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RESUMEN
Introducción: En el momento actual, los tumores sólidos refractarios al tratamiento convencional constituyen la principal causa de muerte 
en la edad pediátrica. Por tanto, es necesario desarrollar y consolidar nuevos tratamientos. Las células Natural Killer (NK) constituyen la pri-
mera línea de defensa del sistema inmune frente al desarrollo de células tumorales. Planteamos una nueva estrategia de terapia celular antitu-
moral en niños con cánceres refractarios, inmunoterapia con células NK estimuladas con interleucina 15 (IL-15). Pacientes y Métodos: En 
22 pacientes pediátricos con tumores sólidos refractarios y en controles sanos determinamos mediante citometría de flujo multiparamétrica 
y fluorescencia resuelta en el tiempo, el fenotipo y la actividad citotóxica de las células NK, respectivamente. En ratones inmunodeficientes 
desarrollamos un modelo de neuroblastoma metastático muy agresivo y terapia de rescate con células Natural Killer estimuladas con IL-
15. Resultados: Los pacientes pediátricos con cáncer refractario tienen un mayor porcentaje de células NK bright y una menor actividad 
citotóxica. La estimulación con IL-15 mejora la citotoxicidad in vitro y disminuye la carga tumoral in vivo. Conclusiones: Las células NK 
estimuladas con IL-15 constituyen una prometedora estrategia antitumoral.
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Kill the Killers: Natural Killer cells therapy against paediatric refractory solid tumours
SUMMARY
Introduction: Refractory solid tumours lead children deaths. To change this statement, new treatments should be developed. Natural Killer 
cells constitute the first line of defence against tumour cells. We propose a new strategy for antitumor cell therapy in children with refractory 
solid malignancies: IL-15 stimulated NK cells. Patients and methods: 22 paediatric patients suffering refractory solid tumours participate 
in this study. We compare NK cell subsets and K562 cytotoxicity in patients and sex-age pair’s healthy controls. We use multiparametric 
flow and time-resolved fluorescent, respectively. In immunocompromised mice we developed an aggressive human metastatic neuroblasto-
ma model and IL-15 stimulated NK cells rescue. Results: Patients had higher NK bright cells subset and lower NK cytotoxicity than healthy 
controls. IL-15 stimulated NK cells improved NK cell cytotoxicity in vitro and decreased tumour burden in vivo. Conclusions: IL-15 sti-
mulated NK cells may constitute a new cell therapy tool for paediatric refractory tumours.
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INTRODUCCIÓN

Los tumores sólidos en su totalidad constituyen el cáncer infan-
til más frecuente en la edad pediátrica1. Aproximadamente más de la 
mitad de los pacientes pediátricos con tumores sólidos tienen enfer-
medad avanzada a su diagnóstico2. Siendo el pronóstico muy desfa-
vorable en los pacientes con enfermedad metastásica3. El pronóstico 
es particularmente pobre en los pacientes con enfermedad metastá-
sica en hueso, médula ósea, y en las recaídas, donde prácticamente 
todos los pacientes fallecen por progresión de la enfermedad. Por 

ejemplo, para pacientes con Sarcoma de Ewing refractario la tasa de 
supervivencia a largo plazo es actualmente menor del 20% y menor 
del 10% si la recaída sucede dentro de los 2 primeros años4,5. Las 
estrategias de quimioterapia de segunda línea en este tipo de pa-
cientes son realmente poco exitosas, habiéndose alcanzado el techo 
terapéutico. Es por esto que son necesarias nuevas aproximaciones 
terapéuticas que supongan una alternativa a la quimioresistencia de 
estos tumores.

El papel del sistema inmune en el reconocimiento tumoral y 
en su eliminación es conocido desde hace décadas. Su potencial es 
tal, que la mayoría de las personas sanas eliminan células tumo-
rales a diario gracias a un eficaz sistema inmune6. Se han descrito 
en pacientes con cáncer, alteraciones del sistema inmune adaptati-
vo como aumento de células T reguladoras, disminución de células 
T CD8 efectoras, aumento de citocinas reguladoras como IL-107. 
Sin embargo el papel del sistema inmune innato no ha sido estu-
diado sistemáticamente. En los últimos años el conocimiento en 
la inmunobiología del cáncer ha identificado a las células Natural 
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Killers (NK) como unas auténticas armas asesinas «killers» contra 
el cáncer8. Las experiencias clínicas más evidentes de este efecto 
antitumoral están basadas en el efecto inmunológico mediado por 
las células NK en el trasplante de progenitores hematopoyéticos de 
donante haploidéntico en los pacientes con leucemia mieloide agu-
da (LMA)9. En estos pacientes la ausencia del ligando HLA-I en 
el paciente y la presencia de los receptores KIR inhibitorios en el 
donante desencadena un efecto antileucemia muy potente, incluso 
mayor que la propia quimioterapia10. Estudios preclínicos con líneas 
celulares han demostrado la capacidad citotóxica de las células NK 
frente a líneas celulares de sarcoma de Ewing, neuroblastoma, rab-
domiosarcoma y osteosarcoma11-15. La inmediatez de la respuesta 
citotóxica de las células NK, la posibilidad de expandir y manipular 
estas células, incluso en condiciones para uso humano (GMP), y la 
posibilidad de poder combinarse con otros esquemas de tratamiento 
como radioterapia o quimioterapia, hacen de las células NK un arma 
inmunoterápico de terapia avanzada a desarrollar en los próximos 
años. Nuestros objetivos con este trabajo es describir el sistema in-
mune innato, a través de uno de sus elementos las células NK, en 
pacientes pediátricos con cáncer refractario, similar a lo descrito en 
pacientes adultos con hemopatías malignas16, Y desarrollar un mo-
delo in vivo de terapia celular con NKs, que pueda poner las bases 
para posteriores ensayos clínicos, un nuevo batallón contra el cáncer 
refractario infantil.

MATERIALES Y MÉTODOS

Pacientes y controles

El estudio fue aprobado por el Comité de Investigación Clínica 
del Hospital Niño Jesús. En 22 pacientes pediátricos con tumores 
sólidos refractarios, cuya distribución se muestra en la tabla 1, se 
ha estudiado su sistema inmune innato y células NK. Utilizamos 
como controles donantes sanos para trasplante de progenitores he-
matopoyéticos.

Anticuerpos y citometría de flujo multiparamétrica

Mediante citometría de flujo multiparamétrica, utilizando el 
citómetro Becton Dickinson FACS CANTO II, se ha determina-
do el fenotipo de sus células NK utilizando los siguientes anti-
cuerpos: CD3 PE-Cy7, CD 16 APC-Cy7, CD45-FITC, CD81-PE, 
CD9-FITC de Becton Dickinson y CD56-APC de Beckman Coul-
ter. Las células NK se definen mediante citometría de flujo como 
CD45+ CD56+ CD3-. Dentro de esta población se han identifica-
do 2 subpoblaciones: NK dim y NK bright. Las células NK dim, 
caracterizadas por expresión normal de CD56 y por la expresión 
del receptor de la fracción Fc de las inmunoglobulinas, el CD16. 
Las células NK bright se caracterizan por la expresión elevada de 
CD56 y la ausencia de expresión del CD16. Las células de neuro-
blastoma se caracterizan por la nula expresión de CD45 y la expre-
sión de CD56, CD81 Y CD9.

Aislamiento de células NK y estimulación con IL-15

Las células NK fueron aisladas mediante tecnología inmuno-
magnética MACS, de la sangre periférica de los pacientes y con-
troles sanos. Utilizamos el kit NK cell isolation de Miltenyi Bio-
tech, siguiendo estrictamente las especificaciones del fabricante7. 
En todos los casos la pureza del aislamiento fue superior al 90%. 
Se incubaron las células NK purificadas en medio RPMI 37oC, 5% 
CO2 con interleucina 15 (Cellgenix) a una concentración de 10 ng/
ml overnight.

Ensayo de citotoxicidad in vitro

Para determinar la capacidad citotóxica de las células NK de los 
pacientes comparada con los controles, realizamos cocultivo celular 
de las células NK con la línea celular K562, diana de las células 
NK por carecer de HLA-I, marcada con BATDA, y posteriormente 
lectura de la fluorescencia resuelta TDA-Europium (Tecan, Infinite 
200)17. Se establecieron 4 ratios Effector/Target, 8:1, 4:1, 2:1 y 1:1. 
Se emplearon las siguientes formulas para calcular la citotoxicidad 
específica y espontánea: % lisis especifica= (lisis experimental-lisis 
espontánea)/(máxima lisis-lisis espontánea) x100% lisis espontá-
nea= (lisis espontánea-señal de fondo)/(máxima lisis-señal de fon-
do) x100.

Ensayo de citotoxicidad in vivo: «modelo murino 
de neuroblastoma refractario»

Un total de 16 ratones de 6 a 8 semanas de edad del tipo NOD-
SCID IL2Rgnull fueron subletalmente irradiados con 200cGy e ino-
culados 24 horas después mediante inyección intravenosa con 5x105 
células de neuroblastoma de la línea NB-1691luc. La terapia con 
NK comenzó 7 días después de la inoculación de la línea tumoral, 
día 8, tras comprobar mediante bioluminiscencia el injerto tumoral. 
Se realizaron infusiones semanales durante 3 semanas. Se realizaron 
2 grupos de 4 animales cada uno, El primer grupo recibió tratamien-
to con 200 mcl de PBS y el segundo grupo recibió tratamiento con 
1x106 células NK estimuladas overnight con 10 ng/ml de IL-15. 
Este experimento se realizó por duplicado. La carga tumoral se de-
terminó en los dos grupos mediante bioluminiscencia los días 7, 28, 

35 y 42 en el sistema de visualización XENOGEN IVIS-200 Ima-
ging System (Xenogen Corporation,Hopkinton,MA). Las imágenes 

Tabla 1.  Distribución de los tumores refractarios en nuestra pobla-
ción pediátrica de estudio. Todos son pacientes con enfermedad en 
progresión, y refractaria a más de dos líneas de tratamiento.
Tumor n %

Linfoma 7 32

Sarcoma 5 23

Neuroblastom 4 18

Osteosarcoma 2 9

Desmoplásico 2 9

Wilms 1 4,5

Carcinoma 1 4,5

Total 22 100
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obtenidas fueron procesadas mediante Xenogen Living Imagen soft-
ware (V.O 2.50). La medición de la intensidad lumínica (fotones/
segundo) se realizó en posición ventral a diferentes tiempos de ex-
posición. El valor obtenido fue comparado con el grupo control, 
inóculo de PBS (figura 1).

Análisis estadístico

Las variables categóricas se describieron mediante frecuencias 
absolutas y las variables cuantitativas mediante la media y el error 
típico. El análisis se realizó con el paquete estadístico SPSS versión 
15.0. Para comparar las medias entre grupos se realizó test T de 
Student cuando las variables presentaban distribución normal y en 
su ausencia test no paramétricos.

RESULTADOS

Inmunofenotipo de las células NK en los pacientes pediátricos 
con cáncer refractario

Mediante citometría de flujo se determinaron las subpoblaciones 
NK dim y NK bright. Observamos como el ratio NK dim/NK bright 
en los pacientes con tumores sólidos refractarios estaba disminuido 
significativamente respecto a los controles sanos (40/60% vs 91/9%, 
p<0,05) (figura 2). La prevalencia de la subpoblación NK bright 
(CD56+,CD16–) en los pacientes con tumores refractarios sugiere 
una menor actividad citotóxica frente a los controles sanos, ya que 
esta subpoblación carece de receptores KIR, fundamentales para el 
reconocimiento de las células tumorales que expresan cantidades dis-
minuidas de HLA-I.

Actividad citotóxica de las células NK in vitro

El estudio de la capacidad citotóxica de las células NK a la línea 
celular K562 en los pacientes frente a la citotoxicidad de los contro-
les sanos estaba significativamente disminuida (40±3 vs 71±9, 30±3 

Figura 1.  Modelo metastático de neuroblastoma.

vs 59±9, 18±2 vs 32±7, 8±2 vs 27±6, en los ratios 8, 4, 2 y 1 respec-
tivamente, p<0.05). Sin embargo, tras estimulación «overnight» con 
IL -15 la actividad citotóxica se normalizaba (78±4, 66±5, 53±5 y 
36±5), (figura 3).

Actividad citotóxica in vivo, modelo neuroblastoma metastático

Los resultados obtenidos en los estudios in vitro, nos ayudaron a 
determinar el rol de las células NK-IL-15 en un modelo metastásico 
muy agresivo de cáncer infantil (neuroblastoma), tanto a nivel ma-
croscópico (figura 4), como por citometría de flujo, (figura 5). Ob-
servamos cómo la carga tumoral medida por intensidad de luminis-
cencia, en los diferentes momentos de monitorización, fue 
significativamente menor (32, 41 y 669 veces menor en los días 28, 
35 y 42, p<0,05) en los ratones tratados con NK-IL15 (figuras 6a y 
6b).

Figura 2.  Subpoblaciones de células NK en los pacientes en com-
paración con sus controles sanos. Se puede observar como los ra-
tios NKdim/NKbright están invertidos en los pacientes respecto a 
los controles sanos.

Figura 3.  Actividad citotóxica de las células NK de los pacientes 
con tumores sólidos refractarios «resting», controles sanos y tras 
incubación overnight con IL-15.
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lulas NK en el control de la tumorogénesis en pacientes pediátricos 
refractarios. De hecho con nuestro trabajo ponemos al descubierto 
una disfunción de las células NK, expresada como alteración del 
fenotipo celular así como una disminución de su actividad citotó-
xica antitumoral. En nuestra opinión uno de los mecanismos que 
explican esta disfunción reside en la inversión del ratio NK dim/

DISCUSIÓN

Conscientes de las limitaciones de nuestro trabajo, el escaso 
número de pacientes y la heterogeneidad de los diagnósticos his-
tológicos, nuestros resultados preliminares ponen de manifiesto el 
papel tan importante del sistema inmune innato a través de sus cé-

Figura 4.  Imágenes macroscópicas de las metástasis del modelo de neuroblastoma. Se puede observar la gran carga tumoral de este mo-
delo.

Figura 5.  Citometría de células NB1691 en sangre periférica, cerebro, médula ósea, pulmón y bazo. Se trata por tanto de un modelo me-
tastático muy agresivo.
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NK bright observada en los pacientes18. Este hallazgo es importante 
porque la población NK bright carece de receptores KIR, que son 
los encargados de reconocer la ausencia de HLA-I en las células 
tumorales, y por tanto de su eliminación inmediata18,19. Por tanto 
este mecanismo supondría un mecanismo de escape de las células 
tumorales al reconocimiento inmunológico. La expresión de HLA-
I en las células tumorales hace que los linfocitos CD8 citotóxicos 
eliminen el tumor, por lo que las células tumorales para sobrevivir, 
tienen que disminuir su expresión de HLA-I. Este es un mecanis-
mo frecuente observado en los tumores cuando se hacen metastá-
ticos20,21. Sin embargo, la disminución de la expresión de HLA-I, 
aunque escapa al control de los linfocitos CD8 citotóxicos, estimula 
inmediatamente a las células NK22. Por el contrario si las células NK 
son disfuncionales, tal como estudiamos en nuestra muestra, y/o ca-
rece de los receptores para el reconocimiento de esta disminución en 
la expresión de HLA-I en las células tumorales, el tumor progresará 
escapando tanto al sistema inmune innato como al adaptativo. Sin 
embargo, es relevante como la estimulación con IL-15, una citocina 
fundamental en la homeostasis de las células linfoides, para su ma-
duración y expansión, consigue revertir el estado de inmunotoleran-
cia tal y como hemos demostrado en nuestros experimentos in vitro 
e in vivo23. Desafortunadamente la IL-15, en el momento actual, no 
se dispone para su uso clínico, tan solo a nivel de experimentación, o 
para estimulaciones en condiciones GMP, ex-vivo24. En este sentido 
nuestro grupo está desarrollando en el momento actual un ensayo 

clínico utilizando el trasplante alogénico de donante haploidéntico 
como plataforma para inmunoterapia con NK-IL15 ex vivo, en tu-
mores sólidos refractarios (N.º EudraCT: 2009-010186-23)25. Con 
esta estrategia perseguimos conseguir un efecto inmunológico me-
diado por las células NK, a través de la reconstitución inmune y 
del «boost» post trasplante de células NK estimuladas ex vivo con 
IL15, de manera similar al objetivado en hemopatías malignas26,27. 
Sin embargo, y en vista de los resultados obtenidos con este trabajo, 
planteamos la inmunoterapia con células NK-IL15 como un proce-
dimiento muy alentador en el tratamiento de tumores refractarios, 
incluso fuera del trasplante alogénico de donante haploidéntico28-35.

CONCLUSIONES

Con nuestro trabajo ponemos de manifiesto dos hallazgos fun-
damentales:

1.º � La inmunodeficiencia en el sistema inmune innato mediado 
por células NK en los pacientes pediátricos con tumores só-
lidos refractarios, caracterizado por un desequilibrio entre 
la población NK dim y NK bright y una disminución de la 
actividad citotóxica que favorece la progresión de las células 
tumorales.

2.º � La reversión de esta inmunodeficiencia mediante la infusión 
de células NK-IL15. Por lo tanto, creemos tener evidencia 
preclínica para considerar en un futuro cercano el desarrollo 
de ensayos clínicos con esta estrategia en pacientes pediá-
tricos con tumores refractarios, al igual que recientemente 
se está realizando en tumores sólidos de adultos incurables 
en el momento actual con los tratamientos convencionales.
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