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PALABRAS CLAVE Resumen

Sindromes Objetivo: Determinar el papel de la citotoxicidad de las células natural killer (NK) en pacientes
hemofagociticos; pediatricos criticos con sospecha de sindrome hemofagocitico (SH).

Células natural killer; Diserio: Estudio prospectivo realizado en el periodo comprendido entre septiembre de 2008 y
Citotoxicidad de las febrero de 2014.

células natural killer; Ambito: Se ha realizado en el Laboratorio de Onco-Hematologia del Hospital Infantil Universi-
Fas ligando tario Nifo Jesus de Madrid.

Pacientes: Se analizaron 30 muestras de sangre periférica de pacientes ingresados en la Unidad
de Cuidados Intensivos de diferentes centros hospitalarios. Los pacientes, 18 nifios y 12 nifas,
tenian una media de edad de 4,7 afos (rango 0,2-22). La citotoxicidad NK se compar6 con un
control sano del mismo sexo y similar edad.

Intervencion: Determinamos la citotoxicidad in vitro NK frente a la linea celular K562 mediante
fluorescencia resuelta en el tiempo (Europium-TDA) en condiciones de reposo, tras estimulacion
con interleucina 15 y bloqueo con el anticuerpo Fas ligando.

Variable de interés: La citotoxicidad NK.

Resultados: En 20 pacientes la citotoxicidad NK estaba disminuida (p=0,001). De ellos, 9 fue-
ron diagnosticados de SH primario y 11 de SH secundario. En 10 pacientes la citotoxicidad
fue normal; ninguno fue diagnosticado de SH. La estimulacion con interleucina 15 aumento la
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citotoxicidad NK en los SH secundarios, y el bloqueo de Fas ligando la disminuy6 en los pacientes
con SH primarios (p=0,001).

Conclusiones: En nuestra experiencia, la citotoxicidad NK constituye una prueba Util para el
diagnostico de los SH. La estimulacion con interleucina 15 y el bloqueo con Fas ligando nos
pueden ayudar al diagnostico diferencial de los SH primarios y secundarios.
© 2014 Elsevier Espana, S.L.U. y SEMICYUC. Todos los derechos reservados.
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Aim: To determine the role of natural killer (NK) cytotoxic activity in patients with suspected
hemophagocytic lymphohistiocytosis syndrome (HLH).

Design: A prospective study was conducted from September 2008 to February 2014.

Scope: The study was carried out in the Hematological Oncology Laboratory of Hospital Infantil

Patients: We analyzed 30 peripheral blood samples from intensive care patients with suspected
HLH. There were 18 males and 12 females, with a mean age of 4.7 years (range 0.2-22). NK cell
cytotoxicity was compared with healthy controls according to age and sex.

Intervention: In vitro NK cell cytotoxicity against the K562 cell line was determined by
time-resolved fluorescence (Europium-TDA) under resting conditions, after interleukin 15 sti-

Results: A total of 20 patients showed a significant decrease of NK cell activity compared with
controls (P=.001). Nine of these patients were diagnosed with primary HLH. A total of 10
patients were diagnosed with secondary HLH. Cytotoxic activity was normal in 10 subjects. None
of them were diagnosed with HLH. Interleukin 15 stimulation increased NK cell cytotoxicity in
secondary HLH, and blocking Fas ligand on NK cells decreased cytotoxic activity in primary HLH

Conclusions: In our experience, NK cell cytotoxic activity measured by time-resolved fluores-
cence is a simple and useful clinical diagnostic test for HLH. Interleukin 15 stimulation and Fas

ligand blocking on NK cells could help differentiate between primary and secondary HLH.

Fas ligand ¢
Universitario Nifo Jesus, Madrid (Spain).
mulation, and following block with Fas ligand antibody.
Variable of interest: NK cell cytotoxicity.
patients (P=.001).
© 2014 Elsevier Espana, S.L.U. and SEMICYUC. All rights reserved.
Introduccioén

Los sindromes hemofagociticos (SH) constituyen un tras-
torno hematoldgico caracterizado por la disfuncion de la
actividad citotoxica de los linfocitos T citotoxicos y de
las células natural killer (NK), que origina una prolifera-
cion, activacion e infiltracion de linfocitos y macrofagos
en diferentes tejidos, asi como una excesiva produccion
de citocinas, responsable todo ello de un cuadro clinico
muy grave. Se clasifican en formas primarias y secundarias.
El diagnostico diferencial es fundamental para el trata-
miento, prondstico y consejo genético. Actualmente, el
diagndstico de SH requiere cumplir al menos uno de los
siguientes criterios: i) confirmacion genética, y/o ii) al
menos 5 de los siguientes datos clinicos: fiebre, esplenome-
galia, citopenias, hipertrigliceridemia, hipofibrinogenemia,
hemofagocitosis, hiperferritinemia, disminucion de la acti-
vidad citotoxica NK y elevacion del receptor soluble de la
interleucina (IL)-2". Sin embargo, las alteraciones genéticas
solo se encuentran en el 30-70% de los SH primarios, y el
resto de criterios clinicos son comunes tanto en las formas
primarias como secundarias?.

La funcion citotdxica de los linfocitos T citotoxicos y las
células NK se realiza a través de 2 mecanismos: i) una via

directa relacionada con la secrecion de proteinas (sistema
perforina-granzimas), y ii) una segunda via, indirecta, a tra-
vés de la expresion de sefales de apoptosis como la via
Fas ligando de Fas (FasL)®>"’. En los SH primarios esta alte-
rada la via directa, por lo que la via indirecta adquiere un
protagonismo predominante®'°,

Clasicamente la citotoxicidad de las células NK se ha
explorado en el laboratorio mediante técnicas radioactivas.
Actualmente existen métodos mas sencillos y seguros'" "2,

Nuestros objetivos con este trabajo son: i) comprobar la
validez de la actividad citotoxica de las células NK mediante
fluorescencia resuelta en el tiempo en el diagnostico de los
SH, vy ii) discriminar las formas primarias de las secunda-
rias mediante la estimulacion de la actividad citotdxica de
las células NK con IL-15 y mediante el bloqueo de la via
indirecta (Fas-FasL).

Pacientes y métodos
Pacientes

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Nifo JesUs.
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Desde septiembre de 2008 hasta marzo de 2014 un total
de 30 muestras de sangre periférica de pacientes ingresados
en Cuidados Intensivos con sospecha de SH provenientes de
7 centros diferentes fueron analizadas en paralelo con las
de controles sanos emparejados para sexo y edad.

Mediante centrifugacion con gradiente de Ficoll se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica,
dividiéndose en diferentes alicuotas para los estudios de
citometria de flujo y de citotoxicidad.

Citometria de flujo para la cuantificacién de células
natural killer, degranulacion y expresiéon de Fas

Mediante citometria de flujo multiparamétrica, utilizando
el citdmetro Becton Dickinson FACSCanto™ I, se deter-
mind el porcentaje de células NK utilizando la siguiente
combinacion de anticuerpos: CD3-PE-Cy7, CD16-APC-Cy7 y
CD45-FITC de Becton Dickinson, y CD56-APC de Beckman
Coulter. Las células NK se definen mediante citometria de
flujo como CD45*, CD56* y CD3~. Se considerd una cifra dis-
minuida de células NK cuando el valor era inferior al 5% de
los linfocitos. La degranulacion de las células NK se deter-
min6 mediante el incremento de la expresion de la proteina
CD107a (ACD107a) en situacion basal y tras estimulo tras al
menos 2 h de cultivo con la linea celular K562 en las muestras
de los pacientes con actividad citotdxica disminuida. Se con-
siderd una degranulacion patologica cuando ACD107a era
inferior al 2%. En la linea celular K562 se determiné la expre-
sion y la intensidad media de fluorescencia de Fas utilizando
el anticuerpo Fas-APC de BioLegend.

Citotoxicidad de las células natural killer mediante
fluorescencia resuelta en el tiempo con
Europium-TDA

La determinacion de la citotoxicidad de las células NK
por fluorescencia resuelta en el tiempo es una técnica
no radioactiva, basada en el mismo principio que la téc-
nica convencional de liberacion de cromo-51'3. Para ello,
la linea celular leucémica K562, diana (T por «target») de
las células NK por carecer de HLA-I, se carga de éster de
acetoximetilo de BATDA, sustancia liposoluble que atra-
viesa adecuadamente las membranas celulares. Dentro de
la célula los enlaces éster son hidrolizados para formar un
ligando hidrofilo (TDA) que queda atrapado en el interior
de la célula. Posteriormente, y durante 2h, se cocultivan
la linea celular con las células mononucleares de sangre
periférica donde se encuentran las células NK, los efec-
tores (E). Se establecen diferentes ratios E/T: 8/1, 4/1,
2/1y 1/1. Las células leucémicas que hayan sido lisadas
por las células NK liberaran al sobrenadante el TDA conte-
nido en su interior, que mediante solucion de Europio forma
un quelante altamente fluorescente y estable (EuTDA). La
sefnal de fluorescencia se midié por triplicado en fluorimetro
Tecan Infinite® 200. Se emplearon las siguientes formu-
las para calcular la citotoxicidad especifica y espontanea:
porcentaje de lisis especifica=(lisis experimental — lisis
espontanea) / (maxima lisis — lisis espontanea) x 100; por-
centaje de lisis espontanea= (lisis espontanea —sefal de
fondo) / (maxima lisis — senal de fondo) x 100. Esta medida
se correlaciona directamente con la cantidad de células

lisadas. La actividad citotoxica se considero6 ausente cuando
en todas sus ratios sus valores eran iguales o inferiores a 0%,
y disminuida cuando en todas sus ratios existia una disminu-
cion en comparacion con su control sano.

Ademas de la determinacion de la actividad citotoxica
NK en situacion basal, se realizaron estudios funcionales de
citotoxicidad tras estimulacion de las células NK con IL-15,
R&D Systems, 10ng/ml durante la noche, y bloqueo en las
células NK de la proteina de superficie FasL con Anti-human
FasL/THFS6 goat IgG, R&D Systems, a una concentracion
final de 5ng/ml.

Estadistica

Todos los experimentos se realizaron con un control sano
de la misma edad. La actividad citotoxica NK se expreso en
porcentajes. El aumento de la citotoxicidad NK tras estimu-
lacion con IL-15 y la disminucion tras el bloqueo de FasL se
expresaron en porcentajes respecto a la actividad citotdxica
basal. Se realizaron test no paramétricos para determinar
las variables epidemiologicas, asi como las diferencias entre
las medias de la actividad citotdxica en los diferentes gru-
pos. Se consideraron significativas diferencias inferiores a
p<0,05.

Resultados

Pacientes

Un total de 9 pacientes, 6 nifios y 3 nifas, fueron diagnosti-
cados de SH primarios (7 formas familiares y 2 pacientes que
presentaron reactivacion del cuadro hemofagocitico tras
suspender el tratamiento, y con actividad NK disminuida
persistentemente). Cuatro de los pacientes con formas fami-
liares presentaron mutaciones en PRF-1 -2 con homocigosis
y otros 2 con doble heterocigosis-, otro paciente presentd
mutacion en homocigosis en UNC13D y un polimorfismo en
UNC13D, y otro tenia doble mutacion en heterocigosis en
UNC13D y STXBP2. Un total de 11 pacientes, 7 nifos y 4
ninas, fueron diagnosticados de SH secundarios. En estos
pacientes los SH fueron secundarios a una infeccion grave
por VVZ en un paciente, 3 estaban asociados a inmuno-
deficiencias -un paciente tenia enfermedad granulomatosa
cronica e infecciones de repeticion, otro paciente pre-
sentaba sindrome hiper-IgM, y otro, un sindrome de IPEX
(ambos cuadros hemofagociticos aparecieron en el seno de
sendas complicaciones postrasplante de progenitores hema-
topoyéticos alogénico)-, en 3 pacientes aparecieron como
complicaciones tras un trasplante multivisceral -2 compli-
caciones infecciosas y un paciente diagnosticado de linfoma
T periférico-, y un paciente mostraba hemimegaencefalia y
encefalopatia epiléptica en tratamiento con farmacos anti-
epilépticos. En 3 pacientes no se encontroé causa secundaria.

Un total de 10 pacientes, 5 nifios y 5 nifas, no reunie-
ron los criterios suficientes para el diagnostico de SH. En
estos pacientes, los diagnosticos fueron relacionados con
infecciones en 5 casos (citomegalovirus, leishmaniasis vis-
ceral, sepsis estafilococica en paciente con histiocitosis de
células de Langerhans diseminada, tuberculosis pulmonar en
paciente con enfermedad granulomatosa crénica y meningi-
tis de repeticion en paciente con sindrome de la hendidura
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30 pacientes con sospecha HLH

Actividad NK normal
10 pacientes

Actividad NK disminuida
20 pacientes

(33%) (67%)
HLH secundario HLH primario
11 pacientes (55%) 9 pacientes (45%)
Aumento tras estimulacion con IL-15 Disminucién con bioqueo de FasL
( Se descartdé HLH. \
Los diagnoésticos fueron:
1. Lesi;shmaniasis ( 1. Varicela \ ( \
2. Tuberculosis 2. EGC 1. PRF1
3. CMV 3. TPH (Hiper IgM) 2. PRF1
4. Sepsis estafilococica 4. TPH (Ipex) 3. Doble heterozigosis en PRF1
5. Sindrome de la notocorda 5. Listeria post TOS 4. Doble heterozigosis en PRF1
6. Anemia de Fanconi 6. M.avium pos TOS 5. UNC13D
7. Anemia de Fanconi 7. Linfoma T pos TOS 6. Heterozigosis (UNC13D y STXBP2)
8. ADEM 8. hemimegaencefalia 7. Polimorfismo UNC13D y recurrencia
9. &7 9. &7 8. Recurrencia
10. 6?7 10. ¢7? 9. Recurrencia
\ } \ 1.2 VAN

Figura 1

de la notocorda), en 2 pacientes, con anemia de Fanconi, en
otro, con encefalitis aguda diseminada autoinmune, y en 2
pacientes no se encontro la causa (fig. 1). La edad mediana
de los pacientes fue de 4 anos (rango: 2 meses-22 anos).
No hubo diferencias en la edad entre los diferentes grupos
diagnosticos, sin embargo, si se encontraron diferencias en
cuanto al sexo de los nifnos, siendo tanto los SH primarios
como los secundarios mas frecuentes en nifos que en ninas
(tabla 1).

De los pacientes con SH primario, 7 (77%) recibieron un
trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) alogé-
nico de sangre periférica. En un caso el donante fue un

Tabla 1
hemofagociticos primarios, secundarios y sin sindrome

Algoritmo diagnostico de nuestra serie de pacientes con sospecha de sindrome hemofagocitico.

hermano HLA idéntico, en otro caso el donante fue el padre,
HLA parcialmente idéntico, en otro caso el donante fue
haploidéntico, y en los 4 casos restantes fueron no rela-
cionados HLA idénticos). Un total de 2 (33%) pacientes con
diagnostico de SH primario no pudieron trasplantarse por no
presentar remision clinica del SH. De los pacientes trasplan-
tados, 4 (58%) han fallecido, 2 de ellos por complicaciones
derivadas del TPH y 2 por reactivacion de la enfermedad, y
3 (42%) pacientes estan vivos y sin enfermedad, con quime-
rismo mixto hematopoyético.

De los pacientes con diagnostico de SH secundario, 3
(28%) recibieron tratamiento con el protocolo HLH-2004

Diferencias clinicas y de actividad citotoxica entre los diferentes grupos de pacientes de nuestra serie: sindromes

SH primario (n=9)

SH secundario (n=10) NoSH (n=10) p

Edad (anos) 4
Relacion nifio/nina 2
Disminucion porcentaje NK (%) 12
Citotoxicidad NK (%) 7
Aumento citotoxicidad NK estimuladas IL-15 (%) 56

Disminucion citotoxicidad NK bloqueando con FasL (%) 48

6 5 ns
5 1 <0,05
50 40 <0,05
8 28 <0,001
276 80 <0,001
15 8 <0,001

FasL: Fas ligando; IL: interleucina; NK: linfocito natural killer; ns: no significativo; SH: sindrome hemofagocitico.
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Figura 2 Ensayo de degranulacion, expresion de CD107a: situacion basal, control normal, paciente con diagndstico genético de

mutacion en UNC13D (sindrome hemofagocitico familiar tipo 3).

durante 8 semanas, 5 (45%) recibieron tratamiento con cor-
ticoides y/o inmunosupresores, 2 (18%), con antibidticos, y
uno (9%), tratamiento quimioterapico para su linfoma. En
este grupo han fallecido 2 pacientes (sindrome de IPEX y
sindrome de hiper-IgM), en el contexto de sendas complica-
ciones pos-TPH alogénico por su inmunodeficiencia.

Todos los pacientes con otros diagnosticos recibieron tra-
tamiento adecuado a su sospecha clinica, estando todos
vivos.

Citometria de flujo del porcentaje de células
natural killer y ensayos de degranulacion

Todos los pacientes con SH primario y secundario estaban
citopénicos. Sin embargo, los porcentajes de células NK
variaron entre los diferentes grupos: un paciente (9%) con
diagnostico de SH primario, 5 pacientes (50%) con diag-
nostico de SH secundario y 4 (40%) con otros diagnosticos
diferentes a SH presentaron un porcentaje de células NK
disminuido; estas diferencias fueron estadisticamente signi-
ficativas (tabla 1). Todos los controles presentaron una cifra
normal de células NK. Los ensayos de degranulacion se rea-
lizaron en los pacientes con actividad NK disminuida, siendo
patolégica en 3 pacientes (15%). Estas personas posterior-
mente fueron diagnosticadas de SH primario con mutaciones

en homocigosis UNC13D, polimorfismo en UNC13D y doble
heterocigosis en UNC13D y STXBP2 (fig. 2).

Citotoxicidad de las células natural killer

En 20 pacientes (67%) se observé una disminucion de la cito-
toxicidad de las células NK en comparacion con sus controles
(16 vs. 50%, 10 vs. 38%, 5 vs. 28%, 4 vs. 15%) en las diferentes
ratios E/T (fig. 3ay tabla 1). Todos estos pacientes fueron
diagnosticados de SH. No hubo diferencias entre las formas
primarias y secundarias, ni entre pacientes sin diagnostico
de SH y controles sanos.

En un total de 10 pacientes (33%) la citotoxicidad NK fue
normal. Ninguno de estos pacientes fue diagnosticado de SH
al no cumplir los criterios diagnosticos.

La estimulacion con IL-15 aumenté la actividad citoto-
xica de las células NK en todos los grupos. Sin embargo,
este aumento fue significativamente mayor en los pacientes
con formas secundarias respecto a los pacientes con formas
primarias, los pacientes sin diagnostico de SH y los controles
sanos (276, 56, 80 y 80%, respectivamente; fig. 3ay tabla 1).

Tras comprobar la expresion de Fas en la linea K562
(fig. 4) se realizaron los experimentos de bloqueo de FasL
sobre las células efectoras. El bloqueo de FasL en las célu-
las NK disminuy6 significativamente la citotoxicidad en los
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Figura 3  Actividad citotoxica de las células NK frente a la linea celular K562 en los pacientes con diagndstico de sindrome

hemofagocitico primario, secundario, sin diagndstico de sindrome hemofagocitico y sus controles sanos en: a) situacion basal, a
ratio E/T 8/1, 4/1, 2/1 y 1/1; b) tras estimulacion con IL-15, ratio E/T 8:1, y tras el bloqueo de FasL, ratio E/T 8:1, y c) evolucion
postrasplante, 4 y 6 meses, de la actividad citotdxica de las células NK en 2 pacientes trasplantados con sindrome hemofagocitico

familiar tipo 2.

pacientes con diagndstico de SH primario respecto a los
pacientes con SH secundario, los pacientes sin diagnostico
de SHy los controles sanos (48, 15y 8 y 5%, respectivamente)
(fig. 3by tabla 1).

En 2 pacientes que recibieron TPH comprobamos, ade-
mas, como la actividad NK se recuperaba progresivamente
tras el TPH (fig. 3c). Ambos pacientes presentaban quime-
rismo mixto hematopoyético.

Discusion

La disminucion de la actividad citotoxica de las células NK
constituye una herramienta diagnéstica importante en el

diagnostico de los SH. En nuestra serie todos los pacientes
con SH tuvieron esta prueba alterada, y todos los pacientes
sin diagnostico de SH tuvieron la citotoxicidad NK normal.
Este hallazgo pone de manifiesto como en presencia de sin-
tomas evidentes de SH la actividad citotoxica NK permite
corroborar el diagndstico, tal y como describen otras series
recientes'*">. Sin embargo, nuestros datos ademas mues-
tran que ante la sospecha diagndstica de SH una actividad
citotdxica normal excluye este diagndstico, estableciendo
un gradiente de inflamacion entre diferentes entidades
nosologicas en el que los SH y la actividad citotdxica NK
constituyen su estadio final'®. A pesar de la importancia
de la actividad citotoxica de las células NK es llamativo
como todavia muchas series en la literatura no incluyen
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Figura4 Expresion de Fas en la linea celular K562 y FasL en células NK estimuladas con IL-15.

esta prueba diagnostica en las series de SH'’-"°. La expli-
cacion probablemente se encuentre en la limitacion que
las pruebas de citotoxicidad con radioactividad representan
para la mayoria de los grupos clinicos. En nuestra expe-
riencia la actividad citotdxica NK puede determinarse de
una manera rapida, sencilla y segura mediante fluorescen-
cia resuelta en el tiempo, permitiendo universalizar esta
técnica en los laboratorios de la mayoria de los centros
hospitalarios''~"3. La sencillez de esta técnica es extrapo-
lable a la recientemente reportada mediante citometria de
flujo multiparamétrica?®?'.

En nuestro trabajo, ademas, describimos un comporta-
miento fenotipico y funcional diferente entre las formas
primarias y secundarias de los SH. En nuestra serie, la
mayoria de los pacientes con SH primario presentaron un
porcentaje de células NK en sangre periférica normal, con
una actividad citotoxica disminuida incluso tras estimula-
cion con IL-15, y donde la via alternativa Fas-FasL fue
muy importante ya que al bloquearla disminuy6 drasti-
camente la citotoxicidad residual. Estos datos contrastan
significativamente con el perfil hallado en los pacientes diag-
nosticados de SH secundarios, donde en la mayoria de los
pacientes el porcentaje de células NK en sangre periférica
y la citotoxicidad NK estuvieron disminuidos, recuperan-
dose esta ultima tras la estimulacion con IL-15, y donde
el blogueo de FasL sobre las células NK no afecté la cito-
toxicidad final. Este hecho pone de manifiesto diferentes
mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la regulacion de
la citotoxicidad de las células NK en los SH, algunos de
ellos descritos recientemente?>?3, El predominio de la via

alternativa observada en nuestra serie en los pacientes con
SH primarios podria relacionarse con la elevada presencia
en el suero de estos pacientes de la proteina FasL, tal y
como esta reportado'’®. La fisiopatologia de los SH secunda-
rios es menos conocida. La disminucion del porcentaje de las
células NK en sangre periférica muestra como esta poblacion
persigue algun estimulo fuera del torrente sanguineo, donde
son retenidas, reverberando el estimulo inflamatorio, que
finalmente energiza su capacidad citotoxica?>. Cuando rea-
lizamos la actividad citotoxica NK in vitro desaparecen estos
estimulos reguladores, y la estimulacion con IL-15 incre-
mentd la citotoxicidad, en ausencia de defecto genético?®24.

Las limitaciones de los estudios genéticos han impulsado
el desarrollo de nuevas pruebas diagnosticas para diferen-
ciar las formas primarias de las secundarias®?’. A este
respecto nuestro trabajo aporta nuevos datos basandose en
los defectos funcionales de los SH. Ademas, en las formas
primarias la alteracion de la citotoxicidad NK esta presente
incluso antes de que aparezcan los sintomas, y no se recu-
pera después de iniciado el tratamiento, incluso con mejoria
clinica. Solo el TPH normalizara la actividad citotoxica de las
células NK, tal y como mostramos en nuestro trabajo?’=3°.
Sin embargo, la disminucion de la actividad citotoxica NK
en las formas secundarias de SH mejorara progresivamente
al iniciar el tratamiento, acompanado de la mejoria cli-
nica. Por lo tanto, la monitorizacion de la citotoxicidad NK
mediante técnicas funcionales puede ayudarnos también al
diagnéstico diferencial®°.

Pese a que en nuestra serie constituye una prueba
muy consistente para el diagnostico de los SH, la
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actividad citotoxica de las células NK tiene algunas
limitaciones diagnésticas®®. Por ejemplo, existen otras
enfermedades que se caracterizan por tener alterada la acti-
vidad NK, como el cancer y enfermedades autoinmunes®'.
En este sentido, en nuestro trabajo no presentamos nin-
glin paciente con SH secundario a enfermedades reumaticas.
También hay formas primarias con actividad citotdxica NK
normal, fundamentalmente en sus estadios iniciales, asin-
tomaticos, o con genéticas no clasicas, como la observada
en pacientes adultos®?:32:33,

A pesar de las limitaciones mencionadas, con este tra-
bajo proponemos la actividad citotéoxica NK como una
herramienta diagnostica sencilla y eficaz cuando existe sos-
pecha clinica de SH, y mostramos como una adecuada
interpretacion de esta prueba funcional puede ayudarnos
a diagnosticar y diferenciar las formas primarias de las
secundarias mientras esperamos a obtener el diagndstico
genético, ademas de permitirnos valorar la evolucion y la
respuesta al tratamiento.
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