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Abreviaturas empleadas en este trabajo:

ADCC = citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
ad2 = adenovirus del tipo 2.

CHS = sindrome de Chédiak-Higashi.

EB = epidermdlisis bulosa.

EBV = virus Epstein-Barr.

TCYR = receptor para la porcién Fc de la IgG.
FNT = factor de necrosis del tumor.

HL-A = locus de histocompatibilidad humana A.
Hsv-1 = virus del herpes simple del tipo 1.
fisv-2 = virus del herpes simple del tipo 2.
IANA = anemia hemolftica autoinmune idiop&tica.
1rN = interferdn.

IFNL-rA = interferdn recombinante A de leucocitos.
1L2 = interleucina-2.

i.p. = intraperitoneal.

LAF = factor activador de linfocitos.

LCMY = virus de la coriomeningitis linfocitica.
6L = linfocitos granulares grandes,

Lp = pirégeno leucocitico.

MCMV = citomegalovirus del ratdn.

MiV = virus de la hepatitis del ratdn.

NDV = virus de la enfermedad de Newcastle.
NKCF = factor citotéxico de las células NX.

PG = prostaglandina.

poli X1:C = acido poliinosinico-policitidflico.
SIDA = sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SRBC = eritrocitos de carnero.



INTRODUCCION

La lisis de células de tumor in vitro por células linfoides no inmu
nes, inicialmente visto como una "circunstancia rodeante" fastidiosa en__
el estudio de la inmunidad celular contra el cancer, ha pasado a ser ac-
tualmente el asunto principal de investigaciones extensas y numerosas. _
El fendmeno se ha referido como citotoxicidad natural , y las células que
median el fendmeno son llamadas células NK {"Natural Killer"). Existe un
interés creciente respecto a las c&lulas NK, a causa de su amplia reacti
vidad contra una variedad de blancos celulares normales y blancos celula
res tumorales y su posible papel en los mecanismos de defensa del hospe-
dero. En vista de esto, para tener un entendimiento mis amplio y claro _
del posible papel de las células NK en los mecanismos defensivos del hos
nedero, es pertinente hacer una resefia de algunos hallazgos interesantes
hechos en los analisis de la década reciente. Hacia este fin, se ha he -
cho una recopilacidn de articulos diversos sobre el tema, un estudio mi-
nucioso de cada uno de ellos, y una integracidn de las principales ideas;
para dar forma a un trabajo. El resultado es el presente reporte rue nos
ayuda a tener una visidn mds amplia y clara de la citotoxicidad natural,
las células NK, y el posible papel de &stas en los mecanismos de defensa

del hospedero.
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Las células NK fueron identificadas originalmente por su citotoxici
dad, sin una sensibilizacidn previa conocida, hacia lineas celulares neo
pldsicas in vitro. Su actividad fue descrita primeramente en la mitad de
los afios setentas, y desde ese tiempo estas células efectoras citotdxi -
cas han sido estudiadas extensamente,

Las células NK no son adherentes ni fagocfticas (153) y han sido de
finidas como células efectoras diferentes a los macréfagos, las células_
T, y las células B, capaces de reconocer y matar, sin una sensibiliza -
cién previa, células blanco in vitro (111).

La citotoxicidad de las células NK no muestra una restriccién impor
tante de histocompatibilidad porque puede ser dirigida a células blanco_
singénicas, alogénicas, y aln xenogénicas (122). Esta citotoxocidad es _
dependiente de la temperatura (73, 192).y pudiera ademds ser dependiente
de su continua exposicidn a la interleucina-2 (IL2) & factor de creci -
miento celular T (TCGF) (43).

a) cCaracterf{sticas morfoldgicas.

En el ratdén (86, 104), la rata, y el humano, diversos reportes han__
mostrado claramente que una pequefia, pero distinta, subpoblacidn de lin-
focitos media la citotoxicidad natural. Estas células son linfocitos gra
nulares grandes (LGL) (150} y pudieran representar solamente del 2 al 6%
de las células blancas de la sangre periférica (134). Ademds, se ha cal-
culado que aproximadamente el 80% de los IGL de la sangre periférica hu-
mana tienen citotoxicidad natural potencial (178).

Se ha cbservado que los IGL tienen citoplasma relativamente abundan
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te con grdnulos azurdfilos y niicleo arrifionado (84, 104) o redondeado_
(84).

Ademds, en microscopia electrdnica (FIG. 1)}, los ILGL de humano mues
tran microvellosidades cortas en cantidad moderada en la superficie celu
lar, prominente aparato de Golgi (31}, nucléolo pequefio, citoplasma rico
en mitocondrias, pequefias vacuolas, vesiculas, e hilos cortos de retfcu-
lo endoplidsmico rugoso. En particular, estas células estin caracteriza -
das por granulos de alta densidad electrénica encerrados por una membra-
na y algunas veces compuestos de un corazdn de alta densidad electrdnica
y un material granular circunvecino. También, los LGL contienen estructy
ras tubulares acomodadas en un orden paralelo, las cuales pueden estar _
combinadas con los granulos de alta densidad electrdnica. Asf, unas de
las diferencias de los LGL con otras subclases de células linfaticas ¥ _
con las cé@lulas mielomonociticas son las inclusiones citoplismicas de
los granulos y las estructuras tubulares (84},

b} Ontogenia, filogenia, y caracteristicas de superficie de las células

NK.

Las células NK son derivadas de la médula 8sea, y pudieran ser de -
pendientes de ella; asi, el microambiente de la médula Ssea pudiera ser_
esencial para la generacién de células NK funcionales o "activas" {(121).
Tambidén, se ha encontrado que las células NK de la médula Ssea femoral y
el bazo, en el ratdn, pertenecen a una poblacidn formada recientemente,_
de renovacidn répida. Un tiempo aproximado de 20.5 hrs. en el bazo y de_
10.5 hrs. en la médula es necesario para el paso de las precursoras de __

NK a células NK funcionales en estos Srganos, de donde ellas salen al a-
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FIG. 1. LGL, caracteristicas morfoldgicas:

>
L]

reticulo endoplismico rugoso

B = aparato de Golgi

C = mitocondrias

Cii= ndcleo

D = nucléolo

E = estructuras tubulares acomodadas en orden paralelo
F = granulos
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zar y rapido. Dado que las evidencias sugieren gque las células NK se Pro
ducen en la médula dsea y se diseminan al bazo, en &ste, el periodo de _
20.5 hrs. necesario para el paso de las precursoras de NK a c&lulas NK
funcionales, también incluye el tiempo pasado fuera del bazo, esto es,
en la médula (122), La etapa de maduracidn de las células NK del ratdn
pudiera estar unida a la expresidn del antigeno Thy-1 sobre estas célu -
las (85).

" Las células NK no son dependientes del timo (51, 122), no presentan
inmunoglobulinas de superficie (Igs-)(125) ni receptores para el fragmen
to C3b del tercer componente del complemento {C3bR™)({177); pero, las cé-
lulas NK humanas pudieran poseer receptores para la porcién Fc de la I9G
(FcYR) monomérica citofflica (171), y poseen receptores, que pudieran
ser iguales a los expresados por los leucocitos polimorfonucleares, para
la porcidn Fc de la IgG funcional (140). También, algunas de las células
NK de humano presentan una baja afinidad para formar rosetas con eritro-
citos de carnero (SRBC) {rosetas E) (84, 169}, lo cual es una propiedad de
las células T.

Ya que la poblacidn de los LGL expresa una combinacidn desusual de_
ant{genos sobre su superficie, no estid claro el camino de diferenciacién
el cual da origen a las células NK (135, 152).

aAsf, las células NK expresan antigenos de céulas T definidos por an
ticuerpos monoclonales (29, 135,'139, 200) . Algunos de estos antigenos _
son encontrados sobre las células T citotdxicas (29, 139, 200). ¥, por o
tra parte, se ha demostrado que algunas clonas de linfocitos T citotdwei-

cos de ratdn poseen los antigenos NK-1.1 y NK-2.1 (antigenos asociados _
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con NK), mientras que otras sélo el NK-2.1 (21}, y que las células efec
toras NK, las precursoras de las células efectoras semejantes a NK indu-
cidas por lectina, y las precursoras de las células efectoras citotdxi -
cas aloespecificas humanas, comparten la expresién del antigeno detecta-
do por el anticuerpo monoclonal anti células NK llamado NK-9. Esto pudie
ra implicar un origen comiin de estos tipos de células efectoras citoliti
cas, y aiin, el mismo linaje celular pudiera estar involucrado a una eta-
pa diferente de diferenciacién (131},

Ademds, en un estudio (63) de pacientes con leucemia linfobldstica_
aguda de origen celular T, fue demostrado que sus blastos leucémicos T,_
obtenidos de la médula Ssea y enriquecidos por la té&cnica de formacidn _
de rosctas con SRBC, presentan actividad citotdxica natural. Estos ha -
llazyos apoyan adicionalmente la hipétesis de que las células del linaje
celular T son las efectoras de la citotoxicidad natural.

Sin embargo, también las células NK expresan antigenos sobre su su-
perficie restringidos generalmente al linaje mielomonocitico (79, 135),_
y se ha demostrado la presencia de la actividad de la Naftol-AS-D cloro-
acetato esterasa (NCAE) en las células NK humanas, la cual estd presente
principalmente en las células mieloides. Estos hallazgos sugieren que
las células NX pudieran ser derivadas de un antecesor celular comin mie-
lomonocftico (72).

También, se ha supuesto un linaje celular independiente para las cé
lulas NX humanas. Se han descrito varios anticuerpos monoclonales que
reaccionan mis o menos especificamente con &stas c@lulas. EL HNK-1

(Leu7) es el anticuerpo usado mds ampliamente, y Se ha asignado al cromo
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soma 11 el gene que codifica para el antigeno reconocido por este anticu
erpo {162). El H25 y el H366, que reaccionaron con todas las lineas celu
lares T probadas, y con células linfoides FcYR* que contuvieron toda la_
actividad de NK presente en la sangre; alrededor del 10% de los linfoci-
tos formadores de rosetas E, y una proporcién de monocitos, fueron tam -
bién reactivos (11). El N901, que reconoce un antigeno que pudiera estar
presente sobre la mayoria de las células NK y algunas células mieloides_
leucémicas; algunas clonas celulares T sin actividad de NX pudieron tam-
bién expresar, al menos, niveles bajos del antigeno (59). El NK-9, que _
reconoce pricticamente a todos los LGL (131). ¥ el NK-8, que reacciona .
con una cantidad menor de LGL que el anticuerpo NK-9 (130, 131). En espe
cificidad, ninguno de estos anticuerpos estd limitado exclusivamente a _
las células NK, y, asi, deja sin contestar la pregunta del origen de los
1GL de humano,

c) Heterogeneidad de las células NK.

i) Relacidn entre las c@lulas NK y las células K.

Diferentes tipos de células efectoras estdn involucradas en la cito
toxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC): macréfagos, neutrd-
filos, eosindfilos, y células linfoides no adherentes ni fagociticas de-
nominadas células K ("Killer").

En el hombre y en los animales, algunos resultados habian indicado_
que las células K, como las células NK, pueden residir en la poblacién _
de IGL, y afin las mismas cé&lulas efectoras pudieran mediar la citotoxici
dad natural y la citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Después, .en _

un estudio (17), se observd que una célula efectora particular puede en-
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lazarse simultineamente a un blanco de NK y a uno de ADCC, asi como i -
sar a ambos blancos. Los resultados de este estudio dan evidencia direc-
ta de que al menos un cierto porcentaje de los linfocitos de humano tie-
nen el potencial y la capacidad para llevar a cabo funciones de NX y K._
Fn este reporte, no fue exclufda la posibilidad de que existan células _
efectoras distintas con la capacidad para llevar a cabo solamente la ci-
totoxicidad natural o la ADCC.

Por otro lado, se ha demostrado que un polinucledtido sinté@tico in-
ductor del interferén (IFN), el dcido poliinosinico-palicitidflico (poli
I:C), ejerce sobre la actividad citotdxica de las células NK un efecto _
que no se correlaciona con el efecto de este Acido sobre la actividad ci
tot&xica de las c@lulas K humanas. En este estudio, se sugirid que meca-
nismos bioldgicos distintos pueden estar involucrados en la regulacidn y
expresidn de la activacidn celular NK y K por el IFN (44).

ii) subgrupos de células NK.

En el humano {107, 208) y ratdn, estudios han demostrado que las cé
lulas NK son heterogéneas en témminos de sus antigenos de superficie ce-
lular definidos por anticuerpos, pudiéndose revelar subgrupos celulares.

Asi, en el humano, se ha mostrado que subgrupos celulares NK dife -
rentes pueden lisar las células K562 (K562, una linea de eritroleucemia_
humana HL-A"), que son sensitivas a las c&lulas NK (107, 208), También,_
en el bazo del ratdn, scbre la base de la expresidn del aloantigeno
NK-1.2, que es especifico de las células NK, pueden ser detectadas célu-
las NK de dos tipos: aquéllas que lo expresan y lisan preferencialmente_

blancos de tumor linfoide, denominadas NKA, y aquéllas que no lo expre -
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san y lisan preferencialmente blancos de tumor no linfoide, denominadas_
NKp (28). Algunos resultados sugieren que las células del bazo del ra -
tdn con actividad elevada de NK (aumentada in vivo) expresan este antige
no en una extensidén mucho menor que las células sin actividad elevada
{105) .

En la rata . 8€ ha sugerido que las células NK activas contra las c§
lulas de tumor no linfoide, y las células NK activas contra las células_
de tumor linfoide, son probablemente idénticas (22). Sin embargo, en el_
ratdn, la evidencia parece diferenciar las células NK que matan las célu
las de tumor linfoide, de aquéllas que lisan las células de tumoz; ne 1in
foide. Para estas células NK se ha propuesto el término de células NG
{"Natural Citotoxic"), y se ha mostrado que el mecanismo usado por las _
células NC, para lisar blancos, es fundamentalmente diferente de aquél _
usado por los linfocitos T citotdxices (137).

En general, los linfocitos normales y los fibroblastos normales son
resistentes a la lisis mediada por las células NK y a la lisis mediada _
por las c&lulas NC. Sin embargo, se ha propuesto que un fibroblasto aso-
cia con su transformacidn la pérdida de la resistencia a las células NC,
pero no la pérdida de la resistencia a las células NK, permaneciendo re-
sistente a las células NK; mientras que un linfocito asocia su transfor-
macidn con la pérdida de la resiste;\cia a las células NK, pero no la pér
dida de la resistencia a las células NC, permaneciendo resistente a és -
tas. Esto provee la base para la especificidad del blanco exhibida por _,
las células efectoras NK y las células efectoras NC (110).

En la actividad de las células NK del humano, las células efectoras
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contra los fibroblastos de humano infectados con el virus del herxpes sim
ple del tipo 1 (I1SV~-1) y las células efectoras contra las c&lulas blanco
K562 no son exactamente las mismas, ya que ellas pueden ser diferencia '-
das por sus antigenos de superficie y por las estructuras blanco que re-
congeen. ¥, algunos pacientes tienen la actividad de las células NK nor-
mal contra uno de los dos blancos anteriores (K562 § los Fibroblastos _
infectados con el 1SV-1}, pero tienen esta actividad baja o nula contra__
el otro, siendo esto una evidencia fuerte que demuestra que las células___
NK del humano son heterogéneas, y que las subpoblaciones de estas célu ~
las pueden estar reguladas independientemente cada una de la otra

in vive {49},

Existen datos fue apoyan la hipStesis de que la heterogeneidad de _
la entera poblacidn de las células NK es atribuible, al menos en parte,
a una mezcla de clonas que varlan importantemente en sus especificidades
del blanco y sus fenotipos (8).

También, se ha investigado el aspecto ultraestructural de 3 subpo ~
blaciones de las células NK humanas: las células Leu?* 117, Leu?t 11¥, y
Leu?” 11%, Bstos subgrupos muestran diferente aspecto ultraestructural._
pe hecho, las células Leult¥, coexpresando o no el antigeno HNK~-1, mues-
tran una relacidn nuclear/citopldsmica baja, un niiclec de forma irregu -
lar, un citoplasma conteniendo muchas mitocondrias, un aparato de Golgi_
bien desarrollade, vesfculas, vacuolas, muchos grénulos de alta densidad
electrdnica, y una superficie irregular de la célula. Por otra parte,
las clulas Leu?* 11~ muestran una relacidn nuclear/citopldsmica alta, _

un citoplasma con pocos organelos, y una superficie bastante wuniforme.

»
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demds, parte de ellas carecen de grinulos de alta densidad electrdnica _

{119)
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L1~ FACTORES QUE INELUYEN €N EL NIVEL DE LA ACTIVIDAD DE LAS CELULAS NK=

un gran nimero de LGL parece que se encuentra no solamente en los _
Srganos linfiticos, sino que también en el epitelio de varios tejidos
(191) .

Los leucocitos de la sangre periférica y las células del bazo de hu
manos ejercen niveles similares de actividad de las células NK, en con -
traste a las células de glanglios linfditicos, las cuales son pobremente_
citotdxicas (156).

Varios resultados iggican que en los ganglios linfdticos, amigdalas,
adencides y bazo de humanos, las células NK pudieran tener un patrdn de_
localizacién particular donde ellas son encontradas en los centros germi
nativos de los foliculos secundarios (167). Y, en los centros germinati-
vos de los foliculos linfiticos de los ganglios linfiticos y los bazos,_
ha sido demostrada la ;resencia de un subgrupo especial de los linfoci -
tos T caracterizado por la reactividad con los anticuerpos siguientes: _
el OKT11, OKT!, OKT3, OKT4 y Leu7; siendo la diferencia principal con o-
tros linfocitos T periféricos, la reactividad con el anticuerpo Leu?
(hasta este estudio, se pensaba que el anticuerpo leu7 era especifico pa
ra linfocitos conteniendo grdnulos azurdfilos y exhibiendo citotoxicidad
natural, y se habia jindicado solamente un traslape ligerc con poblacio -
nes de linfocito OKT3 y OKT8 positivo) (143).

En las células mononucleares del intestino humano, se ha encontrado
que la citotoxicidad espontinea mediada por células estd marcadamente de
ficiente, y la proporcidon de las células NK pudiera ser considerablemen-

te mis baja que en las células mononucleares de la sangre periférica.
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Asi que la diferencia funcional aparente entre células similares deriva-
das de sitios diferentes pudiera estar grandemente relacionada a propor-
ciones distintas de las células efectoras (56). Se ha encontrado también
que los monocitos, las células mieloides y las células NK, son excluidos
de la linfa del ducto tordcico; mientras que las células T recirculan
(52).

Por otro lado, en la sangre periférica y el bazo de ratones se de -
tecta una actividad alta de las células NK, pero los ganglios linfiticos
y el timo son bajos o ausentes en actividad de las células NK (86). Las_
células NK del bazo de estos animales pudieran tener un fenotipo de su -
perficie mids heterogéneo que el de las células NK timicas (209).

Se ha encontrado también que las suspensiones celulares de los pul-
mones y del bazo de ratones muestran niveles comparables de actividad de
las células NK; y aunque los datos indican que las células NK en el pul-~
mén y bazo son similares en el fenotipo antigénico y la preferencia del_
blanco, parece ser un sitio pulmonar de células de la resistencia natu -
ral cuya funcidn puede ser modulada localmente (170).

hdemiis de ser dependiente del tejido, se ha observado que los nive-
ies de la actividad de las células NK estdn bajo el control genético, el
hormonal, y el control de la edad.

De acuerdo con esto, el desarrollo de la actividad de las células _
NK en el humano ocurre durante la vida intrauterina, encontréndose que _
los fetos son capaces de mostrar actividad citotdxica de las células NK.
La actividad de las células NK de los linfocitos del corddn umbilical de

los infantes prematuros es mas baja que la de las células NK de los lin-
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focitos del corddn umbilical de los infantes de término completo (186) .
y se ha observado que existe una correlacidn positiva, que es débil, en-
tre la edad y la actividad de las células NK, Existe ademds una diferen-
cia definitiva en la funcidn de las células NK entre los hombres y las _
mujeres, aquéllos teniendo una actividad de las células NK ligeramente _
mis alta que la de las células NK de las mujeres, diferencia que se ex -
tiende desde los neonatos hasta los adultos. Y se han confirmado observa
ciones de que un nivel de la actividad de las células NK de un individuo
es una propiedad relativamente consistente de los linfocitos de esa per-
sona, y que uno puede esperar, ain en un t&rmino de varios afios, que un_
nivel alto de la actividad de las células NK de un donador continuara
siendo alto cuando se compara con los de la actividad de las células NK_
de un grupo de otros donadores normales (144).

En humanos, la presencia de la actividad de las células NK en la
sangre neonatal, su aumento ligero, pero significativo, con la edad, y _
su nivel relativamente constante en la edad adulta, estin en contraste _
con el patrdn visto en ratones, donde, la actividad estd virtualmente au
sente al nacimiento, tiene un pico desde la octava semana hasta la docea
va semana, Y declina entonces (144).

Algunos datos muestran que las células NK-1,1% son detectables tem-
pranamente en los tejidos hematopoyéticos de los ratones fetales, y que_
la cantidad de las células NK-1.1% del bazo de los ratones recién naci -
dos, de 1 a 2 semanas de edad, y adultos con actividad baja de las célu-
las NK, es alta, semejante a aquélla de los ratones jévenes adultos con__

actividad alta de las células NK, Las células NK-1,1% de los ratones de_
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1-a 2 scmanas de edad son capaces de enlazarse a blancos sensitivos a
las células NK, pero no de lisarlos, y por tanto se detecta una activi -
dad de las células NK virtualmente no existente, sugiriéndose que estas_
células NK-1,1* son inmaduras en relacidn a su funcidn 1ftica (101).

Se ha encontrado también que la velocidad de la destruccidn e las_
células blanco mediada ror las cé&lulas NK del bazo de los ratones adul -
tos con actividad baja de las células NK, es apreciablemente mis lenta _
que la mediada por las células NK del bazo de los ratones jévenes con ac
tividad alta de las células NK. Ya que la frecuencia de los tumores y
las infecciones aumenta marcadamente en las poblaciones adultas, los re-
sultados de este estudio indican que la eficiencia funcional de las célu
las NK de los ratones adultos estd deteriorada, y, en parte, este defec-
to pudiera dar cuenta de la capacidad reducida de los individuos mayores
de edad para resistir a los microorganismos patogénicos y a ciertos ti -
pos de cdncer (6).

En el ratdén, se sabe que los niveles de la actividad de las células
NK estdn bajo el control genético.

De acuerdo con esto, los ratones de la cepa SM/J tienen una hiperac
tividad de las células NK. Esta hiperactividad pudiera ser debida a la _
presencia de una subclase de las células NK: las células NK-1*, Qas5™; y_
pudiera no estar bajo el control del gen H-2, sino bajo un control poli-
génico (34).

Los ratones de la cepa SJL y los ratones de la cepa C57BL/GJ-bqj
bg/bg tienen un nivel relativamente bajo (90) y una falta casi total

(183) de actividad de las células NK, respectivamente. En los ratones
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SJL, se ha provisto evidencia de la selectividad de los defectos en la _
citotoxicidad de NK contra los blancos de linfoma; defecto observado par
ticularmente en la respuesta al IFN o los inductores del IFN, los cuales
se conoce que aumentan la actividad de NK en algunas otras cepas de rato
nes con niveles bajos de actividad de NK (90).

Se ha mostrado también que la restriccién alimentaria influye sobre
la actividad de las células NK en los ratones.

De conformidad con esto, en ratones alimentados con una dieta defi-.
ciente en tirosina y fenilalanina, disminuye la actividad de las células
NK; pero la deficiencia en metionina aumenta la actividad de las células
NK. Ademds, los niveles de la citotoxicidad mediada por las células NK _
en los ratones alimentados con una dieta no deficiente en los aminodci -
dos, con la dieta deficiente en tirosina y fenilalanina, y con la dieta__
deficiente en metionina, no son influenciados por el consumo moderado
del alcohol en las dietas. Estos datos sugieren que los cambios frecuen-
temente observados en la funcién inmune de los alcohdlicos, pudieran es-
tar unidos mis estrechamente a la dieta y el status nutricicnal, que a _
los efectos directos del alcohol ingerido (2).

Ademds, los ratones con una alimentacién deficiente en calorias,
comparados con ratones de su misma edad alimentados con una dieta normal,
muestran un aumento en la generacidn in vitro de linfocitos T citotdxi -
cos; una actividad menor de las células NK; y, especialmente en los rato
nes de mayor edad, un incremento relativamente mds alto en la actividad_
de las células NX inducida in vivo por un agente inductor do IFN. Dado _

que se ha observado que los roedores sujetos a una dieta restringida
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(sin desnutricidn) viven mds y desarrollan menos tumores espontdneos fre
cuentemente en la vida tardfa que los controles con una dieta no restrip
gida, los resultados de este estudio sugieren que los ratones con la die
ta restringida pudieran resistir mejor al cincer por un sistema de NK
muy sensible a sefales de induccidn unido a un sistema de linfocitos T _
citotdxicos mis efectivo gue aquél de los controles no restringidos
{195) .

En las ratas, aunque no se ha observado una diferencia estadistica_
en la funcidn de las c@lulas NK entre los animales deficientes en sele -
nie y los animales control (142), la actividad de las células NK del ba-
zo y la produccidn del IFN por los macrdfagos estdn disminuidas en los a
nimales deficientes en hierro; la baja produccidn del IFN causando la ac
tividad deteriorada de las células NK (66).

Por otra parte, un metabolito flingico, la toxina T-2, se ha dadoc en
la cdleta a los ratones, y esto a conducido a una actividad baja de sus _
células NK. Ademds, este efecto supresor de la toxina T-2 sobre la acti-
vidad @e las cflulas NK puede persistir afin después de 14 dfas de exposi
cidn a una dieta libre de toxina (24).

Se ha demostrado también que la actividad de las células NK del ba-
zo de los ratones estd reducida despuds de la exposicidn de estos anima-
les al estres (tensidn). Estd bien documentado que el estres afecta a o-
tras partes del sistema inmune, y tales cambios pudieran explicar las ob
servaciones de la baja resistencia al cdncer en los animales estresados;
sin embargo, el efecto reportado del estres sobre el sistema de las célu

las NK indica un mecanismo adicional por medio del cual el estres pudie-~
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ra cambiar la susceptibilidad al cdncer suprimiendo el sistema de defen-
sa del hospedero (1).

En los humanos, se ha encontrado que los acontecimientos de la vida
influyen en las respuestas inmunolSgicas. Asi, en un reporte (207) se
describe el comportamiento de 5 pacientes con cancer dentro de un perio-
do de 6 meses de aficcidn. Los pacientes que fueron capaces de hacer
frente a su situacifn mental (evaluado con cuestionarios) no cambiaron _
dristicamente los pardmetros inmunes mensurables. Sin embargo, en los pa
cientes severamente deprimidos, la actividad de las células NK y el niime
ro de los receptores para la IL2 sobre la superficie de los linfocitos _
periféricos disminuyeron., Ademds, estos pacientes murieron durante el pe
riodo de observacién. .

Por otro lads, la actividad y el nimero de las células NK parecen _
ser aumentados en los humanos por el ejercicio, lo cual pudiera resultar
en una mejor resistencia contra las enfermedades infecciosas (48, 138).
En contraste, se ha indicado que el fumar cigarrillo estd asociado con _
una disminucién en el nfimero y la proporcidn de células NK circulantes,_
que este efecto estd presente muchos afios después del cese del fumar, y_
que el fumar reduce la actividad de las células NK en el fluido del lava
do bronquiocalveolar. Este déficit cuantitativo de las células NK y la ba
ja actividad de las células NK en el fluido del lavado bronquiocalveolar_
pudieran contribuir a la incidencia aumentada de infeccidn y malignidad_
en los fumadores (172, 182).

La exposicidn a la radiacién ultravioleta ha sido implicada en la _

predisposicidn a ciertas neoplasias, y conduce a la reactivacién viral._
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Se ha reportado que los linfocitos humanos de la sangre periférica, que_
fueron expuestos in vitro a la radiacidn ultravioleta, muestran una inhi
bicidn de la actividad de las células NK, actividad que es independiente
de la proliferacidn; y que la sensibilidad maxima para la actividad de _
las células NK, es encontrada en una longitud de onda de 260nm, longitud
en que absorben el icido nucleico (DNA y RNA) y las proteinas celulares.
En base a esto, durante la exposicidn en ciertas condiciones a la luz

del sol se pudiera proveer radiacidn suficiente para inhibir in vivo la_

actividad de las células NK (160).
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- FUNC TR s8¢ -

Las células NK pudieran jugar no solamente un papel importante en
la primera linea de defensa {antes del desarrollo de las respuestas inmu
nes especificas) contra tumores, sino que tambi&n contra los patdgenos _
extrafios (123, 153, 191}).

a) Vigilancia contra las neoplasias.

Se ha notado frecuentemente que existe la necesidad de preparar a _
los ratones hospederos con pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecanc), _
antes de la transferencia 1.p. de los plasmocitomas. Ya que la inyeccidn
del pristano en los ratones conduce a una disminucién de la respuesta
proliferativa de las células T y las células B a los mitSgenos y a una _
actividad baja de las c&lulas NX, esto (ltimo pudiera ser suficiente pa-
ra permitir que los tumores transplantados crescan sin la interxferencia_
inmunoldgica del hospedero (53).

La inhibicidn selectiva de la citotoxicidad mediada por las células
NK en los ratones pudiera estar asociada con un aumento en la metdstasis
espontanea, donde las células subcutineamente implantadas de un tumor no
linfoide crecen localmente y se diseminan, y se cuantifica la incidencia
y el nimerc de las colonias del tumor en los pulmones de los hospederos;
y con un aumento en la metistasis experimental, donde las células intra-
venosamente inoculadas del tumor se diseminan, y se cuantifica la inci -
dencia y el nimerc de las colonias del tumor en los pulmones de los hos-
pederos (68). Observaciones como €stas, y resultados de otros estudios _
con ratones (67) y ratas (12), sirven para dar apoyo a la hipdtesis del_

papel principal de las células NK del hospedero en la resistencia natu -~
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ral a la diseminacidn hemat8gena deli tumor.

Ademis, el tratamiento de ciertos linfomas con IFN reduce su sensi-~
bilidad litica a las células NK, cbservindose un retardo en la elimina -
cidn de los tumores al ser inyectados en los ratones (58).

Las cflulas mononucleares de la sangre periférica de pacientes con__
leucemia de tipos diferentes muestran una actividad de las células NK ba
ja (112). Ademis, los datos de un estudio de pacientes con leucemia agu-
da en remisidn completa sugieren un déficit de linfocitos, el cual per -
siste por algiin tiempo, al alcanzar la remisidn, déficit que pudiera ser
debido a la cuimioterapia usada para inducir la disminucidén de la inten-
sidad de los sintomas de la enfermedad; una recuperacién gradual de la _
actividad de las células NK a lo largo del curso de la remisidn; y qui -~
z38s una disminucidn en la actividad de las células NK entre los pacien -
tes que recaerdn subsiguientemente (173). De esto, la actividad baja de_
las células NK de los pacientes leucémicos pudiera reflejar una anomalfa
de estas células, la cual serfia la razdn fundamental de la leucemia .
(112) .

Por otra parte, ratones inmunosuprimidos por agentes citostdticos,_
a los que se les administran células leucémicas, mueren en pocos dias; -
sin embargo, el tiempo de supervivencia puede ser aumentado si el agente
citostdtico se les administra conjuntamente con timosinae¢ 1! antes de la_
inoculacidn de las células leucémicas., Resultados adicionales sugieren _
que el dafio causado a las células NK por el tratamiento con el agente ci
tostdtico da cuenta al menos parcialmente de la muerte ripida, y que la_

timosinaa1 ejerce al menos en parte una actividad preventiva contra la_
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progresifn de las leucemias por medio de un efecto sobre las células NK_
© sus células progenitoras (188).

b) Defensa contra los virus.

Se ha observado que la infeccidn de ratones con virus de la coriome
ningitis linfocitica (LCMV) (grupo arenavirus) {13, 25, 26), citomegalovi-
rus del ratén (MCMV) (grupo herpesvirus) {26, 61), virus de la hepatitis _
del ratdn (MHV) (grupo coronavirus), virus vaccinia (grupo poxvirus) (26},
¥ virus de la influenza (170), conduce a un aumento de actividad de las_
células NK.

La velocidad de reemplazo de las células NK en el bazo de los rato-
nes (representando el periodo de tiempo entre la divisién de las células
precursoras, y el punto en el cual las células mueren o salen del Srgano
examinado) se eleva importantemente durante la infeccifn aguda con LCMV,
este aumento en el reemplazo es acompafiado por divisidén de las células _
NK, y esto resulta en el aumento del nimero de las células NK (13). Ade-
mis, ratones infectados en forma aguda por 3 dfas con LCMV muestran nive
les de la citotoxicidad mediada por las células NK y del IFN en plasma _
mis altos que los de los ratones persistentemente infectados con LOMV. —
En estos Giltimos, los niveles permanecen elevados continuamente, indican
do que la citotoxicidad aumentada mediada por las células NK puede ser __
mantenida durante periodos prolongados, en la presencia de la estimula -
cién crdnica del IFN a nivel bajo (IFN inducido durante la infeccidn vi-
ral, el cual activa las células NK) (25).

En ratones que se les administra intravenosamente el anticuerpo an-~

ti-asialo GM1 (anticuerpo que parece eliminar selectivamente in vivo las
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células NK del ratdn) y se les infecta poco después en forma aguda con _
MCMV, MHV, y virus vaccinia, se ha determinado que existe un aumento de_
la sintesis viral en bazo e higado y que las lesiones patoldgicas en el_
higado (arado de hepatitis) se correlacionan con la produccidn del virus
{26} .

En el humano, las células NK son probablemente una de las poblacio-
nes celulares mds importantes requeridas para la resistencia a infeccio-
nes por herpesvirus.

De acuerdo con esto, en ensayos citot&xicos in vitro, se ha encon -
trado que las cflulas infectadas con HSV-1 son mis susceptibles que las__
células no infectadas a la actividad de las células NK (50); y que las _
células infectadas con HSV-1 o con virus del herpes simple del tipo 2
(1sv~2) pueden ser lisadas por las células NK autdlogas (99, 206).

Los humanos neonatos son excepcionalmente susceptibles a infeccio -
nes por herpesvirus (111), y presentan una actividad citotéxica de NK
contra células infectadas con HSV-1 normalmente baja (100, 111).

Otros dos grupos excepcionalmente susceptibles a las infecciones
por los herpesvirus son los pacientes con el sindrome de Wiskott Aldrich
(inmunodeficiencia primaria) y los pacientes con infecciones severas per
sistentes o recurrentes de herpesvirus, encontrdndose que tienen una fun
cidn de MK baja contra células infectadas con HSV-1. Los pacientes examj
nados de este (ltimo grupo no habian recibido terapia inmunosupresora, _
no tenian malignidad ni inmunodeficiencia primaria conocida, y fueron
probados al tiempo de la infeccidn, sugiriéndose que su respuesta baja -

no es el resultado de las infecciones y pudiera ser al menos parcialmen-
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te responsable de la severidad de las infecciones (111).

En los pacientes con herpes simple genital recurrente, se ha repor-
tado que el niimero de células NK y la actividad de las células NK contra
células infectadas con H$V-2 estdn disminuidos Qurante las primeras 24 _
hrs. del comienzo de las lesiones, aumentan de 5 a 7 dias después del co
mienzo, y no estdn alterados significativamente en el intervalo entre
dos recurrencias (32).

Ademds, en los pacientes con herpes bucal labial recurrente, se ha__
encontrado durante la recurrencia una actividad citotéxica espontdnea au
mentada contra c&lulas blanco infectadas con liSv-1, la cual persiste a _
niveles relativamente altos por varias semanas después; pero disminuye a
niveles bajos, durante la iltima semana antes de que las lesiones herpé-
ticas se presenten de nuevo (154).

También, la actividad de las células NK y los niveles de las célu -
las liNK-1* se han determinado en serie en la sangre periférica de algu -
nos nifies con sindrome de shock de dengue en su forma hemorrigica, y se_
ha revelado que durante el curso de la enfermedad, la actividad de las __
células NK de estos nifios no cambia significativamente de los controles_
normales. En contraste, los niveles de células HNK-1* (las cuales mostra
ron casi toda la actividad funcional de las células NK) estdn disminui -
dos significativamente en la etapa febril y la etapa de shock (primer
dia y segundo dia del apaciguamiento de la fiebre) y estadn normales en _
la etapa convaleciente temprana {tercer dfa y cuarto dfa del apacigua -

miento de la fiebre) y la etapa convaleciente tardfa (aproximadamente 14

a 18 dfas después del apaciguamiento de la fiebre). Ademis, la actividad
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de las células NK, sobre una base por células, estd aumentada significa-
tivamente en la etapa temprana de la enfermedad cuando se compara con a=-
quélla del perfodo tardio de la enfermedad y aquélla de los controles _
normales. Estos resultados sugieren que las células NK son activas en la
defensa contra la infeccién viral de dengue y pudieran jugar un papel en
la patogénesis del sindrome de shock de dengue en su forma hemorrdgica._
Sus funciones pudieran también determinar la severidad de la enfermedad_
80). '

Y, ya que parece que existe una relacifn directa entre la oncogéne-
sis in vivo de los fibroblastos transformados por adenovirus del tipo 2_
(ad2) y su resistencia in vitro a las células NK, las células NK pudie -
ran jugar un papel importante en el sistema de la vigilancia inmune del __
hospedero contra las células transforxmadas por Ad2 (166).

c) Regulacidn_hematopoyética e inmune.

Estd bien establecido que las células NK pueden actuar no solamente
sobre las células tumorales y las c&lulas viralmente transformadas, sino
que pueden actuar también sobre ciertas células normales, incluyendo pre
cursores hematopoy8ticos; y, por consiguiente, se ha sugerido que las cé
lulas NK tienen in vivo un papel regulador de la hematopoyesis (69).

Las c€lulas NK inhiben posiblemente in vitro la produccidn de anti-
cuerpos por las células B linfoblastoides humanas, las cuales aparecen _
en la circulacién 5 a 7 dfas despuds de la inmunizacidn con una variedad
de antigenos (19). Al respecto, se ha provisto evidencia de que las célu
las B linfoblastoides expresan el receptor para la tra;aferrina, el cual

pudiera ser la estructura reconocida por las células NK. El significado_
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funcional de estas células B activadas es desconocido; sin embargo, dado
que las células B linfoblastoides no son células terminales y que se ha_
demostrado in vitro su diferenciacidn adicional, estas células pudieran
jugax in vivo un papel en el procesc madurativo de las células B (18).

También, es posible que las células NK supriman indirectamente la _
produccidn de inmunoglobulinas por los linfocitos B {4, 10, 205), y jue-
guen in vivo un papel importante en la regulacifn de las etapas termina-
les de las respuestas humorales (4, 19).

Por otro lado, usando células B humanas y células NK autSlogas alta
mente purificadas, algunos investigadores han demostradc recientemente
que las células NK pueden aumentar substancialmente la respuesta prolife
rativa de las células B activadas, y otros hallazgos han sugerido que el
contacto de la célula NK con la c€lula B no es un prerequisito para el e
fecto, Estos estudios han extendido asi el repertorio funcional de las _
cé€lulas NK para incluir la actividad estimuladora, asf{ como, la activi -
dad supresora y la lftica (91).

d) Defensa contra otros patdgenos.

i) Contra los par3sitos protozoarios.

Se ha observado también que la inoculacidén de los ratones con _
Toxoplasma gondii, esporozoitos de Plasmodium berghei, o con tripomasti-
gotes de Trypanosoma cruzi, conduce a un aumento del nivel de la activi-
dad de sus células NK, lo cual es.indicativo de una movilizacién de esta
parte del sistema inmune (70, 71, 132),

Ademds, se ha demostrado que el Trypanosoma cruzi, que no es riguro

samente especifico de un hospedero y es un parisito predominantemente in
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tracelular (el cual causa la tripanosomiasis americana o enfermedad de _
Chagas} (7, 70), y los tripomastigotes del Trypanosoma lewisi, que es un_
pardsito extracelular especifico de la rata (7), pueden ser destruidos _
por las células NK @el ratén. En contraste, no se ha encontrado eviden -
cia de que las células NK del ratdn sean capaces de matar el -
Trypanosoma musculi, que es un pardsito extracelular especifico del ra -
tén. Asi, los pardsitos protozoarios bien adaptados pudieran ser no sus-
ceptibles a los mecanismod de la resistencia natural mediada por células
de sus hospederos,

En pollos inoculados con Eimeria, los resultados sugieren que las _
células NK de los linfocitos intraepiteliales intestinales pudieran ju -
gar un papel importante en la defensa del hospedero contra las infeccio-
nes por el protozoario intestinal (109).

ii) Contra los hongos.

Algunos datos muestran ademds que las células NK de los miiridos se_

enlazan al Cryptococcus neoformans e inhiben in vitro su crecimiento

(73, 125).
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Algunos experimentos muestran que la destruccidn de células de tu =
mor por las células NK humanas y por las células fagociticas activadas _
cs mediada por mecanismos diferentes, Mientras que se han encontrado ar-
gumentos acerca del papel que juegan los derivados del oxfgeno en la deg
truccidn de células de tumor por las células fagociticas activadas (3),_
la actividad de las células NK contra las células K562 no es mediada por
los productos de un estallido respiratorio, que es una serie coordinada_
de eventos metabdlicos consistiendo del aumento en el consumo del oxige-
no y la produccién del anién superdxido (0;7), perdxido de hidr&geno
("202)1 radical hidroxilo (OH), y oxigeno particular (0;)(3, 55).

El estudio, al microscopio electrdnico, de la formacién de los con-
jugados ‘de los LGL humanos con las células K562 muestra contactos de dos
tipos diferentes: en uno, la célula efectora emite proyecciones o pseudd
podos que penetran en las cavidades o formaciones semejantes a agujeros_
de la superficie de la célula blanco, en el otro tipo, la célula efecto-
ra forma una Area extensa de contacto con la célula blanco; no se ha de~
terminado si son dos tipos diferentes de enlazamientos o i son subeta -
pas que se dan ambas al realizarse el enlazamiento del efector al blanco.
Después de la formacidn del conjugado, el aparato secretorioc de la c¢&lu-
la efectora se dirige hacia la célula blanco, y se produce una citdlisis
aparentemente mediada por secrecién, En conjugados involucrande células_
blanco resistentes a la citdlisis, la polarizacidn celular se da en una_
proporcidn menor {31). Ademds, parece probable que la formacidn del con-

jugado 1{tico esté asociada con la formacién de una unién de tipo especf
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fico que involucra la actina y la vinculina (una proteina que se ha aso-
ciado con los sitios de fijacidn de los microfilamentos a las membranas),
de las células efectoras, tal contacgo especializado es formado sélo en-
tre las células NK y las cflulas blanco sensitivas. Esta reorganizacidn_
citoesquelética precede y pudiera ser un prerequisito para la polariza -
cién del aparato secretorio y ser responsable de los movimientos requeri
dos (30).

Algunos resultados muestran que las células NK requieren de los mi-
crofilamentos de su citoesqueleto para que ocurra el reciclamiento y mo-
vimiento de ellas, y que este reciclamiento y movimiento pueden realizar
se sin el ensamble de los microtidbulos. Por otra parte, se ha observado_
que la inhibicién del ensamble de éstos induce una supresidn de la acti-
vidad citotdxica de las células NK, y parece que esta actividad defectuo
sa es debida, al menos en parte, a una falla de los linfocitos potencial
mente liticos para eliminar las células blanco enlazadas, sugiriéndose _
que la inhibicidn de los microtiibulos afecta el evento litico mismo. Es-
tos resultados apoyan la hipdtesis de que para que la citdlisis ocurra _
normalmente, se requiere la secrecidn de elementos liticos presentes en_
los grdnulos citopldsmicos de las células efectoras (92}.

Se ha demostrado también que la actividad citotdxica de las células
NK es dependiente de la calmodulina, ya que inhibidores para esta molécu
la tienen efectos inhibitorios sobre la actividad de dichas células
(124) . La calmodulina es la principal proteina intracelular enlazante pa
ra el calcio la cual modula muchas funciones enzimiticas, ademds de te -

ner efecto sobre la polimerizacidn de los microtiibulos; y, ya que la ac-
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tividad de las células NK pudiera estar asociada con la secrecién, pare-
ce razonable que esta inhibicidn sea debida mas bien a un efecto sobre
los microtiibulos, que a un efecto sobre cualquiera de las funciones enzi
miticas hasta aqui estudiadas.

Ciertas observaciones son compatibles con la idea de que las célu -
las NK tienen varias enzimas con especificidad diferente de substrato
las cuales pudieran estar involucradas en funciones celulares diferentes,
Y se¢ ha sugerido que mias de una enzima asti involucrada en cada una de _
las actividades de la célula efectora. Al respecto, estd claro que la e-
lastasa no juega un papel en la citotoxicidad de las células NK del huma
no; proteasas de superficie tales como la elastasa pudieran facilitar la
migracidn de las células a través del tejido conectivo, a donde su fun -
cién efectora ocurre (211), Otrals) proteasa(s) (82, 146}, fosfolipa -
sa{s) y metil transferasa(s) de membrana (146}, pudieran estar involucra
dag mds bien en la activacién de la membrana de la célula efectora, que_
como mediadoras de la lisis de las células blanco en la {iltima etapa le-
tal de la actividad citotdxica de las células NK. Las enzimas lisosoma -
les fosfatasa dcida,=-naftil-acetato esterasa (84, 92) y arilsulfatasa_
(210}, que se han encontrado en las células NK humanas, pudieran jugar _
también un papel en la actividad citotéxica de las celulas NK {(189), so-
bre todo en la lisis del blanco. La arilsulfatasa pudiera funcionar en _
la degradacidn de é&steres sulfato de cerebrdsido de la membrana celular
blanco, para iniciar el evento liticoe (210).

Un factor soluble liberado de células NK estimuladas con lectina

(202) o con células de un blanco de NK (46, 203) puede lisar solamente _
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células blanco sensitivas a NK, y no lineas celulares resistentes a NK._
Bste factor ha sido definido funcionalmente como “factor citotdxico de _
las c€lulas NK" (NKCF), porque se conoce poco de su naturaleza bioguimi-
ca o su relacidn con otras citotoxinas mejor definidas. El NKCF tiene
ciertas semejanzas a las linfotoxinas, pero también diferencias. Entre -
sus caracteristicas tenemos:
a) p.m.>» 12000,
b) a 100°C por 15° es inestable (202),
¢) a =20°C es estable (46, 202},
d) a 60°C por 15° se observa una pfrdida parcial de su actividad citotd-
xica, sugiriendo que el NKCF pudiera contener varios elementos con esta-
bilidad diferente a la temperatura (46}, y
e) su actividad se inhibe con aziicares simples (202).

Por otra parte, se ha sugerido que las células NK recientemente ails
ladas contienen una cantidad de NKCF preformado activo y que el trata -
miento de estas células con IFN causa sintesis de novo de NKCF adicional
y/0 la activacidn del NKCF preexistente inactivo. Ya que la evidencia en
contrada favorece una participacidn del NKCF en el mecanismo de la cito-
toxicidad mediada por las células NK, el aumento de esta actividad cito-
tdxica inducido por IFN pudiera ser dado por un aumento en la sintesis,_
activacién, y/o liberacién, del NKCF (204).

El enlazamiento de la célula efectora a la c&lula blanco es depen -
diente de Mg*t (74, 146). Y, mientras que el enlazamiento de las células
NK clonadas de ratdn al blanco pudiera ser independiente de la expresién

del receptor para la transferrina sobre las células blanco, algunos re -
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sultados sugieren fuertemente que el receptor para la transferrina (el _
cual es una proteina que media la toma celular del hierro) juega un pa =~
pel en la interaccidn de las c€lulas NK humanas con sus blancos humanos_
(129) . También, se han obtenido resultados que sugieren fuertemente que_
la glucosilacidn normal del sitio del reconocimiento sobre células blan-
co de tumor es necesaria para que, con las proteinas glucosiladas, se
consiga el reconocimiento, el enlazamiento y la lisis, por las células _
NK humanas (S). Otros estudios apoyan que moléculas similares a la molé-
cula C3bhi del fragmento C3b del tercer componente del complemento pudie-
ran estar involucradas en el enlazamiento (83),

La liberacidn del factor citotdxico soluble pudiera dar sélo la ex-—
plicacidn de una parte del mecanismo litico completo, ya que hay eviden-
cias de que ciertos componentes presentes sobre la membrana citopladsmica
celular de NK participan también en el proceso litico. Respecto a esto,_
las etapas del enlazamiento y la cit8lisis pudieran ocurrir a través de_
estructuras estrechamente allegadas o asociadas de la superficie de las__
células NK (75).

Se ha demostrado que los anticuerpos que recaccionan con la regién A
de la molécula T-200 sobre las células NK humanas, pero no los que reac-
cionan con la regidn B, son capaces de bloquear la lisis mediada por es-
tas células; y, suponiendo que esta molécula atraviesa solamente una
vez, la membrana celular, se ha concluido que la regidn B reside entre _
la membrana celular y la regidn A (128). Después de la conjugacidn celu-
lar, la glucoproteina T-200 pudiera tener una participacidn en una fase_

del proceso litico por NK (47); y, otro antigeno de la superficie de la_
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célula efectora, el cual parece estar asociado con, pero no ser parte
de, la molécula T-200, pudiera estar involucrado en la transferencia del
NKCF {27, 196).

Hiserodt y colaboradores (77) han sugerido un modelo hipotético de_
trabajo para el mecanismo de la citotoxicidad natural en el humano _
(FIG. 2). La primer etapa (indicada como () sobre la figura) de la reac
cidn de NK se representa como un enlazamiento, dependiente de Mg*+, del_
receptor de NK al antigeno blanco, requiriendo un reconocimiento de unas
estructuras de carbohidrato y un sostén proteico. No estd claro si otras
interacciones celulares y otros receptores de membrana se requieren para
disparar la respuesta citolitica; sin embargo, algunos datos sugieren
que existen (174).

El enlazamiento al blanco induce una serie de respuestas fisioldgi-
cas referidas como "la programacidn para la lisis". Sin embargo, esta e-
tapa puede ser dividida adicionalmente en una fase temprana de disparo _
@ {probablemente enzimdtico) y una fase mis larga de la respuesta celu
lar. Ln la respuesta citolitica, la programacidn para la lisis es la eta
pa que depende mis de la temperatura, es dependiente criticamente de la_
presencia del Ca** (74), y puede ser modulada (hacia arriba y hacia aba-
jo) por varios agentes Eamacolc‘»g‘icos (76, 146).

Durante la fase temprana de disparo de esta respuesta, el ca*t se _
pudiera enlazar a un sitio extracelular de enlazamiento @ . lo cual
permitirfa subsiguientemente la hendidura enzimitica de un componente

del receptor, denominado “la molécula del enfoque 1litico" @ . Esta hen
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FIG. 2. Modelo hipotéticu para el mecanismo de la citotoxicidad natural

en el humano. @ enlazamiento del receptor de NK al antigeno blanco;

@ enlazamiento del Ca** a un sitio extracelular de enlazamiento; Q)

hendidura enzimitica requerida para la liberacidn del fragmento del enfo

que 1itico; (@ flujo del Ca** a travds de la membrana; (5 acoplamiento

estimulo-secrecidn con liberacién de subunidades del NKCF; @ polimeri-

zacidn de las subunidades del NKCF en un complejo 1ftico; (@ dafo a la_

membrana de la célula blanco,
T, tripsina; CT, quimotripsina; P, papaina.

(Referencia: 77),
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didura permite la transferencia libre del fragmento del enfoque lftico _
de la célula NK al blanco y expone los sitios receptores de alta avidez__
para las subunidades del NKCF @ . Este paso de disparo pudiera ocurrir
dentro de solo algunos minutos del enlazamiento al blanco. A pesar de la
resistencia de las células NK a la inactivacidén por la papafna, la capa-
cidad de la papaina para bloquear al golpe letal de NK {Tabla I) apoya _
el concepto de que cierta(s) estructura(s} involucrada(s) en el golpe le
tal es {son)} proteinals) intracelular{es) y/o proteina(s) escondidals) _
en la membrana.

Es posible que la actividad enzimidtica, necesaria para la etapa tem
prana de disparo, sea en el sitio bloqueado por ciertos inhibidores de _
proteasas (B82). La existencia de un componente de ;uperficie, derivado _
de NK e involucrado en el golpe letal, es apoyada por la capacidad del _
anticuerpo RH2 para inhibir la lisis independiente de la célula citotdxi
ca y para ser removido especificamente por absorcidn sobre células NK pu
rificadas {75). En este punto de la reaccidn, un papel para la molécula_
T-200 se ha sugerido como el receptor/disparador de NK (174).

Los estudios apoyan que, ademas de ser requeridos en un sitio extra
celular de enlazamiento, los iones Ca*t deben fluir también hacia el in-
terior de la célula NK a través de canales, obstruidos por bloqueadores__
de canal, especificos del Cat+ (74) (@ . El flujo del Ca** hacia el in-
terior de la célula NK, activa la fase mds larga de respuesta celular de
la programacidn para la lisis, un proceso secretorio que culmina con la_
liberacién de subunidades del NKCF, dentro de la fase liquida @ .

Las subunidades del NKCF, una vez liberadas, son ensambladas enton-
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TABLA I

Sensibilidad de varias estructuras involucradas en la citdlisis de NK

Sensibilidad a proteasas
Bstructura propuesta

T CT P
Receptor de NK + + . -
Antigeno blanco + + +
NKCF + s -
Receptor para el NKCF - - o
Molécula del enfoque litico ? ) ? +
Golpe letal funcional . i ,;3’;+ ‘ﬁi,‘ Q': +f‘_ :;J ;14

T, tripsina

CT, quimotripsina

P, papaina L,'
(Referencia: 77, 78).

ces alrededor del fragmento del enfoque lftico en un complejo litico de_
alto p.m., para inducir la lisis rdpida del blanco () . Aquellas subuni
dades del NKCF no enlazadas directamente en este complejo 1lfitico difun -
den dentro del sobrenadante, y ellas representan la "actividad del NKCF".
El modelo sugiere que la polimerizacién de las subunidades del NKCF ocu-
rrird alrededor del fragmento del enfoque a través del enlazamiento di -~
sulfuro asi como la interaccibn protefna-proteina, ya que, después de la
ctapa dependiente del ca**, la adicidn de 2-mercaptoetancl a un evento _
de programacidén en marcha bloqueard la citdlisis (76).

Una vez ensamblado completamente, la actividad del complejo l{tico_
medida funcionalmente por la lisis independiente de la célula citotéxica,
puede ser bloqueada por la adicidn de tripsina, quimotripsina o de papai

na, asi como por ciertos anticuerpos dirigidos contra las células NK
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{75) . Esto es un hallazgo importante, porque ni el receptor para el NKCF
ni las subunidades del NKCF son sensibles a la papaina (Tabla I).‘Asi, _
la capacidad de la papaina para inhibir la lisis independiente de la cé-
lula citotdxica implica que debe quitar el antfgeno blanco al cual el
complejo 1itico estd enlazado o hendir e inactivar el complejo litico en
sitio{s) no relacionado(s) con el NKCF. Pespecto a esto, se ha sugerido_
que la papaina debe afectar estructuras en el complejo litico no relacio
nadas con las subunidades del NKCF.

Ademds, una vez ensamblado sobre la superficie de la célula blanco,
el complejo lftico es incorporado entonces en la membrana del blanco por
un proceso hasta aqui desconocido. Esto pudiera involucrar el reconoci -
miento de la subunidad del NKCF por el receptor para el NKCF de la célu-
la blanco. Finalmente, la accidn de estas moléculas sobre la célula blan
co, para inducir el evento letal final, no es conocida. La capacidad de_
la temperatura baja (4°C) o de la prostaglandina (PG) E, para bloquear _
la 1lisis independiente de la célula citotdxica sugiere que el evento le-
tal esti ocurriendo, al menos inicialmente, en la membrana del blanco ()
y causa probablemente la ruptura de la célula a través de lisis osmdtica
coloidal.

Asf, la lisis de las células blanco mediada por el NKCF es compara-
ble a la lisis independiente de la célula citotdxica, excepto por la au-
sencia de la molécula hipotética del enforque 1itico (77).

Aunque estructuralmente distintas a los blancos clisices de célula_

tumoral, las células de Cryptococcus neoformans pudieran ser capaces de_

interacciones similares cé@lula a célula con las células efectoras NK co-
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mo los blancos de célula de tumor ya que ciertos datos indican que el en

lazamiento de la célula NK de los miridos al Cryptococcus neoformans es_

un acontecimiento distinto que precede a la inhibicién del crecimiento _
del criptococo; es independiente de la temperatura, aunque es retardado_
a 4°C; y es dependiente de Mg**. En contraste con el enlazamiento, la in
hibicidn del crecimiento del criptococo mediada por las células NK es de
pendiente de la temperatura y el cCatt (73).

En la cit8lisis mediada por el NKCF, parece haber al menos cuatro _
subetapas basadas en la modulacidn por glutaraldehido (39) (FIG. 3):

1) La etapa de enlazamiento del NKCF, la cual ocurre dentro de 2 hrs.
después de la adicifn del NKCF y es inhibida por el glutaraldehfdo;

2) la etapa de ensamble/activacién del NKCF, la cual ocurre de 2 a 5 hrs.
después de la adicidn del NKCF y es aumentada por la adicién del gluta -
raldehido;

3) la etapa de efector del NKCF, la cual ocurre de 5 a 10 hrs. después _
de la adicidn del NKCF y antes de la liberacidn del Cr51, y no es afecta
da por la adicidn del glutaraldehido; y

4) la etapa de lisis por el NKCF, la cual ocurre de 10 a 15 hrs. después
de la adicidn del NKCF, cuando comienza la liberacidn del crst, y no es_
afectada también por la adicidn del glutaraldehido.

Subetapas comparables con &stas existen durante la lisis indepen -
diente de la célula citotdxica (38) (FIG. 3). Asi, el glutaraldehido au -
menta la 1isis solamente cuando es adicionado dentro de 5 miputos des -
puds de la dispersidn de los conjugados; después de esta etapa, cuando _

alin no ocurre la lisis, existen algunos minutos en los que el glutaralde



-30-

»
Citdlisis mediada por l l x
el NKCF 4] 2 5 10 horas
Etapa: 1)Enlaza- |{2)Ensamble/|3)Efector |4)Lisis
miento Activacidn
Efecto del glutaralde
hido sobre la lisis: inhibe Aaumenta Ninguno Ninguno
Citélis1s mediada por [§} 5 1S manutos
" [ | .
ProgramacidnilLisis independiente de la c&lula ci
totéxica

FIG. 3. Modelo cinético de las subetapas funcionales de la lisis indepen
diente de la célula citotSxica (Referencia: 38) y la citlisis mediada _

nor el NKCP (Referencia: 29).
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hido no aumenta la lisis; y, esta etapa es seguida por una etapa de 1li -
sis, tiempo durante el cual el glutaraldehide no tiene otra vez efecto._
Ademds, la etapa de la programacidn (tiempo en el que los factores 1fti-
cos de NK son enlazados a la célula blanco) es inhibida por la adicidn _
del glutaraldehido.

De esta manera, también, los resultados de los estudios con el glu-
taraldehido, que afecta el movimiento de la membrana, indican que la li-
sis independiente de la célula citotdxica o etapa terminal de la citdli-
sis por NK es un proceso dindmico que ocurre probablemente, al menos ini

cialmente, sobre la membrana de la c@lula blanco.
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a) Respuesta positiva.

La citotoxicidad mediada por las células NK es aumentada significa~
tivamente en presencia de los hematfes enteros y directamente por ellos.
El acrecentamiento depende del niimero de los gldbulos rojos presentes y_
puede ser inducido por hematfes alogénicos, xenogénicos, o autdlogos. A-
demds, la induccidn del aumento de la citotoxicidad ocurre probablemente
en una fase posterior al enlazamiento y anterior a la programacidn. As{i,
estos resultados indican que los hematf{es son un potente modulador de la
citotoxicidad de NK {165).

Los leucocitos humanos pueden producir IFN, substancia que aumenta_
también la citotoxicidad de las células NK (103).

El aumento de la actividad de las células NK humanas por el IFN es_
dependiente de sintesis proteica (64, 108). Ademis, se ha encontrado que
el IFN induce en los ILGL humanos, la formacién rédpida de proteinas depen
dientes probablemente de la formacifn de RNA nuevo, y alguna(s) de éstas
pudiera(n) estar involucrada(s) en la actividad de las células NK aumen-
tada por el IFN (64}.

Se ha reportado que el pretratamiento de los LGL humanos con IFN no
tiene efecto sobre su enlazamiento a las células de la linea KS62, la
cual crece en suspensidn; pero activa posiblemente la citotoxicidad de
algunos LGL enlazadores, no liticos; aumenta la velocidad de la lisis
por las células NK enlazadas, liticamente activas, inducidas con el IFN;

aumenta la capacidad del reciclamiento de las células NK (178); y dife _
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rencia las células OKT3* a c&lulas OKM1%, aumentando por consiguiente la
proporcién de linfocitos OKM1t enlazados a las c&lulas KS62 (158). Utili
zando blancos celulares formadores de monocapas, el pretratamiento de
los LGL con el IFN provoca en contraste un aumento en la cantidad de los
LGL enlazados a los blancos, provoca un aumento en la proporcidn de las_
células citotdxicas, también un aumento en la velocidad de la lisis por_
las células NK enlazadas, liticamente activas, inducidas con el IFN
{178).

Por otra parte, se ha observado que la actividad baja de las célu -
las NK de la sangre periffrica de los pacientes con carcinoma hepatocelu
lar en estado avanzado puede ser aumentada in vitro con el IFN o con el
levamisol, que es una droga antihelmintica, y que la actividad de las cé
lulas NK de los sujetos normales aumenta slo levemente in vitro con es-
ta {ltima substancia (168), En contraste, en otros estudios (164), la ci
totoxicidad de las células NK de los humanos normales se redujo con el _
levamisol .

Se ha observado ademds que la administracidn de preparaciones del _
IFN« natural en pacientes con tumores conduce a un aumento de su activi-
dad de NK (45, 112). Similarmente, se reportd (112) un aumento de la ci-
totoxicidad de NK de pacientes con tumores, despuds de la administracidn
del IFN recombinante A de leucocitos (IFNL-rA) en los pacientes, expe
riencia que contrasta con lo observado en otro estudio (118), donde el _
IFNL-rA falld para producir un aumento apreciable de la actividad de NK__
y se observd afin, en varios de los pacientes, una disminucidn de la acti

vidad de NK. En este estudio, las razones de los hallazgos no fueron cla
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ras.

En el tratamiento del cdncer y otros males humanos semajantes, el u
so de un protocolo de tratamiento secuencial que alterna subtipos del
IFN humano pudiera ser mucho mds efectivo que los tratamientos con IFNs_
particulares, ya que el trato secuencial de los linfocitos de la sangre_
periférica humana el cual alterna IFNs diferentes ha encontrado ser mu -
cho mds efectivo que los tratamientos con IFNs individuales, para el au-
mento de la citotoxicidad de las células NK (176).

El INF inmune (IFNY) con el IFN de los leucocitos humanos (IFNe¢ o_
con el IFN de los fibroblastos humanos (IFNS) aumentan la citotoxicidad_
natural mediada por los linfocitos humanos, obteniéndose un efecto sinéi
gico; y, asi, las combinaciones de IFNY e IFN< y/o de IFNY e IFgB pudie~
ran ser importantes para el aumento de la actividad citotéxica natural _
contra las neoplasias e infecciones por virus (193).

Los pacientes con transplante en tratamiento con ciclosporina A (un
inmunosupresor potente derivado de metabolitos filingicos activos (61))
tienen la tendencia a desarrollar infecciones virales y linfomas que han
sido asociados con la infeccidn del virus Epstein-Barr (EBV), que es un_
herpesvirus linfotrdpico en el hombre. Se ha observado que pacientes de_
este tipo presentan una actividad de células NK deprimida, la cual puede
ser aumentada s6lo pobremente in vitro con IFN, y que la presencia de vi
remia por citomegalovirus (CMV) en pacientes de este tipo estd asociada_
también con un aumento escaso de actividad de NK por el IFN (62).

También, la actividad citotdxica de las c@lulas NK humanas puede

ser aumentada in vitro por el poli I:C (44).
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La administracién de las S-halo-6-fenil pirimidinonas en los roedo-
res, las cuales son moléculas con potencia para inducir el IFN, conduce_
a una estimulacidn de sus células NK, hallazgos que, junto a reportes de
que las moléculas exhiben propiedades antitumorales en los animales, su-
gieren que estos agentes pudieran ser de importancia particular en la te
rapia del cincer (113, 114). Por otro lado, los datos presentados en un__
estudio con adriamicina (35), que es una droga anticancerosa, sugieren _
que los macréfagos activados con la adriamicina producen factor activa -
dor de linfocitos (LAF) que pudiera inducir a las células T a producir _
IL2 y/o IFN, aumentindose la actividad de NK del ratén. Suponer que las_
propiedades antinecpldsicas de las moléculas de las pirimidinonas y la a
driamicina, observadas in vivo, son mediadas al menos en parte por las _
células NK, es razonable.

La elevacidn de la actividad de las células NK provocada por la ad-
ministracidn del virus no replicativo de la enfermedad de Newcastle
(NDV) en ratones, el cual es un conocido inductor del IFN, puede ser in-
hibida por la ciclosporina A, debido probablemente a un blogqueo de la ac
cién del IFN inducido por NDV (61). Un fendmeno que se ha observado que_
sigue a este aumento de la actividad de NK, es un perfodo de actividad —
deprimida de NK y una respuesta deprimida a la estimulacidn in vitro con
IFN {120V,

Existen datos de que los leucocitos del calostro humano cultivados_
en presencia de células infectadas con HSV-1 producen una citocina que _
pudiera ser el IFN, y de que los sobrenadantes de estos cultivos, los

cuales contienen a la citocina, son capaces de incrementar la actividad
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citotéxica de las c€lulas NK de los leucocitos de la sangre del recién _
nacido contra células infectadas con iISV-1; observaciones que pueden ayu
darnos a entender, en parte, la resistencia inespecifica antiviral aumen
tada de los infantes amamantados {100). Por otro lado, las pruebas con _
ratones lactantes han demostrado que ellos pueden ser protegidos de la _
infeccidn con HSV-1, por el tratamiento con IFN y aciclovir (un podercso
agente antiviral), mejor que, por el tratamiento con IFN sin aciclovir _
98).

La inoculacién de los pardsitos protozoarios en los ratones conduce
también a un aumento del nivel de la actividad de sus células NK y los .
trabajos con sonicados de Toxoplasma gondii sugieren que los antigenos _
que son decisivos en la induccidn de la elevacidn de la actividad de NK,
son probablemente proteinas y/o glucoprotefnas (71). Se ha reportado ade
ma3s que los esporozoitos del Plagmodium berghei son mitogénicos para las
células T, induciendo la produccién de IFNY y la activacién de las célu-
las NK (132).

El aumento de la actividad de las células NK en las células no adhe
rentes del bazo de las ratas puede ser producido in vitro por la adicidn

del Corynebacterium parvum o en las células completas por la incubacidn_

de las células sin la adicidn de un agente estimulador. En el caso de
las células completas, el proceso es dependiente de células, que se pre-
sume que son macrbfagos, y, en ambos casos, es probable que la elevacidn
de la actividad de NK sea mediada por el IFN (151).

La aglutinina abrus y su subunidad B, pero no su subunidad A, aumen

tan también la actividad citotdxica natural de los linfocitos de la san-
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gre periférica de los sujetos normales (201).

La inyeccién i.p. del factor de necrosis del tumor (FNT) en los ra-
tones causa una activacién notable de la actividad de sus células NK, su
giriéndose una activacidn independiente de IFN. Un efecto similar se ha_
ohservado cuando los IFNs= y# son inyectados, y existen resultados adi~
tivon cuando el IFN es inyectado junto con el FNT. Ademis, el FNT es tam
bifn activo in vitro activando las células NK en las células de sangre _
periférica humana (190).

La IL2 aumenta también in vitro la actividad citolftica de las célu
las NK humanas, en ausencia de la promocidn del crecimiento o expresidn_
del receptor Tac, y la de las células NK de ratdn. En ambos sistemas, el
del ratén y el del humano, el aumento de la actividad celular NK por la_
1L2 es debido totalmente a la capacidad de la IL2 para inducir IFNY en _
los cultivos; indicando un efecto de “cascada® por medio del cual, una _
linfoecina, la IL2, induce la produccidn de otra linfocina, el IFNY, que_
media realmente el aumento del efecto citotdxico (43, 134, 194),

En los pacientes con sindrome de Ch&diak-Migashi (CHS), se ha obser
vado que aunque la actividad citotdxica despreciable de las células NK -
de su sangre periférica no puede ser restaurada a niveles normales por _
el tratamiento con IL2 & IFNw, el porcentaje del acrecentamiento de la _
actividad de NK es para los pacientes, m&s alto que, el de los controles
{126},

Los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) pu
dieran presentar una actividad reducida de NK que puede ser aumentada

in vitro por el tratamiento con IL2 (54, 149). Adem3s, en los individuos
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positivos al anticuerpo para el virus de la inmunodeficiencia humana
(1IIV), se ha encontrado que la actividad de NK de las personas con algo_
de capacidad 1itica de estas células es aumentada in vitro significativa
mente por la encefalina; pero que las personas sin nivel basal mensura -
ble de actividad de NK no son sengibles a la estimulacidn con la encefa-
lina (133).

por Gltimo, se ha encontrado que una monocina humana, el pirdgeno _
leucocftico (LP), no conduce a un aumento de la actividad de las células
NK humanas, y que otra monocina humana, el LAF o interleucina-1 (IL1), _
tampoco. Sin embargo, el LP/LAF con IFN y/o una preparacidn de IL2 no pu
ra condujo a la elevacidn de esta actividad a niveles superiores al ob -
servado cuando se realizaron los mismos ensayos, pero en ausencia del
LP/LAF {41).

b) Respuesta negativa.

Ciertos experimentos in vitre (95) han mostrado la capacidad de los
granulocitos de la sangre periférica humana para inhibir la capacidad ci
tolitica de las células NK aut8logas o de las células NK alogénicas, fun
cidn inhibitoria que puede ser ejexcida en la etapa inicial del enlaza -
miento del linfocito al blanco, asi como, en una etapa posterior al enla
zamiento; y, asi, los granulocitos de la sangre periférica pudieran ser_
capaces de ejercer in vivo, un efe¢to regulador sobre las células NK no_
reconocido previamente.

Otras células con capacidad inhibitoria, que pudieran controlar
in vivo el desarrollo o el mantenimiento de la actividad de NK, se ha di

cho que son los fagocitos mononucleares. En conformidad con esto, los ma
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crdfagos alveolares de pulmdn humano (un sitio con actividad defectuosa_
o baja de NK) y unas células adherentes, que se supone que son macrbfa -
gos, de la cavidad peritoneal de ratén (normalmente, un sitio con activi
dad baja de NK) son, en contraste con células adherentes de otros sitios,
capaces de inhibir la citotoxicidad natural expresada por las células NK
(16, 23). Y, aunque las células adherentes de la sangre periférica nor -
mal o de la sangre periférica de los pacientes con artritis reumatoide,
enriquecidas en macrdfagos, suprimen la actividad de las células NK de _
la sangre periférica, se ha demostrado que las células adherentes del
fluido sinovial o de la sangre periférica de estos pacientes, enriqueci-
das en macrdfagos, aumentan la actividad de las células NK del fluido si
novial de los pacientes (36},

La PGE2 inhibe también la actividad citolftica de las células NK _
humanas (57, 65), aparentemente por via del receptor para la PGE2 unido_
al sistema de la adenilato-ciclasa (65), mediante aumentar los niveles _
del AMPC en los LGL (57). Sin embargo, las ¢€lulas NK humanas activadas_
in vitro por el IFN, son parcialmente resistentes a la supresidén de su __
actividad citotéxica por los agentes que elevan el AMPc, incluyendo a la
PGE2; y el mecanismo para la adquisicidn de la resistencia a la PGE2 pu-
diera ser debido a una disminucidn de la produccién del AMPc en las célu
las activadas por el IFN (108). Esto pudiera representar un importante _,
mecanismo protector de las células NK contra las PGs producidas por los_
monocitos (103).

En estudios con prostaglandinas seminales, se ha revelado que la

PGE1 10-0H, que estd presente en una concentracidn singularmente alta en
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el plasma seminal humano, tiene un efecto inhibitorio sobre la citélisis
mediada por las células NK. En contraste, la PGF1' 19-0ll, que se encuen -
tra en concentraciones mis bajas en el semen, no tiene efecto sobre la _
citotoxicidad mediada por las cé&lulas NK (147).

En otras investigaciones, se encontré que las pacientes con cincer_
del ovario presentaron una actividad de NK igual a la de las mujeres sa-
nas del grupo control; pero que la operacidn sobre las pacientes indujo_
una caida inmediata de la actividad de NK de su sangre periférica, inde-
pendientemente de si el tumor fue quitado o si, solamente, un intento de
extirpacidn fue hecho. Esta disminucién, que durd algunos dias, estuvo _
ligada a la operacidn; pero su mecanismo es desconocido (116). Se ha en-
contrado también que después de la mastectomia y el comienzo de la qui -
mioterapia citotdxica incluyendo el melphalan en pacientes con céncer ma
mario (117) o después de la operacidn y la terapia con tiotepa en pacien
tes con cancer del ovario (116), estas pacientes presentan una actividad
baja de sus células NK.

Por otro lado, los experimentos in vitro han mostrado que la activi
dad citolitica de las células NK de la sangre periférica humana puede
ser inhibida también por: la IgG monomérica humana con caracteristicas _
citofilicas por medio de su regién Fc {171), el fragmento C3a del tercer
componente del complemento humano (33}, y la adicidn de ATP, que no in -
terfiere con el enlazamjento de las células NK al blanco (161).

Por dltimo, se ha encontrado también que la ascitis de ciertos rato

nes que tienen tumores puede inhibir la actividad de las células NK (87).
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S CELU -

El mecanismo involucrado en la resistencia o susceptibilidad de las
células tumorales a la citotoxicidad por las células NK no estd bien com
prendido.

Se ha encontrado que los linfocitos T de la sangre humana normal
tratados con 12-o-tetradecanoilphorbol-i3-acetato, que es un promotor de
tumores, son susceptibles a la lisis por las células NK autélogas o alo-
génicas, debido probablemente a alteraciones de la estructura blanco de_
su superficie (88).

Una linfotoxina pudiera tener una accién en la inhibicidn de la mul
tiplicacién de las células preneopldsicas y las células neopldsicas sen-
sibles, y en el aumento de la susceptibilidad a la citdlisis de NK, lo _
cual puede ser importante para la eliminacidn in vivo de las células po-
tencialmente malignas (148).

En unos experimentos (197), se realizd la diferenciacidn de unas cé
lulas blanco leucémicas sensibles a NK, lo cual condujo a una disminu -~
cidn conjunta de la sensibilidad de las células blanco a la 1lisis por NK.
¥, la baja sensibilidad de ellas fue atribuible a la disminucién de su _
capacidad para enlazar a la célula efectora. Ya que en la diferenciacidn
hay una maduracién morfoldgica y funcional de las células blanco, esta _
maduracidn pudiera enmascarar o hacer que se pierda un antigeno de dife-
renciacién temprana (oncofetal), en contra del cual pudiera estar dirigi
da en parte la cit&lisis mediada por NK, Estos resultados apoyan la hipd

tesis de que la susceptibilidad de las células tumorales a la lisis me -
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diada por NK h 8 puede depender en parte, de su etapa de diferencia-

cibn.

Por otro lado, después de inhibir inicialmente el crecimiento de u-
una lfnea celular de carcinoma, las células NK pudieran mediar un proce-
so de seleccidn de sublineas de esta linea resistentes a la inhibicién _
del crecimiento por las células WK, lo cual puede resultar no siempre en
un aumento de su potencial metastééico (20) .

Se ha encontrado ademids que los sobrenadantes de los cultivos de u-
na lfnea celular derivada de un carcinoma humano inhiben la actividad de
las células NK humanas y son capaces de interferir con el enlazamiento _
de la célula efectora al blanco, lo cual pudiera ser importante para en-
tender por qué los tumores malignos proliferan adin en presencia de acti-
vidad citotdxica de NK. Estos hallazgos sugieren que clertos factores
producidos y liberados por los tumores pudieran inhibir la actividad ci-
totdxica local de NK bloqueando un sitio receptor sobre la célula efecto
ra, por consiguiente permitiendo al tumor crecer (96).

Recientemente, se ha reportado un factor, producido y liberado por_
diferentes lineas de célula de tumor, que hace que las células K562 sean
resistentes a la lisis de NK sin afectar la funcidn citotdxica de las cé
lulas efectoras NK. Este factor soluble es termoldbil, no es dializable,
tiene un p.m. de 36000 daltons y no bloquea la capacidad del enlazamien-
to de las células efectoras {(163).

Existen datos de que la lisis de las c&lulas de un blanco de glioma
por las células NK se reduce en presencia de una monocapa de endotelio _

derivado de cerebro, ducto tordcico, pulmdn, aorta, o de ovario, y de
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que esta reduccidn de la citotoxicidad se correlaciona con el grado de a
dhesidn entre las células de tumor y las monocapas endoteliales. Asi,
las interacciones entre las cé€lulas de tumor y el endotelio vascular del
hospedero parecen proteger las células neoplidsicas de los mecanismos de_
vigilancia natural y pudieran jugar un papel en la formacién de depdsi -
tos de tumor metastdtico (155).

En experimentos con células de la linea Raji (una linea derivada de
un linfoma humano), se ha encontrado también que la susceptibilidad de _
estas células, las cuales contienen EBV, a la actividad citotdxica de
las cflulas NK humanas puede ser aumentada mediante la induccién del ci-
clo viral del EBV por la superinfeccidn in vitro (14).

Los parisitos protozoarios bien adaptados pudieran no ser suscepti-
bles a los mecanismos de resistencia natural mediada por células de sus_
hospederos, y su no susceptibilidad a las células NK pudiera resultar
también de la capacidad para elaborar subséancias que inactivan a estas_
células o que bloquean la interaccidn de las células NK con los sitios

complementarios sobre la superficie del pardsito (7).
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a) En el cincer.

Los estudios de pacientes con cincer epitelial no linfoide muestxan
que algunos de ellos, pero no todos, exhiben niveles bajos de citotoxici
dad de NK (89, 184), y que al llevarse a cabo una separacién de los pa -
cientes por la etapa clinica de su enfermedad, en los "pacientes con cén
cer localizado" y los “"pacientes con cincer avanzado"(éstos iltimos in -
cluyendo con metdstasis, céncer recurrente, y tumores locales extensivos,
no extirpables), la mayorfa de los que presentan una citotoxicidad natu-
ral baja pertenecen a los de mal avanzado; asi, en los pacientes con céﬂ
cer epitelial no linfoide, la actividad citotdxica de las células NK pu-~
diera estar correlacionada con la etapa clinica de la enfermedad {89). A
demds, en los pacientes con cancer avanzado y citotoxicidad natural baja,
la determinacién de la capacidad para el reciclamiento de las células e-
fectoras NK (aparentemente, una célula NK activ;Hpuede despegarse de un_
blanco eliminado, localizar otra célula blanco, enlazarla y lisarla) es-
tuvo reducida, lo que puede explicar el defecto observado en la activi -
dad citotéxica (169).

Por lo general, las células mononucleares de la sangre periférica _
del paciente con linfoma maligno muestran una citotoxicildad baja de NK _
{184). Los bazos o los ganglios linfAticos involucrados en la enfermedad
de llodgkin (frecuentemente asociada con una inmunidad celular defectuosa)
se ha encontrado que tienen respectivamente un nivel medio de citotoxici
dad de NK mds alto que el del bazo o los ganglios linfdticos involucra -

dos en la afeccidn de pacientes con linfoma de otra naturaleza (156).
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También, se ha estudiado la actividad de las células NK en pacien -
tes con leucemia en diferentes fases de la enfermedad. As{, en 63 nifios_
con leucemia aguda, se encontrd una disminucién clara de la actividad de
NK en la fase aguda, independiente del patrén morfoldgico de la leucemia,
el grado de blastosis y la terapia. El 75% de los nifios alcanzando la re
misidn reveld una actividad disminuida de las células NK dentro de los _
primeros 24 meses, mientras que el 25% fue normal. Y, a los 3 afios o mis
tarde, la mayoria de los pacientes que reaccionaron mostrd una actividagd
normal de NK (15). Por otra parte, en un grupo de racientes con leucemia
de las células hairy, fue encontrada una actividad alta de las células _
NK en todos los pacientes con enfermedad estable no sintomitica, y una _
actividad extremadamente baja o ausente de las células NK, sdlo en los _
pacientes con enfermedad progresiva sintomitica. La actividad de las cé-
lulas NK determinada en las etapas de transicidn mostrd valores entre es
tos dos extremos. Estos hallazgos sugieren que la investigacidn de la ci
totoxicidad de las células NK in vitro pudiera servir como una ayuda 4 -
til para la determinacidn de la etapa clinica en la leucemia de las célu
las hairy (40).

b) En la anemia hemolitica autoinmune idiopdtica.

Se ha encontrado que la actividad de las células NK de la sangre pe
riférica de ciertos pacientes con anemia hemolitica auFoinmune idiopati-
ca (IAHA) estd disminuida marcadamente y no es restaurada por la estimu-
lacién con IFN recombinante. Sin embargo, el niimerc de estas células pe,
riféricas es normal. Estos hallazgos sugieren que los pacientes con IAHA

exhiben un deterioro funcional de las cé&lulas NK (37).
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c) En los padecimientos inmunodeficientes.

En la inmunodeficiencia severa combinada (1DSC), que comprende un _
grupo heterogéneo de desordenes en los cuales las funciones de los linfo
citos T y las de los linfocitos B son defectuosas, se ha observado que _
no todos 10; pacientes carecen de actividad citotdxica de NK; algunos de
ellos pudieran expresar aln una actividad citotéxica muy alta de NK
(141) . sin embargo, la actividad citotdxica de las células NK de estos _
pacientes pudiera no ser aumentada por el tratemiento in vitro com IFN _
(199) .

En el SIDA, que estd caracterizado por un defecto severo en la inmu
nidad mediada por células, con una reduccidn de los subgrupos del linfo-
cito T cooperador y una respuesta proliferativa disminuida a los mitdge-
nos y los antfgenos, la actividad de NK de los pacientes estd frecuente-
mente debajo de lo normal y declina a medida que la enfermedad avanza
(54, 133, 149).

Y, en el CHS, un raro desorden de inmunodeficiencia congénita rece-
siva autosomal, se ha reportado que los pacientes son deficientes en ac-
tividad citotdxica de NK (126). Aparentemente, las células NK de los do-
nadores con CHS tienen todas las estructuras celulares necesarias y las_
moléculas requeridas por ellas, para funcionar como células efectoras 1i
ticas; pero su falta de funcidn citotdxica es debida a una demora relati
va en la iniciacidn del mecanismo litico, después del enlazamiento (175).

La deficiencia de adhesidn del leucocito (LAD) es otra enfermedad _
recesiva autosomal que se caracteriza por infecciones bacterianas recu -

rrentes y que se asocia con funciones defectuosas de los leucocitos debi
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das a una expresidn deficiente de glucoproteinas de adhesidén sobre la
membrana del leucocito. Estas protefnas, LFA-1, Mac-1 (CR3), y p150,95,
son heterodimeros compuestos de diferentes cadenasec asociadas no covalen
temente con una cadenaf comiin., Los pacientes con el fenotipo severo de _
esta enfermedad carecen completamente de las 3 glucoprotefnas sobre la _
superficie de los leucocitos, mientras que los pacientes con el fenotipo
moderado pueden expresar niveles bajos de las proteinas de adhesidn so -
bre los leucocitos (1-10%) y pudieran presentar una actividad baja de
sus células NK (42},

d) _En pacientes con gastritis cronica.

En 69 pacientes sufriendo gastritis crénica, 23 en senectud con gas
tritis contractiva y 10 con gastritis agravada por {ilceras estomacales,
se ha encontrado un nivel significativamente bajo de c€lulas NK en casos
de atrofia de la mucosa y lesiones metapldsicas intestinales gdstricas,_
particularmente, en una edad de mis de 60 afios (13G).

e)_En pacicntes con tuberculosis y en pacientes con neumonfa.

En los pacientes con tuberculosis y en una proporcidn menor en los_
pacientes con neumonia crénica y persistente se ha observado una disminy
cidn en la cuenta absoluta y la cuenta relativa de las células NK en san
gre, y que el nivel de la disminucién en estas cuentas depende de la ex-
tensidén del proceso patoldgico en los pulmones (159).

€)_En la infartacién aguda miocirdica.

La actividad de las células NK contra las cflulas del blanco K562 _
fue medida en pacientes, dentro de 24 hrs. de infartacidn aguda miocdrdi

ca y regularmente por 6 semanas despu@s, y estuvo suprimida cuando fue _
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comparada con los controles. E1 IFN y la IL2 aumentaron la actividad de_
las células NK; pero no restauraron completamente su actividad defectuo-
sa. Ademds, el suero de los pacientes no suprimié la actividad de las c&
lulas NK de sujetos sanos, y el nimero de células NK (identificadas como
ILGL) no estuvo reducido en comparacidn con aquél de los controles. Por _
consiguiente, los pacientes con infartacién aguda miocirdica pudieran ex
hibir un deterioro funcional de las células NK (97).

g) _En el lupus eritematoso sistémico.

Se ha demostrado (93) que los pacientes con lupus eritematoso sisté
mico son deficientes en actividad citotdxica de NK y que esta anormali -
dad existe predominantemente en aquellos individuos con enfermedad c1In£
camente activa. En este estudio, la disminucién de la actividad citotéxi
ca de NK observada en los pacientes con lupus eritematoso sisté@mico acti
vo examinados parece que no fue el resultado de una inhibicién directa _
por factores del suero, ni de una deficiencia en células NK, en la forma
cidn del conjugado célula efectora-célula blanco, o en el reciclamiento_
de las células NK activas (que lisan blancos celulares) después de la 1i
sis, sino que fue el de una incapacidad de las células NK para matar a _
las células blanco enlazadas. '

h) En pacientes con epidermélisis bulosa,

La actividad de las células NK se ha evaluado también en los pacien
tes con formas heredadas de epidermdlisis bulosa (ER), y se ha encontra-
do que mientras la actividad de NK de los pacientes con EB simple no di-
fiere de aquélla de los sujetos control, las personas con formas mis se-

veras de EB muestran disminuciones significativas en la actividad de NK.
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El grado de esta reduccibn estd directamente relacionado con la severi -
dad del envolvimiento de la piel por la EB, los pacientes con EB distrd-
fica recesiva teniendo la actividad de NK mis baja. Ademds, el nidmexo ab
soluto de células llevando marcadores de superficie de NK de la sangre _
periférica de los pacientes con EB distrdfica recesiva no difiere de a -
quél de los sujetos control, Esta actividad reducida de NK pudiera ser _
al menos parcialmente responsable de la septicemia en algunas personas
con formas severas de EB y del desarrollo del carcinoma de células esca-

mosas metastdticas en los pacientes con EB distxéfica (185),
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En humanos, una gran variedad de tipos de células blanco han sido _
usados para medir la citotoxicidad de las células NK; éstos incluyen 1i-
neas celulares derivadas de tumores de origen no linfoide o linfoide, cé
lulas infectadas con virus, y también cepas de fibroblasto de mamifero. _
La sensibilidad de las diferentes lineas celulares a la citotoxicidad de
las células NK es altamente variable; pera, bajo condiciones Sptimas, ca
si cualquiera de ellas es eliminada. El blanco mis sensible y ampliamen-
te usado es el X562 ({198), una linea celular derivada de un paciente con
leucemia mieloide cxénica (115},

La actividad citotdxica de las células NK es detectada cominmente _
in vitro usando técnicas convencionales sobre la liberaciSn de Crs‘, en_
las cuales el porcentaje cbservado de la lisis celular del blanco es una
medida de la frecuencia de NK inherente a la poblacidn de linfocitos y _
de la eficiencia o capacidad para el reciclamiento de las células efecto
ras. En el ensayo de la liberacidn de crd1 para la citotoxicidad, las
preparaciones celulares conteniendo a las células NK son mezcladas con
un nimero constante de células K562 & de las células de otro blanco mar-
cadas con Cr3', a una o mds proporciones de célula efectora a c€lula del
blanco; y la lisis celular es evaluada, cominmente después de 3 a 4 hrs.
de incubacidn a 37°C, midiendo la cantidad de cx57 1iverada en el fluido
sobrenadante. Sin embargo, el uso de este ensayo citotdxico para compa -
rar la actividad de NK de los pacientes, con aquélla de los controles
normales, es complicado por una gran variabilidad de la actividad entre_

los donadores normales y por la variacidn, de un dla a otro, en la sensi
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bilidad del sistema de ensayo mismo (145). Por estas razones, los ensa -
yos rutinarios de las células NK deben incluir, para la comparacidn con_
cada grupo de pacientes, al menos dos preparaciones de linfocitos fres -
cos o criopreservadog de un control normal, pues se ha encontrado que
las células NK criopreservadas retienen niveles importantes de citotoxi-
cidad, que la sensibilidad de ellas a el poli I:C, el IFN , o0 a la IL2 _
recombinante, permanece intacta, y que la composicién de los subgrupos _
de linfocitos no cambia despu@s de la criopreservacidn (94). La activi -
dad citotdxica de las células NK de estas preparaciones control debe es-
tar bien caracterizada, de manera que su actividad citot8xica natural
sea conocida con relacidn a la actividad citotdxica media de NK de mu
chos donadores normales en varios ensayos separados. Alternativamente, _
un gran niimero de controles normales puede ser usado en cada ensayo y de
terminado un promedic de citotoxicidad. En los pacientes, la evaluacidn_
de la actividad citotdxica de las células NK debe también incluir correc
ciones por varias condiciones fisioldgicas (edad y sexo) y clinicas (tra
tamiento con drogas, infeccidn viral, y si fuma o no) que pueden modifi-
car la actividad citotdxica de las células NK (145, 172, 182).

El estudio de la interaceidn célula NK-cé&lula blanco ha empleado
las téenicas de la formacidn y enumeracidn de los conjugados célula efec
tora-célula blanco y la inmovilizacidn de los conjugados en agar para
permitir el andlisis de las interacciones liticas particulares. En el en
sayo de la citotoxicidad celular particular en agarosa, se permite for -
mar conjugados a las células efectoras y las células blanco en suspen -

sidn por unos pocos minutos, y los conjugados son inmovilizados entonces
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en frotis de medio semisdlido (agarosa). Los frotis, en cajas Petri o en
portachjetos de microscopio, son incubados a 37°C por varios periodos de
tiempo, y las células muertas son evaluadas por tincién de exclusidn u -
sando azul tripano. El ensayo celular particular permite la determina -
cidn de la praporcidn de células capéces de formar conjugados con las cé
lulas blanco y la de la proporeidn de células efectoras, enlazadas a las
células blanco, que son citotdxicas en el perfodo del ensayo (66, 127)._
El ensayo celular particular, aunque laborioso y diffeil para cuantifi ~
car, permite una aproximacién del niimero de células NK activas en la pre
paracién. Comparando el nimero de células NK activas {citotéxicas) con
el niimerc total de las c€lulas blanco lisadas en una suspensifn de ensa-
yo, uno puede evaluar la capacidad de reciclamiento de las células efec~
toras (167).

Se ha descrito y realizado practicamente un mBtodo que permite cal-
cular con un computador la cantidad de las ¢8lulas K activas en la pobla
cién efectora, su avidez por las células blanco, y la velocidad de la 1f
sis de la célula blanco, sobre la base de una prueba citotdxica modifica
da por liberacién de Cr5‘ de las células blanco. Recientemente, estos Pa
r3metros han sido estimados mara la interaccidn de las células NK de su-
jetos normales con las cflulas K562. Con elle ha sido demostrado que la__
reaparicidn ciclica de las cflulas NK en el ciclo 1¥tico desacelera brug
camente después de 1 a 2 vueltas, y la avidez se disminuye (106}.

La incapacidad para aislar grandes niimeros de células efectoras al-
tamente enriquecidas ha limitado la caracterizacidn detallada de las cé-

lulas NK. Pero se ha provisto evidencia importante de que la leucemia es
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pontanea de LGL en las ratas puede ayudar a librar esta dificultad. Es ~
tas lineas celulares trasplantables de tumor mantienen sus caracteristi-
cas morfoldgicas ¥y funcionales (150). También, ciertos datos {(9) indican

la utilidad del enlazamiento espontineo de la Salmonella minnesota Rb

345 (bacterias muertas) a los linfocitos de la sangre periférica humana,
para el enriquecimicento selectivo de las células que median la citotoxi-

cidad natural, en la fraccidén no enlazada con la Salmonella minnescta Rb.

Las células NK humanas citotdxicas contra fibroblastos y células de
linca celular han sido aisladas y caracterizadas morfolSgicamente usando
técnicas por medio de las cuales las células efectoras pueden ser absor-
bidas y eluidas de las células blanco (157, 179, 181). La técnica de la_
separacién en gradiente discontinuo de densidad por centrifugacidn con _
Percoll (180} es muy Gtil en la separacidn de los LGL y se ha usado en _
varias investigaciones dirigidas a la caracterizacidn de estas células _
(72, 135).

Las células de la médula 8sea de los ratones exhiben normalmente u-~
na actividad citotdxica muy baja de NK. Se ha descrito un sistema de cul
tivo que puede generar células NK a partir de células de médula (102). A
si, la induccidn de la diferenciacidn de las células NK en cultivos de _
médula Ssea proporciona la oportunidad de estudiar la ontogenia de las _
células NK,

Por #ltimo, el IFN pudicra ser usado como prueba funcional para di-~
ferenciar las células NX de los monocitos, otro subgrupo distinto de cé~-

lulas mononucleares con citotoxicidad natural (81},
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1X=_CONCLUSJONES =

Desde la mitad de los afios setentas, las células NK han sido estu -
diadas numerosa y extensamente. Es asi como se han hecho hallazgos impor
tantes con relacidn a estas células y su efecto citotdxico. Para mencio-
nar s6lo algunos: una subpoblacién pequeia, pero distinta, de linfocitos
media la citotoxicidad natural, los cuales son granulares grandes
(86, 104, 150); al menos un cierto porcentaje de los linfocitos de los _
humanos tienen el potencial y la capacidad para llevar a cabo funciones_
de NK y K (17); la destruccidn de células tumorales por las células NK _
humanas y por las células fagociticas activadas es mediada por mecanis -
mos diferentes (3, 55); que el enlazamiento de las células NK a las célu
las blanco es dependiente de Mg*t (73, 74, 146). sin embargo, quedan co-
sas por aclarar como el camino de diferenciacidn el cual da origen a las
células NK, entre otras cosas; y, ya que las células NK pudieran jugar _
un papel importante en la primera lfnea de defensa contra tumores, patd-
genos extrafios, y tener in vivo un papel regulador de la hematopoyesis,

serd importante realizar mads investigaciones al respecto.
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