS (ADAM with trombospondin motifs). Diferentes miembros de MMP y ADAM 

han sido involucrados en la liberación de los NKG2DL (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Metaloproteasas implicadas en la liberación de los sNKG2DL.  

 

 

La familia de las MMPs son un grupo de 24 zinc endopeptidasas capaces de 

degradar componentes de la matriz extracelular. Su función en el desarrollo del cáncer 

es esencial ya que participan en diversos procesos tales como supervivencia, 

crecimiento, angiogénesis, migración o invasión tumoral (Noël y col., 2012). MMP2 y 

MMP14 regulan la liberación de MICA en carcinoma renal y cáncer de próstata (Yang y 

col., 2014; Liu y col., 2010) mientras que MMP9 ha sido involucrada tanto en la 

liberación de MICA como de MICB en células de glioma, osteoscarcoma y cáncer de 

mama (Kim y col., 2004; Eisele y col., 2006; Sun y col., 2011; Yamanegi y col, 2012; 

Yamanegi y col, 2012; Camodeca y col., 2016). Aunque se desconoce el sitio específico 

donde se produce el corte proteolítico por parte de las MMP en MICA y MICB, se sabe 

MP Diana Tipo tumoral Ref 

MMP2 MICA Carcinoma renal  Yang y col., 2014. 

MMP9 MICA, MICB Cáncer de mama, glioma, 

osteoscarcoma 

Kim y col., 2004; Eisele y col., 2006; Sun y 

col., 2011; Yamanegi y col., 2012; 

Yamanegi y col., 2012 

MMP14 MICA Cáncer de próstata Liu y col., 2010 

ADAM9 MICA Carcinoma hepatocelular Kogha y col., 2010; Kogha y col., 20 

ADAM10 MICA, MICB, ULBP2, 

ULBP3 

Transfectos C1R-MICA, cáncer de 

próstata, cáncer de mama, glioma 

Waldahuer y col., 2008; Barsoum y col., 

2011; Chitadze y co., 2013; Wolpert y 

col., 2014; Camodeca y col., 2016;  

ADAM15 MICB Cáncer pancreático Duan y col., 2013 

ADAM17 MICA, MICB, ULBP2 

 

Transfectos C1R-MICA, transfectos 

U373-MICB, transfectos CV1-MICB, 

glioma 

Waldahuer y col., 2008; Boutet y col., 

2009; Wolpert y col., 2014 
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que tiene lugar en la proximidad del dominio α3 extracelular (Waldhauer y col., 2008; 

Wu y col., 2009). 

 De forma similar, la familia de las ADAMs también juega un papel importante en 

el desarrollo tumoral ya que participan en la activación de factores de crecimiento, la 

liberación de proteínas de adhesión celular y en la angiogénesis (Duffy y col., 2011). 

ADAM9 y ADAM10 han sido implicadas en la liberación de MICA y MICB, 

respectivamente, en células de tumores hepáticos y pancreáticos (Kohga y col., 2010; 

Duan y col., 2013). Sin embargo, ADAM10 y ADAM17 son las proteasas esenciales 

implicadas en la liberación de los NKG2DL, tanto de MICA, MICB como de ULBP2 y en 

diferentes tipos de tumores (Waldahuer., 2006; Waldahuer y col., 2008; Boutet y col., 

2009; Barsoum y col., 2011; Chitadze y col., 2013; Wolpert y col., 2014). La liberación 

de MICA y MICB en su forma soluble es promovida por el reclutamiento de estos 

ligandos a regiones de membrana resistentes a detergentes (DRM; Detergent-resistant 

membrane microdomains) donde se localiza la proteasa ADAM17 y donde se lleva a 

cabo el corte proteolítico (Boutet y col., 2009; Tellier y col., 2006). En el caso de MICA, 

la palmitoilación, es decir, la adición de un ácido graso de 16 carbonos a residuos de 

cisteína del tallo citoplasmático es el mecanismo responsable del reclutamiento de 

este ligando en a las regiones DRM (Agüera-González y col., 2011). 

Además, para que tenga lugar el corte proteolítico de MICA a través de las MP es 

necesaria la unión de la chaperona ERp5 (Endoplasmic reticulum protein 5) al dominio 

α3 extracelular de MICA (Kaiser y col., 2007; Huergo-Zapico y col., 2012). Elevados 

niveles de expresión de ERp5 y de GRP78 (78 KDa glucose-regulated protein), otra 

chaperona del retículo endoplasmático, se han asociado con una mayor liberación de 

MICA en pacientes con linfoma de Hodking y leucemia linfoide crónica (Zocchi y col., 

2012; Huergo-Zapico y col., 2012) sugiriendo que ambas proteínas juegan un papel 

importante en la regulación de sMICA en cáncer.  

En la Figura 8 se resumen los mecanismos de liberación proteolítica comentados 

en esta sección.  
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Figura 8. Mecanismos envueltos en la liberación proteolítica de MICA, MICB y ULBP2. 

 

 3.5.2.- Liberación en partículas exosomales 

 Los exosomas son vesículas de pequeño tamaño (30-100 nm) que son liberadas 

al medio extracelular mediante la fusión de cuerpos multivesiculares con la membrana 

plasmática (Zhang y col., 2011). Los exosomas presentan un contenido particular de 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos que hace pensar que el reclutamiento de las 

proteínas en las partículas exosomales dependerá de las características bioquímicas de 

las propias proteínas, así como de una apropiada composición lipídica (López-Cobo y 

col., 2016).  

 Aunque todos los NKG2DL han sido detectados en exosomas, la liberación 

dentro de partículas exosomales es más común para el alelo MICA*008, ULBP1 y 

ULBP3 (Figura 9). Al igual que ULBP1 y ULBP3, el alelo MICA*008 presentan un 

dominio GPI de anclaje a la membrana plasmática lo que sugiere que este dominio 

podría ser el responsable de su aparición en exosomas (Ashiru y col., 2013).  
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Figura 9. Liberación de los NKG2DL dentro de partículas exosomales. MVB: cuerpo multivesicular.  

 

 

 Estudios de la funcionalidad de estos exosomas en los procesos tumorales han 

revelado resultados contradictorios. Clayton y col. (Clayton y col., 2008) observaron 

que exosomas aislados de líneas celulares de mesoteliomas malignos conteniendo 

TGF-β y los ligandos MICA, MICB y ULBP2 inducen una disminución del receptor 

NKG2D tanto en células NK como en linfocitos T CD8+. Sin embargo, otros autores 

mostraron que la vacunación con exosomas derivados de células dendríticas que 

contienen el receptor de la interleucina 15 (IL-15Rα) y ULBP1 restaura la funcionalidad 

de las células NK en pacientes con melanoma (Viaud y col., 2009). Aunque en estos 

estudios no se ha podido determinar si la modulación de la expresión de NKG2D tras el 

contacto con los exosomas puede ser debida a la acción de lo ligandos o de las 

citocinas que llevan en su interior.  

Numerosas evidencias ponen de manifiesto que los exosomas juegan un papel 

fundamental en cáncer ya que son capaces de transferir al medio extracelular diversas 

proteínas (TP53, KRAS, TGF-β…) y ácidos nucleicos (miRNAs) modulando procesos 

envueltos en el desarrollo del cáncer como el crecimiento celular, migración, 
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angiogénesis o metástasis (Azmi y col., 2013; Zhang y col., 2015). Debido a ello, las 

diversas proteínas alojadas dentro de las partículas exosomales han sido propuestas 

como nuevos biomarcadores para la predicción, el diagnóstico, el pronóstico y la 

monitorización de diversos tipos tumorales como el cáncer de mama, próstata, ovario, 

páncreas, colon o el glioblastoma (Soung y col., 2017). Además, los exosomas también 

han sido considerados como estrategias terapéuticas en cáncer. Los dexosomas, 

exosomas derivados de células dendríticas, son capaces de estimular a las células T 

CD4+, T CD8+ y a las células NK inhibiendo el desarrollo tumoral y se encuentran en fase 

de estudio en tumores como el cáncer de colon, pulmón o el melanoma (Tan A y col., 

2010; Pitt y col., 2014).  Otras terapias alternativas consistirían o bien en la bien la 

utilización de los exosomas como vehículos de tratamiento, por ejemplo, como 

portadores de siRNA o drogas específicas frente a una diana tumoral (Zhang y col., 

2013).  

 

 3.5.3.-  Papel de los sNKG2DL en cáncer 

 Desde el descubrimiento de la liberación de los NKG2DL en su forma soluble, 

múltiples estudios han revelado la presencia de estos en el suero de pacientes 

diagnosticados con diferentes malignidades. La liberación de uno u otro ligando ha 

sido estrechamente relacionada con el tipo de patología tumoral (Tabla 5). Así, en 

tumores de origen hematológico se ha observado que todos los NKG2DL (MICA, MICB, 

ULBPs 1-3) pueden ser liberados al medio extracelular, mientras que MICA es el 

ligando que se libera con mayor frecuencia en tumores de origen epitelial seguido de 

la liberación de MICB y en menor medida ULBP2. 
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Malignidad NKG2DL soluble Significado clínico Ref 

LMA MICA, MICB 

ULBPs 1-3 

 

- Correlación negativa con la expresión de 
NKG2D. 

- Los niveles de sMICB y sULBP2 se 
asocian con una peor supervivencia de 
los pacientes. 

- Los niveles de sULBP1 son menores en 
pacientes que presentan CR respecto a 
los pacientes que son resistentes a 
terapia. 

Salih HR., y col, 2003; 
Diermayr S., y col, 2008; 
Hilpert J y col, 2012 

LLA MICA, MICB 

ULBPs 1-3 

- Correlación negativa con la expresión de 

NKG2D. 

Salih y col, 2003; Hilpert J y 

col, 2012 

LMC MICA, MICB 

ULBPs 1-3 

- Correlación negativa con la expresión de 

NKG2D. 

Salih y col, 2003; Hilpert J y 

col, 2012 

LLC MICA, MICB 

ULBPs 1-3 

- Correlación negativa con la expresión de 
NKG2D. 

- sMICA, SMICB y sULBP2 se asocian con TFS. 

Salih y col, 2003; Hilpert J y 

col, 2012; Nückel H y col, 

2010; Huergo-Zapico y col, 

2012 

LNH-T MICA, MICB - No hay correlación con la expresión de 
MICA y MICB en la superficie celular. 

Salih HR y col, 2003 

Cáncer cervical MICA - Correlación negativa con la expresión de 
NKG2D. 

Arreygue-Garcia y col, 2008 

CHC MICA - Correlación negativa con la expresión de 
NKG2D. 

- Asociación con una baja OS y con 
invasión vascular. 

Kumar V y col, 2012 

Jinushi M y col, 2005 

Cáncer 

pancreático 

MICA, MICB 

ULBP2 

- sMICA se asocia con metastasis y con 
una baja OS. 

- sMICB se asocia con la imposibilidad de 
extirpación. 

- sULBP2 es un factor predictivo 
independiente de baja SG y de SLE. 

Duan X y col, 2011 

Chung HW y col, 2011 

Chen J y col, 2016 

Neuroblastoma MICA - Correlación negativa con la expresión de 
NKG2D. 

Raffaghello L y col, 2004 

Malignidades 

gastrointestinales 

MICA - Los niveles de sMICA son más elevados 
en cáncer gástrico, de colon y de recto 
que en controles sanos. 

Salih HR y col, 2002 

Melanoma MICA, MICB, 

ULBP2 

- Los sNKG2DL se asocian con una 
reducida OS. 

- Los niveles de sULBP2 se asocian con 
progression de la enfermedad y se trata 
de un factor de pronóstico 
independiente. 

- El nivel de sMICB es un factor predictivo 
indepediente de progresión y de OS. 

Paschen A y col, 2009 

Wu BJ y col, 2013 

 

CPCNP ULBP2 - Asociación con baja OS.   Yamaguchi K y col, 2012 

Carcinoma oral de 

células escamosas 

MICB - Asociación con baja OS. Tamaki S y col, 2010 

Carcinoma de 

cabeza y cuello de 

células escamosas 

MICA - Correlación negativa con la expresión de 
NKG2D. 

- Disminución de la citotoxicidad de las 
células NKs. 

- Correlación con la progresión de la 
enfermedad y la recaída. 

Klöβ S y col, 2015 

Mieloma múltiple MICA - sMICA es un factor predictive 
independiente de OS y de supervivencia 
libre de progresión. 

Rebmann V y col, 2007 
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Tabla 5. Estudios publicados sobre la presencia de los sNKG2DL en el suero de pacientes diferentes 

malignidades y su relación con la evolución y el pronóstico de la enfermedad. LMA, leucemia mieloide 

aguda; LLA, leucemia linfocítica aguda; LMC, leucemia mieloide crónica; LLC, leucemia linfocítica crónica; 

LNH-T, linfoma no Hodking de células T; CHC, carcinoma hepatocelular; CPCNP, cáncer de pulmón de 

células no pequeñas; RC, remisión completa; SLT, supervivencia libre de tratamiento; SLE, supervivencia 

libre de enfermedad; SG, supervivencia global.  

  

La liberación de los ligandos solubles desde la superficie de las células tumorales 

es capaz de reducir la immunogenicidad facilitando la progresión del tumor. De hecho, 

en pacientes con leucemia linfoide crónica, la presencia de formas solubles para MICA, 

MICB y ULBP2 se ha asociado con una peor supervivencia libre de tratamiento (Nückel 

y col., 2010). De la misma forma, los niveles solubles de MICA, MICB o ULBP2 se 

relacionan con una peor supervivencia y progresión de la enfermedad en diversos 

tumores sólidos (Paschen y col., 2009; Tamaki y col., 2010; Duan y col., 2011; 

Yamaguchi y col., 2012; Wu y col., 2013; Klöβ y col., 2015). En pacientes con carcinoma 

hepatocelular infectados por el virus de la hepatitis B, los niveles de sMICA se han visto 

asociados con un peor pronóstico de la enfermedad sugiriendo que lsu cuantificación 

podría ser útil como un nuevo biomarcador predictivo del curso de la enfermedad 

(Kumar y col., 2012). Además de ser útiles como factores de pronóstico de la 

enfermedad, los sNKG2DL también pueden ser utilizados como biomarcadores de 

diagnóstico. En cáncer pancreático, los niveles de MICA y MICB solubles son lo 

suficientemente sensibles y específicos como para discriminar entre pacientes e 

individuos sanos de forma similar a lo que ocurre con el biomarcador CA19-9 

(Carbohydrate antigen 19-9), hasta ahora el más fiable en el diagnóstico de esta 

patología (Chung y col., 2011).  

Todos estos datos sugieren que los NKG2DL son liberados durante el desarrollo 

del tumor y que a diferencia de lo que ocurría con la expresión de estos ligandos en la 

membrana celular, se asocian claramente con un mal pronóstico de la enfermedad. 

Por este motivo, es importante conocer los mecanismos implicados en la liberación de 

los ligandos de NKG2D para potenciar el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas 

que bloqueen la liberación de los NKG2DL potenciando la inmunidad antitumoral.  
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4. EL RECONOCIMIENTO INMUNOLÓGICO EN LA LMA 

Desde un punto de vista teórico, las células de LMA deberían de ser potenciales 

dianas de los linfocitos T y células NK. Estas células expresan antígenos asociados a la 

leucemia, moléculas de MHC-I y –II, moléculas coestimuladoras y ligandos de NK los 

cuales podrían ser reconocidos por las células inmunes activándolas e induciendo la 

lisis de la célula tumoral. Sin embargo, la realidad es muy distinta, y aunque los 

agentes quimioterapéuticos frente a la LMA permiten una remisión completa de la 

enfermedad en más del 50% de los casos, las recaídas son muy frecuentes sugiriendo 

que las células leucémicas residuales son capaces de escapar del sistema inmunitario. 

Esto es debido a que las células de LMA son capaces de generar un microambiente 

inmunosupresivo donde tanto la respuesta inmune innata como adaptativa están 

profundamente desreguladas. Los principales mecanismos de evasión desarrollados 

por los blastos mieloides están recogidos en la Figura 10 (Barret y col., 2010).  Por un 

lado, los blastos mieloides inhiben la lisis mediada por los linfocitos T citotóxicos 

debido a la presencia de defectos en la sinapsis inmunológica, a la disminución de 

moléculas coestimuladoras o a la expresión de la proteína CLIP (The class II-associated 

invariant chain self-peptide) y del ligando de GITRL (Glucocorticoid-induced tumour 

necrosis factor-related protein) (Figura 10A).  Además, las células de LMA tienen la 

capacidad de generar células dendríticas leucémicas que tienen la capacidad de 

bloquear a los linfocitos T citotóxicos induciendo la anergia de las células T y de 

generar células T reguladoras (Figura 10B). Finalmente, el reconocimiento 

inmunológico mediado por las células NK también se ve afectado debido a un aumento 

de la expresión de moléculas de MHC de clase I, a la expresión de receptores de 

inhibición KIR, a la liberación de los NKG2DL en su forma soluble, y como consecuencia, 

a la disminución de NKG2D (Figura 10C). 
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Figura 10. Interacción del sistema inmune con la LMA. A. Efecto de las células de LMA 

sobre los linfocitos T citotóxicos (CTL). B. Efecto de las células dendríticas de las células de 

LMA sobre los TCL y los linfocitos T reguladores (Treg). C. Efecto de las células de LMA sobre 

la actividad de las células NK.   

 

 

4.1.- Disfuncionalidad de las células NK  

Las células de LMA son capaces de escapar del reconocimiento mediado por las 

células NK. Esto es debido a que las células tumorales adquieren características 

invasivas que las hacen menos susceptibles al reconocimiento inmunológico y a la 

disfuncionalidad de las células NK de pacientes con LMA. La expresión de NKG2D, así 

como de otros receptores de activación (DNAM-1, NCRs) de las células NK es mucho 

más reducida en pacientes con LMA asociándose con una mayor probabilidad de 

recaída de la enfermedad (Ingram y col., 2009; Lion y col., 2012). Estudios recientes 

han corroborado estos datos observando que la expresión de NKG2D, DNAM-I, NKp30 

y NKp46, y la producción de perforina e IFN-γ se reduce células NK de pacientes con 

LMA (Khaznadar y col., 2015; Sandoval-Borrego y col., 2016). Además de un descenso 

en la expresión de receptores de activación, también se produce un incremento en la 
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expresión de los receptores de inhibición como NKG2A, NKG2C, CD158b y receptores 

KIR (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2) (Verheyden y col., 2004; Nguyen S y col., 

2005; Sandoval-Borrego y col., 2016). Como consecuencia de este desbalance de 

receptores, es decir, del incremento de receptores de inhibición y del descenso de 

receptores de activación, las células NK de pacientes con LMA van a ser incapaces de 

reconocer a los blastos mieloides dando lugar a la progresión de la enfermedad.    

Cuando las células NK interaccionan con las células leucémicas se produce la 

disminución de la expresión de la molécula CD16 debido a la acción de MP como 

ADAM17, lo que desencadena la pérdida de funcionalidad de las células NK (Arriga y 

col., 2015). Como consecuencia de ello, la utilización del anticuerpo CD16 x CD33 BIKE 

que bloque la liberación de CD16 y activa a las células NK frente a la LMA ha sido 

propuesto como estrategia terapéutica (Wiernik y col., 2013). Adicionalmente, otros 

factores pueden afectar a la funcionalidad de las células NK como la proteína GSK3-β 

(Glycogen synthase kinase beta). Esta proteína, sobreexpresada en diversos tipos 

tumorales como la LMA, es una serina-treonina quinasa implicada en diversas rutas de 

señalización como la vía Wnt/β-catenina y NFκB, y participa en diversos procesos 

biológicos como proliferación celular, inflamación y apoptosis (Doble y col., 2003).  Ha 

sido descrito que la inhibición farmacológica de GSK3-β es capaz de activar la vía NF-kB 

provocando la liberación de TNF-α por las células NK y la expresión de ICAM-1 en las 

células de LMA potenciando la capacidad lítica de las células NK la lisis de las células de 

LMA sugiriendo esto como un posible tratamiento para la LMA (Parameswaran y col., 

2016).  

En base a estos datos, el conocimiento de los mecanismos de evasión 

inmunológicos desarrollados por los blastos mieloides podría ser de gran relevancia 

para la generación de terapias inmunológicas alternativas a los tratamientos 

convencionales de la LMA. Actualmente, los estudios en inmunoterapia están dirigidos 

a incrementar la expansión de las células NK, así como la búsqueda de drogas 

inmunomoduladoras que mejoren la susceptibilidad de las células leucémicas al 

sistema inmune. Una de las terapias propuestas consiste en el trasplante de células NK 

alogénicas las cuales mantienen sus propiedades citotóxicas permitiendo el 
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reconocimiento de las células leucémicas (Lim y col., 2015). Otras estrategias 

alternativas están basadas en la modulación directa o indirecta de la actividad de las 

células NK del paciente con LMA (Lion y col., 2012). La modulación directa radica en el 

uso de diversas citocinas (IFN-α, IL15), en el bloqueo de la citocina TNF-β o en el uso de 

anticuerpos frente a los receptores KIR para potenciar la actividad de las células NK. La 

modulación indirecta permite potenciar el reconocimiento inmunológico mediado por 

las células NK aumentando la presentación antigénica de las células dendríticas 

derivadas de la LMA, o aumentando la expresión e inhibiendo la liberación de los 

ligandos de los receptores de activación de las células NK, como de NKG2D, objetivo 

principal de esta tesis doctoral.  

 

4.2.- Expresión y liberación de los NKG2DL 

La ausencia del reconocimiento inmunitario mediado por la interacción NKG2D-

NKG2DL en la LMA, puede ser provocada por una disminución de la expresión de los 

NKG2DL en la superficie de los blastos mieloides o por un incremento de la liberación 

de los ligandos en su forma soluble.   

Pende y col. (Pende y col., 2005) mostraron por primera vez que mientras los 

ligandos del receptor de activación DNAM-1 (Nectin-2, PVR) se expresan 

frecuentemente en pacientes con LMA, los NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs 1-3) no se 

expresan o lo hacen a muy bajos niveles. Estos resultados fueron posteriormente 

confirmados observándose que la expresión de las ULBPs 1-3 es nula o muy baja en el 

80% de los pacientes con LMA (Nowbakht y col., 2005).  Además, la expresión de los 

NKG2DL varía entre los diferentes subtipos (clasificación de la FAB) siendo escasa en 

los subtipos M1-M3 mientras que en los subtipos monocíticos (M4-M5) se expresan 

frecuentemente (Diermayr y col. 2008). A pesar de esto, algunos estudios revelaron 

resultados opuestos observando que la expresión de los ligandos de NKG2D entre los 

pacientes con LMA es heterogénea tanto a nivel transcripcional como en la superficie 

celular, siendo MICA el ligando que se expresa con mayor frecuencia (Salih y col., 

2003). Estudios posteriores determinaron que MICA y MICB se expresan en el 50% de 
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los pacientes con LMA (Sánchez-Correa y col. 2011). Quizá el estudio más importante 

realizado hasta la fecha en pacientes con LMA, debido al gran tamaño muestral, es el 

realizado por Hilpert y col. (Hilpert y col., 2012) donde a pesar de la expresión 

altamente heterogénea de los ligandos de NKG2D en blastos mieloides, el 70% de los 

pacientes expresan al menos un NKG2DL siendo MICA el ligando más frecuente 

mientras que ULBP2 es el menos abundante.   

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con la expresión de los NKG2DL en la 

superficie celular, está claramente aceptado que los NKG2DL están presentes en altos 

niveles en el suero de pacientes con LMA. Salih y col. (Salih y col., 2003)   observaron 

por primera vez que MICA y MICB se liberan en su forma soluble al suero de pacientes 

diagnosticados con LMA. Posteriores estudios confirmaron que los niveles de todos los 

ligandos solubles, excepto ULBP1, son significativamente superiores en el suero de 

pacientes con LMA respecto a controles sanos y que el 90% de estos pacientes 

liberaban al menos un ligando en su forma soluble (Diermayr y col., 2008; Hilpert y 

col., 2012).  La presencia de estos ligandos solubles se traduce en una disminución 

significativa de la expresión del receptor NKG2D en las células NK de pacientes con 

LMA y por lo tanto impide el reconocimiento inmunológico de los blastos mieloides.  

Estudios en profundidad son necesarios para determinar la importancia funcional de 

estos NKG2DL solubles en la progresión de la LMA.   

 

4.3.- Estrategias terapéuticas dirigidas a potenciar la 

interacción NKG2D-NKG2DL. 

Potenciar la interacción de NKG2D con sus ligandos facilitará el reconocimiento 

inmunológico de las células tumorales, y por lo tanto su progresión. Por ello, 

numerosas estrategias terapéuticas, como el uso de agentes quimioterapéuticos, la 

inhibición de las MPs o tratamientos epigenéticos, están siendo dirigidas a potenciar la 

expresión de los NKG2DL o bloquear la liberación de sus formas solubles en diversos 

tipos tumorales, incluida la LMA.  
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4.3.1.- Agentes quimioterapéuticos 

  Se ha descrito que algunos agentes quimioterapéuticos pueden modular la 

presencia de los NKG2DL en la superficie celular incrementando su expresión. Así el 

bortezomib, un inhibidor del proteasoma aprobado para el tratamiento del mieloma 

múltiple, incrementa la expresión de MICA, MICB, ULBP1 y de otros ligandos de 

activación como Nectin-2 y PVR en la superficie celular incrementando la citotoxicidad 

mediada por células NK y γδT (Fernández-Messina y col., 2016; Niu y col., 2017). 

Recientemente, se ha publicado que diversos agentes quimioterapéuticos 

(citocalasadina D, nocodazol, docetaxel) producen hiperploída lo que conduce a un 

incremento de la expresión de los ligandos de NKG2D y DNAM-1 favoreciendo el 

reconocimiento inmunológico de las células tumorales (Acebes-Huerta y col, 2016). 

Otros agentes quimioterapéuticos modulan la presencia de los NKG2DL a través 

de la inhibición de las MPs y, por lo tanto, de la liberación de los ligandos en su forma 

soluble. Las antraciclinas, epirubicina y doxorubicina, utilizadas como tratamiento en 

hepatocarcinoma, inhiben la expresión de ADAM10 en líneas celulares (HepG2 y 

PLC/PRF/5) disminuyendo la liberación MICA en su forma soluble y, por lo tanto, 

incrementado su expresión en la superficie celular (Kogha y col., 2009). El sorafenib, un 

inhibidor del angiogénesis capaz de incrementar la supervivencia en pacientes con 

hepatocarcinoma, también produce una disminución de MICA soluble como 

consecuencia de la disminución de la expresión de la proteasa ADAM9 (Kohga y col., 

2010).  

 

4.3.2.- Inhibición de las MPs 

El bloqueo de la actividad de las MPs con inhibidores específicos ha sido sugerido 

como una prometedora estrategia terapéutica dirigida a bloquear la liberación de los 

ligandos de NKG2D, principalmente MICA, MICB y ULBP2, en su forma soluble con el 

fin de potenciar la inmunidad antitumoral. Inhibidores de amplio espectro de las 

MMPs, MMPI II y MMPI III, son capaces de reducir la liberación de MICA y ULBP2 en 
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células transfectadas C1R-MICA y C1R-ULBP2 (Yamanegi y col., 2012; Waldahuer y col., 

2006). La inhibición farmacológica de MMP9 en la línea celular NUGC-3 de cáncer 

gástrico aumenta la expresión de MICA, MICB y de ULBP2 en la membrana celular y 

disminuye la liberación de éstos en su forma soluble (Shiraishi y col., 2016). Además, se 

ha observado una correlación inversa entre la expresión de MMP9 y la expresión de 

MICA, MICB y ULBP2 en estas células. El tratamiento con inhibidores específicos de 

ADAM10 (GW280264X) y ADAM17 (y GI254023X) reduce la liberación de MICA soluble 

en las células transfectadas C1R-MICA (Waldhuer y col., 2008). Adicionalmente, el 

BB94 (Batismatat), inhibidor de MMPs y ADAMs, es capaz de reducir la liberación de 

MICA, MICB y ULBP2 (Waldahuer y col., 2006; Boutet y col., 2009; Waldahuer y col., 

2008). Sin embargo, la principal desventaja del uso de estos inhibidores farmacológicos 

es que se trata de inhibidores de amplio espectro lo cual dificulta su posterior uso en 

clínica como agentes antitumorales.  

Los TIMPs (Tissue inhibitors of metalloproteinases) son inhibidores endógenos de 

las MPs que regulan la actividad de estas durante el remodelamiento de la matriz 

extracelular (Baker y col., 2002). Se conocen cuatro miembros de TIMPs (TIMP1, 

TIMP2, TIMP3 y TIMP4) pero únicamente TIMP1 y TIMP3 son capaces de inhibir MPs 

implicadas en la liberación de los NKG2DL, aunque lo hacen con diferente afinidad.  

Mientras TIMP1 es un inhibidor de baja afinidad de MMP9, MMP14 y ADAM10; TIMP3 

es un potente inhibidor de MMP9, ADAM10 y de ADAM17 (Bourboulia y col., 2010; 

Brew y col., 2010). TIMP1 es capaz de modular las MPs involucradas en la liberación de 

MICA, MICB y ULBP2, pero su papel directo en la producción de los ligandos solubles es 

aún desconocido. Sin embargo, se ha visto que la adición de TIMP3 exógeno al medio 

de cultivo en células transfectadas con MICB reduce la liberación de este ligando al 

medio extracelular (Boutet y col., 2009). Por lo tanto, conocer los mecanismos de 

regulación de TIMP3 podría ser de gran utilidad en el diseño de nuevas estrategias 

terapéuticas que bloqueen la liberación de los ligandos solubles de NKG2DL.  
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 4.3.3.- Drogas epigenéticas 

 Se ha descrito que diferentes drogas epigenéticas que modulan la acetilación 

de histonas y la metilación del ADN regulan tanto la expresión como la liberación de 

los NKG2DL en diversos tumores. Inhibidores de histona deacetilasas como el 

valproato sódico disminuyen la expresión de la MMP9, incrementando la presencia de 

MICA y MICB en la superficie de células de osteosarcoma y disminuyendo su liberación 

al medio extracelular (Yamanegi y col., 2012).   

El tratamiento con tratamientos hipometilantes (AZA, DAC) solo o en 

combinación con otros tratamientos (tricostatina A, vitamina D3, briostatina, factores 

de crecimiento mieloide…) induce la expresión de MICA, MICB y ULBPs 1-3 en la 

superficie de líneas celulares leucémicas (HL60, K562, Raji) y en cultivos primarios de 

blastos mieloides (Rohner y col., 2007; Schmiedel y col., 2011; Tang y col., 2008). 

Además, algunos autores han sugerido que el incremento en la expresión de los 

ligandos MICA, MICB, ULBP1 y ULBP3 tras el tratamiento con DAC en la línea celular 

HL60 puede ser debido a la inhibición de la vía JAK/STAT3 (Zhu y col., 2015). Todos 

estos datos indican que los inhibidores de las DNMTs, azacitidina y decitabina, causan 

un incremento de los NKG2DL en la superficie de células tumorales promoviendo el 

reconocimiento inmunológico mediado por las células NK.  

Adicionalmente, tratamiento con otros agentes remodeladores de la cromatina, 

como inhibidores de HDACs (valproato sódico, tricostatina A), también inducen la 

expresión de MICA, MICB, ULBP1 y ULBP2 en líneas celulares de leucemia y en cultivos 

primarios de pacientes con LMA incrementando la capacidad lítica de las células NK 

(Kato y col., 2007; Diermayr y col., 2008; Lu y col., 2010). Estudios en líneas celulares 

de otros tipos tumorales (carcinoma renal, mieloma, sarcoma, cáncer de ovario…) 

muestran que la inhibición de las HDACs también produce un incremento de la 

expresión de MICA, MICB y las ULBPs 1-3 (López-Soto y col., 2009; Huan y col., 2011; 

Yang y col., 2013; Wu y col., 2012; Berghuis y col., 2012). Además de producir un 

incremento en la expresión de los NKG2DL, el tratamiento con inhibidores de HDACs 

(ácido transretinoico, valproato sódico) produce una disminución de la liberación de 
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MICA, ULBP2 y ULBP3 tanto en líneas celulares como en cultivos primarios de LMA 

(Poggi y col., 2009). Otro agente hipometilante, hidralazina, en combinación con 

valproato sódico, reduce la liberación de MICA y MICB promoviendo la expresión de 

éstos en la membrana de líneas celulares de cáncer de mama y próstata (Chávez-

Blanco y col., 2011).  

 El incremento de la expresión de los NKG2DL en la membrana celular tras el 

tratamiento con agentes remodeladores de la cromatina sugiere que los mecanismos 

epigenéticos juegan un papel muy importante en la regulación de los ligandos durante 

el desarrollo tumoral. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para determinar 

los mecanismos de acción de estos tratamientos e identificar sus dianas específicas. 



 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. OBJETIVOS 
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 El sistema inmune innato, y en particular las células Natural Killer (NK) tienen 

un papel esencial en el control del desarrollo tumoral. En concreto, la interacción entre 

el receptor activador NKG2D y sus ligandos (MICA, MICB y ULBPs 1-6) ha sido 

propuesta como clave para promover la actividad de las células NK frente a los 

tumores. Sin embargo, las células tumorales han desarrollado diversas estrategias para 

evitar este reconocimiento inmune tales como una reducida expresión de los ligandos 

de NKG2D (NKG2DL) en la superficie celular o la liberación de estos al medio 

extracelular como moléculas solubles. Por lo tanto, las estrategias terapéuticas 

actuales están siendo dirigidas a incrementar la expresión de los NKG2DL e impedir su 

liberación mediante el uso de diversos fármacos entre los que se encuentran los 

tratamientos epigenéticos.  

El uso de agentes hipometilantes ha supuesto en los últimos años una revolución 

en el tratamiento de diversos tumores. En concreto, en la leucemia mieloide aguda y 

síndromes mielodisplásicos donde la supervivencia es muy reducida, siendo los 

resultados observados enormemente esperanzadores. Por lo tanto, elucidar los 

efectos que la metilación del ADN y el tratamiento con agentes hipometilantes tienen 

en la regulación de los NKG2DL podría ser de gran relevancia para el desarrollo de 

nuevas estrategias terapéuticas que favorezcan el reconocimiento inmune mediado 

por la interacción NKG2D-NKG2DL. 

En consecuencia, y como objetivo principal de esta Tesis Doctoral, nos 

planteamos estudiar la implicación que los tratamientos desmetilantes tienen en la 

regulación de los NKG2DL y su contribución al reconocimiento inmunológico en el 

contexto de la leucemia mieloide aguda.  Los objetivos específicos de este trabajo han 

sido:  

 

1.- Caracterizar el patrón de expresión de los ligandos de NKG2D en 

diversos tumores hematológicos y sólidos, y determinar la implicación que la 

metilación del ADN tiene en la regulación de su expresión.  
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2.- Analizar el efecto de los tratamientos desmetilantes (AZA y DAC) en la 

liberación de los NKG2DL en su forma soluble e identificar los mecanismos 

moleculares implicados.  

 

3.- Evaluar las consecuencias funcionales, in vitro e in vivo, que los 

tratamientos con agentes hipometilantes tienen en la expresión y liberación de 

los NKG2DL, y en el reconocimiento inmune mediado por células NK.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS 
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 En los trabajos incluidos en esta tesis doctoral se han utilizado diversas líneas 

celulares tumorales para los estudios in vitro, así como muestras biológicas de 

pacientes con leucemia mieloide aguda procedentes del Servicio de Hematología del 

Hospital Universitario Central de Asturias y del Hospital Reina Sofía de Córdoba, así 

como del Servicio de Inmunología del Hospital Virgen de la Arrixaca de Murcia, del 

Servicio de Hematología del Hospital General Universitario Santa Lucía de Cartagena y 

del Servicio de Hematología del Hospital Puerta del Hierro de Madrid. Las muestras de 

pacientes diagnosticados de cáncer de colon proceden del Hospital Puerta de Hierro 

de Madrid y los controles sanos han sido derivados desde el Centro Comunitario de 

Sangre y Tejidos de Asturias y desde el Hospital Virgen de la Arrixaca de Murcia (Tabla 

6).  

 

Tabla 6. Material biológico utilizado en la presente Tesis Doctoral. LMA: leucemia mieloide aguda; LLA: 
leucemia linfoide aguda. 

 

Trabajo Material Biológico 

Artículo 1: 

Methylation of NKG2D ligands 

contributes to immune 

system evasion in acute 

myeloid leukemia 

Líneas celulares: 

- LMA: HL60, KG1A, NB4, HELR, MV4-11, MOLM-13, KASUMI-1. 

- LLA: RS411, KOPN8, JURKAT, REH. 

- Hepatocarcinoma: HUH7, SNU354, ALEX, SNU368. 

- Cáncer de colon: SW480, SW620, HCT116, HT29, RKO. 

- Células NK: NKL 

Muestras de pacientes: 

- ADN de controles sanos (n=25) procedentes del Centro de Comunitario de Sangre y 

Tejidos de Asturias. ADN de pacientes con LMA (n=60) diagnosticados en el Hospital 

Reina Sofía de Córdoba. 

- ADN de muestras pareadas de tejido normal y tumoral de pacientes diagnosticados 

con cáncer de colon (n=44) procedentes del Hospital Puerta de Hierro, Madrid.  

Artículo 3: 

Increasing TIMP3 expression 

by hypomethylating agents 

diminishes soluble MICA, 

MICB and ULBP2 shedding in 

acute myeloid leukemia, 

facilitating NK cell-mediated 

immune recognition 

Líneas celulares: 

- LMA: KG1A, NB4 

Muestras de pacientes: 

- ADN de médula ósea de controles sanos (n=25) y pacientes con LMA (n=90) 

procedentes del Hospital Virgen de la Arrixaca de Murcia y del Hospital General 

Universitario Santa Lucía de Cartagena de Murcia. 

- Sueros de pacientes con LMA antes y después del tratamiento con Vidaza® (n=12) 

procedentes del Hospital Universitario Central de Asturias. 

- Células de médula ósea de pacientes con LMA antes y después del tratamiento con 

Vidaza® (n=5) procedentes del Hospital Clínico San Carlos, Madrid. 
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1. LA METILACIÓN DEL ADN EN LOS NKG2DL CONTRIBUYE A LA 
EVASIÓN DEL SISTEMA INMUNE EN LA LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA 

  

ANTECENDES: Las células NK son componentes del sistema inmune innato esenciales 

en la inmunovigilancia del cáncer. La actividad de las células NK está regulada por un 

balance exhaustivo entre los receptores de activación y de inhibición expresados en su 

superficie celular que reconocen ligandos específicos presentes en la célula diana. 

NKG2D es uno de los principales receptores de activación de las células NK, que 

también se expresa en células NKT, γδ T, αβ CD8+, y el cual es capaz de reconocer 

múltiples ligandos como MICA, MICB y ULBPs 1-3, entre otros. La expresión de estos 

ligandos es reducida o ausente en condiciones normales, pero se induce durante el 

desarrollo tumoral favoreciendo el reconocimiento del tumor por células inmunes. A 

pesar de ello, las células tumorales han desarrollo diversos mecanismos para reducir la 

expresión de los NKG2DL y con ello evadir la respuesta inmunológica. Como 

consecuencia de ello, numerosas estrategias terapéuticas están siendo dirigidas a 

incrementar la expresión de los NKG2DL en la superficie de las células tumorales para 

facilitar la interacción NKG2D-NKG2DL y la eliminación del tumor por las células 

inmunes citotóxicas.  

Además, durante el desarrollo del tumor, los mecanismos que controlan la 

metilación del ADN pueden estar desregulados desencadenando la sobreexpresión de 

oncogenes o la inhibición de genes supresores tumorales. De hecho, tratamientos con 

agentes desmetilantes (azacitidina y 5-aza-2’-deoxicitidina) son actualmente utilizados 

en la práctica clínica para el tratamiento de pacientes con síndromes mielodisplásicos y 

LMA. Por lo tanto, en este trabajo nos planteamos analizar la implicación que la 

metilación del ADN tiene en la regulación de la expresión de los NKG2DL en diversas 

patologías tumorales, y especialmente en la LMA. 

Artículo 1: “Methylation of NKG2D ligands contributes to immune system 

evasion in acute myeloid leukemia.” Baragaño Raneros A, Martín-Palanco 

V, Fernandez AF, Rodriguez RM, Fraga MF, Lopez-Larrea C, Suarez-Alvarez 

B. Genes Immun. 2015; 16: 71-82.  
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RESUMEN: En este trabajo se analizó el perfil de expresión de los NKG2DL en 

diferentes líneas celulares procedentes de tumores de origen hematológico (LMA, 

leucemia linfoide aguda) y epitelial (hepatocarcinoma, cáncer de mama y cáncer de 

colon). Se observó una gran heterogeneidad en la expresión de los NKG2DL en los 

diferentes tipos tumorales siendo mucho más reducida en tumores hematológicos. El 

análisis del patrón de metilación de los NKG2DL mediante la técnica de 

pirosecuenciación mostró que estos genes están hipermetilados en al menos alguna 

línea celular, excepto MICB que se encuentra hipometilado o parcialmente metilado en 

todas. Sin embargo, la mayor frecuencia en la metilación de los NKG2DL se observó en 

las líneas celulares de LMA. El análisis de metilación de los NKG2DL en pacientes 

diagnosticados de LMA (n=60) mostró que los niveles de metilación en MICA y las 

ULBPs 1-3 son significativamente incrementados respecto a controles sanos (n=25). 

Por el contrario, los NKG2DL se encuentran hipometilados en muestras pareadas de 

tejido normal y tumoral de pacientes con cáncer de colon (n=44) sugiriendo que la 

metilación de los NKG2DL podría ser un hecho característico de la LMA. Debido a que 

la metilación del ADN es un mecanismo reversible, se demostró que el tratamiento con 

inhibidores de las DNMTs (AZA, DAC) restaura la expresión de los NKG2DL en la 

superficie celular favoreciendo el reconocimiento inmune y la lisis de la célula tumoral 

por las células citotóxicas NK y linfocitos T CD8+.  

 

CONCLUSIONES: Los resultados de este trabajo muestran por primera vez que la 

metilación del ADN es un mecanismo clave en la regulación y silenciamiento de los 

NKG2DL durante el desarrollo de la LMA. El tratamiento con agentes hipometilantes 

contribuye a restaurar la expresión de los NKG2DL en la superficie tumoral, 

favoreciendo el reconocimiento y la lisis de los blastos mieloides por las células 

inmunes positivas NKG2D e impidiendo la progresión tumoral. Además, la 

cuantificación de los niveles de metilación de los NKG2DL por técnicas sencillas como 

la pirosecuenciación, podría ser de gran relevancia para determinar el grado de 

evolución tumoral en la LMA.  
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2. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA LIBERACIÓN DE LOS 
LIGANDOS DE NKG2D DE LA SUPERFICIE CELULAR. 
IDENTIFICACIÓN DE NUEVAS DIANAS TERAPEÚTICAS 

 

ANTECEDENTES: Las células tumorales han desarrollo diversos mecanismos con el fin 

de evitar la expresión de los NKG2DL en la superficie celular y como última 

consecuencia su reconocimiento por el sistema inmune. Uno de estos mecanismos, y 

el mejor estudiado hasta la fecha, es la liberación de los NKG2DL en su forma soluble. 

Numerosos trabajos han demostrado la presencia de estos ligandos en el suero de 

pacientes con diversas patologías tumorales, tanto de origen hematológico como 

epitelial, y su utilidad como marcadores de diagnóstico y de pronóstico de la 

enfermedad. La liberación de los NKG2DL en su forma soluble impide el 

reconocimiento y favorece la evasión inmune, principalmente a través de dos 

procesos; la disminución de los NKG2DL en la membrana de la célula tumoral, y la 

interacción con NKG2D bloqueando el sitio de unión de NKG2D a sus ligandos e 

induciendo su internalización desde la superficie celular.  Por lo tanto, el conocimiento 

de los mecanismos que regulan la liberación de los NKG2DL es de gran relevancia en el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que eviten la liberación de estos ligandos 

y como consecuencia favorezcan el reconocimiento inmune.  

 

 

Artículo 2: “Secretory pathways generating immunosuppressive NKG2D 

ligands: New targets for therapeutic intervention.” Baragaño Raneros A, 

Suarez-Álvarez B, López-Larrea C. Oncoimmunology. 2014; 3:e28497. 

 

 

RESUMEN: En este trabajo hemos revisado los mecanismos implicados en la liberación 

de los NKG2DL durante el desarrollo tumoral haciendo especial hincapié en la 

liberación proteolítica mediada por la acción de las metaloproteasas (MPs). Las MPs, 

de las cuales se conocen tres familias (MMPs, ADAMs, ADAMs-TS) han sido implicadas 

en diferentes procesos celulares relacionados con el cáncer como supervivencia, 

angiogénesis, crecimiento, migración o invasión. Miembros de la familia MMP (MMP2, 
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MMP9, MMP14) han sido involucrados en la liberación de MICA y MICB. Sin embargo, 

las proteasas más relevantes son ADAM10 y ADAM17 ya que también modulan la 

liberación de ULBP2. Además, mecanismos adicionales, como el reclutamiento de 

MICA y MICB en dominios ricos en colesterol (DRM) o el cambio conformacional de 

MICA como consecuencia de la interacción con la proteína del retículo endoplasmático 

ERp5, cooperan con las MPs para favorecer la digestión proteolítica de los NKG2DL.  

Por el contrario, la actividad de las MPs es bloqueada por la acción de los TIMPs 1-4, 

inhibidores endógenos de las proteasas. Sin embargo, únicamente TIMP3 ha sido 

implicado en la regulación de los NKG2DL en su forma soluble, concretamente en la 

liberación de MICB. Aunque no es su principal mecanismo de liberación, MICA, MICB y 

ULBP2 también pueden liberarse dentro de partículas exosomales. Sin embargo, este 

es el único mecanismo de liberación conocido para ULBP1 y ULBP3. A la vista de estos 

datos, la inhibición de las MPs podría ser una buena estrategia terapéutica para 

impedir la liberación de los ligandos solubles y potenciar la respuesta inmunológica. En 

la actualidad, diversos inhibidores sintéticos de las MPs (MMPI II, MMPI III, 

GW2800264X, GI254023X) y agentes quimioterapéuticos utilizados para el tratamiento 

del hepatocarcinoma o el cáncer de mama (epirubicina, doxorubicina) han sido 

propuestos como terapia ya que reducen la liberación de MICA, MICB y/o ULBP2 en 

células tumorales. Además, el tratamiento con hidralacina (inhibidor de DNMTs) o 

valproato (inhibidor de HDACs) reduce los niveles de MICA y MICB solubles sugiriendo 

que los mecanismos de regulación epigenética podrían ser relevantes en la regulación 

de los NKG2DL solubles. 

 

CONCLUSIONES: Debido a la relevancia de las formas solubles de los NKG2DL en la 

progresión del cáncer, diversos inhibidores de las MPs han sido sugeridos como 

potenciales tratamientos farmacológicos para impedir la liberación de los ligandos 

solubles y favorecer el reconocimiento inmunológico. Sin embargo, estos inhibidores 

son de amplio espectro por lo que es necesario un estudio en profundidad para 

determinar su validez terapéutica. Por ello, es necesaria la búsqueda de nuevas dianas 

terapéuticas que permitan modular la liberación de los NKG2DL. El conocimiento de 

los mecanismos de regulación que controlan la expresión de TIMP3, como por ejemplo 
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la regulación epigenética, y la liberación de los NKG2DL dentro de partículas 

exosomales podría ser de gran relevancia para inhibir la liberación de los NKG2DL y, 

por lo tanto, potenciar la respuesta inmunológica mediada por NKG2D-NKG2DL. 
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3. LOS TRATAMIENTOS DESMETILANTES DISMINUYEN LA 
LIBERACION DE MICA, MICB Y ULBP2 EN LA LEUCEMIA 
MIELOIDE AGUDA, FAVORECIENDO EL RECONOCIMIENTO 
INMUNOLÓGICO MEDIADO POR LAS CÉLULAS NK 

  

ANTECEDENTES: La LMA es una enfermedad muy heterogénea desde el punto de vista 

morfológico y molecular lo cual dificulta tanto el pronóstico como las opciones 

terapéuticas de estos pacientes. Numerosos estudios han mostrado que los pacientes 

con LMA presentan frecuentemente mutaciones en genes relacionados con la 

metilación del ADN (DNMT3A, TET2 e IDH) sugiriendo que la metilación del ADN es un 

mecanismo importante en el desarrollo de esta patología. Actualmente dos agentes 

hipometilantes (AZA, Vidaza®; DAC, Dacogen®), aprobados por la FDA, están siendo 

utilizados para el tratamiento de la LMA. Estos tratamientos muestran consecuencias 

diversas sobre la viabilidad y el ciclo celular, y además son capaces de modular la 

expresión de múltiples genes. Sin embargo, los mecanismos o las rutas moleculares 

específicas sobre los que actúan son aún poco conocidos.   

 Como hemos descrito previamente, la liberación de los NKG2DL en su forma 

soluble implica una expresión reducida de estos ligandos en la superficie de la célula 

tumoral y la internalización del receptor NKG2D en la célula efectora, evitando 

finalmente el reconocimiento inmunológico. A la vista de estas evidencias, en este 

trabajo nos hemos propuesto analizar el efecto que los tratamientos hipometilantes 

tienen en la liberación de los NKG2DL y sus consecuencias funcionales in vivo en el 

tratamiento de la LMA.   

Artículo 3: “Increasing TIMP3 expression by hypomethylating agents 

diminishes soluble MICA, MICB and ULBP2 shedding in acute myeloid 

leukemia, facilitating NK cell-mediated immune recognition. Baragaño 

Raneros A, Minguela Puras A, Rodriguez RM, Colado E, Bernal T, Anguita 

E, Vasco Mogorron A, Chaparro Gil A, Vidal-Castiñeira JR, Márquez-

Kisinousky L, Díaz Bulnes P, Martinez Marin A, García Garay MC, Suárez-

Álvarez B, López-Larrea C. Oncotarget. 2017 Mar 29. doi: 

10.18632/oncotarget.16657. 
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RESUMEN: A la vista de estos antecedentes, nos propusimos analizar el efecto del 

tratamiento con agentes hipometilantes (AZA, DAC) sobre la liberación de los NKG2DL 

en líneas celulares de LMA (KG1A, NB4). Nuestros resultados mostraron que el 

tratamiento con ambos agentes hipometilantes reduce drásticamente los niveles 

solubles de todos los NKG2DL (MICA/B, ULBPs 1-3) asociándose con un incremento de 

su expresión en la membrana celular. Además, el bloqueo de la liberación de estos 

ligandos en su forma soluble permite restaurar la expresión de NKG2D en las células 

NK y, por lo tanto, incrementar su capacidad citotóxica. Estos resultados fueron 

corroborados en muestras biológicas de pacientes con LMA tratados con Vidaza® 

(n=12) donde se observó que los niveles de los NKG2DL solubles en el suero son 

menores tras el tratamiento. Además, esta disminución está asociada con un aumento 

de su expresión en la superficie celular de los blastos mieloides favoreciendo el 

reconocimiento inmunológico mediado por la interacción NKG2D-NKG2DL. Esta 

inhibición en los niveles de MICA, MICB y ULBP2 soluble se produce como 

consecuencia del incremento de expresión de TIMP3, un inhibidor natural de la 

actividad de la proteasa ADAM17. El análisis del patrón de metilación de TIMP3 

mediante la técnica de pirosecuenciación mostró que este gen se encuentra 

aberrantemente metilado en las líneas celulares de LMA. Asimismo, el 25.5% de los 

pacientes con LMA (n=90) presentaron niveles elevados de metilación para TIMP3 los 

cuales se asocian con un pronóstico citogenético adverso de la enfermedad.   

 

CONCLUSIONES: Nuestro estudio sugiere que la inducción de la expresión de TIMP3 

tras el tratamiento con agentes hipometilantes disminuye los niveles solubles de MICA, 

MICB y ULBP2 manteniendo su expresión en la membrana celular. El análisis del nivel 

de metilación de TIMP3 podría ser considerado como un nuevo biomarcador de 

pronóstico citogenético adverso en el desarrollo de la LMA. Por lo tanto, el 

tratamiento con Vidaza® supone una buena estrategia terapéutica para desmetilar 

TIMP3 potenciando la respuesta inmune frente a la LMA.  
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1. LOS LIGANDOS DE NKG2D SE EXPRESAN DE FORMA 
HETEROGÉNEA EN EL CÁNCER 

 

Como se ha mencionado previamente, los NKG2DL están ausentes o se expresan de 

forma muy reducida en la mayoría de las células sanas de nuestro cuerpo. Sin embargo, 

su expresión se induce enormemente ante diversas situaciones de estrés celular como 

choque térmico, estrés oxidativo, infecciones, daño en el ADN o radiación UV (Groh y col., 

1996; Groh y col., 2001; Yamamoto y col., 2001; Borchers y col., 2006). Muchos de estos 

procesos, como la respuesta al daño mediada por la vía ATM/ATR, se producen durante el 

desarrollo tumoral induciendo la expresión de estos ligandos en la superficie de las 

células tumorales y facilitando su reconocimiento por el sistema inmune (Cerboni y col., 

2007). Además, durante la carcinogénesis también se induce la expresión de diversos 

factores de transcripción (E2F, NFκB, Sp1, Sp3…) y múltiples oncogenes (c-Myc, p53, 

Ras…) que a su vez incrementan la expresión de los NKG2DL en la superficie de las células 

tumorales (Raulet y col., 2013). Por lo tanto, la sobreexpresión de los ligandos de NKG2D 

en las células tumorales no es consecuencia de un único proceso, sino que múltiples 

mecanismos asociados al desarrollo tumoral cooperan entre sí para favorecer el 

reconocimiento inmunológico mediado por la interacción NKG2D-NKG2DL. Como 

consecuencia de ello, la expresión de los NKG2DL ha sido demostrada en una gran 

variedad de tumores.  

Con el objetivo de caracterizar la expresión los ligandos de NKG2D en diversos tipos 

tumorales, hemos analizado los niveles de RNA mensajero de MICA, MICB y ULBPs 1-3 en 

líneas tumorales procedentes de tumores sólidos (hepatocarcinoma, cáncer de mama y 

cáncer de colon) y hematológicos (LMA, leucemia linfoide aguda). Nuestros resultados 

muestran que cada uno de los ligandos de NKG2D se transcribe de forma heterogénea 

entre los diferentes tipos celulares analizados ya que no se observa un patrón definido, e 

independientemente del origen del tumor. Además, hemos observado que los niveles de 

expresión son muy elevados para MICA y MICB en todos los tipos celulares, mientras que 

la expresión de las ULBPs 1-3, especialmente la de ULBP3, es más reducida.  
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La principal diferencia que hemos encontrado entre los tumores de origen 

hematológico y epitelial se encuentra en la frecuencia de expresión de los ligandos de 

NKG2D. Todas las líneas celulares derivadas de tumores epiteliales expresan dos o más 

NKG2DL, mientras que el 25% de las líneas celulares de tumores hematológicos expresan 

un único ligando. Por lo tanto, nuestros resultados ponen de manifiesto que mientras 

algunas células tumorales van a poder ser reconocidas y eliminadas por el sistema 

inmune a través de la interacción NKG2D-NKG2DL, otras células carentes de expresión 

para los NKG2DL serán menos inmunogénicas y, por lo tanto, evadirán la respuesta 

inmune. En este sentido, el reconocimiento inmunológico mediado por células NKG2D 

positivas será mucho más deficiente en tumores de origen hematológico que en tumores 

sólidos.    

Previamente, numerosos trabajos han descrito la expresión diferencial de los 

ligandos de NKG2D en diversos tipos de tumores, aunque aún existen numerosas 

controversias. En tumores hematológicos se ha observado que las leucemias agudas 

(linfoides y mieloides) muestran niveles de expresión más bajos para los NKG2DL que las 

leucemias crónicas por lo que el reconocimiento inmunológico será menor (Hilpert y col., 

2012). En la LMA existen resultados contradictorios a la hora de definir el perfil de 

expresión de los NKG2DL. Algunos autores sugieren que los NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs 

1-3) no se expresan o lo hacen a niveles muy bajos en pacientes con LMA (Nowbakht y 

col., 2005; Pende y col., 2005). Además, su expresión podría variar en función de la 

clasificación de la FAB, siendo ausente en leucemias mieloblásticas (M1-M3) pero 

expresándose en leucemias monocíticas (M4-M5) (Diermayr y col., 2008). Sin embargo, 

otros autores sugieren que la expresión de los NKG2DL es muy variable en los blastos 

mieloides y que, por lo tanto, el reconocimiento inmunológico del tumor variará en 

función del paciente (Salih y col., 2003; Sánchez-Correa y col., 2011; Hilpert y col., 2012). 

En concreto, en el 50-70% de los pacientes se expresa al menos un ligando, mientras que 

sólo un pequeño porcentaje de pacientes (15%) son capaces de expresar múltiples 

ligandos. En otros tipos de tumores hematológicos, como la leucemia mieloide crónica o 

la leucemia linfocítica aguda y crónica, los ligandos de NKG2D se expresan igualmente de 

forma variable y frecuente. Más del 60% de los pacientes con estas patologías expresan al 

menos un NKG2DL en la superficie celular (Nückel y col., 2010; Hilpert y col., 2012).  



D i s c u s i ó n  | 159 

 

  

A diferencia de lo que ocurre con la LMA, el patrón de expresión de los NKG2DL está 

claramente definido en tumores sólidos. Mientras que en tumores hematológicos no 

existe una clara tendencia de expresión de unos ligandos sobre otros, la mayoría de los 

trabajos realizados en tumores sólidos (carcinoma hepático, colon, mama, renal, gástrico, 

cervical, pancreático, pulmón) muestran una alta expresión de MICA, y en menor medida 

de MICB (McGilvray y col., 2009; De Kruijf y col., 2012; Chen y col., 2013; Dambrauskas y 

col., 2013; Cho y col., 2014; Kamimura y col., 2014; Ribeiro y col., 2014; Zhang y col., 

2016). Aunque se ha descrito una expresión incrementada de las ULBPs 1-3 en 

colangiocarcinoma, carcinoma de mama, hepatocarcinoma o cáncer ovárico (McGilvray y 

col., 2009; Kamimura y col., 2010; De Kruijf y col., 2012; Tsukagoshi y col., 2016), existe un 

gran desconocimiento sobre la expresión de estos ligandos en otros tumores sólidos.  

La eficiencia en el reconocimiento de las células tumorales por las células 

citotóxicas positivas para NKG2D va a depender de los niveles de expresión de los 

NKG2DL en la superficie celular. Sin embargo, no existen evidencias claras sobre la 

relación entre una expresión elevada de los NKG2DL en la superficie de las células 

tumorales y el pronóstico de la enfermedad. Algunos autores sugieren que la expresión 

de los ligandos MICA, MICB, ULBP1 y ULBP2 se correlaciona positivamente con la 

supervivencia global o la supervivencia libre de enfermedad mientras que se asocia 

negativamente con la presencia de metástasis en carcinomas hepáticos y de mama (De 

Kruijf EM y col., 2012; Kamimura y col., 2012; Wang y col., 2014; Fang y col., 2014). Por el 

contrario, la presencia de MICA y MICB en pacientes con cáncer gástrico se ha asociado a 

un mayor crecimiento del tumor (> 5 cm) (Ribeiro y col., 2016) y en pacientes con 

carcinoma ovárico, la expresión de ULBP2 se asocia negativamente con el pronóstico de la 

enfermedad (Li y col., 2009; McGilvray R y col., 2010).  

En definitiva, nuestros resultados sugieren que el reconocimiento inmunológico 

mediado por las células NKG2D positivas será menor en tumores de origen hematológico 

que en tumores sólidos lo que facilitará la progresión de la enfermedad. 

 



D i s c u s i ó n  | 160 

 

  

2. LA METILACIÓN DEL ADN CONTRIBUYE AL SILENCIAMIENTO 
GÉNICO DE LOS NKG2DL EN LA LMA 

 

Las modificaciones epigenéticas, incluida la metilación del ADN, regulan la 

expresión génica durante el desarrollo normal del individuo. Durante la diferenciación 

hematopoyética se produce la desmetilación global de las células progenitoras CD34+ 

dando lugar a las diferentes estirpes celulares, cada una de las cuales tendrá su propio 

perfil de metilación (Calvanese y col., 2012). La desdiferenciación inducida de las células 

CD34+ diferenciadas (CD34+-iPSC) restaura los niveles iniciales de metilación sugiriendo 

que la desmetilación del ADN es un mecanismo esencial en el proceso de diferenciación 

hematopoyética. 

Durante la carcinogénesis se producen cambios en el patrón de metilación que 

conllevan a: una hipometilación global del genoma y/o a la hipermetilación en la región 

promotora de genes específicos. Como consecuencia de ello se produce el incremento de 

la expresión de oncogenes y la inhibición de genes supresores tumorales que van a 

desequilibrar el balance que controla la proliferación en las células normales dando lugar 

al desarrollo del cáncer (Ehrlich y col., 2002; Esteller, 2002). Por ello, la implicación de la 

metilación en el ADN en la evolución del cáncer, incluida la LMA, ha sido objeto de 

estudio en los últimos años. Durante el desarrollo de la LMA, el patrón de metilación se 

modifica como consecuencia de la presencia de mutaciones en los enzimas que regulan la 

metilación del ADN (DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2) que desencadenan la expresión 

aberrante o el silenciamiento de genes envueltos en diferentes procesos relacionados con 

el cáncer como la diferenciación celular, el ciclo celular o la angiogénesis (Chou y col., 

2011; Im AP y col., 2014; Spencer y col., 2017). Además, diversas alteraciones 

cromosómicas y moleculares han sido asociadas con la presencia de hipometilación 

(CBFb-MYH11 inv(16) t(16;16); mutación DNMT3A…), hipermetilación (mutación TERT2, 

mutación IDH1/2…) o incluso de ambas (PML-RARa t(15;17); AML/ETO t(8;21); mutación 

NPM1…) en pacientes con LMA (Schoofs y col., 2014). Esto ha supuesto la identificación 

de hasta 16 perfiles diferentes de metilación, 11 de los cuales se corresponden con los 

subtipos de la LMA definidos por la clasificación de la OMS, indicando la importancia de la 
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metilación del ADN en el pronóstico de la LMA (Figueroa y col., 2010). Además, el análisis 

del perfil de metilación del ADN tiene valor predictivo tanto de supervivencia como de 

respuesta al tratamiento hipometilante lo cual es esencial para mejorar el cuidado y las 

opciones terapéuticas de los pacientes con LMA (Bullinger y col., 2010; Achille y col., 

2016; Luskin y col., 2016; Zhang y col., 2016).  

Debido a que durante el desarrollo de la LMA se produce la metilación aberrante de 

múltiples genes, quizá cambios en el perfil de metilación de genes específicos podrían 

condicionar la respuesta inmune durante el desarrollo tumoral. Por ello, nos planteamos 

estudiar el papel de la metilación del ADN en la regulación de la expresión de los NKG2DL 

(MICA, MICB, ULBPs 1-3) en líneas celulares de tumores sólidos (hepatocarcinoma, cáncer 

de mama y cáncer de colon) y hematológicos (LMA y leucemia linfoide aguda). En primer 

lugar, mediante la técnica de secuenciación de bisulfito, se delimitaron las CpG 

susceptibles de metilación mediante el análisis de una región promotora próxima al inicio 

de transcripción que engloba 18-38 CpG para cada ligando. Posteriormente, los niveles de 

metilación para las CpG seleccionadas fueron cuantificados mediante la técnica de 

pirosecuenciación en los distintos tipos celulares.  El perfil de metilación del ADN en los 

genes MICA, ULBP1, ULBP2 y ULBP3 indica que estos ligandos están aberrantemente 

metilados (> 60% de metilación) en al menos una de las líneas celulares analizadas. A 

diferencia de lo que ocurre con el resto de ligandos, MICB se encuentra desmetilado en la 

mayoría de las líneas celulares, y únicamente en dos líneas de LMA (KG1A, NB4) y una de 

cáncer de colon (HT29) la metilación de MICB fue parcial (40-60%). El análisis comparativo 

entre los diferentes subtipos tumorales muestra que los ligandos de NKG2D están 

metilados más frecuentemente en las líneas de LMA, lo cual se correlaciona con los bajos 

niveles de transcripción observados en estas líneas celulares. Este resultado, junto con la 

ausencia de expresión de los NKG2DL, sugiere que las células de LMA serán menos 

inmunogénicas que las del resto de tipos tumorales analizados.  

Para determinar si el patrón de metilación observado para cada ligando en las líneas 

celulares de LMA es similar en pacientes, se cuantificaron los niveles de metilación de los 

NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs 1-3) mediante pirosecuenciación en muestras biológicas de 

pacientes con LMA (n=60). Los datos presentados en esta tesis doctoral muestran que los 
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niveles de metilación de MICA, ULBP1, ULBP2 y ULBP3 son significativamente superiores a 

los observados en controles sanos. Además, la frecuencia de metilación de los NKG2DL es 

elevada, ya que el 59% de los pacientes con LMA presentan una metilación aberrante 

para al menos un ligando. Para corroborar que la metilación de los ligandos de NKG2D es 

un evento característico del desarrollo de la LMA y no un fenómeno habitual en las 

células hematológicas, se analizó el perfil de metilación de cada ligando en diferentes 

subpoblaciones celulares (monocitos, linfocitos y células polimorfonucleares) de 

individuos sanos. Todos los NKG2DL se encuentran hipometilados en las diferentes 

poblaciones celulares analizadas sugiriendo que la metilación de los ligandos ocurre 

exclusivamente durante el desarrollo de la LMA. Estos resultados se correlacionan con la 

presencia de los ligandos (ULBP1, ULBP2, ULBP3) en diversas subpoblaciones celulares 

como plaquetas, granulocitos, monocitos y células B (Nowbakht y col., 2005).  

A diferencia de lo que ocurre en la LMA, los NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs 1-3) están 

desmetilados en muestras pareadas de tejido normal y tumoral procedente de pacientes 

con cáncer de colon (n=44). En cambio, hay trabajos que muestran que los ligandos 

ULBP2 y ULBP3 se encuentran hipermetilados en líneas celulares de cáncer de colon (Sers 

y col., 2009; Bormann y col., 2011). Quizás las diferencias observadas entre estos estudios 

y nuestro trabajo sean consecuencia de la diferente región promotora analizada para 

cada ligando, tratándose en nuestro caso de una región promotora más cercana al inicio 

de transcripción.  

Aparte de los trabajos realizados en cáncer de colon, se desconoce cuál es la 

implicación de la metilación del ADN en los ligandos en otros tipos tumorales. Por lo 

tanto, esta es la primera vez que se ha demostrado que la metilación del ADN regula la 

expresión de los NKG2DL tanto en líneas celulares como en pacientes con LMA. Además, 

la ausencia de metilación de los NKG2DL en controles sanos sugiere que la metilación de 

estos genes es un evento característico del desarrollo de la enfermedad.  

 

 



D i s c u s i ó n  | 163 

 

  

3. EL TRATAMIENTO CON AGENTES DESMETILANTES FAVORECE EL 
RECONOCIMIENTO INMUNOLÓGICO MEDIADO POR LA 
INTERACCIÓN NKG2D-NKG2DL 

 

La principal función del sistema inmune en la inmunovigilancia del cáncer consiste 

en la identificación y eliminación de las células tumorales a través del reconocimiento de 

antígenos específicos del tumor o de moléculas inducidas por estrés celular. Las células T 

CD8+ y las NK juegan un papel importante en el reconocimiento inmune del tumor a 

través de la liberación de gránulos citotóxicos (perforina y granzima) que van a provocar 

la lisis de la célula diana. De hecho, la carencia de perforina en modelos murinos genera 

una mayor incidencia de cáncer (Smyth y col., 2000). Además, para que tenga lugar la 

respuesta citotóxica es necesaria la infiltración de estas células en el tumor. Así, múltiples 

estudios han puesto de manifiesto la correlación positiva existente entre la infiltración de 

los linfocitos T CD8+ y la supervivencia a diferentes tipos tumorales (leucemia linfoide 

crónica, cáncer de mama, carcinoma renal, uroterial o esofágico) (Nakano y col., 2001; 

Schumacher y col., 2001; Sharma y col., 2007; Gonzalez-Rodriguez y col., 2010; Liu y col., 

2012). Del mismo modo, la infiltración de las células NK en el tumor desencadena la 

actividad citotóxica de estas células lo cual se relaciona con un mejor pronóstico de la 

enfermedad (Coca y col., 1997; Ishigami y col., 2000; Villegas y col., 2002). Sin embargo, 

uno de los trabajos más relevantes sobre la implicación de las células NK en la 

inmunovigilancia del cáncer fue el realizado por Imai y col. (Imai y col., 2000). Este estudio 

epidemiológico de 11 años de seguimiento, realizado en 3625 individuos japoneses con 

una edad superior a 40 años, muestra que aquellos individuos que tienen células NK con 

menor poder citotóxico tendrán un mayor riesgo de desarrollar algún tipo de cáncer en el 

futuro. Todos estos trabajos ponen de manifiesto la relevancia de las células citotóxicas 

en el reconocimiento y eliminación del tumor.  

La actividad lítica de las células NK está controlada por un balance exhaustivo entre 

señales de activación y de inhibición. La interacción de NKG2D, uno de los principales 

receptores de activación de las células NK, con sus ligandos es esencial en el 

reconocimiento inmunológico ya que la deficiencia en modelos murinos de este gen 

desencadena una mayor incidencia de cáncer (Guerra y col., 2008). Sin embargo, como 
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mecanismos de evasión tumoral, las células NK pierden su capacidad citotóxica en la LMA 

debido a la expresión reducida de NKG2D y de otros receptores de activación (DNAM-1, 

NCRs) y al aumento en la expresión de receptores de inhibición (KIR) (Verheyden y col., 

2004; Nguyen y col., 2005; Ingram y col., 2009; Lion y col., 2012; Khaznadar y col., 2012; 

Sanchez-Correa y col., 2012; Sandoval-Borrego y col., 2016).  Esto, en combinación con la 

reducida expresión de los ligandos de NKG2D así como de otros ligandos de activación, 

(PVR, Nectin-2) dificulta el reconocimiento inmune de las células tumorales (Nowbakht y 

col., 2005; Diermayr y col., 2008; Kearney y col., 2016). Como consecuencia de ello, las 

estrategias terapéuticas actuales están dirigidas a restaurar la actividad funcional de las 

células NK como, por ejemplo, a través del incremento en la expresión de los NKG2DL en 

la superficie de las células tumorales.  

Por lo tanto, y debido a la aberrante hipermetilacion de los NKG2DL (MICA, ULBPs 

1-3) en células de LMA, nos planteamos que el tratamiento con inhibidores de las DNMTs 

(AZA, DAC) podría suponer una buena estrategia terapéutica para facilitar la interacción 

de NKG2D con sus ligandos. Primeramente, hemos demostrado que el tratamiento con 

ambos agentes desmetilantes incrementa la transcripción de los NKG2DL (MICA, ULBP1, 

ULBP2, ULBP3) que estaban altamente metilados en las líneas celulares de LMA, leucemia 

linfoide aguda y cáncer de mama. Aunque este incremento transcripcional únicamente se 

traduce en un aumento de estas proteínas en la superficie celular en las líneas de LMA 

(HL60, KG1A, NB4). Por lo tanto, la metilación del ADN en las regiones reguladoras de los 

ligandos de NKG2D es un mecanismo reversible cuya inhibición facilita la re-expresión de 

estos ligandos en la superficie de las células tumorales.  

Posteriormente, para analizar si este incremento en las células tumorales podría 

facilitar el reconocimiento inmune, llevamos a cabo ensayos de citotoxicidad con la línea 

celular NKL, la cual expresa altos niveles del receptor NKG2D y bajos para los receptores 

de inhibición. Los resultados muestran que tras el tratamiento desmetilante (AZA, DAC) 

en las líneas celulares de LMA (HL60, KG1A, NB4) se produce un incremento en la 

capacidad lítica de las células NKL. Para demostrar la especificidad del tratamiento sobre 

la interacción NKG2D-NKG2DL, se realizaron ensayos de bloqueo utilizando un anticuerpo 

específico frente NKG2D observando una reducción en el porcentaje de lisis específica. 
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Además, el efecto sobre la capacidad citotóxica de las células NKL varía en función de la 

línea celular de LMA. Así, el incremento de la capacidad citotóxica es mayor tras el 

tratamiento con AZA en algunas líneas celulares de LMA (HL60, KG1A), mientras que otras 

(NB4) responden mejor al tratamiento con DAC. Estos resultados fueron corroborados 

mediante el análisis de la producción de IFN- γ por las células NKL tras entrar en contacto 

con las células de LMA antes y después del tratamiento con AZA y DAC observando un 

incremento en la producción de la citocina tras el tratamiento con ambos fármacos. Estos 

resultados apoyan trabajos previos en los que se había observado que el tratamiento con 

agentes hipometilantes solos o en combinación con otras drogas incrementan la 

expresión de los NKG2DL facilitando el reconocimiento inmune de las células tumorales 

(Rohner y col., 2007; Tang y col., 2008; Schmiedel y col., 2011). 

Cuando utilizamos células NK procedentes de controles sanos para ensayos de 

degranulación, los resultados son más variables. Algunas células NK de controles sanos 

son capaces de lisar las células HELR, la cual expresa todos los NKG2DL, mientras que no 

reconocen las células donde los NKG2DL se encuentran metilados (HL60, KG1A, NB4), 

mostrando que la metilación del ADN juega un papel muy importante en el 

reconocimiento inmunológico mediado por NKG2D-NKG2DL. Sin embargo, otras células 

NK son incapaces de reconocen y lisar a las células HELR pero sí a las líneas HL60, KG1A y 

NB4.  Esto es debido a que el reconocimiento inmunológico no depende exclusivamente 

de la interacción de NKG2D con sus ligandos, sino que existen múltiples receptores tanto 

de inhibición (KIR, LIR, NKG2A) como de activación (NKG2D, NCRs, DNAM-1, 2B4) que 

pueden modular este proceso. Además, los tratamientos desmetilantes no solo modulan 

la interacción NKG2D-NKG2DL, sino que también son capaces de inducir la expresión de 

algunos receptores de inhibición de las células NK, concretamente, los receptores KIR 

(KIR2DL, KIR2DL3, KIR3DL1 o KIR3DL2) (Gao y col., 2009; Sohlberg y col., 2015). De hecho, 

hemos observado niveles elevados de expresión de la molécula inhibitoria HLA-I en la 

línea celular HELR. Sin embargo, las líneas celulares metiladas para los NKG2DL (HL60, 

KG1A, NB4) tienen una expresión reducida para HLA-I, pero presentan niveles elevados de 

expresión para CD48, ligando del receptor de activación 2B4. Sin embargo, el bloqueo de 

2B4 en las células NK de un donante no respondedor (no reconoce HELR pero sí las líneas 

celulares metiladas) no produce ningún cambio en la degranulación de las células NK. En 
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cambio, la degranulación frente a la línea HELR aumenta tras el bloqueo del receptor de 

inhibición NKG2A. Por lo tanto, estos datos indican que el repertorio de receptores de 

activación y de inhibición de las células NK determinará la capacidad de reconocimiento 

inmunológico de las células tumorales. A diferencia de lo que ocurre con las células NK, la 

degranulación de las células CD8+ T de donantes sanos aumenta claramente tras el 

tratamiento con AZA y DAC. 

Además de la modulación de los ligandos de receptores de NK, otra de las 

estrategias terapéuticas que se están llevando a cabo actualmente para potenciar el 

reconocimiento inmunológico de las células de LMA es el trasplante de células NK 

aloreactivas.  En ratones NOD/SCID, a los que previamente se les injertaron células de 

LMA, el trasplante de células NK aloreactivas promueve la eliminación de las células 

leucémicas mejorando tanto la tasa de recaída como la de supervivencia de la 

enfermedad (Ruggeri y col., 2002). Actualmente, debido a que las células NK aloreactivas 

tienen la capacidad de expandirse y de mantener sus funciones citotóxicas intactas, se 

está llevando a cabo la transfusión de estas células a pacientes con idéntico HLA-I con el 

fin de eliminar las células leucémicas remanentes que hayan quedado después de los 

tratamientos de quimioterapia (Miller y col., 2005; Locatelli y col., 2009).  

En conclusión, aunque es cierto que la actividad de las células NK está regulada por 

un exhaustivo balance entre señales de activación y de inhibición, nuestros resultados 

sugieren que la inducción de los NKG2DL tras el tratamiento con agentes hipometilantes 

favorecería un mayor reconocimiento inmunológico del tumor (Figura 10). 
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Figura 11. Papel de las células NK en el reconocimiento de los blastos mieloides. (A) En la LMA la 
expresión de los receptores de inhibición se incrementa mientas que disminuye la expresión de los 
receptores de activación inhibiendo la lisis celular. (B) El tratamiento con agentes hipometilantes (AZA, 
DAC) incrementa la expresión tanto de NKG2D como de sus ligandos inclinando la balanza hacia la 
activación de la lisis celular favoreciendo el reconocimiento inmunológico del tumor.  
 
 
 
 
 
 

4. LIBERACIÓN DE LOS LIGANDOS DE NKG2D: MECANISMOS 
IMPLICADOS Y POSIBLES ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS 

 

El principal mecanismo de evasión desarrollado por las células tumorales consiste 

en la liberación de los NKG2DL en su forma soluble desde la superficie al medio 

extracelular. La presencia de los ligandos de NKG2D se ha demostrado en el suero de 

pacientes con múltiples patologías tumorales, tanto de origen epitelial como 

hematológico, pero existen diferencias entre un subtipo y otro. Al igual que ocurre con los 

niveles de expresión en la membrana celular, MICA es el ligando liberado con mayor 

frecuencia en tumores sólidos (cáncer cervical, hepatocarcinoma, neuroblastoma, 

carcinoma de cabeza y cuello de células escamosas) (Raffaghello y col., 2004; Jinushi y 
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col., 2005; Arreygue-Garcia y col., 2008; Klöβ y col., 2007). Si bien es cierto que muy pocos 

trabajos han analizado la presencia del resto de ligandos, principalmente ULBPs, en este 

tipo de tumores. Únicamente se ha mostrado la presencia de niveles elevados de MICB y 

ULBP2 solubles en pacientes con cáncer pancreático, de pulmón o melanoma (Paschen y 

col., 2009; Yamaguchi y col., 2012; Chen y col., 2016). A diferencia de esto, todos los 

ligandos de NKG2D han sido detectados en su forma soluble en el suero de pacientes con 

diversos tumores hematológicos (LMA, leucemia mieloide crónica, leucemia linfoide 

aguda, leucemia linfoide crónica) (Salih y col., 2003; Diermayr y col., 2008; Nückel y col., 

2010; Hilpert y col., 2012; Huergo-Zapico y col., 2012).  

Estas formas solubles conllevan a dos importantes consecuencias, por un lado, la 

disminución de la expresión de los NKG2DL en la superficie celular y por otro, el bloqueo 

e internalización de su receptor NKG2D (López-Cobo y col., 2016). Por lo que cabría 

esperar que el reconocimiento inmunológico mediado por la interacción NKG2D-NKG2DL 

sea menor en tumores hematológicos donde existe un mayor nivel de ligandos solubles. Y 

que la presencia de estos ligandos solubles se asocie a un peor pronóstico de la 

enfermedad. Sin embargo, son pocos los estudios que se conocen sobre la implicación 

clínica que tienen estas proteínas solubles en los tumores de origen hematológico. Se 

sabe que en la LMA la supervivencia a un año y la tasa de remisión de la enfermedad es 

mayor en aquellos pacientes en los que la liberación de MICB, ULBP2 o ULBP1 es menor 

(Hilpert y col., 2012). En otros tumores hematológicos, como la leucemia linfoide aguda y 

crónica y en mieloma, la liberación de MICA, MICB y/o ULBP2 se asocia con un peor 

pronóstico de la enfermedad y con una peor supervivencia libre de tratamiento 

(Rebmann y col., 2007; Nückel y col., 2010; Hilpert y col., 2012). Por el contrario, la 

asociación entre la presencia de ligandos solubles, fundamentalmente MICA, y la peor 

evolución del tumor ha sido claramente demostrada en tumores sólidos.  Niveles 

elevados de MICA, MICB o ULBP2 soluble se han asociado a una peor supervivencia global 

en pacientes con tumores de hepatocarcinoma, cáncer pancreático, melanoma y cáncer 

de pulmón (Paschen y col., 2009; Tamaki y col., 2010; Duan y col., 2011; Kumar y col., 

2012; Yamaguchi y col., 2012; Chen y col., 2016).  
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Además, la presencia de estos ligandos solubles puede ser considerada como un 

marcador por sí mismos, independientemente de los biomarcadores actualmente 

utilizados como específicos de la enfermedad. Así, algunos estudios concluyen que los 

niveles de liberación de MICA y ULBP2 permite clasificar a los pacientes con mieloma 

múltiple y cáncer pancreático en función de su supervivencia (Rebmann y col., 2007; Chen 

y col., 2016). En otras patologías como el melanoma la cuantificación de los niveles de 

MICB y ULBP2 permite agrupar a los pacientes en función de la supervivencia y el estadio 

de la enfermedad (Paschen y col., 2009; Wu y col., 2013).  

Debido a la frecuente liberación de los NKG2DL solubles y a su implicación en el 

pronóstico del cáncer, el conocimiento de los mecanismos implicados en la regulación de 

este proceso podría ser de gran relevancia en el desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas dirigidas a favorecer el reconocimiento inmunológico del tumor. La digestión 

proteolítica mediada por la acción de MPs y la liberación dentro de partículas exosomales 

son los dos mecanismos principales de liberación de los NKG2DL (Figura 12). 

 

Nucleus

RE

Golgi
Hypoxia

NO

HIF-1α

ADAM10

HIF-1α
Epirubicin

MICB

ADAM-9

ADAM-17

MICA
MICB

MMP-9

Ac Ac

Ac

HDACs

VPA

Hydralazine

IL-1β

TGF-β

MICA
ULBP2

ADAM17

Furin

proADAM17 Mature  ADAM17

BB94
MMP-9

Sorafenib

Doxorubicin

MVB

TIMP-3

GW280264X 
GI254023X

sMICA/B

sULBP2

iRhom2

Exosomes

sNKG2DL

a. MMP inhibitors

e. Epigenetic 
drugs

b. NO regulation

c. Chemotherapeutic
drugs

d. Cytokines

GW280264X 
GI254023X

 



D i s c u s i ó n  | 170 

 

  

 

Figura 12. Mecanismos envueltos en la liberación de los sNKG2DL estrategias de bloqueo. Los sNKG2DL 
son liberados mediante la acción de MPs o dentro de partículas exosomales. El bloqueo de estos 
mecanismos facilitaría el reconocimiento inmunológico. Diferentes estrategias terapéuticas han sido 
propuestas para evitar la liberación de los sNKG2DL. Estas estrategias incluyen: (A) Inhibidores 
farmacológicos de la actividad de las MMP (MMPI II, MMPI III) y de las ADAM (GW280264X, GI254023X) así 
como TIMP3, un inhibidor natural de ADAM17. (B) Nitroglicerina (GTN) restaura los niveles de óxido nítrico 
durante la hipoxia inhibiendo la transcripción de HIF1α (Hypoxia inducible factor 1, α subunit) y de ADAM10 
bloqueando la liberación de sMICA y sMICB. (C) Diferentes agentes quimioterapéuticos pueden regular la 
producción de sNKG2DL a través de la disminución de la expresión génica de diversas MPs. (D) Citocinas 
como IL-1β (Interleukin-1β) o TGF- β (Transforming growth factor β) reducen la transcripción de ADAM9 y 
de los NKG2DL. (E) Drogas epigenéticas como el valproato y la hidralacina disminuyen la transcripción de 
MMP9.  

 

 Los ligandos MICA, MICB y ULBP2 son liberados, principalmente, por la acción de 

dos familias de metaloproteasas: MMPs y ADAMs. Ambas participan en procesos claves 

del desarrollo tumoral como son el crecimiento celular, la angiogénesis, la migración y la 

invasión (Noël y col., 2012; Duffy y col., 2011). Diversas MMPs (MMP2, MMP9, MM14) 

han sido implicadas en la liberación de MICA y/o MICB en tumores sólidos (carcinoma 

renal, mama, próstata o glioma) (Kim y col., 2004; Eisele y col., 2006; Liu y col; 2010; Sun y 

col., 2011; Yamanegi y col., 2012; Yamanegi y col., 2012; Yang y col., 2014). Sin embargo, 

las proteasas más relevantes son la familia de las ADAM, ya que además de provocar la 

liberación de MICA y MICB, regulan la liberación de ULBP2 (Chitadze y col., 2013). ADAM9 

y ADAM15 han sido implicadas en la liberación de MICA y MICB, respectivamente (Kogha 

y col., 2010; Kogha y col., 2012; Duan y col., 2013); pero ADAM10 y ADAM17 son las 

proteasas mejor caracterizadas hasta la fecha.  Ambas regulan la liberación de MICA, 

MICB y ULBP2 tanto en líneas celulares como en tumores primarios de origen epitelial 

(cáncer de próstata, cáncer mama, glioma) (Waldahuer y col., 2008; Boutet y col., 2009; 

Barsoum y col., 2011; Chitadze y col., 2013; Wolpert y col., 2014). Sin embargo, se 

desconoce su implicación en la liberación de los ligandos de NKG2D en tumores de origen 

hematológico, como la LMA. 

A diferencia de lo que ocurre con MICA, MICB y ULBP2, poco se conoce sobre los 

mecanismos implicados en la liberación de ULBP1 y ULBP3. Aunque recientemente, ha 

sido sugerido que ULBP3 puede ser liberado por la acción de ADAM10 (Camodeca y col., 

2016), el principal mecanismo de liberación propuesto para estos es la liberación dentro 
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de partículas exosomales (Hedlund y col., 2009; Fernández-Messina y col., 2010; Hedlund 

y col., 2011). Del mismo modo, el alelo MICA*008, el único que debido a una mutación 

consistente en la inserción de un nucleótido en el exón que codifica para la región TM 

generando GPI de anclaje a la membrana plasmática, se libera dentro de partículas 

exosomales sugiriendo que la presencia de este dominio de anclaje a la membrana es el 

responsable de la aparición de este alelo en exosomas (Ashiru y col., 2013). Al igual que 

ocurre con los NKG2DL liberados mediante proteólisis, la presencia de ligandos solubles 

en los exosomas también se ha relacionado con una disminución de la expresión de 

NKG2D en la superficie de células de mesotelioma maligno (Clayton y col., 2008). Sin 

embargo, a pesar de las múltiples evidencias que sugieren que los exosomas juegan un 

papel fundamental en cáncer (Azmi y col., 2013), poco se conoce sobre los mecanismos 

que regulan su liberación. Por ello, son necesarios estudios en profundidad para 

determinar su regulación y su papel en la inmunovigilancia del cáncer mediada por 

NKG2D-NKG2DL.  

 Diversas estrategias terapéuticas dirigidas a bloquear la actividad de las 

metaloproteasas han sido propuestas para incrementar la expresión de los ligandos en la 

membrana celular y en último término, favorecer el reconocimiento inmunológico.  Se 

conocen tres tipos de tratamientos capaces de modular la actividad de las MPs: 

inhibidores farmacológicos de las MP, fármacos quimioterapéuticos utilizados en clínica y 

el uso de drogas epigenéticas (Tabla 7). 
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Tabla 7. Estrategias terapéuticas para la inhibición de las MP involucradas en la liberación de los 

sNKG2DL. 

 

 Diversos inhibidores farmacológicos de la actividad de las MPs de amplio espectro 

(MMPI II, MMPI III) o más específicos (GW280264X: ADAM10 y ADAM17, GI254023X: 

ADAM10) son capaces de modular la liberación de MICA, MICB y ULBP2 en líneas 

celulares de tumores sólidos (Waldahuer y col., 2006; Waldahuer y col., 2008). Sin 

embargo, la baja especificidad de estos tratamientos hace complicado su uso en clínica 

promoviendo la búsqueda de terapias alternativas. El uso de tratamientos 

quimioterapéuticos también puede modular la liberación de los sNKG2DL. El batismatat, 

la epirubicina, la doxorubicina o el sorafenib, todos ellos tratamientos frente al 

hepatocarcinoma o cáncer de mama, son capaces de inhibir la actividad tanto de las MMP 

(MMP2, MMP9) como de las ADAM (ADAM9, ADAM10) reduciendo la liberación de MICA, 

Tipo Tratamiento MP Ligando 

soluble  

Tipo celular Ref 

Inhibidores 

sintéticos de las MP 

MMPI II, MMPI 

III 

Inhibidores 

amplio 

espectro 

MICA, 

ULBP2 

Transfectos (C1R-MICA, 

C1R-ULBP2) 

Waldhauer y col., 2006 

Waldhauer y col., 2008 

GW280264X ADAM10, 

ADAM17 

MICA Transfectos (C1R-ULBP2) Waldhauer y col., 2008 

GI254023X ADAM10 MICA Transfectos (C1R-ULBP2) Waldhauer y col., 2008 

Agentes 

quimioterapéuticos 

BB94 

(Batismatat) 

MMP-1, MMP-

2, MMP-3, 

MMP-7, MMP-

9 

MICA, 

MICB, 

ULBP2 

Transfectos: C1R-MICA, 

C1R-ULBP2, C1V-MICB 

Waldhauer y col., 2006 

Waldhauer y col., 2008 

Boutet y col., 2009 

Epirubicina, 

doxorubicina 

ADAM10 MICA Líneas celulares de 

hepatocarcinoma 

(HEPG2, PLC/PRF/5) 

Kohga y col., 2009 

Sorafenib ADAM9 MICA Líneas celulares de 

hepatocarcinoma 

(HEPG2, PLC/PRF/5) 

Kohga y col., 2009 

Drogas epigenéticas Valproato 

(HDACi) 

MMP9 MICA, 

MICB 

Líneas celulares de 

osteosarcoma (U-2 OS, 

SaOs-2) 

Yamanegi y col., 2012 

Hidralacina 

(DNMTi) 

Desconocido MICA, 

sMICB 

Líneas celulares de cáncer 

de próstata (DU145), 

colon (SW480), mama 

(T47D), cervical (Caski) 

Chávez-Blanco y col., 

2011 
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MICB y ULBP2 (Waldhauer y col., 2006; Waldhauer y col., 2008; Kohga y col., 2009; Kohga 

y col., 2010). Además, tratamientos epigenéticos como inhibidores de HDACs (VPA) o 

inhibidores de DNMTs (hidralazina) (inhibidor de HDAC) reducen la liberación de MICA y 

MICB en diversas células tumorales (osteosarcoma, cáncer de próstata, cáncer de colon, 

cáncer de mama, cáncer cervical) sugiriendo que los mecanismos de regulación 

epigenética pueden tener un papel clave en la liberación de los NKG2DL (Yamanegi y col., 

2012; Chávez-Blanco y col., 2011). Sin embargo, se desconoce el papel de los agentes 

epigenéticos sobre la regulación de las ULBPs. A la vista de estos resultados, es necesario 

seguir investigando sobre el efecto que los tratamientos desmetilantes, algunos utilizados 

en la práctica clínica, tienen en la liberación de estos ligandos solubles.  

 

 

5. LOS AGENTES DESMETILANTES BLOQUEAN LA LIBERACIÓN DE LOS 
NKG2DL FAVORECIENDO LA INTERACCIÓN CON EL RECEPTOR 
NKG2D 

 

Como se ha mencionado previamente, el abordaje terapéutico de numerosos 

tumores se centra en evitar la liberación de los ligandos de NKG2D en su forma soluble, 

favoreciendo su expresión estable en la superficie celular y por lo tanto el reconocimiento 

por células inmunes positivas para NKG2D. Los tratamientos epigenéticos, y en concreto 

los basados en inhibir las enzimas DNMTs solos o en combinación con otras drogas 

(Vitamina D3, briostatina-1, ácido transretinoico, tricostatina A) han mostrado su efecto 

en diversos tumores al inducir la expresión de los NKG2DL en la superficie celular (Rohner 

y col., 2007; López-Soto y col., 2009; Sers y col., 2009; Schmiedel y col., 2010; Tang y col., 

2010; Bormann y col., 2011). Sin embargo, poco se conoce sobre el efecto de estos 

tratamientos hipometilantes en la liberación de los ligandos en su forma soluble. De 

hecho, solo se sabe que el valproato y la hidralazina inhiben la liberación de MICA y MICB 

en algunos tumores sólidos (Chávez-Blanco y col., 2010; Yamanegi y col., 2012). Por lo 

tanto, consideramos que es de gran interés analizar el efecto que los tratamientos 

desmetilantes tienen en la liberación de los ligandos de NKG2D en una patología como la 
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LMA, donde tanto los ligandos solubles como el uso actual de estos tratamientos juegan 

un papel relevante.  

La LMA es una enfermedad caracterizada por presentar una gran heterogeneidad 

clonal que se va incrementando con la progresión o la recaída de la enfermedad (Mardis y 

col., 2009; Walter y col., 2012; Ding y col., 2012; Welch y col., 2012). Es decir, en un 

tumor, todas las células comparten las mismas mutaciones somáticas que las del clon 

inicial reflejando la clonalidad de la enfermedad. Pero a medida que el tumor evoluciona, 

se van acumulando mutaciones adicionales que van a definir los diferentes subclones de 

la enfermedad. Debido a esa gran variabilidad, resulta complicado encontrar un 

tratamiento efectivo para la LMA. Actualmente, los tratamientos de primera línea se 

basan en la administración de drogas quimioterapéuticas (citarabina, antraciclinas) y en 

algunos casos en el trasplante de precursores hematopoyéticos (Roboz, 2011). Sin 

embargo, la elevada tasa de recaída de la enfermedad después de estos tratamientos 

sugiere que los blastos leucémicos son capaces de escapar al sistema inmune. Además, 

estos tratamientos no son recomendados en personas de edad avanzada o con mal 

pronóstico ya que se asocian con elevadas tasas de mortalidad. Por ello, los agentes 

hipometilantes AZA (Vidaza®) y DAC (Dacogen®) han sido aprobados por la FDA como 

tratamientos alternativos para estos pacientes (Griffiths y col., 2013) debido a que 

mejoran su supervivencia y su calidad de vida (menor fatiga, disnea y trastornos 

psicológicos, así como una mayor movilidad) (Kornblith y col.,2002). El fundamento de 

estos tratamientos se basa en provocar daño en el ADN y la lisis de las células leucémicas, 

pero a pesar de su uso habitual en la práctica clínica, aún se desconocen cuáles son los 

mecanismos moleculares y las dianas terapéuticas concretas sobre las que actúan.  

A la vista de estos antecedentes, nos planteamos determinar el papel que los 

tratamientos desmetilantes AZA y DAC ejercen en la liberación de los ligandos solubles 

durante la LMA.  Se observó que las líneas celulares KG1A y NB4, las cuales liberan niveles 

elevados de MICA, MICB y ULBPs1-3 al sobrenadante celular, disminuyen drásticamente 

la liberación de estos ligandos tras el tratamiento in vitro con ambos agentes 

desmetilantes. Esta disminución en la liberación de los ligandos solubles es acompañada 

por un incremento de la expresión de estas proteínas en la superficie celular, sugiriendo 
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que los tratamientos desmetilantes podrían afectar directamente a los mecanismos de 

liberación o corte proteolítico de los NKG2DL.  

Una de las principales consecuencias de la liberación de los NKG2DL es el bloqueo e 

internalización de su receptor NKG2D, llevando a la pérdida de su funcionalidad (Salih y 

col., 2008). De hecho, los sobrenadantes de las líneas celulares de LMA KG1A y NB4 son 

capaces de disminuir la expresión del receptor NKG2D en la línea celular NKL así como de 

bloquear la interacción de NKG2D con sus ligandos en un ensayo de citotoxicidad. Por el 

contrario, el tratamiento previo de estas líneas celulares con AZA y DAC bloquea o 

revierte ambos efectos. En definitiva, los tratamientos desmetilantes no sólo son capaces 

de regular la liberación de los ligandos de NKG2D en las células mieloides, sino también 

de restaurar el reconocimiento inmune mediado por el receptor NKG2D.   

Estos resultados han podido ser trasladados al análisis llevado a cabo en pacientes 

diagnosticados con LMA a los cuales se les ha administrado un tratamiento con Vidaza® 

durante varios ciclos. En el suero de todos los pacientes analizados se detectó la 

presencia de uno o más ligandos solubles siendo MICB y ULBP3 los ligandos liberados con 

mayor frecuencia (83.3% de los casos), seguido de ULBP2 (66.7%), ULBP1 (58.3%) y MICA 

(50%). Estos resultados se correlacionan con estudios previos donde se había observado 

que los NKG2DL son liberados frecuentemente al suero de pacientes con LMA llegando a 

encontrarse liberación para dos o más ligandos en el 90% de los casos (Salih y col., 2003; 

Diermayr y col.,2008; Hilpert y col., 2012). Tras el tratamiento con Vidaza®, el 60% de los 

pacientes disminuyeron la presencia de estos ligandos solubles, corroborando nuestros 

estudios previos en las líneas celulares de LMA. Además, se pudo comprobar que la 

disminución de los NKG2DL solubles en el suero de los pacientes tratados con Vidaza® es 

capaz de revertir el bloqueo de la citotoxicidad mediada por la interacción NKG2D-

NKG2DL observada con el suero obtenido previo al tratamiento. Asimismo, el tratamiento 

con Vidaza® incrementa la expresión de los NKG2DL en la superficie de los blastos 

mieloides procedentes de medula ósea en comparación a la expresión observada antes 

del tratamiento. El incremento en la expresión de los NKG2DL en la superficie celular 

podría estar asociada con el número de ciclos de Vidaza® recibidos, ya que los dos de los 

pacientes que habían recibido un menor número de ciclos (2-3) se corresponde con 
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aquellos en los que el incremento en la expresión es menor o casi inexistente. Estos 

resultados junto con los trabajos previos publicados en células de tumores sólidos 

(Yamanegi y col., 2012; Chávez-Blanco y col., 2011) muestran que el tratamiento con 

moduladores epigenético es eficaz a la hora de potenciar el reconocimiento inmunológico 

mediado por las células NK a través de la inhibición de la liberación de los NKG2DL. Sin 

embargo, estos resultados necesitan ser confirmados en estudios posteriores con un 

mayor número de pacientes, debido a la dificultad de obtener estas muestras y al número 

reducido de pacientes con LMA tratados con esta droga.  

Como resumen de nuestros datos, podemos afirmar que el tratamiento con Vidaza® 

en pacientes con LMA interfiere en los mecanismos de liberación asociados a los ligandos 

de NKG2D favoreciendo su expresión en la membrana celular de los blastos mieloides y 

en definitiva, el reconocimiento inmunológico. Sin embargo, no podemos dejar de tener 

en cuenta que estos tratamientos tienen efectos adicionales en la expresión de diversos 

antígenos asociados a tumores (CTA, cancer-testis antigen; NY-ESO-1, New York 

Esophageal Squamous Cell Carcinoma-1),   en  genes supresores tumorales (por ejemplo, 

inhibidores de las ciclinas) (Wolf y col., 2017) o en moléculas  costimuladoras como PD-1, 

PD-1L o PD-L2 (Ørskov y col., 2015) los cuales se asocian con una mayor resistencia al 

tratamiento, una mayor progresión de la enfermedad y una menor supervivencia.  

 

6. LA HIPOMETILACION DE TIMP3 BLOQUEA LA LIBERACIÓN DE 
MICA, MICB Y ULBP2 Y SE ASOCIAS A UN MEJOR PRONÓSTICO 
CITOGENÉTICO 

 

 Nuestro siguiente objetivo fue determinar el mecanismo implicado en el bloqueo 

de la liberación de los ligandos de NKG2D mediado por los agentes hipometilantes AZA y 

DAC. Como se mencionó anteriormente, la familia de metaloproteasas ADAM y en 

concreto ADAM10 y ADAM17 han sido descritas como claves en el procesamiento y 

liberación de los ligandos de NKG2D. Además, estas proteasas participan en otros 

procesos de angiogénesis, migración, invasión y crecimiento íntimamente relacionados 
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con la progresión tumoral (Kessenbrock y col., 2010). Aunque su papel en la LMA ha sido 

pobremente descrito.  

En consecuencia, lo primero que analizamos fue el efecto de los inhibidores 

específicos de estas MPs (GW280264X y TMI-1 como inhibidores de ADAM17, GI250023X 

como inhibidor de ADAM10) en la liberación de los NKG2DL en las líneas de LMA, KG1A y 

NB4. Se observó que los inhibidores específicos de la actividad de ADAM17 reducen la 

liberación de todos los ligandos mientras que el inhibidor de ADAM10 no tiene ningún 

efecto. Esta es la primera vez que ADAM17 se asocia con el procesamiento y liberación de 

los NKG2DL en la LMA, y en concreto con los ligandos ULBP1 y ULBP3, los cuales hasta 

hace poco se consideraba que se liberaban exclusivamente dentro de partículas 

exosomales. Aunque estudios recientes también mostraron que la inhibición 

farmacológica de ADAM10 o su silenciamiento especifico mediante siRNA reduce la 

liberación tanto de MICB como de ULBP3 en líneas celulares de linfoma de Hodgkin 

(Zocchi y col., 2015; Camodeca y col., 2016). Además, se ha descrito que la estabilidad de 

ULBP1 en la membrana celular es menor que la del resto de ligandos y que podría ser 

eliminado de la superficie celular por un proceso de endocitosis y degradación en el 

proteasoma (Fernández-Messina y col., 2016). Por lo tanto, se especula que la liberación 

de los ligandos de NKG2D mediante uno u otro mecanismo va a ser dependiente del tipo 

celular, de la expresión y funcionalidad de las diferentes proteasas, así como del tráfico 

celular de los NKG2DL.  

En la LMA, los inhibidores de ADAM17 han sido propuestos como tratamiento para 

aumentar la activación de las células NK frente a los blastos leucémicos. Se sabe que una 

vez que las células NK reconocen a la célula tumoral, la expresión del receptor CD16 en la 

membrana se reduce como consecuencia de su liberación proteolítica mediada por 

ADAM17. De hecho, el tratamiento con un anticuerpo humanizado CD16 x 33 BIKE el cual 

se une a las células NK a través de CD16 y permite el reconocimiento de las células de 

LMA CD33+ incrementando la capacidad citotóxica de las células NK y la producción de 

citocinas (Wiernik y col., 2013). Si este anticuerpo se utiliza en combinación con 

inhibidores específicos de ADAM17, el incremento de la activación de las células NK es 

aún mayor ya que la inhibición de ADAM17 impide la liberación de CD16. Además, se ha 
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demostrado que ADAM17 se expresa en células de LMA e interacciona con la 

aminopeptidasa CD13 regulando procesos relacionados con el crecimiento celular, la 

movilidad y la secreción de citoquinas inflamatorias y angiogénicas (Bouchet y col., 2014). 

El uso de anticuerpos frente CD13 podría ser utilizado como tratamiento para la LMA ya 

que promueven la internalización tanto de CD13 como de ADAM17 provocando la 

apoptosis de los blastos mieloides. Mucho menos se conoce sobre el papel de ADAM10 

en la LMA ya que únicamente se ha descrito que esta proteasa se expresa en aquellos 

pacientes que presentan la mutación en el gen MLL (Mixed lineage leukemia) (Poppe y 

col., 2004). Por lo tanto, nuestros resultados muestran un papel adicional de ADAM17 en 

la LMA a través del bloqueo de la liberación de los ligandos de NKG2D.  

Para demostrar el efecto de estos agentes desmetilantes sobre la expresión y/o 

actividad de ADAM17, analizamos la expresión de ADAM17 en la superficie celular de las 

líneas KG1A y NB4 y su actividad fue determinada mediante ensayos de basados en la 

fuorescencia generada tras la escisión de un sustrato específico para ADAM17. Nuestros 

resultados indican que ADAM17 se expresa en condiciones basales en las líneas de LMA y 

esta no se modifica tras el tratamiento con DAC. Por el contrario, si se observó un 

descenso significativo de la actividad proteolítica de ADAM17 en ambas líneas celulares 

cuando estas eran tratadas previamente con el agente hipometilante DAC. En definitiva, 

la disminución en la liberación de los ligandos de NKG2D podría ser consecuencia de la 

inhibición de la actividad enzimática de ADAM17 inducida por los agentes desmetilantes. 

Aunque nuestros datos parecen indicar que el efecto de los desmetilantes no es 

directamente sobre la expresión de ADAM17 sino a través de intermediarios implicados 

en regular su actividad proteolítica.  

Con el objetivo de demostrar esta hipótesis, se analizó la implicación de los 

tratamientos desmetilantes en la regulación del inhibidor TIMP3. TIMP3 es un inhibidor 

natural de ADAM17 que es capaz de inhibir el crecimiento celular, la invasión y el 

desarrollo de metástasis por lo que se considera un gen supresor tumoral. Inhibidores 

farmacológicos de ADAM17, como GW280264X, han sido propuestos como tratamiento 

antitumoral ya que bloquean la liberación de los NKG2DL en líneas celulares tumorales. 

Sin embargo, estos tratamientos son de amplio espectro lo que dificulta su uso en la 
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práctica clínica de ahí que se estén buscando inhibidores más específicos de las MP, como 

por ejemplo TIMP3. Diversos estudios han puesto de manifiesto que el gen TIMP3 se 

encuentra aberrantemente metilado en algunos tumores sólidos (melanoma, 

hepatocarcinoma, cáncer de tiroides, de cabeza y cuello, cervical, de pulmón o gástrico) 

asociado a una mayor angiogénesis e invasión celular y a una peor supervivencia (Anania 

y col., 2011; Yu y col., 2014; Siegel y col., 2015; Das y col., 2016; Kong y col., 2016; Das y 

col., 2016; Shen y col., 2016; Zhang y col., 2016).  Un estudio realizado en líneas celulares 

de LMA muestra que la hipometilación y sobreexpresión de TIMP3 es un hecho asociado 

a la translocación del gen MLL, que ocurre en el 5% de los casos de LMA, y que se 

correlaciona con un mal pronóstico de la enfermedad (Röhrs y col., 2009).  

Nuestros resultados mostraron que TIMP3 no se expresa o lo hace a muy bajos 

niveles en las líneas celulares KG1A y NB4 pero se induce claramente tras el tratamiento 

con DAC tanto a nivel transcripcional como de proteína y de forma dependiente de la 

dosis. De manera que la expresión de TIMP3 en las células de LMA podría estar 

directamente regulada por la metilación del ADN. Para verificar esto, se analizó el patrón 

de metilación de TIMP3 tanto en líneas celulares de LMA como en muestras de ADN 

procedentes de medula ósea de pacientes diagnosticados de LMA, mediante técnicas de 

pirosecuenciación. Nuestros datos mostraron que este gen se encuentra hipermetilado (> 

90% metilación) en las líneas celulares de LMA y el tratamiento con DAC induce su 

desmetilación de forma dependiente de la dosis. Además, el 25.5% de los pacientes 

analizados (n=90) con LMA muestran una metilación aberrante para TIMP3. Por lo tanto, 

estos resultados indican que quizá la metilación de TIMP3 podría ser el motivo de la 

liberación de los NKG2DL en la LMA.  

Para corroborar la implicación de TIMP3 en la liberación de los ligandos solubles en 

LMA, se analizaron los niveles de los NKG2DL solubles en células de LMA silenciadas para 

TIMP3 antes y después del tratamiento con DAC. Como cabría esperar, los niveles 

solubles de MICA, MICB y ULBP2 son disminuidos tras el silenciamiento de TIMP3 pero 

estos se recuperan cuando las células son previamente tratadas con el agente 

desmetilante DAC. De manera que podemos concluir que la desmetilación de TIMP3 por 

agentes desmetilantes es la responsable del bloqueo de la liberación de MICA, MICB y 
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ULBP2 en la LMA.  Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles solubles de 

ULBP1 y ULBP3 sugiriendo que otros mecanismos alternativos de regulación de ADAM17, 

podrían estar regulando la liberación de estos ligandos. Uno de estos mecanismos 

implicados podría ser la regulación por microRNAs, como el miR-145, que regula 

negativamente la actividad de ADAM17 en carcinoma renal y hepatocelular y que ha sido 

encontrado aberrantemente metilado en cáncer (Doberstein y col., 2013; Liu y col., 2014). 

Además, proteínas como la aminopeptidasa CD13 y la glicoproteína RECK, cuya expresión 

es regulada por metilación, también inhiben ADAM17 mediante internalización o 

interacción física directa (Bouchet y col., 2014; Hong y col., 2014). Estos mecanismos 

regulados por la metilación del ADN deberán ser explorados en detalle para determinar 

su implicación adicional en la regulación de los NKG2DL en la LMA.  

La citogenética ha demostrado ser una herramienta muy eficaz para establecer el 

pronóstico de los pacientes con LMA. Las mutaciones más características de la LMA 

utilizadas en la práctica clínica para establecer el pronóstico citogenético son FLT3, NPM1 

y CEBPA. La presencia de mutaciones en el gen FLT3, en forma de duplicaciones en 

tándem (FLT3-ITD), está asociada con un peor pronóstico de la LMA (Sheikhha y col., 

2003). Estos datos están en concordancia con nuestros resultados ya que hemos 

observado que aquellos pacientes que presentan la mutación FLT3-ITD presentan una 

mayor frecuencia de metilación de TIMP3 (75%) en comparación con los pacientes que 

presentan la mutación FLT3-D835 (12.5%). El análisis citogenético de nuestra cohorte de 

pacientes revela que la metilación aberrante de TIMP3 se asocia con deleciones en TP53 y 

con la trisomía del cromosoma 11. TP53 es un gen supresor tumoral encargado de la 

parada del ciclo celular para inducir los mecanismos de respuesta al daño en el ADN o 

para provocar la apoptosis de la célula diana. Por lo tanto, las deleciones en TP53 causan 

la inactivación del gen promoviendo el desarrollo del tumor (Seifert y col., 2009). La 

trisomía 11 es la segunda trisomía más frecuente en pacientes con LMA y está asociada 

con un pronóstico adverso de la enfermedad puesto que se relaciona con diversas 

mutaciones asociadas a la progresión de la enfermedad (MLL-PTD, DNMT3A, U2AF1, 

FLT3-ITD y IDH2) (Eisfeld y col., 2016). Los continuos avances en el campo de la genética y 

la epigenética revelan nuevas mutaciones y aberraciones cromosómicas que pueden ser 

utilizadas para estratificar a los pacientes en base a su pronóstico (favorable, intermedio 
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o adverso) (Yohe S., 2015). En nuestro estudio, hemos observado que los pacientes que 

tienen niveles elevados de metilación para TIMP3 muestran un peor pronóstico 

citogenético que aquellos en los que este gen se encuentra desmetilado. En definitiva, y a 

falta de estudios más amplios, podemos proponer que la metilación de TIMP3 podría ser 

considerada como un marcador adicional en el pronóstico de la enfermedad.  

En conclusión, los resultados derivados de nuestro trabajo proponen que el 

tratamiento con agentes desmetilantes en la LMA facilita el reconocimiento inmune 

mediado por la interacción NKG2D-NKG2DL a través del bloqueo de la liberación de los 

NKG2DL. Este efecto es mediado por la desmetilación de TIMP3 que inhibe la actividad de 

ADAM17 disminuyendo la liberación de MICA, MICB y ULBP2 en los blastos mieloides 

(Figura 11). 
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Figura 9. Efecto de los agentes hipometilantes sobre la regulación de los 
sNKG2DL en la LMA. Los agentes desmetilantes afectan tanto a la expresión 
como a la liberación de los NKG2DL. Por un lado, producen la desmetilación de 
la región promotora de los NKG2DL (MICA, ULBP1, ULBP2, ULBP3) favoreciendo 
su expresión en la superficie celular. Por otro lado, se produce la desmetilación 
de TIMP3 lo que provoca la inhibición de ADAM17, impidiendo la liberación de 
MICA, MICB y ULBP2 y por lo tanto, favoreciendo su expresión en la superficie 
celular. 



 

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. CONCLUSIONES 
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1. Los ligandos de NKG2D (MICA, MICB y ULBPs 1-3) se expresan de forma 

heterogénea en líneas celulares procedentes de tumores sólidos y hematológicos. 

Mientras que en los tumores sólidos es frecuente la expresión conjunta de dos o 

más ligandos, un único ligando es expresado en el 25% de las líneas de tumores 

hematológicos.  

 

2. La hipermetilación de los ligandos de NKG2D, excepto de MICB, está asociada con 

la ausencia de transcripción en líneas celulares de LMA. En tumores sólidos, los 

ligandos de NKG2D están mayoritariamente desmetilados sugiriendo que la 

metilación aberrante de estos ligandos es un hecho característico de la LMA. 

 

3. Asimismo, el nivel de metilación de MICA, ULBP1 y ULBP2 está significativamente 

incrementado en pacientes con LMA respecto a controles sanos mientras que en 

tumores de colon todos los ligandos de NKG2D están desmetilados.  

 

4. El tratamiento con agentes desmetilantes, 5-azacitidina y 5-aza-2’-deoxicitidina, 

restaura la expresión de los ligandos MICA y ULBPs 1-3 en la superficie de células 

leucémicas confirmando el papel esencial de la metilación del ADN en la 

regulación de los ligandos en esta patología.  

 

5. Este incremento en la expresión de los ligandos de NKG2D en la superficie celular 

se asocia a un mayor reconocimiento y eliminación de las células leucémicas por 

células citotóxicas NKG2D positivas (células NK y linfocitos T CD8+), revirtiendo así 

la evasión inmune.  

 

6. El tratamiento con drogas desmetilantes, como Vidaza®, reduce significativamente 

la liberación de los NKG2DL solubles en líneas celulares y en el suero de pacientes 

con LMA, facilitando su expresión en la superficie celular y promoviendo el 

reconocimiento inmune.  
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7. La metaloproteasa ADAM17 controla la liberación proteolítica de los ligandos de 

NKG2D en células de LMA.  

 

8. El gen TIMP3, inhibidor de ADAM17, está aberrantemente metilado en líneas 

celulares de LMA y en el 25.5% de los pacientes con LMA. Por lo tanto, la 

hipermetilacion de TIMP3 puede contribuir a los altos niveles de MICA, MICB y 

ULBP2 solubles detectados en los pacientes con LMA.  

 

9. Altos niveles de metilación en TIMP3 se asocian con un pronóstico citogenético 

adverso, definido por la mutación FLT3-ITD, la trisomía del cromosoma 11 y 

deleciones en TP53, sugiriendo el nivel de metilación de TIMP3 como un potencial 

biomarcador de la enfermedad.  

 

 

Los trabajos realizados en esta tesis han permitido demostrar que la hipermetilación 

del ADN juega un papel fundamental en la evasión inmune de las células de LMA a 

través de la metilación de los ligandos de NKG2D y de TIMP3, el cual favorece la 

liberación de MICA, MICB y ULBP2 en su forma soluble. El tratamiento con fármacos 

desmetilantes abre nuevas estrategias terapéuticas para potenciar el reconocimiento 

inmune de la LMA. 
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