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Resumen 

͞RegulaĐióŶ del fenotipo y funcionalidad de las células Natural 

Killer humanas por IL-23 e IL-27, nuevas citoquinas de la familia de 

IL-ϭϮ͟ 

Las células NK son células del sistema inmune, críticas en la defensa contra células tumorales 

y células infectadas, que se activan luego de sensar señales a través de receptores activadores y por 

acción de citoquinas secretadas por macrófagos y células dendríticas (CD), entre las cuales IL-12 es 

considerada una de las más relevantes. Recientemente se han descripto nuevos miembros de la 

familia de IL-12, entre ellos IL-23 e IL-27. IL-23 posee efectos pro-inflamatorios, pero existen datos 

contradictorios en cuanto a su rol en el contexto tumoral. En cambio, IL-27 induce una potente 

respuesta anti-tumoral, pero posee efectos tanto pro- como anti-inflamatorios. Debido a que el 

efecto de estas citoquinas sobre las células NK humanas aún no ha sido investigado, el objetivo de 

esta tesis doctoral fue estudiar el efecto de IL-23 e IL-27 sobre estas células. En primer lugar, 

demostramos que IL-23 e IL-27 secretadas por CD contribuyen a estimular la producción de IFN- por 

células NK. Mediante el empleo de inhibidores farmacológicos, demostramos que la estimulación de 

células NK con las citoquinas recombinantes indujo la producción de IFN- a través de la activación de 

las vías de JNK, PI3K, MEK1/2, NF-B y mTOR, y que IL-27 activó además a STAT-1. Observamos 

también que tanto IL-23 como IL-27 generaron un efecto de priming para IL-18, exhibiendo estas 

citoquinas un efecto sinérgico con IL-18 para la secreción de IFN-. En el caso de IL-27, dicho efecto 

involucró un aumento en la expresión de T-bet y del receptor de IL-18. A su vez, ambas citoquinas 

indujeron un aumento en la expresión de los marcadores de activación celular CD25 y CD69, y 

potenciaron la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. IL-27, pero no IL-23, estimuló la 

respuesta citotóxica de las células NK de manera dependiente de NKp46 y de las vías de NF-B y 

mTOR, a través de la vía secretoria y de TRAIL, pero no la de FasL. Detectamos además que IL-18 

potenció la actividad citotóxica inducida por IL-27 a través de la inducción de un aumento en la 

expresión de ICAM-1 en las células blanco mediado por IFN-. En conjunto estos resultados indican 

que IL-23 e IL-27 estimulan las funciones efectoras de las células NK, lo que puede ser relevante 

durante situaciones tanto fisiológicas como patológicas. 

Palabras claves: células NK, IL-23, IL-27, IL-18, secreción de IFN-, citotoxicidad celular. 



 

 

Abstract 

͞RegulatioŶ of huŵaŶ NK Đell effeĐtor fuŶĐtioŶs aŶd pheŶotype ďy 
IL-23 and IL-27, new cytokines of the IL-ϭϮ faŵily͟ 

NK cells are immune cells, critical during immunity against intracellular infections and 

tumors, that became activated after recognition through activating receptors and macrophage and 

dendritic cell (DC)-derived cytokines, among which IL-12 is considered to be one of the most 

relevant. New members of the IL-12 family have been recently described, including IL-23 and IL-27. 

IL-23 display pro-inflammatory properties, however its role during the anti-tumor immune response 

is controversial. On the other hand, IL-27 induces a potent anti-tumor immune response, but shows 

pro- and anti-inflammatory effects. The effect of these cytokines on human NK cells has not been yet 

studied, thus the objective of this doctoral thesis was to study the effects of IL-23 and IL-27 on 

human NK cells. We first demonstrated that DC-derived IL-23 and IL-27 induced an enhanced 

production of NK cell-derived IFN-γ thƌough the aĐtiǀatioŶ of JNK, PIϯK, MEKϭ/Ϯ, NF-B and mTOR 

pathways. In addition, IL-27 also activated the STAT-1 pathway. We also observed that IL-23 as well 

as IL-27-primed NK cells for IL-18-induced IFN-γ seĐƌetioŶ, shoǁiŶg a synergistic effect, which in the 

case of IL-27 was associated with upregulation of T-bet and IL-18 receptor expression. Moreover, 

both cytokines induced upregulation of the activation markers CD25 and CD69 and enhanced the 

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity. IL-27, but not IL-23, stimulated NKp46-dependent NK 

cell-mediated cytotoxicity through NF-B and mTOR pathways. In addition, the TRAIL and secretory 

pathways, but not Fas-FasL interaction, are involved in this effect. We have also observed that IL-18 

enhanced the IL-27-induced cytotoxic activity through the upregulation of ICAM-1 on target cells, 

mediated by IFN-. Together our results show that IL-23 and IL-27 stimulate NK cell effector 

functions, which may be relevant during different physiological as well as pathological situations. 

Keywords: NK cells, IL-23, IL-27, IL-18, IFN- secretion, cytotoxicity. 
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Introducción 

1. Células citotóxicas naturales (Natural Killer, NK). 

1.1. Generalidades. 

Las células NK son células linfoides de la inmunidad innata que constituyen la primera 

línea de defensa contra células tumorales y células infectadas [1-5]. Su relevancia en la 

inmunidad anti-tumoral y anti-infecciosa se debe a su actividad citotóxica, a la secreción de 

citoquinas pro-inflamatorias como el Interferón (IFN)-, y a su capacidad de modular la 

respuesta inmune adaptativa a través de la interacción con otras células del sistema inmune, 

especialmente macrófagos y células dendríticas (CD) [6-16]. 

Las células NK humanas se definen fenotípicamente como células que expresan el 

marcador de superficie celular CD56 y carecen de la expresión de CD3 (células CD3
-
CD56

+
). 

Por otra parte, debido al amplio uso de diferentes modelos murinos en el campo de la 

inmunología, resulta importante mencionar que las células NK de ratón carecen de la 

expresión CD56 y, por lo tanto, se definen fenotípicamente como células CD3
-
CD49b

+
 o CD3

-

NK1.1
+
 (dependiendo de la cepa de ratones en cuestión). En ambas especies las células NK 

están ampliamente distribuidas en el cuerpo, estando presentes tanto en órganos linfoides 

como no linfoides, y representando alrededor del 10% de las células linfoides de sangre 

periférica [17]. Sin embargo, otra diferencia notable entre las células NK humanas y las de 

ratón es que en condiciones homeostáticas las primeras se encuentran en grandes 

cantidades en órganos linfáticos secundarios [18]. En cambio, las células NK murinas se 

encuentran en bajas cantidades pero son reclutadas a estos sitios como consecuencia de 

estímulos pro-inflamatorios en tejidos periféricos cercanos [11]. 

Las células NK, al igual que las células B y las células de origen mieloide, se 

desarrollan mayoritariamente en médula ósea. Se ha demostrado que varias citoquinas y 
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factores de crecimiento secretados por las células estromales de la médula ósea, tales como 

IL-7, SCF (Stem cell factor, ligando de c-kitͿ Ǉ Fltϯ‐L ;ligaŶdo de FltϯͿ ĐuŵpleŶ uŶ papel ĐeŶtƌal 

en la diferenciación hacia el linaje de células NK. Además, IL-15 jugaría un papel esencial en 

las etapas tempranas de esta diferenciación [19-21]. 

A su vez, varios estudios revelaron que las células NK se generan a partir de 

precursores hematopoyéticos CD34
+
 que se hallan presentes no sólo en médula ósea sino 

también en hígado fetal o neonatal, bazo, ganglios linfáticos y timo [22-25]. Sin embargo, 

ratones nude atímicos, humanos que han sido sometidos a timectomías o esplenectomías y 

pacientes con el síndrome de DiGeorge (caracterizado por poseer aplasia o hipoplasia del 

timo), tienen células NK normales en número y función, sugiriendo que tanto el timo como 

el bazo no serían esenciales para el desarrollo de células NK [26]. En cambio, la disrupción 

del microambiente de una médula ósea intacta por estradiol o por tratamiento con 

radioisótopos altera el desarrollo de estas células [27, 28], demostrando la importancia de 

este tejido para la obtención de células NK funcionales. Por lo tanto, aún no queda claro si 

los precursores encontrados en sitios extra medulares representan distintos linajes de 

células NK (que requieren de algún factor producido en la médula ósea) o si son en realidad 

células CD34
+
 que se originan en médula ósea y migran a la periferia, donde continúan con 

su desarrollo hacia células NK maduras [29]. 

En humanos se han definido dos subpoblaciones de células NK, que se clasifican en 

función de los niveles de expresión de los marcadores CD56 y CD16 (receptor FcIII, que 

reconoce la porción Fc de las inmunoglobulinas G), y que poseen características fenotípicas y 

funcionales diferentes [30]. En sangre periférica el 90-95% de las células NK expresa niveles 

intermedios de CD56 y niveles altos de CD16 (CD56
dim

CD16
+
). A su vez, esta subpoblación 

expresa altos niveles de mediadores de citotoxicidad, como perforinas y granzimas, lo que 

les confiere una alta capacidad citotóxica. Por lo tanto, más allá de que estas células 

producen citoquinas luego del reconocimiento de las células blanco, se considera que la 

función efectora principal de las células NK CD56
dim

CD16
+ 

es la citotoxicidad natural contra 

células blanco y la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (CCDA) [31]. El 5-10% restante 

de las células NK circulante expresa niveles altos de CD56 y bajos o nulos de CD16 
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(CD56
bright

CD16
-
) y constituye la subpoblación de células NK predominante en ganglios 

linfáticos. Las células NK CD56
bright

CD16
-
 poseen escasa capacidad citotóxica debido a que 

expresan bajos niveles de perforinas y granzimas, sin embargo, pueden adquirir esta función 

luego de una activación prolongada [18]. Además, en contraposición con las CD56
dim

CD16
+
, 

proliferan vigorosamente al activarse, y secretan grandes cantidades de citoquinas como 

IFN-, TNF (Tumor necrosis factor) y GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor) cuando son estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias. Por este motivo, y por su 

localización en órganos linfáticos secundarios, se considera que la función principal de las 

células NK CD56
bright

CD16
-
 es la regulación de la inmunidad adaptativa, función que llevan a 

cabo a través de la interacción con CD [32, 33]. 

En los últimos años varios hallazgos sugirieron que las células CD56
bright

CD16
-
 podrían 

ser precursoras de las CD56
dim

CD16
+
. Por un lado, se ha demostrado que las células 

CD56
bright

CD16
-
 poseen telómeros más largos que las CD56

dim
CD16

+
 [34]. Asimismo, se han 

obtenido células CD56
dim

CD16
+
 a partir de células CD56

bright
CD16

-
 mediante cultivos in vitro 

con fibroblastos y en experimentos in vivo donde se inocularon células CD56
bright

CD16
-
 en 

ratones NOD-SCID [35]. Más aún, varios estudios identificaron células NK con propiedades 

tanto fenotípicas como funcionales propias de ambas subpoblaciones de células NK, 

sugiriendo la existencia de etapas intermedias en la diferenciación desde células NK 

CD56
bright

CD16
-
 hacia células CD56

dim
CD16

+
. De hecho, en estos trabajos se demostró que en 

etapas intermedias de diferenciación las células NK van perdiendo características funcionales 

propias de las células CD56
bright

CD16
-
 y adquiriendo las de células CD56

dim
CD16

+
, al mismo 

tiempo que van cambiando la expresión de determinados marcadores de superficie celular 

como ser CD27, CD62L, CD94, CD57, NKG2A y KIR [36-41]. 

TƌadiĐioŶalŵeŶte la ͞ŵeŵoƌia iŶŵuŶológiĐa͟ ha sido ĐoŶsideƌada uŶa ĐaƌaĐteƌístiĐa 

propia de las células de la inmunidad adaptativa. Sin embargo, recientemente se ha 

ƌepoƌtado la eǆisteŶĐia de Đélulas NK de ͞ŵeŵoƌia͟ eŶ uŶ ŵodelo ŵuƌiŶo de iŶfeĐĐióŶ ĐoŶ 

el citomegalovirus (CMV) murino (MCMV) [42]. Otros estudios sugieren que este fenómeno 

también ocurriría en infecciones con el CMV humano [43, 44]. A su vez, se describió una 

subpoblación de célula NK de hígado (CXCR6
+
) capaz de generar respuestas antígeno 
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específicas de memoria tanto contra haptenos, en un modelo murino de hipersensibilidad 

retardada [45], como contra antígenos virales [46]. Asimismo, se ha demostrado que células 

NK (tanto humanas como de ratón) estimuladas con una combinación de citoquinas pro-

iŶflaŵatoƌias adƋuieƌeŶ Đieƌta ŵeŵoƌia de ͞aĐtiǀaĐióŶ pƌeǀia͟. EŶ estos Đasos la ƌespuesta 

frente a un siguiente estímulo no es antígeno específica. Sin embargo, estas células tienen 

un tiempo de sobrevida largo y producen mayores niveles de IFN- frente a un nuevo 

estímulo que las células NK que no recibieron un estímulo previo [47-49]. Posiblemente lo 

más interesante de estos hallazgos es que podrían ayudar a mejorar las inmunoterapias 

basadas en células NK [50]. 

1.2. Fenotipo: Receptores y moléculas que expresan las células NK. 

Las células NK cuentan con una amplia variedad de receptores de superficie que les 

permiten sensar diversos tipos de señales extracelulares. Estas pueden ser factores solubles 

o moléculas expresadas por otras células y pueden ser señales tanto activadoras como 

inhibitorias. Entre las moléculas que expresan se hallan los receptores de citoquinas, 

receptores de quemoquinas, receptores de reconocimiento de patrones y receptores que les 

permiten reconocer potenciales blancos celulares. La integración del conjunto de señales 

que la célula NK recibe es lo que determina su respuesta funcional [51] (Figura 1). 

Las células NK, a diferencia de las células T y las células B, discriminan entre células 

propias sanas y células blanco a través de receptores activadores e inhibitorios codificados 

en la línea germinal. Los receptores inhibitorios reconocen principalmente moléculas clásicas 

y no clásicas de clase I del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH-I). Los más 

estudiados de este grupo son los KIR (Killer cell immunoglobulin-like receptors) en humanos, 

ILT-2 (Immunoglobulin-like transcript 2), la familia Ly49 en ratones, y los heterodímeros 

CD94/NKG2A en ambas especias [52-54]. Cuando estos receptores reconocen sus ligandos, 

secuencias localizadas en sus colas citoplasmáticas denominadas ITIM (Immunoreceptor 

tyrosin-based inhibitory motif) reclutan y activan a las fosfatasas SHP-1 (Src homology region 
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2-containing protein tyrosine phosphatase (SHP)-1) y SHP-2, lo que inicia cascadas de 

señalización que previenen la activación de las células NK [55-59].  

 

Figura 1. Principales receptores expresados en las células NK, involucrados en la regulación de sus 

funciones efectoras. Se describen los principales receptores activadores e inhibidores de las células 

NK, entre ellos, receptores de tipo Toll (TLR), NCRs, CD16 y receptores de citoquinas. La figura fue 

tomada de [51]. 

En condiciones fisiológicas las células NK se encuentran inhibidas por el 

reconocimiento por parte de estos receptores de sus ligandos, presentes en la superficie de 

las células sanas. En cambio, cuando las células son infectadas por patógenos intracelulares 

o sufren transformaciones malignas frecuentemente disminuyen o pierden la expresión de 

las moléculas CMH-I y, por lo tanto, pasan a ser reconocidas por las células NK como 

potenciales blanco. Este fenómeno es conocido como ͞ƌeĐoŶoĐiŵieŶto poƌ péƌdida de lo 

pƌopio͟ ;missing self) [60]. Sin embargo, la ausencia de moléculas propias en la superficie de 

las células blanco no es suficiente para disparar la activación de las células NK, sino que es 

necesario, además, que estas células reciban señales a través de sus receptores activadores 

(Figura 2). 
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Figura 2. Reconocimiento de células tumorales por células NK. A) Las células NK permanecen en 

reposo al enfrentarse a células normales debido a que priman las señales inhibitorias por sobre las 

señales activadoras. B) La pérdida de expresión de moléculas del CMH-I en células tumorales las 

convierte en potenciales blancos de las células NK. Este reconocimiento, sumado a otras señales 

activadoras, estimula la activación de las células NK, feŶóŵeŶo ĐoŶoĐido Đoŵo ͞missing self͟ 
(reconocimiento por pérdida de lo propio). C) Alternativamente las células NK pueden ser activadas 

poƌ Đélulas ͞estƌesadas͟ Ƌue auŵeŶtaŶ la eǆpƌesióŶ de ligaŶdos de ƌeĐeptoƌes aĐtiǀadoƌes 
superando las señales disparadas por los receptores inhibitorios. Este fenómeno es conocido como 

͞stress-induced self͟ ;aĐtiǀaĐióŶ poƌ ƌeĐoŶoĐiŵieŶto de lo pƌopio iŶduĐido poƌ estƌésͿ. TaŶto eŶ B 
como en C la activación de las células NK conduce a la eliminación de la célula tumoral a través de la 

citotoxicidad mediada por células NK (mecanismo directo), o a través de la producción de citoquinas 

(mecanismo indirecto). La figura fue tomada y modificada de [61]. 
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Los receptores activadores de las células NK reconocen ligandos que están ausentes o 

se expresan en bajos niveles en células normales pero cuya expresión aumenta en células 

infectadas o neotransformadas [62]. A diferencia de los receptores inhibitorios, los 

receptores activadores no poseen secuencias ITIM, sino que la mayoría de ellos se unen a 

proteínas adaptadoras que posee motivos ITAM (Immunoreceptor tyrosin-based activating 

motif) y son las que transducen las señales de activación [63, 64]. El primer receptor 

activador identificado en las células NK fue CD16 que, como se mencionó previamente, es 

responsable de la CCDA mediada por estas células [63, 65, 66]. Por otra parte, uno de los 

receptores activadores más estudiados es NKG2D (CD314) [67]. Los ligandos de NKG2D 

(NKG2DL) son proteínas inducidas por estrés, tales como MICA (MHC class I chain-related 

protein A), MICB (MHC class I chain-related protein B) y miembros de la familia de ULBPs 

(UL16 binding proteins) en humanos y RAE-1 (Retinoic acid early-induced protein 1), H60 y 

MULT-1 (Murine ULBP-like transcript) en ratones [68-71]. Se ha demostrado que la 

activación de respuestas de daño al ADN, que ocurre frente a agentes que alteran el ADN o 

en células tumorales que poseen irregularidades en su genoma, aumenta la expresión de 

NKG2DL, lo que estimula a las células NK a que desarrollen sus funciones efectoras contra 

estas células alteradas [72]. Además, las células NK expresan NCRs (Natural cytotoxicity 

receptors), los que se encuentran involucrados, entre otros, en la activación de las células NK 

frente a células tumorales [3]. Entre ellos, NKp30 (CD337) [73] y NKp46 (CD335) [74, 75] se 

expresan tanto en células NK en reposo como activadas, mientras que NKp44 (CD336) 

únicamente se expresa en células NK activadas [76, 77]. Se ha demostrado que la densidad 

de NCRs expresados en células NK correlaciona con la magnitud de su actividad citotóxica [3, 

78]. Además, se han encontrado ligandos de NCRs de origen tanto celular como viral y 

bacteriano [79]. Por ejemplo, se ha identificado a la hemaglutinina (HA) del virus influenza 

como ligando de NKp44 y NKp46 [80-82] mientras que se ha demostrado que la HA del virus 

vaccinia es ligando de NKp30 y NKp46 [83]. Asimismo, se reportó que la hemaglutinina-

neuraminidasa (HN) del virus parainfluenza es ligando de NKp46 [82] y la HN del virus de la 

enfermedad de Newcastle y del virus Sendai son ligandos de NKp44 y NKp46 [81, 84]. A su 

vez, se descubrió que el reconocimiento del virus del Nilo Occidental y del virus del dengue 
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por células NK está mediado por NKp44 [85]. Respecto a ligandos bacterianos, se han 

encontrado ligandos de este tipo tanto para NKp44 como para NKp46 [86-88]. Más aún, hay 

indicios de que NKp30 y NKp46 podrían mediar el reconocimiento de Plasmodium 

falciparum, parásito causante de la malaria [89]. Respecto a los ligandos celulares, se ha 

demostrado la existencia de ligandos para NKp30, NKp44 y NKp46 en diferentes tumores 

[90-94]. Algunos de los ligandos celulares conocidos son B7-H6 y BAT3 para NKp30, PCNA 

(Proliferating cell nuclear antigen) y NKp44L para NKp44 [90, 95, 96] y vimentina para NKp46 

[88]. Asimismo, como se explicará en detalle en otra sección de esta Tesis Doctoral, NKp30 

juega un rol crucial en la interacción entre células NK y CD. Interesantemente, en los últimos 

años se han reportado ligandos tanto de NKp30 [83, 97] como de NKp44 [96] que median 

funciones inhibitorias en las células NK. Además, se ha encontrado una isoforma de NKp30 

que media funciones inhibitorias sobre las células NK en pacientes con tumores 

gastrointestinales [98]. Más allá de estos últimos hallazgos, se ha demostrado ampliamente 

el rol esencial de los NCRs en la inmunidad anti-tumoral [3]. 

Otra molécula activadora que se expresa en las células NK y participa en el 

reconocimiento de células tumorales y en la interacción entre células NK y CD es DNAM-1 

(DNAX accessory molecule-1 o CD226), que reconoce como ligandos al receptor del virus 

polio PVR (CD155) y nectina-2 (CD112) [99]. Estos mismos ligandos son reconocidos a su vez 

(y con mayor afinidad) por TIGIT y CD96 pero, a diferencia de DNAM-1, el primero 

desencadena señales que llevan a la inhibición de las células NK mientras que el segundo 

desencadena tanto señales inhibitorias como activadoras [100, 101]. Por otra parte, otros 

receptores activadores expresados por las células NK son NTB4 y 2B4 (CD244), que 

pertenecen a la familia SLAM (Signalling lymphocytic-activation molecule). Se ha demostrado 

que 2B4 cumple un rol dual pudiendo actuar también como receptor inhibitorio [64, 93]. 

Otros receptores activadores que se han identificado en las células NK son NKp80 [102, 103], 

CD2, algunos KIR que poseen colas citoplasmáticas cortas y el heterodímero CD94/NKG2C 

[55, 104]. En particular, frente a la infección con CMV se ha detectado la expansión de una 

subpoblación de células NK caracterizada por una alta expresión de NKG2C [105]. Su rol en la 

inmunidad contra este patógeno no es del todo claro [106]. Sin embargo, recientemente se 
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reportó un efecto cooperativo en la respuesta contra el CMV entre esta subpoblación de 

células NK y anticuerpos (Ac) específicos contra el virus presentes en sueros de individuos 

infectados. Este efecto fue mediado, en parte, por una elevada producción de TNF por 

células NK NKG2C
+
 incubadas con células infectadas con CMV y con los sueros inmunes 

[107]. 

Las células NK expresan adicionalmente receptores de reconocimiento de patrones 

(RRP), a través de los cuales reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PMAP), 

como ser algunos TLR (Toll like receptors) y algunos miembros de la familia NLR (NOD-like 

receptors) y RLR (Retinoic acid-inducible gene (RIG)-1-like receptors) [108, 109]. En este 

sentido, diversos estudios han demostrado respuestas funcionales de las células NK 

humanas estimuladas con ligandos de TLR-2, 3, 4, 5, 7, 8 y 9 [86, 110-114]. La mayoría de los 

estudios indican que las células NK requieren de la presencia simultánea de citoquinas pro-

inflamatorias para responder a los agonistas de TLR [115, 116]. 

Por otra parte, las células NK expresan receptores para diversas citoquinas tales 

como IL-1, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, IFN-/β Ǉ TGF-β, ĐitoƋuiŶas Ƌue juegan un rol 

crucial en la regulación de sus funciones efectoras y que se explicarán con mayor 

profundidad en otra sección de esta Tesis Doctoral [51]. Asimismo, las células NK 

CD56
bright

CD16
-
 expresan constitutivamente el receptor de alta afinidad para IL-2, compuesto 

por las cadenas IL-2R (CD25), IL-ϮRβ ;CDϭϮϮͿ e IL-2Rc (CD132), lo que les confiere una alta 

tasa de proliferación y un aumento en la sobrevida frente al estímulo con bajas dosis de IL-2 

[117]. En cambio, las células NK CD56
dim

CD16
+
 expresan el receptor de afinidad intermedia 

para esta citoquina, debido a que no expresan constitutivamente CD25 (aunque pasan a 

expresarlo luego de su activación) [118]. 

En cuanto a los receptores de quemoquinas, las células NK CD56
bright

CD16
-
 y las 

células CD56
dim

CD16
+
 presentan diferentes perfiles de expresión de estos receptores [53]. 

Las células CD56
bright

CD16
-
 expresan constitutivamente CCR7 (receptor de CCL19 y CCL21), lo 

que explica su presencia selectiva en órganos linfáticos secundarios [18] y CCR5 (receptor de 

CCL3-5). La expresión de CXCR4 (receptor de CXCL12) es compartida con las células 

CD56
dim

CD16
+
. Más aún, CXCR3 (receptor de CXCL4, 9-11) también es compartido por ambas 
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subpoblaciones de células NK, aunque se expresa en niveles más bajos en células 

CD56
dim

CD16
+
. Por otra parte, las células CD56

dim
CD16

+
 migran a tejidos inflamados gracias a 

la expresión de CX3CR1 (receptor de fractalquina), CXCR4, CXCR2 (receptor de CXCL1-3, 5, 8), 

CXCR1 (receptor de CXCL8) y ChemR23 (receptor de quemerina) [17, 119]. Además, se ha 

reportado que en presencia de IL-18 las células NK CD56
dim

CD16
+
 expresan CCR7 y por lo 

tanto migran a ganglios linfáticos, donde contribuyen con la diferenciación de los linfocitos T 

hacia un perfil de tipo T helper (Th) 1 [53, 120]. Cabe mencionar que las células 

CD56
bright

CD16
-
 también expresan receptores de quemoquinas que les permiten migrar a 

tejidos inflamados [121]. Asimismo, las células CD56
bright

CD16
-
 y bajo ciertas condiciones las 

células CD56
dim

CD16
+
 expresan CD62L, lo que les confiere capacidad de unirse a las vénulas 

del endotelio alto de los órganos linfáticos secundarios [38, 122]. 

1.3. Funciones efectoras de las células NK. 

Las células NK fueron nombradas por su capacidad de mediar citotoxicidad 

espontánea durante la respuesta inmune contra células transformadas o células infectadas. 

Sin embargo, a través de los años fue quedando en evidencia que también juegan un rol 

importante en el control de las infecciones mediante funciones no citotóxicas. Más aún, hoy 

se sabe que son críticas para el desarrollo de una respuesta adaptativa eficiente, contra las 

infecciones y contra células tumorales, a través de la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias y del diálogo recíproco que establecen con otras células del sistema inmune, 

particularmente con CD, macrófagos y células T [33]. En la figura 3 se muestran las 

principales funciones efectoras de las células NK que se explicarán con mayor detalle en las 

siguientes secciones. 
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Figura 3. Principales funciones efectoras de las células NK. Se esquematizan las principales 

funciones que desarrollan las células NK al ser activadas durante el curso de una respuesta inmune 

anti-infecciosa o anti-tumoral. CCDA, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. 

1.3.1. Secreción de citoquinas pro-inflamatorias. 

Existen evidencias que demuestran que durante una respuesta inmune frente a 

infecciones, citoquinas secretadas por los macrófagos o las CD estimulan a las células NK a 

producir citoquinas inmunorregulatorias, que son importantes en las etapas tempranas de la 

respuesta inmune. La subpoblación de células NK CD56
bright

C16
-
 sería la principal productora 

de estas citoquinas, entre las que se destacan el IFN-, TNF y GM-CSF [32]. 

Durante las infecciones virales, se ha demostrado que los IFN de tipo I ( Ǉ βͿ soŶ 

potentes inductores de la citotoxicidad y la secreción de IFN- por parte de las células NK. 

Particularmente, se ha reportado que el IFN- secretado por estas células protege de la 

infección por CMV a través de varios mecanismos que incluyen la inhibición de la replicación 

del virus en células infectadas y la inducción de resistencia de las células vecinas a la 

infección [123-126]. Recientemente, se descubrió un circuito de activación que involucra a 

las células NK y a los macrófagos. Según estos estudios, en etapas tempranas de una 

infección con MCMV los macrófagos liberan MIP-1 (CCL3) que recluta células NK. Estas, a 

su vez, secretan varias quemoquinas que reclutan un mayor número de macrófagos y 

paralelamente secretan IFN- que estimula en los macrófagos la generación de especies 
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reactivas del oxígeno y del nitrógeno (lo que potencia su actividad microbicida), induce un 

aumento en la expresión de CMH-I y estimula la producción de IL-12. Esta citoquina genera 

una mayor producción de IFN- por parte de las células NK, fenómeno que termina 

contribuyendo al montado de una respuesta adaptativa de tipo Th1 [127, 128]. Por otra 

parte, algunos estudios sugieren que el IFN- secretado por las células NK podría también 

contribuir a la protección contra los virus Influenza A y el virus Sendai [1, 129, 130]. 

En cuanto a infecciones bacterianas, se demostró in vitro que el estímulo de células 

NK con ligandos de TLR-2 y TLR-4, en presencia de citoquinas accesorias, indujo la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias [114, 116, 131]. Más aún, Esin y colaboradores 

observaron que la interacción de componentes de la pared de M. tuberculosis con TLR-2 

expresado en células NK promovió la producción de IFN- [86]. Por otra parte, las células NK 

han sido identificadas en numerosos estudios como fuente de IFN- durante infecciones con 

diversos patógenos bacterianos tales como Listeria monocytogenes [132, 133], 

Mycobacterium bovis, que constituye el Bacillus Calmette-Guérin (BCG) [134], Francisella 

tularensis [135], Chlamydia pneumoniae [136], Yersinia enterocolitica [137] y Staphylococcus 

aureus [138]. Adicionalmente, se ha demostrado que la enterotoxina B estafilocócica induce 

la secreción de IFN- por células NK [139]. 

En el contexto de infecciones parasitarias y mediante la utilización de modelos 

murinos y ensayos de depleción de diferentes poblaciones inmunes, se demostró que las 

células NK son críticas en las etapas tempranas de la inmunidad contra leishmaniasis [140]. 

Más aún, mediante la utilización de una cepa de ratones que tiene afectada la vía lítica de 

citotoxicidad de las células NK (mientras que la secreción de citoquinas no se encuentra 

alterada) se llegó a la conclusión de que el efecto protector de las células NK en esta 

enfermedad dependería de su capacidad de secretar citoquinas pro-inflamatorias más que 

de su capacidad citotóxica [141]. En concordancia con estos resultados, la cura y protección 

en humanos contra la leishmaniasis ha sido asociada a la rápida respuesta proliferativa y de 

secreción de citoquinas, en especial IFN-, por parte de las células NK [142, 143]. Además, se 

demostró que la rápida producción de IFN- por parte de las células NK durante las primeras 

horas y días de la infección con L. major es crítica para la sobrevida de los ratones infectados 
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con el patógeno [144]. Por otra parte, varios estudios (tanto in vitro como in vivo) revelaron 

que durante los primeros días de infección con T. cruzi, parásito causante del mal de Chagas, 

las células NK estimuladas con IL-12 controlan la parasitemia a través de la secreción de IFN-

 [145, 146]. Otros estudios demostraron la importancia del IFN- secretado por las células 

NK en la respuesta primaria contra Toxoplasma gondii [147-149] y Plasmodium falciparum 

[150-152]. En el caso de la infección con el parásito causante de la malaria se ha demostrado 

que tanto las células NK CD56
bright

CD16
-
 como las CD56

dim
CD16

+
 secretan altas cantidades de 

IFN- al estar en contacto con glóbulos rojos infectados [151]. Interesantemente, algunos 

estudios reportaron una actividad anti-fúngica de células NK tanto murinas como humanas 

mediada por IFN- [153, 154]. 

Es importante remarcar que en la mayoría de los trabajos citados se ha encontrado 

que, frente a una infección, la producción de IFN- por parte de las células NK es 

dependiente de la presencia de otras células del sistema inmune o de citoquinas accesorias 

(como ser IL-12, IFN de tipo I o IL-18) [123, 141, 155]. Es decir que para esta función 

efectora, las células NK requieren de al menos dos señales de activación. En este sentido, 

varios estudios demostraron que la estimulación de células NK con la combinación de 

diferentes citoquinas es suficiente para inducir la secreción de citoquinas y quemoquinas por 

parte de estas células [156-158]. Más aún, diferentes combinaciones inducen diferentes 

perfiles de secreción de factores  solubles. Por ejemplo, Fehniger y colaboradores 

estimularon células NK humanas con IL-12, IL-15 o IL-18 como único estímulo o combinadas 

de a pares, y encontraron que ninguna de ellas en forma individual estimuló 

significativamente la producción de citoquinas o quemoquinas por parte de las células NK en 

reposo. Sin embargo, el estímulo combinado de IL-15 e IL-12 indujo la secreción de IFN-, y el 

efecto estimulador fue aún mayor al estimular con IL-12 e IL-18. Además, detectaron que 

bajo estas condiciones las células CD56
bright

CD16
-
 produjeron niveles significativamente 

mayores de IFN- que las CD56
dim

CD16
+
. A su vez, observaron que la combinación de IL-15 

con IL-12 fue más potente que la combinación de IL-12 e IL-18 para estimular la producción 

de IL-10, MIP-1 (CCL3), MIP-ϭβ (CCL4) y TNF. En cambio, la combinación de IL-15 con IL-18 

fue el estímulo más fuerte para la inducción de GM-CSF [159]. Por lo tanto, la producción de 
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citoquinas por parte de las células NK parecería estar gobernada, en parte, por las citoquinas 

presentes en el sitio de inflamación. 

Comúnmente se considera que las células NK CD56
bright

CD6
-
 son las principales 

productoras de citoquinas. Sin embargo, nuevos estudios demostraron que las CD56
dim

CD16
+
 

son una fuente de producción de citoquinas y quemoquinas que se inducen de manera 

rápida luego del reconocimiento de las células blanco. Particularmente, se observó que la 

producción de quemoquinas por esta subpoblación de células NK puede ser inducida por 

bajos niveles de estimulación y ocurre de manera más rápida que la secreción de IFN- y 

TNF, que requeriría de mayores niveles de expresión de ligandos de receptores activadores 

en las células blanco [31, 160]. 

Por último, es importante mencionar que el IFN- y el TNF secretados por las células 

NK cumplen un rol crítico en la regulación de la respuesta inmune adaptativa contra 

tumores. Como se explicará con mayor detalle en la sección correspondiente a la interacción 

de células NK con otras células del sistema inmune, estas citoquinas contribuyen al perfilado 

de una respuesta adaptativa anti-tumoral de células T de tipo CD4
+ 

Th1 y CD8
+
 citotóxicas 

[161]. 

1.3.2. Citotoxicidad natural. 

La activación de las células NK luego del reconocimiento de una célula infectada o 

una célula tumoral desencadena además de la secreción de citoquinas pro-inflamatorias la 

citotoxicidad celular contra la célula blanco. Esta función efectora puede ser llevada a cabo a 

través de dos mecanismos diferentes: la vía secretoria o la vía de receptores de muerte 

celular. 

La vía secretoria involucra el establecimiento de una sinapsis inmunológica con la 

célula blanco, la polarización de gránulos líticos de las células NK hacia el sitio de contacto 

entre ambas células, y la liberación del contenido de los gránulos en la sinapsis 

inmunológica. Este proceso es finamente regulado, cuenta con varios pasos y puntos de 

control para prevenir que las células NK induzcan la muerte de células normales [162, 163]. 
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Los gránulos líticos/citotóxicos contienen diferentes componentes que terminan induciendo 

la muerte de la células blanco. Entre ellos, los más relevantes para este efecto son la 

perforina (proteína desestabilizante de membrana) y las granzimas (serinproteasas capaces 

de activar caspasas) [164]. Además, otro de los componentes es LAMP-1 (Lysosome-

associated membrane protein, CD107a) que pasa a ser expresado en la superficie celular una 

vez que se libera el contenido de los gránulos y debido a eso se utiliza usualmente como 

marcador de degranulación de las células NK [165]. Recientemente se ha demostrado que 

CD107a es esencial para el transporte de perforina a los gránulos líticos [166]. En la 

actualidad se sabe que en los gránulos citotóxicos la granzima B (una de las granzimas más 

estudiadas) forma un complejo con perforina y una tercera proteína de alto peso molecular, 

denominada serglicina, que actúa como proteína transportadora. Este complejo es liberado 

en la sinapsis inmunológica donde es endocitado por la célula blanco principalmente a través 

del receptor de manosa 6-fosfato (MPR) [167]. La internalización de estos componentes 

conduce a la formación de una vacuola de pH ácido que induce la activación de las 

perforinas, lo que lleva a que se intercalen en la membrana de la vacuola endocítica 

formando poros que permiten que las granzimas B accedan al citosol y pongan en marcha la 

cascada de activación de caspasas que induce la muerte por apoptosis de la célula blanco 

[6]. Interesantemente se ha demostrado que la granzima M, que se expresa en altos niveles 

en las células NK, tiene la capacidad de mediar la muerte de las células blancos de manera 

dependiente de perforina pero independiente de caspasas [168]. La importancia de la vía 

secretoria en la citotoxicidad mediada por células NK contra células tumorales se ha 

demostrado mediante la utilización de ratones deficientes en perforina, donde se observó 

una menor actividad citotóxica mediada por células NK y un consecuente aumento en el 

crecimiento tumoral y en el número de metástasis [169-174]. Los mismos ratones 

transgénicos fueron utilizados para investigar el rol de esta vía en la defensa mediada por 

células NK contra células infectadas por patógenos. En este sentido la protección contra la 

infección por el virus de Ebola y MCMV se perdió o se vio afectada en ratones con células NK 

Pfp
-/-

 [175-178]. Por otra parte, Lu y colaboradores observaron recientemente que las células 
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NK humanas fueron capaces de inducir la muerte de micobacterias de manera dependiente 

de Pfp [179]. 

Más aún, la relevancia de la vía secretoria ha quedado en evidencia con el 

descubrimiento de patologías humanas asociadas a defectos en perforina y/o en la 

degranulación celular (entre ellas la linfohistiocitosis hemofagocítica), donde la actividad 

citotóxica de las células NK se encuentra marcadamente reducida y, por lo tanto, los 

pacientes tienen una mayor predisposición al desarrollo de diversos tipos de cáncer 

(predominantemente hematológicos) que los individuos sanos [180-187]. 

En el segundo mecanismo de citotoxicidad, la vía de receptores de muerte celular, 

participan miembros de la familia del TNF tales como ligandos de Fas (FasL) y TRAIL (TNF-

related apoptosis-inducing ligand). Cuando estos ligandos interactúan con sus receptores 

expresados en las células blanco inducen su trimerización promoviendo la activación de una 

cascada de caspasas que llevan a la apoptosis de la célula. En humanos, se identificaron 

cinco receptores para TRAIL pero únicamente dos de ellos, TRAIL-R1 (DR-4) y TRAIL-R2 (DR-

5), son capaces de transducir señales pro-apoptóticas. Los otros tres receptores, TRAIL-R3, 

TRAIL-R4 y TRAIL-R5 (osteoprotegerin, que es un receptor soluble), carecen de dominios de 

ŵueƌte eŶ su Đola iŶtƌaĐitoplasŵátiĐa Ǉ poƌ lo taŶto fuŶĐioŶaŶ Đoŵo ƌeĐeptoƌes ͞decoy͟ 

secuestrando a TRAIL. De esta forma evitan su reconocimiento por parte de DR-4 y DR-5 

inhibiendo el gatillado de las señales apoptóticas [6]. Diversos estudios demostraron la 

importancia de TRAIL en la protección mediada por células NK contra el desarrollo y 

metástasis de diferentes tumores [188-190]. Además, se ha reportado que los IFN de tipo I 

(/βͿ seĐƌetados poƌ Đélulas iŶfeĐtadas ĐoŶ diǀeƌsos ǀirus aumentan la expresión de TRAIL 

en células NK, aumentando su capacidad citotóxica y frenando, de esta manera, la 

replicación de los virus [191]. Por otra parte, se ha observado tanto in vitro como in vivo que 

la expresión de FasL en células NK contribuye a la citotoxicidad contra células que expresan 

el receptor Fas (CD95) [6, 192]. Muchas células tumorales no expresan de manera 

constitutiva Fas, sin embargo, se ha demostrado que las células NK inducen un aumento en 

su expresión que sería dependiente del contacto celular e independiente de IFN- [193]. Las 

vías de citotoxicidad conocidas de las células NK se esquematizan en la figura 4. 
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Figura 4. Mecanismos citotóxicos de las células NK. Las células NK cuentan con dos vías conocidas a 

través de las cuales inducen la muerte de las células blanco. La vía secretoria involucra la liberación 

del contenido de los gránulos citotóxicos (perforinas y granzimas) al espacio intercelular. El receptor 

de manosa 6-fosfato (MPR) endocita el complejo formado por perforina-granzima-serglicina. Dentro 

de la vesícula endocítica la perforina se activa por cambios de pH y desestabiliza la membrana de la 

misma. De esta manera las granzimas acceden al citosol donde desencadenan la apoptosis, 

dependiente y/o independiente de caspasas, de la célula blanco. La vía de receptores de muerte 

celular involucra a TRAIL y FasL, miembros de la familia de TNF, cuya expresión en células NK es 

regulada por activación. Estos ligandos son importantes mediadores de la apoptosis dependiente de 

caspasas de las células blanco, evento que ocurre cuando interactúan con los receptores Fas, DR-4 o 

DR-5. La figura fue tomada de [6]. 

Se ha estudiado ampliamente la importancia de la citotoxicidad de las células NK 

como mecanismo de defensa contra diversas infecciones y tumores, y los receptores 

involucrados en el reconocimiento de las células blanco [194-198]. Quizás la evidencia más 

notoria de la relevancia de esta función efectora se pone de manifiesto en los mecanismos 

de evasión adquiridos por células tumorales y patógenos para evitarla. Los mecanismos más 

comunes de evasión de las células tumorales son la inhibición de la expresión de ligandos de 

receptores activadores, el aumento en la expresión de ligandos de receptores inhibitorios y 

la inducción de cambios en la expresión de receptores activadores e inhibitorios en las 

células NK [199-201]. Por otra parte, el ejemplo de CMV pone en evidencia la importancia de 
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la acción de las células NK en la defensa contra infecciones virales. Como mecanismo de 

escape del reconocimiento mediado por células T el CMV inhibe la expresión de las CMH-I en 

las células infectadas impidiendo la correcta presentación antigénica [202]. La ausencia de 

CMH-I en membrana convierte a las células infectadas en potenciales blanco para la acción 

citotóxica de las células NK. Por este motivo, el virus desarrolló diversas estrategias para 

escapar del reconocimiento por parte de estas células, entre ellas la expresión de UL18. Esta 

glicoproteína viral tiene cierta homología con la porción extracelular de la CMH-I y se une al 

receptor inhibitorio ILT-2 de las células NK previniendo su activación [203]. Otra de las 

estrategias involucra la disminución de la expresión de ligandos de receptores activadores. 

En este sentido se ha demostrado que la infección con el CMV humano induce la retención 

en retículo endoplásmico de MICA y ULBP (ligandos del receptor activador NKG2D) en las 

células infectadas [204, 205]. Además, el virus induce la retención intracelular de CD155 y la 

degradación a través del proteasoma de CD112, ambos ligandos del receptor DNAM-1 [206, 

207]. Más aún, se ha demostrado que la glicoproteína viral UL141 se une a los receptores 

TRAIL DR, promoviendo la retención intracelular de los mismos y, de esta manera, 

impidiendo la lisis mediada por TRAIL de las células infectadas por CMV [208, 209]. 

1.3.3. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA). 

En los últimos tiempos varios Ac monoclonales (AcMo) fueron aprobados para su uso 

en terapias contra el cáncer. La Inmunoglobulina G (IgG) es el isotipo de anticuerpo más 

utilizado en las inmunoterapias y estos AcMo ejercen sus efectos anti-tumorales a través de 

varios mecanismos, entre los cuales la CCDA es uno de los más importantes [210]. 

La CCDA es un mecanismo inmune en el que células de la inmunidad innata inducen 

la muerte de células recubiertas con Ac. Para que esto ocurra, es necesario que la porción Fc 

de los mismos sea reconocida por el receptor (FcR) presente en la célula efectora [211]. 

Existen varios receptores para la porción Fc de las IgG (FcR) que se expresan prácticamente 

en todas las células hematopoyéticas salvo en las células T (con la excepción de una 

subpoblación de células T de memoria). En la mayoría de los casos las células co-expresan 
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FcR activadores e inhibitorios, permitiendo que el balance entre las señales recibidas a 

través de ellos determine la respuesta celular. El receptor activador FcRIIIa (CD16) es el que 

media la CCDA y se encuentra altamente expresado en las células NK CD56
dim

CD16
+
. Además 

se expresa en otras células inmunes como macrófagos y neutrófilos. Los macrófagos 

fagocitan las células tumorales recubiertas con AcMo y liberan óxido nítrico, especies 

reactivas del oxígeno y proteasas [211, 212]. Por otra parte, varios estudios sugieren que los 

neutrófilos ejercen su CCDA principalmente a través del receptor de IgA (FcRI, CD89) y no 

CD16 [213-215]. Notablemente, las células NK son las únicas que no expresan 

simultáneamente el receptor inhibitorio FcIIb (CD32), y por lo tanto se ha demostrado que 

son las principales mediadoras de la CCDA (Figura 5) [216]. 

 

Figura 5. CCDA por células NK durante el tratamiento con AcMo terapéuticos. A) Sin la terapia con 

AcMo las células NK del paciente con cáncer son tolerantes a las células sanas y también a las células 

tumorales si las señales recibidas por los ligandos de receptores activadores expresados en la célula 

maligna no superan las señales recibidas a través de los receptores inhibitorios. B) Frente al 

tratamiento con AcMo específicos contra antígenos asociados a tumor (TAA) o antígenos específicos 

de tumor (TSA), la señal recibida a través del FcRIIIa cuando éste se une a la porción Fc de los AcMo 

unidos a los TAA (tanto en célula sana como tumoral) o TSA (únicamente en célula tumoral) supera 

las señales inhibitorias. Esto lleva a la activación de las células NK y a la CCDA mediada por la 

liberación de los gránulos citotóxicos que contienen perforinas y granzimas, que inducen la apoptosis 

de las células recubiertas con AcMo. La figura fue tomada y modificada de [216]. 
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Cuando las células NK se activan a través de CD16 inducen la muerte de la célula 

blanco a través de alguna de las vías de citotoxicidad previamente descriptas, 

principalmente la vía secretoria [216]. 

Se ha encontrado que existen dos alelos diferentes de FcRIIIa en humanos. Este 

polimorfismo no afecta los niveles de expresión del receptor CD16 en las células NK pero se 

ha visto que unen IgG1 con diferente afinidad, lo que está asociado a una mejor respuesta 

clínica al tratamiento con algunos AcMo [217]. Asimismo, Rituximab (AcMo contra CD20), 

Trastuzumab (AcMo contra Her2/Neu) y Cetuximab (AcMo contra EGFR, Epidermal growth 

factor receptor) son ejemplos de AcMo que actualmente se usan en la clínica en varios 

países (incluído la Argentina) y cuyo éxito se debe, al menos en parte, a la CCDA mediada por 

células NK [218-220]. El Rituximab se aprobó para el tratamiento de diferentes neoplasias de 

células B, como ser linfomas de células B no-Hodgkin CD20
+
, linfomas no-Hodgkin foliculares 

CD20
+ 

y leucemia linfocítica crónica. El Trastuzumab se aprobó para el tratamiento de 

pacientes con cáncer de mama Her2
+
 y el Cetuximab para pacientes con cáncer colorectal y 

carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello [216]. 

1.3.4. Regulación de la respuesta inmune: diálogo recíproco con CD. 

La intensidad y la calidad de la respuesta citotóxica y de secreción de citoquinas por 

parte de las células NK dependen del microambiente de citoquinas presentes durante su 

activación y del contacto con otras células del sistema inmune, tales como células T, 

macrófagos y CD. Los IFN de tipo I, IL-12, IL-15 e IL-18 son las principales citoquinas 

activadoras de las funciones efectoras de las células NK y son primordialmente producidas 

por los macrófagos y las CD [12]. También se sabe que IL-2 promueve la proliferación, 

sobrevida, citotoxicidad y la producción de citoquinas por células NK y, en humanos, se ha 

demostrado que las células T de ganglios linfáticos secundarios son las principales células 

productoras de la IL-2 que activa a las células NK [221, 222]. Otra citoquina que regula sus 

funciones efectoras es el TGF-β producido por las células T regulatorias, que exhibe 

funciones inhibitorias [223, 224]. Resulta importante remarcar que la interacción de las 
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células NK con otras células del sistema inmune es bidireccional, es decir, también tiene 

consecuencias para las otras células. Por ejemplo, se ha demostrado que las células NK 

pueden inducir la apoptosis de células T activadas, y en el proceso están involucrados 

NKG2D, LFA-1 y la vía de TRAIL [225-227]. La interacción de las células NK con los macrófagos 

estimula en las primeras la proliferación, secreción de citoquinas, aumento en la expresión 

de receptores activadores y la citotoxicidad contra células blanco. Por otra parte, las células 

NK inducen la diferenciación de monocitos a CD en sitios de infección [228]. A su vez, se 

observó que las células NK inducen la muerte de los macrófagos M0 y M2 (generados 

particularmente en microambientes tumorales), pero no de los M1 debido a que éstos 

expresan altos niveles de MHC clase I [14, 229]. Asimismo, se ha observado en estudios in 

vitro que células NK humanas inducen la apoptosis de neutrófilos a través de un mecanismo 

dependiente de FasL y de NKp46 [230]. Por lo tanto, la regulación negativa de las células NK 

sobre algunas células del sistema inmune podría explicar el rol protector de estas células en 

algunas enfermedades autoinmunes [12]. 

Probablemente la interacción de las células NK con las CD, que puede ocurrir tanto en 

órganos linfáticos secundarios como en los sitios de inflamación, es la más relevante o al 

menos la más estudiada de las células NK. Las CD se encuentran en sangre periférica y en 

prácticamente todos los tejidos incluyendo órganos linfáticos y tejidos no linfáticos. Esto les 

permite durante una infección entrar rápidamente en contacto con los patógenos y sus 

productos así como también con señales de estrés derivadas de células en proceso de 

muerte celular (Patrones moleculares asociados a daño, DAMPs) o de transformación 

maligna. Luego de endocitar antígenos y sensar señales, las CD comienzan un proceso de 

maduración y migración a ganglios linfáticos secundarios donde estimulan y propagan una 

respuesta inmune efectiva mediante la activación de células T, a través de la presentación 

antigénica, expresión de moléculas co-estimulatorias y secreción de citoquinas y 

quemoquinas. Si las CD migran a ganglios linfáticos secundarios sin completar su maduración 

(sin expresar niveles suficientes de CMH o moléculas co-estimulatorias) pueden inducir una 

respuesta inmune adaptativa deficiente o de tipo tolerogénica. En los últimos años se 

descubrió que las células NK juegan un rol crucial en prevenir o regular la magnitud de las 
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señales tolerogénicas a tƌaǀés del feŶóŵeŶo deŶoŵiŶado ͞ediĐióŶ de CD͟, Ƌue ĐoŶsiste en 

la inducción de la muerte de las CD inmaduras (CDi), la inducción de su 

maduración/activación y la modulación de su maduración de forma tal de promover la 

generación de una respuesta inmune adaptativa de tipo Th1 y citotóxica eficiente (Figura 6) 

[231]. 

 

Figura 6. RegulaĐióŶ de la iŶŵuŶidad adaptativa por Đélulas NK a través del feŶóŵeŶo de ͞ediĐióŶ͟ 
de las CD. A) Cuando hay altas relaciones de células NK respecto a CDi, las células NK activadas 

inducen la muerte por apoptosis de las CD por un mecanismo que involucra a TRAIL y a los 

receptores NKp30, NKp46 y DNAM-1 en las células NK y baja expresión de CMH-I y HLA-E (ligandos de 

receptores inhibitorios) en la CDi. B) A bajas relaciones células NK/CDi las células NK promueven la 

maduración de las CDi a través de la secreción de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-, TNF y 

GM-CSF, que inducen un aumento en la expresión de moléculas co-estimulatorias (CD83, CD86) y 

CMH en las CDi. La maduración de las CD induce su migración a ganglios linfáticos, debido al 

aumento en la expresión de CCR7. C) Dentro de los órganos linfáticos secundarios las CD, activadas 

por las células NK, inducen el desarrollo de una respuesta citotóxica mediada por linfocitos T CD8
+
 y, 

a través de la secreción de IL-12, la diferenciación de los linfocitos T CD4
+
 hacia un perfil de tipo Th1. 

De esta manera las células NK contribuyen al desarrollo de una respuesta adaptativa eficiente. La 

figura fue tomada y modificada de [231]. 
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En este sentido se ha observado que cuando las células NK activadas se encuentran 

con CD que no expresan suficientes niveles de CMH-I, no reciben suficientes señales 

inhibitorias y por lo tanto inducen la muerte de las CDi a través de un mecanismo que 

involucra a NKp30, DNAM-1 y TRAIL [232-234]. Además, parecería ser que las células 

encargadas de este efecto serían una subpoblación de células NK que expresan el marcador 

CD94/NKG2A [235]. Más aún, este proceso parecería depender de la relación entre el 

número de células NK y CD, de forma tal que una alta relación favorecería la inducción de la 

muerte de las CDi, mientras que una baja proporción de células NK activadas respecto a las 

CDi promovería su maduración/activación. Este efecto sería llevado a cabo por contacto 

directo entre las células y por la liberación por parte de las células NK activadas de 

citoquinas tales como IFN- y TNF que llevarían al aumento de la expresión de las moléculas 

del CMH y de moléculas co-estimulatorias en las CD [231, 236, 237]. Asimismo, se ha 

demostrado que a través de la liberación de citoquinas durante la interacción con CD, las 

células NK modulan el tipo de respuesta adaptativa que se monta, tanto contra tumores 

como contra patógenos [238]. En este sentido se observó que el IFN- secretado por células 

NK estimula en las CD la producción de niveles de IL-12 suficientes para inducir la 

diferenciación de los linfocitos T naive hacia un perfil Th1 [239]. A su vez, la IL-12 secretada 

por CD potencia la liberación de IFN- por células NK, lo que contribuye aún más a la 

generación linfocitos Th1 [11, 236, 240, 241]. Por otra parte, el IFN- secretado por las 

células NK luego del reconocimiento de células tumorales es crítico para la generación de 

linfocitos T citotóxicos (LTc) específicos contra los tumores, y se ha demostrado que 

promueve la generación de LTc de memoria sin la necesidad de ayuda por parte de células T 

CD4
+
 [13, 161, 242, 243]. Es importante mencionar que para que las células NK lleven a cabo 

esta modulación de la respuesta inmune adaptativa requieren de al menos dos señales 

activadoras, una de las cuales suele ser la estimulación por parte de alguna citoquina pro-

inflamatoria secretada por macrófagos o CD [8].  

Entre las citoquinas secretadas por las CD luego de su activación y que gatillan las 

funciones efectoras de las células NK, se encuentran la IL-12 (que debido a su relevancia en 

la fisiología de las células NK se verá en una sección aparte), IL-15 e IL-18. Particularmente IL-
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18 es miembro de la familia de citoquinas de IL-1 y, de forma similar a lo que ocurre con IL-

ϭβ, es geŶeƌada a paƌtiƌ de uŶ pƌeĐuƌsoƌ iŶaĐtiǀo poƌ aĐĐióŶ de Đaspasa-1. Además, se la ha 

encontrado como proteína de membrana, pero esta forma también requiere de caspasa-1 

para adquirir su forma activa [244]. IL-18 es producida rápidamente por CD y macrófagos 

durante infecciones agudas y se vio que aumenta la secreción de IFN-, la citotoxicidad y la 

sobrevida de las células NK [245-247]. Recientemente se descubrió que IL-18 aumenta la 

CCDA de las células NK humanas contra células Raji recubiertas con Rituximab [248]. 

Asimismo, se demostró que el estímulo combinado de IL-18 e IL-12 induce la proliferación de 

las células NK y que IL-18 posee un efecto sinérgico con IL-12 para la producción de IFN-, 
debido a uŶ efeĐto de ͞priming͟ de IL-18 para IL-12 [249, 250]. Más aún, en ratones se 

observó que IL-18 es liberada por las CD en la sinapsis inmunológica que establecen con 

células NK [251]. Interesantemente, Mailliard y colaboradores demostraron que IL-18 induce 

la expresión de CCR7 en células NK CD56
dim

CD16
+
, lo que les confiere una mayor respuesta 

migratoria en respuesta a quemoquinas producidas en ganglios linfáticos. Adicionalmente, 

observaron una producción diez veces mayor de IL-12 por CDm estimuladas con CD40L al ser 

co-cultivadas con células NK pre-tratadas con IL-18, demostrando que esta citoquina 

participa en la inducción de una respuesta adaptativa de tipo Th1 por células NK [120]. 

En cuanto a IL-15, además del rol durante la ontogenia de las células NK mencionado 

previamente, se ha demostrado que tiene varias propiedades compartidas con IL-2, tales 

como la inducción de proliferación (principalmente de la subpoblación de células NK 

CD56
bright

CD16
-
), la estimulación de la sobrevida de las células NK a través de un aumento en 

la expresión de bcl-2, y el aumento de la capacidad citotóxica de estas células [252, 253]. 

Asimismo, se observó en modelos murinos que IL-15, que es transpresentada por las CD a las 

células NK unida a la subunidad  del receptor de IL-15, es necesaria para pre-estimular a las 

células NK de forma tal que puedan responder adecuadamente al recibir una segunda señal 

activadora [254, 255]. Además, actuando en forma autócrina y parácrina, IL-15 induce un 

aumento en la expresión de MICA en las CD, que al asociarse a NKG2D en las células NK 

humanas promueve su actividad citotóxica y la liberación de citoquinas [252]. El rol crítico de 

IL-15 en la interacción entre CD o macrófagos y células NK humanas se corroboró con 
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ensayos de bloqueo de esta citoquina durante co-cultivos donde, al impedir la acción de IL-

15, se observó una disminución significativa en los niveles de IFN- producidos por las células 

NK [256, 257]. 

2. Familia de citoquinas de IL-12. 

La familia de citoquinas de IL-12 está conformada por IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35 y una 

de sus características más distintivas es que son citoquinas heterodiméricas, donde una de 

las subunidades es compartida con algún otro miembro de la familia [258]. IL-12, la citoquina 

prototípica de la familia, está compuesta por p35 y p40 unidas por un puente disulfuro [259]. 

Esta citoquina comparte la subunidad p40 con IL-23, que se forma por la unión de esta 

cadena con p19 a través de un puente disulfuro [260]. Por otra parte, la cadena Ebi-3 

(Epstein-Barr virus induced gene-3) unida con p28 forma IL-27, mientras que si se une con 

p35 forma IL-35 [261]. Los miembros de la familia de IL-12 también comparten con otra de 

las citoquinas de la familia alguna de las cadenas de los receptores heterodiméricos a través 

de los que señalizan. IL-12 señaliza a través de un receptor compuesto por  las cadenas IL-

ϭϮRβϭ e IL-ϭϮRβϮ. La pƌiŵeƌa es ŶeĐesaƌia paƌa la uŶióŶ de alta afiŶidad de la ĐitoƋuiŶa, 

mientras que la segunda es la encargada de la transducción de señales. La cadena IL-ϭϮRβϭ 

además forma parte del receptor de IL-23 asociándose con la cadena IL-23R. De forma 

similar a lo que ocurre con IL-12, IL-ϭϮRβϭ es la ĐadeŶa eseŶĐial paƌa el ƌeĐoŶoĐiŵieŶto de la 

citoquina, mientras que IL-23R es la necesaria para la transducción de señales [262]. En el 

caso de IL-27, el receptor a través del cual señaliza está compuesto por gp130 (CD130) e IL-

27R (WSX-1) [263]. En cambio, el receptor de IL-35 está formado por las cadenas gp130 

(CD130) e IL-ϭϮRβϮ. IŶteƌesaŶteŵeŶte, se desĐuďƌió ƌeĐieŶteŵeŶte Ƌue IL-35 también 

puede señalizar a través de los homodímeros IL-ϭϮRβϮ/ IL-ϭϮRβϮ Ǉ gpϭϯϬ/gpϭϯϬ [258].  

Respecto a la señalización que se inicia cuando las citoquinas se unen a sus 

respectivos receptores, se observó que IL-12 induce la fosforilación de Jak2 (Janus associated 

kinase 2) y de Tyk2 (Tyrosine kinase 2). Además, se ha reportado activación de STAT (Signal 
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transducer and activator of transcription)-1, STAT-3, STAT-4 o STAT-5 frente al estímulo con 

IL-12. Sin embargo, varios estudios sugieren que STAT-4 sería el más crítico para las 

respuestas biológicas inducidas por esta citoquina. Por otra parte, IL-23 activa vías de 

señalización similares a las de IL-12, fosforilando Jak2, Tyk2 y los mismos STATs, pero para 

esta citoquina la activación de STAT-3 sería la más relevante. En cambio, IL-27 señaliza a 

través de Jak1 y Jak2, lo que resulta en la fosforilación de STAT-1, STAT-2, STAT-3 y STAT-5. 

La activación de STAT-1 y de STAT-3 serían las más importantes para las funciones biológicas 

de IL-27. Por último, IL-35 fosforila STAT-1 y STAT-4, que heterodimerizan y de esa forma 

regulan la transcripción de diversos genes (Figura 7). Es importante mencionar que tanto 

para IL-12 como para IL-23 e IL-27 se observó activación de diferentes STATs según el tipo 

celular o en diferentes condiciones. Esto podría explicar los diferentes efectos que tiene 

cada una de las citoquinas sobre diversas células inmunes o sobre la misma célula en 

diferentes estados de activación que, como se verá más adelante, en algunos casos pueden 

llegar a ser opuestos [258, 264]. 

 

Figura 7. Familia de citoquinas de IL-12. Se presentan los miembros de la familia de citoquinas de IL-

12 detallando las subunidades que componen cada una de las citoquinas, los receptores a través de 

los cuales señalizan, y las proteínas JAK-STAT más relevantes, encargadas de la transducción de 

señales una vez que la citoquina se une a su receptor específico. La figura fue tomada y modificada 

de [258]. 
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Las células presentadoras de antígeno (CPA) son las principales productoras de IL-12, 

IL-23 e IL-27 en respuesta a estímulos microbianos y a estímulos provenientes de otras 

células inmunes, como ser ligandos de TLR e IFN, respectivamente. Debido a que los 

diferentes TLR utilizan distintas proteínas adaptadoras que inducen diferentes programas 

génicos, la síntesis de los miembros de la familia de IL-12 puede ser regulada 

diferencialmente río abajo de los TLR. De hecho, se han encontrado importantes diferencias 

en el control transcripcional de los genes que codifican para las distintas subunidades que 

componen las citoquinas de la familia de IL-12 según el ligando de TLR utilizado para la 

estimulación de monocitos, macrófagos o CD. Por lo tanto, la proporción de IL-12, IL-23 e IL-

27 durante el curso de una respuesta inmune varía, en parte, en función de la naturaleza del 

ligando reconocido por las CPA [265]. 

En cuanto a IL-35, es producida principalmente por células T regulatorias (Treg) tanto 

activadas como en estado de reposo, aunque recientemente se descubrió que las células B 

también pueden producirla. Esta citoquina parecería ser la única de la familia que no es 

producida por CD. Aunque varios de los efectos biológicos de IL-35 permanecen 

desconocidos, se ha demostrado que esta citoquina inhibe in vitro la proliferación de las 

células T efectoras. Más aún, in vivo se observó que la pérdida de expresión de IL-35 reduce 

la capacidad supresora de las células Treg. A su vez, IL-35 induce el desarrollo de una 

poďlaĐióŶ de Đélulas Tƌeg deŶoŵiŶada ͞iTƌϯϱ͟ Ƌue supƌiŵe a tƌaǀés de la seĐƌeĐióŶ de IL-35 

pero no expresa Foxp3, IL-10 ni TGF-β. Vaƌios estudios sugieren que IL-35 tiene un rol 

inmunomodulador en varias enfermedades [258, 266, 267]. 

2.1. IL-12. 

IL-12 fue identificada por su capacidad de inducir la producción de IFN- y la 

citotoxicidad de las células NK, por lo que se la denominó inicialmente NKSF (Natural killer 

stimulating factor) [259]. Poco tiempo después se descubrió que también induce la 

producción de IFN- y la citotoxicidad de células T CD8
+
. Luego, se descubrió que IL-12 juega 

un rol central en la diferenciación de células T naive hacia un perfil efector de tipo Th1 
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productor de IFN-, con lo que quedó establecido que IL-12 cumple un rol primordial en el 

desarrollo de la inmunidad celular. Hoy en día se sabe que IL-12 también puede actuar sobre 

células Th1 ya diferenciadas aumentando aún más la producción de IFN-. Además, como se 

mencionó previamente, IFN- induce un aumento en la secreción de IL-12, lo que lleva a una 

retroalimentación positiva debido a que esta citoquina actúa sobre células T y células NK 

generando una mayor producción de IFN- que estimula una mayor secreción de IL-12 por 

parte de CD y macrófagos. La interacción de CD con células T CD4
+
 activadas, a través de 

CD40-CD40L, también induce la producción de IL-12 por parte de las CPA. Esta 

retroalimentación positiva es esencial para que se genere una respuesta adaptativa de tipo 

Th1 eficiente. Por otra parte, la producción de IL-12 es regulada negativamente por IL-4, IL-

10, IL-11, IL-13, IFN de tipo I y TGF-β. El ƌol ĐƌítiĐo de IL-12 en el perfilado de una respuesta 

Th1 se determinó mediante estudios in vivo e in vitro con IL-12 recombinante, mediante la 

utilización de AcMo específicos contra la citoquina y mediante el empleo de ratones 

genéticamente deficientes en IL-12p40, IL-12p35, IL-ϭϮRβϭ, IL-ϭϮRβϮ Ǉ “TAT-4. Más aún, 

mediante la utilización de modelos infecciosos se observó que la remoción de patógenos 

intracelulares, la lisis de las células infectadas por parte de las células NK y la inducción de 

una potente respuesta bactericida por parte de los macrófagos en muchos casos es 

estrictamente dependiente de IL-12. Además, ambas cadenas del receptor de IL-12 se 

expresen tanto en células NK como en células T y en CD. En células T en reposo se expresan 

en bajos niveles pero la activación de las células induce un aumento en su expresión. 

Consistentemente con el rol de IL-12 en la promoción de respuestas de tipo Th1, se ha 

demostrado que IFN- aumenta la actividad de T-bet que a su vez induce un aumento en la 

expresión de IL-ϭϮRβϮ Ƌue peƌŵite uŶa ŵaǇoƌ ƌespuesta de las Đélulas Thϭ a IL-12. 

Contrariamente IL-4, que es la citoquina crítica para un perfilado hacia Th2, disminuye la 

expresión de IL-ϭϮRβϮ haĐieŶdo ŵeŶos ƌespoŶdedoƌas a las Đélulas ThϮ al efeĐto de IL-12 

[264, 268, 269]. 

Entre las citoquinas que secreta la CD durante la interacción con las células NK, IL-12 

parecería ser una de las más relevantes, como lo sugieren diversos estudios realizados con 

células NK tanto humanas como de ratones. Particularmente se ha observado que en 
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combinación con otras señales activadoras induce fuertemente la secreción de IFN- y la 

proliferación de las células NK. Más aún, varios reportes indicarían que como único estímulo 

IL-12 no es suficiente para desencadenar la producción de IFN-, pero que estimula la 

secreción de altas concentraciones de IFN- en combinación con otras citoquinas pro-

inflamatorias tales como IL-2, IL-15 o IL-18 [159, 253, 270]. Asimismo, se observó en algunos 

casos que la respuesta de IFN- de las células NK estimuladas con ligandos de TLR3 y TLR7/8 

fue dependiente de IL-12 [111, 113]. También se demostró que esta citoquina es importante 

para la defensa mediada por células NK contra infecciones virales y patógenos intracelulares 

como Toxoplasma gondii y Leishmania major, nuevamente, a través de la inducción de IFN- 
y, para el último, también a través de la inducción de una respuesta citotóxica contra las 

células infectadas [123, 125, 140, 149, 271, 272]. A su vez, se encontró que IL-12 induce la 

actividad anti-tumoral y anti-metastásica de las células NK de manera dependiente de 

perforina [171, 273], y contribuye a la inhibición de la angiogénesis a través de la activación 

de la citotoxicidad de estas células contra células endoteliales [274]. 

El potencial terapéutico de IL-12 se ha investigado en numerosos modelos 

cancerígenos preclínicos. La función protectora de IL-12 quedó en evidencia en ratones 

deficientes en IL-ϭϮRβϮ, deďido a Ƌue desaƌƌollaŶ tuŵoƌes espoŶtáŶeos ĐoŶ uŶa fƌeĐueŶĐia 

mayor que los ratones que tienen la vía de IL-12 intacta y los tumores trasplantados 

adquieren un volumen mayor [275]. Además, la sobreexpresión de IL-12 en células 

tumorales de diversos tipos (melanoma, gliomas, carcinoma de colon, adenocarcinoma de 

mama) lleva a una reducción en la tasa de crecimiento del tumor [267, 276, 277]. 

Interesantemente, las células inmunes responsables del rechazo tumoral en cada caso son 

diferentes, pero incluyen a las células T CD8
+
 citotóxicas, células T CD4

+
 y células NK. La 

inhibición del crecimiento tumoral por IL-12 es dependiente de la dosis, del tipo de tumor y 

del momento en que se administra, siendo más potente a tiempos tempranos luego de la 

inoculación de las células tumorales y menos eficiente cuando el tumor ya está establecido 

[267]. Los resultados obtenidos con IL-12 en estudios preclínicos justificaron su traslado a la 

clínica. Sin embargo, el uso de IL-12 en forma sistémica en ensayos clínicos resultó en 

severos efectos adversos en los pacientes con cáncer tratados [278]. Asimismo, con la 
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excepción de algunas enfermedades oncohematológicas, no hubo mejoras notorias en la 

respuesta clínica, aun cuando se utilizó IL-12 en combinación con otras terapias. Estudios 

preclínicos más recientes demostraron un efecto superior de IL-12 cuando es administrada 

localmente o de manera intratumoral que en forma sistémica. Por lo tanto, actualmente 

varias compañías farmacéuticas y biotecnológicas están desarrollando nuevas vías de 

administración de IL-12, tales como el empleo de plásmidos que codifican para IL-12 y 

electroporación directa en lesiones cancerígenas de la piel, o ensayos clínicos basados en la 

vehiculización de estos plásmidos mediante la utilización de nanopartículas. Otro ensayo 

clínico en fase I está evaluando la eficacia del tratamiento con un compuesto sintético 

formado por dos moléculas de IL-12 asociadas a un AcMo IgG1 contra ADN humano, que 

permitiría dirigirlo a regiones necróticas del tumor [267, 269]. 

2.2. IL-23. 

Inicialmente, cuando se descubrió la existencia de IL-23, los primeros reportes 

indicaron que sus efectos eran muy similares a los de IL-12, induciendo IFN- y promoviendo 

la generación de una respuesta adaptativa de tipo Th1 [260], pero que ambas citoquinas se 

diferenciaban en cuanto a que IL-23 actuaba principalmente sobre células T activadas, 

mientras que IL-12 actuaba tanto sobre estas células como sobre células T naive [279]. Sin 

embargo, en ausencia de IL-23 la producción de IFN- y la diferenciación hacia Th1 eran 

normales, lo que indicaba que IL-23 podía tener un efecto sinérgico junto con IL-12 para una 

máxima inducción de Th1, pero no era esencial para que ocurriera la diferenciación. Con el 

tiempo, fue quedando claro que la característica principal de IL-23 es su capacidad de inducir 

la sobrevida, la expansión y la activación de los linfocitos Th17 [280]. Estas células se 

caracterizan por producir altas concentraciones de IL-17, citoquina pro-inflamatoria que 

actúa sobre células estromales, epiteliales, endoteliales y monocitos, induciendo la secreción 

de mediadores pro-inflamatorios como IL-8, CXCL1, TNF y GM-CSF que promueven un 

reclutamiento rápido de neutrófilos, necesario para el control de infecciones agudas. En este 

contexto, se ha identificado a IL-17 como uno de los responsables de la producción de 
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pequeños péptidos antimicrobianos por parte de queratinocitos. Además, IL-17 ha sido 

asociada con la regulación de las uniones estrechas que forman la barrera intestinal [281]. 

Más aún, varios reportes establecieron que IL-17 tiene un rol importante en la resistencia 

frente a la infección con Klebsiella pneumoniae, y estudios in vitro demostraron que CD 

pulsadas con este patógeno producen IL-23, que lleva a la secreción de IL-17 por parte de 

células T CD4
+
 y CD8

+
. Asimismo, cuando ratones deficientes en el receptor de IL-17 son 

desafiados con T. gondii tienen una respuesta de neutrófilos disminuida y una carga 

parasitaria mayor que los ratones que tienen intacta la vía de IL-17. Sin embargo, infecciones 

en ratones deficientes en IL-23 (IL-23p19
-/-

) no poseen defectos en la respuesta aguda frente 

al parásito, mientras que la administración de IL-23 resulta en un aumento de la resistencia a 

la toxoplasmosis. Por lo tanto, el mecanismo a través del cual IL-23 participa de la resistencia 

frente a T. gondii no es tan claro. En vez de mediar la producción de IL-17, en este caso, IL-23 

podría estar induciendo la secreción de otras citoquinas tales como IL-6 o TNF que 

promueven la resistencia a este patógeno intracelular [282]. En concordancia con esta idea, 

otros investigadores detectaron que la administración de IL-23 en animales deficientes en IL-

12/IL23-p40 recupera la inmunidad contra Mycobacterium tuberculosis, pero de manera 

independiente del desarrollo de una respuesta mediada por IL-17 [283]. 

A pesar de la importancia del eje IL-23/IL-17 para el control de infecciones agudas, la 

producción desregulada de IL-17 es patológica debido a que causa la destrucción de tejidos 

por una respuesta inmune inflamatoria exacerbada. De hecho, en tejidos blanco de diversas 

enfermedades autoinmunes (esclerosis múltiple, artritis reumatoidea y psoriasis) se 

encontraron niveles elevados de IL-17 [264]. Asimismo, ratones deficientes en IL-23p19 o IL-

23p40 son resistentes a la EAE (Encefalomielitis autoinmune experimental, modelo murino 

de la esclerosis múltiple) y la administración de AcMo contra IL-23p19 inhibe la producción 

de IL-17 y consecuentemente el desarrollo de la enfermedad [284]. En psoriasis, tanto 

estudios con modelos murinos como estudios clínicos apuntan al eje IL-23/IL-17 como el más 

relevante para la patogénesis de la enfermedad. La inyección intradérmica de IL-23 en 

ratones es suficiente para inducir una inflamación de la piel similar a la que se observa en 

psoriasis, y las citoquinas IL-17A, IL-17F e IL-22 (cuya secreción es inducida por IL-23) fueron 
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identificadas como moduladoras esenciales de la inflamación asociada a psoriasis. Además, 

en las lesiones psoriáticas los transcriptos de las cadenas que componen IL-23 (p19 y p40) se 

encuentran altamente expresados. Por otra parte, en modelos murinos de desórdenes 

inflamatorios gastrointestinales, como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, y en 

pacientes con enfermedad inflamatoria del intestino, IL-12 e IL-23 se encuentran 

aumentadas. Asimismo, en pacientes con artritis reumatoidea se encontró una correlación 

entre las células Th17 y el inicio y severidad de la enfermedad, mientras que ratones 

deficientes en IL-23 (IL-23p19
-/-

) son resistentes al desarrollo de CIA (artritis inducida por 

colágeno, modelo murino de artritis reumatoidea). Debido a la importancia de IL-23 en 

modelos pre-clínicos de autoinmunidad por su capacidad de polarizar las células T hacia un 

perfil patogénico, esta citoquina está siendo utilizada actualmente como blanco de terapias 

autoinmunes en varios estudios clínicos [267]. 

Curiosamente, el rol del eje IL-23/IL-17 en cáncer es controversial. Mediante la 

utilización de un modelo murino de papilomas de la piel inducidos por sustancias químicas 

se demostró que los ratones deficientes en IL-23p19 son resistentes al desarrollo de tumores 

inducidos por carcinógenos (7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)/12-O-tetradecanoyl-

phorbol acetate (TPA)) como consecuencia de un aumento en el número de células T CD8
+
 

infiltrantes en la piel tratada con DMBA/TPA y una disminución en el número de macrófagos 

y granulocitos [285]. Como se mencionó previamente, IL-23 cumple un rol clave en la 

secreción de IL-17, y varios estudios sustentan la idea de que la inflamación inducida por 

esta citoquina promueve el crecimiento tumoral [286, 287], mientras que otros estudios 

indican lo contrario [288-290]. A su vez, se describieron efectos pro-tumorales de IL-23 por 

mecanismos que no involucran a IL-17 [291] y se demostró que en el microambiente tumoral 

IL-23 induce mediadores pro-inflamatorios (tales como metaloproteasas de matriz 

extracelular, MMP), angiogénesis, infiltración de macrófagos y disminución en el número de 

linfocitos T (LT) CD8
+
 [292]. Es importante destacar que los efectos pro-tumorales de IL-23 

reportados corresponden a la IL-23 producida endógenamente. Sin embargo, numerosos 

estudios realizados con IL-23 exógena identificaron una función anti-tumoral y anti-

metastásica de esta citoquina. En estas investigaciones se utilizaron células de 
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adenocarcinoma de colon, melanoma y carcinoma hepatocelular manipuladas para que 

produzcan IL-23, y en todos los casos la inhibición del crecimiento o la regresión tumoral se 

evidenció en etapas tardías (aproximadamente a los veinte días de la inoculación de los 

tumores) [293-295]. En otro estudio que sustenta un efecto anti-tumoral de IL-23 se detectó 

que ratones deficientes en IL-23p19 expuestos crónicamente a radiaciones UVB son más 

proclives a desarrollar tumores. A su vez, en otro modelo se demostró un efecto anti-

tumoral de IL-23 mediado por la estimulación de la secreción de TNF y la producción de 

óxido nítrico por macrófagos [296, 297]. 

Varios estudios clínicos hallaron que las concentraciones séricas de IL-23 están 

aumentadas en pacientes con cáncer en comparación con individuos sanos. En cáncer 

pancreático se observó una correlación entre este efecto y el estadío de la enfermedad, 

mientras que en cáncer de mama altos niveles séricos de IL-23 están asociados a un mal 

pronóstico. Adicionalmente, se ha reportado que pacientes con alta expresión de esta 

citoquina en el microambiente del carcinoma hepatocelular primario tienen una mayor 

probabilidad de desarrollar metástasis. En este tipo de cáncer la expresión de IL-23 

correlaciona positivamente con la expresión de MMP9 y de IL-17 en el tumor primario. Hasta 

ahora únicamente un estudio, realizado en pacientes con cáncer de ovario, reportó que altos 

niveles de transcriptos de IL-23p19 intratumoral están asociados a una mayor sobrevida 

[298]. Más aún, se ha encontrado que existe un polimorfismo en el receptor de IL-23 y que 

algunas variantes del IL-23R están asociadas a un mayor riesgo de desarrollar diversos tipos 

de cáncer, entre ellos hepatocelular, gástrico, de esófago y leucemia mieloide aguda [299-

302]. 

Respecto a IL-23 y células NK, Parham y colaboradores observaron secreción de IFN- 
al estimular la línea celular humana NKL con IL-23 en combinación con IL-2 [262]. Por otra 

parte, Teng y colaboradores mediante la utilización de ratones deficientes en IL-23p19, IL-

23p40, IL-17 o mediante la administración de AcMo contra IL-23p19 y depleción de 

diferentes poblaciones linfocitarias, detectaron un efecto pro-tumoral de IL-23. 

Notablemente, observaron en varios modelos murinos (melanoma, carcinoma de próstata, 

carcinoma de pulmón y fibrosarcomas inducidos por MCA) que en ausencia de IL-23 se 
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inhibe el desarrollo de los tumores y las metástasis por acción de células NK y de manera 

independiente de IL-17 y de células B o células T [291], lo que sugiere que IL-23 tendría un 

efecto inhibitorio sobre las células NK. Contrariamente, en un modelo murino de glioma 

donde CD que fueron manipuladas para expresar altos niveles de IL-23 fueron implantadas 

intratumoralmente, se observó un efecto protector de la citoquina no sólo a nivel local sino 

también a nivel sistémico, confiriendo a los ratones inmunidad contra un redesafío con el 

mismo tumor. Los investigadores identificaron que el efecto anti-tumoral inducido por IL-23 

dependió principalmente de células T CD8
+
 pero que también involucró células T CD4

+
 y 

células NK [303]. Además, Kaiga y colaboradores observaron en un modelo murino de 

fibrosarcoma una inhibición del crecimiento tumoral al administrar IL-23, sumado a un 

aumento en la sobrevida de los ratones. Interesantemente, demostraron que las células NK 

participan del fenómeno y no observaron efectos tóxicos asociados al tratamiento. Más aún, 

mediante la utilización de ratones deficientes en IL-12 e IFN- demostraron que ambas 

citoquinas son requeridas para el efecto anti-tumoral de IL-23 [304]. Asimismo, se reportó la 

existencia de una subpoblación particular de células NK, caracterizada por la expresión 

simultánea de NKp44 y CCR6, presente únicamente en tejidos asociados a mucosas, que 

responde a la estimulación con IL-23 secretando IL-22 [305]. 

Por lo tanto, si bien está aceptado que IL-23 juega un rol esencial en el desarrollo de 

varias patologías autoinmunes, el rol de la citoquina en la progresión tumoral y sobre las 

células NK es controversial. Una posible explicación a los resultados contradictorios en 

cuanto al papel de IL-23 en la tumorigénesis es que los niveles de IL-23 presentes en el 

microambiente tumoral podrían determinar el efecto pro- o anti-tumoral de la citoquina. 

2.3. IL-27. 

Los primeros estudios realizados con la intención de evaluar los efectos de IL-27 

demostraron que esta citoquina estimula la proliferación de células T CD4
+
 naive [261] y que 

promueve su diferenciación hacia un perfil Th1 induciendo la secreción de IFN-. Además, 

otras investigaciones revelaron que ratones deficientes en el receptor de IL-27 (WSX1
-/-

) 
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presentan un retraso en el desarrollo de respuestas de tipo Th1 y las células T de estos 

ratones producen menores niveles de IFN- en respuesta a antígenos o a estimulación 

policlonal [306]. El principal factor de transcripción involucrado en la diferenciación hacia 

Th1 es T-bet, que a su vez es inducido por acción de IFN- de manera dependiente de STAT-

1. En tal sentido, se descubrió que IL-27 induce en células T en proceso de diferenciación la 

expresión de T-bet (de manera dependiente de STAT-1), al mismo tiempo que inhibe la de 

GATA-3 (factor de transcripción crítico para el desarrollo de una respuesta de tipo Th2), y 

que esto a su vez lleva al aumento en la expresión de IL-ϭϮRβϮ ĐoŶfiƌiéŶdole a las Đélulas T la 

capacidad de responder a IL-12 [307]. Debido a que las células T CD4
+
 naive expresan 

constitutivamente el IL-27R completo pero no expresan la subunidad IL-ϭϮRβϮ, Ǉ toŵaŶdo 

en cuenta que las CD producen IL-27 rápidamente luego de su activación, la señalización de 

IL-27 parecería tener un rol importante en etapas tempranas de la diferenciación hacia un 

perfil de tipo Th1, ya sea en combinación con IL-12 o actuando previamente [308, 309]. 

Consistentemente con esta idea se ha demostrado que el estímulo combinado de células T 

CD4
+
 naive, tanto murinas como humanas, con IL-12 e IL-27 induce una fuerte producción de 

IFN- [261, 306]. Asimismo, Owaki y colaboradores identificaron otro mecanismo a través del 

cual IL-27 participaría de la diferenciación hacia un perfil Th1, que involucra un rápido 

aumento en la expresión de ICAM-1 en las células T CD4
+
 naive, de manera dependiente de 

STAT-1 pero independiente de T-bet. Además, el bloqueo de ICAM-1 o de su ligando inhibió 

la diferenciación inducida por IL-27 hacia Th1 [310]. 

En concordancia con el rol de IL-27 en la promoción de una respuesta de tipo Th1, 

ratones deficientes en esta citoquina (Ebi-3 
-/-

) son más susceptibles a la infección con L. 

major (patógeno intracelular que requiere de una respuesta de tipo Th1 para su 

erradicación) que los ratones vírgenes. En etapas tempranas de la infección los ratones 

presentaron lesiones de mayor tamaño, mayor carga parasitaria, una producción de IFN- 
deficiente y un aumento en los niveles de citoquinas propias de un perfil de tipo Th2. Estos 

efectos fueron transitorios debido a que posteriormente los ratones deficientes en IL-27 

exhibieron niveles normales de IFN- y eventualmente terminan erradicando al patógeno 

[311, 312]. Estos resultados sugieren que IL-27 en condiciones normales contribuye durante 
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etapas tempranas a la generación de una respuesta de tipo Th1 pero que, al menos en 

determinadas circunstancias, la diferenciación podría ocurrir aún en ausencia de IL-27. En 

cuanto al rol de IL-27 durante las infecciones virales, en modelos murinos de infección con el 

virus de influenza se observó que IL-27 es crítica para la secreción de IFN- (mediada por 

STAT-1 y T-bet) por células T CD8
+
 citotóxicas [313]. Asimismo, la administración de un 

plásmido que codifica para IL-27 aumentó el número de células T CD8
+
 (productoras de IFN-

) específicas contra el virus de la hepatitis C [312]. A su vez, IL-27 regula la respuesta 

mediada por células T CD4
+
 durante las infecciones virales crónicas, como demostraron 

Harker y colaboradores mediante el empleo de ratones deficientes en una de las 

subunidades del IL-27R. Estos investigadores observaron una disminución en la sobrevida de 

los LT CD4
+
 específicos contra el virus, una reducción en el número de LT CD8

+
, una 

disminución en la respuesta de las células T foliculares helper (Tfh) con la consecuente 

disminución en la producción de Ac, conduciendo todo a una falla en el control de la 

infección viral [314]. Además, se demostró que IL-27 es la única citoquina de la familia de IL-

12 que posee una potente capacidad de inhibir la infección con HIV-1 (virus de la 

inmunodeficiencia humana) de células T CD4
+
, CD y macrófagos [315]. Más aún, se demostró 

que IL-27 tiene efectos anti-virales sobre los macrófagos a través de la inducción de micro 

ARN con capacidad de inhibir la replicación de diversos virus (HIV-1, HIV-2, virus del herpes 

simple tipo 2, virus del sarcoma de Kaposi y el virus de influenza) [316]. Asimismo, se ha 

observado que IL-27 induce la expresión de CXCL-10, quemoquina que juega un rol 

importante en el reclutamiento de células T activadas a sitios de inflamación [317]. 

Con el tiempo, fue quedando claro que IL-27 además de asistir en la diferenciación 

hacia un perfil Th1 posee una función esencial en el frenado de la respuesta inmune, 

fenómeno necesario para evitar el daño tisular que conlleva al desarrollo de enfermedades 

autoinmunes [317, 318]. En este sentido, se ha demostrado que ratones deficientes en IL-

27R (WSX1
-/-

) infectados con T. gondii son capaces de montar una respuesta T protectora y 

frenar la replicación del parásito. Sin embargo, estos animales son incapaces de silenciar esta 

respuesta y consecuentemente desarrollan una inflamación letal que involucra la 

proliferación de las células T y la producción de niveles exacerbados de IFN-. A su vez, luego 
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de la infección con T. cruzi, los ratones IL-27R-/-
 tienen una parasitemia prolongada, daño 

severo al hígado y un aumento en la mortalidad respecto a los ratones que tienen intacta la 

vía de IL-27. Adicionalmente, Rabinovich y colaboradores demostraron que la producción de 

IL-27 por CD inducida por galectina-1 promovió la secreción de IL-10 por células Treg, lo que 

resultó en una mejora clínica en un modelo de autoinmunidad (EAE) [319]. 

El hecho de que IL-27 posea efectos tanto pro- como anti-inflamatorios es lo que 

explica la existencia de estudios que le adjudican un rol en el desarrollo de enfermedades 

autoinmunes y otros que reportan el efecto contrario. En modelos de colitis mediada por 

células T se observó que los ratones IL-27R-/-
 poseen menor inflamación del colon y menor 

pérdida de peso (características propias de la enfermedad), asociada a una menor 

producción de IFN-. La disminución de la severidad de la enfermedad al inhibir la acción de 

IL-27 también se observó en modelos de artritis inducida por proteoglicanos, donde el inicio 

de la enfermedad ocurre a tiempos posteriores en los ratones IL-27R-/-
 y se presenta con 

una menor destrucción de los cartílagos en comparación con los animales controles [320]. En 

cambio, otros grupos de investigación hallaron un efecto protector de IL-27 en las mismas 

enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, se reportó que en un modelo de artritis inducida 

por colágeno la administración por tiempos cortos de IL-27 durante el inicio de la 

enfermedad atenuó significativamente la severidad de la misma en comparación con ratones 

sin tratar [321]. Además, las células de los bazos y los ganglios linfáticos de los animales 

tratados produjeron menores concentraciones de IFN- e IL-17 que los animales control 

cuando se cultivaron in vitro con colágeno. Por otra parte, la inhibición del desarrollo de 

células Th17 parecería ser el mecanismo a través del cual IL-27 ejerció un rol protector en un 

modelo de colitis experimental [322]. 

Varios datos de pacientes con enfermedades autoinmunes sugieren que IL-27 juega 

un rol relevante en dichas enfermedades. Por ejemplo, se encontraron altas concentraciones 

de IL-27 en líquido sinovial (pero no en plasma) de pacientes con artritis reumatoidea. 

También se halló una alta expresión de los genes p28 y Ebi-3 en la mucosa del colon de 

pacientes con enfermedad de Crohn. Asimismo, pacientes con psoriasis suelen tener 
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concentraciones mayores de IL-27 en suero en comparación con individuos sanos, y esto 

correlaciona con los niveles de IFN- y con la severidad de la enfermedad [317]. 

Se han identificado varios mecanismos a través de los cuales IL-27 ejerce sus 

funciones anti-inflamatorias. Uno de los principales parecería ser la inducción de IL-10 en 

diferentes subpoblaciones de células T, incluidas las Treg, Th1, Th2, Th17 y CD8
+
 [323-325]. 

En este sentido se ha observado que IL-27 reguló la producción de IL-10 durante las 

infecciones con L. monocytogenes, L. major y P. falciparum [317, 324]. A su vez, IL-27 

estimula la producción de IL-10 que suprime la neuroinflamación autoinmune durante el 

desarrollo de EAE [319, 326]. Por otra parte, en esta enfermedad se identificaron 

mecanismos a través de los cuales IL-27 ejerce sus funciones inhibitorias que son 

independientes de IL-10 y, en cambio, son dependientes de la supresión de las células Th17 

o Th9 [317]. También se demostró que IL-27 inhibe la producción de IL-2, IL-6 e IL-17, en 

parte a través de la inducción de SOCS-3 (suppressor of cytokine signaling-3), lo que limitaría 

algunos desórdenes autoinmunes y la respuesta inmune exacerbada contra ciertos 

patógenos [264]. Recientemente se descubrió que IL-27 induce la expresión de PDL-1 

(Programmed cell death ligand-1) en células T, lo que conduce a la inhibición del desarrollo 

de células Th17 y, por lo tanto, tiene un rol protector en EAE [327]. Además, se reportó que 

IL-27 produce un bloqueo en el desarrollo de células Th17 dependiente de STAT-1 [328]. 

Otro mecanismo a través del cual IL-27 regula la respuesta inmune es a través de la 

promoción de la generación de células Treg, como se demostró en un modelo de infección 

con T. gondii, donde se observó que la presencia de la citoquina, a nivel de las mucosas, es 

esencial para el desarrollo de estas células. Estas células Treg, una vez transferidas a ratones 

IL-27R-/-
, mejoraron la patología asociada a la inflamación a través de la secreción de IL-10 

[329]. Moon y colaboradores demostraron recientemente, tanto en modelos murinos como 

con células T humanas de individuos sanos y de pacientes con artritis reumatoidea, que IL-27 

inhibe el desarrollo de células Th17 mientras que favorece el de células Treg. Más aún, las 

células Treg ya diferenciadas estimuladas con IL-27 poseen una actividad supresora más 

potente sobre la proliferación de células T que las células sin tratar [330]. Llamativamente 

existen otros trabajos que demuestran el efecto opuesto de IL-27 sobre células Treg, es 
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decir, que esta citoquina inhibe el desarrollo y la actividad de estas células de manera 

independiente de STAT-1 pero dependiente de STAT-3 [328, 331]. Por otro lado, se observó 

que IL-27 inhibió la proliferación de las células T, la secreción de citoquinas propias de un 

perfil de tipo Th2 y las funciones efectoras de los mastocitos [332].  

Varios estudios revelaron que IL-27 también tiene un efecto anti-inflamatorio sobre 

las CD. Wang y colaboradores reportaron que las CD provenientes de ratones IL-27R-/-
 son 

hiperrespondedoras frente al estímulo con LPS. Más aún, la transferencia adoptiva de CD de 

estos ratones pulsadas con antígenos de L. major les otorgó a los ratones receptores una 

fuerte inmunidad protectora contra la infección por el parásito, debido a una rápida 

inducción de una respuesta de tipo Th1 [312]. Asimismo, se demostró que IL-27 actúa sobre 

las CD induciendo la expresión de la molécula CD39, que limita la respuesta patogénica de 

las células T y consecuentemente el desarrollo de EAE [333]. Adicionalmente, los macrófagos 

estimulados con endotoxinas exhibieron una reducción significativa en la producción de 

especies reactivas del oxígeno en presencia de IL-27, y esta citoquina inhibió la producción 

de IL-12 y TNF por parte de macrófagos activados [312]. Sin embargo, el efecto de IL-27 

sobre los macrófagos es controversial ya que también existen reportes que indican que esta 

citoquina tiene un rol pro-inflamatorio sobre los mismos, aumentando la producción de 

especies reactivas del nitrógeno cuando son estimulados con LPS, a través de la activación 

de STAT-1, NFB y MAPKs [334]. En cuanto a los monocitos, se ha reportado que IL-27 tiene 

efectos pro-inflamatorios sobre monocitos humanos de manera dependiente de STAT-1, y 

que potencia la respuesta inducida por ligandos de TLR en monocitos murinos, conduciendo 

a una mayor producción de IL-12 y TNF [312]. A su vez, la estimulación de la línea celular 

monocítica humana THP-1 con IL-27 estimuló el aumento de la expresión de CMH-I, CMH-II, 

las moléculas co-estimulatorias CD80 y CD86, y la molécula de adhesión ICAM-1 [335]. 

Además, en monocitos humanos primarios IL-27 indujo la secreción de varias quemoquinas y 

citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-, IP-10, MIP-1 y MIP-ϭβͿ de ŵaŶeƌa depeŶdieŶte 

de STAT-1, STAT-3 y NF-B [336]. Por otra parte, Kim y colaboradores demostraron que la 

presencia de IL-27 durante la activación de células T aumentó su sobrevida debido a una 



Introducción 

[54] 

 

disminución en la expresión superficial de FasL, a la inducción de la proteína anti-apoptótica 

cFLIP y a la disminución en la activación de caspasa-3 y caspasa-8 [337].  

La maduración y la selección de clones de células B con alta afinidad, en los centros 

germinales, depende de la asistencia de las células Tfh. Estas células se caracterizan por su 

expresión elevada de las moléculas co-estimulatorias ICOS (Inducible T cell costimulator), PD-

1 (Programmed cell death-1) y la secreción de IL-21, que promueve en las células B el cambio 

de isotipo de las inmunoglobulinas. Batten y colaboradores demostraron que IL-27 es crítica 

para la funcionalidad de las células Tfh y para las respuestas del centro germinal debido a 

que estimuló, a través de la activación de STAT-3, la secreción de IL-21 que actuó en forma 

autócrina aumentando la sobrevida de las células Tfh [338]. Además del efecto indirecto de 

IL-27 sobre las células B, a través de la regulación de las células Tfh, IL-27 posee un efecto 

directo induciendo la proliferación de las células B a través de la activación de STAT-1 y de T-

bet [312]. 

Por otra parte, se ha reportado que células T CD8
+
 naive estimuladas con IL-27 y 

AcMo contra CD3 aumentan la expresión de T-bet, IL-ϭϮRβϮ, peƌfoƌiŶa Ǉ gƌaŶziŵa B, Ǉ 

consecuente presentan un aumento en la actividad citotóxica. Más aún, se demostró que IL-

27 actúa en forma sinérgica con IL-12 induciendo la producción de IFN- y la proliferación de 

las células T CD8
+
 naive. Estos efectos, con excepción de la proliferación, requerirían de la 

participación de STAT-1 y fueron observados tanto en células murinas como humanas [339, 

340]. 

Numerosos reportes indican que IL-27 ejerce potentes efectos anti-tumorales contra 

diferentes tipos de tumores y a través de varios mecanismos. Tanto en el caso de 

fibrosarcomas inducidos por carcinógenos como en el de carcinomas mamarios inducidos 

por oncogenes se observó un aceleramiento en el desarrollo y crecimiento tumoral en 

ratones IL-27R-/-
. Este efecto se encontró asociado a una disminución en la producción de 

IFN- por parte de células T CD4
+
 y CD8

+
 y a un aumento en el número de células Treg [341].  

En cuanto al rol de IL-27 sobre la fisiología de las células NK, un estudio realizado con 

células NK murinas demostró que IL-27 indujo la fosforilación de STAT-1, STAT-3 y aumentó 

la expresión de T-bet y de granzima B. Además, aumentó la viabilidad y la citotoxicidad de 
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estas células, tanto in vitro como in vivo. Matsui y colaboradores observaron que la 

administración terapéutica de IL-27 en ratones poseedores de tumores resistentes a la lisis 

mediada por células NK inhibió el crecimiento tumoral y aumentó la sobrevida de los 

animales. Asimismo, se estableció que IL-27 indujo la generación de Ac específicos contra el 

tumor, lo que capacitó a las células NK activadas con IL-27 a inducir la muerte de las células 

tumorales a través de CCDA [342]. Por otra parte, Chiyo y colaboradores investigaron el 

efecto de IL-27 sobre el desarrollo del carcinoma de colon murino Colon 26. Para ello, 

inocularon ratones con células Colon 26 transducidas para producir IL-27 y observaron un 

rechazo tumoral junto con la adquisición de una inmunidad protectora específica contra el 

tumor. La inoculación de estas células tumorales en ratones nude resultó en un crecimiento 

retardado en comparación con la inoculación de células Colon 26 transducidas con un vector 

control, y este efecto se perdió al depletar las células NK. Finalmente, se observó que el 

efecto anti-tumoral inducido por IL-27 en este modelo dependió de la actividad citotóxica y 

de la secreción de IFN- por células T CD4
+
, CD8

+
 y células NK [343]. Varios grupos de 

investigación utilizaron la manipulación genética de células tumorales para que produzcan 

IL-27 con el objeto de evaluar el efecto de la citoquina en el contexto tumoral. Oniki y 

colaboradores inocularon células de melanoma murino B16F10 (tumor poco inmunogénico) 

que producían IL-27 y observaron, desde etapas tempranas, un enlentecimiento en el 

crecimiento tumoral. Mediante ensayos de depleción de diferentes poblaciones inmunes 

descubrieron que el efecto anti-tumoral fue mediado principalmente por las células NK y de 

manera independiente de IFN- [294]. Hu y colaboradores demostraron un efecto anti-

tumoral de IL-27 sobre el carcinoma hepatocelular MM45T.Li, mientras que Liu y 

colaboradores demostraron el mismo efecto sobre células de carcinoma de esófago. En 

ambos casos el efecto anti-tumoral fue mediado, al menos en parte, por células NK [295]. Sin 

embargo, otros reportes indican que el rol protector de IL-27 durante el crecimiento tumoral 

involucraría principalmente a las células T CD8
+
 citotóxicas [306, 344-346]. Por otro lado, 

Dibra y colaboradores demostraron que múltiples tipos de células tumorales epiteliales 

expresan el receptor de IL-27 y que frente al estímulo con esta citoquina pasan a expresar 

ligandos de NKG2D y por lo tanto aumentan su susceptibilidad a la lisis mediada por células 
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NK [347]. Este no es el único reporte que muestra un efecto directo de IL-27 sobre las células 

tumorales, sino que otros estudios demostraron un efecto anti-tumoral y anti-angiogénico 

de IL-27 actuando tanto sobre las células tumorales como sobre las células endoteliales [312, 

348]. 

Es importante mencionar que a la fecha existen únicamente dos trabajos publicados 

donde se evaluó el efecto de IL-27 sobre células NK humanas aisladas de sangre periférica, 

uno de los cuales pertenece a nuestro grupo de investigación y surgió del trabajo realizado 

durante el desarrollo de esta Tesis de Doctorado [349]. El otro trabajo pertenece a Laroni y 

colaboradores y fue publicado mientras la investigación de este trabajo de Tesis Doctoral ya 

estaba en curso. En ese trabajo se demostró que el receptor de IL-27 se expresa tanto en 

células NK CD56
bright

CD16
-
 como en células NK CD56

dim
CD16

+
. Además, se evaluó el efecto de 

IL-27 sobre células NK y no se encontró cambios en la proliferación celular ni en los niveles 

de transcriptos de IFN- e IL-10, pero sí un aumento en la viabilidad celular. Más aún, se 

observó que las células NK CD56
bright

CD16
-
 estimuladas con IL-27 suprimen por contacto 

directo la proliferación de células CD4
+
, pero no se observó regulación de la citotoxicidad de 

las células NK al ser estimuladas con IL-27 [350]. 

Por lo tanto, IL-27 parecería tener un rol dual en la inmunidad. Por un lado posee 

efectos anti-tumorales potentes y parecería ser pro-inflamatoria durante etapas tempranas 

de una respuesta anti-infecciosa. Por otra parte, durante etapas tardías de una respuesta 

inmune ejercería efectos anti-inflamatorios, que serían necesarios para evitar el daño tisular 

y prevenir el desarrollo de enfermedades autoinmunes. 
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Objetivo 

Como se describió previamente, las células NK cumplen un rol esencial durante la 

respuesta inmune anti-infecciosa y anti-tumoral debido a su actividad citotóxica, a la 

secreción de IFN- y a su capacidad de modular la respuesta inmune adaptativa. Estas 

funciones son reguladas en parte por citoquinas producidas por CD y macrófagos, entre las 

cuales IL-12 parecería ser una de las más relevantes. Sin embargo, el rol de IL-23 e IL-27, 

nuevos miembros de la familia de IL-12, en la modulación de las funciones efectoras de las 

células NK humanas permanece poco conocido. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de 

Tesis Doctoral fue investigar el efecto de IL-23 e IL-27 sobre el fenotipo y funcionalidad de las 

células NK humanas. Particularmente, nos planteamos investigar: 

- La contribución de IL-23 e IL-27 al diálogo recíproco entre células NK y CD. 

- El efecto directo de IL-23 e IL-27 sobre la producción de IFN- por células NK. 

- El fenotipo de las células NK luego de la estimulación con IL-23 o IL-27. 

- El efecto de IL-23 e IL-27 sobre la citotoxicidad natural de las células NK. 

- El efecto de IL-23 e IL-27 sobre la CCDA de las células NK. 

- La existencia de posibles efectos cooperativos con otras citoquinas producidas 

por CD y que posee capacidad de estimular a las células NK tal como IL-18. 
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Materiales y métodos 

1. Líneas celulares. 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares humanas: K562 (leucemia mielocítica 

crónica, ATCC CCL-243), HCTϭϭϲ ;adeŶoĐaƌĐiŶoŵa de ĐoloŶ, ATCC CCL‐ϮϰϳͿ, T-47D 

(carcinoma de mama, ATCC HTB-133), Raji (linfoma de Burkitt, ATCC CCL-86). Las líneas 

adherentes fueron cultivadas en medio de Eagle con modificación de Dulbecco (DMEM, 

Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor, Córdoba, Argentina), 54 

ng/ml de piruvato sódico, 0,292 mg/ml de glutamina (ambos de Invitrogen) y 40 µg/ml de 

gentamicina (Bagó) como antibiótico (DMEM completo). Las células Raji fueron cultivadas en 

ŵedio RPMI‐ϭϲϰϬ ;GiďĐoͿ, taŵďiéŶ supleŵeŶtado ĐoŶ ϭϬ% de “FB, piƌuǀato, glutaŵiŶa Ǉ 

gentamicina (RPMI completo). 

2. Anticuerpos. 

Se utilizaron los siguientes AcMo contra moléculas humanas:  

Blanco de los Ac Clon Fluorocromo Empresa 

CD1a HI149 PE eBioscience 

CD3 UCHT-1 PE Biolegend 

CD14 HCD14 FITC Biolegend 

CD16 eBioCB16 FITC eBioscience 

CD25 BC96 PE eBioscience 

CD54 (ICAM-1) HA58 PE eBioscience 

CD54 (ICAM-1) 1A29 - Abcam 

CD56 N901 APC Beckman Coulter 

CD56 N901 PE/Cy7 Beckman Coulter 

CD57 HCD57 FITC Biolegend 

CD69 FN50 FITC BD 
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CD83 HB15e FITC Biolegend 

CD86 IT2.2 PE Biolegend 

CD130 (gp130) B-R3 - Abcam 

CD158a,h (KIR) EB6.B PE Beckman Coulter 

CD158b1,b2 (KIR) GL183 PE Beckman Coulter 

CD178 (FasL) NOK-1 - Biolegend 

CD178 (FasL) NOK-1 PE Biolegend 

CD197 (CCR7) G0437 FITC Biolegend 

CD218a (IL-18R) H44 PE Biolegend 

CD226 (DNAM-1) DX11 FITC BD 

CD253 (TRAIL) RIK-2 - eBioscience 

CD253 (TRAIL) RIK-2 PE eBioscience 

HLA-DR L243 FITC Biolegend 

IFN- NIB42 - Biolegend 

IFN- 4S.B3 PE Biolegend 

IL-12p70 QS-12p70 - Abcam 

IL-18 125-2H - MBL 

IL-ϭϴRβ 132029 PE R&D 

IL-23p19 B-Z23 - Abcam 

IL-23R 218213 PE R&D 

NKG2D 1D11 PE eBioscience 

NKp30 AZ20 - * 

NKp46 BAB281 y KL247 - * 

NKp46 9E2 PE Biolegend 

pfp Dg9 Alexa488 Biolegend 

T-bet 4B10 FITC Biolegend 

T-bet 4B10 PE eBioscience 

* Gentilmente provistos por el Dr. Alessandro Moretta, Laboratorio de Inmunología 

Molecular, Depto. de Medicina Experimental, Universidad de Génova, Italia. 

Se utilizaron controles de isotipo sin marcar y marcados con los fluorocromos FITC, 

PE, APC, PE/Cy7 de Biolegend. Para inmunomarcaciones indirectas y citometría de flujo (CF) 

se utilizó IgG de Đaďƌa aŶti‐IgG de ƌatóŶ ĐoŶjugado a PE ;DAKO, DakoĐǇtoŵatioŶͿ. Para 

ensayos de CCDA se empleó Rituximab (anti-CD20, Roche), Trastuzumab (anti-HER2/neu, 

Roche), Cetuximab (anti-receptor de EGF, Merck) y Gammaglobulina humana (IgG2500, 

Purissimus, Argentina) como control negativo. 
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3. Reactivos. 

Se utilizaron las citoquinas recombinantes humanas IL-2, IL-15 e IL-12 (PeproTech), IL-

18 (MBL International), IL-23 e IL-27 (eBioscience), GM-CSF (Sigma) e IL-4 (R&D). Para activar 

a las CDi se utilizó LPS (E. coli cepa 0111:B4, Sigma). Se utilizaron los siguientes inhibidores 

farmacológicos: Concanamicina A (CCA, Sigma, 100 nM), inhibidor de c-Jun N-terminal kinasa 

(JNK) SP600125 (Calbiochem, 20 µM); inhibidor de Janus Kinasa 2 (Jak2) AG490 (Calbiochem, 

25 µM); inhibidor de p38 MAP kinasa SB202190 (Calbiochem, 10 µM); inhibidor de fosfatidil 

inositol 3 kinasa (PI3K) Ly294002 (Sigma, 2 µM); inhibidor de MEK1/MEK2 kinasas (MAPKs) 

UϬϭϮϲ ;“igŵa, ϱ µMͿ; iŶhiďidoƌ de la fosfoƌilaĐióŶ iŶduĐida poƌ ĐitoƋuiŶas de IκBα BAYϭϭ-

7082 (Sigma, 1 µM); inhibidor del blanco mamífero de Rapamicina (mTOR) rapamicina 

(Sigma, 5 nM); inhibidor de la vía de STAT-1 Fludarabina (Fludara®, Schering, 0,1 µ/ml). Para 

marcaciones celulares se utilizó CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) y eFluorDye 647 

(eBioscience). Para evaluar viabilidad celular se empleó 7AAD y en los ensayos de 

citotoxicidad se utilizó 7AAD o Zombie Green (Biolegend) con el fin de determinar la muerte 

celular. En los ensayos de evaluación de la producción de IFN- en las subpoblaciones de 

células NK se empleó Brefeldina A (Biolegend o Golgi Plug, BD) y en los ensayos de 

degranulación celular se utilizó Monensina (Golgi Stop, BD). 

4. Aislamiento de poblaciones celulares. 

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (SP), células NK y monocitos a 

partir de muestras de sangre de individuos sanos, provistos por el Servicio de Hemoterapia 

del Hospital Carlos G. Durand y el Complejo Médico Churruca-Visca (Buenos Aires, 

Argentina). Las células NK se obtuvieron mediante el kit de aislamiento por selección 

negativa RossetteSep (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Canadá), un gradiente de 

FiĐoll‐PaƋueTM
 (Amersham Biosciences) y lisis de glóbulos rojos con buffer ACK (155 mM 

NH4Cl, 1 mM KHCO3 y 0,1mM EDTA, pH 7,2). Los monocitos se obtuvieron mediante 
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selección inmunomagnética de células CD14
+
 (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, 

Germany). La pureza de las células se evaluó mediante marcación con AcMo y CF (CD3
-
CD56

+
 

para células NK y CD14
+
 para monocitos) y fue siempre superior al 90%. Los monocitos se 

incubaron durante 6 d en presencia de GM-CSF (100 ng/ml) e IL-4 (20 ng/ml) con el fin de 

obtener CDi (CD1a
+
MHC clase II

bajo
CD86

-
). Para obtener CDm las CDi se incubaron con LPS (1 

µg/ml). Las células NK se incubaron con diferentes combinaciones de citoquinas y luego se 

evaluó el efecto sobre su fenotipo y sus funciones efectoras. En todos los experimentos las 

células NK se cultivaron en presencia de IL-15 (1 ng/ml) porque, como se explicó en la 

introducción de esta Tesis Doctoral, dosis bajas de esta citoquina son necesarias para la pre-

estimulación de las células y para aumentar su sobrevida en cultivo. Los estudios realizados 

con muestras de sangre de donantes sanos contaron con la aprobación del comité de ética 

del IBYME‐CONICET. 

5. Cultivos primarios de CD y células NK. 

Las CDi (1x10
6
 células/ml) se cultivaron en RPMI completo (GIBCO, suplementado con 

gentamicina y SFB GIBCO) en presencia o en ausencia de LPS (1 µg/ml). A diferentes tiempos 

se recolectaron los sobrenadantes de cultivo con el fin de evaluar la concentración de IL-12, 

IL-23, IL-27 e IL-18 y se determinó el porcentaje de células CD86
+
 y los niveles de expresión 

de HLA-DR mediante inmunomarcación y CF. 

Las células NK se cultivaron en RPMI completo a razón de 1x10
6
 células/ml durante 

24 h en ausencia o en presencia de IL-23, IL-27, IL-18, la combinación de IL-23 e IL-18 o de IL-

27 e IL-18 (todas las citoquinas fueron utilizadas a una concentración de 10 ng/ml). Luego se 

evaluó en los sobrenadantes de cultivo la concentración de IFN-, IL-4, IL-10, IL-17, IL-6 y 

TNF. En otra serie de experimentos las células NK se incubaron en ausencia o presencia de 

las diferentes citoquinas durante 1, 3 o 5 d y se evaluaron los niveles de expresión de 

marcadores de activación y receptores de superficie. Con el fin de evaluar el efecto de las 

diferentes citoquinas de la familia de IL-12 sobre células NK previamente activadas, estas 
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células se cultivaron a razón de 2x10
6
 células/ml durante 5 d en presencia de IL-12 (10 

ng/ml), IL-15 (1 ng/ml) e IL-18 (10 ng/ml). Luego de dos lavados con solución fisiológica las 

células NK activadas se cultivaron a razón de 1x10
6
 células/ml, se estimularon con las 

diferentes combinaciones de citoquinas, y a las 24 h se recolectaron los sobrenadantes con 

el fin de evaluar los niveles de IFN-. 
Con el objeto de evaluar las vías de señalización involucradas en la inducción de la 

secreción de IFN- y en la modulación del fenotipo de las células NK estimuladas con las 

citoquinas en estudio, se incubaron las células NK durante 1 h en presencia de los 

inhibidores farmacológicos específicos de cada vía: U0126 (inhibidor de MEK1/MEK2), 

SP600125 (inhibidor de JNK), SB202190 (inhibidor de p38 MAPK), AG490 (inhibidor de Jak2), 

Ly294002 (inhibidor de PI3K), BAY11-7082 (inhibidor de NFB), Rapamicina (inhibidor de 

mTOR) o Fludarabina (inhibidor de STAT-1). Luego, se estimuló a las células NK con IL-23 o IL-

27 durante 24 h manteniendo los inhibidores en el cultivo celular. Se recolectaron los 

sobrenadantes para evaluar la concentración de IFN- y se analizó el fenotipo de las células 

NK. 

En otra serie de experimentos se estimularon las células NK (2x10
6
 células/ml) 

durante 5 d con IL-23 o IL-27 y luego de varios lavados se cultivaron (0,5x10
6
 células/ml) en 

ausencia o en presencia de IL-2 (8 ng/ml) durante 24 h y se evaluó la concentración de IFN- 
en los sobrenadantes de cultivo. 

En otros experimentos se cultivaron células NK a razón de 1x10
6
 células/ml en 

ausencia o en presencia de IL-18, IL-23 o IL-27 (1
er

 estímulo) durante 16-18 h, se realizaron 

dos lavados con solución fisiológica y las células de cada tratamiento se volvieron a incubar a 

la misma densidad celular en ausencia o en presencia de IL-18, IL-23 o IL-27 (2
do

 estímulo) 

durante 24 h. Finalmente, se evaluó la concentración de IFN- en los sobrenadantes de 

cultivo. 
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6. Evaluación de la producción de citoquinas en 

sobrenadantes de cultivo celular. 

Se determinó la concentración de citoquinas en sobrenadantes de cultivo mediante 

ELISA sándwich. 

Con el objeto de evaluar la concentración de IFN- se incubaron las placas de ELISA 

;NUNC o CO“TAR de alto pegadoͿ ĐoŶ uŶ AĐMo aŶti‐IFN‐ (clon 2G1, Pierce) como Ac de 

captura durante 16-18 h. Luego de dos lavados con PBS-0,05% Tween 20 (Buffer de lavado, 

BL) las placas se bloquearon durante 1 h con PBS-BSA 1%. Se realizaron dos lavados con BL y 

se sembraron los sobrenadantes de cultivo o el estándar IFN‐ recombinante (eBioscience) 

para trazar la curva de calibración durante 1 h. A continuación, se agregó a cada pocillo el 

AĐMo aŶti‐IFN‐ biotinilado (clon B133.5, Pierce) durante 1 h, se lavó dos veces con BL, se 

incubó durante 20 min con avidina marcada con HRP (Biolegend), se lavó dos veces con BL y 

se reveló el ELISA.  

Con el fin de evaluar la concentración de IL-12 se empleó un kit comercial (Human IL-

ϭϮ ;pϳϬͿ ELI“A MAX™ “taŶdaƌd, Biolegend) siguiendo las indicaciones del fabricante pero 

trabajando a razón de 50 µl/pocillo de las soluciones de Ac, 25 µl/pocillo de las muestras y 

estándar e incubando durante 16-18 h. 

Con el objeto de evaluar la concentración de IL-23 e IL-27 se emplearon kit 

comerciales (Human IL-23 DuoSet y Human IL-27 DuoSet, ambos de R&D) según las 

indicaciones del fabricante pero incubando durante 16-18 h y utilizando 50 µl/pocillo de las 

soluciones de AcMo. En el caso de IL-23 se sembraron 25 µl/pocillo de las muestras y 

estándar, mientras que para IL-27 se sembraron 50 µl/pocillo. 

Para evaluar la concentración de IL-18 se siguió el protocolo descripto en [351], pero 

utilizando en todos los casos 50 µl/pocillo. Se empleó un AcMo anti-IL-18 (5 µg/ml, clon 125-

2H, MBL) como Ac de captura, placas NUNC o COSTAR, uŶ AĐMo aŶti‐IL-18 biotinilado (0,5 

µg/ml, clon 159-12B, MBL) y avidina marcada con HRP (Biolegend). La curva de calibración se 

realizó con IL-18 recombinante (MBL). 



Materiales y métodos 

[64] 

 

En todos los ELISAS el revelado se realizó ĐoŶ uŶa diluĐióŶ de tetƌa‐ŵetil ďeŶĐidiŶa 

(TMB) en buffer citrato fosfato (pH=5) y H2O2. La reacción se frenó luego de 7-10 min con 

H2SO4 2N y se realizó la lectura en un lector de ELISA (Thermo) utilizando los filtro de 450 nm 

y de 550 nm. 

La concentración de IL-4, IL-10, IL-17, IL-6 y TNF se evaluó mediante CBA (Cytokine 

Bead Array, BD) según las indicaciones del fabricante. 

7. Co-cultivos de células NK y CD. 

Las células dendríticas se cultivaron a razón de 1x10
6
 células/ml (100 µl/pocillo) en 

ausencia o en presencia de LPS. A las 8 h y 24 h se agregaron los diferentes anticuerpos 

bloqueantes (anti-IL-23p19, anti-CD130 (gp130) o anti-IL-18; todos a 10 µg/ml). Luego de 1 h 

se agregaron las células NK en una relación 1:1 y a las 24 h se cosecharon los sobrenadantes 

con el fin de evaluar la concentración de IFN-. 

8. Marcación de poblaciones celulares con trazadores 

fluorescentes. 

En las marcaciones con CFSE las células NK se lavaron y resuspendieron en PBS a una 

densidad de 20x10
6
 células/ml, se diluyeron al medio con una solución 5 µM de CFSE, se 

incubaron 6 min en hielo y se lavaron tres veces con PBS-SFB 10% a 600 g 5 min. Finalmente, 

las células se resuspendieron en RPMI completo, se contaron y se utilizaron para los 

experimentos pertinentes. El PBS y el PBS-SFB 10% se utilizaron a una temperatura de 4°C. 

Para la tinción con eFluorDye 647 las células NK se lavaron y resuspendieron en PBS a 

una densidad de 20x10
6
 células/ml, se diluyeron al medio con una solución 1 µM de 

eFluorDye 647 y se incubaron en baño de agua a 37°C durante 10 min. A continuación, las 

células se resuspendieron en dos volúmenes de SFB, se incubaron 5 min en hielo, se agregó 



Materiales y métodos 

[65] 

 

PBS frío hasta completar un volumen final de 10 ml y se centrifugó a 600 g 5 min. Luego de 

otros dos lavados con PBS-SFB 10% las células se resuspendieron en RPMI completo, se 

contaron y utilizaron para los experimentos pertinentes. 

9. Citometría de Flujo. 

Las inmunomarcaciones de superficie directas se realizaron en placas de 96 pocillos 

con fondo en V, utilizando 1x10
5
-3x10

5
 células/pocillo. Las células se lavaron con PBS-SFB 1% 

y 0,1% de NaN3 (BLC; buffer de lavado de citometría), se incubaron 15 min a temperatura 

ambiente (TA) en BLC con 10% de suero normal de rata o de ratón (según correspondiera en 

función de la especie en la cual fue producido el AcMo que se utilizó como Ac para la 

inmunomarcación) con el objeto de bloquear las uniones inespecíficas. A continuación, las 

células se lavaron por agregado de BLC y centrifugación a 600 g durante 5 min, se 

descartaron los sobrenadantes y las células se resuspendieron en 20 µl de la dilución 

correspondiente de AcMo unido a algún fluorocromo. Luego de una incubación de 30 min en 

hielo y oscuridad, se lavaron con 100 µl de BLC (600 g durante 5 min) y se fijaron en una 

solución de PBS-NaN3 0,1%-paƌa‐foƌŵaldehído ;PFAͿ ϭ%. 

En el caso de las inmunomarcaciones indirectas se siguió el mismo protocolo que se 

describió en el párrafo anterior pero luego de la incubación con el AcMo primario las células 

se lavaron con BLC y, en lugar de fijarse, se resuspendieron en 20 µl/pocillo de una dilución 

1/40 del Ac secundario especie-específico conjugado a PE. Luego de 30 min de incubación en 

hielo y oscuridad las células se lavaron con 100 µl de BLC (600 g durante 5 min), y se fijaron 

como se explicó previamente. 

Las inmunomarcaciones intracitoplasmáticas se realizaron a continuación de una 

inmunomarcación de superficie directa con el fin de identificar las subpoblaciones de células 

NK. Luego de la inmunomarcación empleando AcMo anti-CD56 las células se fijaron con 100 

µl de BLC con PFA 1% durante 15 min a TA, se lavaron con 50 µl de BLC (600 g, 5 min) y se 

permeabilizaron utilizando 75 µl del reactivo Perm Buffer II (BD) durante 10 min a TA. Se 
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realizó otro lavado y las células se incubaron con los AcMo correspondientes (anti-Pfp, anti-

IFN- o sus correspondientes controles de isotipo) durante 30 min en hielo y oscuridad. Al 

término de la incubación, se realizó un lavado con BLC y una nueva fijación con el fin de 

preservar la marcación intracitoplasmática. En el caso de IFN- se agregó Brefeldina A al 

cultivo celular 5 h antes de la inmunomarcación. 

Con el fin de evaluar los niveles de expresión del factor de transcripción T-bet en las 

dos subpoblaciones de células NK se realizó una inmunomarcación de superficie directa 

empleando un AcMo anti-CD56, seguida de una tinción intracelular realizada según el 

protocolo provisto por el fabricante del kit para marcación de Foxp3 (BD) pero utilizando el 

AcMo anti-T-bet. 

Con el fin de evaluar la viabilidad celular las células NK se cultivaron durante 5 d con 

las diferentes citoquinas y se tiñeron con 7-AAD por 10 min. En los ensayos donde se 

utilizaron inhibidores farmacológicos se verificó la viabilidad celular luego de los cultivos 

mediante tinción con 7-AAD por 10 min. 

En los ensayos de degranulación celular las células NK se cultivaron durante 16-18 h 

en las condiciones utilizadas para los ensayos de citotoxicidad celular (ver punto 11), se 

lavaron y se cultivaron en una relación de células efectoras y células blanco (E:B) 1:3 (1,5x10
5 

células NK:4,5x10
5
 células Raji) durante 5 h en presencia de Monensina y AcMo anti-CD107a 

o control de isotipo. Luego, se realizó una inmunomarcación de superficie directa con AcMo 

anti-CD56 y se evaluó la degranulación como porcentaje de células CD56
+
CD107a

+
. 

Con el objeto de detectar conjugados de células, las células NK se cultivaron durante 

16-18 h en presencia de IL-27 e IL-18, se marcaron con CFSE y se co-cultivaron con células 

Raji marcadas con eFluorDye 647 en tubos estériles de citometría, a una relación E:B de 1:1 y 

en presencia de AcMo control de isotipo, AcMo anti-IFN- o AcMo anti-ICAM-1 (en los tres 

casos 10 µg/ml). Luego de 5 h de incubación a 37°C las células se pasaron por el citómetro de 

flujo y el porcentaje de conjugados se calculó como 100 x porcentaje de células 

CFSE
+
eFluorDye 647

+
/porcentaje de células CFSE

+
. 

En todos los casos se adquirieron las muestras en un citómetro de flujo FACSCanto II 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) y los datos obtenidos se analizaron con el 
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programa FlowJo (versión 7.6, Tree Star). Los resultados se expresaron en algunos casos 

como porcentajes de células positivas y en otros casos como intensidad de fluorescencia 

media (MFI). 

10. Proliferación celular. 

Las células NK se incubaron durante 5 d con las diferentes citoquinas y durante las 

últimas 18 h de cultivo fueron pulsadas con 1 µCi/pocillo de metil-
3
H-timidina (

3
H-Thy; New 

England Nuclear Life Science, Boston, MA, USA). Las células fueron congeladas y 

posteriormente cosechadas en filtros de fibra de vidrio (Whatmann) con un cosechador de 

células (Packard Filtermate, Packard Instruments). La radioactividad incorporada fue medida 

en un contador de centello (Becton Dickinson). Los resultados fueron expresados como la 

media ± el SEM (error estándar de la media) de las cuentas por minuto (cpm) obtenidas en 

diferentes experimentos. 

11. Citotoxicidad celular natural. 

Las células NK se cultivaron durante 16-18 h a razón de 2x10
6
 células/ml con las 

diferentes citoquinas, luego se lavaron y se cultivaron con las células Raji previamente 

marcadas con CFSE (explicado en el punto 8) en diferentes relaciones de células efectoras y 

células blanco (E:B) (según se indica en cada figura). Para favorecer el contacto intercelular 

las células se centrifugaron durante 30 seg a 210 g. Luego de 5 h de co-cultivo las células se 

incubaron 10 min con 7-AAD y se analizaron por CF. El porcentaje de células blanco muertas 

se calculó como 100 x porcentaje de células CFSE
+
7-AAD

+
 / porcentaje de células CFSE

+
. Los 

experimentos realizados con células HCT116 y T-47D fueron realizados de la misma manera 

pero en este caso la tinción de las células blanco se realizó con eFluoDye 647 (ver punto 8) y 

la muerte celular se evaluó por tinción con Zombie Green (dilución 1/400). El porcentaje 
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basal de células blanco muertas, sin contacto con células efectoras, fue siempre menor al 5 

%. 

Con el objeto de bloquear la vía secretoria, se realizaron ensayos similares pero 

incubando previamente las células NK durante 1 h en presencia de CCA. Con el fin de 

bloquear las vías que involucran receptores de muerte celular o el IFN-, se realizaron 

ensayos similares pero incubando previamente las células NK durante 1 h con control de 

isotipo, con AcMo anti-TRAIL (5 µg/ml), con anti-FasL (10 µg/ml) o con anti-IFN- (10 µg/ml). 

En algunos ensayos de bloqueo de IFN-, luego de las 5 h de co-cultivo se evaluaron los 

niveles de expresión de ICAM-1 tanto en las células efectoras como en las blanco mediante 

inmunomarcación y CF. El bloqueo de NKp46 se realizó incubando las células NK durante 1 h 

con una dilución al tercio del sobrenadante de hibridoma KL247 previo al agregado de las 

células blanco. 

Con el fin de evaluar las vías de señalización involucradas en la citotoxicidad mediada 

por células NK estimuladas con IL-27 se realizaron ensayos de citotoxicidad celular como se 

describió previamente pero habiendo incubado a las células NK en ausencia o presencia de 

IL-27 y en ausencia o presencia de los inhibidores de las vías que se encontraron 

involucradas en la expresión de NKp46 (mTOR y NFB). Los inhibidores farmacológicos 

estuvieron presentes durante la estimulación de las células NK pero no durante el co-cultivo 

con las células blanco. 

12. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

(CCDA). 

Células Raji marcadas con CFSE o las células HCT116 y T-47D marcadas con eFluorDye 

647 (ver punto 8) se incubaron durante 1 h en presencia de Rituximab (RTX; 10 µg/ml), 

Cetuximab (CTX; 1 µg/ml) y Trastuzumab (10 µg/ml), respectivamente. Como control se 

incubaron las células durante el mismo tiempo con las mismas concentraciones pero de 

gammaglobulina humana. A continuación se realizó el co-cultivo con las células NK 
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previamente estimuladas durante 16-18 h con las diferentes combinaciones de citoquinas, y 

se evaluó la muerte celular luego de 5 h por marcación con 7-AAD o Zombie Green y CF. En 

algunos ensayos se realizó un bloqueo de NKp46 como se describió anteriormente previo al 

ensayo de CCDA. 

13. Análisis estadístico. 

Para comparaciones de tres o más condiciones se aplicó el test de ANOVA de una vía 

con muestras pareadas y test post-hoc de Bonferroni. En los experimentos de inhibición de 

vías de señalización celular se aplicó el test post-hoc de Dunnett. En los ensayos de bloqueo 

de citotoxicidad y en los de CCDA se realizó un ANOVA de dos vías para muestras pareadas 

en ambos factores, con test post-hoc de Bonferroni. Para comparación de dos grupos 

experimentales se utilizó como test estadístico t de Student. 
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Resultados 

1. Rol de IL-23 e IL-27 en la interacción entre células NK 

y CD. 

1.1. Producción de citoquinas de la familia de IL-12 por CD. 

Como se explicó en la introducción de esta Tesis Doctoral, las CD son las principales 

productoras de las citoquinas de la familia de IL-12 frente a estímulos con PMAP. Sin 

embargo, hasta la fecha no existen estudios que hayan investigado la secreción temporal de 

IL-23 e IL-27 por CD humanas. Por este motivo, comenzamos realizando estudios cinéticos 

con el fin de evaluar la concentración de IL-12, IL-23 e IL-27 en sobrenadantes de cultivos de 

CD (diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica (SP) de individuos sanos), a 

diferentes tiempos luego de la estimulación con LPS (Figura 1). 

 

Figura 1. Las CD secretan IL-12, IL-23 e IL-27 frente a la estimulación con LPS. A-C) Niveles de IL-12 

(A), IL-23 (B) e IL-27 (C) secretados por CD estimuladas con LPS a diferentes tiempos; n=4. Se graficó 

la media ± SEM. 

Observamos que las tres citoquinas fueron secretadas por las CD frente a este 

estímulo madurativo, pero con cinéticas diferentes. La concentración de IL-12 en los 
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sobrenadantes de cultivo alcanzó un plateau a las 16 h y la de IL-27 a las 24 h. En cambio, los 

niveles de IL-23 fueron máximos a las 16 h pero a partir de ese punto la concentración de la 

citoquina en el medio de cultivo fue disminuyendo progresivamente. 

Con el fin de estudiar una posible relación entre los niveles de producción de cada 

una de las citoquinas de la familia de IL-12 con el grado de activación de las CD se procedió a 

examinar, en cada punto de la cinética, el porcentaje de CD positivas para el marcador de 

activación CD86 (Figura 2A y 2B) y los niveles de expresión de CMH-II (Figura 2C y 2D). 

 

Figura 2. Las CD alcanzan su estado de activación máximo a las 24 h post estimulación con LPS. A y 

B) Porcentaje de CD que expresan CD86 a diferentes tiempos luego de la estimulación con LPS; n=3. C 

y D) Niveles de expresión de CMH-II (MFI) en CD a diferentes tiempos luego de la estimulación con 

LPS; n=2. En los paneles B y D se muestran histogramas representativos; gris: CI, línea fina: CD 

cultivadas en presencia de LPS durante 2 h, línea gruesa: CD cultivadas en presencia de LPS durante 

24 h. Los números dentro de los histogramas corresponden a los porcentajes de células positivas 

para CD86 (B) o a la intensidad de fluorescencia media (MFI; D) de las CD en cada condición En los 

paneles A y C se graficó la media ± SEM. 

En estos ensayos observamos que entre las 16 y las 24 h de estimulación con LPS 

prácticamente todas las CD pasaron a expresar el marcador de activación CD86. En cambio, 

recién a las 24 h se alcanzaron los máximos niveles de expresión de CMH-II. 
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1.2. Interacción entre CDm y células NK. 

Con el objeto de investigar la participación de IL-23 en el diálogo recíproco entre las 

CDm y las células NK centramos el análisis a las 24 h de estimulación de las CD con LPS. 

Escogimos este punto de la cinética debido a que es cuando las CDm alcanzaron su máximo 

estadío de activación. Además, durante las primeras 24 h de estimulación con LPS las CD 

produjeron altas concentraciones de IL-23. 

En el caso de IL-27, existen evidencias que demuestran un efecto tanto pro- como 

anti-inflamatorio de esta citoquina. En particular, IL-27 parecería tener un rol inhibitorio 

sobre las CD. Además, los antecedentes sugieren que el rol dual de la citoquina dependería 

de la etapa de la respuesta inmune o del estadio de activación de las células estimuladas, 

siendo IL-27 inhibitoria principalmente en etapas tardías de la respuesta inmune. Por este 

motivo, y tomando en cuenta que las células NK son células de la inmunidad innata que 

tienen un rol fundamental en etapas tempranas de una respuesta inmune anti-infecciosa o 

anti-tumoral, decidimos investigar la participación de IL-27 en el diálogo recíproco entre CD 

y células NK a las 8 h de estimulación de las CD con LPS. 

Por lo tanto, estimulamos a las CDi con LPS y a las 24 h y 8 h evaluamos la 

concentración de IL-23 e IL-27, respectivamente, en los sobrenadantes de cultivo (Figura 3A 

y 3B). En estos ensayos observamos que las CDm secretaron niveles significativamente 

mayores de IL-23 e IL-27 que las CDi. A continuación, examinamos si la IL-23 y la IL-27 

derivadas de las CDm regulan la secreción de IFN- por parte de las células NK. Para ello, 

estimulamos las CD con LPS y a las 24 h y 8 h (para analizar IL-23 e IL-27, respectivamente) 

realizamos co-cultivos con células NK en presencia de un AcMo control de isotipo (CI), un 

AcMo bloqueante de IL-23 (-IL-23p19) o un AcMo bloqueante del receptor de IL-27 (-

CD130) y luego de 24 h de co-cultivo evaluamos los niveles de IFN- en los sobrenadantes de 

cultivo. Los resultados obtenidos mostraron una reducción estadísticamente significativa en 

los niveles de IFN- producidos por las células NK cuando se bloqueó la acción tanto de IL-23 

como de IL-27 (Figura 3C y 3D). 
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Figura 3. Las CDm secretan IL-23 e IL-27 que estimula la secreción de IFN- por células NK. A) 

Niveles de IL-23 secretados por CDi luego de 24 h de incubación en ausencia (CDi) o en presencia de 

LPS (CDm); n=3. B) Niveles de IL-27 secretados por CDi luego de 8 h de incubación en ausencia (CDi) o 

en presencia de LPS (CDm); n=4. C) Niveles de IFN- secretados por células NK luego de 24 h de co-

cultivo con CDm (incubadas con LPS durante 24 h previo al agregado de las células NK) en presencia 

de un AcMo CI o de un AcMo bloqueante de IL-23p19 (-IL-23); se utilizaron células NK y CDm de 3 

donantes diferentes. D) Niveles de IFN- secretados por células NK luego de 24 h de co-cultivo con 

CDm (incubadas con LPS durante 8 h previo al agregado de las células NK) en presencia de un AcMo 

CI o de un AcMo bloqueante del receptor de IL-27 (-CD130); se utilizaron células NK y CDm de 6 

donantes diferentes. Se graficó la media ± SEM; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 (t de Student). 

El conjunto de estos resultados indica que frente al estímulo con LPS las CD secretan las 

tres citoquinas de la familia de IL-12 con cinéticas de producción diferentes, a medida que 

progresan hacia su máximo estado de activación (que se alcanzaría luego de 24 h de 

estimulación, de acuerdo a los niveles de expresión de CD86 y CMH-II). Además, tanto IL-

23 como IL-27 secretadas por las CDm contribuyen a la producción de IFN- por células NK 

humanas durante la interacción entre ambos tipos celulares. 



Resultados 

[74] 

 

2. Efectos de IL-23 e IL-27 recombinantes sobre la 

secreción de IFN- por células NK y vías de 

señalización involucradas. 

2.1. Producción de IFN-. 
Cuando las CD son activadas a través de PMAP secretan diversas citoquinas, no sólo 

las pertenecientes a la familia de IL-12. Además, en el diálogo recíproco entre CD y células 

NK están involucrados receptores y sus ligandos, que se expresan en la superficie de ambos 

tipos celulares. Por lo tanto, con los experimentos previos de co-cultivos y bloqueos de IL-23 

e IL-27R, no se puede distinguir un efecto directo de las citoquinas sobre la producción de 

IFN- por células NK de un efecto indirecto o mediado por la combinación de IL-23 o IL-27 

con alguna otra señal activadora. Por este motivo, con la intención de evaluar únicamente el 

efecto de IL-23 o de IL-27 sobre el fenotipo y funcionalidad de las células NK, continuamos 

los experimentos utilizando IL-23 e IL-27 recombinantes y células NK aisladas de SP de 

dadores sanos. 

Comenzamos investigando el efecto directo de IL-23 e IL-27 sobre la secreción de IFN-

 por células NK aisladas de SP de dadores sanos. Luego de 24 h de incubación con las 

citoquinas observamos un aumento estadísticamente significativo en la producción de IFN- 
por células NK cultivadas en presencia de IL23 o IL-27 respecto de las que fueron incubadas 

en su ausencia (Figura 4). Además, mediante ensayos de CBA, observamos que IL-23 e IL-27 

no indujeron en células NK la secreción de cantidades detectables de IL-4, IL-10, IL-17, IL-6 y 

TNF (datos no mostrados). 
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Figura 4. IL-23 e IL-27 recombinantes estimulan la producción de IFN- por células NK. Niveles de 

IFN- secretados por células NK luego de 24 h de cultivo en ausencia (-) o presencia de 10 ng/ml de 

IL-23 (A) o IL-27 (B); n=23 y n=13, respectivamente. Los resultados corresponden a la media ± SEM; *, 

p<0,05; **, p<0,01 (t de Student). 

Con el fin de investigar qué subpoblación de células NK era la responsable del 

aumento en la secreción de IFN- al estimular a las células con IL-23 o IL-27, repetimos los 

ensayos pero en lugar de analizar la concentración de IFN- en los sobrenadantes de cultivo, 

examinamos los niveles de IFN- intracelulares en las dos subpoblaciones mayoritarias de 

células NK. Tanto en las células CD56
bright

CD16
-
 como en las CD56

dim
CD16

+
 no observamos 

diferencias significativas en el porcentaje de células NK productoras de IFN- al ser 

estimuladas con IL-23 (Figura 5A) o IL-27 (Figura 5B) respecto al control. Sin embargo, al 

analizar los niveles de IFN- en las células NK productoras de esta citoquina, detectamos un 

aumento estadísticamente significativo en la expresión de IFN- en las células NK 

CD56
bright

CD16
-
, pero no en las CD56

dim
CD16

+
, cuando las células NK fueron estimuladas con 

IL-23 o IL-27 (Figura 5C y 5D, respectivamente). Estos resultados sugieren que las células NK 

CD56
bright

CD16
-
 serían las responsables mayoritarias de la secreción de IFN- inducida por IL-

23 e IL-27. 
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Figura 5. IL-23 e IL-27 inducen en las células NK CD56
bright

CD16
-
 productoras de IFN- un aumento en 

los niveles de la citoquina. A y B) Porcentaje de células NK CD56
bright

CD16
-
 (panel izquierdo) y 

CD56
dim

CD16
+
 (panel derecho) productoras de IFN- luego de 24 h de cultivo en ausencia (-) o 

presencia de IL-23 (A) o IL-27 (B); n=7 y n=9, respectivamente. C y D) Niveles de expresión de IFN- en 

células NK CD56
bright

CD16
-
 (panel izquierdo) y CD56

dim
CD16

+
 (panel derecho) luego de 24 h de cultivo 

en ausencia (-) o presencia de IL-23 (C) o IL-27 (D); n=7 y n=9, respectivamente. Los resultados 

corresponden a la media ± SEM; ns, no significativo; *, p<0,05 (t de Student). 

Posteriormente, tomando en consideración la idea de que IL-27 podría tener efectos 

opuestos dependiendo del estado de activación de las células al momento de ser 

estimuladas con la citoquina, y debido a que se desconoce si este fenómeno podría ocurrir 

también con IL-23, decidimos evaluar la producción de IFN- por células NK activadas y luego 

estimuladas con IL-23 o IL27. Para ello, estimulamos células NK aisladas de SP de dadores 

sanos con una combinación de IL-12, IL-15 e IL-18 (combinación de citoquinas utilizado de 

rutina en el laboratorio como potente activador de las células NK). Luego de 5 d de cultivo, 

las células fueron lavadas exhaustivamente y cultivadas durante 24 h en ausencia o en 

presencia de IL-23 o IL-27 y los sobrenadantes de cultivo fueron empleados para evaluar la 

concentración de IFN-. De manera similar a lo observado con células NK en reposo, 
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observamos un aumento estadísticamente significativo en los niveles de IFN- secretados 

por células NK activadas y posteriormente estimuladas con IL-23 (Figura 6A). Sin embargo, 

no encontramos diferencias significativas en la producción de IFN- por células NK activadas 

y posteriormente estimuladas con IL-27 (Figura 6B). Estos resultados marcan una clara 

diferencia en la respuesta de las células NK frente al estímulo con IL-23 o IL-27, siendo la 

primera un inductor de la secreción de IFN- por parte de las células NK 

independientemente de su estado de activación. En cambio, IL-27 estimuló la producción de 

IFN- por células NK en reposo pero no por células NK activadas, demostrando un efecto 

diferencial de IL-27 en función del estado de activación de las células. 

 

Figura 6. IL-23, pero no IL-27, estimula la producción de IFN- por células NK activadas. Niveles de 

IFN- secretados por células NK, previamente activadas durante 5 d con una combinación de 

citoquinas (IL-12, IL-15 e IL-18), luego de 24 h de cultivo en ausencia (-) o presencia de IL-23 (A) o IL-

27 (B); n=5 en ambos casos. Los resultados corresponden a la media ± SEM; ns, no significativo; **, 

p<0,01 (t de Student). 

2.2. Vías de señalización intracelular involucradas en la inducción 

de IFN- por IL-23 e IL-27 en células NK. 

A continuación, decidimos investigar las vías de señalización involucradas en la 

secreción de IFN- al estimular a las células NK con IL-23 o IL-27, para lo cual repetimos los 

ensayos de la figura 4 pero en presencia de inhibidores farmacológicos de diferentes vías de 

señalización celular. De esta manera observamos que la activación de MEK1/MEK2, JNK, 

PI3K, mTOR y NF-B pero no de p38 MAPK y Jak2 estuvieron involucradas en este efecto 
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(Figura 7A y 7B). Más aún, la inhibición farmacológica de STAT-1 produjo una reducción 

estadísticamente significativa en la concentración de IFN- secretada por células NK 

estimuladas con IL-27 (Figura 7D), pero no con IL-23 (Figura 7C), demostrando un rol crucial 

de este factor de transcripción en la inducción de IFN- por IL-27. 

 

Figura 7. MEK1/MEK2, JNK, PI3K, NFB y mTOR están involucradas en la inducción de IFN- por IL-

23 e IL-27 en células NK, mientras que STAT-1 está involucrado únicamente en la de IL-27. A y B) 

Secreción de IFN- por células NK estimuladas durante 24 h en presencia de IL-23 (A) o IL-27 (C) y en 

ausencia (-) o presencia de U0126, SP600125 (SP), SB202190 (SB), AG490, Ly294002 (Ly), BAY11-7082 

(BAY), o Rapamicina (RAPA); n=6 y n=3, respectivamente. C y D) Secreción de IFN- por células NK 

estimuladas durante 24 h con IL-23 (C) o IL-27 (D) en ausencia (-) o presencia de fludarabina (FLUDA); 

n=4 en ambos casos. En todos los paneles los resultados corresponden a la media ± SEM; ns, no 

significativo; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Dunnett en A 

y B, t de Student en C y en D). 

Por lo tanto, IL-23 e IL-27 estimulan en forma directa la secreción de IFN- en células NK 

activando las vías de señalización de MEK1/MEK2, JNK, PI3K, NFB y mTOR, pero no p38 

MAPK ni Jak2/STAT3. A su vez, STAT-1 está involucrado en la inducción de IFN- por IL-27 

pero no por IL-23. Asimismo, las células CD56
bright

CD16
-
 serían las responsables de la 

producción de IFN- inducida por IL-23 e IL-27. Por otra parte, el efecto de IL-23 es 

detectable sobre células NK en reposo y células NK previamente activadas con citoquinas, 

mientras que IL-27 no tiene efectos sobre la producción de IFN- por células NK 

previamente activadas con citoquinas. 
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3. Efectos de IL-23 e IL-27 sobre el fenotipo de las 

células NK. 

3.1. CCR7 y CD62L. 

CCR7 es el receptor de las quemoquinas CCL19 y CCL21 que se producen 

constitutivamente y en altas concentraciones en ganglios linfáticos. Por otra parte, CD62L (L-

selectina) está involucrada en la extravasación de CD y células linfoides, entre ellas las 

células NK, a los tejidos inflamados y a los órganos linfáticos secundarios a través de las 

vénulas del endotelio alto. Debido al rol importante que juegan las células NK en la 

regulación de la respuesta inmune adaptativa (a través de la interacción con CD) en los 

ganglios linfáticos, investigamos el efecto de IL-23 e IL-27 sobre la expresión de CCR7 y 

CD62L por CF. Sin embargo, no observamos cambios en el porcentaje de células NK 

CD56
bright

CD16
-
 y CD56

dim
CD16

+
 que expresaban CCR7 o CD62L luego de 24 h de estimulación 

con IL-23 o IL-27 (datos no mostrados). 

3.2. Marcadores de activación celular. 

Con el objeto de investigar el efecto de IL-23 y de IL-27 sobre el estado de activación 

de las células NK, se procedió a estimular las células NK aisladas de SP de dadores sanos con 

estas citoquinas y posteriormente se evaluaron por CF los niveles de expresión de los 

marcadores de activación CD25 y CD69 (Figura 8). Observamos un incremento en el 

porcentaje de células NK con fenotipo activado al ser estimuladas tanto con IL-23 como con 

IL-27 respecto a las células que fueron cultivadas en ausencia de estas citoquinas. 
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Figura 8. IL-23 e IL-27 inducen un fenotipo activado en las células NK. A-D) Porcentaje de células NK 

que expresan CD25 (A y B) o CD69 (C y D) luego de 5 d de incubación en ausencia (-) o presencia de 

IL-23; n=10 y n=9, respectivamente. E-F) Porcentaje de células NK que expresan CD25 luego de 5 d de 

incubación en ausencia (-) o presencia de IL-27; n=9. G-H) Porcentaje de células NK que expresan 

CD69 luego de 3 d de incubación en ausencia (-) o presencia de IL-27; n=6. En los paneles B, D, F y H 

se muestran histogramas representativos; gris: CI, línea fina: células NK cultivadas en ausencia de IL-

23 o IL-27, línea gruesa: células NK cultivadas con IL-23 o IL-27. Los números dentro de los 

histogramas corresponden a los porcentajes de células positivas para cada marcador en cada 

condición. *, p<0,05; **, p<0,01 (t de Student). 

En concordancia con el aumento en los niveles de expresión de CD25 (cadena  del 

receptor de IL-2), células NK cultivadas en presencia de IL-23 o IL-27 secretaron 

concentraciones mayores de IFN- que las células cultivadas en ausencia de estas citoquinas 

cuando fueron re-estimuladas con IL-2 (Figura 9), demostrando que el aumento en la 

expresión de CD25 inducido por IL-23 e IL-27 tiene consecuencias funcionales. 
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Figura 9. El aumento en la expresión de CD25 al estimular a las células NK con IL-23 o IL-27 tiene 

relevancia funcional. Secreción de IFN- por células NK cultivadas durante 5 d en ausencia (-) o en 

presencia de IL-23 (A) o IL-27 (B) y posteriormente lavadas y re-estimuladas durante 24 h con 8 ng/ml 

de IL-2; n=7 y n=6, respectivamente. Se muestra la media ± SEM; *, p<0,05 (t de Student). 

3.3. Receptores de superficie. 

Una de las principales funciones efectoras de las células NK es la citotoxicidad contra 

células tumorales o células infectadas por patógenos. Tomando en consideración que el 

reconocimiento de las células blanco y la actividad citotóxica dependen del balance entre 

señales activadoras e inhibitorias recibidas por las células NK a través de sus receptores, 

evaluamos si IL-23 e IL-27 regulan la expresión de los principales receptores involucrados en 

la respuesta citotóxica de las células NK luego de 5 d de cultivo en ausencia o en presencia 

de IL-23 o IL-27. En estos ensayos observamos un aumento estadísticamente significativo en 

los niveles de expresión de NKp46 en células NK incubadas tanto con IL-23 como con IL-27 

(Figura 10). Esta diferencia estadísticamente significativa también se observó (aunque en 

menor medida) a tiempos cortos de estimulación con IL-27 pero no con IL-23 (1d, Figura 10). 

Asimismo, IL-23 e IL-27 no modularon la expresión de NKG2D, NKp30, DNAM-1, NKG2A, 

CD57, CD16, CD158a,h (KIR2DL1/KIR2DS1) ni CD158b1,b2 (KIR2DL2/KIR2DL3) (datos no 

mostrados). 
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Figura 10. IL-23 e IL-27 inducen en las células NK un aumento en la expresión de NKp46. A y C) 

Niveles de expresión de NKp46 en células NK cultivadas en ausencia (-) o en presencia de IL-23 (A) o 

IL-27 (C) durante 1 d y 5 d; n=4 y n=8, respectivamente en A y n=8 en C. B y D) Histogramas 

representativos; gris: CI, línea fina: células NK cultivadas en ausencia de IL-23 o IL-27, línea gruesa: 

células NK cultivadas con IL-23 o IL-27.Los números dentro de los gráficos representan la intensidad 

de fluorescencia media (MFI) para cada condición En A y C se graficó la media ± SEM; ns, no 

significativo; *, p<0,05; ***, p<0,001 (ANOVA de 2 vías con test post-hoc de Bonferroni). 

Los resultados obtenidos indican que las células NK estimuladas con IL-23 o IL-27 

adquieren un fenotipo activado asociado a un aumento en la expresión de CD25 y CD69 

que además se caracteriza por una mayor expresión de NKp46. En cambio, estas citoquinas 

no modulan el porcentaje de células NK que expresan CCR7 o CD62L. Estos resultados 

sugieren que estas citoquinas promueven la activación de las células NK y 

consecuentemente podrían regular su actividad citotóxica. 
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4. Efectos de IL-23 e IL-27 sobre la citotoxicidad natural 

de las células NK. 

4.1. Efectos de IL-23 e IL-27 sobre la función citotóxica de las 

células NK. 

Con el objeto de investigar el efecto de IL-23 e IL-27 sobre la citotoxicidad de las 

células NK cultivamos a las células en ausencia o en presencia de estas citoquinas durante 

16-18 h y luego de varios lavados evaluamos su actividad citotóxica contra la línea celular 

K562 (blanco universal de las células NK humanas). Mientras que no observamos cambios 

mediados por IL-23 en esta función efectora, detectamos un aumento en la citotoxicidad de 

las células NK estimuladas con IL-27 (datos no mostrados). Sin embargo, debido a que 

obtuvimos una citotoxicidad basal alta repetimos los ensayos empleando células Raji 

(linfoma de Burkitt, resistentes a la lisis mediada por células NK en reposo) como blanco. En 

estos ensayos, el estímulo con IL-23 tampoco produjo cambios en la actividad citotóxica de 

las células NK en ninguna de las relaciones célula efectora:célula blanco (E:B) testeadas 

(Figura 11A). Por el contrario, el estímulo con IL-27 indujo un aumento estadísticamente 

significativo en la citotoxicidad de las células NK en todas las relaciones E:B examinadas 

(Figura 11B). 

Con el fin de evaluar si el efecto de IL-27 sobre la citotoxicidad de las células NK es un 

fenómeno general repetimos el ensayo de citotoxicidad empleando las células T-47D 

(carcinoma de mama, Figura 11C) y HCT116 (adenocarcinoma de colon) como células blanco 

(Figura 11D). En estos experimentos IL-27 también indujo un aumento en la respuesta 

citotóxica de las células NK en todas las relaciones E:B estudiadas, demostrando que su 

efecto sobre la citotoxicidad de las células NK es un fenómeno general. 
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Figura 11. IL-27, pero no IL-23, induce un aumento en la citotoxicidad de las células NK. 

Citotoxicidad de las células NK cultivadas previamente en ausencia (-) o en presencia de IL-23 (A) o IL-

27 (B-D) durante 16-18 h, contra células Raji (A y B), T-47D (C) y HCT116 (D) luego de 5 h de co-cultivo 

a diferentes relaciones E:B; n≥ϰ. “e graficó la media ± SEM; ns, no significativo; *, p<0,05; **, p<0,01; 

***, p<0,001 (t de Student para cada relación E:B). 

4.2. Rol de NKp46 en la citotoxicidad de las células NK inducida por 

IL-27. 

En función de los resultados obtenidos en cuanto al aumento en la expresión de 

NKp46 en las células NK estimuladas con IL-27, evaluamos la relevancia de este receptor en 

la potenciación de la actividad citotóxica de las células NK mediada por IL-27. Para ello, 

repetimos los ensayos de citotoxicidad pero en presencia de un AcMo bloqueante de NKp46 

o un AcMo CI. Como se observa en la Figura 12, el aumento en la citotoxicidad de las células 

NK estimuladas con IL-27 contra las tres líneas celulares utilizadas como blanco se vio 

inhibido al bloquear NKp46, demostrando que esta molécula participa de la inducción de la 

actividad citotóxica de las células NK por IL-27. 
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Figura 12. El aumento en la citotoxicidad de las células NK estimuladas con IL-27 es dependiente de 

NKp46. Citotoxicidad de las células NK cultivadas previamente en ausencia (-) o en presencia de IL-27 

durante 16-18 h, contra células Raji (A), T-47D (B) y HCT116 (C) luego de 5 h de co-cultivo en 

presencia de un AcMo CI (barras negras) o de un AcMo bloqueante de NKp46 (barras blancas). 

Relación E:B 5:1 (A) y 6:1 (B y C); n≥ϰ. EŶ todos los paneles los resultados corresponden a la media ± 

SEM; ns, no significativo; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 (ANOVA de 2 vías con test post-hoc de 

Bonferroni). 

4.3. Vías de señalización involucradas en la citotoxicidad de las 

células NK estimuladas con IL-27. 

Debido a que el aumento de la actividad citotóxica inducido por IL-27 fue 

predominantemente dependiente de NKp46, en primer lugar examinamos las vías de 

señalización involucradas en la regulación de la expresión de este receptor. Para ello, 

estimulamos las células NK con IL-27 en ausencia o presencia de los inhibidores 

farmacológicos utilizados previamente en los experimentos de IFN- (Figura 7) y evaluamos 

la expresión de NKp46 por CF. En estos experimentos observamos una inhibición en la 

expresión de NKp46 cuando las células NK fueron estimuladas con IL-27 e incubadas con 

Rapamicina y BAY11-7082 (inhibidores de mTOR y NF-B respectivamente) pero no con los 

inhibidores de MEK1/MEK2 (U0126), JNK (SP600125), p38 MAP kinase (SB202190), Jak2 

(AG490) o PI3K (Ly294002) (Figura 13A). 

Con el fin de analizar si las vías de señalización responsables del aumento en la 

expresión de NKp46 inducido por IL-27 coinciden con las vías de señalización responsables 
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de la potenciación de la función citotóxica de las células NK inducida por IL-27, repetimos los 

ensayos de citotoxicidad estimulando a las células NK con esta citoquina en ausencia o en 

presencia de los inhibidores farmacológicos Rapamicina y BAY11-7082 (Figura 13B). En estos 

experimentos observamos una disminución estadísticamente significativa en la citotoxicidad 

de las células NK cultivadas con IL-27 en presencia de los inhibidores de ambas vías de 

señalización celular, demostrando su participación en este fenómeno. 

 

Figura 13. Las vías de señalización de NFB y mTOR están involucradas en la citotoxicidad, 

dependiente de NKp46 mediada por células NK estimuladas con IL-27. A) Expresión de NKp46 en 

células NK cultivadas en ausencia (SE) o en presencia de IL-27 y en ausencia (-) o presencia de U0126, 

SP600125 (SP), SB202190 (SB), AG490, Ly294002 (Ly), BAY11-7082 (BAY), o Rapamicina (RAPA); n=4. 

B) Citotoxicidad de las células NK cultivadas previamente en ausencia (SE) o en presencia de IL-27 y 

en ausencia o presencia de BAY11-7082 (BAY) o Rapamicina (RAPA) contra células Raji. Relación E:B 

5:1; n=4. En ambos paneles los resultados corresponden a la media ± SEM; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, 

p<0,001 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Dunnett). 

4.4. Vías de citotoxicidad celular inducidas por IL-27 en células NK. 

4.4.1. Vía secretoria. 

Con el objeto de evaluar el efecto de IL-27 sobre la vía secretoria evaluamos la 

degranulación (expresión en superficie celular de CD107a) de las células NK estimuladas con 

IL-27 luego de co-cultivos con células blanco (Raji). Observamos que IL-27 indujo una mayor 

degranulación de las células NK (Figura 14A y 14B). Cuando analizamos los niveles de Pfp en 
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células NK estimuladas con IL-27 observamos un aumento estadísticamente significativo en 

su expresión en comparación con células no estimuladas (Figura 14C y 14D). Estos resultados 

sugieren que la vía secretoria participa de la citotoxicidad de las células NK inducida por IL-

27. Con el fin de confirmar esta hipótesis, realizamos ensayos de citotoxicidad contra células 

Raji y T-47D en presencia de un inhibidor de la vía secretoria (CCA) y observamos una 

disminución estadísticamente significativa en la actividad citotóxica de las células NK 

tratadas con IL-27 (Figura 14E y 14F). Por lo tanto, la vía secretoria parecería jugar un rol 

importante en la citotoxicidad de las células NK estimuladas con IL-27. 

 

Figura 14. La vía secretoria está involucrada en la citotoxicidad de las células NK inducida por IL-27. 

A) Porcentaje de células NK CD107a
+
 luego de su incubación en ausencia (-) o en presencia de IL-27 

durante 16-18 h y 5 h de co-cultivo con células Raji. Relación E:B 1:3; n=5. B) Histogramas 
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representativos; gris: CI, línea fina: células NK cultivadas en ausencia de IL-27, línea gruesa: células 

NK cultivadas con IL-27. Los números dentro del gráfico corresponden a los porcentajes de células 

positivas para CD107a en cada condición. C) Expresión de Pfp en células NK cultivadas en ausencia (-) 

o en presencia de IL-27 durante 16-18 h; n=6. D) Histogramas representativos de la expresión de Pfp; 

gris: CI, línea fina: células NK cultivadas en ausencia de IL-27, línea gruesa: células NK cultivadas con 

IL-27. Los números dentro del gráfico representan la intensidad de fluorescencia media (MFI) de cada 

condición. E-F) Citotoxicidad de las células NK, cultivadas en ausencia (-) o en presencia de IL-27 

durante 16-18 h, contra células Raji (E) o T-47D (F) luego de 5 h de co-cultivo en ausencia (barras 

negras) o en presencia de CCA (barras blancas). Relación E:B 5:1; n=6 (E) y relación E:B 6:1; n=5 (F). 

En los paneles E y F los resultados corresponden a la media ± SEM; ns, no significativo; *, p<0,05; **, 

p<0,01; ***, p<0,001 (t de Student en A y C, ANOVA de 2 vías con test post-hoc de Bonferroni en E y 

F). 

4.4.2. Vía de receptores de muerte celular. 

Habiendo demostrado que la vía secretoria está involucrada en la citotoxicidad de las 

células NK inducida por IL-27, evaluamos la participación de la vía de receptores de muerte 

celular en esta respuesta funcional. Para ello, analizamos el porcentaje de células NK que 

expresan TRAIL luego de haber sido incubadas durante 16-18 h en ausencia o en presencia 

de IL-27. Observamos que IL-27 indujo un aumento estadísticamente significativo en el 

porcentaje de células NK TRAIL
+
 respecto a las células NK cultivadas en ausencia de esta 

citoquina (Figura 15A y 15B). Concordantemente, observamos una disminución 

estadísticamente significativa en la citotoxicidad de las células NK estimuladas con IL-27 

contra las células Raji cuando el ensayo se realizó en presencia de un AcMo bloqueante de 

TRAIL (Figura 15C). Por el contrario, este efecto no se observó cuando se utilizaron las 

células T-47D como blanco (Figura 15D). Este último resultado parecería ir en contra de la 

hipótesis de la participación de la vía de TRAIL en el efecto de IL-27 sobre la citotoxicidad de 

las células NK. Sin embargo, no lo es debido a que estudios previos demostraron que esta 

línea celular es resistente a la lisis mediada por TRAIL [352]. 

Posteriormente, a los fines de evaluar si la vía de FasL-Fas está involucrada en la 

citotoxicidad de las células NK inducida por IL-27, repetimos los ensayos de citotoxicidad 

contra las células Raji y T-47D en presencia de un AcMo CI o un AcMo bloqueante de FasL. 

Curiosamente, el bloqueo de FasL no tuvo efectos sobre la citotoxicidad de las células NK 

incubadas tanto en ausencia como en presencia de IL-27 (Figura 15E y 15F). Por lo tanto, la 
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vía de TRAIL, y no así la de FasL, está involucrada en la citotoxicidad inducida por IL-27 en las 

células NK. 

 

Figura 15. La vía de TRAIL, pero no la de FasL, está involucrada en la citotoxicidad de las células NK 

inducida por IL-27. A) Porcentaje de células NK incubadas en ausencia (-) o presencia de IL-27 

durante 16-18 h que expresan TRAIL; n=3. B) Histogramas representativos de; gris: CI, línea fina: 

células NK cultivadas en ausencia de IL-27, línea gruesa: células NK cultivadas con IL-27. Los números 

dentro del gráfico corresponden a los porcentajes de células positivas para TRAIL en cada condición. 

C-F) Citotoxicidad de las células NK, cultivadas previamente en ausencia (-) o en presencia de IL-27 

durante 16-18 h, contra células Raji (C y E) o T-47D (D y F) luego de 5 h de co-cultivo en presencia de 

un AcMo CI (barras negras) o en presencia de un AcMo bloqueante de TRAIL (barras blancas, C y D) o 

un AcMo bloqueante de FasL (barras blancas, E y F). Relación E:B 5:1; n=6 (C y E) y relación E:B 6:1; 

n=5 (D y F). En los paneles A y C-F los resultados corresponden a la media ± SEM; ns, no significativo; 
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*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 (t de Student en A y ANOVA de 2 vías con test post-hoc de 

Bonferroni en C-F). 

El conjunto de estos hallazgos indican que IL-23 no tiene efectos sobre la citotoxicidad de 

las células NK. Por otra parte, IL-27 induce un aumento de esta función efectora de manera 

dependiente de NKp46 y de las vías de señalización de NFB y mTOR. Además, tanto la vía 

secretoria como la de TRAIL, pero no la de FasL, están involucradas en este fenómeno. 

5. Efectos de IL-23 e IL-27 en la CCDA de las células NK. 

Como se explicó en la introducción de este trabajo de tesis doctoral, la eficacia 

terapéutica de los AcMo humanizados utilizados en la clínica contra diferentes 

enfermedades malignas se debe, en parte, al reconocimiento de las células tumorales 

recubiertas con AcMo a través del receptor CD16 y la consecuente citotoxicidad mediada por 

células NK (CCDA). Por lo tanto, examinamos el efecto de IL-23 e IL-27 sobre la CCDA de 

células NK utilizando el AcMo Rituximab (RTX, anti-CD20). Para ello, realizamos co-cultivos 

de células NK previamente incubadas durante 16-18 h en ausencia o en presencia de IL-23 o 

IL-27, con células Raji pre-incubadas durante 1 h con Ac CI (gammaglobulina G endovenosa) 

o con RTX (Figura 16A y 16B). Observamos que las células Raji recubiertas con RTX fueron 

susceptibles a la citotoxicidad mediada por células NK y que tanto IL-23 como IL-27 

aumentaron esta CCDA. A su vez, con el objeto de investigar si este efecto es un fenómeno 

general, evaluamos la CCDA de las células NK estimuladas con IL-27 contra células T-47D 

recubiertas con el AcMo Trastuzumab (TRZ, anti-Her2) y células HCT116 recubiertas con 

Cetuximab (CTX, anti-EGFR) (Figura 16C y 16D, respectivamente). De manera similar a lo 

observado con células Raji, en estos ensayos las células blanco recubiertas con los AcMo 

fueron susceptibles a la citotoxicidad mediada por células NK y, en ambos casos, IL-27 

aumentó esta CCDA. 
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Sin embargo, como se demostró en la figura 12, las células NK estimuladas con IL-27 

presentan una mayor actividad citotóxica dependiente de NKp46. Por lo tanto, para 

determinar si la citotoxicidad dependiente de NKp46 interfiere en la CCDA inducida por IL-

27, repetimos el estudio pero en presencia de un AcMo bloqueantes de NKp46 (Figura 16E). 

En concordancia con los resultados obtenidos previamente, observamos una inhibición de la 

citotoxicidad inducida por IL-27 en las células NK contra las células Raji cultivadas con el Ac 

CI, mientras que no se vio afectado el aumento en la citotoxicidad en los tratamientos con 

RTX. Estos resultados sugieren que NKp46 no estaría interviniendo en la CCDA inducida por 

IL-27 en las células NK. 

 

Figura 16. IL-23 e IL-27 inducen un aumento en la CCDA de las células NK. A y B) Citotoxicidad de 

células NK, cultivadas en ausencia (-) o en presencia de IL-23 (A) o IL-27 (B) durante 16-18 h, contra 

células Raji previamente incubadas durante 1 h con gammaglobulina G endovenosa (CI, barras 

blancas) o con RTX (barras negras), evaluada luego de 5 h de co-cultivo. C y D) Citotoxicidad de las 

células NK cultivadas en ausencia (-) o en presencia de IL-27 durante 16-18 h, contra células blanco 

incubadas previamente con gammaglobulina G endovenosa (CI, barras blancas), contra células T-47D 

recubiertas con TRZ (C) o contra células HCT116 recubiertas con CTX (D), luego de 5 h de co-cultivo. 
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E) Citotoxicidad de células NK cultivadas en ausencia (-) o en presencia de IL-27 durante 16-18 h, 

contra células Raji incubadas previamente con gammaglobulina G endovenosa (CI, barras blancas) o 

con RTX (barras negras), en presencia de un AcMo bloqueante de NKp46. En todos los casos la 

relación E:B fue 1:1; n=5 (A), n=8 (B), n=3 (C), n=5 (D) y n=7 (E). Se graficó la media ± SEM; *, p<0,05; 

**, p<0,01; ***, p<0,001 (ANOVA de 2 vías con test post-hoc de Bonferroni). 

Estos resultados indican que tanto IL-23 como IL-27 inducen un aumento en la CCDA de las 

células NK. 

6. Efectos del estímulo combinado de IL-23 o IL-27 con 

IL-18 sobre la funcionalidad de las células NK y 

mecanismos involucrados. 

6.1. Rol de IL-18 en la interacción entre CDm y células NK. 

De acuerdo a lo demostrado en puntos anteriores de esta Tesis Doctoral, las CDm 

secretan IL-23 e IL-27 que regulan el fenotipo y funcionalidad de las células NK. Sin embargo, 

las CDm secretan además otras citoquinas con efectos sobre las células NK, siendo una de 

ellas IL-18. Por este motivo, decidimos investigar la producción a lo largo del tiempo de esta 

citoquina por parte de CDi estimuladas con LPS (Figura 17A). En estos ensayos detectamos 

que las CDm produjeron IL-18 con un máximo de acumulación de la citoquina en los 

sobrenadantes de cultivo entre las 8 y 16 h. Debido a que los niveles de IL-18 a las 24 h 

fueron bajos y similares a los observados a tiempos tempranos de la cinética (4 h), y 

tomando en cuenta que los experimentos de co-cultivo de CDm con células NK para el caso 

de IL-23 habían sido realizados a las 24 h de estimulación de las CD con LPS, decidimos 

comparar los niveles de IL-18 secretados por CDm y por CDi en este tiempo (Figura 17B). 

Observamos una diferencia estadísticamente significativa en la concentración de IL-18 

secretada por CDm respecto a la producida por CDi. Seguidamente, decidimos investigar si 
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los niveles de IL-18 producidos por las CDm a las 24 h de estimulación con LPS tienen un 

efecto sobre las células NK. Para ello, estimulamos a las CDi con LPS y a las 24 h realizamos 

un co-cultivo con células NK en presencia de un AcMo CI o de un AcMo bloqueante de IL-18. 

Luego de 24 h de co-cultivo evaluamos la producción de IFN- por células NK y observamos 

una disminución estadísticamente significativa en los niveles de esta citoquina cuando se 

bloqueó la acción de IL-18 (Figura 17C). 

 

Figura 17. Las CD estimuladas con LPS secretan IL-18 que induce la secreción de IFN- por células 

NK. A) Niveles de IL-18 secretados por CD estimuladas con LPS a diferentes tiempos; n=4. B) Niveles 

de IL-18 secretados por CDi luego de 24 h de incubación con LPS (CDm) o sin estímulo (CDi); n=3. C) 

Niveles de IFN- secretados por células NK luego de 24 h de co-cultivo con CDm (incubadas con LPS 

durante 24 h previo al agregado de las células NK) en presencia de un AcMo CI o de un AcMo 

bloqueante de IL-18 (-IL-18); se utilizaron células NK y CDm de 4 donantes diferentes. En A y B Se 

graficó la media ± SEM; *, p<0,05 (t de Student). 

6.2. Efectos de la estimulación con IL-23 o IL-27 en combinación 

con IL-18 sobre la producción de IFN- por células NK. 

Habiendo demostrado que las CDm secretan IL-18 al mismo tiempo que IL-23 e IL-27 

y tomando en cuenta que, como se explicó en la introducción de esta tesis doctoral, IL-18 

posee un efecto sinérgico con IL-12 sobre las funciones efectoras de las células NK, 

decidimos evaluar si IL-23 o IL-27 junto con IL-18 ejercen efectos cooperativos sobre las 

células NK. 
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6.2.1. Secreción de IFN-. 
En primera instancia, analizamos el efecto combinado de estas citoquinas en la 

secreción de IFN- por células NK en reposo (Figura 18). Observamos que el estímulo 

simultáneo de las células NK con IL-18 e IL-23 o IL-18 e IL-27 durante 24 h indujo un aumento 

estadísticamente significativo en la producción de IFN- respecto al estímulo con cada una 

de las citoquinas en forma individual. 

 

Figura 18. Tanto IL-18 e IL-23 como IL-18 e IL-27 poseen un efecto sinérgico sobre la producción de 

IFN- por células NK en reposo. A) Niveles de IFN- secretados por células NK luego de 24 h de 

cultivo en ausencia (-) o presencia de IL-18, IL-23 o IL-18 e IL-23; n=17. B) Niveles de IFN- secretados 

por células NK luego de 24 h de cultivo en ausencia (-) o presencia de IL-18, IL-27 o IL-18 e IL-27; 

n=14. Se graficó la media ± SEM; **, p<0,01; ***, p<0,001 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de 

Bonferroni). 

Seguidamente, investigamos si el efecto sinérgico de IL-23 e IL-27 con IL-18 ocurre 

también en NK activadas, particularmente tomando en cuenta que IL-27 como único 

estímulo no tuvo efectos sobre la producción de IFN- por células NK activadas. Para ello, 

repetimos el experimento de la Figura 18 pero con células NK pre-estimuladas con la 

combinación de IL-12, IL-15 e IL-18 durante 5 d (Figura 19). Interesantemente, el efecto 

sinérgico se observó en células NK activadas, no sólo para el caso de IL-23 sino también para 

IL-27. 
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Figura 19. Tanto IL-18 e IL-23 como IL-18 e IL-27 tienen un efecto sinérgico en la producción de IFN-

 por células NK activadas. A) Niveles de IFN- secretados por células NK pre-activadas con IL-12, IL-

15 e IL-18 durante 5 d, luego de 24 h de cultivo en ausencia (-) o presencia de IL-18, IL-23 o IL-18 e IL-

23; n=5. B) Niveles de IFN- secretados por células NK pre-activadas con IL-12, IL-15 e IL-18 durante 5 

d, luego de 24 h de cultivo en ausencia (-) o presencia de IL-18, IL-27 o IL-18 e IL-27; n=3. Se graficó la 

media ± SEM; *, p<0,05; ***, p<0,001 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Bonferroni). 

6.2.2. Mecanismos involucrados en el efecto sinérgico sobre la producción 

de IFN- por células NK. 

Una de las posibles explicaciones para el efecto sinérgico observado podría ser que el 

estímulo combinado de IL-23 o IL-27 con IL-18 induzca un aumento en la proliferación 

celular, con el consecuente aumento en el número de células productoras de IFN-. Por lo 

tanto, exploramos el efecto de IL-23 e IL-27 en la proliferación de las células NK evaluando la 

incorporación de 
3
H-timidina luego de 5 d de cultivo en presencia de las diferentes 

combinaciones de citoquinas. Curiosamente observamos que IL-23 e IL-27, tanto en ausencia 

como en presencia de IL-18, inhibieron de manera estadísticamente significativa la 

proliferación celular inducida por IL-15 (Figura 20A y 20B). A partir de este resultado 

hipotetizamos que la disminución en la proliferación podía deberse a un aumento de la 

muerte celular. Por este motivo, ensayamos la viabilidad de las células NK luego del estímulo 

con IL-23, IL-27 o estas citoquinas en combinación con IL-18, pero no detectamos diferencias 

en la viabilidad entre las distintas condiciones (Figura 20C y 20D). Otra posible explicación a 

la disminución en la proliferación observada sería que IL-23 e IL-27 induzcan un fenotipo de 
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diferenciación terminal en las células NK. Para testear esta hipótesis incubamos a las células 

NK con IL-23 o IL-27 y luego de 5 d analizamos el porcentaje de células con fenotipo de 

diferenciación terminal (CD57
+
 y NKG2A

-
). Sin embargo, no encontramos diferencias 

significativas entre las células incubadas en ausencia o en presencia de las citoquinas (datos 

no mostrados). 

 

 

Figura 20. IL-23 e IL-27 inhiben la proliferación de las células NK sin alterar su viabilidad. A) 

Proliferación de las células NK incubadas durante 5 d en presencia de IL-15 y en ausencia o en 

presencia de IL-23, IL-18 o IL-18 e IL-23, evaluada por incorporación de 
3
H-timidina; n=6. B) 

Proliferación de las células NK incubadas durante 5 d en presencia de IL-15 y en ausencia o en 

presencia de IL-27, IL-18 o IL-18 e IL-27, evaluada por incorporación de 
3
H-timidina; n=6. C) Viabilidad 

de las células NK cultivadas en las mismas condiciones que en A), evaluada por tinción con 7-AAD y 

CF; n=3. D) Viabilidad de las células NK cultivadas en las mismas condiciones que en B), evaluada por 

tinción con 7-AAD y CF; n=3. Los resultados corresponden a la media ± SEM; ns, no significativo; *, 

p<0,05; **, p<0,01 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Bonferroni). 

En busca de los posibles mecanismos implicados en el efecto sinérgico de IL-23 e IL-

27 con IL-18, decidimos explorar la posibilidad de que alguna de las citoquinas funcione 

como pre-estímulo para la otra. Para ello, realizamos estimulaciones secuenciales, donde 
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cultivamos las células NK durante 16-18 h en ausencia o en presencia de IL-23, IL-27 o IL-18 y 

luego de varios lavados realizamos los estímulos cruzados. En estos experimentos 

observamos que el pre-estímulo de las células NK con IL-18 no indujo un aumento en la 

secreción de IFN- cuando las células NK fueron posteriormente estimuladas con IL-23 o IL-

27 en comparación con células que no fueron pre-tratadas con IL-18. En cambio, cuando las 

células NK fueron pre-estimuladas con IL-23 o IL-27, el estímulo subsiguiente con IL-18 

indujo un aumento estadísticamente significativo en la secreción de IFN- comparado con 

células NK que fueron estimuladas con IL-18 pero que no fueron pre-tratadas con IL-23 o IL-

27 (Figura 21). Estos resultados indican que IL-23 e IL-Ϯϳ poseeŶ uŶ efeĐto de ͞priming͟ 

sobre las células NK haciéndolas más respondedoras al estímulo con IL-18 para la secreción 

de IFN-. 

 

Figura 21. IL-23 e IL-27 inducen un priming en las células NK para IL-18 sobre la producción de IFN-

. Secreción de IFN- por células NK cultivadas 16-18 h en ausencia (-) o en presencia de IL-23, IL-27 o 

IL-18 (1° estímulo), lavadas y re-estimuladas con IL-18, IL-23 o IL-27 (2° estímulo) durante 24 h. En A) 

se muestran los resultados para IL-23 y en B) para IL-27; n=7 en ambos casos. Se graficó la media ± 

SEM; ns, no significativo; **, p<0,01 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Bonferroni). 

A continuación, con la intención de encontrar una explicación a este fenómeno de 

priming de IL-23 e IL-27 para IL-18, investigamos los niveles de expresión de la subunidad  

del receptor de IL-18 (IL-18R) en células NK pre-estimuladas o no con IL-23 o IL-27 durante 

16-18 h. Dicho análisis no mostró cambios para el caso de IL-23, mientras que reveló un 

aumento pequeño, pero estadísticamente significativo, en las células NK estimuladas con IL-

27 (Figura 22A y 22B, respectivamente). 
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Asimismo, evaluamos los niveles de expresión del factor de transcripción T-bet 

(involucrado en la transcripción del gen de IFN-) y no observamos cambios frente a la 

estimulación con IL-23 (Figura 22C). En cambio, IL-27 indujo un aumento significativo en la 

expresión de T-bet en las células NK (Figura 22D y 22E). Estos resultados sugieren que el 

aumento en la expresión de T-bet y de IL-18R inducido por IL-27 estaría involucrado en el 

aumento en la producción de IFN- por parte de las células NK frente al estímulo con IL-18. 

 

Figura 22. El efecto de priming de IL-27, pero no de IL-23, para la producción de IFN- por células 

NK estimuladas con IL-18 se debe a un aumento en IL-18R y T-bet. A y B) Expresión de IL-18R en 

células NK incubadas en ausencia (-) o en presencia de IL-23 (A) o IL-27 (B) durante 16-18 h; n=8. C y 

D) Expresión de T-bet en células NK cultivadas durante 16-18 h en ausencia (-) o en presencia de IL-

18, IL-23 o IL-18 e IL-23 (C) o IL-18, IL-27 o IL-18 e IL-27 (D); n=6 y n=4, respectivamente. E) 

Histogramas representativos de la expresión de T-bet; gris: CI, línea fina: células NK cultivadas en 

ausencia de IL-27, línea gruesa: células NK cultivadas con IL-27. Los números dentro del gráfico 

representan la intensidad de fluorescencia media (MFI) de cada condición. Los resultados de los 

paneles A-C corresponden a la media ± SEM; ns, no significativo; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 

(ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Bonferroni en C y D, t de Student en A y B). 
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Concluimos que el estímulo combinado de IL-23 o IL-27 con IL-18 ejerce un efecto sinérgico 

sobre la secreción de IFN- por células NK, tanto en reposo como activadas, y que dicho 

efecto no se debe a cambios en la proliferación o viabilidad celular, sino a un efecto de 

priming de IL-23 e IL-27 para IL-18. En el caso de IL-27 este efecto combinado de ambas 

citoquinas está asociado a un aumento en los niveles de expresión de IL-18R y T-bet, lo 

que haría a las células NK más respondedoras a IL-18. 

6.3. Efectos del estímulo combinado de IL-23 o IL-27 con IL-18 

sobre la citotoxicidad de las células NK. 

6.3.1. Citotoxicidad celular. 

Con el objeto de evaluar si el efecto sinérgico entre IL-18 e IL-23 o entre IL-18 e IL-27 

en la secreción de IFN- es extensivo a la citotoxicidad mediada por células NK, estudiamos 

el efecto de los estímulos combinados sobre la actividad citotóxica de estas células contra la 

línea celular Raji. Lo que observamos fue un aumento pequeño, pero estadísticamente 

significativo, en la citotoxicidad de las células NK estimuladas con IL-18 e IL-23, respecto a 

células NK estimuladas con cada citoquina en forma individual, en una relación E:B igual a 

1:1. Sin embargo, este efecto no se observó al aumentar la relación E:B (Figura 23A).  

En cambio, las células NK estimuladas con IL-18 e IL-27 exhibieron un aumento 

estadísticamente significativo en la citotoxicidad, comparado con células NK estimuladas con 

cada citoquina por separado, en todas las relaciones E:B evaluadas (Figura 23B). 
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Figura 23. IL-18 e IL-23 actúan en forma cooperativa aumentando la citotoxicidad de las células NK 

a bajas relaciones E:B, mientras que IL-18 e IL-27 poseen este efecto a todas las relaciones E:B 

examinadas. A) Citotoxicidad de las células NK cultivadas durante 16-18 h en ausencia (-) o en 

presencia de IL-18, IL-23 o IL-18 e IL-23 contra células Raji, luego de 5 h de co-cultivo, a diferentes 

relaciones E:B; n=6. B) Citotoxicidad de las células NK cultivadas 16-18 h en ausencia (-) o en 

presencia de IL-18, IL-27 o IL-18 e IL-27 contra células Raji, luego de 5 h de co-cultivo, a diferentes 

relaciones E:B; n=6. En todos los paneles los resultados corresponden a la media ± SEM; ns, no 

significativo; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Bonferroni 

para cada relación E:B). 

6.3.2. Mecanismos involucrados en el efecto cooperativo de IL-27 e IL-18 

en la citotoxicidad de las células NK. 

Posteriormente, decidimos examinar los mecanismos involucrados en el efecto 

cooperativo de IL-18 e IL-27 sobre la citotoxicidad de las células NK. Para ello, examinamos el 

rol de NKp46 y de las vías de citotoxicidad celular en este fenómeno. De forma similar a lo 

observado previamente al estimular únicamente con IL-27, el aumento en la citotoxicidad de 
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las células NK estimuladas con la combinación de IL-18 e IL-27 fue dependiente de NKp46 

(Figura 24A) y se vio inhibido por CCA (Figura 24B) y por un AcMo bloqueante de TRAIL 

(Figura 24C) pero no por un AcMo bloqueante de FasL (Figura 24D), indicando la 

participación de NKp46, de la vía secretoria y de TRAIL pero no de FasL en este fenómeno. 

 

Figura 24. El efecto cooperativo de IL-18 e IL-27 sobre la citotoxicidad de las células NK es 

dependiente de NKp46 y de las vías secretoria y de TRAIL pero no de FasL. A-D) Citotoxicidad de las 

células NK cultivadas 16-18 h en presencia de IL-18 e IL-27 contra células Raji, luego de 5 h de co-

cultivo en ausencia (-) o en presencia de CCA (B, n=5), o en presencia de un AcMo CI (A, C y D) o un 

AcMo bloqueante de NKp46 (A, n=6), TRAIL (C, n=4) o FasL (D, n=4), en una relación E:B 5:1. En todos 

los paneles los resultados corresponden a la media ± SEM; ns, no significativo; **, p<0,01; ***, 

p<0,001 (t de Student). 

Tomando en consideración el efecto sinérgico observado sobre la producción de IFN-

 por parte de las células NK al ser estimuladas con IL-18 e IL-27, investigamos si el IFN- está 

involucrado en el efecto cooperativo de las citoquinas sobre la actividad citotóxica de las 

células NK. Para ello, repetimos los ensayos de citotoxicidad de células NK incubadas 16-18 h 

en ausencia o en presencia de IL-18, IL-27 o IL-18 e IL-27 contra células Raji pero en 

presencia de un AcMo CI o de un AcMo neutralizante de IFN-. Notablemente, el bloqueo de 
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IFN- inhibió de manera estadísticamente significativa la potenciación de la actividad 

citotóxica inducida por IL-18 e IL-27, pero no la de las células NK estimuladas con cada 

citoquina por separado (Figura 25), demostrando que el IFN- participa de dicho efecto. 

 

Figura 25. IFN- está involucrado en la potenciación de la citotoxicidad de las células NK inducida 

por el estímulo combinado de IL-18 e IL-27. Citotoxicidad de las células NK cultivadas 16-18 h en 

ausencia (-) o en presencia de IL-18, IL-27 o IL-18 e IL-27 contra células Raji, luego de 5 h de co-cultivo 

en presencia de un AcMo CI o de un AcMo neutralizante de IFN-. Relación E:B 5:1; n=5. Se graficó la 

media ± SEM; **, p<0,01 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Bonferroni). 

A continuación, investigamos de qué manera el IFN- secretado por las células NK 

(pre-tratadas con IL-18 e IL-27) durante el co-cultivo con las células blanco contribuye al 

aumento de la citotoxicidad observado. Estudios previos demostraron que el IFN- está 

involucrado en el aumento de la expresión de ICAM-1 en determinadas líneas celulares [353, 

354]. En función de estos antecedentes, y debido a que ICAM-1 podría estar formando parte 

de la sinapsis inmunológica entre células NK y células blanco, evaluamos el efecto de la 

neutralización de IFN- durante el co-cultivo de células NK (previamente estimuladas con IL-

18 e IL-27) y células Raji en la expresión de ICAM-1. En estos experimentos no observamos 

cambios en los niveles de esta molécula de adhesión en las células NK. Sin embargo, 

detectamos una disminución estadísticamente significativa en el porcentaje de células Raji 

positivas para ICAM-1 cuando se bloqueó la acción de IFN- (Figura 26). 
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Figura 26. El IFN- producido por células NK estimuladas con IL-18 e IL-27 induce un aumento en el 

porcentaje de células blanco que expresan ICAM-1. A) Porcentaje de células Raji positivas para 

ICAM-1 luego de 5 h de co-cultivo con células NK, pre-tratadas con IL-18 e IL-27, en presencia de un 

AcMo CI o de un AcMo bloqueante de IFN-. Relación E:B 5:1; n=3. B) Histogramas representativos de 

la expresión de ICAM-1. Gris: CI; línea delgada: células Raji co-cultivadas con células NK (pre-

estimuladas con IL-18 e IL-27) en presencia de un AcMo anti-IFN-; línea gruesa: células Raji co-

cultivadas con células NK (pre-estimuladas con IL-18 e IL-27) en presencia de un AcMo CI. Los 

números dentro del gráfico representan el porcentaje de células positivas para el marcador en cada 

condición. Los resultados del panel A corresponden a la media ± SEM; **, p<0,01 (t de Student). 

Finalmente, con el objetivo de investigar si IFN- e ICAM-1 regulan el contacto entre 

células NK pre-estimuladas con IL-18 e IL-27 y células blanco, analizamos la formación de 

conjugados entre células NK y células Raji inhibiendo o no la acción de ambas moléculas. 

Para ello, marcamos con CFSE las células NK estimuladas con IL-18 e IL-27 y realizamos un 

co-cultivo con células Raji marcadas con eFluorDye 670, en presencia de un AcMo CI o de un 

AcMo bloqueante de ICAM-1 o de un AcMo neutralizante de IFN- (Figura 27A). Luego de 5 h 

de co-cultivo examinamos por CF la formación de conjugados como el porcentaje de eventos 

doble positivos (CFSE
+
eFluorDye 670

+
). En la Figura 27B se ilustra la estrategia utilizada para 

evaluar el porcentaje de conjugados. En concordancia con los resultados previos, 

observamos una disminución estadísticamente significativa en el porcentaje de conjugados 

formados tanto cuando se bloqueó IFN- como cuando se bloqueó ICAM-1. 
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Figura 27. IFN- e ICAM-1 están involucrados en el número de conjugados que se forma, entre 

células NK y células blanco, cuando las células NK son pre-estimuladas con IL-18 e IL-27. A) 

Porcentaje de células NK estimuladas con IL-18 e IL-27 (CFSE
+
) que forman conjugados con células 

Raji (eFluor Dye 670
+
) luego de 5 h de co-cultivo en presencia de un AcMo CI o de un AcMo 

neutralizante de IFN- o un AcMo bloqueante de ICAM-1. Relación E:B 1:1; n=8. B) Estrategia 

utilizada para evaluar el porcentaje de conjugados. Los números dentro del gráfico representan el 

porcentaje de células que abarca cada selección (recuadro). Los resultados en A corresponden a la 

media ± SEM; **, p<0,01 (ANOVA de 1 vía con test post-hoc de Bonferroni). 

Concluimos que IL-27, y no IL-23, posee un efecto cooperativo con IL-18 en la estimulación 

de la citotoxicidad de las células NK, la cual es dependiente de NKp46 e involucra la vía 

secretoria y la de TRAIL pero no la de FasL. Además, este efecto potenciador de la 

citotoxicidad se debería a que en forma combinada IL-27 e IL-18 promueven una mayor 

formación de conjugados (sinapsis inmunológicas) entre células efectoras y células blanco, 

debido a que el IFN-γ seĐretado por las Đélulas NK proŵueve uŶ auŵeŶto eŶ el porcentaje 

de células blanco ICAM-1
+
 (molécula clave en el establecimiento de las sinapsis 

inmunológicas). 
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Discusión 

Las funciones efectoras de las células NK son reguladas, como se mencionó 

previamente, a través de la interacción con CDm. Estas células inducen la activación de 

las células NK en un proceso que involucra la interacción entre receptores activadores 

presentes en la superficie de las células NK y la secreción de citoquinas, siendo IL-12 

una de las más importantes. Hace aproximadamente una década se descubrieron 

nuevos miembros de la familia de citoquinas de IL-12 entre los cuales se encuentran IL-

23 e IL-27 [260, 261]. Se ha reportado que IL-23 cumple un rol esencial en el desarrollo 

de una respuesta inmune de tipo Th17 [280, 282]. Además, se demostró mediante la 

utilización de diferentes modelos murinos que esta citoquina puede tener efectos tanto 

pro- como anti-tumorales mediados en algunos casos por células NK [292, 298]. Por 

otra parte, IL-27 contribuye al perfilado de una respuesta inmune de tipo Th1 pero 

posee también una potente función inmunorregulatoria [281, 310, 324]. 

Adicionalmente, se ha demostrado en modelos murinos que IL-27 tiene efectos anti-

tumorales mediados en parte por células NK [312, 341, 342, 347]. Sin embargo, el 

efecto de IL-23 e IL-27 sobre las células NK humanas no ha sido estudiado en detalle y 

por lo tanto en esta Tesis Doctoral nos focalizamos en el estudio del rol de estas 

citoquinas sobre la fisiología de las células NK. Para ello, comenzamos investigando la 

participación de IL-23 e IL-27 en la interacción entre CD y células NK. En este sentido, se 

ha demostrado ampliamente que las CD, tanto murinas como humanas, producen las 

citoquinas de la familia de IL-12 frente a PMAP o a la activación a través de CD40 en 

combinación con IFN- [265, 355-358]. Más aún, se han realizado estudios cinéticos de 

expresión de los ARN mensajeros de las subunidades de estas citoquinas en CD 

humanas estimuladas con LPS, donde se observó que los niveles de expresión de p35, 

p40 y p19 alcanzaron un máximo entre las 8 y 14 h, los de p28 lo hicieron entre las 3 y 

las 6 h y los tres transcriptos volvieron a sus niveles basales a las 24 h. Contrariamente, 

la expresión génica de Ebi3 alcanzó un máximo entre las 12 y las 24 h y se mantuvo por 
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encima de los niveles basales aún luego de 72 h [261, 359, 360]. Sin embargo, hasta la 

fecha no se ha reportado la producción temporal de las proteínas IL-23 e IL-27 luego de 

la activación de CD humanas. Por lo tanto, en este trabajo de Tesis Doctoral 

comenzamos estudiando la producción de las citoquinas de la familia de IL-12 por CD 

estimuladas con LPS a lo largo del tiempo, y observamos que las tres citoquinas fueron 

secretadas con cinéticas diferentes. En concordancia con lo reportado por Langenkamp 

y colaboradores observamos que la concentración de IL-12 alcanzó un máximo a las 16 

h y se mantuvo en los mismos niveles aún luego de 72 h [359]. Por otra parte, los 

niveles de IL-27 alcanzaron una meseta a las 24 h de estimulación con LPS. En cambio, 

los niveles de IL-23 fueron máximos a las 16 h pero a partir de ese punto la 

concentración de la citoquina en el medio de cultivo disminuyó progresivamente. Estos 

resultados sugieren una regulación independiente de la secreción de las tres citoquinas 

de la familia IL-12 en CD estimuladas con LPS. En este sentido, ensayos preliminares 

realizados durante esta Tesis Doctoral sugieren que la detección de menores niveles de 

IL-23 a partir de las 16 h de incubación no se debió a la disociación de las subunidades 

que conforman la citoquina debido a un cambio de pH en el medio de cultivo durante 

etapas tardías de la cinética, ni tampoco a la presencia de proteasas en el medio de 

cultivo. Tomando en consideración que las CD expresan IL-23R, actualmente se está 

examinando la posibilidad de que el fenómeno observado se deba a la endocitosis de 

IL-23 mediada por las propias CD a través de IL-23R. Por otra parte, debido a que los 

datos bibliográficos indican que IL-27 posee efectos inhibitorios sobre las CD, 

hipotetizamos que esta citoquina podría estar involucrada en el efecto observado. Sin 

embargo, en ensayos preliminares observamos que la estimulación de CD con LPS en 

presencia de IL-27 indujo un aumento en la concentración de IL-23, sugiriendo que IL-

27 no estaría involucrada en la desaparición de IL-23 del medio de cultivo a partir de las 

16 h. Tomando en consideración que en ratones se demostró que IL-10 limita la 

producción de IL-23 por CD derivadas de médula ósea y estimuladas a través de TLR4 

[361], será interesante examinar el rol de IL-10 en la cinética de producción de IL-23 

detectada en nuestros experimentos. Por otra parte, observamos que la adquisición de 
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la expresión de CD86 en las CD alcanzó su máximo luego de 16 h de estimulación con 

LPS, coincidiendo con el punto máximo de producción de IL-12 e IL-23, mientras que la 

expresión máxima de HLA-DR fue a las 24 h coincidiendo con el punto máximo de 

producción de IL-27. Por lo tanto, el conjunto de estos resultados indica que la 

producción de cada una de las citoquinas estaría asociada a un grado de 

activación/maduración diferente de las CD, al menos en cuanto a los niveles de 

expresión de CD86 y CMH-II, dos moléculas clave en la capacidad funcional de las CD 

para activar a linfocitos T CD4
+
, lo que podría repercutir en el perfil de linfocitos T CD4

+
 

efectores que generan estas CD. Más aún, la diferencia entre las cinéticas de expresión 

de las tres citoquinas frente a un mismo estímulo indica que IL-12, IL-23 e IL-27 podrían 

ser relevantes en diferentes etapas de una respuesta inmune. Consecuentemente 

evaluamos el rol de IL-23 en la interacción entre CD y células NK mediante ensayos de 

bloqueo de la citoquina a las 24 h de estimulación de las CD con LPS, momento en el 

cual estas células alcanzaron su máximo estado de activación y en el que detectamos 

una alta producción de IL-23 por CDm. Con estos ensayos demostramos que IL-23 

derivada de las CDm contribuyó a la producción de IFN- por células NK. En el caso de 

IL-27, debido a que esta citoquina posee efectos pro-inflamatorios durante etapas 

tempranas de una respuesta inmune y efectos anti-inflamatorios durante etapas 

tardías, y siendo que las células NK son relevantes principalmente durante el inicio de 

la respuesta inmune anti-infecciosa y anti-tumoral, sumado a que a las 8 h de 

estimulación con LPS observamos producción de IL-27 por CDm, analizamos a este 

tiempo el rol de IL-27 en la interacción entre estas células y células NK. En estas 

condiciones, también demostramos que IL-27 secretada por CDm contribuyó a la 

producción de IFN- por células NK humanas. 

Sin embargo, debido a que: a) la subunidad CD130 del IL-27R es compartida con 

el receptor de IL-6 y hasta la fecha no existen AcMo comerciales neutralizantes de IL-27 

o de la subunidad WSX-1 del IL-27R humano; b) los AcMo utilizados durante los co-

cultivos inhiben también el efecto de las citoquinas sobre las propias CD; c) el bloqueo 

de la acción de IL-23 e IL-27 no suprimió totalmente la producción de IFN-, lo que 
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indicaría que durante los co-cultivos las células NK reciben varios estímulos activadores 

simultáneos que se suman a los efectos de las citoquinas de la familia de IL-12 [51, 232, 

233], examinamos el efecto de IL-23 e IL-27 recombinantes sobre las células NK. De 

esta manera demostramos que ambas citoquinas indujeron directamente la secreción 

de IFN-. En el caso de IL-27, este resultado va a en concordancia con lo reportado por 

Wei y colaboradores, quienes detectaron en un modelo tumoral murino una menor 

producción de IFN- por células NK de ratones con CD imposibilitadas de producir IL-27 

[362]. En cambio, Laroni y colaboradores reportaron un aumento en los niveles de 

transcriptos de IFN- en células NK humanas estimuladas durante 24 h con una 

combinación de IL-27, IL-12 y altas concentraciones de IL-15, pero no con IL-27 sola 

[350]. Como se explicó en la introducción de esta Tesis Doctoral, las células NK 

requerirían de al menos dos estímulos activadores para secretar citoquinas pro-

inflamatorias [141, 155, 254-257], lo que podría explicar los resultados obtenidos por 

esos investigadores y la diferencia con nuestro trabajo, donde la estimulación de las 

células NK con IL-27 se hizo siempre en presencia de bajas concentraciones de IL-15 

con el objeto de suministrar el pre-estímulo necesario y aumentar su sobrevida en 

cultivo. Por otro parte, se ha reportado producción de diversas citoquinas, tales como 

TNF, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 por células inmunes estimuladas con IL-23 o IL-27 [323, 325-

327, 336, 345, 363-366]. Sin embargo, nosotros no observamos secreción de estas 

citoquinas por células NK estimuladas con IL-23 o IL-27, lo que indica que tanto IL-23 

como IL-27 promoverían diferentes perfiles de producción de citoquinas según el tipo 

celular. 

Cuando analizamos la producción de IFN- por las diferentes subpoblaciones de 

células NK estimuladas con IL-23 o IL-27, no observamos cambios en el porcentaje de 

células NK productoras de IFN- pero detectamos un aumento en los niveles de esta 

citoquina en las células NK CD56
bright

CD16
-
 estimuladas con IL-23 o IL-27 y no así en las 

CD56
dim

CD16
+
. Por lo tanto, podemos especular que la subpoblación de células NK 

predominante en ganglios linfáticos (NK CD56
bright

CD16
-
) sería la principal productora 

de IFN- frente al estímulo con estas citoquinas, lo que podría contribuir al montado y 
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perfilado de una respuesta inmune adaptativa anti-tumoral y anti-infecciosa eficiente y 

adecuada según las características del estímulo. En este sentido, se observó que 

pacientes con mutaciones en p40 o IL-ϭϮRβ1 (deficientes en IL-12 e IL-23) son más 

susceptibles a la infección por Salmonella y cepas no virulentas de micobacterias que 

individuos sanos, pero no tienen más infecciones con otros patógenos ni más tumores 

que el resto de la población. La historia clínica de estos pacientes demostró que para el 

control de la mayoría de las infecciones intracelulares, IL-12 e IL-23 serían redundantes 

[367]. Tomando en consideración que la defensa contra patógenos intracelulares 

depende principalmente del montado de una respuesta de tipo Th1, otras citoquinas 

inductoras de la producción de IFN- por células NK podrían explicar estas 

observaciones. En este sentido, la producción de IFN- por células NK estimuladas con 

IL-27 podría jugar un rol esencial durante el curso de estas infecciones. 

Por otro lado, debido a que existen reportes que sugieren que IL-27 tiene 

efectos diferentes sobre un mismo tipo celular dependiendo del estado de activación 

de las células [309, 317, 324, 328, 331] investigamos el efecto de IL-23 e IL-27 sobre 

células NK previamente activadas con una combinación de citoquinas (IL-12, IL-15 e IL-

18). Observamos que mientras la inducción de IFN- por IL-23 resultó ser 

independiente del estado de activación de las células, IL-27 no indujo cambios en la 

producción de IFN- por células NK activadas. Por lo tanto, nuestros resultados indican 

que de manera similar a lo que ocurriría con otras células inmunes, IL-27 tendría 

efectos diferentes sobre células NK dependiendo de su estado de activación. Además, 

el hecho de que el efecto inductor de IFN- por IL-27 se haya observado sobre células 

NK en reposo pero no sobre células NK activadas está en concordancia con la idea de 

que IL-27 tendría un efecto pro-inflamatorio durante etapas tempranas de una 

respuesta inmune pero a medida que las células NK adquieren un fenotipo activado, se 

vuelven refractarias a los efectos de IL-27, lo que podría constituir una estrategia para 

prevenir posibles efectos por-inflamatorios sostenidos y mediados por esta citoquina 

durante etapas tardías de la respuesta inmune [312, 368, 369]. 
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Adicionalmente, demostramos que MEK1/MEK2, JNK, PI3K, mTOR y NF-B pero 

no p38 MAPK y Jak2 estuvieron involucradas en la secreción de IFN- por células NK 

estimuladas con IL-23 e IL-27. Coincidentemente, se ha reportado que PI3K [370, 371], 

mTOR [370, 371], MEK1/MEK2 [111, 372-374] y NF-B [111, 373, 375] estuvieron 

involucrados en la inducción de secreción de IFN- por células NK frente a diferentes 

estímulos. Por otra parte, varios estudios asociaron los efectos biológicos de IL-27 a la 

activación de Jak2, STAT-1 y STAT-3 [307, 376-378]. En este trabajo de Tesis Doctoral 

observamos que STAT-1, pero no STAT-3 (mediador que se encuentra río abajo de 

Jak2), estuvo involucrado en la producción de IFN- por células NK estimuladas con IL-

27 pero no con IL-23. En concordancia con este resultado, Morishima y colaboradores 

detectaron una inhibición en la inducción de la producción de IFN- por células T CD8
+
 

mediada por IL-27 en ratones deficientes en STAT-1 [339]. Asimismo, varios trabajos 

reportaron que STAT-1 tiene un rol esencial en la activación de los monocitos, los 

macrófagos y en la diferenciación de los LT CD4
+
 hacia un perfil Th1 inducidos por IL-27 

[308, 310, 334, 377, 379], mientras que otros observaron que STAT-3 está involucrado 

en los efectos anti-inflamatorios de esta citoquina [323, 368]. Más aún, Yoshimura y 

colaboradores observaron que mientras la estimulación de células T CD4
+
 naive con IL-

27 activó tanto STAT-1 como STAT-3, la estimulación de células T CD4
+
 activadas 

únicamente indujo la activación de STAT-3. Además, en el mismo trabajo se observó 

que los efectos supresores de IL-27 sobre estas células fueron dependientes de STAT-3 

[368]. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis sustentan la idea 

de que los efectos pro-inflamatorios de IL-27 dependerían de la activación de STAT-1 y 

serían particularmente relevantes durante las etapas iniciales de la activación de las 

células NK (activación de células NK en reposo pero no de células NK previamente 

estimuladas con otras citoquinas). 

Por otro lado, de manera contraria a lo reportado para IL-12 [249], observamos 

que tanto IL-23 como IL-27 indujeron una inhibición de la proliferación de las células 

NK. Un efecto supresor de la proliferación mediado por ambas citoquinas se observó 

previamente sobre células tumorales de pulmón, células leucémicas y linfomas [298, 
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348, 380]. Adicionalmente, se ha reportado la inhibición de la proliferación de LT CD4
+
 

en presencia de IL-27 [332]. 

En este trabajo de Tesis Doctoral no observamos cambios en la expresión de 

CCR7 y CD62L en células NK estimuladas con IL-23 o IL-27 pero detectamos un aumento 

en el porcentaje de células NK que expresaron CD25 y CD69 luego de la incubación con 

IL-23 o IL-27. Estas moléculas de superficie celular constituyen marcadores de 

activación de diversas células linfoides, entre ellas las células NK [374, 381-383]. Por lo 

tanto, nuestros resultados indican que ambas citoquinas poseen un efecto activador 

sobre estas células. Más aún, el aumento en la expresión de CD25 (cadena  del 

receptor de IL-2) inducido por IL-23 e IL-27 tuvo consecuencias funcionales. 

Sivori y colaboradores detectaron una correlación entre los niveles de expresión 

de NKp46 y la magnitud de la actividad citotóxica de las células NK de diferentes 

individuos contra células blanco [78]. Concordantemente, en este trabajo de Tesis 

Doctoral observamos un aumento en la expresión de NKp46 y una potenciación de la 

actividad citotóxica de las células NK estimuladas con IL-27, pero no con IL-23, contra 

líneas tumorales de adenocarcinoma de colon, carcinoma de mama y linfoma de 

Burkitt, efecto que fue dependiente de NKp46. La relevancia de NKp46 en la actividad 

anti-tumoral de las células NK fue reportada previamente por varios investigadores [75, 

78, 196, 384-386]. Asimismo, demostramos que la potenciación de la citotoxicidad y la 

expresión de NKp46 en células NK inducida por IL-27 requirieron de la participación de 

mTOR y NF-B. Cabe mencionar que hasta la fecha no existen reportes acerca de las 

vías de señalización que participan de la expresión de este receptor. En cambio, la 

importancia de NF-B y mTOR en la actividad citotóxica de las células NK se evidenció 

previamente en pacientes que poseen mutaciones en IKK-/NEMO y en estudios in 

vitro con células NK [387-389]. Por otro lado, la activación de ambas vías de 

señalización por IL-27 podría contribuir a la inducción de la actividad citotóxica de las 

células NK a través de la potenciación de los mecanismos efectores (que se discutirán a 

continuación). 
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Como se explicó en la introducción de esta Tesis Doctoral la actividad citotóxica 

de las células NK puede ser ejercida a través de la vía secretoria o la vía de receptores 

de muerte celular, siendo ambas relevantes en la defensa contra células tumorales y 

células infectadas [166, 180, 188, 190-192]. En nuestro trabajo observamos un 

aumento en la expresión de Pfp y C107a en células NK estimuladas con IL-27, lo que se 

condice con estudios que demostraron un aumento en los niveles de Pfp en LT CD8
+
 

naive inducido por IL-27 [339] y una menor expresión de Pfp en células NK de ratones 

deficientes en la citoquina [362]. Asimismo, demostramos la participación de la vía 

secretoria en la citotoxicidad estimulada por IL-27. 

Asimismo, observamos un aumento en la expresión de TRAIL en células NK 

estimuladas con IL-27 y demostramos su participación en la respuesta citotóxica contra 

células Raji. Es importante mencionar que TRAIL se almacena en los mismos gránulos 

citotóxicos que Pfp [390], por lo que el inhibidor de la degranulación (CCA) utilizado 

con el fin de examinar la participación de la vía secretoria en la citotoxicidad inducida 

por IL-27 probablemente afectó la movilización de TRAIL a la superficie celular. 

Consecuentemente, la inhibición simultánea de la secreción de Pfp/granzimas y 

expresión de TRAIL en superficie celular inducida por CCA explicaría el motivo por el 

cual en presencia de CCA observamos una inhibición prácticamente total del efecto de 

IL-27 sobre la citotoxicidad de las células NK. Por otra parte, mediante el bloqueo de 

TRAIL obtuvimos el mismo resultado, lo que sugiere que la potenciación de la actividad 

citotóxica de las células NK por IL-27 contra células Raji involucró principalmente a la 

vía de TRAIL pero no la liberación de Pfp/granzimas. Por otra parte, no detectamos que 

TRAIL estuviera involucrado en la muerte de células T-47D mediada por células NK, lo 

que indica que la vía secretoria (liberación de Pfp/granzimas) efectivamente participa 

de la citotoxicidad inducida por IL-27 ya que estas células son resistentes a la apoptosis 

mediada por TRAIL debido a que carecen de la expresión de los receptores TRAIL-R1 y 

TRAIL-R2 [352]. Por lo tanto, el conjunto de estos resultados indica que IL-27 confiere a 

las células NK la capacidad de mediar la citotoxicidad celular a través tanto de la vía de 
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Pfp/granzimas como de TRAIL y que dependiendo de la célula blanco una, la otra o 

ambas vías ejecutan esta función efectora. 

Por otra parte, Rituximab (AcMo contra CD20), Trastuzumab (AcMo contra 

Her2/Neu) y Cetuximab (AcMo contra EGFR) son ejemplos de AcMo actualmente 

empleados en la clínica y cuyo éxito terapéutico se debe, al menos en parte, a la CCDA 

mediada por células NK [218-220, 391]. Sin embargo, la eficacia terapéutica de estos 

AcMo se ha observado en el 20-30% de los pacientes [392, 393], por lo que se han 

realizado varios estudios con el fin de dilucidar los mecanismos de acción de los AcMo 

e identificar maneras de aumentar su eficacia [210, 393, 394]. En este sentido, Lee y 

colaboradores reportaron que la interacción entre células NK y CD durante la 

estimulación de las primeras con células tumorales recubiertas con CTX generó un 

aumento en la producción de IFN-. Más aún, el IFN- secretado en esta condición 

indujo en las CD un aumento en la expresión de marcadores de maduración y 

moléculas involucradas en la presentación cruzada, lo que resultó en un mayor 

desarrollo de LT CD8
+
 específicos contra EGFR [394, 395]. Además, otros investigadores 

observaron que la estimulación de células NK con citoquinas como IL-2, IL-15, IL-12, IL-

18 o IL-21 indujo un aumento en la CCDA [396-403]. De manera similar, en esta Tesis 

Doctoral observamos que tanto IL-23 como IL-27 aumentaron la CCDA de células NK. La 

citotoxicidad basal más alta observada con células NK estimuladas con IL-27 se debió a 

NKp46, como se demostró mediante el bloqueo de este receptor. Sin embargo, NKp46 

no pareció contribuir a la citotoxicidad inducida por IL-27 cuando las células NK 

realizaron CCDA. Los resultados de los ensayos de CCDA van en concordancia con los 

resultados de Bryceson y colaboradores, quienes observaron un efecto cooperativo de 

CD16 con NKG2D, 2B4, CD2 y DNAM-1 pero no con NKp46 en la activación de las 

células NK [404]. Estos antecedentes, en combinación con el hecho de que no 

detectamos cambios en la expresión de CD16 al estimular a las células NK con IL-23 o 

IL-27, sugieren que la potenciación de la CCDA inducida por IL-23 e IL-27 observada 

podría deberse a un aumento en la expresión de otro receptor activador (no evaluado) 

que podría actuar en cooperación con CD16. Alternativamente, y tomando en 
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consideración que Bryceson y colaboradores reportaron que CD16 fue el único receptor 

activador de las células NK que indujo la citotoxicidad de células NK por sí solo (sin 

necesidad de la colaboración de otro receptor o co-receptor [404]), el efecto de IL-23 e 

IL-27 sobre la CCDA de las células NK podría deberse a un efecto combinado de estas 

citoquinas con CD16 sobre la señalización celular o sobre los mecanismos efectores de 

la CCDA. En este sentido, Parihar y colaboradores observaron que la mejora clínica de 

los pacientes tratados con Trastuzumab e IL-12 estaba asociada a una mayor 

producción de IFN- por células NK [405] y que IL-12R y CD16 co-localizaban en las 

mismas áreas dentro de las balsas lipídicas de las membranas de las células NK en 

respuesta a la activación simultánea a través de ambos receptores, lo que se tradujo en 

un aumento en la secreción de IFN- mediado por una potenciación de la activación de 

ERK [372]. Por otra parte, otros grupos de investigación han demostrado que la 

estimulación de las células NK a través de CD16 induce la producción de citoquinas pro-

inflamatorias [406, 407]. Por lo tanto, restaría evaluar la secreción de IFN- por células 

NK en nuestros experimentos de CCDA y examinar la posible participación de esta 

citoquina en el aumento de esta función efectora al estimular las células NK con IL-23 o 

IL-27. 

IL-18 es producida por CD y macrófagos durante infecciones agudas y se 

observó en un modelo murino que es liberada por CD en la sinapsis inmunológica que 

establecen con las células NK, aumentando la secreción de IFN-, la citotoxicidad y la 

sobrevida de estas células [245-247, 251]. Concordantemente, en esta Tesis Doctoral 

observamos que IL-18 secretada por CDm humanas estimuló la secreción de IFN- por 

células NK. Además, de manera similar a lo reportado para IL-18 e IL-12 [159, 249], 

demostramos un efecto sinérgico entre IL-18 e IL-23 y entre IL-18 e IL-27 para la 

secreción de IFN- por células NK que no se debió a un aumento en la proliferación ni 

en la viabilidad celular. En cambio, demostramos que el efecto sinérgico se debió a un 

fenómeno de priming mediado por IL-23 e IL-27 para IL-18. En el caso de IL-27, pero no 

de IL-23, este fenómeno se vio asociado a un aumento en la expresión de IL-18R y de 

T-bet. El aumento en la expresión del primero mejoraría la capacidad de las células NK 
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de sensar la presencia de IL-18, mientras que el aumento en T-bet promovería una 

mayor transcripción del gen de IFN- [408, 409]. De esta manera, las células NK 

expuestas a IL-27 podrían responder a la estimulación con IL-18 secretando mayores 

concentraciones de IFN-, un fenómeno que podría ser relevante durante la interacción 

con CD. Notablemente, el aumento en la expresión de IL-18R también fue observado 

en células NK humanas estimuladas con IL-12 [410]. En cuanto a T-bet, varios estudios 

reportaron el aumento en su expresión inducido por IL-27 y mediado por STAT-1 en 

células T CD4
+
 y CD8

+
 [307, 308, 339, 377, 378]. Más aún, Lucas y colaboradores 

observaron un aumento en la expresión de T-bet en células NK murinas estimuladas 

con IL-27 [307], mientras que Wei y colaboradores observaron una disminución en la 

expresión de este factor de transcripción en células NK infiltrantes de tumores en 

ratones con CD deficientes en IL-27 [362]. Por otro lado, especulamos que el fenómeno 

de priming mediado por IL-23 podría deberse a la activación de otros factores de 

transcripción diferentes a T-bet tales como EOMES, cuya participación en las 

respuestas efectoras de las células NK fue demostrada recientemente [411-413]. 

Por otra parte, no observamos un efecto importante de IL-23 sobre la 

citotoxicidad de las células NK estimuladas conjuntamente con IL-18. En cambio, 

detectamos un efecto cooperativo entre IL-18 e IL-27 sobre la actividad citotóxica de 

estas células. De forma similar a lo observado al estimular únicamente con IL-27, este 

fenómeno fue dependiente de NKp46, de la vía secretoria y de TRAIL, pero no de FasL. 

Se ha reportado un aumento en la citotoxicidad de las células NK contra varias 

líneas celulares en presencia de IFN- debido a un aumento, mediado por esta 

citoquina, en la expresión de ICAM-1 en las células blanco [353, 354]. 

Concordantemente, demostramos que el IFN- promovió un aumento en el porcentaje 

de células blanco que expresaron ICAM-1, lo que contribuyó a la formación de un 

número mayor de conjugados entre células NK y células blanco, fenómeno que a su vez 

se tradujo en la potenciación de la citotoxicidad de las células NK inducido por el 

estímulo combinado de IL-18 e IL-27. 
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En resumen, en esta Tesis Doctoral demostramos que IL-23 e IL-27 activan las 

funciones efectoras de las células NK humanas y elucidamos los mecanismos 

subyacentes, lo que podría ser relevante en diferentes situaciones fisiológicas o 

patológicas. Particularmente, los resultados obtenidos con IL-27 se suman a los 

estudios pre-clínicos existentes que demostraron un efecto anti-tumoral de esta 

citoquina mediado por células inmunes y un efecto anti-angiogénico y anti-proliferativo 

directo sobre las células tumorales, lo que avala la posibilidad de que IL-27 sea 

considerada como potencial citoquina adyuvante para inmunoterapia anti-tumoral, 

aunque teniendo presente que durante etapas tardías de la respuesta inmune esta 

citoquina podría ejercer efectos anti-inflamatorios a priori no deseados. 
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Conclusiones 

En esta Tesis Doctoral hemos demostrado que: 

 CD estimuladas con LPS secretan IL-12, IL-23 e IL-27 con una cinética de producción 

diferente para cada citoquina. 

 IL-23 e IL-27 secretadas por las CD promueven la secreción de IFN- durante el co-

cultivo con células NK. 

 IL-23 e IL-27 recombinante estimulan la producción de IFN- por células NK en 

reposo, mientras que sólo IL-23 induce la secreción de IFN-γ poƌ Đélulas NK 

activadas. 

 IL-27, pero no IL-23, ejerce sus efectos de manera dependiente de STAT-1 

 Tanto IL-23 como IL-27 inducen un fenotipo activado en las células NK. 

 IL-27, pero no IL-23, potencia la citotoxicidad de las células NK de manera 

dependiente de NKp46 y de las vías de señalización de NF-B y mTOR. 

 Las vías secretoria y de TRAIL pero no de FasL están involucradas en la inducción 

de la actividad citotóxica de las células NK por IL-27. 

 Tanto IL-23 como IL-27 inducen un aumento en la CCDA de las células NK. 

 CD estimuladas con LPS también secretan IL-18, la que contribuye con la 

producción de IFN-γ poƌ Đélulas NK duƌaŶte el Đo-cultivo de ambos tipos celulares. 

 IL-23 e IL-27 poseen efectos sinérgicos con IL-18 para la producción de IFN- por 

parte de células NK en reposo o activadas. 
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 El efecto sinérgico de IL-23 e IL-18 y de IL-27 e IL-18 no se debe a cambios en el 

número ni en la viabilidad de las células NK sino a un efecto de priming de IL-23 e 

IL-27 para IL-18. 

 El fenómeno de priming generado por IL-27 se debe al menos en parte a la 

inducción de un aumento en la expresión de IL-18R y de T-bet en las células NK. 

 IL-27 actúa en forma cooperativa con IL-18 aumentando significativamente la 

citotoxicidad de las células NK de manera dependiente de NKp46, del IFN-γ 

producido durante el co-cultivo con células blanco y de las vías secretoria y de 

TRAIL. 

 El IFN-γ pƌoduĐido Đoŵo ĐoŶseĐueŶĐia del efeĐto Đoopeƌatiǀo de IL-27 e IL-18 

contribuye a la actividad citotóxica de las células NK debido a que promueve un 

aumento en el porcentaje de células blanco que expresan ICAM-1, lo que se 

traduce en un incremento en el porcentaje de conjugados formados entre ambos 

tipos celulares. 

 

Nuestros resultados demuestran que IL-23 e IL-27, solas o en combinación con IL-18, 

estimulan las funciones efectoras de las células NK humanas, lo que podría ser 

relevante durante situaciones tanto fisiológicas como patológicas. Particularmente, el 

IFN- inducido por estas citoquinas podría ser relevante durante la interacción de las 

células NK con las CD, contribuyendo al correcto montado de una respuesta anti-

infecciosa o anti-tumoral. Por otra parte, la potenciación de la citotoxicidad de las 

células NK inducida por IL-27 o la combinación de IL-27 e IL-18 podría ser importante 

durante el transcurso de las respuestas anti-tumorales.  
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