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RESUMEN 

Con la finalidad de conocer la actividad citotóxica regulada por interleuquinas (IL) de las 
células no adherentes (NK CD56+) de los pacientes con lupus eritematoso generalizado, en el 
presente trabajo se estudiaron 24 pacientes que reunieron los criterios establecidos para esta 
enfermedad por el Colegio Americano de Reumatología, 15 de los cuales tenían datos clínicos 
de actividad y 9 estaban en remisión. Ningún paciente recibía tratamiento a base de 
antiinflamatorios no esteroideos, corticosteroides o inmunosupresores al momento del estudio. 

Se obtuvieron células monucleares (CMN) de sangre periférica de cada uno de los 
pacientes y del grupo control que estuvo formado por 14 mujeres normales. Las CMN se 
depletaron de monocitos por adherencia al plástico y se realizó Unción de inmunoperoxidasa 
de las células no· adherentes (NA) para verificar que tuvieran menos del 1 % de monocitos. Las 
células NA de los pacientes y del grupo control se incubaron por 18 hrs en presencia de suero 
autólogo y de suero bovino fetal descomplementados junto con las siguientes interleuquinas 
recombinantes: IL2 (0.5µg/ml); IL4 (100 Ul/ml); IL6 (5 Ul/ml); TNF (200 Ul/ml), IL2 (0.5µg/ml) + 
IL4 {100 Ul/ml); IL2 (0.5µg/ml) + IL6 (5Uliml); IL2 (0.5µg) + TNF (200 Ul/ml); IL4 (100 Ul/ml) + 
IL6 (5Ul/ml); IL4 {100Ul/ml) + TNF (200 Ul/ml); e IL6 (5 Ul/ml) + TNF (200 Ul/ml). Las dosis 
fueron establecidas por ensayos de proliferación en células dependientes. 

Después de incubadas las células NA en presencia de las diferentes citocinas se 
realizaron ensayos de citotoxicidad por liberación de 51 Cr, frente a a la línea celular K562 
sensible a células asesinas naturales (NK), calculando así el porcentaje de lisis específica para 
cada una de las condiciones. Además se determinó por citometría de flujo el número de células 
NK CD56+ de cada uno de los ensayos. 

No se encontró diferencia en la actividad citotóxica entre los pacientes lúpicos con 
enfermedad inactiva y el grupo control, pero sí fué menor en los pacientes con lupus activo. En 
presencia de suero autólogo ningún grupo mostró diferencia en su actividad NK (aNK) respecto 
a su basal. La IL2 incrementó la función citotóxica de los tres grupos. Mientras que la IL4, la IL6 
disminuyeron la aNK de los controles y los pacientes con LEG inactivo, no así en los activos. 
El TNF provocó un descenso en la aNK respecto a su basal en siete de los nueve pacientes con 
LEG inactivo y no tuvo efecto sobre la aNK del grupo control y la de los pacientes con LEG 
activo. Cuando se realizaron las combinaciones de IL2+1L6 y de IL2+ TNF se encontró aumento 
de la aNK tanto en el grupo control como en los pacientes; ésto cuando se comparó la 
condición basal contra la estimulada, no así cuando se comparó con la actividad lograda por 
estímulo con la IL2 sola. Mientras que la IL4 inhibía la aNK inducida por IL2. 

La combinación de IL4+ TNF no afectó la aNK mientras que la de IL4+1L6 en los 
controles y en los pacientes con LEG inactivo, dicha actividad disminuyó, aunque en cinco de 
ocho pacientes con LEG activo la aNK en las mismas condiciones aumentó respecto a la basal. 

Solo en el grupo control y en el de los pacientes con LEG inactivo la IL6+ TNF ejercieron 
un efecto inhibitorio sobre la nNK, ésto al compararse con la condición basal. 

El análisis de.la aNK entre los grupos mostró que la de los pacientes activos fué menor 
que la del grupo control y la de los pacientes inactivos, ya fuera en condiciones basales o 
estimuladas, lográndó,se restablecer a la normalidad en presencia de IL2 sola o en sus 
diferentes combinaciones. 

Los pacientes con enfermedad inactiva se comportaron de manera similar al grupo 
control ya fuera cuando las células efectoras se cultivaron en presencia de las ILs solas o 
combinadas. 



No hubo diferencia en el número de células no adherentes C056+ (NK} entre los 
pacientes y controles. 

Estos datos sugieren que existen mecanismos de regulación entre las diferentes 
interleuquinas y aunque los pacientes activos tienen una aNK menor, el comportamiento frente 
a ellas fué semejante, de tal manera que pueden responder a diferentes estímulos tal y como 
lo harían los sujetos normales aunque en menor proporción, permitiendo así que las células NK 
se encarguen de regular la aparición de clonas autoreactivas, así como de prevenir la aparición 
de neoplasias o de enfermedades infecciosas, ya que los pacientes lúpicos se encuentran 
inmunodeprimidos. Finalmente se abre la posibilidad de que en un futuro se pudiera utilizar las 
interleuquinas recombinantes para la Inmunoterapia en el lupus eritematoso generalizado. 
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RESUMEN 

Con la finalidad de conocer la actividad cltot6xlca regulada por lnterleuqulnas (IL) de las 

células no adherentes (NK C056+) de los pacientes con lupus eritematoso generalizado, en el 

presente trabajo se estudiaron 24 pacientes que reunieron los criterios establecidos para esta 

enfermedad por el Colegio Americano de Reumatología, 15 de los cuales tenían datos clínicos 

de actividad y 9 estaban en remisión. Ningún paciente reclbfa tratamiento a base de 

antiinflamatorios no esteroldeos, corticosteroldes o lnmunosupresores al momento del estudio. 

Se o_btuvleron células monucleares (CMN) de sangre periférica de cada uno de los 

pacientes y del grupo control que estuvo formado por 14 mujeres normales. Las CMN se 

depletaron de monocitos por adherencia al plástico y se realiz6 tinción de inmunoperoxidasa 

de las células no adherentes (NA) para verificar que tuvieran menos del 1 % de monocitos. Las 

células NA de los pacientes y del grupo control se Incubaron por 18 hrs en presencia de suero 

autólogo y de suero bovino fetal descomplementados junto con las siguientes lnterleuqulnas 

recomblnantes: IL2 (O.Sµg/ml); IL4 (100 Ul/ml); IL6 (5 Ul/ml); TNF (200 Ul/ml), IL2 (0.5µg/ml) + 

IL4 (100 Ul/ml); IL2 (0.Sµg/ml) + IL6 (SUl/ml); IL2 (O.Sµg) + TNF (200 Ul/ml); IL4 (100 Ul/ml) + 

IL6 (SUl/ml); IL4 (100Ul/ml) + TNF (200 Ul/ml); e IL6 (5 Ul/ml) + TNF (200 Ul/ml). Las dosis 

fueron establecidas por ensayos de proliferación en células dependientes. 

Después de incubadas las células NA en presencia de las diferentes citocinas se 

realizaron ensayos de citotoxicidad por liberación de 51 Cr, frente a a la linea celular K562 

sensible a células asesinas naturales (NI<), calculando asl el porcentaje de lisis especifica para 

cada una de las condiciones. Además se determinó por citometría de flujo el número de células 

NK CD56+ de cada uno de los ensayos. 

No se encontró diferencia en la actividad citotóxica entre los pacientes lúpicos con 

enfermedad inactiva y el grupo control, pero sifué menor en los pacientes con lupus activo. En 

¡¡¡ 



presencia de suero autólogo ningún grupo mostró diferencia en su actividad NK (aNK) respecto 

a su basal. La IL2 incrementó la función cltotóxica de los tres grupos. Mientras que la IL4, la IL6 

disminuyeron Ja aNK de los controles y Jos pacientes con LEG Inactivo, no asl en los activos. 

El TNF provocó un descenso en la aNK respecto a su basal en siete de los nueve pacientes con 

LEG Inactivo y no tuvo efecto sobre la aNK del grupo control y la de los pacientes con LEG 

activo. Cuando se realizaron las combinacfones de ll2+1L6 y de IL2+ TNF se encontró aumento 

de la aNK tanto en el grupo control como en los pacientes; ésto cuando se comparó la 

condición basal contra la estimulada, no asf cuando se comparó con la actividad lograda por 

estímulo con la IL2 sola. Mientras que la IL4 lnhiblo la aNK Inducida por IL2. 

La combinación de IL4+ TNF no afectó la aNK mientras que la de IL4+1L6 en los 

controles y en los pacientes con LEG inactivo, dicha actividad disminuyó, aunque en cinco de 

ocho pacientes con LEG activo la aNK en las mismas condiciones aumentó respecto a la basal. 

Solo en el grupo control y en el de los pacientes con LEG Inactivo la IL6+ TNF ejercieron 

un efecto Inhibitorio sobre la nNK, ésto al compararse con la condición basal. 

El análisis de la aNK entre los grupos mostró que la de Jos pacientes activos fué menor 

que la del grupo control y la de Jos pacientes inactivos, ya fuera en condiciones basales o 

estimuladas, lográndose restablecer a la normalidad en presencia de IL2 sola o en sus 

diferentes combinaciones. 

Los pacientes con enfermedad Inactiva se comportaron de manera similar al grupo 

control ya fuera cuando las células efectoras se cultivaron en presencia d.e las ILs solas o 

combinadas. 

No hubo diferencia en el número de células no adherentes CD56+ (NK) entre los 

pacientes y controles. 
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Estos datos sugieren que existen mecanismos de regulacl6n entre las diferentes 

interleuquinas y aunque los pacientes activos tienen una aNK menor, el comportamiento frente 

a ellas fué semejante, de tal manera que pueden responder a diferentes estímulos tal y como 

lo harfan los sujetos normales aunque en menor proporción, permitiendo as[ que las células NK 

se encarguen de regular la aparición de clonas autoreactivas, as{ como de prevenir la aparición 

de neoplasias o de enfermedades Infecciosas, ya que los pacientes lúplcos se encuentran 

lnmunodeprimldos. Finalmente se abre la posibilidad de que en un futuro se pudiera utilizar las 

interleuquinas recomblnantes para la Inmunoterapia en el lupus eritematoso generalizado. 
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INTRODUCCION 

l. GENERALIDADES DE LA RESPUESTA INMUNE. 

El sistema inmune de un individuo está constituido por células 

especializadas, con funciones determinadas, que han si.do 
caracterizadas de acuerdo a su papel en la respuesta inniu-;1~,<:~~·~6:ª 
funciones pueden ser influenciadas por una varie~ad .--~de,:~ ~eñales 

solubles resultando de tal interacción la activac.l.ó~·; .~·i;~J~e~to; 
la disminución o el arresto de la actividad.celulár.:'.;-

Es fascinante observar que mientras diferentes··Cél~ias viven 

metabólica y estructuralmente en armenia, ci9rtas células 

especializadas son capaces de dañar y de eliminar a otras. 

Eliminar un tipo celular por otro constituye uno de los 

mejores mecanismos de defensa del sistema inmune contra lo extraño 

y de ataque a lo propio (1). 

En algunas formas de respuesta inmune celular, las células T 

especificas llevan a cabo la función efectora; en otras, las 

células T activadas por el ant1geno secretan interleuquinas que 

activan y reclutan a las células ef~ctoras que no son especificas, 

como los macrófagos y las células asesinas naturales (NK) 

protegiendo de esta manera al individuo de v~rus, bacterias y de 

células neoplásicas (2). 

2. CELULAS ASESINAS NATURALES (NK). 

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES. 

Las células asesinas naturales (NK) fueron descubiertas hace 

mas de 20 años: desde entonces, su estudio ha abarcado diferentes 

a.reas, estimulado por una serie de resultados que muestran su 

importancia en la resistencia del huésped a las neoplasias y a las 



enfermedades infecciosas (3) •. 

El origen .dé lci~--~é1ui~s NK ·e~· corifrovel:-tid.0-~. Sus .pr~cursores 

derivan de'la:médula ;;;,.;~. y n~ su~; .. n :m~du;~ÜÍ:ón en;el timo (4). 

Las. ce1U1~i-;NK ~;~~~~~~é~~·ja~tes·.~~-, i~ri_f~·~¡-~o~·-:·~~~ri.~es_ --~-tienen en su 

inter~~~ ---"~~~-l,"'_i~-~:.~-~-~g~-~-TlU1:~-~-.: ·_;~~r~fiÚ>s ~ --pa·;. ·lo .. qU~ son llamadas 

linfoci~~~· ~~~,~~~~('ij~~~~J.i~~~ (i:.GLs) (5). Por su fenotipo, no son 

linfoc1tó~-: ,¡,\·~·;.:::-~-;--~a,.~· e~·-' su ~ayoria células no adherentes y no 

fa~ociÚ~~~-;•·c~¡;:< · • 

Pu~deii·_:-se·r. definidas operacionalmente como células capaces de 
- ;· -. '; . ··> -

present;a:r a.Ct.ividad ·Citotóxica espontánea en contra de una variedad 

de células blanco alogénicas y autólogas, y dicha actividad puede 

ser incr.ementada o disminuida por una variedad de factores solubles 

(7). 

A.diferencia de las células T, las células NK pueden lisar a 

sus células blanco sin antes haber recibido ninguna inmunización y 

sin necesidad de presentar antigenos del sistema principal de 

histocompatibilidad (CPH), aunque se ha visto que algunas clonas 

de células NK si expresan moléculas de clase II (B,9). 

Las células NK no sufren rearreglos en sus genes de 

inmunoglobulinas, aunque la presencia del receptor (III) para la 

fracción Fe (FcR) les permite realizar citotoxicidad mediada por 

anticuerpo (ADCC) (10). 

2.2 ACTIVIDAD NK 

Las células NK se valoran por su a.ctividad citotóxica natural, 

o actividad NK (aNK), que se caracteriza por no tener 

restricción al CPH, no ser específica al antígeno y carecer de 

memoria inmunológica (9,11). 



La actividad citotóxica fue descubierta en individuos 

normales, al ~~·r -~s:ado:~ su~'_1Ínfocitos como controles in.......Y.iJa: en 
- .·,_• ... -· ·. 

ensayoi:; de' c~t~~oxic_id8d COn linfocitos de pacientes con cáncer, y 

los re~ulta~~·~·,~.~st~ar~it ~e-también estaba presente en las células 

de individuó~ infectados con virus y en sujetos sanos. 

Para los ensayos 11 in vitre" se dispone de lineas celulares 

susceptibles de ser lisadas, por lo que se les utiliza como células 

blanco; es el caso de la linea K562, procedente del liquido pleural 

de un paciente con eritroleucemia. Las células se marcan con 

cromato de sodio radioactivo (Cr51
), valorándose la liberación del 

mismo como indice de actividad NK (12). 

Las células asesinas naturales tienen además la capacidad de 

atacar a otra célula blanco una vez iniciada la lisis. A esta 

actividad se le conoce como reciclaje (13). 

2. 3 MORFOLOGIA 

Las células NK, o LGLs, miden de 12 a 15 µ (9,7). su núcleo se 

identifica por ser redondo, o con muescas y por contener un 

nucleolo extraordinariamente grande. su citoplasma es abundante y 

contiene varios organelos, como mitocondrias y lisosomas. Tiene un 

aparato de Golgi bien desarrollado y con vesiculas cubiertas, o 

lisas así como centriolos prominentes asociados a microtúbulos. 

También se observan en el citoplasma algunas vesículas pinociticas 

y otras con una matriz densa a los electrones, rodeadas de algunas 

más pequeñas formando cuerpos vesiculares, figuras de mielina y 

estructuras tubulares. 



Es común encont.r.ar gránt.itós en el citoplasma. En las células 

en reposo éstos·mideri de' 50 a 800 nm de diámetro y son circulares 

o alargados, con ·.un cent.ro>d-9nso a los electrones. Se tiñen para 

glicoprotein~s, ·'. f~·~f~tasa~·á~ida, trimetanofosfatasa, arilsulfatasa, 

beta-gl~cor.onidas~· _y, estera·sa, lo cual indica que son lisosomas 

primarios. L~ matriz d~ los gránulos está separada por una membrana 

trilaminar (9,7,14). 

2.4 MARCADORES DE SUPERFICIE 

Entre los anticuerpos que reaccionan con las células NK 

humanas están incluidos varios monoclonales como el B73.l, el JGB, 

el CD16 y el CD2, aunque sólo la mitad reaccionan con este tlltimo. 

Por otro lado, entre 50-60% de las células NK humanas muestran 

reactividad con JAl, 40-60% con NK!ll y cerca del 25% con 

determinantes del HLA-DR (3). 

El fenotipo caracter1stico de las células NK humanas es CDJ-, 

CD4-, CDJB+, CDllb+, CD15-, CD56+ y CD16+ ( 15,16,17). 

Las células NK presentan el receptor tipo III para la fracción Fe 

de las inmunoglobulinas (11) y la subunidad p75 del receptor para 

IL-2, no asi la p55, por lo que pueden ser inducidas a proliferar 

con altas concentraciones de IL-2 (lB). una subpoblación de células 

NK se distingue por la expresión tanto de la cadena p75 como de la 

p55 (19). 

Los marcadores de superficie y las propiedades de adhesión de 

las células NK varian dependiendo de su estado de activación o 

maduración, aunque los marcadores no cambian después de la 
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estimulación con interferón o con IL-2 (3), 

2.5 DIBTRIBUCION Y PROPORCION 

En el humano, las células NK comprenden aproxim~darn~nte el 

5-8% del total de los leucocitos de sangre periférica, 'y el 1-15% 
,,·_·· .. ' 

de las células mononucleares, pero la proporci~n: -p~e~e-. -Y~r:iar 

dependiendo del anticuerpo utilizado (16). 

Las células NK también se encuentran en los ganglios 

linfáticos, en el bazo, en el timo, en la médula ósea (14), en l~s 

pulmones ·y en el higado. 

Estudios realizados en rata han demostrado un alto grado de 

asociación de los LGL con los epitelios mucosos, especialmente con 

el tejido linfoide del epitelio bronquial y del epitelio 

intestinal. se han aislado LGL también en el higado de ratones y se 

ha V is to que aumenta más de veinte veces la cantidad de LGL en este 

órgano después del tratamiento con inrnunorreguladores. 

Las células NK muestran diferentes niveles de actividad 

dependiendo del órgano en que se encuentren. Estudios iniciales 

.hechos en el ratón, en ratas y más recientemente en humanos, han 

demostrado altos niveles de aNK en sangre periférica y en el bazo, 

asi como un nivel que va de intermedio a bajo en ganglios 

linfáticos, en la cavidad peritoneal y en la médula ósea. 

Los LGL de la mucosa del intestino delgado de ratones poseen 

desde un nivel intermedio hasta uno alto (3). No se ha detectado 

actividad en las amigdalas ni en el timo. 

Pacientes con cáncer, que han recibido terapia con al tas dosis 

de interferón, muestran poco o ningún aumento de la actividad NK, 

y algunas veces, una considerable disminución antes del tratamiento 



(6). 

La aNK:se.encuentra disminuida en pacientes con varios tipos 

de neopl~sias,,como leucemias y carcinomas; aunque no se conoce el 

mecaniSmo Poi-. el cual disminuye, parece estar vinculado al 

crecimiento progresivo del tumor (J,14). 

2 • 6 FllNCION 

Ya que los receptores de células T (TCRs) reconocen péptidos 

unidos a los antigenos del CPH, lo cual no hacen las células NK, al 

parecer éstas proveen al individuo de un mecanismo más directo para 

la eliminación de células transformadas o infectadas con virus, que 

han perdido los antigenos del CPH y evadido el reconocimiento por 

·parte de las células T (20). 

Se ha encontrado que las células NK son capaces de presentar 

antigenos a las células T (21). 

Experimentos ~ han mostrado una correlación entre la 

incidencia de tumores e infecciones y la disminución de la 

actividad NK, asi como también entre el rechazo de injertos y el 

aumento de la aNK (14), 

No solamente las células malignas son vulnerables a las 

células NK sino también las fetales, las de la médula ósea, los 

timocitos, los macrófagos, los fibroblastos (6) y las células 

infectadas por virus (citomegalovirus, de la hepatitis, de la 

influenza y de la inmunodeficiencia humana)(l6). Además eliminan 

parásitos intracelulares y extracelulares como hongos y bacterias 

(22) • 

La células NK están involucradas en el rechazo de tejidos, 

incluyendo el de médula ósea, y en varias enfermedades 
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intestinales. Contribuyen al desarrollo de algunas formas de 

diabetes, de anemia aplásica y neutropenia (B). 

2.7 MECANISMOS DE LISIS 

Pese a los intensos estudios que se han realizado hasta la 

fecha, no se sabe qué rnolécula(s) en la superficie de las células 

blanco son las que están invol u eradas en el reconocimiento por 

parte de las células NK. El receptor de transferrina y el receptor 

para la fracción Fe de la IgG han sido las estructuras implicadas 

en reconocimiento, aunque tales resultados son 

controversiales. 

El receptor de laminina también ha sido asociado al 

reconocimiento de las células blanco por parte de las células NK. 

Resultados adicionales han mostrado que las células NK pueden 

preSentar más de un receptor para antigeno sobre su superficie y 

que por lo tanto son capaces de reconocer múltiples antigenos sobre 

la superficie de más de una célula blanco (23). 

Ciertas moléculas de adhesión, como el LFA-1, la ICAM-1, el 

LFA-3 y el CDlB, parecen también estar involucradas en la 

conjugación de la célula efectora con la blanco, ya sea solas o en 

asociación con otros receptores de membrana, generando señales 

bioquimicas que activan los mecanismos liticos de las células NK 

(24). 

La citotoxicidad llevada a cabo por células NK se inicia con 

el reconocimiento de los antinegos de la célula blanco por parte de 

los receptores de la célula efectora. La unión de ambas células 

ocurre rápidamente, tanto a 4•c como a 37•c, y requiere de Mg2
•, no 

asi de ca2
•. 
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Después de la ~nión, la célula NK sufre una serie de eventos 

conocidos como activación. y programación, pa~a la .lisis de la 

célula blanco. Estos eventos son dependientes de la temperatura, la 

óptima es de 37 • e , y de Ca2•, y son sensibles a los inhibidores 

de calmodulina. 

Algunas evidencias sugieren que la sefial transmembrana de 

segundos mensajeros, derivada de hidrólisis de los lipidos del 

fosfoinositol, provee las señales requeridas para activar el 

mecanismo litico después de la unión. 

El inicio de la activación de la célula NK depende de un 

aumento en el metabolismo del fosfoinositol¡ este metabolismo es 

independiente del ca2• extracelular y es disparado por interacción 

del CD16, con la célula blanco cubierta de anticuerpo, u otra 

estructura de membrana desconocida. 

La formación de IPJ y de IP4 induce un aumento en la 

concentración de Ca2 
.. intracelular, primero por la liberación de Ca2

• 

de los almacenes intracelulares y después por una entrada de ca2
• 

extracelular, el mismo que es requerido para mantener los niveles 

incrementados (15,25). 

También se ha visto que un incremento en el cAMP inhibe la 

citotoxicidad mediada por células NK. 

Estudios detallados han demostrado que el mecanismo de lisis 

requiere que las células blanco sean reconocidas por las células 

NK, que se conjuguen y que las NK sean capaces de inducir a las 

efectoras para que liberen NKCF u otros mediadores liticos 

(6, 7 ,26). 
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2.7.1.FASEB DEL PROCESO CITOLITICO 

La secuencia postulada por Herberman et al (6) para .la 

citólisis es la siguiente: 

1) Unión de la célula NK a·la célula blanco. 

2) Activación de lás células NK;. 

de. las cJ.~~J.i~{~~~·a·l~ céJ.~ia blanco. 

5) Lisis por 'for~~;J¡¿~·;;~~· p
0

0~0~;,.~~ : lil mernít~~ná : ~elul~~ • 
. ·. <· ; '> , ' ····••••··· .. 

.AlgÜi:ioS otro·s autores proponen que,. la iiSis · ~~ efeCtüa por 

unión, de los factores· NK a las células blancO, endocitosis, 

fragmentación del DNA y muerte celular (27). 

Otro mecanismo postulado para la lisis es a través del TNF, 

aunque es diferente a los previos, ya que el TNF actúa a través de 

su receptor (28) • 

Roder y colaboradores (29) han dividido el proceso de lisis en 

varias estapas. El reconocimiento primario y la formación del 

conjugado entre la célula NK y las células blanco, que 

probablemente incluye un receptor del tipo lectina que se une 

especificamente a un carbohidrato sobre las células blanco, es 

independiente de ca2
• y de temperatura, pero dependiente de Mg2

•. 

Como ocurre en la citotoxicldad llevada a cabo por las células 

T, en la lisis por parte de las células NK el aparato de Golgi se 

orienta hacia la parte de unión con la célula blanco y se forman 

poros en la membrana de la célula que está siendo atacada. 

Debido a que sólo ciertas células son atacadas por las NK, se 

cree que debe de existir un sitio aceptar para el factor soluble de 
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citotoxicidad NK (NKCF)(29). 

z.7.2 MOLECULAS CITOTOXICAS 

Las mOléculas citotóxicas liberadas por las células NK, como 

el NKCF (factor soluble de citotoxicidad NK ), las citolisinas o 

perforinas (30,31,32) y algunas proteasas de serina, han· sido 

encontradas en los gránulos citoplasmáticos de las células NK. 

La perforina, cuyos sinónimos son citolisina, proteina 

formadora de poros y proteina relacionada con la fracción del 

complemento C9, recibe su nombre debido a su habilidad para formar 

poros en las .membranas, constituyendo grandes canales 

transmembranales ·. 

La función principal de la perforina es lisar la membrana de 

las células blanco, ocasionándoles la muerte. Tiene un peso 

molecular de 66 o 70 kDa, y en presencia de calcio forma agregados 

de varios tamaños, incluyendo formas con un peso molecular que 

excede el millón de daltones. La microscopia electrónica muestra 

que estos agregados semejan túbulos con un diámetro promedio de 

cerca de 16 nm. 

solamente una especie de perforina activa ha sido aislada. 

Un reporte preliminar describe la clonación del cDNA de la 

perforina de linfocitos murinos, con una homologia significativa 

con la proteina C9 del humano. 

En general las células nucleadas requieren de concentraciones 

más altas de PFP para la lisis, que los eritroci~os anucleados 

(34). 
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2.7.3 PERFORINA HUMANA 

La perforina humana es codificada por una copia simple de 

genes localizados en el cromosoma 10 (35) y en el 17 (36) •. Ambos 
· ..... -· '·-

genes están constituidos de solamente 3 exones. El. ex6n l. c.odÜica· 

para la mayor parte de la secuencia 5' y el ex6n 2 para> el';': r8st:o 

de la secuencia 5' , para la señal de inicio de la tr.aduc~i'~-~,·: ~¡ 
péptido señal y para la parte N terminal de la molécula •. El ex6n .3 

codifica para e1 resto de la secuencia, incluyendo la secuencia 

31 (37). 

La Perforin~ humana consta de una secuencia de 534 aminoácidos 

con un peso molecular de aproximadamente 60 1 000 (38). 

El ·mRNA de la perforina no es regulado como los mensajeros 

de las linfocinas. 

Los linfocitos humanos de sangre periférica expresan niveles 

moderados de mRNA de perforina, que se incrementan rápidamente por 

estimulación con IL-2, la cual además promueve la proliferación de 

los linfocitos T y de las células NK. Debido a que la IL-2 es usada 

para generar células activadas por linfoquinas· (LAK), es posible 

que el incremento en la expresión de la perforina esté directamente 

ligado al aumento de citotoxicidad en estas células. 

La inducción del mRNA de la perforina es transitoria y es 

bloqueada parcialmente por la ciclosporina A, una droga comúnmente 

utilizada para inhibir el rechazo de un injerto. 

La expresión de la perforina en células sin estimulo está 

restringida a las células NK CD3- y a dos poblaciones de células T, 

concretamente las que expresan el receptor gamma-del ta con una 

actividad lítica semejante a la de las células NK (30). 
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2.7.4 Moao ae acción ae la parforina. 

De acuerdo a un modelo recientemente propuesto, las células NK 

se desgranulan después de la unión con su célula blanco, liberando 

los monómeros de perforina /PFP en el espacio intercelular. 

cuando la perforina sale al espacio extracelular, el calcio 

presente induce la unión de perf orina dimérica o monomérica para 

formar complejos que se insertan y atraviesan la membrana, formando 

poros. 

Los oligómeros formados muestran el lado hidrofóbico de la 

molécula hacia la parte lipidica, mientras que la parte hidrofilica 

descansa sobre el interior del poro. 

Estudios de dosis dependencia indican que al menos se 

necesitan 3-4 monómeros para formar un poro funcional. Los 

monómeros de PFP pueden agregarse progresivamente (10-20 

monómeros), formando un túbulo visible que crea un canal 

transmembranal (14nm). La formación de túbulos macroscópicos no es 

un pr~rrequisito para la formación del poro, pero es interpretado 

como un estado terminal del ensamble del mismo, que ocurre cuando 

se han alcanzado las cantidades adecuadas de PFP. 

Una vez formados los poros de perforina permiten la salida de 

qrandes proteinas y llevan a una eventual lisis de la célula blanco 

por efecto osmótico, asi como por la disminución de energía y del 

influjo de calcio. 

La perforina polimérica, como la proteina C9 del complemento, 

es incapaz de insertarse a las membranas. El pH bajo, y una alta 

concentración de ca y de zn, bloquean a la pertorina (39). 

Los requeri~ientos para la exocitosis de gránulos en las 

células NK no se conocen. Es posible que la eKpresión litica de la 



13 

perforina sea principalmente una propiedad de las células NK. En 

los CTL solamente se adquiere esa propiedad cuando se convierten· en 
, ... · 

células semejantes en especificidad funcional a las célulás. NK! 

como resultado de la estimulación con alglln factor de crecimiento. 

La expresión ~ de la perforina correlaciona ·.con lá. 

infiltración de células T citotóxicas y con la citotoxicidad local 

en tumores, en las infecciones virales, en las reacciones 

autoinmunes y en los trasplantes. 

Recientemente Mac Dermott, Schmidt y colaboradores han 

encontrado que los gránulos de las células NK clonadas también 

contienen condroitin sulfato tipo A, que forma un complejo con las 

moléculas citol1ticas y facilita su trasferencia a la célula 

blanco. Por otro lado, altas concentraciones de condrotin sulfato 

A dentro de los gránulos hacen que se una a la perforina y la 

ina"ctive. (21,40) 

¿Qué hace que los linfocitos T citotóxicos resistan a la 

perforina? Se han propuesto algunas teorias, como la reparación de 

la membrana y la existencia de factores protectores, tales como 

proteinas especificas de superficie. Asi, se sabe que las células 

que tienen menos ácido siálico en la membrana también tienen menos 

afinidad de unión a las NK y por lo tanto son más resistentes a la 

lisis. 

3, PAPEL DE LAS CITOCINAB SOBRE LA ACTIVIDAD NK. 

La actividad NK puede incrementarse o disminuirse por una 

variedad de factores solubles, como las citocinas. 

Las citocinas abarcan un amplio espectro de moléculas solubles 

(41,42) celulares conocidas como linfoquinas, monoquinas e 



interleuquinas. 

Originalmente se utilizó el término linfoquinas porque se 

creia ·que eran moléculas producidas sólo por linfocitos y que 

servian para comunicarse con otras células del sistema inmune. Más 

tarde se vio que su efecto no estaba restringido a células del 

sistema inmune, por lo que se prefirió el término citocina (43), 

por ser más genérico. En 1969 se prefirió sobre este últ.imo el de 

interleuquina, debido a que reflejaba mejor las propiedades básicas 

de estos mediadores, que sirven como ligadores entre leucocitos 

(44), controlando de esta manera la amplitud y la ?uración de la 

respuesta inmune. 

Las interleuquinas son mediadores quimicos solubles, 

biológicamente activos, constituidos por proteinas pequeñas (menos 

de 80 KD), generalmente glicosiladas (44,45) (TABLA l). Actúan a 

corta distancia, ya sea de manera parácrina o autócrina, aunque 

pueden tener efectos sistémicos. 

TABLA 1. PROPXEDADES FXSXCOQUXMXCAS DE ALGUNAS XNTERLEUQUXNAS 

IL-2 XL4 ILG TNF 

PM Kd 15-20 15-19 21-28 17 

(46) (47. 44) (48) (49,50) 

Localización 

cromosómica 4q 5q 7q 6p 

Receptor PM 50,64,75 120 80/130 75,55 

(51) (53) 

Las interleuquinas son liberadas en respuesta al antigeno, 



15 

está determinada por él. Son secretadas por una amplia variedad de 

células, además de ejercer su:; efectos sobre diversas células 

blanco (TABLA 2). 

TABLA 2 • PUD:TB CBLULAA Y CBLOLAS BLQ'.CO DE ALGUllAS I9'l"BRLBUQUIHAS 

INTERL!:UQUIHA 

IL-2 

IL-4 

IL-6 

TNF a 

FUENTE 

C61Ul.!!i8 T 

(47,441 

(44,54) 

C6lulaa da mixoma, 

mialoma, hiparnafroma. 

(42,48,55) 

tibrobl.11Dtos (47), 

111acr6fagoa, c1'1ulaa T 

andotelialea, de la glia, 

quaratinocitoo, condrocitoa 

aotrocitoa (SO), y c6lulaa 

da la tiroidea. 

macr6fagoa, c6lulaa T, 

CELULA BLAHCO 

Células T, e, macr6fagoo, 

c6lulaa HK, LAK, timocitoa 

y oliqodendrocitoa(43,44) 

Células T, e, 

ur.:,111a11tocitoo(54), 

111acr6fa9oa y progenitores 

hematopoy6ticoa (45 1 44). 

C1Hulaa e, timocitoa, 

pliunnacitoma, hepatocitoa 

neuronas, células maoangialaa 

dal rit\6n y queratinocitoa 

(44,4B,S5). 

C6lulaa tumorales, ma.cr6fagoa, 

B, NK y timocitoa (49,56,57). oetecla.etoa, neutr6filoo, 

adipocitoe, aoain6filo11, 

c6lulaa endotelialeo, 

condrocitoa y hepatocitoa 

(0,52,56). 

3.1 Bfactos biológicos de la IL2,IL-4,IL-6 y el TNP. 

3.1.1 Interleuquina 2 (IL-2). 

La actividad de IL-2 sobre los linfocitos se lleva a cabo por 
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el reconocimiento a través de receptores especificas que se 

expresan en la subpoblación de células T diferente a la que dio 

origen· a la interleuquina, o en las células relacionadas, lo que 

permite a los linfocitos proliferar, expandirse y llevar a cabo 

funciones de ayuda, supresión o citotoxicidad. (43, 58) 

3.1.2 Interleuquina 4 (IL-4). 

Actúa sobre células B en reposo aumentando su volumen celular 

y mejorando su viabilidad; incrementa la expresión de moléculas de 

clase II del CPH ( 44) , y cuando las células B se pretratan con esta 

linfoquinaina se acelera la respuesta anti-IgM, lo que indica que 

la IL-4 no es un factor de crecimiento sino de activación o 

competencia. 

La IL-4 promueve ~l cambio de isotipo de las inmunoglobulinas 

del ratón de IgM, IgG3 e IgG2b a IgGl, IgG2A e IgE, (44) lo que 

sug.iere que está relacionada con los fenómenos de hipersensibilidad 

inmediata. 

La IL-4 estimula el crecimiento tanto en los timocitos 

fetales como en los doble negativos de sujetos adultos, en 

cooperación con el PMA, y promueve el crecimiento de las células 

cebadas ( 54) también induce la expresión de antigenos clase II 

sobre macrófagos, además de que incrementa su habilidad de célula 

presentadora de antigeno ante las células B e induce su actividad 

tumor ic ida. 

La IL-4 también estimula la fusión de células de la médula 

ósea y de macrófagos alveolares para formar células gigantes 

multinucleadas, lo que sugiere que tiene un papel importante en la 

formación de granulomas (47). 
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3.1.3 Interleuquina 6 (IL-6) 

La IL-6 induce la producción de IgM, IgG e IgA en células 

mononucleares de sangre periférica, después de la estimulación con 

PWM, pero no tiene ningtln efecto sobre la proliferación de células 

B. Lipsky et al. comprobaron que la IL-6 no induce directamente la 

producción de Ig por parte de las células B. 

La IL-6 tiene un efecto coestimulador para la proliferación de 

células T activadas con mitógenos e incrementa la respuesta de las 

células hematopoyéticas pluripotenciales para la producción de IL-3 

La IL-6 puede inducir la generación de los linfocitos T 

citotóxicos que son especificas para células tumorales o infectadas 

con virus (44). 

El papel que lleva a cabo la IL-6 en la activación de las 

células T es promover el paso de la fase GO a una fase temprana de 

Gl en donde ya son sensibles a la IL-2 (51). 

La IL-6 funciona como factor estimulador de células T en 

diferentes estadios de su diferenciación. Por ejemplo, estimula la 

proliferación de timocitos CD4+ y de CDB+ que han sido 

coestimulados con IL-2 e IL-4. 

La IL-6 activa la producción de IL-2, aunque no estimula en 

forma directa la proliferación celular (47). 

La IL-6 tienen un papel relevante en mecanismos de defensa del 

hospedero, pues participa en los procesos inflamatorios, 

infecciosos y en el daño tisular. 

La IL-6 juega un papel importante en la respuesta de fase 

aguda. Induce un aumento en el nivel de mRNA de fibrinógeno beta, 
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actúa como inhibidor del mRNA de la proteinasa de cisteina y de la 

alfa-2 macroglobulina, ademas induce fiebre (51). 

3.1.3.1. La IL-6 y las enferma4a4es autoinmunes. 

La hipergamaglobulinemia policlonal es una de las 

manifestaciones más comunes en las enfermedades autoinmunes. 

En el 92% de los liquides sinoviales de los pacientes con 

artritis reumatoide (AR) se detectan niveles elevados de IL-6 (41). 

Además de que los pacientes con AR caracteristicamente presentan 

plasmocitosis policlonal, autoanticuerpos, un incremento en las 

proteinas de fase aguda y de las plaquetas (55). 

En los pacientes con LEG activo, el nivel de IL6 en el suero 

y liquido cefalorraquideo esta elevado principalmente en aquellos 

que presentan linfoadenopat1a y sindrome nefrótico (59,60). 

La infección con HIV induce la producción de IL-6 por 

monocitos y el nivel de esta citocina está incrementado en el suero 

de pacientes con SIDA (33). 

3.1.4 FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ('l'llF) 

Activa a las células T y B. Induce la expresión de los 

onco9enes e-fas y c-myc en células tumorales, asi como la 

expresión de antígenos Clase I, Clase II del CPH y de ICAM 1 sobre 

astrocitos y queratinocitos. 

Promueve la sintesis de IL-1, del GM-CSG, de IL-6, de los 

receptores de EGF y de IL-2. Incrementa la sintesis de PGE2 Y de 

colagenasa. Activa los neutrófilos. En las células endoteliales 

induce la actividad procoagulante y regula la expresión de 

antigenos de superficie (61). 
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El TNF suprime la formación de colonias hematopoyéticas. y 

tiene acción mitógenica sobre los fibroblastos. 

Parece ser el responsable de las actividades asociadas con el 

factor citotóxico derivado de NK y con efecto inhibidor de 

colonias de células NK (57). 

En el hueso se comporta como un potente estimulo para la 

reabsorción ósea, con una potencia similar a la PTH y no actúa 

directamente sobre los osteoclastos (42). 

Disminuye el depósito de colágena al estimular la producción 

de colagenasa (41) asi como el contenido de fosfatasa alcalina y de 

un marcador que indica la formación de nuevo hueso por las células 

osteoclásticas. En cuanto a la reabsorción de cartilago, degrada 

los proteoglicanos además de inhibir su sintesis. 

Tiene acción antiviral, citostática y citutóxica sobre las 

células tumorales, y favorece la citotoxicidad tumoral inducida por 

células NK (57). Posee acción pirógena; inhibe la lipasa de 

lipoproteinas induciendo caquexia e induce la síntesis de proteinas 

de la fase aguda. 

Induce la secreción de IL-1 por monOcitos y células 

endoteliales(42), asi como la expresión de varios antígenos sobre 

la superficie de estas últimas. Estimula la producción de factores 

de crecimiento hematopoyéticos, del factor de crecimiento derivado 

de plaquetas, del factor activador plaquetario y de la 

prostaglandina !2 (61). 

Es un potente activador del metabolismo oxidativo de los· 

neutrófilos lo que resulta en el aumento en la producción de 

superóxido. 

En animales de experimentación provoca choque, fiebre, 
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coagulación intravascular diseminada y degranulación linfocitaria. 

El TNF también es capaz de producir a nivel sistémico 

toxicidad ,induciendo hipotermia, hipotensión, hiperglucemia, 

seguida de hipoglucemia y acidosis (56). 

En pacientes con AR se ha encontrado un nivel elevado de TÑF 

al fa tanto en el suero como en el liquido sinovial, 

correlacionándose ambos niveles con el grado de actividad de la 

enfermedad. 

Los pacientes con LEG ásociado a trombocitopenia tienen nivel 

sérico elevado de TNF alfa (59). 

3.2. REGULACION DE LA a!IK POR CITOCINAB 

La caracterización de la función de las interleuquinas como 

segundos mensajeros para la activación de células NK es un paso 

importante que hay que abordar para el entendimiento de su 

diferenciación y de sus mecanismos de lisis. 

La actividad citotóxica natural mediada por linfoquinas fue 

descrita inicialmente por Grim y colaboradores (62) quienes le 

dieron el nombre de actividad LAK (lymphokine activated killer 

activity). Desde entonces se han realizado numerosos trabajos para 

conocer el tipo de células que son las responsables de la función 

LAK. 

3.2.1 IL2 y su efecto sobre la actividad NK 

Se piensa que las células NK activadas por linfoquinas (LAK) 

.son linfocitos derivados de las NK y activados por linfoquinas(63), 

ya que en cultivo ~ la activación de linfocitos humanos de 

sangre periférica con IL-2 resulta en la generación de células 
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citotó>iicas que lisan·, células tumorales resistentes a NK, sin 

restricción· del CPH, y tanto las células efectoras como las 

pr_og~~;tC?~~s mue'stl:-Bn fenotipo de células NK, o sea son células 

áoJ-·; Lé'üi9~·-. :~~~~~rite~ente la IL-2 recombinante les provee de la 

señál para que las NK lisen las células tumorales, (64) aumentando 

su aNK (65,66,67). 

También se ha sugerido que las células LAK son diferentes 

de las NK y se menciona que son indistinguibles de los CTL pues 

expresan los marcadores CDJ, CDB, y CDS. Los linfocitos T CD56+ 

aparentemente proliferan más rápidamente en respuesta a IL-2 

recombinante que las células NK. 

De aqui se desprende la idea que en sangre periférica las efectoras 

de la función LAK son células NK, mientras que en los tejidos son 

probablemente linfocit.os T CD3+(6B). 

Grim y cols.(69,70), sostienen la idea de que los precursores 

de LAK no son necesariamente células NK pero dejan abierta la 

posibilidad de que las NK también puedan ser precursores de LAK. 

se sugiere que los linfocitos CDJ+,CD56+, las subpoblaciones 

CD4+,coa+, asi como que algunas células B, pueden tener actividad 

LAK pero por las limitaciones técnicas para la separación de los 

linfocitos no es posible confirmar esta posibilidad (71). 

En el bazo de la rata los linfocitos agranulares (LAL) 

cultivados en presencia de IL-2 se diferencian a LGL adquiriendo 

caracteristicas de células NK, de aqui que se piense que las 

células LAK, los LAL y los LGL/NK representen diferentes estados 

del desarrollo o de la activación y que los LAL comprenda una 

fuente de progenitores LAK en las poblaciones linfoides con pocos 

LGL o de células NK activas y maduras. No obstante en humanos no se 
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ha logrado el desarrollo de LGL a partir de LAL (72). 

Se ha visto que la IL-2 además de incrementar la función 

citotóxica en células NK, tiene efecto sobre la actividad 

citotóxica espontánea, ya que la actividad NK se reduce después de 

exponer a las células a los anticuerpos anti IL-2. Por otro lado 

si se agrega IL-2 al sistema después de un corto tiempo de haberse 

incubado con IL2, la actividad NK es parcialmente restablecida, 

pero si se agrega la misma cantidad de interleuquina después de 

haber preincubado por 20 horas el anticuerpo con las células blanco 

ya no es posible recuperar la función citotóxica, lo que demuestra 

la importancia de la IL-2 en la actividad citotóxica de las células 

NK humanas(7J). 

En cuanto a las caracteristicas fenotipicas de las células NK 

respondedoras a la IL-2 se ha encontrado que todas ellas expresan 

en su superficie el marcador CD16. Las células que carecen de ese 

antigeno no expresan actividad citotóxica desp~és de haber sido 

expuestas a este factor. 

En contraste, la rIL2 aumenta la actividad NK tanto en células 

CD57-,CD16+ como en las CD57+,CD16+ (74) otro rasgo interesante que 

muestran las células NK respondedoras a la IL-2 es que las que son 

CD16- expresan constitutivamente receptores para IL-2 in vivo y 

responden preferencialmente a bajas dosis de IL-2 (75). Además de 

incrementar la actividad NK, la IL-2 (76), promueve la producción 

de IFN gamma (77). 

otro efecto que tiene la IL-2 sobre las células NK es que 

regula la producción de IgG2a cuando los esplenocitos murinos son 

cocultivados con células B preestimuladas con LPS y lo hacen via 

interferón gamma (78). 
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3.2.2 Acción da la rL-6 sobra la actividad NK 

En cuanto a la IL-6 se ha observado que incrementa la 

actividad citatóxica (79) de las células NK humanas aunque los 

resultados son controversiales. 

El efecto de la IL-6 sobre la actividad de las células NK 

puede ser bloqueado por un anticuerpo monoclonal dirigido contra la 

IL-2. La rL-6 es una potente inductora de la producción de IL-2 en 

células humanas de sangre periférica, por lo que el incremento de 

la actividad citotóxica de las NK puede ser por IL-2 (80). 

En lo que se refiere a la interacción entre linfoquinas sobre 

la actividad NK, se reporta que la IL-6 sola o en combinación con 

IL-2, aumenta considerablemente la actividad NK de LGL en contra de 

células X562, pero no tiene ningún efecto la IL-6 sola, o en 

combinación con la IL-2, sobre la expresión de mRNA de PFP en 

incubaciones cortas o largas (81). 

3.2.3 Acción del TNF sobre la aNK. 

Otra citocina que se ha visto que aumenta la actividad 

citotóxica de los LGL CD16+ es el rTNF alfa y ei efecto es todavía 

mayor si, se coestimulan con rIL-2, observándose un incremento en 

la expresión de receptores sobre las células CD16+: esto indica que 

el rTNF-alfa incrementa la capacidad litica de las células NK, y 

aumenta su capacidad para ser activadas funcionalmente por rIL-2 

(82). 

En contraposición a esta observación se ha encontrado que el 

TNF no aumenta la citotoxicidad después de haber incubado las 

células NK por 18 horas (83). 

El rTNF alfa puede proteger a células adherentes (del tipo 
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células amnióticas Y. Óélulas Hela 229 del carcinoma epitelial 

cervical ) de la citotoxicidad mediada por células NK de una manera 

dósis dependiente. El efecto protector del TNF alfa no es mediado 

por la inducción de IL-6 (84). 

3,2,4 Efecto de la IL-4 sobre la actividad NK • 

La rIL-4 no actúa sobre la actividad NK de células en reposo, 

no obstante si es capaz de inhibir de manera dósis dependiente la 

actividad citotóxica inducida por rIL-2 as1 como la proliferación 

de las células NK (85). 

En células de la médula ósea y en células de sangre periférica 

no se encuentra actividad LAK cuando se incuban con IL-4; pero la 

preincubación con la IL-2 y la IL-4 suprime la aNK asi como, la LAK 

inducida por la rIL-2 (86,87). 

4.ALTERACIONES DE LA FUNCION NK EN ENFERMEDADES REllMATICAS 

En las enfermedades generalizadas del tejido conectivo como el 

sindrome de Sjogren, la poliomiositis, la dermatomiositis y en el 

lupus eritematoso generalizado se han establecido anormalidades en 

la función NK, sin embargo en los pacientes con enfermedad mixta 

del tejido conectivo y con escleroderma está se encuentra normal 

(88,89,90,91). 

S. GENERALIDADES DEL LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO 

El Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) es considerado como 

una enfermedad autoinmune humana que se caracteriza por una amplia 

variedad de manifestaciones clinicas e inmunológicas (92) . 

A pesar de los numerosos esfuerzos realizados para dilucidar 
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la etiologia de la enfermedad, su oriqen, es aún desconocido. 

En su patogenia participan factores inmunológicos, genéticos, 

hormonales y ambientales (93). 

5, 1 HISTORIA 

La primera descripción de esta enfermedad se hizo hace cerca 

de 150 años en Viena por Ferdinand van Hevbra. su discípulo y 

sucesor Moriz Kaposi, fue el primero en reconocer la naturaleza 

sistémica del LEG (Kaposi 1899). En las siguientes décadas los 

rasgos cl1nicos y pátológicos del LEG fueron mejor definidos. 

Después de la segunda guerra mundial, surgieron tres hechos 

importantes: 1) Klemperer (1950) reconoció que es una entidad 

diferente de la artritis reumatoide, la dermatomiositis y de la 

escleroderma, pero camrarte algunas caracteristicas con ellas. 2) 

Hargravres y cols. describieron en el año 1952 el fenómeno de la 

célula LE que desde entonces ha sido una herramienta utilizada para 

el diagnóstico del LEG; 3) el rasgo patogénico más importante de 

todos, la base autoinmune para el fenómeno de las células LE, fue 

descrito por Miescher y Fauconnet (1953-1954), ctiando estos autores 

encontraron que el fenómeno de las células LE es mediado por un 

factor presente en el suero de los pacientes con LEG. Este factor 

lo absorbieron de los núcleos, y demostraron que correspondia a una 

inmunoglobulina que más tarde fue conocido como anticuerpo 

antinuclear (ANA) (Miescher, 1957) (94). 

5,2 ETIOLOGIA 

Se requiere de factores externos para la expresión del LEG 

como la luz ultravioleta, la influencia hormonal y los virus. 



26 

En 1981, Emerit ei: al. mostraron que la "inestabilidad 

crómosómiCa 1! es· .. ú1duCld~ en· la~··p·a~ientes lúpicos por. una -~~st~ilcia 
,- - ... ·•,- ,,;,. -·· ,. :- - . 

soluble liber_ada·;~e- i_os linfoéitos después de la irradiació'n ·con 

lu~ ú1trav~o1ifaj;¡uvi j y. sé ha sugerido que ésta' pued~ <se_i- la 

responsable, cÍe la se~,;-ibilidad de los pacientes a la lúz' u_v .. ,.,, 
"''· .,.1.·-- ~ é;. 

se)iEi?P~OP1.ié~tO ·t:ieSae hace tiempo que las infecCi~~es·:~V1~41~eS __ 
.-,, .. -- -.,·'.'<·.<.1,' '/ 

desencade,nan:,eLLEG pero no ha sido posible demostrarlo plenamente-· 

( 9 5 J : EJ1; '~1;'.; ¡upÚ~ murino se ha encontrad~. u'n~ 9í~cibkr6~e:l~a 
·ret~ov~~a·~~~l~:,.g;~?:O ,· : ~on el anticuerpo corre~-~--~:~;~~~~~~i¿~~:~rintñao· 
inmunocoin~lejos patogénicos ( Mellors et ·a1. 196aJ:'-\h> / __ .­

Exi.~t'~ ~~a variedad de LEG que es ~~~~~~~~ir~:aÍ;uso': de 

medicaÍnént~s. La procainamida es uno ·,·de :: .. ;:.¡·b-~;,"·,~ qüe ,; ·con .. ··mayor· 

fr~cuenc!a puede inducir la producción de·a~~fj¿~~~~~~;~~~¡~~cleare~ 
en el 50% de los pacientes tratados con diCha''droga (96). 

5.3 INFLUENCIA HORMONAL 

Hay un mayor número de casos de LEG en las mujeres que en los 

hombres y se ha encontrado una alta incidencia de LEG en pacientes 

con síndrome de Klinefelter, y en los hombres con un cromosoma X 

extra lo que explica una mayor influencia estrogénica (97). 

La castración de ratones machos NZB/W resulta en un patrón de 

enfermedad.similar a la que ocurre en las hembras, mientras que la 

administración de andrógenos en ratonas resulta en un aumento en la 

longevidad con poca o ninguna evidencia de fenómenos autoinmunes 

(98,99). Esto también es valido para ratones MRL, que es otra cepa 

de ratones susceptible de desarrollar LEG. 

La presencia de los receptores para hormonas sexuales en el 

timo sugiere que existe una función inmunorreguladora de estas 
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hormonas que puede influir la producción de hormonas timicas; 

además, se ha visto que los estrógenos afectan la función 

fagocitica de los macrófagos (100). 

5.4 PACTORBB GENETXCOB 

A pesar de las extensas investigaciones sobre las asociaciones 

de los fenotipos del HLA en el lupus, es todavia incierto si estas 

representan un enlace de los genes de la enfermedad con el complejo 

principal de histocompatibilidad o si la asociación real es con el 

polimorfismo funcional de los productos de los genes del HLA. 

Existe una modificación de la expresión de la enfermedad por 

productos de otros genes localizados en el CPH; por ejemplo, los 

individuos HLA-DR2 y DQWl tienen menor producción de TNF alfa y el 

mismo fenotipo del CPH se asocia con nefritis lúpica (101). 

Estudios poblacionales han mostrado que el LEG se asocia con 

los marcadores HIA clase II DR2 y DRJ y un aloantigeno de células 

B (Lawlwy et al. 1982). 

Otra asociación genética fuerte parece ser con alelos nulos de 

C4. Las relaciones con DRJ y BB, de hecho, se han atribuido a la 

presencia de genes "nulos 11 de C4A, una deleción genética peculiar 

de este haplotipo en individuos caucásicos. Aunque los estudios de 

familias muestran que las asociaciones con el HLA y con los alelos 

del complemento no explican todos los casos de LEG ni aún dentro de 

la misma familia (102). 

Estudios genéticos de otros sistemas de respuesta inmune han 

sugerido el papel del receptor de las células T como factor de 

suceptibilidad a lupus asi como para la producción de 

autoanticuerpos anti-Ro) • Se sabe que los anti-Ro y anti-La 
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presentes en los pacientes con LEG y en aquellos con sindrome de 

Sjogren están asociados con especificidades del HLA-DQ. Algunos 

investigadores han identificado alotipos de inmunoglobulinas 

asociados con el lupus (Gm y Km) (102). 

Los componentes del complemento C4, el C2 y el factor B son 

genéticamente controlados por la región del HLA. La deficiencia de 

C3 y C2 es frecuente pero no siempre esta asociada al desarrollo 

de LEG (94). 

De las asociaciones ·de antigenos del HLA con variables 

clinicas del LEG, se sabe que la epidermólisis ampollar se asocia 

al DR2 (103), la presencia de anti-Ro y de anti-La y las 

manifestaciones clinicas relacionadas con DR2 o DRJ, mientras que 

los titulas altos de dichos autoanticuerpos se asocian al estado 

heterocigoto DQwl/DQW2 (104). 

5.5 AUTOJUITICUBRPOS Y AUTOANTIGBNOS 

Los pacientes con lupus eritematoso desarrollan 

autoanticuerpos en contra de un amplia variedad de antigenos. 

Estos comprenden anticuerpos en contra de neuronas, linfocitos, y 

contra varios constituyentes citoplasmáticos procedentes de 

organelos o de membrana; sean o no tejido o célula especifico, como 

por ejemplo, contra antigenos extracelulares tales como 

gamaglobulina, cardiolipina o tiroglobulina y contra constituyentes 

nucleares (105). 

Los anticuerpos en contra del DNA nativo de doble cadena 

(dsDNA) son altamente especificas para el lupus eritematoso 

generalizado y sus titules son buenos indicadores de la actividad 

de la enfermedad. Los anticuerpos en contra del DNA desnaturalizado 
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(ssONA) se encuentran generalmente a titulas altos y se ha visto 

que forman parte de los complejos inmunes detectados en algunos 

pacientes. Un prerrequisito para que sean considerados patogénos, 

es que estos anticuerpos tengan que ser eficientemente activados 

por el sistema del complemento. 

Se han encontrado también anticuerpos contra 

ribonucleoproteinas (RNP) y contra proteinas nucleares no histonas, 

llamadas sm. Estos anticuerpos son marcadores especificas en el LEG 

y su presencia puede asociarse con el curso clinico de la 

enfermedad ya que se ha visto que los pacientes con anticuerpos en 

contra de las RNPs desarrollan nefritis, solamente cuando otro 

sistema antigeno-anticuerpo, como por ejemplo el de· anti-DNA, está 

también presente. 

Otros autoanticu~rpos encontrados en los pacientes lúpicos 

estan dirigidos contra los antigenos llamados Ro y La o SSA y SSB 

(Sindrome de Sjogren A y B). Estos anticuerpos, que tienen 

esp_ecificidad contra antigenos celulares, pueden ser encontrados en 

los pacientes lupicos con anticuerpos antinucleares (ANA) 

negativos. Se ha detectado que los pacientes co·n los dos tipos de 

anticuerpos presentan una enfermedad más benigna que 

solamente tienen el anticuerpo Ro (106). 

5,6 RESPUESTA INMUNE EN LOS PACIENTES CON LEG 

los que 

Numerosos trabajos revelan alteraciones en el circuito de 

inrnunorregulación en los pacientes con LEG, no sólo en la 

interacción celular, sino en la activación y respuesta a 

interleuquinas, lo cual de alguna manera, tiende a favorecer o 

incrementar la proliferación o diferenciación de las células B con 
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el consecuente incremento en la producción de autoanticuerpos, 

rasgo caracteristico de esta enfermedad. 

Las anormalidades de células T son numerosas e importantes en 

los pacientes con LEG y son cruciales en la patogénia de la 

enfermedad, ya que las células T regulan la función de las células 

B y la producción de la mayoria de los autoanticuerpos patogénicos 

(107' 108). 

Entre las alteraciones que se presentan en estos pacientes se 

encuentra la linfopenia que 'es frecuente y la cual se relaciona con 

la actividad de la enfermedad. 

Los linfocitos T están disminuidos selectivamente y 

particularmente aquellos que portan receptores para la fracción Fe 

de la inmunoglobulina G (células T gama). A su vez la disminución 

de esas células apoya la noción de que las células supresoras están 

disminuidas en el LEG ya que se les ha identificado como efectoras 

de esta función (109,110,111). 

La linfopenia de células T es en parte debida a la presencia 

de autoanticuerpos antilinfocitos. Estos anticuerpos son de clase 

IgM y selectivamente reaccionan con las células T supresoras y 

sus precursores, los cuales son eliminados por reacciones 

citotóxicas dependientes de anticuerpo (112). 

Además, se ha encontrado que la respuesta proliferativa en el 

cultivo mixto autólogo de linfocitos, está deteriorada en el LEG. 

Esto no solo resulta de un defecto de las células T, sino también 

de una capacidad estimuladora reducida por parte de la célula B de 

los pacientes con lupus, a las células T autólogas (113). Entonces, 

el defecto en la regulación de la respuesta inmune el los pacientes 

con LEG parece ser debida, tanto a la falta de células T supresoras 
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como a una alteración de la función de las células B. En las 

células T se ha reportado un defecto en la producción de 

interleucina 2 (114, 115,116), 

Hay un aumento de la respuesta policlonal de célula B 

independiente de células T a los antigenos estimuladores, en 

particular a los que actúan sobre las células B , tal como los 

lipopolisacáridos bacterianos y, quizás algunos polianiones (94). 

Las citotoxicidades natural, la mediada por anticuerpo y la 

especifica están disminuidas en los pacientes con LEG (91, 

113,117). Estas funciones responden pobremente a interleuquina 2 

(88,89). En el ensayo de una sola célula se observa un defecto 

intrinseco en la capacidad lítica de las células NK (90) • 

La importancia de la actividad NK en la patogénesis del LEG, 

su relación con la ª!==tividad de la enfermeddd, y las posibles 

implicaciones en la oncogénesis está por dilucidarse. La 

localización del defecto en el mecanismo litico, y la participación 

de las interleuquinas en los pacientes con LEG permitiria una 

mejor delineación de las anormalidades intracelulares responsables 

del defecto en la función citotóxica. 



32 

6. HIPOTEBIB 

La actividad citotóxica anormal o deficiente observada en los 

pacientes con lupus eritematoso generalizado se logra restablecer, 

por la acción de diferentes interleuquinas, por lo que en un ensayo 

de citotoxicidad utilizando células no adherentes (NA) que incluyen 

a las células NK CD56+, y enfrentándolas a una linea celular 

sensible a células NK y que además se realicen los ensayos en 

presencia de suero descomplementado, se asegurará que no se 

evaluará la citotoxicidad mediada por anticuerpo. 

7. OBJETIVOS 

Estudiar la función citotóxica de las células no adherentes, 

NK CD56+, de los pacientes con LEG en condiciones _basales, en 

presencia de suero autólogo y de suero bovino fetal 

descomplementados y después de estimularlas con rIL2, rIL4, rIL6, 

rTNFa asi como con IL2 + IL4; IL2 + ILG; IL2 + TNF; IL4 + ILG; IL4 

+ TNF y con ILG + TNF, se probará su capacidad ci totóxica 

utilizando como células blanco a la linea K562. 

Se determinará por citometria de flujo el porcentaje de 

células CDs6•positivas después de la incubación con cada una de las 

interleuquinas solas o combinadas, asi como, en ausencia de ellas. 

Se establecerá si existe diferencia en la actividad citotóxica 

de las células de los pacientes con enfermedad activa o inactiva en 

condiciones basales y después de haber sido incubadas las células 

en presencia de las diferentes interleuquinas recombinantes. 
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B.KATERXAL Y HETODOB 

B.1 OBTENCION DE CELOLAB HONONOCLEAREB 

Las células mononucleares (CMN) fueron obtenidas de la sangre 

periférica venosa con heparina (lOU/ml) como anticoagulante. La 

sangre se diluyó en un volumen igual de solución amortiguadora de 

fosfatos pH 7.4 (PBS). La mezcla se virtió sobre un gradiente de 

Ficoll-Hypaque (Pharrnacia, Uppsala/Winthrop de Mé><ico) densidad 

1.077 gr/ml. Las células se separaron por centrifugación durante 

30 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente. Los eritrocitos y 

granulocitos quedaron en la parte inferior del gradiente y las CMN 

se recuperaron de la interfase (118,119 ). Estas se lavaron tres 

veces con PBS por centrifugación a 1 1 300 rpm durante 10 minutos. 

Las células se resuspendieron en medio RPMI 1640 (Sigma) 

suplementado con penicilina (100 UI/ml) estreptomicina (100 µg/ml), 

L-giutamina (Sigma, 2mM) y suero bovino fetal descomplementado 

(Sigma) al 10\. 

Las CMN se contaron en un hemocitómetro y se les determinó su 

viabilidad con tinción de azul tripano (Sigma).· 

En todos los experimentos las CMN fueron depletadas de células 

adherentes. Para esto, las CMN se ajustaron a una concentración de 

lOxlO' en RPMI completo por l hr a 37• e en una atmósfera de 5 \ 

co, y 100\ de humedad en placas de petri de plástico. 

Después de la incubación las células no adherentes fueron 

recuperadas en el sobrenadante (120), se centrifugaron 10 mina 

1400 rpm y se resuspendieron en medio completo. Se determinó su 

viabilidad por exclusión con azul tripano y con una alicuota de 

estas células se realizaron frotis para determinar por tinción de 
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inmunoperoxidasa la cantidad de monocitos presentes en cada 

muestra. 

Las células no adherentes se ajustaron a 2.5 x 10' cels/ml y 

se incubaron por 18 hrs con las interleuquinas recombinantes 

correspondiente de acuerdo al siguiente esquema: 

Control Medio completo con suero bovino fetal (SBF) 

descomplementado. 

SA Medio completo con suero autólogo descomplementado. 

IL-2r (Genzyme) 0,5 ¡¡g/ml 

IL-4r (Genzyme) 100 UI/ml 

IL-6r (Genzyme) 5 UI/ml 

TNF (Genzyme) 200 UI/ml 

IL-2 (0.5¡¡g/ml) + IL-4 (100 U/ml) 

IL-2 (0.5¡¡g/rnl) + IL-6 (5 U/1d) 

IL-2 (0,5¡¡g/rnl) + TNF (200 Ú/rnl). 

IL-4 (lOOU/rnl) + IL-6 (5 u¡;ni¡:c: .• 

IL-4 (lOOU/rnl) + TNF (200 uiml) 

IL-6 (5U/ml) + TNF (200 U/ml) 

Las dosis de IL2 se establecieron de acuerdo a ensayos de 

proliferación de células CTLL, la de IL6 utilizando células B9, la 

de IL4 (121) y TNF (83) de acuerdo a lo señalado en la literatura. 

8.2 CELULAS EFECTORAS Y CELULl\S B!JINCO. 

Después de 18 hrs de incubación las células se lavaron con PBS 

y se centrifugaron a 1300 rpm por 10 min a temperatura ambiente 

para ajustarse a 2. 5xl04 cels/ml en medio completo, considerando 
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entonces a estas células como efectoras de la función citotóxica. 

La célula blanco empleada fue la linea K562 obtenida de un derrame 

pleural de un paciente con eritroleucemia (122). Esta linea celular 

se mantuvo en crecimiento estacionario en RPMI-1640. 

B. 3 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD POR LIBERl\CJ:ON DE "cr. 

La linea K562 se ajustó a una concentración de 2 X106 

células/ml de medio de cultivo y se marcó con lOOµCi de Na2 ~ 1Cr04 

(New England Nuclear) durante una hora a 37" e (123,BB). Después de 

esta incubación las células se lavaron tres veces con medio 

completo, se resuspendieron en el mismo y se incubaron 1 hora 

adicional con el objeto de disminuir la liberación espontánea del 

isótopo radioactivo. 

Las células se layaron de nueva cuenta y se resuspendieron a 

una concentración de 1 X 106 células /ml de medio de cultivo. Se 

cultivaron cantidades crecientes de células efectoras con una 

concentración constante de células blanco en un volumen final de 

200 µl en placas de microcultivo de fondo redondo. 

Los cultivos se incubaron por 4 horas a 31· c. Al final de 

este periodo, las placas se centrifugaron y de cada uno de los 

pozos se colectaron 100µ1 de sobrenadante en tubos desechables de 

polipropileno. La radiactividad se midió en un espectrómetro 

automático gama ( Packard). 

Como valor de liberación espontánea se consideró el 

sobrenadante de la línea K562 incubada en ausencia de células 

efectoras y como valor de liberación máxima el sobrenadante de la 

linea K562 incubada en 200µ1 de ácido acético al 5% (122,124 ). 

el porcentaje de lisis especifica se calculó de acuerdo a la 
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siguiente fórmula. 

cpm experimental- cpm liberación espontánea 

% lisis especifica = -------------------------------------- x 100 

cpm liberación máxima - cpm liberación espontánea 

La liberación espontánea siempre fue menor al 10% de la 

liberación máxima. Todos los ensayos se llevaronn a cabo por 

triplicado con relaciones efectoras : blanco de 50:1 y 25:1 (88). 

8.4 CUANTIFICACION FENOTIPICA DE Ll\B CELULAB NK 

Las células que sobraron en cada una de las condiciones se 

centrifugaron por 10 minutos a 1300 rpm, se resuspendieron y se 

incubaron por 30 minutos con el anticuerpo monoclonal ( Beckton 

Dikinson) CD56 conjugado con f icoeritrina a temperatura ambiente. 

Posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS y se 

resuspendieron en 500 µl de formol al 3% en PBS para ser analizadas 

en el citómetro de flujo Facscan (Beckton Dickinson). En cada 

muestra se contaron 10,000 células y se analizaron con el programa 

Consort-30, determinando asi el porcentaje de células positivas. 

8.5 PACIENTES 

Se estudiaron 24 pacientes con diagnóstico de lupus 

eritematoso generalizado. Todos reunieron 4 ó mas criterios de 

clasificación del Colegio Americano de Reumatologia (Tan,1982). En 

el momento del estudio 15 pacientes tenian datos clinícos de 

actividad, según el indice de actividad de lupus MEX-SLEDAI (125) 

y 9 estaban en remisión. Ningún paciente recibia tratamiento a base 
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de antiinflamatorios no esteroideos, ni corticosteroides ni de . 

inmunosupresores·en el momento del estudio. 

La edad promedio de las pacientes activas fue de 25±7 años y 

de las inactivas de 38±13 años. Todas fueron del sexo femenino. 

Como grupo control estudiamos 14 mujeres normales, las que 

tuvieron una edad promedio de 30 años 

B.6 AN~LISIS EBT~DIBTICO, 

Los datos de cada uno de los pacientes se capturaron en una 

computadora personal IBM a través del programa DBASE III. 

Los promedios y las desviaciones estandar de las actividades 

citot6xicas basales y estimuladas dentro de un mismo grupo y entre 

grupos se calcularon por el programa estadistico SAS. 

Las diferencias. entre las condiciones basal y estimuladas 

dentro de un mismo grupo se establecieron con la prueba estadistica 

de Wilcoxon. Mientras que las diferencias entre cada una de las 

condiciones entre los controles y los pacientes con LEG activo e 

inactivo fue establecida por la prueba de U de Mann-Whitney. se 

consideró significativo un valor de p< o.os. 
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9. R!ISULTJ\DOS 

9.1 ACTIVIDAD NK BN LOS PACIBNTBS CON LUPUS BRITllllATOSO 

GllNl!RALIZADO. 

como puede verse en la Tabla 1 no hubo diferencia en la 

actividad citotóxica natural (aNK) basal (células no adherentes 

incubadas con suero bovino fetal "SBF") entre los pacientes 111picos 

con enfermedad inactiva y los controles, mientras que la aNK fue 

menor en los pacientes con lupus en fase activa, siendo la 

diferencia estadisticamente significativa (p= 0.0003) al 

analizarlos con la prueb~ de Wilcoxon. Cuando las células 

citotóxicas de los pacientes 111picos activos e inactivos se 

incubaron con suero autólogo (SA) descomplementado se encontró una 

menor actividad citotóxica en los tres grupos, al compararse con la 

obtenida de las células incubadas en presencia de suero bovino 

fetal (condición basal) aunque no se alcanzó diferencia 

significativa (Tabla 1). 

Tabla l. Actividad citotóxica basal (SBF) y en presencia de 
suero autólogo descoplementado (SA). 

Grupo SBF SA 
X± DE 
% lisis 

CONTROL 46 ± 17 25 ± 19 

INACTIVO 36 ± 23 24 ± 15 

N,S. N.S. 

ACTIVO 18 ± 14 15±12 

p=0.0003 N.S. 
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t.z Bfeoto de l• preinoul>eoión con rIL-z. 

Las células de los controles y de los pacientes fueron 

incubadas en presencia de o;s µg de rIL2 por 18 hrs. Como se puede 

ver en la Fig. 1, la interleuquina-2 incrementó la función 

citototóxica del grupo control (basal 46% ± 17% vs estimulada 

71%±18\ p • 0,001), as1 como la de los pacientes inactivos 

<. 36% ± 23\ vs 62\±21\ con una p - 0.007) y la de los activos 

(18\ ± 14\ VS 43\ ± 17\ p=0.0007 (Fig. 1). 
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a 
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! '""'f 
o~~--,b~a~a~a~l-,---;l~L=2~~--,,bLaa-a71~----;l~L2=-~~~bLBS-B~l~----;l~L2 

control Inactivo activo 

Fig. l Efecto de la IL2r (0.5µg/ml) sobre la actividad 

citotóxica del grupo control y de los pacientes con 

lupus inactivo y activo. Los valores de p resultan 

de comparar con la prueba de Wilcoxon la condición 

basal (SBF) versus la estimulada (rIL-2). 
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t.3 Bfeoto 4• l• preinoubaoión con rIL4, rIL& y rTHP. 

La función citotóxica de las células de los controles y de los 

pacientes inactivos disminuyó por efecto de la IL4 y la IL6. Esto 

se encontró al comparar el número de casos con la prueba de 

Wilcoxon, de las condiciones estimuladas con rIL4 e rI16 con los 

obtenidos en' condiciones basales (SBF) Tabla 2. 

La aNK de las células de los pacientes con enfermedad activa 

no se vió afectada por la presencia de IL4, IL6 y TNF 

recombinantes, esto cuando se compararon las células estimuladas 

con su basal. (Tabla 2). 

Por otro lado en siete de los nueve pacientes inactivos cuyas 

células se estimularon con TNF tuvieron una función citotóxica 

menor que la basal siendo esta diferencia estadisticamente 

siqnificativa (pa0.02) por la prueba de Wilcoxon. 

Tabla 2. Citotoxicidad mediada por IL4r (lOOU/ml), IL6r (SU/ml) y 
TNFr (200u/ml) sobre células de individuos normales y de 
pacientes lúpicos inactivos y activos. 

GRUPO SBF IL4 IL6 TNF 

' lisis t lisis t lisis ' lisis 

CONTROL 46±17 42±19 41±17 46±19 

p-o.oos p=0.01 N.S. 

INACTIVO 36±23 30±18 31±20 31±19 

p•0.01. p=0.05 p=0.02 

ACTIVO 18±14 14±10 17±12 19±16 

N.S. N.S. N.S. 

Loa valores de p resultan Qe comparar la condlc1on basal (SBF) 
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contra la estimulada (IL) entre cada uno de los grupos con la 

prueba de Wilcoxon. 

9.4 Bfeato da la preinaubación con IL2+IL&, y con IL2+TNP. 

Al cultivar las células en presencia de rIL2 + rIL6 y rIL2 + 

rTNF se encontró aumento de la aNK tanto en el grupo control como 

en los pacientes, al comparar la condición basal contra la 

estimulada, siendo la diferencia estadisticamente significativa 

(Fig.2). No se encontró diferencia al comparar el estimulo obtenido 

con rIL2 contra sus combinaciones con rIL6 y rTNF (Fig.J) en los 

tres grupos estudiados. Las células de los pacientes con enfermedad 

activa lograron alcanzar los niveles normales basales solamente 

cuando se cultiva ron en presencia de IL2 sola o junto con IL6 y TNF 

( Tabla 3). 

Tabla 3. Citotoxicidad mediada por IL2r (O.Sµg/ml), IL2 
(O.OSµq/ml) + IL6r (SU/ml), IL2r (O.Sµg/ml) + TNFr 
(200U/ml). 

Grupo SBF IL-2 IL2+IL6 IL2+TNF 
X ± D E 
t lisis 

CONTROL 46 ± 17 71 ± 18 75 ± l.7 72 ± 21 

p=0.001 p=0.002 p=0.002 

INACTIVO 36 ± 23 62 ± 21 63 ± 21 69 ± 16 

p= 0.007 p= 0.007 p= 0.007 

43 ± 17 40 ± 20 46 ± 19 
ACTIVO 18 ± 14 

p= o. 0007 p= 0.001 p= 0.001 

Los valores de p resultan de comparar dentro -de mismo grupo 

la condición basal vs la estimulada (basal 46 ± 17 vs 71±18 IL2, 
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basal 46±17 vs 75±17 Il2+IL6 etc.) con la prueba de
0

Wilcoxon. 
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Fig 2. Efecto de la estimulación con IL2r (O.Sµq/ml) + IL6r (SU/ml) 

y con IL2r (O.Sµg/ml) + TNFr (200U/ml), sobre la aNK de las 

células NA de pacientes lúpicos inactivos y activos. 
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Fig. J. Comparación del efec_o de la IL2r (O.S µg/ml) en los tres 

grupos estudiados con la obtenida del estimulo de las 

células NA con IL2+IL6 e IL2+TNF. 
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9.5 Efecto de la preincubaaión con ILt, ILt+IL2, ILt+IL6,ILt+TNP. 

Hubo un descenso en la aNK en presencia de IL4 tanto en el 

grupo control como en los pacientes con LEG en fase inactiva 

(Tabla 4) , asi como un claro descenso al comparar IL2 vs IL4+IL2 en 

los tres grupos estudiados (Fig. 4) con la prueba de Wilcoxon. 
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Fig. 4 Efecto de la IL-4r (100 U/ml) sobre la actividad inducida 

por IL2r (O.Sµg/ml) en el grupo control y los pacientes 

con lupus inactivo (INAC) y activo (ACT). Los valores de p 

resultan de comparar la actividad inducida por IL2 versus 

la inducida por IL2+Il4 con la prueba de Wilcoxon. 

Se encontró un aumento de la aNK de las células NA de los 
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se encontró un aumento de la aNK de las células NA de los 

pacientes y de los controles después de haber sido estimuladas con 

rL2+IL4 (Tabla 4). 

La FCTN de las células de los controles y de los pacientes 

inactivos disminuyó después del estimulo con IL4+IL6 (Tabla 4), 

Mientras que en cinco de ocho pacientes con lupus activo la FCTN 

fue mayor que la basal (Tabla 4) • 

La preincubación de las células de los pacientes con lupus y 

de los controles con IL4+TNF no afectó la FCTN cuando se compararon 

los porcentajes de lisis con el basal (incubado con suero bovino 

fetal) (Tabla 4 ). 

Tabla 4. Efecto de la estimulación con Il4r (100 U/ml), IL4r (100 

GRUPO 

CONTROL 

INACTIVO 

ACTIVO 

U/ml) + IL2 (0.5µg/ml), Il4r (lOOU/ml) + TNFr (200 U/ml) 

sobre la actividad NK. 

SBF IL4 IL4+IL2 IL4+IL6 IL4+TNF 
t lisis t lisis t lisis t lisis % lisis 

46 ± 17 42 ± 19 59 ± 23 45 ± 18 47 ± 21 

p=0.005 p=0,003 p=0.01 N.S. 

36 ± 23 30 ± 18 53 ± 23 32 ± 20 34 ± 21 

p=0.01 p=0.007 p=0.01 N.S. 

18±14 14 ± 10 29 ± 14 15 ± 9 15±11 

N.S. p=0.007 p=0,05 N.S. 

Los valores de p resultan de comparar entre cada uno ae J.os 

grupos la condición basal versus la estimulada con la prueba de 

Wilcoxon, 
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9.6 EPECTO DE LA COMDINACION IL&+TNP SOBRE LA a!IK. 

En el grupo control y en el de los pacientes con LEG en fase 

inactiva la combinación de IL6+TNF ejerció un efecto inhibitorio. 

Esto se observó al compararlo con la FCTN basal (control= basal 

46±17 vs IL6+TNF 41 ± 17; inactivo= 36±23 vs 30±20) siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa con la prueba de 

Wilcoxon.(Fig 5). 
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Fig s. Efecto inhibitorio de IL6r (SU/ml) + TNFr (200U/ml) 

sobre la actividad NK del grupo control y del de los 

pacientes con LEG inactivo. 
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El efecto inhibitorio de ILG+TNF sobre la función citotóxina 

natural en células normales no se encontró en los pacientes con LEG 

en fase activa ,(Tabla 5). 

Tabla 5. Efecto de IL6r (5U(ml) + TNFr (200U/ml) sobre la aNK. 

GRUPO SBF IL6 + TNF 
% lisis % lisis 

46 ± 17 41 ± 17 
CONTROL 

p = 0.003 

INACTIVO 36 ± 23 30 ± 20 

p= 0.01 

ACTIVO 18 ± 14 15 ± 15 

N.S. 
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9.7 Análisis por grupo da la FCTN estimulada por ILs. 

Los pacientes con lupus activo presentaron una FCTN menor 

respecto al control cuando se cultivaron en presencia de IL2, IL4 

IL-6, IL2+IL4, IL2+IL6, IL2+TNF y IL6+TNF (Fig. 6) asi como en 

presencia de TNF y IL4+IL6 (Fig.7), siendo en todos los casos la 

diferencia estadisticamente significativa al hacer el análisis con 

u de Mann-Whitney • 
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Fig 6. Comparación de la FCTN del grupo control y de los 

pacientes lúpicos con enfermedad activa. Los valores de p 

resultan de comparar cada una de las condiciones del grupo 

control contra su respectiva en el qrupo de pacientes con 

LEG activo con la prueba de U de Mann Whitney. 
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GRUPO CONTROL PACIENTES ACTIVOS 

D TNF II3 IL4•1L6 

Fiq. 7 Actividad NK de los pacientes lúpicos activos después 

de la incubación por 18 hrs con TNFr e IL4r + IL6r. 
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Los pacientes con enfermedad inactiva presentaron una función 

citotóxica natural aparentemente menor aunque la diferencia con 

respecto al grupo control no fue estadisticamente significativa (U 

de Mann-Whitney), de hecho.el grupo inactivo se comportó de una 

manera similar al grupo control ya fuera cuando las células 

efectoras se cultivaron en presencia de las ILs solas (Fig.8) o 

combinadas (Fig.9). 

80 

o 
GRUPO CONTROL PACIENTES INACTIVOS 
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Fig. 8 Comparación de la aNK de los pacientes inactivos y el 

grupo control después de la incubación de las células 

NA y las interleuquinas recombinantes. 
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GRUPO CONTROL PACIENTES INACTIVOS 

Fiq 9. Comparación de.la ANK de los pacientes inactivos y el 

qrupo control dspués de la incubación de las células no 

adherentes + la combinación de interleuquinas. 
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9,8 FENOTIPO DE Ll\B CELULAB EPECTORllB 

El 24% de las células no adherentes, de individuos normales 

expresaron Ag C056 en su membrana en condiciones basales. En los 

pacientes con LEG tanto los activos como los inactivos presentaron 

casi los mismos porcentajes (25% activos, 27% inactivos) (Tabla 6). 

Tabla 6. Porcentaje de células CD56'. Células no adherentes 

incubadas por 18 hrs con suero bovino fetal: IL2r o.s 

µg/ml; IL4rl00 UI/ml; IL-6r 5 U.I.; TNF 200 U.I/ml. 

GRUPO SBF IL-2 IL-4 IL-6 TNF 

CONTROL 24 23 23 22 24 

INACTIVO 27 29 25 26 25 

ACTIVO 25 30 28 27 28 

Al incubarse durante 18 hrs con las diferentes interleuquinas 

se observó que no hubo diferencia en ninguna de las condiciones en 

el grupo control, asi como tampoco en los pacientes inactivos. 

Mientras que en los pacientes activos hubo un aumento en el número 

de células positivas después de haberlas incubado en presencia de 

IL2 (Tabla 6) y de IL6 + TNF (Tabla 7), sin ser la diferencia 

estadisticamente significativa. 
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Tabla 7, Porcentaje de células CD56 después de hacer sido 

cultivadas las células NA por 18 hrs con las diferentes 

interleuquinas combinadas a la misma dosis que cuando se 

utilizaron solas. 

GRUPO IL2+IL4 IL2+IL6 IL2+TNF IL4+IL6 IL4+TNF IL6+TNF 

CONTROL 23 22 23 24 25 23 

INACTIV 25 25 25 25 21 25 

ACTIVO 26 27 27 27 29 32 
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10 • DISCOSION 

La función citotóxica natural se encuentra alterada en 

diversas enfermedades (BS,89,90,91). Se ha observado una 

disminución de la aNK en sangre periférica de pacientes con varios 

tipos de neoplasias(J,14). Se han encontrado alteraciones de la 

misma actividad en enfermedades infecciosas, en pacientes 

postrasplantados de riñón y de médula ósea, y en las enfermedades 

con trastornos de la inmunorregulación. Los pacientes con 

inmunodeficiencias combinadas severas pueden tener una aNK normal 

o aumentada (16). 

En lo que se refiere a las enfermedades autoinmunes se han 

realizado pocos estudios que muestren como se encuentra la 

actividad citotóxica en los pacientes con una alta producción de 

autoanticuerpos y entre los que existen, se observan resultados 

controversiales (88,89,90,91). 

El presente estudio muestra que los pacientes con lupus 

eritematoso generalizado tienen disminuida su actividad NK (aNK) y 

que esta anormalidad y su regulación por citocinas predomina como 

grupo en los pacientes con la enfermedad activa. 

Estudios previos han descrito anormalidades en la aNK en los 

pacientes con LEG. Flad (126), González-Amaro, Alcocer-varela y 

cols. (88), Sibbitt (89) y Katz(90) reportaron una actividad 

citotóxica natural disminuida en pacientes con LEG utilizando 

ensayos de citotoxicidad con Cr". La diferencia de este estudio con 

en el de González-Amaro es que utilizaron células mononucleares 

como efectoras y no hacen diferencia entre pacientes activos e 

inactivos, lo que les hace pensar que todos ellos tienen una 

actividad citotóxica menor que la de los controles y aunque Sibbitt 
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(89) hace una mención del grado de actividad de los pacientes, solo 

incluy.e .tres con actividad media, uno de los cuales estaba 

recibiendo tratamiento con 20 mg de prednisona y cuatro con 

actividad moderada, estando dos de ellos con io mg de prednidona. 

Katz (90) es quien propone que los pacientes con enfermedad 

activa son los que tienen alteración en su aNK, pero incluye en su 

trabajo pacientes inactivos con tratamiento asi como activos con 

hidroxicloroquina. En el presente estudio se hizo una 

diferenciación entre los pacientes activos e inactivos estando 

todos ellos sin tratamiento y los inactivos al menos con un año de 

remisión de la enfermedad. 

Con el fin de determinar si algún factor del suero era 

responsable de la aparente disminución de la actividad citotóxica 

de los pacientes activos, se incubaron las células no adherentes de 

los· tres grupos con suero autólogo descoplementado, y no se 

encontró ninguna diferencia en los pacientes ya fueran activos o 

inactivos cuando se compararon sus actividades con las obtenidas de 

las células incubadas con suero bovino fetal. Esto hace pensar que 

esta falla no es debida a factores solubles termoestables presentes 

en el suero, ya que este fue calentado a 56•c por 15 min para 

descomplementarlo. 

Las interleuquinas son polipéptidos que afectan las funciones 

de diversas células Entre otras, favorecen la comunicación 

celular, promueven la síntesis y secreción de otros factores 

solubles, modulan la expresión de antiqenos de superficie, 

amplifican respuestas inflamatorias y conducen al crecimiento y a 

la diferenciación celular (41,42). 

Las células asesinas naturales (NK) al igual que una amplia 
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variedad de células se ven afectadas por la presencia de 

determinadas citocinas. De todas las citocinas estudiadas el efecto 

mejor conocido y menos controvertido sobre la función citotóxica 

normal es el que ejerce la IL-2 (73,74,76). 

En este estudio cuando las células de los sujetos normales o 

las de pacientes con LEG se incubaron con IL-2 recombinante se 

observó un incremento significativo de la aNK sobre células 

blanco K562, llegando a alcanzar los valores normales 

basales(46±l7%) en el caso de los pacientes activos (NA+IL2r 

43±17%) y comportándose el grupo inactivo de manei:a similar al 

grupo control (NA+IL2 control 71±18 , inactivo 62±21 p=O.J, u de 

Mann-Whitney). 

La recuperación de la función citotóxica de las células de los 

pacientes con LEG activo podda pei:mitir, la introducción de la IL-

2 como agente terapéutico, de una manei:a semejante a la que se hace 

en los pacientes con cáncer (62,69,127). 

Este fenómeno de aumento de la aNK en pacientes lúpicos ha 

sido observado por varios autores (74,76,77,BB,89) , en donde el 

incremento fue encontrado tanto en células no adherentes coma en 

rnononucleares con sobrenadantes que contenian IL2. Además, la 

actividad NK es independiente de la producción de IL-2 (89). 

A pesar de que parece ser que la IL2 proveniente del 

sobrenadante del cultivo de linfocitos, o la producida como 

recombinante tienen efectos similares, en este trabajo se prefirió 

el uso de IL-2 recombinante puesto que los sobrenadantes pueden 

contener a la IL-2 y además otros compuestos que pudieran modular 

de alguna manei:a la aNK. 

se conocen pocas trabajos en los cuales se ha estudiado el 
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efecto de .la IL-4 en diversas poblaciones celulares de sujetos 

normales (121, 127, 128). 

Nagles y cols. (65) analizaron el efecto de la IL-4 (lOOU/ml) 

sobre LGL purificados, mientras que Keever y cols. (86), lo 

hicieron sobre células de médula ósea. En ambos trabajos no se 

encontró ninglln efecto sobre la actividad NK de las células 

estimuladas. 

En el presente trabajo utilizando células NA como células 

efectoras, tanto en los sujetos controles como en los pacientes con 

LEG en fEise inactiva, la IL4 indujo una disminución de la aNK. Esto 

no ocurrió en el caso de las células de los pacientes con LEG en 

fase activa y ya que los pacientes en fase activa tienen 

anormalidades en cuanto a la función de sus células B, y sabiendo 

que la rIL-4 estimula y regula a las B para que envien señales a 

las·T y en estas últimas actúa como activador del crecimiento, en 

particular de las T preactivadas por diversos estimulas, para la 

producción de IL-2, es de suponer que la IL-2 sintetizada de novo 

pudiera estimular a las células NK, de tal manera que al generarse 

una minima respuesta citotóxica, no detectamos una disminución de 

la aNK inducida por IL-4, o bien que existe~ mecanismos de 

protección que evita que la actividad NK disminuya tanto que 

inhabilite a los pacientes con LEG en fase activa para responder 

ante aquellos agentes patógenos contra los cuales las células NK 

funcionan como un primer mecanismo de defensa. 

Por otro lado existe un trabajo en donde se reportó que la IL4 

al igual que la IL-3, suprimen la actividad citotóxica inducida por 

IL-2 por parte de células de médula ósea o de sangre periférica, 
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utilizando K562 como blanco Y, cultivando las células por 7 días 

(86) •.Mientras que Nagler«y cols. (85) a pesar de que incuban sus 

LGL dui-~nt~'·:·~{~\ .. h·~~:::6·~n:~Í~~i~·IL~: a la misma concentración que en 
·-;.·"' .' ·_;_•.;_-·.,-··.•·o.· J.· .. 

este -trab:aj~~>-~~~-::O·~~'.~-~af~ri:·supresiÓn de la actividad NK inducida 

por IL-2, sobre 1)ilí:(·Céll.Íl,á.s :- K562, pero si sobre las COLO. 

,.,,.:t~,~~i~i~t~;,~·:; .:::::: :~~::::· ,::.,:: :: 
IL-2 en. células}' NA·"· de« sangre periférica es abatida por la . ;- ::,_:·--... ,<~ .¡.:·:.'.:;~r:(;·<.-!~~~~~:\:·,, ':.::< , , 
presencia ~.e·)~~4; ·•:':·~ 

:-r,a,·:_::,·:1::~~-(:~:s·:,..~.:p:r-~'~uCi~a por varios tipos celulares y aunque 

o~iginal~ent~. fue ide~tificada como un factor de diferenciación de 

las célula~ B, se ha visto que tiene efecto sobre células 

hematopoyéticas, de mieloma, fibroblastos y hepatocitos entre 

otras¡ además de que aumenta la citotoxicidad por parte de las 

células T citotóxicas (79,80). 

Luger y cols. (79) reportaron que los LGL normales aislados 

por Percoll, incubados con IL~6 recombinate o derivada de 

fibroblastos aumentan su función citotóxica utilizando células K562 

como células blanco. El mecanismo propuesto para ello es que la 

IL-6 es capaz de inducir la producción de IL-2 por parte de la 

células efectoras y que lleva a un incremento en la activación de 

las células NK. Esto es debido a que al usar anticuerpos anti IL-2, 

en presencia de IL-6 se bloquea el aumento de la aNK por esta 

última citocina. 

A diferencia de lo ya reportado por Luger (79) y smith (80) 

para los LGL y para las T ci totóxicas, en nuestro grupo de 

pacientes se encontró que la IL-6 sola ejerció un efecto 

inhibitorio sobre la actividad citotóxica de las células NA del 
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grupo ca11trol y ·la dé,los~pacient_es. ~on LE.G in,ac.t:ivo a pesard~ que 

se utilizaron lasmis~.~s 'dosis/ aunque'n~e~tro .ii~t~ma.de ~nsayo 
fue ~ife_i;ente" al d;-~uq~{y~fq~~; é~~~ .. ~t~lizó Únfocit~s grandes 

gran~1ar~~· "P~~-ifi~~~i'~~':'P-~~· .. ;:·P~r~~i1, y·_,.nóSOtr~s- usamos ·c_é1ufas no 
adh8r.ent·~-~. -~/~·_:-_ :~/,_f< -~',~'.c:: ,-.·,--.·- 0 ;·-~;- .. 

Esto quizás. debido a· C;iue en ·.nuestros ensayos estaban presentes las 

células ·a, es posible que la IL-6 (5U/ml) aiiadida a las células, 

haya sido utilizada no solo por las células NK sino también por 

otras células citotóxicas y por las mismas células B para sufrir 

diferenciación, puesto que por competencia las células T y B están 

en mayor proporción que las células NK y pudieron haber utilizado 

una buena cantidad de la IL-6 añadida. Esto pudo dar como resultado 

que la actividad citotóxica en estas condiciones no difiriera 

significativamente de la encontrada solo en presencia de SBF. 

Smith 1990 (61), reportó que la IL-6 sola o a bajas dosis de 

IL-2 sinergiza la aNK de los LGL de sangre periférica inducida por 

esta última, y propone que la IL-6 provee de una seiial 

independiente de IL-2 y que la IL-6 induce un aumento de la aNK 

solo a dosis subóptimas de IL-2 (lOU/ml). 

Cuando células NA del grupo control y las de los pacientes 

con LEG se cultivaran en presencia de IL6 + IL2 tampoco hubo 

diferencia en su aNK cuando se comparó con la obtenida de incubar 

las NA+IL-2. Mientras que si hubo un incremento estadisticamente 

significativo en los tres grupos cuando se comparó el porcentaje de 

citotoxicidad de las células NA cultivadas en presencia de IL-

2+IL6 y las de la condición basal (SBF) • 
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Lo anterior hace pensar que se está proponiendo un modelo en 

donde interact\.\an las células T, las B y las citotóxicas como 

ocurre 1n vivo y la diferencia con los otros trabajos probablemente 

se deba a que no se utilizaron dosis subóptimas de IL-2 como 

aquellos. 

El factor de necrosis tumoral fue originalmente descrito corno 

una citocina citotóxica para ciertas lineas tumorales (53). 

Posteriormente se encontró que tiene efectos regulatorios sobre el 

crecimiento, la proliferación y la diferenciación de varios tipos 

celulares. 

En el presente estudio se investigó el efecto del rTNFa sobre 

las células no adherentes de sujetos normales y pacientes con LEG. 

Los resultados mostraron que el rTNfQ (200 Ur/ML) no tuvo efecto en 

el grupo control y en los pacientes con LEG activo, mientras que 

los pacientes con LEG inactivo tuvieron una aNK inducida por TNF 

menor que la basal, lo cual esta en contraposición a lo reportado 

por Ostensen y Lipsky (1987) (82) quienes encontraron en sujetos 

normales, que utilizando células no adherentes aisladas con nylon­

lana y cultivadas por 18 hrs en presencia de 1000 U de rTNFa hay 

un aumento significativo de la actividad NK y que cuando se 

incubaron las células con 100 u de TNF el incremento fue 11 modesto 11 • 

Lo anterior hace pensar que en nuestro caso se utilizaron 

dosis subóptimas de rTNFa, a pesar de que en algunos sujetos si 

hubo aumento de la aNK, como grupo no se demostró, o bien que el 

TNF fue utilizado por otras células además de las NK. 

La combinación de rTNFa + rIL-2 aumentó la actividad NK en el 

grupo control y en los pacientes tanto activos como inactivos, sin 
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embargo, no hubo una diferencia estadisticamente significativa 

cuando se comparó el porcentaje de citotoxicidad de las células 

incubadas solo con rIL2. Por el contrario, Ostensen y cols. ""(82) 

reportaron que la combinación de rTNFa + IL-2 promueve un aumento 

de la actividad citotóxica utilizando dosis bajas de IL-2 (l-lO 

U/ml), es decir que el TNF ejerce un efecto sinérgico sobre la IL-

2. 

Los resultados mostrados aqui concuerdan con los de Philip y 

Epstein (83) quienes no encontraron inducción de citotoxicidad por 

parte dei TNF sobre células K562. Por el contrario ostensen (82) si 

encuentra indución por TNF, y propone que tales discrepancias en 

los resultados pudieran atribuirse al uso del medio de cultivo 

suplementado con suero bovino fetal que pudiera revocar, o 

enmascarar, el efecto del TNF sobre la aNK. 

· En nuestro caso quizás no se lograron a estimular las 

células, ya que la dosis de IL-2 siempre fue la óptima para inducir 

incremento de la aNK. Sin embargo, la dosis de estimulación de 1000 

U/ml de TNF para un sistema in vitre parece ser muy alta. Esto 

permitiria suponer que la IL2 a dosis bajas actúa como un 

coestimulador para que el TNF ejersa su efecto. No obstante, en el 

sistema de células no adherentes de pacientes con LEG y con TNF se 

podria haber observado tal fenómeno, ya que es conocido que los 

pacientes con LEG producen menos IL-2 que los normales, y no 

ocurrio asi. 

cuando se incubaron las células normales y las de los 

pacientes con LEG inactivo con TNF+IL6 se obtuvo un efecto 

inhibitorio de la aNK. Esto hace pensar que en condiciones normales 
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y a las dosis utilizadas in vitro estas dos citocinas ejercen un 

efecto regulador sobre la actividad citotóxica • 

cuando las células no adherentes se incubaron en presencia de 

IL-4+TNF no se detectó ni efecto estimulador ni inhibitorio de la 

aNK, mostrando que combinadas o cada una por separado, no modulan 

de ninguna manera la función citotóxica en algunos pacientes. 

En lo que respecta al porcentaje de células C056• , no se 

encontró diferencia entre la condición basal y la estimulada, es 

decir después de haber cultivado las células en presencia de las 

diferentes citocinas en los pacientes con LEG inactivo y en los 

controles; sin embargo, los pacientes con LEG activo parecen tener 

un mayor número de células CD56+ después de haber incubado las 

células NA en presencia de IL2 y de IL6+TNF aunque la diferencia 

no fue estadisticamente significativa. 

Lebow (63) y Robertson (129) han encontrado que después de 

incubar las células NK con IL2 hay un mayor número de células 

citotóxicas debido a que se promueve la proliferación de esas 

células. Lebow (63) postula dos maneras de acción de esta citocina 

sobre las NK de sangre periférica: una de ellas es induciendo la 

maduración de las células NK no liticas y la otra induciendo la 

proliferación de células NK ya maduras (63). 

El hecho de no haber encontrado un mayor porcentaje de células 

CD56+ después de haber incubado las células con las diferentes 

citocinas, o al menos con IL-2, puede ser explicado debido a que 

el cultivo irLl!JSl:2 fue en un corto plazo (18 hrs), apoyando más la 

idea de Lebow de que la IL2 promueve a las células no líticas a que 

maduren a células asesinas competentes justificando esto el aumento 
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de la aNK. 

Asi pues a pesar de que las pacientes con LEG activo tienen en 

general una actividad citotóxica menor que la de las inactivas y 

las controles, el comportamiento frente a las diferentes citocinas 

fue semejante. Esto sugiere que aunque está abatida esta función 

inmune, las células pueden responder a los diferentes estimulas 

tal y como lo harian los sujetos normales, aunque en menor 

proporción. Esto en los pacientes con lupus es de gran importancia 

ya que son varios los sistemas celulares inmunes que se encuentran 

afectados por la enfermedad y permite suponer que aunque los 

pacientes tengan una mayor producción de autoanticuerpos y una 

menor función supresora, las células NK se encargan de regular en 

cierta manera la aparición de clonas autoreactivas, asi como de 

prevenir la aparición de neoplasias o de infecciones ya que los 

pacientes lúpicos activos se encuentran inmunodeprimidos; además, 

a pesar de encontrar disminuida la actividad NK en los pacientes 

lüpicos, se vio que esta actividad puede ser estimulada por 

diferentes citocinas obteniendo una respuesta semejante a la de los 

sujetos normales, lo que abre la posibilidad de utilizar la 

actividad citotóxica inducida por citocinas, de una manera similar 

a la empleada en los pacientes con cáncer (128). 



11. CONCLUSIONES 

La actividad citotóKica de los pacientes con LEG activo fue 

significativamente menor que la del grupo control, ·mient,~~s ·que la 

de los inactivos se comportó de manera similar a la de los 

normales. 

La IL2 promueve un aumento de la aNK en los tres grupos 

estudiados de tal manera que los pacientes activos lograron 

alcanzar niveles normales de citotoKicidad ~, ya sea cuando 

la IL2 se incubó sola o junto coii IL6 y TNF ¡ de aqui que se 

considere que estas ILs no tienen ningún efecto sinérgico o 

antagónico sobre la IL2r. 

Las ILs, 4 y 6 a~ parecer disminuyen la actividad NK de las 

células de los pacientes con LEG inactivo y las de los sujetos 

controles. 

El TNF no modifica la aNK de las células de los pacientes 

activos ni la de los controles. 

El efecto de la IL4 sobre la aNK fue inhibitorio en presencia 

de IL2 en las células de los pacientes con LEG activo o inactivo, 

sugiriendo que la IL4 puede ser un regulador de los mecanismos de 

activación por parte de la IL2, no siendo asi cuando se incuban las 

células junto con la IL6 y el TNF. 

En el grupo control y en los pacientes con LEG inactivo la 

IL6+TNF ejercieron un efecto inhibitorio de la aNK. Esto hace 
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pensar que en condiciones normales y en los pacientes que han 

recuperado su actividad citotóxica, existen mecanismos de 

regulación negativa de la actividad citotóxica. 

En el tiempo empleado de incubación de las células con las 

diferentes interleuquinas no se encontró aumento en el número de 

las células CD56 • Esto sugiere que las citocinas empleadas en 

tiempos cortos de influencia in vi tro, activan algún mecanismo 

litico que hace que se pueda promover la citotoxicidad o, por el 

contrario que no lo modifiquen. 
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