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Historia del articulo: Las células NKT invariantes (NKTi) fueron identificadas inicialmente por presentar carac-
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vias de maduracién y diferenciacién de esta poblacién celular, en las cuales la molécula
CD1d, tiene un papel fundamental en la seleccién de sus precursores y, adicionalmente, en
la presentacién de glucolipidicos para la activacién de las células NKTi en periferia. En san-
gre periférica humana se han encontrado 4 subpoblaciones de células NKTi: CD4*, CD8af3*,
CD8aa* y Doble Negativas, las cuales cooperan e interactian de forma particular con las
demas células del sistema inmune. Finalmente, estudios de las células NKTi muestran la
posibilidad de plantear alternativas terapéuticas, pero a su vez abren maés interrogantes

sobre el comportamiento de este tipo de linfocitos.
© 2013 Sociedad Espaiiola de Inmunologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los
derechos reservados.

Invariant NKT lymphocytes: Ontogeny, phenotype and function

ABSTRACT

Invariant natural killer (iNK) T lymphocytes (iNKTL) were initially identified due to having
similar characteristics to NK and Tcells. Nowadays, it is known that these cells are
Tlymphocytes with unique characteristics, from their maturing process and differentia-
tion in the thymus to the response at specific stimuli. Studies in mice have been useful for
examining the maturing process and differentiation pathways of iNKTL. In these pathways
the CD1d molecule has a fundamental role in the selection of their precursors, and also
in the peripheral glycolipid presentation for the activation of iNKTL. Four sub-populations
of iNKTL CD4*, CD8af*, CD8aa* and Double Negatives, were identified in human peripheral
blood. They particularly cooperate and interact with others immune cells. The information
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obtained by studying iNKTL opens the possibility of proposing this cell line as a therapeutic
alternative, but further studies on the behavior of this type of lymphocyte are needed.
© 2013 Sociedad Espaiiola de Inmunologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights

reserved.

Introduccién

El término linfocitos «<NKT» fue publicado por primera vez en
1995 para referirse a un subgrupo de linfocitos T murinos que
comparten caracteristicas con los linfocitos asesinos natura-
les (NK, del inglés natural killer), especificamente, la expresién
del marcador NK1.1'. No obstante, ya en 1987, 3 grupos dife-
rentes publicaron estudios de una subpoblacién particular de
linfocitos T /B en ratones que expresa niveles intermedios del
receptor de la célula T (TCR), presenta la cadena VB8 del TCR
a una frecuencia 2 a 3veces mayor que los linfocitos T con-
vencionales y carece de la expresién de CD4 o CD8. El interés
en estas células aumenté cuando se descubrié que son fuente
importante de muchas citoquinas inmunorreguladoras, inclu-
yendo la IL-4, el IFN-y y el TNF-o. Observaciones adicionales
revelaron que el desarrollo de estos linfocitos T NK1.1+ es
independiente de la expresiéon del complejo mayor de histo-
compatibilidad (CMH) clase1 en el timo, pero dependiente de
la B2-microglobulina (82m), y hasta ese momento se pensaba
que ellos no expresaban CD8*. Esto llevé a dilucidar el papel
de la molécula CD1d como ligando importante en la funcién
de las células T NK1.1+°. CD1d es una molécula homéloga a
CMH clase1, expresada principalmente en células del linaje
hematopoyético (monocitos, células dendriticas y linfocitos T
y B) pero también en células no hematopoyéticas (células
epiteliales timicas, queratinocitos y hepatocitos, entre otros)°.
Similar a CMH clase1, CD1d tiene 3 dominios extracelulares
(a1, a2 ¥ a3), que forman un heterodimero con la B2m, como
se observa en la figura 1. Adicionalmente se descubrié que
la mayoria de las células NKT usan una cadenaa« invariante
del TCR. Por otra parte, existian evidencias crecientes que las
moléculas CD1 presentan antigenos lipidicos hidrofébicos a
las células T, y se identificé la a-galactosil-ceramida (aGalCer)
como un potente factor estimulador de las células NKT’.
aGalCer es un glucolipido sintético, derivado de una esponja
marina, que contiene enlaces glucosidicos a anoméricos de
residuos de galactosa en una base de esfingosina®.

Todas estas observaciones llevaron a caracterizar un
nuevo linaje de linfocitos T, llamado NKT invariante (NKTi),
cuya caracteristica fundamental es su reactividad a aGalCer
y lipidos estructuralmente relacionados en el contexto de
CD1d°. Adicionalmente, la gran mayoria de estas células en
humanos expresa la cadena Va24-Jal8 junto con la cadena
V11 del TCR, marcadores de fenotipo de células T de memo-
ria efectora como CD45R0O™ y que tiene una gran capacidad
de producir citoquinas. Anteriormente se incluia entre las
caracteristicas Unicas de las células NKTi en humanos la
expresién del marcador especifico de células NK, CD161; sin
embargo, actualmente se conoce que otras subpoblaciones de
linfocitos T convencionales pueden expresar este marcador
después de su activacién, y que los niveles de expresién de
CD161 varian con los estados de maduracién y activacién
celular'?,

Ontogenia de las células NKT invariantes:
un proceso coordinado y con caracteristicas
particulares en relacion con los linfocitos T
convencionales

Como para todos los linfocitos T, el desarrollo de las células
NKTi se lleva a cabo en el timo, donde estas células experi-
mentan procesos de seleccién positiva y negativa que estan
determinados principalmente por la avidez de la interaccién
del TCR a ligandos especificos'?'3. Sin embargo, una de las
caracteristicas mas peculiares que tiene el proceso de dife-
renciacién de las células NKTi en el timo es que, a diferencia
del proceso de seleccién positiva para los linfocitos T con-
vencionales el cual es mediado por células epiteliales timicas
que expresan moléculas del CMH, los linfocitos NKTi involu-
cran a la molécula CD1d expresada en los timocitos corticales
doble positivos (DP, CD4+/CD8+) en la presentacion antigénica.
Esta afirmacién es soportada por evidencias que indican que
especificamente las células NKTi estan ausentes en los rato-
nes deficientes en CD1d'*. Cuando se reconstituye el timo de
estos ratones con timocitos DP CD1d+/+, las células NKTi se
desarrollan normalmente'®. Por otra parte, utilizando ratones
quiméricos cuyas células de médula 6sea carecen de la expre-
sién de CD1d se demostrd que los timocitos DP CD1d—/— son
incapaces de soportar el desarrollo timico de las células NKTi.
Sin embargo, no solo se requiere que CD1d se exprese en los
timocitos DP, sino también que su interaccién con los pre-
cursores NKTi se lleve a cabo de manera adecuada, ya que
pequerios cambios en la estructura de esta molécula afectan
la avidez de su interaccién con el TCR de los precursores de
las células NKTi, influyendo la produccién de estas en el timo
y el higado®®.

Respecto a los autoantigenos naturales presentados por el
CD1d en los timocitos corticales DP para la seleccién de las
células NKTj, no existen ain datos concluyentes. Sin embargo,
se ha planteado que fosfolipidos, glucoesfingolipidos, gan-
gliésidos y galactosil-ceramidas pueden participar en este
proceso’’. aGalCer no se incluye en este grupo porque no
es un ligando natural de estas células en mamiferos. Sin
embargo, un estudio reciente demostré que isoformas de la
BD-glucopiranosilceramida podrian representar autoantige-
nos importantes de las células NKTi murinas y humanas en
el timo'®1°. La isoglobotrihexosilceramida (iGb3) ha sido pro-
puesta como un potente autoantigeno en el modelo murino,
mas su papel en la activacién de las células NKTi humanas
ha sido controversial; sin embargo, después de realizar un
andlisis de la activacién y funcién de las células NKTi de san-
gre periférica (SP) de personas sanas en respuesta a iGb3, en
comparacién a la respuesta inducida por aGalCer, se deter-
miné que iGb3 no estimula la expansién de las células NKTi
ni tampoco la liberacién de citoquinas como IL-4, [FN-v, IL-13
o GM-CSF, demostrando que iGb3 no es un antigeno esencial
en la biologia de los las células NKTi en el contexto humano?°.
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Figura 1 - Sinapsis inmunolégica en los linfocitos T convencionales y en las células NKTi. Los linfocitos T convencionales,
tanto CD4* (a) como CD8* (b), reconocen antigenos presentados por células especializadas a través de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase 11 y clase1, respectivamente, a través de su receptor de célula T (TCR por
sus siglas en inglés). El correceptor CD4 interactiia con las regiones g1 y 2 del CMH clase 11, mientras que CD8 lo hace con
las regiones a1y «2 del CMH clase1. Por su parte, los LT doble negativos DN, CD4~/CD8") (c) reconocen lipidos presentados
por CD1b o CD1c, moléculas no convencionales estructuralmente asociadas al CMH clase1. Para las células NKTij, la
presentacion antigénica también se realiza por moléculas no convencionales, especificamente por la proteina CD1d, que
expone antigenos glucolipidicos al TCR invariante de la célula NKTi. Los correceptores CD4 (d) y CD8 (e) interactiian con las
regiones al y a2 de CD1d. Sin embargo, aun en ausencia de estas moléculas en células NKTi DN (f), esta interaccién

también se traduce en activacién celular.

La diferenciacién de las células NKTi comienza, al igual que
para los demas linfocitos T, con el rearreglo de los segmentos
génicos de la cadenap del TCR. Sin embargo, para la gene-
racién del TCR invariante este proceso contintia en ratones,
con el rearreglo de los segmentos que codifican Va14 y Ja18 de
esta molécula?’, lo que permite su seleccién positiva, al reco-
nocer antigenos lipidicos presentados por la molécula CD1d
expresada en la superficie de timocitos seleccionadores DP?2.
La interaccién homotipica entre estos timocitos DP (uno fun-
cionando como seleccionador y el otro como precursor de
linfocitos NKTi) permite la interaccién homofilica de protei-
nas miembros de la familia SLAM; SLAM y Ly108, lo cual activa
vias de sefalizacién en las cuales participan la proteina adap-
tadora de SLAM (SAP), la tirosina quinasa Fyn y factores de
senalizacién como PKC6 y NF«B. Estas moléculas son necesa-
rias en la seleccién positiva, ya que influyen en la expresién
del TCR invariante y también en la expansién de las células
NKTi, hecho evidenciado por el bloqueo del desarrollo de las

células NKTi (mas no en los linfocitos T convencionales), en
ratones deficientes en SAP o Fyn?32%,

Luego de la seleccién positiva, se han formulado 4 fases
para la maduracién de las células NKTi en ratones, basadas
en la presencia de CD24, CD44 y NK1.1, tal como se observa en
la tabla 1%°. CD24 es una molécula de adhesién celular que se
expresa en granulocitos maduros, en linfocitos B y en células
en diferenciacién. CD44, por su parte, es una glucoproteina
de membrana utilizada para rastrear el desarrollo de los
linfocitos T convencionales en el timo y es un marcador de
activacién. NK 1.1, como ya se ha mencionado, es un marcador
de las células NK caracteristico de las células NKTi murinas.
En humanos, de los marcadores de maduracién establecidos
en ratones, solamente el homédlogo de NK1.1, CD161, ha sido
estudiado. En los ensayos realizados por Hu et al.?®, CD161 se
expresa en una proporcién mayor en las células NKTi en SP
en comparacién con los presentes en el timo. Por otra parte,
la expresién de CD161 es menor en donantes menores a los
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Tabla 1 - Fases de la maduracion en células NKTi murinas, en timo y 6rganos periféricos

Fase Fenotipo

Caracteristicas

Estadio 0 CD24M CD44%°, NK1.1

Fenotipo de las células NKTi inmediatamente luego de la seleccién positiva en la

corteza timica. En este estadio se determina el fenotipo de estas células. En algunas se
regula negativamente CD4, generando una subpoblacién doble negativa (DN)

Proliferacién marcada. La poblacién total de linfocitos NKTi aumenta aproximadamente

100 veces. Estas células tienen capacidad de producir principalmente IL-4

Proliferacién marcada. Adquisicién del fenotipo de memoria. Las células adquieren la

capacidad de producir IFN-vy y otras citoquinas

Estadio 1 CD24l°, CD44l°, NK1.1~
Estadio 2 CD24!°, CD44M  NK1.1~
Estadio 3 CD24!°, CD44M | NK1.1*

Después de adquirir el marcador NK1.1*, algunos linfocitos NKTi maduran

extratimicamente. Sin embargo, algunas células maduran en el timo originando
linfocitos residentes terminales de larga vida

De Benlagha et al./, Pellicci et al.?® y Berzins et al.>.

6 meses de edad respecto a ninos mayores. Todo lo anterior
indica que CD161 es un marcador de madurez de las células
NKTi, pero aun se deben definir los marcadores relacionados
con las fases de maduracién de las células NKTi humanas en
el timo.

Aunque para los linfocitos T convencionales es reconocido
que los procesos de seleccién negativa se relacionan con el
reconocimiento de antigenos propios con alta afinidad, los
mecanismos que regulan la seleccién negativa de las células
NKTi aiin no se entienden completamente. Se ha observado
que en ratones inyectados intraperitonealmente con altas
dosis de a-GalCer en el dia 3-14 después del nacimiento hay
una disminucién de las células reactivas a esta molécula en el
timo, efecto que no se observa en ratones adultos®. El mismo
efecto se observa cuando se sobreexpresa CD1d en el estroma
timico®!. Estos datos indican que la exposicién a autoantige-
nos lipidicos en el timo en etapas tempranas del desarrollo
puede seleccionar negativamente las células NKTi que presen-
tan una alta afinidad a estas moléculas, pero se conoce muy
poco sobre los mecanismos o las moléculas antigénicas que
median este proceso.

Otro interrogante que no se ha resuelto en la actuali-
dad sobre la ontogenia de las células NKTi son los factores
que determinan la expresién de las moléculas CD4 y CD8 en
su supeftficie, lo cual, como veremos mads adelante, le con-
fiere caracteristicas funcionales diferentes. Estudios iniciales
sugieren que un factor de transcripcién como THPOK bloquea
la expresién de CD8 en estas células en el timo, aunque tam-
bién cumple esta funcién en los linfocitos T convencionales®?.
Adicionalmente, se ha sugerido que las células NKTi doble
negativas (DN) se originan de timocitos DP4™ en el timo'?.

Fenotipo y funcién de las células NKTi:
plasticidad y adaptabilidad en los diferentes
patrones de cooperacién celular

Al salir del timo, las células NKTi son activadas en la periferia
por moléculas lipidicas asociadas a CD1d, generando ciclos
de expansién clonal en el bazo, el higado y la médula ésea.
Aunque poco se conoce sobre los antigenos naturales que
son presentados mediante CD1d en la periferia, se ha obser-
vado que a-glucuronosil-ceramidas o diacilglicerol aislado de
bacterias gramnegativas como las del género Sphingomona o

glucolipidos de Borrelia burgdorferi se unen especificamente a
CD1d*’. Aunque se presume que la activacién de las células
NKTi mediada por la molécula CD1d de las células presenta-
doras de antigeno se lleva a cabo por presentacién de lipidos
derivados de patdgenos, evidencias crecientes sugieren que
antigenos lipidicos propios pueden participar también en la
activacién de estas células en situaciones en las que antigenos
lipidicos exdgenos no estan presentes. Esta propiedad confiere
a estas célulasla capacidad de ser activadas en diferentes con-
textos patoldgicos y a partir de un umbral de afinidad con el
antigeno'®3%. La expansién de las células NKTi mediada por
moléculas asociadas a CD1d se relaciona entonces con una
produccién sostenida de citoquinas que contribuye a la activa-
cién de las células NK, células dendriticas, linfocitos B y otros
linfocitos T3°.

La evaluacién del nimero de células NKTi en SP humana es
complicada, principalmente por su baja frecuencia en sangre
y por las diferencias en los anticuerpos usados para su carac-
terizacién. Analizando 90 controles sanos, Montoya et al.'”
describen que la frecuencia de las células NKTi varia de 0,01
a 0,92% de los linfocitos totales usando una combinacién del
anticuerpo obtenido de la clona 6B11 (que reconoce el TCR
Va24-Ja18) y anti-CD3 para su caracterizacién. Sin embargo,
en este articulo no se presentan los valores absolutos de
estas células en SP. En otro estudio, realizado por Bienemann
et al.*®, se reporta que la frecuencia de las células NKTi puede
variar de 0,021 a 0,712% de los linfocitos totales en SP de
nifios sanos con valores absolutos que fluctian entre 515 y
8.762 células/ml. Por otra parte, se ha determinado que la fre-
cuencia de células NKTi en sangre humana disminuye con la
edad, un efecto que es mas marcado en hombres, a expensas
de una disminucién de subpoblacién DN (revisado por Peralbo
etal.?).

También existe mucha variabilidad en los métodos usados
para estudiar las diferentes subpoblaciones de las células NKTi
en SP humana. En la literatura se ha reportado que existen
4 subpoblaciones: CD4*/CD8", CD4~/CD8aa*, CD4~/CD8a*B* y
CD47/CD8, y se ha descrito que existe una relacién inversa
entre el nimero total de las células NKTi y el porcentaje de
las células NKTi CD4*'%. Los linfocitos NKTi CD4* producen
mayores cantidades de IL-4, IL-13, GM-CSF e IL-2 que sus
contrapartes DN (CD4~, CD8a~) y CD8a* (que comprende las
subpoblaciones CD8a*p* y CD8a*p~)*%. Realizando un estu-
dio comparativo en el que se cultivaron cada una de las
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subpoblaciones de células NKTi junto a linfocitos T conven-
cionales CD4* o CD8*, linfocitos NK o B, obtenidos de SP de
donantes sanos, se observé que las células NKTi CD4+ fueron
la subpoblacién con la mayor capacidad de inducir la regula-
cién positiva de los marcadores CD69 y CD25 en linfocitos T
CD4+ y B frente a las otras subpoblaciones. Estas células tam-
bién exhiben mayor capacidad de inducir la expresién del
marcador CD69 en linfocitos NK. Es importante resaltar, sin
embargo, que en este estudio las células NKTi CD8* y DN tam-
bién mostraron la capacidad de activar linfocitos T CD4*, NK
y B autdélogos, aunque en menor proporcién comparados con
sus contrapartes CD4*. Por su parte, las células NKTi CD8B*
mostraron una mayor capacidad para inducir la expresién de
CD25 en linfocitos T CD8* convencionales. Esta capacidad coo-
peradora de las células NKTi con otros linfocitos se asocia con
su habilidad para producir diferentes citoquinas, mostrando
los linfocitos NKTi CD4* habilidad para secretar tanto IFN-y
como IL-4, mientras que los CD8* y DN producen casi exclu-
sivamente IFN-y%. Este estudio, sin embargo, no analizé la
subpoblacién de células NKTi CD8aa*, aunque presumimos
que se incluye dentro de las células DN (CD4/CD8B"). Se ha
observado adicionalmente que las células NKTi CD8ap* exhi-
ben un fenotipo Th1 y actividad citotéxica, al igual que las
células NKTi DN, y tienen una mayor capacidad de eliminar
células tumorales en relacién a las células NKTi CD4* o DN,
Por su parte, las células NKTi DN han mostrado habilidad
para secretar IL-17 tras la estimulacién con PMA/ionomicina
o «GalCer y la exposicién a células Hela transfectadas con
CD1d*.

En otro estudio, en el cual se intenta caracterizar las
subpoblaciones de las células NKTi CD4* o DN (no se carac-
teriza la subpoblacién de estas células que expresa CD8), las
células NKTi DN (CD4/CD8B~) expresan en mayor cantidad
receptores de quemoquinas y marcadores de membrana del
linaje celular NK (como CCR5 y CD94/NKG2A, entre otros)
respecto a las células NKTi CD4*. Ademads, estas células pro-
ducen IFN-y y TNF-a en altas cantidades*!. Sin embargo,
varios estudios evidencian que la capacidad de producir
citoquinas o expresar determinados receptores de superfi-
cie en estas células depende en gran medida del estimulo
utilizado3>#%42, De esta manera, cuando se altera la molé-
cula aGalCer acortando sus residuos de esfingosina, las células
NKTi exhiben un fenotipo Th2, mientras que una activa-
cién mediada por la molécula NK1.1 favorece una respuesta
Th1*1%3. De igual manera, las células NKTi DN producen
mayor cantidad de perforina comparadas con las CD4* al
activarse con aGalCer, IL-2, IL-12 o LPS, mientras que se
observa el efecto contrario cuando estas células se activan con
PMA/ionomicina®®.

Respecto a las células NKTi CD8aa*, se ha evidenciado
que pueden tener un efecto supresivo en la proliferacién
de linfocitos T activados, ya que adicionando clones de las
diferentes subpoblaciones de células NKTi humanas a un
cultivo de células mononucleares de SP estimuladas con
estreptoquinasa, se observé una reduccién dosis-dependiente
de la respuesta proliferativa de linfocitos T especificos hasta
en el 70% cuando se co-cultiva con las células NKTi
CD8aa*, sugiriendo que esta subpoblacién estd directamente
relacionada con la regulacién de los linfocitosT conven-
cionales después de su estimulacién**. En la figura 2 se

representa la ontogenia de los las células NKTi y su diferen-
ciacién a células CD4*/CD8~, CD4~/CD8aa*, CD4~/CD8a*p*
y CD4~/CD8".

Linfocitos NKTi: una posible herramienta
terapéutica en humanos

Algunos fenémenos autoinmunes parecen tener una marcada
influencia en el nimero de células NKTi circulantes en huma-
nos. Se ha reportado, por ejemplo, una marcada disminucién
en el nimero absoluto de células NKTi en SP de pacientes
con Lupus Eritematoso Sistémico (LES)* al igual que en los
pacientes con Artritis Reumatoidea, en quienes se ha relacio-
nado con la severidad de la enfermedad®®. Sin embargo, este
no es un hallazgo constante de todas las enfermedades auto-
inmunes ya que por ejemplo, en diabetes mellitus tipo1 las
células NKTi circulantes se han encontrado aumentadas, nor-
males o disminuidas comparadas con aquellas de los controles
sanos?.

En lo relacionado con enfermedades infecciosas, se ha
reportado que en pacientes con tuberculosis los niveles de
células NKTi de SP estan significativamente disminuidos,
hallazgo que se correlaciona inversamente con los niveles de
proteina C reactiva y con la actividad de la infeccién®®. En indi-
viduos afectados por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) la disminucién en los nimeros absolutos de células NKTi
también se relaciona con la progresién de la enfermedad®.
De igual forma, durante estadios crénicos de hepatitisB la
frecuencia en SP de las células NKTi estd disminuida, pero
estos valores aumentan después de terapia antiviral®’. Curio-
samente, durante la infeccién por el virus de la hepatitis C esta
subpoblacién celular no se encuentra afectada en nimero en
SP>1,

Teniendo en cuenta estos hallazgos, se han realizado
estudios que buscan proponer nuevas estrategias de inmuno-
terapia por medio de la activacién de las células NKTi in vivo o
in vitro, proponiendo como primera aproximacién la admi-
nistracién de andlogos sintéticos de «-GalCer>?°3. En 2007
se realizé un estudio fase /11 en 40 pacientes con hepatitis C
crénica, a quienes se les suministraron diferentes concentra-
ciones de KRN7000 en intervalos de 4 semanas. Solamente en
un paciente se observé una reduccién marcada de los nive-
les de ARN del virus de la hepatitis C°*. De igual forma, la
capacidad antiviral de KRN7000 se evalud en 27 pacientes con
hepatitis B crénica, en quienes no se observé una disminucién
en el ADN viral en SP después del tratamiento, que ademas fue
poco tolerado por los pacientes®*.

Los ensayos clinicos se han centrado, sin embargo, en
pacientes con céncer. En 2002, Giaccone et al.>> administra-
ron KRN7000 (el anélogo sintético de aGalCer) en 24 pacientes
con tumores sélidos por cancer avanzado a diferentes tiempos
durante 4 semanas. Clinicamente, 7 de los pacientes que reci-
bieron KRN7000 presentaron estabilizacién en la progresién
tumoral, mientras que en 15 de ellos se observé una progresion
de la enfermedad.

Por otra parte, se han realizado ensayos clinicos infun-
diendo células pulsadas con glucolipidos para inducir la
activacién de las células NKTi de una manera mas efectiva.
Uno de los primeros estudios clinicos de fase1 publicados se
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Figura 2 - Proceso de seleccién y maduracién de los linfocitos NKTi. Una célula doble negativa (DN) proveniente de la
médula ésea pasa al timo para su diferenciacion en célula precursora de linfocitos doble positiva (DP). Su seleccién ocurre
por la interaccién de una célula seleccionadora (presentadora de antigeno por CD1d) y una célula precursora (que posee un
TCR invariante), origindndose una célula NKTi inmadura. Posteriormente, estas células inmaduras proliferan y contintiian
su proceso de maduracién tanto en el timo como en la periferia. La diferenciacién en las distintas subpoblaciones de
linfocitos NKTi (CD4*, CD8a, CD8x« y DN) sucede extratimicamente, en donde cumplen funciones especificas

de cooperacion e interaccion con otras células del sistema inmune.

realiz6 en 12 pacientes con metastasis malignas de diferen-
tes tipos de cancer. En intervalos de 2 semanas se infundieron
células dendriticas derivadas de monocitos pulsadas (CDMo)
con KRN7000 marcadas radiactivamente. Se demostré que
después de 24h la mayoria de estas CDMo migraron desde
los pulmones al higado y al bazo, y en menor proporcién a la
médula 6sea. Aunque la respuesta tumoral no era un objetivo
del estudio, se observé que los marcadores tumorales en suero
disminuyeron en 2 pacientes con adenocarcinoma, se desarro-
116 necrosis extensa del tumor en otro de los participantes
con carcinoma de células renales y se redujeron en suero
las enzimas hepatocelulares de otros 2 pacientes con infil-
tracién tumoral hepatica®®. Adicionalmente, se ha probado
la infusién intravenosa de células dendriticas estimuladas
con KRN7000 en combinacién con farmacos antitumorales,
demostrando una reduccién tumoral relacionada con el pro-
tocolo terapéutico™ .

Se establece entonces que la administracién en diferen-
tes dosis de KRN7000 resulta bien tolerada por pacientes
con céncer; sin embargo, no es suficiente la estimulacién con
el glucolipido in vivo para lograr una respuesta inmune

antitumoral efectiva. En cuanto a los pardmetros inmunolé-
gicos, todos estos estudios muestran que en SP las células
NKTi presentan variaciones transitorias tras las infusiones
de glucolipido o células pulsadas con este. Sin embargo, se
comprueba que la activacién de las células NKTi por estos
métodos incrementa la produccién de citoquinas en suero, y
cuando estos pardmetros se evallian, también la citotoxicidad
de las células NK y la expresién de un fenotipo de memoria
por parte de las células NKTi. Al parecer, la produccién de
IFN-vy por parte de estas células es determinante para su efi-
cacia clinica. Esta afirmacién se fundamenta en el trabajo de
Ishikawa et al.”®, quien después de evaluar la seguridad de su
protocolo de transferencia adoptiva determina los nimeros
de células productoras de IFN-y de SP en 17 pacientes con
cancer pulmonar de células no pequeiias, en respuesta a
inyecciones de CMSP pulsadas con KRN7000. Los numeros de
células productoras de IFN-v, identificadas como células NK, y
las células NKTi se incrementaron en 10 pacientes después de
la estimulacién. En estos 10 casos se observé un incremento
en el tiempo medio de sobrevida (31,9 meses promedio) y 4 se
clasificaron como de enfermedad estable. De los 7 pacientes
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en los cuales no se observé incremento en las células produc-
toras de IFN-v, el tiempo medio de supervivencia fue menor
(9,7 meses en promedio), y solo un caso fue clasificado como
estable>’.

Conclusiones

Desde los primeros estudios realizados a las células NKTi, el
andlisis de su fenotipo y de sus funciones ha demostrado la
importancia de esta subpoblacién de linfocitos T en la res-
puesta inmune. A partir de su caracterizacién en ratones se ha
logrado establecer diferentes estadios de maduracién celular;
sin embargo, estos estadios no son claros en las células NKTi
en humanos, lo cual genera preguntas como: cuéles son los
marcadores celulares relevantes en el proceso de maduracién
de estas células en el timo humano? ;En qué partes del timo
ocurre este proceso? ;Cudles son los factores determinantes
de la diferenciacién en las células NKTi CD4*, CD8af*, CD8aa™*
o DN?

Por otra parte, la identificacién de la molécula presentadora
de antigenos glucolipidicos CD1d, como elemento indispensa-
ble para la seleccién y la activacién de los las células NKTi,
la sefiala como un blanco de investigacién en el entendi-
miento de la relacién de las células NKTi y sus potenciales
antigenos. Sin embargo, es necesario identificar con preci-
sién los autoantigenos que son presentados por esta molécula
en el timo y los que inducen una respuesta por parte de las
células NKTi en la periferia, ya que, como se mencioné ante-
riormente, tanto a-GalCer como KRN7000 son moléculas no
fisiolégicas.

El estudio de la funcién de los las células NKTi ha permitido
dilucidar el efecto de la interaccién entre las diferentes subpo-
blaciones de estos linfocitos y otras subpoblaciones celulares
del sistema inmune, como la activacién de linfocitos B aso-
ciada a las células NKTi CD4", la regulacién de la proliferaciéon
de linfocitos T activados por las células NKTi CD8aa* y la
actividad citotéxica contra células tumorales asociada a las
células NKTi CD8af*, entre otras. Estos hallazgos hacen evi-
dente la importancia de estas células como mediadoras de la
respuesta inmune y permite plantearlas como indicadores del
avance de ciertas enfermedades y como alternativas terapéu-
ticas. Las evidencias indican que tanto el uso terapéutico de
glucolipidos especificos como la infusién de células presen-
tadoras de antigeno pulsadas con estos puede potenciar la
respuesta inmune innata y adaptativa. Sin embargo, se nece-
sita optimizar e individualizar estos protocolos para lograr una
mayor eficacia clinica.
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