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CELULAS ASESINAS NATURALES 

E. KLEIN 

Pruebas de citotoxicidad mediadas por 
células en inmunología tumoral. 

La respuesta inmune contra los tumo-
res experimentales inducidos a la vez quí-
micamente y por virus fue descubierta en 
los estudios de transplante realizados hace 
dos décadas. Se ha demostrado que la inmu-
nización de animales consanguíneos con tu-
mores singénicos transplantados, o los hués-
pedes autóctonos con tumores primarios, 
produce varios grados de protección contra 
el desafío subsiguiente de las células viables 
del mismo tumor (1). 
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La inmunidad célular fue demostrada 
por primera vez mediante transferencia adop-
tiva, en experimentos de neutralización en 
los cuales las células linfoides derivadas de 
donantes inmunes, combinadas con los in-
jertos tumorales impedían su crecimiento 
(2,3). 

Habiéndose demostrado que las rea-
cciones mediadas por células eran probable-
mente más importantes para el rechazo del 
tumor que los anticuerpos séricos se puso 
mayor énfasis sobre las pruebas de linfoci-
totoxicidad in vitro y muchos investigado-
res presumieron que esas pruebas reflejarían 
los eventos in vivo. Sin embargo esas suposi-
ciones resultaron erróneas. Una de las con-
tradicciones más f recuentemente menciona-
das, es la reactividad cruzada in vitro de tu-
mores inducidos químicamente, con las cé-
lulas embrionarias, y su antigenicidad indi-
vidual en las pruebas de rechazo (4,5). 

Inicialmente, los estudios de citotoxi-
cidad mediada por células realizados en sis-
temas experimentales y en pacientes con di-
ferentes tipos de tumor, mostraron invaria-
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blemente reactividades selectivas específi-
cas del tumor (6). 

Las líneas de base tomadas para el cál-
culo de los efectos relacionados con el tu-
mor eran la supervivencia de las células blan-
co sin o después de añadir los linfocitos de 
control seleccionados de manera apropiada. 
Los efectos de las células de control eran 
atribuidos a la condiciones del sistema de 
cultivo o no eran notables si los controles 
del medio no eran incluidos. Tomando en 
consideración esos efectos, se ha revelado 
posteriormente que las células con capaci-
dad de atacar algunas líneas de células tu-
morales están presentes en la sangre de per-
sonas sanas (7 - 10 ). 

Similarmente en el ratón, al usar los 
linfomas con blanco, se descubre que algu-
nas líneas cultivadas son afectadas por las 
células del bazo de animales jóvenes no ma-
nipulados (11,12). Además de las células del 
bazo, se ha encontrado que los linfocitos de 
la sangre son altamente activos (13), las cé-
lulas de los ganglios linfáticos y de la médu-
la ósea menos activas y las del timo inacti-
vas. En el hombre, el efecto se demostró 
primero con linfocitos de la sangre; las cé-
lulas de los ganglios linfáticos y los linfoci-
tos infiltrados en el tumor resultaron acti-
vos sólo ocasionalmente.(14). 

Células asesinas naturales (Natural Ki-
11er Cells: NK). 

Este descubrimiento ha originado estu-
dios intensos en varios laboratorios princi-
palmente por dos razones: 1) Caracteriza-
ción de un nuevo fenómeno citotoxico y 2) 
Con el fin de realizar una condición de prue-
ba que se podría usar en los estudios de in-
munidad tumoral para revelar los efectos 
relacionados con la enfermedad. En este ca-
so es necesario caracterizar y remover la 
subpoblación responsable de este efecto. 

En los ratones la reactividad varía mu-
cho entre las diferentes cepas y se ha en-

contrado una influencia pronunciada de la 
edad con mayor actividad alrededor de los 
dos meses. Las células del bazo del ratón 
recién nacido y del ratón viejo invariable-
mente muestran baja o ninguna actividad. 
Los ratones " n u d e " atímicos con una varie-
dad de bases genéticas son activos (11,12). 
El efecto designado como NK - efecto asesi-
no natural - representa una citotoxicidad 
mediada por una célula hasta ahora desco-
nocida puesto que no la desempeñan las cé-
lulas T y es diferente de la citotoxicidad lin-
foide dependiente de anticuerpos. Solo las 
líneas de células cultivadas son altamente 
sensibles, las células colectadas de animales 
son ligeramente afectadas o insensibles. Se 
ha encontrado que la sensibilidad de varias 
líneas de células de ratas o ratones varía. Se 
ha sugerido que el blanco en la superficie de 
la célula está determinado por virus tipo C 
(12). Sin embargo cuando se hicieron prue-
bas con varias líneas de células, no hubo 
correlación entre la sensibilidad al efecto 
NK del ratón y la expresión de algunos de 
los antígenos virales en la superficie celular 
(15). Se ha encontrado que las células del 
ratón matan las líneas celulares humanas y 
vice-versa, aun cuando las reactividades ho-
mologas son más fuertes (16, 17). 

Existe actualmente un interés conside-
rable en el efecto NK de los sistemas anima-
les, puesto que uno de los problemas más 
importantes es la relevancia in vivo del fenó-
meno. Las pruebas de transplante realizadas 
con una línea de linfomas han mostrado, en 
efecto, que el rechazo de pequeños inócu-
los por parte de varios ratones semisingéni-
cos va paralelo a la reactividad in vitro de 
la cepa (18). 

Cuando una línea sensible de linfomas 
YAC-1 llevada in vitro es transplantada de 
nuevo y propagada en ratones, su sensibili-
dad declina (19). Este experimento y la nor-
ma según la cual las líneas cultivadas son al-
tamente sensibles indicarían que este tipo 
de respuesta del huésped es extremadamen-
te eficiente y que sólo células de este tipo 
se pueden fi jar por largo tiempo en el hués-
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ped que carece de sensibilidad a dicho me-
canismo. Consecuentemente, el sistema NK 
puede representar un mecanismo potente de 
vigilancia inmunológica. La sensibilidad no 
es una característica obligatoria de las célu-
las tumorales. Sin embargo se puede presu-
mir que si durante la oncogénesis surgen cé-
lulas malignas con sensibilidad a la célula 
NK, deben ser eliminadas. 

Por otra parte no hay todavía conoci-
miento acerca del papel del efecto, NK en la 
oncogénesis, a pesar de que se haya encon-
trado que la actividad NK del bazo se redu-
ce relativamente en los animales con tumo-
res ( sean inducidos o transplantados ) 
(12,13) y en pacientes con tumores (14,20). 
Los argumentos en contra de este papel son 
los siguientes: 1) No existe ninguna correla-
ción entre la eficiencia del NK y la sensibili-
dad a la leucemogénesis inducida por el vi-
rus de Moloney cuando se comparan las di-
ferentes cepas. Se admite que la leucemogé-
nesis es el resultado de varios factores, algu-
nos no relacionados con la respuesta inmu-
ne. 2) Los sarcomas inducidos por MSV re-
gresan en los ratones A tan f recuentemente 
como en otras cepas, pero en esta cepa a di-
ferencia de la CBA o los CBA x C57B1 F l , 
no se ha comprobado ninguna actividad ci-
totóxica cuando los linfocitos infiltrantes 
en el tumor o el bazo son probados contra 
las células YAC - 1, que son uno de los blan-
cos más sensibles al NK (13). 3) Los rato-
nes infectados por el virus de la leucemia de 
Moloney (medida que conduce al desarrollo 
de la leucemia) no son diferentes en cuanto 
a las células del bazo y ejercen una actividad 
citotóxica (anti - YAC - 1) cuando se hace 
la prueba paralela con controles de la misma 
edad no infectados (21). 4) Los ratones, 
portadores de gránulos de Metilcolantreno 
y que por consiguiente desarrollan sarcomas, 
no demuestran ningún cambio en la eficien-
cia del NK esplénico cuando se comparan 
con controles de la misma edad (22). Se ha 
informado que esos ratones tienen disminui-
do el número de células productoras de an-
ticuerpos en el bazo (23). 

En todo caso, indicativo del papel de 
las células NK en la vigilancia inmune es la 
baja incidencia de tumores que ocurren na-
turalmente en los ratones " n u d e " (24), pro-
bablemente desprotegidos puesto que care-
cen de los mecanismos dependientes y me-
diados por la célula T considerados como cru-
ciales en el rechazo del injerto. Como lo 
mencionamos anteriormente, los ratones 
atímicos poseen células efectoras NK. 

La naturaleza de la estructura de super-
ficie que reconocen las células efectoras es 
desconocida. Puesto que las células de culti-
vos continuos son generalmente sensibles, se 
ha propuesto, por lo menos como uno de 
los factores, la incorporación de algún com-
ponente de suero bovino en la membrana 
(25). Sin embargo esta posibilidad no fue 
confirmada (26); las líneas celulares cultiva-
das en medios que llevaran suero humano 
resultaron tan sensibles al efecto de los lin-
focitos humanos como aquellos llevados a 
cabo paralelamente en suero fetal bovino. 

La selectividad no es evidente, pero pa-
rece depender de la sensibilidad general de 
la línea celular. En todo caso, la selectividad 
fue señalada en estudios hechos con un con-
jun to de líneas de células humanas y varios 
donantes de sangre (27). 

Como en el ratón, los linfocitos activos 
en el hombre no son las células T o B bien 
caracterizadas y el efecto no está restringi-
do al complejo mayor de histocompatibili-
dad. 

Varios autores han intentado definir 
los efectores en el sistema NK humano. La 
separación de subgrupos con moni tor ia de 
marcadores de superficie simultáneamente 
con estudios de función revelaron que la lla-
mada fracción "nul l" , es decir la población 
no adherente a la f ibra de nylon a la cual se 
le ha removido los linfocitos formadores de 
rosetas con eritrocitos de carnero, es la más 
activa (28,29). Esta población es rica en cé-
lulas positivas para el receptor FC (30). La 
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mayoría de los autores, basándose en los 
resultados de varios sistemas blanco convie-
nen en que las células activas no son porta-
doras de inmunoglobulinas de superficie y 
son positivas para el receptor FC (30,31). 
La divergencia de opiniones acerca de otros 
marcadores puede deberse en parte a la va-
riación en la metodología de fraccionamien-
to y detección de los marcadores de super-
ficie. Existe igualmente una diferencia en 
la consideración de los resultados. Un sub-
grupo de células puede ser altamente activo-
como el "nu l l " - pero su representación en 
la población de linfocitos puede ser relativa-
mente baja. Otros subgrupos pueden ser ba-
jos en actividad cuando son calculados en 
base a una célula pero pueden ser más repre-
sentativos para el total de la pobalción co-
mo el subgrupo T que forma las rosetas E. 

Los resultados de por lo menos dos es-
tudios convienen que parte de las células ac-
tivas pueden formar rosetas con eritrocitos 
de carnero (SRBC) dependiendo de la con-
dición de formación de rosetas (30,32). Se-
gún nuestros resultados, esas células T son 
portadoras de receptores FC (30). Se ha de-
mostrado que el subgrupo "nu l l " altamente 
activo tiene una gran proporción de cédulas 
portadoras de receptor C3 (33). Las células 
maduras T con receptores de gran avidez pa-
ra los eritrocitos de carnero y desprovistas 
de receptores FC no son activas. De este mo-
do se ha demostrado en esas células los re-
ceptores FC y la poca avidez por los recep-
tores E y C3, y también que las verdaderas 
células "null" (sin marcadores) son activas 
(29). 

Se concibe que más de un tipo de célu-
la contribuye con diferentes funciones. Pe-
ter et al. suponían que un subgrupo produce 
un factor soluble que entra en contacto con 
las células blanco y que otro ejerce la des-
trucción (34). De manera similar, Tagasuki 
et al. (27) y Perlmann et al. (35) presumen 
que el efecto es esencialmente una citoto-
xicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) 
en donde las células efectoras llevan anti 
cuerpos citofílicos en la superficie y/o un 
pequeño número de células combinadas 

productoras de anticuerpos contribuyen 
durante la incubación in vitro. Se ha proba-
do que los subgrupos hasta ahora activos en 
los NK son también eficientes en la citoto-
xicidad dependiente de Anticuerpos. Aún en 
los órganos, la distribución de los dos tipos 
de efectos se sobrepone. 

En un intento de diferenciar esas dos 
funciones en el hombre, estudiamos las con-
diciones del catión y la cinética de destru-
cción en las células asesinas generadas por 
NK, ADCC y MLC (cultivo mixto de linfo-
citos) usando las mismas células blanco. No 
encontramos ninguna diferencia (36). La 
inhibición de la ADCC pero no del NK por 
adición de la proteina A y la inhibición del 
NK pero no del ADCC por tratamiento con 
tripsina, llevó Herberman et al. a suponer 
que el mecanismo de los dos efectos puede 
ser diferente. 

Por falta de conocimiento acerca de 
su iniciación, se designa el efecto por el atri-
buto "natural" aún cuando no se excluye 
la posibilidad de que podría ser generado 
por inmunización clásica. 

Las células T citotóxicas pueden ser 
generadas por cultivo in vitro con células 
alogénicas o células de tumor singénico (37). 
Cuando las células esplénicas de ratón o los 
linfocitos de la sangre del hombre se culti-
van solos, la actividad NK disminuye 
(12,38). 

En los ratones, el cultivo de las células 
del bazo con células singénicas NK sensibles, 
genera una actividad citotóxica con caracte-
rísticas NK, es decir las células efectoras ge-
neralmente no destruyen la sublínea insensi-
ble cuando se hace la prueba con células 
frescas (39). Se ha demostrado también con 
la cepa del ratón A cuyo bazo es poco reac-
tivo. Las células asesinas pueden asi estar 
presentes en baja proporción en el bazo y 
ser seleccionadas por cocultivo con las célu-
las blanco. 
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En el hombre los experimentos de es-
te género son más complejos puesto que re-
quieren una combinación autóloga, de otro 
modo las diferencias de histocompatibilidad 
generan células citotóxicas. La línea linfo- 
blastóide K562 ampliamente usada como 
blanco para el efecto NK carece de HLA y 
de los determinantes Ia (40). Teóricamente, 
esto eliminaría la posibilidad de generación 
de las células T citotóxicas. Al utilizar el 
K62 como célula sensibilizadora in vitro, 
hemos encontrado que el potencial citotóxi-
co de los linfocitos cultivados está fuerte-
mente incrementado (38). El cultivo fue 
realizado en presencia del suero del donante 
de linfocitos. Cuando se ha fraccionado el 
cultivo en subgrupos, la actividad depende 
de los linfocitos t ransformados en blastos y 
las células portadoras del receptor Fc. Se ha 
encontrado que las características de toxi-
cidad son similares a las de la sangre fresca 
en que las células con inmunoglobulinas en 
la superficie (SIg) y las que sedimentan en 
Ficoll con SRBC no eran activas. Caracte-
rístico de la población cultivada, a diferen-
cia de las células frescas es la mayor propor-
ción de células adherentes a la f ibra de ny-
lon, entre ellas se encuentran también las 
portadoras del receptor E. 

Citotoxicidad relacionada con enfer-
medad. 

Puesto que se considera que el recono-
cimiento específico celular reside en la po-
blación de células T y que las células T ma-
duras no tienen efecto NK sea en el hombre, 
el ratón o la rata, la detección de citotoxici-
dad relacionada con enfermedad en las lí-
neas celulares se cree posible usando los 
subgrupos enriquecidos en esas células. 

Los efectos mediados por la célula T 
se pueden investigar directamente in vitro o 
después de sensibilización in vitro, se logran 
cultivando las células efectoras de la pobla-
ción en presencia de células portadoras de 
antígeno (37). 

Un nuevo aspecto del sistema efector 
T en las células alteradas químicamente o 
por virus ha suscitado úl t imamente un inte-
terés general porque se ha descubierto que 
las células blanco y las efectoras tienen que 
compartir antígenos de histocompatibilidad 
(41,42) Actualmente se piensa que la restri-
cción no es absoluta y que puede ser supe-
rada hasta cierto punto especialmente en 
pruebas de citotoxicidad con incubación 
prolongada (43). 

Basándose en esta restricción, se duda 
si las líneas celulares puedan usarse como 
blanco protot ipo en los estudios humanos. 
Es posible que los experimentos se deban 
restringir a los sistemas autólogos. En todo 
caso, por lo menos en una enfermedad hu-
mana - la mononucleosis infecciosa - se ha 
demostrado en prueba a corto plazo la cito-
toxicidad mediada por la célula T en célu-
las blanco alogénicas. 

Este estudio es interesante bajo dife-
rentes aspectos. Es importante el haber 
mostrado los efectos relacionados con la en-
fermedad sea después de la eliminación de 
las células NK activas (44) sea probando el 
subgrupo T maduro aislado (45). Los blan-
cos usados fueron las líneas de células linfo-
blastoides y sólo aquellas portadoras de la 
información genética EBV y que probable-
mente revelaban un antígeno de célula de 
superficie relacionada con EBV, eran daña-
das. Este estudio ilustra también la relativa 
facilidad para planear experimentos que de-
muestren los efectos específicos si se cono-
cen las características de la célula blanco en 
cuanto a la enfermedad estudiada. Esta con-
dición no se encuentra fácilmente en los sis-
temas de tumor humano excepto en el lin-
foma de Burkitt y el carcinoma nasofarín-
geo. En pocos de esos pacientes, la citotoxi-
cidad selectiva relacionada con EBV fue de-
mostrada con linfocitos derivados de gan-
glios linfáticos y aquellos que infiltran los 
tumores (46). 

Se hicieron pruebas en 10 pacientes 
con cáncer mamario para la citotoxicidad en 
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las líneas celulares establecidas a partir de -
tumores mamarios como blanco. No hubo 
indicación de efecto específico ejercido por 
la fracción de célula T purificada (47). El 
resultado negativo se puede atribuir a la his-
tocompatibilidad de las células efectoras y 
blanco. 

Con el fin de eliminar algunos de los 
factores que impiden la interpretación de 
los resultados con las líneas, se diseñaron en 
nuestro laboratorio dos pruebas que miden 
el reconocimiento antitumoral mediado por 
células en el hombre. En ambas pruebas, a 
las células tumorales separadas de biopsias 
se les permitió reaccionar con linfocitos au-
tólogos. La ventaja de usar las células de 
biopsia es que la fuente del antígeno no es-
tá sujeta a modificación y condiciones se-
lectivas de cultivo de tejido. Sus principales 
desventajas son la variabilidad de la cuali-
dad, la limitación cuantitativa y la laborio-
sidad de la separación de la célula tumoral. 

La prueba de estimulación autóloga del 
tumor (ATS) (48), detecta la actividad 
DNA de los linfocitos después del cocultivo 
con las células tumorales tratadas con Mito-
micina. Las células respondedoras parecen 
pertenecer al subgrupo T puesto que los lin-
focitos ligados a las células tumorales duran-
te el primer período de cocultivo y las célu-
las blásticas transformadas al final de 6 días 
de cocultivo formaban rosetas con el SRBC. 
Igualmente cuando se usaba la población 
prefraccionada, la fracción enriquecida con 
T reaccionaba mientras que las fracciones 
bajas en T no lo hacían. 

El ATS fue obtenido en 30% de los 
tumores probados. Las células derivadas de 
tejidos no malignos no estimulaban. 

La prueba de linfocitotoxicidad autó-
loga (ALC) últimamente fue elaborada en 
una microprueba a corto plazo de liberación 
de 5 l Cr (49). En 30 de los 90 casos, se lo-
gró la destrucción de las células de biopsia 
por linfocitos derivados de la sangre autólo-
ga. En 8 pruebas las combinaciones alogé-

nicas podían ser usadas simultáneamente, 
permitiendo una combinación cruzada. Solo 
una prueba mostró una reacción cruzada. 
Las células de biopsia son rara vez sensibles 
al afecto destructivo de los linfocitos de la 
sangre de donantes sanos, pero el efecto NK 
no perturba en esta prueba. 

En un paso siguiente, la generación de 
células citotóxicas secundarias fue intenta-
da por cocultivo durante 6 días de linfoci-
tos con células tumorales autólogas de bipo-
sia, procedimiento que ha probado ser ope-
rante en algunos sistemas experimentales de 
tumores. En 8 de 15 casos (2 también pre-
sentaron un ALC primario) se obtuvo un 
ALC secundario. 

Los efectos citotóxicos orientados pa-
ra demostrar el reconocimiento celular se-
lectivo en relación con la enfermedad en 
sistemas experimentales y en el hombre, son 
realizados ahora con la prevención de que 
existen por lo menos tres mecanismo cono-
cidos efectores en los cuales participan los 
linfocitos. Los blancos pueden ser destrui-
dos por células equipadas con receptores es-
pecíficos para el antígeno (probablemente 
T) blancos que han sido previamente sele-
ccionados por el reconocimiento de anti-
cuerpos - efecto ADCC - y células que ejer-
cen el afecto destructivo en una base apa-
rentemente indiscriminativa por un mecanis-
mo desconocido. 
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