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Los tumores sólidos son extensamente infiltrados por células del sistema inmune (SI). 

Dentro del microambiente tumoral, una dinámica interacción entre las células 

infiltrantes y las células neoplásicas, como asimismo entre las células infiltrantes entre 

sí, resulta en el establecimiento de una respuesta inmune in situ, que generalmente 

favorece la progresión tumoral12. Esto se debe a que las células tumorales emplean 

diversos mecanismos que actúan en concierto para evadir la respuesta inmune. En este 

sentido, se ha demostrado que líneas tumorales de diversos orígenes inducen 

senescencia en Linfocitos 1  (LiT) humanos de donantes sanos34. En concordancia con 

estos resultados, se ha reportado que LiT con características de senescencia se 

encuentran incrementados en sangre periférica e infiltrando tumores primarios y 

metástasis en pacientes con cáncer56. Asimismo, se ha reportado que LiT senescentes 

son capaces de suprimir respuestas linfoproliferativas35, sugiriendo que su presencia en 

el nicho tumoral podría favorecer la progresión tumoral. 

Basándonos en reportes previos y en resultados de nuestro grupo de trabajo, 

construimos la hipótesis que forma parte de esta Tesis Doctoral. El microambiente 

tumoral conforma una red muy compleja en la cual las células interaccionan entre sí, ya 

sea por medio de factores solubles o moléculas de superficie. Así, postulamos que las 

células cancerosas pueden llevar a los LiT CD4+ y CD8+ a un estado disfuncional y a 

adquirir un fenotipo que se correlaciona con la senescencia. Estos LiT senescentes que 

están arrestados en el ciclo celular y que además son capaces de suprimir una respuesta 

linfoproliferativa de células T, podrían modular tanto en sangre periférica como en el 

tumor la respuesta mediada por otras células del SI, tanto innato como adaptativo 

favoreciendo el desarrollo tumoral. De esta manera, la inducción de senescencia en los LiT 

podría plantearse como un nuevo mecanismo de evasión de la respuesta inmune. 

Utilizando como modelo experimental un sistema de inducción de senescencia in vitro 

desarrollado en nuestro laboratorio, se planteó como objetivo general evaluar si LII 

CD4+ y CD8+ senescentes inducidos por tumores (LiT SIT) eran capaces de modular la 

respuesta de otras células del SI impactando de esta manera en la respuesta inmune 

frente a tumores. En consecuencia, en primer lugar se propuso estudiar características 

fenotípicas y funcionales de la población de LiT SIT que puedan impactar en la 
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modulación de otras poblaciones celulares. En segundo lugar, dado que macrófagos y 

LiT son células claves en la progresión tumoral, se propuso evaluar si LiT SIT eran 

capaces de modular rnnocitos/crófagos  (Mo/Ma) humanos. 

La evaluación fenotípica y funcional de LiT SIT reveló que estas células constituyen 

una población disfuncional per se, ya que son incapaces de producir citoquinas como IL-

2, IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10. Además, LiT CD8+ SIT presentan una capacidad de 

degranulación disminuída, sugiriendo que su capacidad citotóxica está afectada. En 

concordancia con su fenotipo de senescencia, que incluye pérdida de la expresión de las 

moléculas co-estimulatorias CD27 y CD28, y acortamiento de sus telómeros, dichas 

células expresan altos niveles de los receptores inhibitorios Tim-3 y KLRG-1, pero no de 

PD-1. Además, exhiben niveles reducidos de la cadena 1 del complejo de señalización del 

TCR. Por otro lado, factores de transcripción involucrados en la diferenciación y función 

efectora de LiT se encuentran disminuidos o ausentes en LiT SIT. Confirmando 

resultados previos35, se observó que los LiT SIT suprimen la proliferación de LiT 

autólogos. lnteresantemente, el estudio cinético de supresión de la linfoproliferación 

realizado reveló que la supresión mediada por LiT SIT es un evento que ocurre 

tempranamente, sugiriendo que los LiT SIT constituyen, además, una población 

regulatoria per se. De hecho, se demostró que un gran porcentaje de los LiT SIT, aún en 

ausencia de estímulo, expresan en superficie moléculas inmuno-moduladoras como PD-

Li (ligando de PD-i) y Galectina-9 (ligando de Tim-3) que han sido implicadas en el 

control de respuestas linfoproliferativas. 

Por otra parte, se demostró que LiT CD4+ y CD8+ SIT son capaces de modular la 

activación de Mo/Ma autólogos hacia un perfil pro-inflamatorio y pro-angiogénico. Así, 

luego del co-cultivo con los LiT SIT, los Mo/Ma expresaron mayores niveles de la 

molécula CD16 (marcador de macrófagos Mi, pro-inflamatorios) y menores de la 

molécula CD206 (marcador de macrófagos M2, anti-inflamatorios). Sin embargo, no 

mostraron cambios en su capacidad fagocítica ni en la expresión de moléculas co-

estimulatorias o del complejo mayor de histocompatibilidad. En concordancia con su 

fenotipo de activación clásica (Mi), un mayor porcentaje de los Mo/Ma modulados por 

los LiT SIT produjeron especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. Además, secretaron 

mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias tales como TNF, IL-6 e lL-1p y menores 

cantidades de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. En relación con su activación hacia un 
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perfil inflamatorio, Mo/Ma modulados por los LiT SIT exhibieron una mayor activación 

de la vía canónica de NF-KB. De acuerdo con reportes que demuestran una estrecha 

relación entre la producción de citoquinas pro-inflamatorias, la activación de la vía de 

NF-KB y la producción de factores angiogénicos, se encontró que los Mo/Ma 

incrementaron la producción de IL-8, VEGF-A y MMP-9 luego del cultivo con los LiT SIT 

e interesantemente, mostraron cantidades reducidas del factor angiostático IP-10. De 

acuerdo con el rol bien establecido de estos factores en la progresión tumoral, se 

observó que mediador/es presente/s en los sobrenadantes de co-cultivos de los Mo/Ma 

con LIT SIT promueve/n la sobrevida de células tumorales y la formación de túbulos por 

parte de células endoteliales humanas en ensayos in vitro. En concordancia con la 

incapacidad de los LiT SIT para producir citoquinas, se demostró que la modulación de 

los Mo/Ma por dichas células requiere el contacto Mo/Ma-LiT SIT. Aunque los LiT CD4+ 

SIT muestran un comportamiento diferente al de los LiT CD8+ SIT, el bloqueo de la 

interacción entre dichas células con anticuerpos monoclonales dirigidos contra las 

moléculas Tim-3 y CD40L, diferencialmente expresadas en los LiT SIT, redujo 

significativamente la producción de citoquinas pro-inflamatorias y factores angiogénicos 

en la mayoría de los donantes evaluados. Aunque no es posible descartar vías 

adicionales, estos resultados indican que las vías Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40 están 

implicadas en la modulación de los Mo/Ma inducida por los LiT SIT. 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral permiten demostrar que los LiT SIT 

son jugadores relevantes en la compleja interacción entre células tumorales y células del 

SI infiltrantes que potencialmente favorece la progresión tumoral. Por ello, estas 

interacciones deberían ser consideradas con el fin de adaptar mejor la inmunoterapia 

contra el cáncer. 

Palabras Clave:  Linfocitos- T-sen escen tes, m on ocitos/macrófagos, tumor. 
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1. 1. 	EL CÁNCER EN CIFRAS 

El cáncer es la principal causa de muerte a escala mundial. La Organización Mundial 

de la salud (OMS) ha reportado que a nivel mundial, durante el año 2012 el número de 

defunciones ocurridas por cáncer alcanzó los 8,2 millones. 

De acuerdo a las estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de 

Investigación por el Cáncer, la Argentina se encuentra dentro del rango de países con 

incidencia de cáncer media-alta (172.3-242.9 casos cada 100.000 habitantes en el año 

2012). Esta estimación corresponde a más de 100.000 casos nuevos de cáncer en ambos 

sexos por año, con porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres. En 

Argentina, los tumores malignos constituyen la principal causa de muerte entre los 40 y 

los 64 años, y la segunda en los grupos de 5 a 39 años y en mayores de 64 (Fuente: 

Instituto Nacional del cáncer, INC, Ministerio de Salud de la Nación). 

El cáncer se inicia con la transformación de una célula normal en tumoral y es un 

proceso multifásico que suele consistir en la progresión de una lesión precancerosa a un 

tumor maligno. Estas alteraciones son el resultado de la interacción entre factores 

genéticos del paciente y agentes externos como carcinógenos químicos, físicos y 

biológicos. Dichos agentes externos que han sido definidos por la OMS son, la mayoría, 

prevenibles. 

En los últimos años, se han realizado grandes avances que han permitido un mejor 

entendimiento de las bases moleculares y del rol del SI en la progresión tumoral. Sin 

embargo, las cifras de incidencia y muerte por cáncer indican claramente que todavía 

quedan muchos obstáculos por resolver. La investigación básica en inmunología tumoral 

constituye un pilar fundamental en el que se apoya actualmente la mayoría de los 

adelantos en la terapéutica del cáncer. El desafío consiste en potenciar o mejorar la 

respuesta inmune anti-tumoral, disminuir la inmuno-supresión y evitar la angiogénesis. 

De esta manera, se podría generar un rechazo del tumor o bien un estado de equilibrio 

entre hospedador-tumor que convierta al cáncer en una enfermedad crónica controlada 

con la que el paciente pueda vivir. 



1.2. 	LOS RASGOS DISTINTIVOS DEL CÁNCER 

Los tumores sólidos están compuestos por células neoplásicas, colectivamente 

llamadas parénquima, y elementos no tumorales, el estroma, que es altamente complejo 

y está compuesto por: células madre mesenquimales, fibroblastos, células del sistema 

inmune tanto innato como adaptativo, vasos sanguíneos y linfáticos y células 

perivasculares mesenquimales (pericitos), todos embebidos en una matriz extracelular7. 

La evolución de células recientemente transformadas constituye un proceso que 

involucra múltiples pasos y la adquisición de rasgos característicos que son el sello de 

una célula maligna. Estas características han sido sintetizadas por Hanahan y Weinberg8  

quienes sugirieron que el inmenso catálogo de genotipos de células tumorales es una 

manifestación de seis alteraciones esenciales en la fisiología celular que colectivamente 

comandan el crecimiento maligno (Figura 1). Las primeras cuatro características 

incluyen: (a) autosuficiencia en las señales de crecimiento, que se traduce en una 

sostenida señalización de proliferación; (b) insensibilidad a las señales inhibitorias de 

crecimiento; (c) resistencia a la muerte celular programada y (d) potencial replicativo 

ilimitado. Todas ellas representan modificaciones intrínsecas en la capacidad 

replicativa de las células transformadas, que dependen en parte de mutaciones 

somáticas progresivas o modificaciones epigenéticas en tumores en evolución. Las otras 

dos características: (e) angiogénesis sostenida y (f) invasión tisular y metástasis 

constituyen una capacidad adquirida de las células tumorales para crecer y diseminarse 

a sitios distantes a través de la modificación de su microambiente (Figura 1). 

Estudios más recientes sugieren que dos atributos adicionales de las células 

tumorales están involucrados en la patogénesis de algunos o tal vez todos los cánceres. 

Uno de ellos consiste en la capacidad de modificar o reprogramar el metabolismo celular 

con el fin de apoyar más eficazmente la proliferación neoplásica. El segundo permite que 

las células cancerosas puedan evadir la destrucción inmunológica mediada por linfocitos 

T y B, macrófagos, y células asesinas naturales (células NK, del inglés: natural killer). 

Ambos atributos facilitan el desarrollo y la progresión tumoral por lo que en la 

actualidad son considerados características distintivas emergentes del cáncer9  (Figura 1). 
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Figura 1. Los rasgos distintivos del cáncer. La mayoría, si no todos, los tipos de cáncer adquieren el mismo 
conjunto de capacidades funcionales durante su desarrollo, que se resumen en diez características 
distintivas que contribuyen a la progresión tumoral. En gris, están representadas las seis características 
inicialmente descriptas por Hanahan y Weinberg en el año 2000. Dichas características representan 
cualidades autónomas, tanto intrínsecas como adquiridas, de las células tumorales. 
En violeta y rosa, están representadas las características autónomas de las células tumorales, 
recientemente propuestas por Hanahan y Weinberg corno características emergentes del cáncer. 
En azul y naranja, se resaltan las características "habilitantes" del cáncer. 
Adaptado de: Hanahan D.y Weinberg R.A., Ce!! 2011. 

Por otro lado, se ha demostrado que las células tumorales poseen atributos 

habilitantes que facilitan la adquisición de las características distintivas arriba 

mencionadas. Uno de estos atributos "habilitantes" es el desarrollo de la inestabilidad 

genómica que genera mutaciones aleatorias, incluyendo rearreglos cromosomales, que 

dotan a las células cancerosas con las alteraciones genéticas que conducen a la 

progresión tumoral. El segundo atributo quizás el más estudiado durante la última 

década, está representado por la inflamación asociada al tumor9  (Figura 1). En este 

sentido, numerosos trabajos han demostrado que un componente inflamatorio es una 

característica común a la mayoría de, sino todos, los tumores sólidos; aún aquellos que 
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no están epidemiológicamente relacionados a procesos inflamatorios crónicos2. La 

conexión entre inflamación y cáncer es bidireccional. Evidencias demuestran que 

procesos inflamatorios crónicos como aquellos asociados a infecciones, autoinmunidad 

y obesidad, entre otros, pueden incrementar la velocidad de mutaciones e inestabilidad 

genómica, enviando a células normales a una trayectoria tumorigénica. Asimismo, el 

daño en el ADN conduce al desarrollo de una respuesta inflamatoria y así promueve la 

tumorigénesis'°". Por otro lado, una fuerte respuesta inflamatoria puede iniciarse luego 

de la terapia. En este sentido, se ha demostrado que la radiación y la quimioterapia al 

causar muerte masiva de células tumorales y tejidos adyacentes, gatillan una respuesta 

inflamatoria similar a la de los procesos de cicatrización2'1213. 

Habitualmente, la inflamación se manifiesta en respuesta a un daño de las células o 

tejidos de un organismo provocado por agentes patógenos o por cualquier otro agresor 

de naturaleza biológica, física, química o mecánica. La respuesta inflamatoria surge 

entonces con el fin de aislar y/o destruir al agente dañino, como así también para 

reparar el tejido dañado. Se trata de una respuesta inespecífica, durante la cual ocurren 

tres hechos fundamentales: aumento del aporte sanguíneo a la zona afectada, 

incremento en la permeabilidad vascular y posteriormente la llegada de células del SI 

innato y adaptativo. En el curso de una herida aséptica o en respuesta a una infección, 

las células inflamatorias aparecen transientemente. En contraste, en sitios de 

inflamación crónica como son las neoplasias, dichas células persisten y contribuyen al 

mantenimiento del microambiente tumoral. De hecho, se ha demostrado que los 

tumores son extensamente infiltrados por células leucocitarias del SI innato (incluyendo 

macrófagos, neutrófilos, células supresoras mieloides, células dendríticas y células NK) y 

del SI adaptativo (que incluyen linfocitos T y B), que permanecen en estrecho contacto 

con células neoplásicas y otras células estromales (revisado por Fridman y col.'). Las 

poblaciones celulares que infiltran los tumores se comunican por medio de contacto 

directo o a través de la producción de citoquinas, quemoquinas, prostaglandinas y 

factores de crecimiento que pueden actuar de forma autócrina y/o parácrina 

sosteniendo el microambiente inflamatorio. Así, los tumores son descriptos como 

"heridas que nunca cicatrizan". 

La inflamación contribuye a la adquisición de múltiples capacidades distintivas del 

cáncer mediante el suministro de moléculas bioactivas al microambiente tumoral. 
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Dentro de dichas moléculas se pueden incluir: factores de crecimiento que sostienen el 

potencial proliferativo; factores de sobrevida que limitan la muerte de las células 

tumorales; factores pro-angiogénicos y enzimas que modifican la matriz extracelular 

facilitando la angiogénesis, la invasión y la metástasis y finalmente citoquinas y 

quemoquinas que amplifican el estado inflamatorio, asegurando el reclutamiento 

continuo de células inflamatorias al nicho tumoral (revisados por Grivennikov y col.2). 

Adicionalmente las células inflamatorias, particularmente macrófagos y células 

supresoras de origen mieloide, pueden liberar especies reactivas de oxígeno e 

intermediarios reactivos de nitrógeno que inducen daño en el ADN e inestabilidad 

genómica14. De manera que las células inflamatorias contribuyen también al desarrollo y 

mantenimiento de una de las características "habilitantes" del cáncer. Asimismo, 

especies reactivas de oxígeno pueden incrementar la expresión y activación de 

metaloproteasas de matriz (MMPs, del inglés: ij.jatrix ¡etallol2roteinasesj, facilitando los 

procesos de invasión y metástasis15. 

Otro mecanismo a través del cual la inflamación afecta a la progresión tumoral 

involucra el llamado "cambio angiogénico" que permite al tumor un mayor suministro 

sanguíneo favoreciendo su crecimiento. Este mecanismo es gatillado por la hipoxia 

(condición que se genera ante baja tensión de oxígeno en un tejido) y depende en gran 

medida del reclutamiento de monocitos/macrófagos al nicho tumoral. En respuesta a 

señales hipóxicas, los macrófagos asociados al tumor producen citoquinas, quemoquinas 

y factores pro-angiogénicos que contribuyen al crecimiento tumoral (revisados por 

Lewis y Pollard'6). Así, la presencia de macrófagos infiltrando el tumor, parece ser 

"obligatoria" para gatillar procesos de angiogénesis, invasión y metástasis17. Reforzando 

este concepto, algunos autores proponen que dichas células constituyen uno de los 

actores principales de la inflamación asociada a tumores y por lo tanto de la progresión 

tumoral"18. 

Asimismo, se ha demostrado que la inflamación asociada al tumor participa en la 

supresión de respuestas inmunológicas anti-tumorales y afecta la respuesta a las drogas 

quimioterapéuticas y/o terapias hormonales210. 

A la luz de estos datos, se puede concluir que las respuestas inflamatorias juegan 

roles decisivos en los diferentes estadíos del desarrollo tumoral, incluyendo: la 
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iniciación, la promoción y progresión tumoral como así también la conversión maligna, 

la invasión y la metástasis. 

Además de las células cancerosas, los tumores exhiben otra dimensión de 

complejidad ya que contienen un repertorio diverso de células reclutadas, 

aparentemente normales, que contribuyen a la adquisición de los rasgos distintivos a 

través de la creación del "microambiente tumoral". Así, la biología de un tumor sólo 

puede ser comprendida a través del estudio tanto individual como colectivo de las 

distintas poblaciones celulares que componen el nicho tumoral. El estudio de las 

interacciones entre células neoplásicas y células del SI como las interacciones de células 

del SI entre si, resulta trascendental para un mejor entendimiento de la contribución de 

este sistema a la progresión tumoral. 



1.3. 	LA INMUNOEDICIÓN DEL CÁNCER 

La idea de que el SI es capaz de controlar el cáncer ha sido debatida durante los 

últimos 100 años. La noción de que el SI puede proteger al hospedador de enfermedades 

neoplásicas fue inicialmente propuesta por Paul Ehrlich en 1909. Sin embargo, en ese 

momento poco se sabía acerca de la composición y función del SI por lo que resultó casi 

imposible validar esta hipótesis. En los años 50, Burnet y Thomas introducen el 

concepto de "inmunovigilancia del cáncer" y sugieren que la inmunidad adaptativa era 

responsable de prevenir el desarrollo de cáncer en hospedadores inmunocompetentes 

(revisado por Dunn, Old y Schreiber19). 

El interés en esta teoría fue reavivado hace unos años, con un trabajo pionero de 

Shankaran y col.20. En este trabajo, los autores demostraron que LiT e IFN-y (del inglés: 

¡nterferojiamma) colaboran para prevenir el desarrollo de tumores tanto espontáneos 

como inducidos por carcinógenos. Además observaron que tumores inducidos en 

animales inmunodefici entes fueron más inmunogénicos que aquellos desarrollados en 

animales inmunocompetentes cuando ambos tumores fueron transplantados en 

receptores alogénicos inmunocompetentes. Este descubrimiento reveló que el SI, 

además de ser esencial para prevenir el desarrollo de tumores, paradójicamente 

condiciona la inmunogenicidad del tumor, favoreciendo un eventual crecimiento de 

aquellos tumores que son más capaces de escapar a la detección inmunológica. Así, los 

autores demostraron un rol dual anti- y pro- tumoral del SI en tumores en desarrollo. 

Este hallazgo, llevó a los autores a postular el concepto de "inmunoedición" del cáncer 

que actualmente reemplaza al de "inmunovigilancia" acuñado hace décadas. 

De acuerdo con esta hipótesis, el proceso de "inmunoedición" del cáncer se compone 

de tres fases que Dunn, Old y Schreiber'9  han denominado "las tres E de la inmunoedición 

del cáncer": Eliminación, Equilibrio y Escape (Figura 2). 
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Figura 2. La inmunoedición del cáncer. En su forma más compleja, la inmunoedición del cáncer consiste de 

tres fases secuenciales: eliminación, equilibrio y escape. En la fase de eliminación, células de la inmunidad 

innata (macrófagos, células Nl< y NKT, LiT yó -gamma/delta-) y adaptativa (LiT CD4+ y CD8+) trabajan en 

conjunto para destruir los tumores en desarrollo mucho antes de que sean clínicamente evidentes. 

Muchas de las moléculas y células inmunes que participan en la fase de eliminación han sido identificadas, 

aunque se necesita más trabajo para determinar su secuencia de acción exacta. Si esta fase es efectiva, se 

contiene el crecimiento del tumor. Si las células tumorales no se destruyen en la fase de eliminación puede 

entonces pasar a la fase de equilibrio, en la cual el crecimiento tumoral es prevenido por mecanismos 

inmunológicos. LiT, através de la secreción de IL-12 (del inglés: ¡nterJeukin -12) e IFN-y, mantienen a las 

células tumorales en este estado de latencia funcional y al mismo tiempo, editan a las células tumorales 

favoreciendo el desarrollo de un perfil tumoral menos inmunogénico. La fase de equilibrio podría también 

representar una etapa final del proceso de cáncer, debido a que puede mantener cánceres ocultos durante 

toda la vida del huésped. Sin embargo, como consecuencia de una constante presión selectiva por parte 

del sistema inmune sobre las células tumorales genéticamente inestables, variantes tumorales adquieren 

características que les permiten escapar del control del sistema [(i) pérdida de Ags que evitan que sean 

reconocidos por la inmunidad adaptativa, (u) insensibilidad a mecanismos efectores inmunes, o (iii) 
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inducción un estado de inmunosupresión dentro del microambiente tunioral]. Estas células turnorales 
pueden entonces entrar en la fase de escape, y emergen para causar un tumor en crecimiento, clínicamente 
evidente. [Ag(s), antígeno(s) / CMH, complejo mayor de histocompatibilidad] 
Adaptado de: Schreiber R.D. y col. Science 2011. 

La primera fase, Eliminación, esencialmente se refiere a un evento de 

"inmunovigilancia" del tumor, en la cual células del Si innato y adaptativo trabajan en 

conjunto para reconocer y destruir tumores en desarrollo antes de que los mismos se 

vuelvan clínicamente aparentes. Los mecanismos a través de los cuales el SI es alertado 

de la presencia de un tumor en desarrollo no han sido completamente dilucidados. Sin 

embargo, se ha identificado que "señales de peligro" como la liberación de interferones 

tipo 1 que ocurre tempranamente en tumores en desarrollo, podría activar a células 

dendríticas y así promover la inducción de una respuesta inmune adaptativa21. En los 

últimos años, se ha demostrado que tejidos dañados y las células tumorales en proceso 

de muerte liberan moléculas actualmente conocidas como DAMPs (patrones 

moleculares asociados a daño, del inglés: damage-Qssociated molecular aattern 

molecules). Dichas moléculas son capaces de activar fundamentalmente al SI innato a 

través de receptores altamente conservados como los receptores tipo ToIl (TLRs, del 

inglés: loll-like  Leceptors_)22. La activación del SI innato conduce además, a la liberación 

de citoquinas y quemoquinas que facilitan el desarrollo de una respuesta inmune 

adaptativa específica contra el tumor. Así, la activación coordinada de ambos sistemas es 

necesaria para proteger al hospedador de tumores en desarrollo. Si la destrucción del 

tumor es completa, la fase de eliminación representa, al mismo tiempo, el principio y el 

final del proceso de inmunoedición. Dado que la fase de eliminación precede a la 

aparición clínica de tumores, aún no ha sido directamente observada in vivo. Sin 

embargo, su existencia se ha inferido de hechos como los siguientes: (a) aparición más 

temprana o mayor incidencia de tumores en animales que carecen de ciertas 

subpoblaciones del SI; (b) por estudios comparativos de iniciación y crecimiento 

tumoral, como así también aparición de metástasis entre animales inmunodeficientes y 

animales inmuno competentes utilizados como control (revisados por Vesely y col.23); (c) 

por la mayor frecuencia de cáncer documentada en ancianos donde la función del SI 

comienza a declinar24  y (d) por la asociación de procesos neoplásicos e 

inmunodeficiencias tanto primarias como adquiridas2528. Estudios demuestran que 

pacientes con inmunodeficiencias primarias exhiben una mayor incidencia de cáncer26. 



Además, Sarcoma de Kaposi y Linfoma no-Hodgkin son algunas de las malignidades 

prototípicamente asociadas a la infección por el virus de lnrnunodeficiencía Humana 

(VIH)2728. 

Respecto a la segunda fase, Equilibrio, se ha propuesto que es un período más 

prolongado en el cual el SI y aquellas células tumorales que hayan sobrevivido a la fase 

de eliminación, entran en un equilibrio dinámico durante el cual, el SI previene el 

crecimiento del tumor y al mismo tiempo condiciona la inmunogenicidad de las células 

tumorales. La fase de equilibrio representa así un estado de "latencia tumoral", cuyo 

crecimiento se encuentra controlado específicamente por el SI del hospedador. Al 

respecto, Koebel y col.29  utilizando un modelo murino de carcinogénesis química 

mediada por la inyección del carcinógeno 3'-rn etilcolan tren o (MCA), demostraron que 

los componentes del SI adaptativo son específicamente quienes mantienen oculto al 

tumor en un estado de equilibrio, donde las células neoplásicas escasamente proliferan. 

Además, los autores demostraron que este equilibrio es un componente esencial de la 

inmunoedición del cáncer ya que las células tumorales en equilibrio son altamente 

inmunogénicas ("no editadas"), mientras que aquellas que comienzan a replicarse y 

progresan hacia la fase de escape atenúan su inmunogenicidad ("editadas"). Este trabajo 

ha aportado evidencia científica de la inmunoedición del cáncer, ya que ha demostrado 

que los mecanismos inmunológicos que participan en cada una de las etapas de esta 

"edición de un tumor" son diferentes. 

En la tercera fase, Escape, las células tumorales que han burlado el reconocimiento y 

la destrucción por el SI en las fases de eliminación y equilibrio emergen como un tumor 

en progresivo crecimiento, clínicamente aparente en hospedadores 

inmunocompetentes. Esta progresión de la fase de equilibrio a la fase de escape puede 

ocurrir porque las células tumorales cambian en respuesta a las funciones de edición 

mediadas por el SI del hospedador o bien porque el SI del hospedador sufre cambios en 

respuesta a la inmuno-supresión o a la disfunción mediada por el tumor, eventos que se 

describen en la literatura como mecanismos de evasión de la respuesta inmune y que 

serán desarrollados en detalle más adelante. 
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1.4. 	MECANISMOS DE EVASIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE EN PROCESOS 

TUMORALES 

En los últimos años, numerosos estudios han demostrado que células tumorales 

emplean diversos mecanismos que actúan en concierto para evadir la respuesta inmune. 

En este sentido, se ha demostrado que los tumores emplean cuatro grandes estrategias: 

1) evitar el reconocimiento por células del SI; 2) resistir a la muerte inducida por 

células del SI; 3) suprimir en forma directa la respuesta inmune adaptativa y  4) 

modificar el microambiente tumoral a través de la inducción de cambios en las 

diferentes poblaciones celulares que co-habitan el nicho tumoral con el objetivo de 

perpetuar la inmunosupresión inducida por el tumor (Figura 3). Así, las tres primeras 

estrategias representan mecanismos intrínsecos de las células tumorales. Mientras que 

la cuarta estrategia comprende un mecanismo indirecto o extrínseco, dado que la 

supresión de la respuesta inmune en el tumor estaría mediada por otras poblaciones 

celulares infiltrantes. 

Estrategia 1: "Lo esencial se vuelve invisible a los ojos del sistema inmune" 

La evasión del reconocimiento por células del SI tiene dos objetivos fundamentales: 

(a) evitar la generación de una respuesta inmune específica contra antígeno (Ags) 

tumorales y (b) evitar la destrucción de células tumorales mediada por células 

citotóxicas como LiT CD8+ y células NK. 

(a) El desarrollo de una respuesta inmune antitumoral específica depende de la 

expansión de LiT CD4+ y LiT CD8+ cuyos receptores específicos (TCR5, del inglés: 1-  cell 

£eceptors) reconozcan péptidos provenientes de Ags tumorales presentados en el 

contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase II y  1, 

respectivamente. Sin embargo, dado el elevado índice mitótico de las células tumorales y 

su inestabilidad genómica, son frecuentes las mutaciones o eliminaciones de los genes 

que codifican para los Ags tumorales30. Asimismo, cambios epigenéticos, como 

consecuencia de hiper- o hipometilación, afectan la expresión de muchos genes en las 

células tumorales31. Así, los tumores pueden perder la expresión de Ags que 

desencadenan respuestas inmunes. 
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Figura 3. Mecanismos tumorales de inmuno-evasión. Los tumores emplean diversas estrategias que actúan 
en concierto para evadir la respuesta inmune. Estas incluyen: evitar el reconocimiento por células del SI 
(El), resistir a los mecanismos de muerte mediados por células del SI (E2), afectar directamente la 
respuesta mediada por LiT (E3), reclutar y expandir poblaciones inmunosupresoras, como células 
mieloides supresoras (CMS), LiTreg Foxp3+ y Ma en el microambiente tumoral. Estas poblaciones 
infiltrantes contribuyen a la red inmunosupresora y tienen un impacto negativo directo sobre el destino 
de los LiT efectores. 
Adaptado de: Croci DO. y col., Cancer Immunol !mmunother 2007. 

(b) La destrucción de células tumorales por células del SI está principalmente dirigida 

por mecanismos de citotoxicidad mediados por LiT CD8+ y células NK. Los tumores 

pueden escapar a la lisis mediada por linfocitos T CD8+ a través de los siguientes 

mecanismos: 

• Variación antigénica, que resulta en la expresión de neo-antígenos que ya no 

son reconocidos por LiT citotóxicos como consecuencia de la acumulación de 

mutaciones puntuales; 
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• Alteraciones en la maquinaria de presentación de antígenos endógenos (clase 1), 

que se traduce en la pérdida, disminución o alteración en la expresión de 

moléculas del CMH clase 1, esenciales para la presentación de péptidos a LiT 

CD8+ (revisados por Croci y col.32). 

El reconocimiento de las células tumorales por células NK no es específico de Ag. Al 

contrario de los LiT CD8+, la ausencia de moléculas del CMH clase 1 en la superficie de 

células tumorales activa a las células NK. Esto se debe a que el reconocimiento de estas 

moléculas, independientemente del péptido que presenten, proporciona señales 

inhibitorias a las células NK. En este contexto, se podría plantear que si bien la ausencia 

de moléculas del CMH clase 1 vuelve a las células tumorales resistentes a la lisis mediada 

por LiT CD8+ específicos, también las hace susceptibles a la citotoxicidad mediada por 

células NK. Sin embargo, este supuesto no es del todo acertado ya que se ha demostrado 

que una gran variedad de tumores expresan moléculas del CMH no clásicas que son 

reconocidas por células NK y brindan señales negativas inhibiendo la citotoxicidad 

mediada por estas células3334. 

Estrategia 2:  "Sobrevivir ante todo" 

Otro mecanismo de evasión intrínseco de las células tumorales es su resistencia a la 

muerte celular inducida por células del SI, que puede ser consecuencia de: (a) un 

aumento en la expresión de moléculas anti- apoptóticas, (b) la expresión de factores que 

inhiben moléculas, como granzima B, que son claves en la citotoxicidad mediada por LiT 

citotóxicos, (c) la pérdida de expresión de receptores de muerte, tales como TRAIL o Fas, 

en la superficie de la célula tumoral. 

Estrategia 3:  "Los tumores contra-atacan" 

En los últimos años, numerosos trabajos han demostrado que células tumorales son 

capaces de suprimir respuestas adaptativas a través de un efecto directo sobre los LiT. 

En este sentido, se ha demostrado que: 

Células tumorales inducen apoptosis de células T activadas que expresan el 

receptor de muerte Fas/CD95, a través de la expresión de FasL/CD95L, o bien 

a través de la liberación de microvesículas que contienen FasL35. Asimismo, 

células tumorales pueden inducir apoptosis o arresto en el ciclo celular en LiT 
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a través de la expresión de la enzima Indolamina 2,3- diQxigenasa (IDO). Dicha 

enzima cataliza la ruptura oxidativa del aminoácido triptofano en L-

kinurenina. La depleción local de este aminoácido esencial, así como el 

incremento en la concentración de sus metabolitos, son los responsables de la 

supresión de LiT mediada por esta enzima. Además, se ha reportado que IDO 

participa en la diferenciación de LIT CD4+ hacia LiT regulatorio (Li Tregs) 

contribuyendo de igual manera a la supresión de LiT36. 

• Las células tumorales inhiben la respuesta inmune mediada por LiT a través 

de la expresión de moléculas que se unen a receptores inhibitorios expresados 

en dicha población. El estudio de estos ligandos inhibitorios ha recibido 

especial atención en los últimos años. La expresión de CD80 y PD-L1 en células 

tumorales de diversos orígenes contribuye, en el microambiente tumoral, a la 

disfunción de células T que expresan los receptores para dichos ligandos: 

CTLA-4 (del inglés: çytotoxic I-J,ymphocyte Qntigen 4) y  PD-1 (del inglés: 

rogrammed ceil death-1), respectivamente. Reportes más recientes han 

demostrado que otros pares de ligando-receptor inhibitorio también están 

involucrados en el mantenimiento de la disfunción de las células T mediada por 

tumores que será discutida en detalle en el próximo capítulo (revisados por 

Rabinovich y c01.37). 

• Las células tumorales pueden inducir en LiT, la activación de peptidasas 

intracelulares que llevan a la disminución o ausencia de moléculas que 

participan en la transducción de señales de activación a través del TCR. En este 

sentido, se ha reportado una marcada disminución en la expresión de la 

cadena del complejo TCR-CD3 y de las tirosin kinasas p561cky p59fYn  en Li 

infiltrantes de tumor y en Li de sangre periférica de pacientes con cáncer. La 

ausencia o disminución de dichas moléculas en LiT compromete severamente 

su activación y en consecuencia su funcionalidad. Otros mecanismos, 

incluyendo la generación de radicales libres de oxígeno y el aumento de la 

actividad de la enzima arginasa en el microambiente tumoral, también han 

sido propuestos para explicar la disminución de la expresión de la cadena en 

cáncer (revisado por Whiteside35). 



• Los tumores secretan diversas galectinas, entre las que se pueden citar: 

galectinas 1, 3, 8, 9 y 1238,39. Sin embargo, el rol de galectina- 1 en la 

progresión tumoral ha sido el mejor documentado. La expresión de galectina-1 

por células tumorales y estromales se correlaciona positivamente con la 

agresividad del tumor. Concomitantemente, la expresión de dicha galectina se 

correlaciona negativamente con la infiltración de LiT en la masa tumoral. Esto 

puede deberse a que galectina-1 modula la sobrevida, activación y función de 

células T40. Reportes más recientes del grupo del Dr. Rabinovich han 

demostrado que galectina-1 tiene un rol esencial en la angiogénesis a través de 

un efecto directo sobre células endoteliales41'42. 

Estrategia 4: "En la búsqueda de aliados" 

Las células tumorales reclutan y "educan" a diferentes poblaciones del SI en el 

microambiente tumoral. La plasticidad es una característica de las células del SI que le 

permite al tumor generar y mantener un microambiente inmunosupresor que 

continúa inhibiendo la respuesta anti-tumoral y favoreciendo la progresión del tumor. 

Así, se ha reportado que las células tumorales: 

• Secretan factores que alteran la diferenciación de células de origen mieloide. 

Esto conduce a la acumulación de células inmaduras, particularmente células 

mieloides ,upresoras (CMS), tanto en circulación como en la masa tumoral. 

Las CSM son un grupo celular heterogéneo conformado por precursores de 

neutrófilos, células dendríticas, monocitos y macrófagos. Pueden afectar la 

respuesta inmune anti-tumoral a través de diversos mecanismos impactando 

en la función de otras células del SI. Así se ha demostrado que las CMS, son 

capaces de inhibir varias funciones inflamatorias de los macrófagos. Además, 

inhiben la respuesta de LiT a través de efectos directos sobre los mismos o 

bien porque son capaces de reclutar y expandir Li Tregs43. 

• Favorecen la acumulación de células T regulatorias en la masa tumoral. (a) A 

través de la secreción de quemoquinas como CCL-17 y CCL-22 las células 

tumorales reclutan Li Tregs (CD4+CD25+Foxp3+) que luego son expandidos 

en el nicho tumoral. Los Li Tregs son importantes productores de citoquinas 

inmunosupresoras como 1 L- 10 y  TGF-13 (del inglés: transforming growth factor- 
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beta). Estas citoquinas, junto a otros mecanismos que requieren el contacto 

célula-célula, están involucradas en la supresión de LiT efectores por células 

Tregs. Asimismo, TGF-P actúa sobre los LiT CD8+ reduciendo su capacidad 

citotóxica; (b) a través de la secreción de IL-10, lo que facilita la inducción de 

otra población de células regulatorias Tri, productoras de 1L-10 y en menor 

medida de TGF-13, generando así un mecanismo de retroalimentación positiva 

(revisados por Rabinovich y col.37). 

• Favorecen el reclutamiento de macrófagos a través de la secreción de 

quemoquinas como CSF-1, CCL12 y MCP-1. La activación de estas células en el 

microambiente tum oral ha sido objeto de gran controversia y será discutida en 

detalle en el capítulo 1.6. Sin embargo, la contribución de los macrófagos 

asociados al tumor (TAM, del inglés: tumor-ssociated rnacrophages) a la 

progresión tumoral ha sido ampliamente reportada ya que son capaces de 

generar un ambiente altamente inflamatorio y pro-angiogénico2"164445. 



1.5. 	LOS TRES OBSTÁCULOS PRINCIPALES QUE ENFRENTAN LOS 

LINFOCITOS T EN LA LUCHA CONTRA EL CÁNCER 

Si bien los LiT tienen el potencial de eliminar células transformadas, a menudo fallan 

en controlar la progresión tumoral, esencialmente porque se encuentran con tres 

obstáculos principales. En primer lugar, dado que muchos Ags tumorales son o se 

encuentran estrechamente relacionados a Ags propios, el desarrollo de células T 

específicas contra el tumor está sujeto a mecanismos de tolerancia. Durante la 

maduración tímica, LiT capaces de reconocer Ags propios con alta afinidad son 

eliminados. Este proceso de selección negativa es importante para evitar procesos 

autoinmunes, sin embargo resulta ser un primer obstáculo para la eliminación de células 

tumorales ya que, debido a este proceso, no se seleccionarán células T específicas para 

Ags propios expresados en las células tumorales. No obstante, los mecanismos de 

tolerancia no son completamente eficientes y en algunos casos permiten que LiT 

escapen de este proceso de selección negativa. A pesar de ello, evidencias demuestran 

que el número de células T específicas contra Ags tumorales/propios es relativamente 

bajo y que, en general, sus TCRs poseen baja afinidad para el Ag46. 

La ausencia o la escasa estimulación de LiT específicos para Ags tumorales mediada 

por células dendríticas (CDs) constituye el segundo obstáculo para el desarrollo de una 

respuesta anti-tumoral específica. Es ampliamente conocido que la activación y 

expansión de LiT vírgenes depende de la presentación antigénica mediada, 

principalmente, por CDs. El microambiente tumoral impide una eficiente activación y 

maduración de las CDs, que se traduce en la ausencia de expresión de moléculas co-

estimulatorias. La estimulación de células T a través de su TCR en ausencia de co-

estímulo in vitro lleva a la célula T a un estado de anergia, caracterizado por una 

represión activa de la señalización a través del TCR y de la producción de IL-2 (factor de 

crecimiento para las células T)47. Al mismo tiempo, el microambiente tumoral, es capaz 

de expandir CDs regulatorias o tolerogénicas que subsecuentemente inducen tolerancia 

de células T hacia los Ags tumorales37. Además, las células tumorales o sus antígenos 

pueden ser ingeridos y luego procesados por CDs, las cuales presentan estos Ags 

tumorales en el contexto de las moléculas del CMH clase 1. Este proceso de presentación 
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de antígenos a los LiT CD8+ se conoce como presentación cruzada. Si bien las CDs 

pueden realizar presentación cruzada de Ags tumorales, este proceso es relativamente 

ineficiente y sólo una minoría de ellas posee esta capacidad en el microambiente 

tumoral48. Por otro lado, las células tumorales podrían presentar Ags endógenos a LiT 

CD8+. Sin embargo, ellas no expresan las moléculas co-estimulatorias necesarias para 

gatillar una respuesta inmune robusta (revisado por Rabinovich y col.37). Además, como 

se mencionó previamente, las células tumorales generalmente disminuyen la expresión 

de moléculas del CM H, comprometiendo así la presentación antigénica. 

El tercer obstáculo que deben sortear las células T en el microambiente tumoral, es la 

inducción y el mantenimiento de un estado de disfuncionalidad mediado, en principio, 

por una persistencia antigénica crónica y por señales inhibitorias provenientes de otras 

células del SI, células estromales y/o tumorales. Numerosos trabajos han documentado 

que en pacientes con cáncer o infecciones virales crónicas, como así también en modelos 

experimentales de infección o cáncer se observa un aumento en una población de LiT 

CD4+ o CD8+ disfuncionales. Así, dependiendo del modelo experimental y de las 

características fenotípicas y funcionales de dichas células, se han definido varios estados 

de disfunción de la célula T: senescencia, agotamiento y anergia49. Si bien los tres estados 

mencionados comparten características fenotípicas y funcionales, los datos obtenidos 

hasta el presente avalan la postura que se trataría de tres estados de disfuncionalidad 

diferentes ya que los procesos son gatillados por mecanismos moleculares distintos50. 

Linfocitos T senescentes 

La senescencia celular ha sido reconocida desde los años '60, cuando se demostró que 

fibroblastos in vitro sufrían arresto en el ciclo celular luego de extensiva replicación51. 

Más adelante, se demostró este fenómeno en otros tipos celulares como células 

epiteliales y endoteliales, hepatocitos y queratinocitos. Sin embargo, actualmente se 

sabe que todas las células con capacidad de dividirse aunque no indefinidamente, 

pueden alcanzar un estado denominado senescencia replicativa. Este fenómeno se debe a 

que las células somáticas humanas acortan sus telómeros en cada división celular dado 

que, la mayoría, no posee actividad telomerasa. En este sentido, se ha demostrado que la 



longitud de los telómeros es el reloj biológico que condiciona el estado de senescencia 

en las células humanas52. 

Estudios más recientes, han demostrado que células del SI, a pesar de tener una alta 

capacidad de incrementar la actividad telomerasa y de proliferación luego de activación 

o estimulación, también pueden alcanzar un estado de senescencia replica tiva53. 

Los primeros reportes relacionados con LiT senescentes en humanos provienen de 

estudios realizados durante el envejecimiento natural. Se ha demostrado que en el 

transcurso de la vida, existe una acumulación progresiva en sangre periférica de LiT con 

fenotipo de senescencia. Este fenómeno estaría asociado con una pobre respuesta a la 

vacunación y con una mayor susceptibilidad a infecciones y a desarrollar procesos 

neoplásicos54. Sin embargo, reportes más recientes indican que LiT senescentes se 

encuentran también incrementados en individuos jóvenes que padecen enfermedades 

que involucran un estado de activación crónica del SI como son las infecciones virales 

que establecen latencia, el cáncer y las enfermedades autoinmunes. En este sentido, se 

ha reportado que LiT CD8+ senescentes se encuentran incrementados en pacientes con 

infecciones virales crónicas o latentes como VIH, VHC (Virus de la ¡Hepatitis Q y CMV 

(Citoiiiegalovirus) 55  y con enfermedades autoinmunes56'57, así como infiltrando tumores 

y en sangre periférica de pacientes con cáncer de distintos orígenes5'5862. Estudios mas 

recientes demuestran que factores solubles secretados por las células tumorales son 

capaces de inducir senecencia de LiT CD8+ in vitro34. 

Respecto a la generación de LiT CD4+ senescentes existe un menor número de 

reportes. Este hecho puede estar relacionado a la menor susceptibilidad a senescencia 

de esta población celular respecto a la población CD8+. Aún así, LiT CD4+ senescentes se 

han encontrado incrementados en pacientes con infecciones por T. cruzi63, con 

enfermedades autoinmunes 56,64,65 y en individuos con síndrome coronario agudo66. 

Aunque aún no se ha reportado la presencia de LiT CD4+ senescentes en pacientes con 

cáncer, distintos grupos de investigación han demostrado que células tumorales pueden 

inducir senescencia de LiT CD4+ in vitro34. 

El proceso de senescencia involucra múltiples cambios a nivel genético y funcional. Es 

así que, LiT senescentes humanos, muestran alteraciones fenotípicas y funcionales que 

son características y que permiten distinguirlas de otras sub-poblaciones de LiT. Dentro 

de las características fenotípicas de estas células se han documentado: un crítico 
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acortamiento en sus telómeros67-70, la pérdida en la expresión de moléculas co-

estimulatorias CD27 y particularmente CD2869-71, un aumento en la expresión de la 

molécula CD577273  y de receptores inhibitorios tales como KLRG-1 (del inglés: ki/ler ce!! 

¡ectin-like receptor 1)7475  y Tim-3 (del inglés: 1-ce!l immunoglobulin domain 3)6  los 

cuales han sido recientemente sugeridos como nuevos marcadores de senescencia en 

LiT humanos. 

Además, los LiT senescentes presentan alteraciones funcionales que son 

características. Exhiben un arresto irreversible en el ciclo celular. Estudios previos 

demostraron que, en general, el arresto en el ciclo celular asociado a senescencia es 

establecido y mantenido por las vías supresoras de tumor p53/p21 y p16/pR13. En este 

sentido, se ha reportado que LiT senescentes exhiben un incremento en la expresión de 

moléculas reguladoras del ciclo celular como p53, p21 y p16 3' 4' 6'76. Asimismo, y en 

concordancia con su arresto en el ciclo celular, se ha demostrado que LIT senescentes 

muestran una capacidad linfoproliferativa disminuída, aún en presencia de altas 

concentraciones de IL-2, que es el factor de crecimiento de los LiT52. Este hecho las 

diferencia de las células T anérgicas, quienes presentan un arresto en el ciclo celular que 

es reversible frente al agregado de lL-2 in vitro77. Otra característica importante que 

presentan los LiT senescentes es que a pesar de su arresto irreversible, son viables. De 

hecho muestran niveles incrementados de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 y son 

resistentes a la apoptosis cuando son testeados inmediatamente ex VjV078. 

Uno de los mecanismos efectores más conocido de los LiT es la producción de 

citoquinas. La funcionalidad de LiT senescentes en términos de su capacidad para 

producir estas moléculas efectoras es aún controversial. Hay considerables reportes que 

demuestran que los LiT con características de senescencia producen bajos, sino nulos, 

niveles de citoquinas efectoras como IFN-'y e IL-267980. Mientras que otro grupo reportó 

que LiT senescentes, luego de ser estimulados, producen grandes cantidades de factor 

de necrosis tumoral (TNF, del inglés: tumor necrosis factor), IFN-'y e IL-676. Además, Filaci 

y col.5  y Ye y col.76, demostraron que LiT CD8+ y CD4+ senescentes producen citoquinas 

inmunosupresoras como IL-10 y TGF-13. 

Evidencias más recientes indican que una sub-población de LiT CD8+ con 

características de senescencia (CD8+ CD28-), están presentes en individuos con tumores 

de diferentes orígenes, y son capaces de suprimir respuestas linfoproliferativas5. 
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Asimismo se ha reportado que LiT CD4+ y CD8+ senescentes inducidos por tumores in 

vitro muestran funciones supresoras34. 

Estos hallazgos sugieren que la senescencia de células T no constituye una ruptura 

general de la función normal del LiT, más bien comprende alteraciones genéticas y 

fenotípicas específicas, que resultan no sólo en pérdida, sino también en ganancia de 

funciones. Conjuntamente, estos hallazgos revelan que los LiT senescentes conforman 

una sub-población de LiT con características propias que los distinguen de otras sub-

poblaciones. Si bien no se han identificado factores de transcripción específicos que 

regulen el fenotipo y la función de dichas células, reportes recientes demuestran que la 

vía de las protein-quinasas activadas por mitógenos (MAPK, de/inglés: rnitogen-Qctivated 

rotein kinase), específicamente p38 y ERK pero no JNK, están involucradas en el 

mantenimiento de ciertas características de senescencia. En este sentido, se reportó que 

LiT CD4+ senescentes muestran mayor fosforilación de p38 y ERK1/2 en condiciones 

basales, y que la inhibición de estas vías restaura algunas de las funciones normales del 

LiT como la proliferación y la actividad telomerasa luego de su estimulación768182. Sin 

embargo, el bloqueo de la vía p38 no restaura la expresión de moléculas involucradas en 

la señalización a través del TCR, indicando que otros mecanismos estarían 

involucrados81. Los estímulos que mantienen a estas vías activadas en los LiT 

senescentes no son totalmente comprendidos. No obstante, Lanna y col.81  demostraron 

que señales genotóxicas, como daño en el ADN y/o la deprivación de nutrientes, 

particularmente de glucosa, resultan en la activación de p38. 

Por otra parte, la expresión de receptores inhibitorios como KLRG-1 y Tim-3 en los 

LiT senescentes contribuye de igual manera al mantenimiento del estado disfuncional 

que presentan dichas células. En este sentido, se ha reportado que el bloqueo de la 

señalización mediada por KLRG-1 en los LiT senescentes, tanto CD4+ como CD8+, 

restaura la capacidad proliferativa de dichas células, la producción de IL-2 y disminuye 

la expresión de los inhibidores del ciclo celular p16 y p2774'83. En otro estudio se 

demostró que el bloqueo de la señalización a través de Tim-3 en LiT CD4+ senescentes, 

indujo una mayor proliferación y un incremento en la producción de citoquinas 

efectoras, como IL-2 e IFN-'y, por parte de dichas células6. 

Si bien la activación sostenida de la vía de las MAPK y la expresión de receptores 

inhibitorios contribuyen al mantenimiento del programa de senescencia, los 
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mecanismos que conducen al LiT hacia la senescencia no han sido completamente 

dilucidados. La pérdida de expresión de la molécula CD28 en los LiT, principalmente 

CD8+, se ha atribuído a la estimulación antigénica repetida. Sin embargo, citoquinas 

cuyos receptores comparten la cadena gamma (receptores -yc), como IL-2, IL-7 e IL-15, 

han demostrado acelerar la pérdida de CD28 en LiT CD8+. Además, jnterferones  tipo 1 

(IFN-a e IFN-) incrementan la proporción de LiT CD4+ y CD8+ CD28- en cultivo. Del 

mismo modo, TNF induce una reducción significativa de moléculas de CD28 en la 

superficie de los LiT (revisado por Weng y col.84). Por otro lado, el grupo de Filaci 

demostró que cultivando LiT CD8+ CD28+ de sangre periférica humana en presencia de 

citoquinas como IL-2 e IL-10 puede generarse un gran número de LiT CD8+CD28- 85•  En 

otro reporte del mismo grupo, los autores demostraron que el receptor de TNF inducido 

por glucocorticoides (GITR, del inglés: lucocorticoid-jnduced INFLeceptor) está 

involucrado en la generación de células CD8+ CD28- y que IL-10 es requerida para la 

función supresora de las mismas86. Estos hallazgos resultan interesantes dado que 

demuestran que la adquisión de este fenotipo CD28- en los LiT no dependería sólo de 

señales derivadas del TCR al reconocer a su antígeno específico, sino también de señales 

derivadas de factores solubles. 

En concordancia con esta hipótesis, Montes y col.3  demostraron que células tumorales 

de diversos orígenes son capaces de inducir senescencia en células T humanas in vitro a 

través de factor/es soluble/s. Estudios posteriores, demostraron que IL-7 es capaz de 

prevenir la inducción de senescencia mediada por células tumorales en los LiT87. 

Asimismo, en un modelo de inducción de senescencia en LiT mediada por tumores 

similar al descripto por Montes y col.3  se demostró que células tumorales inducen 

senescencia en LiT CD4+ y CD8+ a través de la producción de adenosina monofosfato 

cíclico (cAMP, de/inglés: çyclic adenosíne ¡nonojhosphate)4. 

Linfocitos T agotados 

El agotamiento de las células T es un estado de dísfunción que ocurre cuando los LiT 

son crónicamente activados en sitios de inflamación como los observados en infecciones 

crónicas y en procesos tumorales. 
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El agotamiento, se caracteriza por una pérdida en la función efectora del LiT, 

expresión sostenida de receptores inhibitorios y un estado transcripcional diferente al 

de las células T efectoras o de memoria funcionales, sugiriendo que los LiT 

agotados/exhaustos representan un estado único de diferenciación de las células T88. 

Durante una infección aguda, los LiT específicos para el antígeno se activan y 

expanden rápidamente con el objetivo de controlar la infección. Luego de la resolución, 

se desarrollan LiT de memoria dotados de varias propiedades que los distinguen de 

otras subpoblaciones de LiT, como los LiT vírgenes y/o efectores. Estas propiedades de 

los LiT de memoria incluyen: una rápida reactivación de las funciones efectoras después 

del reencuentro con el Ag, readquisición de moléculas de "homing" que los conducen a 

los tejidos linfoides secundarios, alto potencial proliferativo y capacidad de persistir a 

largo plazo sin estimulación antigénica a través de la proliferación homeostática 

impulsada por citoquinas como IL-7 e IL-15. Estas propiedades se adquieren 

gradualmente con el tiempo y permiten que las células T de memoria confieran 

inmunidad protectora al hospedador (Figura 4). En casos de infecciones mediadas por 

agentes con alto potencial replicativo, como las infecciones por VIH, VHC y VHB (jVirus de 

la Hepatitis ) o como en procesos tumorales, donde el Ag persiste crónicamente, la 

generación de células T efectoras y/o de memoria se encuentra alterada. De hecho, en 

estos escenarios se describió la presencia de LiT disfuncionales con características de 

agotamiento. 

Los LiT CD8+ agotados/ exhaustos fueron descriptos por primera vez en un modelo 

murino de infección crónica con el virus de la linfocoriomeningitis (LCMV, del inglés: 

/,ymphocytic choriorneningitis virus). Así, en dicho modelo se demostró que los LiT CD8+ 

específicos para LCMV no producen citoquinas y tienen su capacidad citotóxica 

severamente afectada89. 

Estudios realizados en modelos murinos de infección crónica han llevado a postular 

que el agotamiento de los LiT CD8+ ocurre de manera progresiva. Así, se ha observado 

que en el contexto de infecciones crónicas, luego del contacto con el Ag, los LiT CD8+ 

pierden primero funciones efectoras típicas como la producción de IL-2, su capacidad 

proliferativa y su actividad citotóxica ex vivo. Posteriormente, comienzan a expresar 

receptores inhibitorios como PD.-1 y LAG-3 (del inglés: ¡ymphocyte Qctivation ene-3). 

Otras propiedades como la capacidad de producción de citoquinas efectoras, TNF e IFN- 
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y, se pierden más tarde; al tiempo que comienzan a co-expresarse nuevos receptores 

inhibitorios tales como 2134 y CD160, indicando un estado intermedio de 

disfuncionalidad. El estadío final del agotamiento es consecuencia de su alta 

susceptibilidad a apoptosis lo que lleva a la depleción de las células T específicas de Ag88  

(Figura 4). 

Figura 4. Agotamiento de L1T durante infecciones crónicas. Durante una infección aguda, LiT CD8+ 
vírgenes al contactar con el Ag, en presencia de señales co-estimulatorias y citoquinas apropiadas, se 
diferencian a LiT efectores. Luego de la resolución de la infección, la respuesta efectora se contrae y una 
sub-población de estas células se diferencian a LiT de memoria, capaces de producir citoquinas (tales 
como IFN-y, TNF e IL-2) y con alta capacidad citotóxica y proliferativa. Estas células también tienen una 
considerable capacidad de supervivencia y se mantienen a largo plazo en ausencia del antígeno (tabla 
superior). Durante una infección crónica (parte inferior), la infección persiste aún después de la fase 
efectora. La presencia constante del Ag y de un ambiente inflamatorio lleva a los LiT a perder funciones 
efectoras de manera jerárquica o gradual (tabla inferior). El agotamiento de LiT también se acompaña de 
un aumento progresivo en la cantidad y diversidad de receptores inhibitorios expresados en su superficie. 
En última instancia, si la gravedad y/o duración de la infección es alta y/o prolongada, los LiT específicos 
pueden ser eliminados por completo. El estado de agotamiento de LiT CD8+ se correlaciona con el 
aumento de la expresión de los receptores inhibitorios, alta carga antigénica y pérdida de colaboración de 
LiT CD4+. 
Adaptado de: WherryE.J., Naturelmmunology2üll. 
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El desarrollo y mantenimiento de los LiT CD8+ agotados durante infecciones virales 

crónicas depende no sólo de la persistencia antigénica, sino también de citoquinas 

principalmente producidas por células T CD4+ cooperadoras. Así, citoquinas 

inmunosupresoras como IL-10 y TGF-13 favorecen el agotamiento de los LiT CD8+. En 

contraste, IL-21 producida por LiT CD4+ específicos para Ags virales inhiben la 

generación de LiT CD8+ exhaustos específicos de Ag. De hecho, la depleción de LiT CD4+ 

en animales infectados con el virus LCMV, empeora el agotamiento de los LiT CD8+ 

(revisados por Wherry88). 

Posteriormente, se demostró que pacientes con infecciones virales crónicas como 

VIH, VHC y VHB presentan, en sangre periférica, una población de LiT CD8+ específicos 

contra antígenos virales con características de agotamiento (revisados por Virgin y 

col.90). Dos estudios longitudinales realizados en pacientes VIH+, corroboran la teoría 

del agotamiento progresivo de los LiT CD8+ propuesta por Wherry88. En uno de esos 

estudios demuestran que, a medida que progresa la infección, la expresión de PD-1 en 

los LiT CD8+ aumenta al tiempo que su funcionalidad disminuye. En otro estudio, 

analizan LiT CD8+ Ag-específicos en pacientes VIH+ antes y después de ser sometidos a 

tratamiento con drogas anti-retrovirales. Los autores observan que el control de la carga 

viral, luego de la terapia, resulta en una reducción en la expresión de PD-1 en los LiT 

CD8+ específicos para VIH (revisados por Kaufmann y Walker91). 

Al igual que las células T CD8+1  los LiT CD4+ específicos contra Ags virales también 

pierden su función efectora durante infecciones virales crónicas9294. Sin embargo, se 

sabe mucho menos acerca de la disfunción de las células T CD4+ específicas para Ags 

virales. 

El estudio del agotamiento de LiT en tumores ha ganado considerable interés en los 

últimos años. Así, numerosos reportes han demostrado que linfocitos T infiltrantes de 

tumores murinos9597  y humanos98104  muestran también características de agotamiento. 

En términos generales, estos trabajos demuestran que LÍT CD4+ y CD8+ infiltrantes de 

tumores y específicos contra Ags tumorales, expresan frecuentemente el receptor 

inhibitorio PD-1 en asociación con otros receptores inhibitorios, como: Tim-3 99,101,105 

CTLA-4101103 y LAG-398101. Sin embargo, existen reportes que correlacionan en forma 

inversa la expresión de PD-1 y el receptor inhibitorio KLRG-1 en LiT infiltrantes de 

tumores'01. Además, se ha demostrado que LiT que expresan receptores inhibitorios 
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producen menores niveles de citoquinas efectoras y proliferan menos frente a la 

estimulación con Ags tumorales in vitro. Interesantemente, y en concordancia con el 

modelo propuesto por Wherry88  (Figura 4), los LiT que co-expresan 2 o más receptores 

inhibitorios parecen ser aún más disfuncionales respecto a aquellos que expresan sólo 

uno de ellos. 

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la expresión de receptores inhibitorios en 

los LiT no sólo identifica, sino también mantiene el estado de disfunción o agotamiento. 

En este sentido, experimentos de bloqueo de la señalización a través de receptores como 

PD-1 y Tim-3 han demostrado una recuperación parcial de la funcionalidad in vitro de 

LiT agotados en términos de producción de citoquinas y proliferación99  e in vivo 

promoviendo una reducción del crecimiento del tumor95. Asimismo, Matsuzaki y col.98  

observan que el bloqueo dual de PD-1 y LAG-3 en LiT CD8+ Ag-específicos de pacientes 

con carcinoma de ovario, restaura la proliferación y la producción de citoquinas por 

dichas células. 

Estudios genómicos apoyan la idea de que los LiT agotados/ exhaustos representan 

un estado único de diferenciación de la célula T. Al presente, no se ha identificado un 

factor de transcripción (FT) específico que caracterice a la población de los LiT agotados. 

Sin embargo, se ha reportado que algunos perfiles transcripcionales de células T 

agotadas difieren respecto a aquellos encontrados en células T efectoras y/o de 

memoria106. Un estudio reciente demuestra que LiT CD4+ tanto como CD8+ agotados 

muestran niveles bajos de expresión de T-bet (del inglés: I-kox-containing  protein 

xpressed in T cells), un FT de la familia de genes T-box. En LiT activados, la expresión de 

T-bet reprime la expresión de PD-1. En concordancia con ello, en LiT agotados, mientras 

se observa una reducción en la expresión de este FT, la expresión de PD-1 aumenta. Al 

mismo tiempo, los autores demuestran que bajos niveles de T-bet son necesarios para 

sostener el agotamiento de los LiT durante infecciones crónicas. Otro FT de la familia de 

genes T-box, Eomes (del inglés: eomesodermin), involucrado en la diferenciación de los 

LiT CD8+, se encuentra altamente expresado en los LiT CD8+ exhaustos respecto a los 

LiT CD8+ efectores/memoria. Interesantemente, Eomes se expresa diferencialmente en 

los LiT CD4+ agotados respecto a otras sub-poblaciones de LiT CD4+. El FT Blimp-1 (del 

inglés: - ¡ymphocyte jnduced maturation protein-) también se encuentra 

substancialmente expresado en los LiT CD4+ y CD8+ exhaustos, y se ha reportado que 



promueve la expresión de receptores inhibitorios en los mismos. Por otra parte, Helios, 

un FT comúnmente expresado en una sub-población de células Tregs, es uno de los FTs 

más diferencialmente expresado en LiT CD4+ agotados comparado con LiT CD4+ de 

memoria e incluso con LiT CD8+ agotados 107-110. Asimismo, se ha reportado que los LiT 

agotados muestran una defectuosa translocación del factor NFAT (del inglés: nuclear 

factor of actívated 1-cells) involucrado, fundamentalmente, en la transcripción de 

citoquinas efectoras. Este hecho, podría explicar la menor producción de citoquinas 

observada en LiT agotados 110,111 

La evaluación conjunta de la expresión de FTs en LiT exhaustos lleva a concluir que 

no existe un único FT que actúe como un "regulador maestro/dominante" del programa 

de agotamiento, si no más bien hay un conjunto básico de FTs que se expresan 

diferencialmente en las células T exhaustas. Por lo tanto, el agotamiento de LiT refleja un 

mecanismo en el que participan múltiples factores de transcripción. 

¿Senescencia o agotamiento de L1T? 

Los términos senescencia y agotamiento a menudo son usados indistintamente 

cuando se refiere a células T disfuncionales, sin embargo, los mecanismos teóricos que se 

proponen para definir a cada uno de estos estados son diferentes50. A pesar de que ha 

habido un avance substancial en la identificación de los mecanismos que subyacen a 

estos procesos, los mismos han sido estudiados independientemente uno de otro. Por 

otro lado, la ausencia de marcadores de senescencia de LiT en roedores resulta en la 

falta de modelos de experimentación que permitan dilucidar de manera más directa el 

rol de estas células en diferentes patologías. Además, como se expuso previamente, los 

indicadores de agotamiento y senescencia a menudo están muy solapados (Figura 5). 

Esto lleva a que la terminología utilizada en la literatura sea, esencialmente, dependiente 

del autor. Estos motivos resaltan un interrogante que aún permanece abierto y que tiene 

que ver con que si ambos estados son mutuamente excluyentes o si células T agotadas 

son también senescentes o viceversa. 
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Figura S. Características generales de LiTsenescentes versos LiT agotados. (a) La principal característica de 
los LIT senescentes es su arresto en el ciclo celular, que puede ser gatillado por daño en el ADN o bien por 
acortamiento de sus teloméros frente a repetida estimulación. Otra característica distintiva es la pérdida 
de expresión de las moléculas co-estimulatorias CD27 y CD28. Además expresan altos niveles de 
receptores inhibitorios. Estas células no responden a estímulos policlonales de LiT. No se han identificado 
aún FTs asociados al programa de senescencia. Sin embargo, LiT senescentes muestran activación basal de 
la vía de las kinasas MAPK, en particular p38 y ERK1/2. (b) Los LiT agotados se caracterizan por la 
expresión de múltiples receptores inhibitorios en su superficie. Frente a estimulación policlonal o Ag-
específica, los LiT agotados producen bajos, sino nulos, niveles de citoquinas efectoras. FT como Blimp-1, 
T-bet y Eomes han sido asociados al agotamiento de LIT tanto CD8+ como CD4+. Mientras tanto, el FT 
Helios sólo se ha asociado al agotamiento de LiT CD4+. 
Adaptado de: CrespoJ.,y col. Current Opinion in lmniunology 2012. 
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1.6. 	MACRÓFAGOS COMO JUGADORES CLAVE EN LA PROGRESIÓN 

TUMORAL 

Como se mencionó previamente, numerosos estudios demuestran que los tumores 

están infiltrados por diversas poblaciones celulares del sistema inmune tales como 

macrófagos, células NK, Li Tregs, linfocitos B, Li Thi y Th2, LiT senescentes, entre 

otras5112113. Sin embargo, los macrófagos representan una de las poblaciones más 

abundantes en el microambiente tumoral. La importancia de esta población celular en la 

progresión tumoral se ha puesto en evidencia por estudios clínicos que demuestran una 

correlación entre la densidad de macrófagos asociados al tumor y un peor pronóstico en 

el 80% de los estudios reportados 16,114 

En términos generales, los macrófagos han sido clasificados en dos categorías: (i) 

macrófagos tipo 1 o clásicamente activados (Mi) caracterizados por un fenotipo pro-

inflamatorio y (u) macrófagos tipo II o alternativamente activados (M2) quienes 

promueven procesos anti-inflamatorios y de reparación tisular. Es de conocimiento 

general que, en respuesta a determinadas señales como citoquinas o aquellas derivadas 

de la unión de ligandos a receptores de membrana, los macrófagos se someten a estados 

de polarización Ml o M2. Estos estados están caracterizados por perfiles fenotípicos y 

producción de citoquinas y quemoquinas particulares. Así, macrófagos Ml producen 

grandes cantidades de citoquinas pro-inflamatorias (TNF, IL-1f3, IL-6 y principalmente 

IL-12) y expresan altos niveles de moléculas del CMH clase II, de moléculas co-

estimulatorias y de la enzima óxido nítrico sintetasa inducible (¡NOS, de/inglés: jnducible 

itric oxide synthase), involucrada en la producción de óxido nítrico (NO). Por el 

contrario, los macrófagos M2 muestran niveles muy bajos, sino ausentes, de moléculas 

del CMH de clase II y co-estimulatorias, exhiben una alta expresión del receptor de 

manosa (CD206), y producen grandes niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 en 

ausencia de producción de IL-1244. Además, los macrófagos también pueden ser 

polarizados en un estado similar al M2 (en inglés: "M2-like'J que comparte algunas pero 

no todas las características del perfil M2113. Asimismo, se ha observado que durante 

procesos tumorales los macrófagos adquieren un fenotipo con características M1/M2 

intermedias o superpuestas45115. Probablemente, en dichas circunstancias, los 
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macrófagos se ven expuestos a una mezcla de estímulos o bien a un cambio constante de 

moléculas efectoras a lo largo de diferentes etapas de la respuesta inmune. Estos 

hallazgos reflejan la heterogeneidad y plasticidad de la población de los macrófagos. 

Además, revelan que la clasificación Ml y M2, si bien resulta útil en términos teóricos, 

representa dos extremos de una galaxia de estados funcionales intermedios116. 

Los macrófagos asociados al tumor derivan casi enteramente de monocitos 

circulantes, cuyo reclutamiento al nicho tumoral está mediado por factores 

quimiotácticos derivados del tumor117-119. Allí, el perfil de activación de los macrófagos 

puede estar regulado por numerosas poblaciones del sistema inmune que infiltran el 

tumor como asimismo por células tumorales (Figura 6). En este sentido se ha reportado 

que LiB, células NK, Li Thl, Th2 y Tregs pueden polarizar la activación de los macrófagos 

a un estado Ml o M2 a través de la producción de citoquinas 3"20. Sin embargo, aún no 

ha sido reportado si LiT senescentes son capaces de modular el perfil de activación de 

macrófagos. Por otro lado, factores solubles derivados de células tumorales pueden 

modificar, directa e indirectamente, la polarización de macrófagos asociados al tumor 

(revisados por Ruffe1112 ' y Biswas y Mantovani"3). 

Figura 6. El y¡¡ el y(¡¡ cielos macrófagos asociudos (11 tumor en la progresión tuinoraly su regulación pol-

las 

or

las células leucocitarias injiltrantes. En letras negras dentro de la célula, se destacan las características niés 
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distintivas de macrófagos activados clásicamente (Mi) o alternativamente (M2). Sin embargo, los 
macrófagos intra-tumorales pueden presentar características de ambas poblaciones. Los macrófagos 
asociados al tumor pueden tener papeles potencialmente beneficiosos (rojo) o patológicos (verde) en el 
cáncer dependiendo del entorno celular y tisular. 
Adaptado de: Biswas S.K. y Mantovani A., Nature Imrnuno!ogy 2010. 

Históricamente se ha considerado que macrófagos Ml son capaces de destruir a las 

células tumorales y al mismo tiempo, favorecer la presentación de Ags tumorales a LiT 

efectores para desencadenar una respuesta inmune anti-tumoral. Mientras que los 

macrófagos M2 son potencialmente pro-tumorales, dado que participan en procesos de 

reparación tisular que favorecen la angiogénesis, la invasión y la metástasis. Así, los 

macrófagos simbolizan un arma de doble filo en cáncer, con el potencial de expresar 

actividades pro- y anti-inflamatorias de acuerdo al microambiente tumoral (Figura 6). 

No obstante, la mayoría de las citoquinas con potencial pro-tumoral confirmado son 

aquellas asociadas al perfil M1122. En tanto que IL-10, la principal citoquina asociada a 

macrófagos M2, ha demostrado tener roles anti-tumorales en un modelo murino de 

cáncer colorectal123. Además, aunque el desarrollo de una respuesta inflamatoria podría 

ser beneficioso para el huésped a corto plazo, en los últimos años se ha demostrado que 

su persistencia resulta perjudicial para el hospedador ya que favorece la progresión del 

tumor en múltiples niveles de su desarrollo. En este sentido, mediadores inflamatorios, 

principalmente producidos por macrófagos en el microambiente tumoral, juegan 

papeles decisivos en las etapas de: (i) iniciación tumoral, (u) conversión maligna, (iii) 

invasión y metástasis, y (iv) mantenimiento del microambiente inmunosupresor2, que se 

detallan a continuación y se resumen en la Figura 7. 

Macrófagos e iniciación tumoral. Numerosos trabajos han demostrado que los 

macrófagos desempeñan un papel protagónico en la iniciación del proceso tumoral. En 

este sentido, se ha sugerido que un microambiente inflamatorio puede aumentar las 

tasas de mutación, además de mejorar la proliferación de las células mutadas. 

Macrófagos activados sirven como fuentes de especies reactivas de oxígeno (ROS, del 

inglés: reactive Qxygen pecies) y de productos intermedios de nitrógeno reactivos (RNI, 

de/inglés: reactive ¡litrogen Intermediates), principalmente NO, que inducen daño en el 

ADN e inestabilidad genómica. Alternativamente, a través de la secreción de la citoquina 



TNF, macrófagos estimulan la acumulación de ROS en células epiteliales vecinas218. 

Estos mecanismos pueden llevar, además, a la activación de lesiones premalignas en 

estado latente. 

Iniciación 
tumoral 

 

Angiogénesis 

 

      

 

Invasión 
y metástasis 

 

Inmuno-supresión 

Figura 7. Macrófagos corno jugadores claves en la progresión turnoral. Macrófagos asociados al tumor (Ma) 
desempeñan roles decisivos en distintas etapas del desarrollo tumoral, como iniciación, angiogénesis, 

invasión y metástasis. Asimismo, contribuyen al mantenimiento de un microambiente inmuno-supresor. 

Así, macrófagos asociados al tumor pueden impactar en la progresión tumoral desde múltiples flancos. 

Adaptado de: Sica A. y col., Enropean Journal of Cancer 2006. 

Macrófagos y angiogénesis. En la mayoría de los tumores, hay un dramático 

aumento de la densidad vascular durante la transición benigno a maligno, un proceso 

referido como "cambio an,giogénico". La formación de una vasculatura completa es un 

proceso complejo que involucra muchos tipos de células, a menudo con superposición 

de funciones, que influyen en el desarrollo tumoral. Los macrófagos asociados al tumor 

son los principales contribuyentes a los procesos de angiogénesis y la hipoxia es un 

disparador vital del mismo. De hecho, Leek y c01.124125  demostraron que existe una 

fuerte asociación entre la presencia de macrófagos y la densidad de vasculatura en 

varios carcinomas. Además, se demostró que numerosas moléculas secretadas por los 

macrófagos asociados al tumor están involucradas en eventos de angiogénesis18126127, 

entre ellas: 

El factor de crecimiento de endotelio vascular, VEGF (del inglés: _vascular 

ndothelial ,rowth factor) producido también por células tumorales, 

promueve la proliferación de células endoteliales y la formación de nuevos 

vasos sanguíneos. Asimismo, se ha reportado que VEGF incrementa la 
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permeabilidad vascular, favorece el reclutamiento de monocitos al nicho 

tumoral e induce la expresión de metaloproteasas de matriz, principalmente 

MMP-9. Aunque múltiples factores promueven la formación de vasos 

sanguíneos, en tumores humanos, VEGF parece tener un rol dominante. 

a IL-8 es un potente factor angiogénico. Su expresión correlaciona 

negativamente con la sobrevida de los pacientes y positivamente con el 

infiltrado de macrófagos en tumores. Su expresión está regulada por el FT NF-

KB, y puede ser estimulada por citoquinas inflamatorias como TNF e IL-113, 

también producidas principalmente por macrófagos asociados al tumor. 

• IL-113, una citoquina altamente inflamatoria, induce selectivamente la 

expresión del FT inducido por hipoxia, HIF-1 (del inglés: ijypoxia inducible 

factor). HIF-1 regula la transcripción de un gran panel de genes asociados con 

la angiogénesis, incluyendo VEGF. Asimismo, IL-113 es capáz de inducir la 

expresión de TNF e IL-8, contribuyendo a la amplificación del bucle 

angiogénico. 

• TNF, principalmente expresado por los macrófagos asociados al tumor, 

contribuye a la angiogénesis a través de la activación de FTs, tanto en células 

tumorales como estromales, que llevan a la producción de IL-8, VEGF y MMP-

9. 

• La metaloproteasa de matríz, MMP-9, contribuye a la angiogénesis mediante 

la promoción de la morfogénesis de los vasos sanguíneos y el reclutamiento 

de pericitos, que favorecen la estabilización de los nuevos vasos formados. 

Además, MMP-9 incrementa la biodisponibilidad de VEGF a través de su 

liberación desde depósitos extracelulares. 

Macrófagos, invasión y  metástasis. Desde una perspectiva clínica, la metástasis es el 

aspecto más crítico de la tumorigénesis, ya que el 90% de la mortalidad por cáncer es 

causada por las metástasis. El proceso de la metástasis puede ser brevemente dividido 

en cuatro pasos principales. El primero está representado por la transición epitelio-

mesenquimal, en la cual células tumorales adquieren características fibroblastoides que 

incrementan su movilidad y les permiten invadir revestimientos epiteliales y/o 

membranas basales y alcanzar los vasos sanguíneos eferentes o linfáticos. La citoquina 
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TNF facilita la transición epitelio-mesenquirnal. Dado que los macrófagos son la 

principal fuente de producción de dicha citoquina en el microambiente tumoral, su 

contribución es crucial en este paso. En el segundo paso, las células tumorales 

intravasan en circulación sanguínea y linfática. Factores como VEGF, también 

producidos por macrófagos asociados al tumor, promueven este paso a través de un 

aumento de la permeabilidad vascular. En la tercera etapa, las células metástasicas 

deben sobrevivir y viajar a través de la circulación para dar lugar a micrometástasis. La 

supervivencia de estas células circulantes es mantenida por TNF e IL-6, citoquinas pro-

inflamatorias derivadas de macrófagos intra-tumorales y de monocitos circulantes. 

Finalmente, progenitores metastásicos individuales interactúan con células estromales 

en el nicho pre-metastásico y comienzan a proliferar. En este paso de invasión, las 

células tumorales requieren una amplia proteólisis de la matriz extracelular, donde 

MMP-2 y MMP-9 son claves, sugiriendo también que macrófagos a través de la 

producción de dichas proteasas se convierten en células clave en la invasión 

tumoral2'128. 

Macrófagos e inmunosupresión. Los macrófagos intra-tumorales ejercen una 

actividad fuertemente inm unos upresora, no sólo mediante la producción de IL-10, sino 

también por la secreción de quemoquinas como CCL-17 y CCL-22, que preferentemente 

atraen sub-poblaciones de LiT con potencial pro-tumoral e incluso inmunosupresor 

como Li Th2 y Li Tregs. Además, los macrófagos asociados al tumor secretan la 

quemoquina CCL-18 que recluta LiT vírgenes. Ante el balance de señales inhibitorias 

sobre activadoras en el microambiente tumoral, estos LiT vírgenes, sufren anergia, 

agotamiento o senescencia como se describió previamente121128. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 

Los tumores sólidos son extensamente infiltrados por células del SI. Dentro del 

microambiente tumoral se establecen una serie de interacciones dinámicas entre las 

células infiltrantes y las neoplásicas, así como entre las células infiltrantes entre sí. Estas 

interacciones resultan en el establecimiento de una respuesta inmune in situ, que 

generalmente favorece la progresión tumoral12. En este sentido, se ha demostrado que 

las células tumorales pueden reclutar y expandir diversas sub-poblaciones de LiT con 

diferentes funciones efectoras que contribuirían a la progresión del tumor1,3746. 

Recientemente, se ha demostrado que líneas tumorales de diversos orígenes inducen 

senescencia en LiT humanos34. Asimismo, LiT con características de senescencia se 

encuentran incrementados en sangre periférica e infiltrando tumores primarios y 

metástasis en pacientes con cáncer56586062. Interesantemente, esta población de LiT 

senescentes es capaz de suprimir respuestas linfoproliferativas3-5, sugiriendo que su 

presencia en el nicho tumoral podría favorecer la progresión del tumor. Sin embargo, 

hasta el momento, la función de los LiT senescentes y su potencial modulatorio sobre 

otras poblaciones celulares no han sido estudiados. 

En este contexto y basándonos en resultados de nuestro grupo de trabajo, 

construimos la hipótesis que forma parte de esta Tesis Doctoral. Postulamos que las 

células cancerosas pueden llevar a los LiT CD4+ y CD8+ a un estado de senescencia. Estos 

LiT senescentes que están arrestados en el ciclo celular y que además son capaces de 

suprimir una respuesta linfoproliferativa de LiT podrían modular, tanto en sangre 

periférica como en el tumor, la respuesta mediada por otras células del SI, tanto innato 

como adaptativo favoreciendo el desarrollo tumoral. De esta manera, la inducción de 

senescencia en los LiT podría plantearse como un novedoso mecanismo de evasión de la 

respuesta inmune que aún no ha sido descripto. 



OBJETIVOS 

General: 

Evaluar si linfocitos T CD4+ y CD8+ senescentes inducidos por tumores (LiT SIT) 

son capaces de modular la respuesta de otras células del sistema inmune 

impactando de esta manera en la respuesta inmune frente a tumores. 

Específicos:  

1. Evaluar características fenotípicas y funcionales de LiT CD4+ y CD8+ SIT 

que puedan impactar en la modulación de otras poblaciones celulares. Para 

ello, proponemos: 

a. Estudiar el estadío de activación y de diferenciación como así también 

la funcionalidad de LiT CD4+ y CD8+ SIT. 

b. Estudiar vías de señalización y la expresión de moléculas que pudieran 

estar involucradas en la hipo-respuesta de LiT SIT. 

c. Investigar las características de la supresión de LiT convencionales 

mediada por LIT SIT como así también las posibles moléculas 

involucradas. 

II. Evaluar si L1T CD4+ y CD8+ SIT son capaces de modular células clave del 

sistema inmune innato como mono cito s/macrófagos. Para ello, proponemos: 

a. Evaluar si LiT CD4+ y CD8+ SIT modulan el fenotipo y la funcionalidad 

de Mo/Ma humanos. 

b. Indagar posibles vías de señalización y mecanismos involucrados en la 

modulación de Mo/Ma como resultado de su interacción con los LiT 

CD4+ y CD8+ SIT. 



RESULTADOS 
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Resultados 1 

ESTUDIO FENOTÍPICO Y FUNCIONAL DE LINFOCITOS T SENESCENTES 

INDUCIDOS POR TUMORES. 

Los resultados previos obtenidos y que dan lugar a la hipótesis de la presente tesis 

doctoral demuestran que factores solubles secretados por líneas tumorales de diversos 

orígenes son capaces de inducir senescencia en LiT CD4+ o CD8+ de donantes jóvenes y 

sanos. Así, se demostró que a los 7 días posteriores a la co-incubación in vitro con una 

línea tumoral, los LiT CD4+ y CD8+ muestran características de senescencia tales como: 

disminución de la expresión de las moléculas coestimulatorias CD27 y CD28, 

acortamiento de sus telómeros y aumento en la expresión de moléculas que participan 

en el ciclo celular como p53, p21 y p16. Además estos LiT senescentes, tanto los CD4+ 

como los CD8+, suprimen la proliferación de LiT normales3. 

Con el objetivo de evaluar si Linfocitos T senescentes inducidos por tumores (LiT SIT) 

representan una población celular con capacidad moduladora sobre otras poblaciones 

del SI, se realizó una profunda caracterización, tanto fenotípica como funcional, de dicha 

población celular. 

Para desarrollar el objetivo, se obtuvieron las poblaciones de LiT CD4+ y CD8+ 

senescentes, siguiendo el modelo experimental previamente desarrollado por Montes y 

col.3  y que se detalla en la sección Materiales y Métodos. En forma breve, los LiT CD4+ y 

CD8+ fueron purificados a partir de sangre periférica de donantes sanos y jóvenes y 

posteriormente ambas poblaciones de LiT fueron co-incubadas con una línea tumoral de 

carcinoma humano de cabeza y cuello, Tul 67, durante 6 hs. Luego, las células T fueron 

mantenidas en cultivo durante 7 días. Como controles, los LiT CD4+ y CD8+ purificados - 

sin co-incubar con la línea tumoral- fueron mantenidos en cultivo en las mismas 

condiciones (Esquema Experimental 1). En el día 7 post-incubación con la línea tumoral 

se realizaron todos los experimentos que se mostrarán a continuación. 



LÍT C134+ purificados 	L1T CD8+ purificados 

Línea tumoral Tu167 

Co-incubación células tumorales:L1T (1:1) durante 6 hs 

¿ 

LiT CD8+ control LiT CD8+ SIT 

CD28 

Células mononucleares 
de sangre periférica 

JO 	 7 dlas 

LiT CD4+ y CD8+ purificados 	.: 	4 	•: por selección positiva 	
80% CD4+CD27-CD28- 	90% CD8+CD27-CD28- 

Esquema Experimental 1. Inducción de senescencia de LiT CD4+ y CD8+ humanos por co-incubación con 
células tumorales (Detalles experimentales en la sección Materiales y Métodos). 

Durante el trabajo experimental de la presente tesis doctoral rutinariamente se 

controló el estado de senescencia de LiT CD4+ y CD8+, evaluando por citometria de flujo 

la pérdida de moléculas coestimulatorias. La Figura 1 muestra uno de los ensayos 

rutinarios, en donde se puede observar que en el día 7, LiT CD4+ o CD8+, que fueron 

previamente co-incubados con la línea tumoral Tu167 exhibieron una marcada 

disminución en la expresión de ambas moléculas coestimulatorias respecto a LiT CD4+ y 

CD8+ controles. 
L'T CD4+ control 
	

LIT CD4+ SIT 

Figura 1. Inducción de senescencia en LiT
cm  

CD4+ y CD8+ mediada por células 
tumora/es. Gráficos de dos parámetros 
muestran la expresión en superficie de las 
moléculas coestimulatorias CD28 y CD27 
en LiT CD4+ o CD84 controles (izquierda) 
o LiT CD4+ o CD8+ SIT (derecha), que 
fueron obtenidos como se describió en 
Esquema Experimental 1 y  en la sección 
Materiales y Métodos. 
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LiT SIT exhiben un fenotipo de células de memoria efectora terminalmente 

diferenciadas  

Teniendo en cuenta que la caracterización fenotípica permite profundizar en el 

conocimiento de las características funcionales de los LiT SIT, se estudiaron por 

citometría de flujo marcadores relacionados con el estadío de diferenciación de LiT. El 

estudio conjunto del marcador de "homing" CD62L y de la molécula CD45 en su isoforma 

RA permiten definir cuatro sub- poblaciones de LIT129  en sangre periférica (Figura 2a). 

La evaluación conjunta de ambos marcadores reveló que dentro de la población de LiT 

SIT (CD4+ o CD8+) no se encuentran representadas las sub-poblaciones de LiT 

naive/vírgenes (TN) ni de LiT de memoria central (TCM). Sin embargo en la población de 

LiT controles se hallaron las 4 sub-poblaciones previamente definidas (Figura 2b, c y d). 

Estos resultados indican que la línea tumoral condujo a los LiT de donantes sanos a un 

estado de senescencia y a la acumulación de sub-poblaciones con fenotipo de células de 

memoria efectora (TEM) o terminalmente diferenciadas (TEMRA). Por otra parte, la 

ausencia de CD62L en LiT CD4+ y CD8+ SIT resulta sumamente interesante si se 

considera la importancia de esta selectina en la migración de los LiT vírgenes a ganglios 

linfáticos así como en la de LiT activados al nicho tumoral130131. Así, se podría especular 

que la disminución en la expresión de CD62L podría afectar la generación de una 

respuesta de células T específicas al mismo tiempo que podría disminuir la infiltración 

de tumores. 
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Figura 2. LiT CD4+ y CD8+ SIT constituyen una población de memoria efectora o terminalmente 
diferenciadas. (a) Esquema de dos parámetros de la expresión de CD62L vs. CD45RA que ppermite definir 
cuatro sub-poblaciones de LiT en sangre periférica [TCM, LiT de memoria central; TN, L1T naive/vírgenes; 

TEM, LiT de memoria efectora; TEMRA, LiT de memoria efectora terminalmente diferenciados]. (b) Gráficos de 
dos parámetros muestran la expresión de CD62L y CD45RA en la superficie de LiT CD4+ y CD8+ controles 
(izquierda) y SIT (derecha). Gráficos de un donante representativo de tres donantes diferentes. (c) 
Porcentaje de LiT controles y SIT que expresan CD62L. Las barras representan el % medio ± SEM (n=3). 
d) Porcentaje de LiT controles y SIT que expresan CD45RA. Las barras representan el % medio ± SEM 

(n=3). En ambos casos, el test estadístico utilizado fue una prueba t de Student apareada (LiT SIT vs. LiT 
control). p se indica en cada gráfico. (ns, nosignificativo) 
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Resultados 1 

LIT SIT expresan receptores inhibitorios en su superficie 

Reportes previos han demostrado que LiT CD4+ y CD8+ crónicamente activados 

muestran una elevada expresión de receptores inhibitorios (RIs) tales como PD-1, Tim-3 

y 	 La expresión de estos receptores inhibitorios resulta de 

fundamental importancia dado que los mismos inhiben funciones celulares complejas 

manteniendo a los LiT en un estado de disfuncionalidad y/o quiescencia. Al mismo 

tiempo, el conocimiento del espectro de receptores inhibitorios en dichas células sugiere 

cómo esta población celular censa señales de su microambiente y cómo interaccionaría 

con otros tipos celulares. 

Dado que estos RIs se expresan normalmente luego de la activación y la 

diferenciación progresiva a LiT efectores como un mecanismo de "auto-regulación" de la 

activación de células T, la expresión de los mismos fue evaluada en LiT CD4+ y CD8+ ex 

vivo y en LiT SIT y controles. Así, se observó que, ex vivo, LiT CD4+ y CD8+ provenientes 

de donantes jóvenes y sanos no expresan ninguno de los tres RIs evaluados, PD-1, Tim-3 

ni KLRG-1 (datos no mostrados). 

El estudio comparativo de la expresión de RIs en LiT CD4+ y CD8+ SIT versus la 

población de LiT controles, reveló que un mayor porcentaje de LiT CD4+ y CD8+ SIT 

(CD28-) expresan Tim-3 respecto a LiT controles (Figura 3a). Asimismo, un porcentaje 

significativamente mayor de LiT SIT (CD28-) expresó KLRG-1 respecto a LiT controles. 

Además, los niveles de KLRG-1 en superficie fueron mayores en LiT SIT versus LiT 

controles (Figura 3b). Interesantemente, la expresión de KLRG-1 en la población de LiT 

controles, tanto CD4+ como CD8+, se detectó dentro de la población CD28-. Estos 

resultados, en concordancia con los obtenidos por Henson y c01.74'75, sugieren que la 

expresión de KLRG-1 podría estar asociada con la disminución de CD28. El perfil de 

expresión de PD-1 fue diferente al de los demás RIs ya que los LiT SIT y controles 

expresaron niveles similares de PD-1 (Figura 3c). 
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Figura 3. L1T CD4+ y CD8+ SIT expresan elevados niveles de los receptores inhibitorios Tim-3y KLRG-1, pero 

no de PD-1. Gráficos de dos parámetros muestran la expresión de Tim-3 (a), KLRG-1 (b) y PD-1 (c), en 
función de la expresión de CD28, en LiT CD4+ o CD8+ controles y SIT como se indica. Los números en los 
gráficos indican el % de células en cada cuadrante. Gráficos de un donante representativo de tres 
donantes diferentes. 

Dado que PD-1 es rápidamente expresado en la superficie de LiT luego de su 

estimulación, se evaluó si LiT SIT son capaces de modular la expresión de dicho receptor 

frente a un estímulo policlonal. Así, observamos que mientras los LiT CD4+ controles 

expresaron PD-1 luego de la estimulación, los LiT CD4+ SIT fueron incapaces de 

aumentar la expresión de dicho receptor. Mientras que no se observó un incremento en 

la expresión de PD-1 luego de la activación de LiT CD8+ controles ni SIT (Figura 4). Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos por Baitsch y col.10 ' y Li y col.6  que demuestran 
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Resultados 1 

que LiT con características de senescencia aumentan la expresión de múltiples 

receptores inhibitorios pero no de PD-1. 

—Sin estimulo —Con estímulo 

LiT CD4+ control LiT C04+ SIT L1T CD8+ control 

L 
LIT CD8+ SIT 

PD-1 

Figura 4. LiT CD4+ y CD8+ SIT no aumentan la expresión de PD-1 aún frente a estimulación. Expresión de 

PD-1 en LiT controles y SIT post-estímulo con anti-CD3/anti-CD28 durante 12 horas. Los histogramas 

representan la expresión de PD-1 en LiT controles y SIT como se indica. Los histogramas llenos 

corresponden a LiT sin estimular y las líneas negras a LiT post-estímulo. Resultados representativos de 

un donante. 

L1T SIT representan una población de células T disfuncional 

Sabiendo que el proceso de senescencia involucra múltiples cambios a nivel genético 

y funcional, y que LiT CD4+ y CD8+ SIT mostraron alteraciones fenotípicas, se dispuso 

evaluar si dichas células eran funcionalmente compententes. 

Resultados previos han demostrado que una robusta y eficiente respuesta anti-

tumoral mediada por LiT se correlaciona con la capacidad de dichas células para 

producir citoquinas efectoras como IL-2, ¡FN-y y TNF20. Teniendo en cuenta la relevancia 

de dichas citoquinas, se evaluó si LiT CD4+ y CD8+ SIT eran capaces de producirlas. Para 

ello, LiT SIT y controles fueron estimulados policlonalmente con PMA/Ionomicina en 

presencia de inhibidores del transporte vesicular desde el aparato de Golgi, y 

posteriormente se determinó por citometría de flujo la producción intracelular de tales 

citoquinas. La Figura 5 muestra que, mientras un alto porcentaje de LiT CD4+ y CD8+ 

controles produjeron las citoquinas testeadas luego de su estimulación, los LiT CD4+ y 

CD8+ SIT (CD28-) fueron incapaces de producir IL-2, ¡FN-y y TNF aún frente a un 

estímulo policlonal. 
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Figura S. LiT CD4+ y  CD8+ SIT no producen citoquinas efectoras. Gráficos de dos parámetros muestran la 

expresión intracelular de IL-2 (a), IFN-y (b) y TNF (c), en función de la expresión superficial de CD28, en 

LIT controles y SIT como se indica en cada figura (arriba). En cada gráfico se indica el porcentaje de LiT 

productores de citoquinas. Resultado representativo de tres experimentos independientes realizados con 

donantes diferentes. 

Dado que la citometría de flujo intracelular permite evaluar la producción de 

citoquinas en un período corto de tiempo, se evaluaron citoquinas en sobrenadantes de 

cultivo de LiT controles y SIT frente al estímulo con anti-CD3/anti-CD28 durante 72 

horas. En concordancia con los resultados anteriores, los sobrenadantes de LiT CD4+ y 

CD8+ SIT estimulados mostraron niveles significativamente menores de todas las 

citoquinas evaluadas (IL-2, IFN-y y TNF) respecto a sobrenadantes de LiT CD4+ y CD8+ 

controles (Figura 6 a, b y c). Además, se evaluó silos LiT SIT eran capaces de producir 
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otras citoquinas como IL-6 e IL-10 asociadas a respuestas pro-inflamatorias e inmuno-

supresoras, respectivamente. La evaluación de estas citoquinas en los sobrenadantes de 

cultivo mencionados previamente reveló que LIT SIT, tanto CD4+ como CD8+, 

produjeron cantidades significativamente menores, sino indetectables, de ambas 

proteínas respecto a LiT controles (Figura 6 d y e). 

Figura 6. LiT CD4+ y CD8+ SIT no secretan citoquinas. Gráficos de barras muestran la producción de 

citoquinas: IL-2 (a), TNF (b), IFN-y (c), IL-6 (d) e IL-10 (e) en sobrenadantes de cultivo de LiT controles y 
SIT estimulados con anti-CD3/anti-CD28 durante 72hs. Las barras representan la producción promedio de 
cada citoquina ± SEM. En todos los casos, el test estadístico utilizado fue ANOVA de una vía, post-test: 
Bonferroni (LiT SIT vs. LiT control). *p<oos **p<001  ***p<0.001.  

LiT CD8+ SIT son incapaces de liberar el contenido de sus gránulos 

Los estudios presentados anteriormente revelan que los LiT SIT fueron incapaces de 

secretar citoquinas efectoras. Sin embargo, el mecanismo efector más relevante de los 

LiT CD8+ en el contexto tumoral es su capacidad citotóxica, que depende de la 

producción y liberación de perforinas y granzimas. Esto motivó la evaluación de dichas 

moléculas en la población de LiT SIT vs. LIT controles. 

La evaluación intracelular de granzima A en LiT CD8+ controles y SIT reflejó que, en 

ausencia de estímulo, ambas poblaciones muestran el mismo porcentaje de células que 
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expresan este mediador (Figura 7a). Sin embargo, un mayor porcentaje de LiT CD8+ SIT 

expresaron granzima B respecto a la población de LiT CD8+ controles (Figura 7b). Por 

otra parte se observó que el porcentaje de LiT que expresan perforina fue similar en la 

población de LiT CD8+ SIT y controles (Figura 7c). 
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Figura 7. LiT CD8+ SIT expresan granzimas A, By perforinas. Histogramas representativos muestran la 
expresión intracelular de granzima A (a), granzima B (b) y perforinas (c) en LiT CD8+ controles 
(izquierda) y SIT (derecha). En todos los casos, los histogramas llenos representan el control negativo de 
fluorescencia (FMO, del inglés: Jluorescence minus Qne). A la derecha de cada histograma se grafica el 
porcentaje de LiT CD8+ controles (circulos negros) y de LiT CD8+ SIT (cuadrados negros) que expresan 
cada uno de los mediadores evaluados para diferentes donantes. Las líneas indican que los datos están 
apareados (LiT CD8-t controles y SIT corresponden al mismo donante). En todos los casos, el test 
estadístico utilizado fue una prueba t de Student apareada (LiT CD8+ SIT vs. LiT CD84 control). p se indica 
en cada gráfico. 
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Posteriormente, se evaluó por citometría de flujo si LiT CD8+ SIT eran capaces de 

liberar el contenido de sus gránulos. La proteína CD107a se encuentra asociada a la 

membrana lisosomal de los gránulos que contienen perforinas. Cuando el LiT CD8+ se 

activa, degranula y esta molécula se expresa de manera transiente en la superficie 

celular, de manera que una mayor expresión de CD107a correlaciona con mayor 

degranulación. La Figura 8 muestra que luego de la estimulación, un porcentaje 

significativamente menor de LiT CD8+ SIT expresó CD107a en superficie respecto a LiT 

CD8+ controles, indicando que la capacidad para degranular se encuentra severamente 

disminuída en LiT CD8+ SIT. 

a 	 b 

CD28 

-.- LiT CD8+ Control 
-.- L1T CD8+ SIT 

Figura 8. Los LiT CD84 SIT son incapaces de degranular. (a) Gráficos de dos parámetros representativos 
muestran la expresión de CD107a, en función de CD 28, en LiT CD8+ controles (izquierda) y SIT (derecha). 
En cada gráfico se indica el porcentaje de LiT que expresan CD107a. Los gráficos corresponden a un 
donante representativo de cuatro donantes diferentes. (b) Porcentaje de LiT CD8+ controles (circulos 
negros) y SIT (cuadrados negros) que expresan CD107a. Las líneas indican que los datos están apareados 
(LiT CD8+ controles y SIT corresponden al mismo donante). Test estadístico utilizado: prueba t de Student 
apareada (LiT CD8+ SIT vs. LiT CD8+ control). p se indica en cada gráfico. 

LiT SIT expresan niveles reducidos de la cadena zeta del complejo TCR-CD3  

Dentro de las subunidades que conforman el receptor de la célula T (TCR), la cadena 

zeta (') tiene roles clave en el ensamblaje, expresión y la señalización a través del TCR. 

Dado que dicha cadena es un componente fundamental en la cascada de señales 

gatilladas a través del TCR, la reducción en su expresión compromete severamente la 

funcionalidad de los LiT (revisados por Baniyash132). 

Con el objetivo de investigar si la respuesta reducida de LiT SIT a estímulos 

policlonales como anti-CD3/anti-CD28 podría explicarse, en parte, por una reducción en 
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Resultados 1 

la expresión de la cadena <, se evaluó por citometría de flujo la expresión de dicha 

molécula en LiT SIT vs. LiT controles. En concordancia con su característica de células 

disfuncionales, los LiT CD4+ y CD8+ SIT mostraron una expresión significativamente 

reducida de la cadena respecto a LiT controles (Figura 9 a y b). 

Cadena- 

Figura 9. LiT 04+ y CD8+ SIT expresan menores niveles de la cadena zeta del complejo TCR/CD3. (a) 
Histogramas representativos muestran la expresión de la cadena 1 (líneas negras) en LiT controles 
(izquierda) y LiT SIT (derecha). Los histogramas llenos representan el control negativo de fluorescencia 
(FMO). Gráficos de un donante representativo de tres donantes diferentes. (b) Las barras representan la 
expresión relativa de la cadena 1  en LiT SIT respecto a sus correspondientes controles ± SEM (n3). El test 
estadístico utilizado fue ANOVA de una vía, post-test: Bonferroni (LiT SIT vs. LiT control). **p<o.ol, 
***p<0.001.  

LiT SIT expresan niveles reducidos de factores de transcripción involucrados 

en la diferenciación o función efectora de LiT  

Es ampliamente conocido que factores de transcripción como Blimp-1, T-bet y Eomes 

regulan múltiples funciones efectoras de los LiT. Por ejemplo, Blimp-1 es un conocido 

represor de la expresión de IL-2 en LiT tanto CD4+ como CD8+133134. Por otro lado, 

Blimp-1 es requerido para una respuesta citotóxica eficiente en LiT CD8-i-110. Mientras 

que T-bet es necesario para la producción de IFN-y por LiT CD4+ y CD8+110135136. 
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Eomes, es un factor de transcripción asociado comunmente a LiT CD8+ y su expresión es 

necesaria para la producción IFN-y y perforinas en dichas células"°. 

Con el objetivo de investigar si la expresión de factores de transcripción arriba 

mencionados se correlacionaba con el estado disfuncional de los LiT SIT, se evaluó por 

citometría de flujo la expresión de dichos factores. 

La Figura 10 muestra la expresión de T-bet y Blimp-1 en LiT CD4+ controles y SIT. La 

evaluación de la expresión de T-bet reveló que si bien la mayoría de los LiT CD4+ SIT 

expresan este factor, su nivel de expresión fue significativamente menor al hallado en 

LiT CD4+ controles (Figura lOa). Este dato está en concordancia con el hallazgo previo 

que demuestra que LiT CD4+ SIT son incapaces de producir IFN-y (Figura 5b). Respecto 

a la expresión de Blimp-1, a diferencia de los LiT CD4+ controles, los LiT CD4+ SIT no 

expresaron dicho factor (Figura lOb). Dado que los LiT CD4+ SIT son incapaces de 

producir IL-2 este dato resultó inesperado. 
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T-bet 

Blimp-1 

Figura 10. LiT 04+ SIT expresan niveles reducidos o nulos de factores de transcripción T-bety Blimp-1. 
Histogramas de un donante representativo de tres donantes muestran la expresión de T-bet (a) y Blimp-1 
(b) (líneas negras) en LiT controles (izquierda) y LiT SIT (derecha). Los histogramas llenos representan el 
control negativo de fluorescencia (FM0). Las barras representan la expresión promedio de T-bet en LiT 
controles y SIT (normalizado a su respectivo control FMO) ± SEM (n=3). En ambos casos, una prueba t de 
Student apareada (LiT 08 SIT vs. LiT CD8-1 control). p se indica en cada gráfico. 
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La expresión de T-bet y Blimp-i en LiT CD8+ SIT mostró el mismo patrón que los LiT 

CD4+ SIT. En la Figura 11 se observa que LiT CD8+ SIT exhibieron niveles 

significativamente reducidos de T-bet respecto a LiT CD8+ controles (Figura ha) 

mientras que no expresaron Blimp-1 (Figura lib). El estudio de la expresión de Eomes 

reveló que los LiT CD8+ SIT no expresan Eomes, mientras que un 23±12% de los LiT 

CD8+ controles expresaron dicho factor (Figura lic). Este resultado esta en 

concordancia con las observaciones previas que muestran que los LiT CD8+ SIT no 

producen IFN-y ni son capaces de degranular, hallazgos indicativos de una función 

citotóxica comprometida. 
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Figura 11. LiT CD8+ Sil,  expresan niveles reducidas o nulos de factores de transcripción T-bet, Blimp-1 y 

Eomes. Histogramas de un donante representativo de ti-es donantes muestran la expresión de T-bet (a), 

63 



LIT CD4+ control 

 

LiT CD8+ control 

 

0.167% 

 

  

CD28 

Resultados 1 

Blimp-1. (b) y Eomes (c) (líneas negras) en LiT controles (izquierda) y LIT SIT (derecha). En todos los 
casos, los histogramas llenos representan el control negativo de fluorescencia (FMO). Las barras 
representan la expresión promedio de T-bet en LiT controles y SIT (normalizado a su respectivo control 
FMO) ± SEM (n=3). En todos los casos, una prueba t de Student apareada (LiT SIT vs. LiT control). p se 
indica en cada gráfico. 

Intlekofer y col.137  demostraron que la ausencia de T-bet y Eomes en LiT CD8+ 

conduce a una falla en la generación de LiT CD8+ citotóxicos funcionales. Es más, en 

ausencia de ambos factores de transcripción, dichas células secretan cantidades 

aberrantes de la citoquina IL-17. En base a este reporte y a los resultados obtenidos 

previamente, se decidió evaluar si LiT CD8+ SIT estaban produciendo elevados niveles 

de IL-17. Dado que el principal linaje de LiT productor de IL-17 son los LiT CD4+, LiT 

CD4+ controles fueron utilizados como control. La Figura 12 muestra claramente que 

LiT CD8+ SIT no producen IL-17. 

Figura 12. LiT CD8+ SIT no producen IL-17. Gráficos de dos parámetros muestran la expresión intracelular 
de IL-17, en función de CD28, en LiT CD4+ controles (panel de la izquierda), LiT CD8+ controles (panel 
central) y en LiT CD8+ SIT (panel de la derecha) luego del estímulo con PMA/Ionomicina. En cada gráfico 
se indica el porcentaje de LiT que expresan IL-17. Gráficos de un donante representativo de dos donantes 
diferentes. 

L1T SIT suprimen respuestas linfoproliferativas in vítro 

La capacidad supresora de LiT CD4+ y CD8+ SIT ha sido previamente reportada35. Sin 

embargo, los mecanismos de supresión de la linfoproliferación empleados por dichas 

células no han sido descriptos aún. Montes y col.3  demostraron que LT SIT suprimen la 



$IUUftCA DE CIENCIAS QUIMICAS 
proliferación de LiT convencionales a través de un mecanismo que requiere el contacto 

célula-célula. 

Con el objetivo de profundizar en el estudio de los mecanismos involucrados en dicha 

supresión, se realizó una evaluación cinética de la capacidad supresora de los LiT SIT. 

Entender en qué etapa (temprana o tardía) ocurre la inhibición de la proliferación, 

ayudaría a dilucidar qué tipo de moléculas podrían estar involucradas en este fenómeno. 

Para ello, mediante ensayos de incorporación de timidina tritiada, se evaluó la 

proliferación de LiT CD3+ (a quienes se denominó LiT respondedores) frente a un 

estímulo policlonal y en presencia de LiT CD4+ o CD8+ controles o SIT autólogos. La 

Figura 13 muestra que, a los distintos tiempos evaluados, los LiT respondedores 

cultivados solos o en presencia de LiT CD4+ o CD8+ controles son capaces de proliferar 

frente al estímulo. Sin embargo, cuando los LiT respondedores fueron co-cultivados con 

LiT SIT, tanto CD4+ como CD8+, la proliferación se encontró significativamente 

disminuída aún a tiempos muy tempranos de co-cultivo (24hs). Este hallazgo sugiere 

que LiT SIT constituyen una población celular con capacidad regulatoria intrínseca. 
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Figura 13. LiT CD4+y 08+ SlTsuprimen in vitro la proliferación policlonal de LiTautólogos a tiempos muy 

tempranos de co-cultivo. LIT CD3+ purificados fueron co- cultivados con LiT controles o SIT en presencia 
de anti-CD3/anti-CD28. Luego de 24, 48 y 72hs se evaluó la proliferación por incorporación de 3H-
Timidina. Las barras representan las cuentas por minuto (c.p.m.) promedio ± SD. 
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LiT SIT expresan moléculas inmuno-moduladoras 

El estudio cinético de la capacidad supresora de LiT SIT demostró que LiT SIT son 

potentes supresores de la linfoproliferación a tiempos muy tempranos de co-cultivo. 

Este hallazgo, junto con los resultados previamente publicados que demuestran que la 

supresión mediada por LiT SIT requiere el contacto celular con los LiT respondedores3, 

nos llevó a estudiar si LIT SIT expresaban, de manera diferencial, moléculas inmuno-

modulad oras que pudieran afectar la proliferación de LiT. 

Es bien conocido que la activación del LiT debe estar regulada con el fin de limitar las 

respuestas inmunes y evitar inflamación y linfoproliferación descontroladas. Las señales 

inhibitorias en los LiT están mediadas, principalmente, por receptores inhibitorios. Así, 

tras su activación, los LiT comienzan a expresar RIs como CTLA-4, PD-1, Tim-3 y KLRG-

1, entre otros. Al contactar con sus ligandos, CD80/CD86, PD-L1, Galectina-9 y Cadherina 

E, respectivamente, los RIs transmiten señales negativas al LIT que detienen su 

proliferación (entre otras funciones). Teniendo en cuenta que la expresión de los 

ligandos de CTLA-4, CD80 y CD86, está restringida a células presentadoras de antígeno, 

sólo los ligandos PD-L1, Galectina-9 y Cadherina E fueron evaluados. Además, 

considerando que dichas moléculas podrían participar en la supresión de la 

linfoproliferación, su expresión se evaluó en LiT controles y SIT sin estimular y 

estimulados con anti-CD3/anti-CD28. 

La evaluación de la expresión de PD-L1 reveló que, en ausencia de estímulo, más del 

50% de los LiT SIT (CD28-), tanto CD4+ como CD8+, expresan dicha molécula en 

superficie; mientras que en la población de LiT controles la expresión es 

significativamente menor (Figura 14 a y b). Interesantemente, las únicas células que 

expresaron este ligando en la población de LiT controles fueron CD28- (Figura 14 a), 

sugiriendo que la expresión de PD-L1 podría estar asociada a la disminución de CD28. 

Por otro lado, si bien el estímulo con anti-CD3/anti-CD28 indujo un aumento en la 

expresión de PD-L1 tanto en LiT SIT como en LiT controles, casi el 100% de los LiT SIT 

estimulados expresaron dicha molécula (Figura 14c). 
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Figura 14. L1T CD4+ y 08+ SIT muestran una mayor expresión de PD-L1. (a) Gráficos de dos parámetros 
muestran la expresión de PD-L1, en función de CD28, en LiT controles (izquierda) y SIT (derecha). En cada 
gráfico se indican los porcentajes de células en cada cuadrante. Gráficos de un donante representativo de 
tres donantes diferentes. (b) Las barras representan el porcentaje promedio de LiT PD-L1+ ± SEM (n=3). 

Test estadístico utilizado: prueba t de Student apareada (LiT SIT vs. LiT control). p se indica en el gráfico. 
(e) Histogramas muestran la expresión de PD-L1 (%) en LiT controles y LiT SIT (como se indica en la 
figura) en ausencia de estímulo (histogramas llenos) y post-estímulo (líneas negras). Gráficos de un 
donante representativo de tres donantes diferentes. 

Previamente se ha demostrado que pacientes con infección crónica con el virus de 

Hepatitis C muestran un incremento en la población de LiT regulatorios 

(CD4+CD25+17oxp3+) que expresan Galectina-9 (Gal-9). En esta misma cohorte de 

pacientes, se demostró que la expresión de dicha galectina contribuye a la capacidad 

supresora de estos LiT regulatorios138 . Además, se ha demostrado que Gal-9 soluble 

interacciona con Tim-3 expresado en Li Thl activados, y que tal interacción, gatilla una 

serie de señales que llevan a su apoptosis, conduciendo de esta manera a una 
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contracción de los Li Thl efectores139. Así, Gal-9 representa una molécula con capacidad 

inmuno-m oduladora. 

El estudio de la expresión de Gal-9 reveló que un porcentaje significativamente mayor 

de LiT CD4+ y CD8+ SIT expresaron Gal-9 en superficie respecto a LiT controles (Figura 

iSa y b), mientras que la expresión intracelular fue similar en ambas poblaciones de LiT 

(Figura 15c). Interesantemente, los LiT controles que expresaron Gal-9 en superficie 

fueron CD28-, sugiriendo que podría existir una asociación entre la expresión de CD28 y 

la de Gal-9 en la superficie de LiT. 

a 	LiT CD4+ control 
	

LiT CD4+ SIT 	b 

CD28 
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Figura 15. LiT CD4+ y CD8+ SIT muestran una mayor expresión de ,qa/ectina -9 en superficie. (a) Gráficos de 
dos parámetros muestran la expresión de Gal-9, en función de CD28, en LiT controles (izquierda) y SIT 
(derecha). En cada gráfico se indican los porcentajes de células en cada cuadrante. Gráficos de un donante 
representativo de tres donantes diferentes. (b) Las barras representan el porcentaje promedio de LiT Gal-
9+ ± SEM (11=3). Test estadístico utilizado: prueba t de Student apareada (LiT SIT VS- LiT control). p se 
indica en el gráfico. (c) Histogramas muestran la expresión intracelular de Gal-9 (%) en LiT controles y LiT 
SIT como se indica en la figura. Gráficos de un donante representativo de tres donantes diferentes. 
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Resultados i 

Muy poco se conoce acerca de la expresión de Cadherina E en células T de sangre 

periférica humana. Un único reporte demuestra que varias sub-poblaciones 

leucocitarias, incluyendo LiT CD8+, expresan Cadherina E. Sin embargo, los mayores 

niveles de expresión de esta molécula son observados en la población de células 

dendríticas de origen mieloide74. 

En nuestras condiciones experimentales se observó que LiT CD8+ controles, y en 

menor medida LiT CD4+ controles, expresaron bajos niveles de Cadherina E en 

superficie luego de ser estimuladas (Figura 16). 

Cadherina E 

Figura 16. LiT CD4+ y CD8+ SIT no expresan Cadherina E en superficie. Histogramas representativos 
muestran la expresión de Cadherina E en la superficie de LiT CD4+ o CD8+ controles y SIT como se indica 

en la figura. Los histogramas llenos representan el control negativo de fluorescencia (FMO). Gráficos de un 

donante representativo de tres donantes diferentes. 

Estos resultados, analizados en conjunto, sugieren que PD-L1 y Gal-9 podrían ser 

potenciales moduladores de la supresión mediada por LiT SIT. Estudios funcionales son 

requeridos para evaluar si dichas moléculas realmente participan en la supresión de LiT 

respondedores. 



CONCLUSIONES 1 

En esta sección se demostró que: 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT muestran un fenotipo compatible con el de células T 

"experimentadas" o de memoria efectora altamente diferenciadas, dado que 

pierden completamente la expresión de CD62L, receptor de homing a ganglio 

linfático. 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT expresan niveles elevados de los receptores inhibitorios 

Tim-3 y KLRG-1, mientras que exhiben niveles similares de expresión del 

receptor inhibitorio PD-1 respecto a LiT CD4+ y CD8+ controles. 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT son incapaces de producir y/o secretar citoquinas efectoras 

como IL-2, IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 aún en condiciones de estímulo policlonal. 

• Si bien expresan granzimas y perforinas intracelulares, los LiT CD8+ SIT 

muestran una reducida capacidad de degranulación frente al estímulo con 

PMA/Ionomicina respecto a LiT CD8+ controles. Estos resultados sugieren que la 

función citotóxica de LiT CD8+ SIT está severamente comprometida. 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT expresan niveles significativamente disminuídos de la 

cadena 1 del complejo TCR/CD3, hecho que podría comprometer la señalización a 

través del TCR. 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT expresan niveles significativamente disminuidos, y hasta en 

algunos casos ausentes, de factores de transcripción asociados a la diferenciación 

y función de LiT como T-bet, Blimp-1 y Eomes. 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT suprimen in vitro la proliferación policlonal de LiT 

autólogos a tiempos muy tempranos de co-cultivo, indicando que LiT SIT 

constituyen una población celular con capacidad regulatoria/supresora 

intrínseca. 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT, expresan, en ausencia de estímulo, mayores niveles de las 

moléculas inmuno-moduladoras PD-L1 y Galectina-9 en superficie, respecto a LiT 

controles. Estos hallazgos sugieren que dichas moléculas podrían mediar la 

función supresora de LiT SIT. 
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IL-2 
Complejo 
TCR-CD3 

'1 Acortamiento de telómeros 

'1  Capacidad proliferativa disminuida 
'1  Arresto en el ciclo celular (Tpl6,  p21 y p53) 

Celulas T 
autÓloas 

Tim-3 

Los resultados obtenidos, analizados en conjunto, permiten concluir que los LiT SIT 

muestran características de LiT disfuncionales, debido a que son incapaces de producir 

citoquinas efectoras y/o de degranular. Sin embargo, la expresión basal de moléculas 

inmuno-modulatorias en LiT SIT, los posiciona como una población con potencial 

regulatorio sobre otras sub-poblaciones leucocitarias. En esta parte de la tesis se 

demostró, particularmente, que LIT SIT muestran capacidad supresora intrínseca sobre 

la proliferación de LiT respondedores ante un estímulo policlonal. 

Figura 17. Conclusiones 1: LiT CD4+ y CD8+ SIT son una población de LiT con funcionalidad reducida pero 
con potencial inmuno-modulatorio. LiT CD4+ y CD8+ SIT muestran características de células altamente 
diferenciadas/experimentadas (CD45RA+/- CD62L-). Son incapaces de producir citoquinas. LiT CD8+ SIT 
presentan una reducida capacidad de degranulación. Muestran una mayor expresión de receptores 
inhibitorios en membrana. La expresión de la cadena ? del complejo TCR-CD3 se encuentra 
significativamente disminuída, sugiriendo un compromiso en la señalización a través del TCR. Factores de 
transcripción involucrados en la diferenciación y funcionalidad de LiT están significativamente reducidos 
e incluso ausentes en LiT SIT. Estos datos indicarían que LiT SIT son células con casi total pérdida de 
función. Sin embargo, LiT SIT, tanto CD4+ como CD8+, suprimen la proliferación de LiT autólogos y 
expresan en su superficie moléculas inmuno-moduladoras como PD-L1 y Gal-9. En conjunto, estos 
resultados indican que LiT SIT pierden algunas funciones clásicas de los LiT pero podrían adquirir nuevas 
funciones regulatorias sobre otras poblaciones del Si. 
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Resultados II 

ESTUDIO DE LA MODULACIÓN DE MONOCITOS/MACRÓFAGOS MEDIADA POR 

LINFOCITOS T SENESCENTES INDUCIDOS POR TUMORES 

Con el propósito de desarrollar el objetivo específico 2 de la presente tesis, se 

propuso evaluar si LiT SIT son capaces de modular la activación de 

monocitos/macrófagos humanos. Para ello, se utilizó un modelo experimental 

previamente reportado por Tiemessen y c01.120. Así, LiT CD4+ y CD8+ SIT obtenidos 

como se indicó previamente (Esquema Experimental 1, Resultados 1) fueron cultivados 

con monocitos autólogos en una relación 1:1 monocito/LiT SIT, en presencia de anti-

CD3 durante 40hs. Luego de este período de tiempo se realizaron estudios fenotípicos y 

funcionales (Esquema Experimental 2). Además, con la finalidad de simular un ambiente 

inflamatorio (componente común a todos los tumores sólidos) los co-cultivos fueron 

estimulados con LPS durante 48hs adicionales. Posteriormente, se realizaron los 

estudios funcionales indicados en el Esquema Experimental 2. 

LT controles 

OCD3* 	 
CD4+ 

aCD3 

Monocitos CD14+ 
purificados 

oCD3 
	

CD8+ 

LÍT SIT 

aCO3i 	
CD4+ 

CD8+ 

Esquema Experimental 2. Co-cultivo de LiT CD4+ y CD8+ SIT con monocitos autólogos purificados 

(Detalles experimentales en sección Materiales y Métodos). 
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L1T SIT inducen activación clásica de monocitos/macrófagos 

Como primer objetivo se evaluó silos LiT CD4+ y CD8+ SIT eran capaces de modular 

la diferenciación de monocitos humanos. Es relevante aclarar en este punto que la 

adherencia de los monocitos a la placa de cultivo es un evento de activación que puede 

inducir expresión génica y hasta secreción de proteínas140. De manera que, luego de 

varias horas de cultivo los monocitos humanos se convierten en una mezcla 

indistinguible de monocitos y macrófagos. Es por ello que a esta población se la 

nombrará como monocitos/macrófagos (Mo/Ma) durante el desarrollo del resto del 

manuscrito. 

Monocitos CD14+ fueron cultivados solos o con LiT autólogos SIT o controles. Luego 

de 40 horas de co-cultivo, se evaluaron marcadores fenotípicos por citometría de flujo 

en la población de Mo/Ma CD14+. Se analizó la expresión de moléculas como CD16, CMH 

y co-estimulatorias cuyo incremento ha sido asociado a un perfil de activación clásica 

(Mi). Además, se evaluó la expresión de CD206 y la capacidad fagocítica de Mo/Ma cuyo 

incremento habitualmente se asocia a un perfil de activación alternativa (M2)113. 

El análisis de la expresión de CD16, molécula típicamente asociada con macrófagos 

pro-inflamatorios o clásicamente activados'41 '44, reflejó que los Mo/Ma co-cultivados 

con LiT CD4+ y CD8+ SIT mostraron niveles significativamente mayores de dicha 

molécula respecto a los Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ controles (Figura 

18a). Además, se observó que los Mo/Ma co-cultivados con LiT controles expresaron 

niveles de CD16 similares a los observados en los Mo/Ma cultivados solos (Figura 18a), 

indicando que LiT SIT, tanto CD4+ como CD8+, indujeron un aumento en la expresión de 

CD16 en la población de Mo/Ma CD14+. En contraste, no se hallaron diferencias en la 

expresión de HLA-DR (una molécula del CMH clase II clásica) (Figura 18b) ni de 

moléculas co-estimulatorias/inhibitorias como CD86 (Figura 18c) y 137.114 (Figura 18d), 

respectivamente. 

Conjuntamente, el análisis de la expresión del receptor de manosa, CD206, reveló que 

los Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT exhiben una expresión 

significativamente menor de dicho receptor respecto a los Mo/Ma co-cultivados con LiT 

CD4+ y CD8+ controles (Figura 18e). 
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Resultados II 

Teniendo en cuenta que macrófagos activados alternativamente muestran mayor 

capacidad fagocítica"3  y con el objetivo de profundizar aún más en el perfil de 

activación de los Mo/Ma co-cultivados con LIT SIT, se realizó un ensayo de fagocitosis 

utilizando partículas de poliestireno fluorescentes. En concordancia con su fenotipo de 

células clásicamente activadas, los Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT no 

mostraron un incremento en su actividad fagocítica respecto a aquellos co-cultivados 

con LiT controles o cultivados en ausencia de LiT (Figura 180. 

El análisis de los resultados, en conjunto, indica que los LiT SIT conducen a los Mo/Ma 

humanos hacia un perfil de activación clásica. 

a 
	

b 	 c 
ns 

Mo-Ma = LIT CD4+ ControVMo-Ma 	 LIT CD8+ ControVMo-Ma 
LLLU LiT CD4+ SIT/Mo-Ma   L1T CD8+ SIT/Mo-Ma 

Figura 18. LiT CD4+y CD8+ SIT inducen activación clásica de Mo/Ma. (a) Expresión de CD 16 (± SEM) en 
Mo/Ma cultivados con LiT controles o LiT SIT relativa a Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. (b) 
Expresión de HLA-DR (IFM promedio ± SEM) en Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT, o con LiT controles 
o SIT. (c) Expresión de CD86 (IFM promedio ± SEM) en Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT, o con LiT 
controles o SIT. (d) Expresión de B7.H4 (IFM promedio ± SEM) en Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT, o 
con LiT controles o SIT. (e) Expresión de CD206 (± SEM) en Mo/Ma cultivados con LiT controles o LiT SIT 
relativa a Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. (f) Porcentaje ± SEM de células CD14+ fagocíticas (FITC+). 
En todos los casos, el test estadístico utilizado fue ANOVA de una vía, post-test: Bonferroni. p<005 

***p<0.001 (n=4). 
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Resultados II 

Para establecer si la adquisición de un fenotipo de activación clásica se correspondía 

con su función efectora se determinó, por citometría de flujo, la producción de ROS y NO 

en la población de Mo/Ma CD14+. Así, se encontró un porcentaje significativamente 

mayor de Mo/Ma productores de ROS (Figura 19a) y de NO (Figura 19b) cuando fueron 

co-cultivados con LiT SIT, tanto CD4+ como CD8+, respecto a los Mo/Ma co-cultivados 

con LiT controles. Además, como se aprecia del análisis de los valores de intensidad de 

fluorescencia media (Figura 19), los Mo/Ma co-cultivados con LiT controles y SIT 

produjeron mayores niveles de ROS y NO respecto a los Mo/Ma cultivados en ausencia 

de células T. 
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Figura 19. LiT CD4+ y 08+ SIT favorecen la producción de ROS  NO por parte de Mo/Ma. Histogramas 

representan la producción de ROS (a) y NO (b) por Mo/Ma cultivados solos o co-cultivados con LiT CD4+ 

(gráficos superiores en ambos casos) y con LiT CD8+ (gráficos inferiores). Los números indican el 

porcentaje medio ± SEM (ii=5) de Mo/Ma productores de especies reactivas en cada condición de cultivo 

(ROS: p=0.041 CD4+ SIT/Mo-Ma vs. CD4+ Control/Mo-Ma y p=0.006 CD8+ SIT/Mo vs. CD8+ Control/Mo-

Ma. NO: p=O.011, CD4+ SIT/Mo-Ma vs. CD4+ Control/Mo-Ma y p=0.014 CD8+ SIT/Mo-Ma Vs. CD8+ 

Control/Mo-Ma. Test estadístico utilizado: prueba t de Student apareada). 

Los gráficos de barras representan la IFM de ROS (arriba) y NO (abajo) en Mo/Ma co-cultivados con LiT 

SIT o controles relativo a Mo/Ma cultivados en ausencia de células T. En todos los casos, el test estadístico 

utilizado fue ANOVA de una vía, post-test: Bonfei-roni. *pa:OOS **p<ool (ii=5). 
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LiT SIT favorecen la producción de citoquinas pro-inflamatorias por parte de 

Mo/Ma  

La respuesta inflamatoria juega roles decisivos en los diferentes estadíos de 

desarrollo de un proceso tumoral incluyendo: iniciación, progresión, conversión hacia 

malignidad, invasión y metástasis. Además, en los últimos años, muchos estudios han 

demostrado que la inflamación también afecta la inmunovigilancia en tumores y la 

respuesta a la terapia2. La mayoría de los tumores sólidos promueven respuestas 

inflamatorias a través de la secreción de moléculas capaces de activar a macrófagos 

asociados al tumor (TAM, del inglés: tumor-Qssociated ¡jiacrophage,$) a través de 

receptores tipo Toll, como TLR4 y TLR2. Además, células tumorales muertas (resultado 

de quimioterapias o de una respuesta inmune anti-tumoral efectiva) liberan ligandos 

endógenos de estos TLRs, como HMGB1 (de/ inglés: ¡iigh-rnobility.roup  protein B fl, que 

también promueven la inflamación145. Considerando entonces que un microambiente 

inflamatorio es un componente común y característico a la mayoría de los tumores, se 

evaluó si LiT CD4+ o CD8+ SIT son capaces de modular la función efectora de Mo/Ma 

gatillada por LPS (ligando de TLR4), un estímulo inflamatorio habitualmente utilizado 

para estos fines. Así, se realizó el co-cultivo de Mo/Ma con LiT controles o SIT en 

presencia de LPS como se indica en el Esquema Experimental 2. En estas condiciones 

experimentales, los sobrenadantes de Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT 

mostraron niveles significativamente mayores de citoquinas pro-inflamatorias como IL-

1i3, IL-6 y TNF y menores de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 comparado con los 

sobrenadantes de Mo/Ma cultivados con LiT controles o en ausencia de LiT. Por otro 

lado, los sobrenadantes de Mo/Ma co-cultivados tanto con LiT controles como SIT 

exhibieron mayores niveles del receptor antagonista de IL-1 (IL-iRa) respecto a los 

Mo/Ma cultivados solos (Figura 20). 
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Figura 20. LiT CD4+ y CD8+ SIT promueven ¡a producción de citoquinas pro-inflamatorias por Mo/Ma. 

Niveles de IL-113 (a), IL-6 (b), TNF (c), IL-10 (d) e IL-iRa (e) en sobrenadantes de cultivo de Mo/Ma 
cultivados solos o con LiT controles o SIT como se indica. Las barras representan el promedio de las 
concentraciones de cada citoquina ± SEM. Los gráficos corresponden a un donante representativo de 7. En 
todos los casos, el test estadístico utilizado fue ANOVA de una vía, post-test: Bonferroni. *p<0.05, **p<0•01, 
***p<0.001.  

Si bien los hallazgos obtenidos y expuestos en la sección anterior demostraban que 

LiT CD4+ y CD8+ SIT no son capaces de producir citoquinas luego de estimulación 

(Resultados 1, Figuras 5 y  6), se decidió corroborar que el aumento en los niveles de 

citoquinas observado en los co-cultivos de Mo/Ma con LiT SIT era el resultado de una 

mayor producción de las mismas por parte de los Mo/Ma exclusivamente. Para ello, se 

evaluó la producción de citoquinas por citometría de flujo intracelular en co-cultivos de 

Mo/Ma y LiT SIT luego de estimulación con LPS. Tal como se esperaba y 

consistentemente con la disfuncionalidad de los LiT SIT, más del 90% de las células 

productoras de TNF, IL-113 e IL-6 fueron CD14+ (Figura 21), mientras que las células 

CD3+ fueron detectadas sólo en la población no productora de citoquinas (datos no 

mostrados). 
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Figura 21. Los Mo/Ma son la única fuente productora de Citoquinas pro-inflamatorias en los co-cultivos de 

con LiT SJT. Gráficos de dos parámetros muestran la expresión de TNF (izquierda), lL-6 (centro) e IL-1 

(derecha) y la expresión de CDI4+ y CD3+ (gráficos inferiores) dentro de la población productora de 

citoquinas (gráficos superiores) en los co-cultivos de Mo/Ma con LII' CD4•i (a) y CD8' (b) SIT. En cada 

gráfico se indica el porcentaje de células que expresan cada marcador. Resultados de un donante 

representativo de 3. 
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LiT SIT inducen mayor activación de la vía de NF-KB en la población de Mo/Ma 

Dado que los Mo/Ma modulados por LIT SIT mostraron una respuesta inflamatoria 

exacerbada frente a LPS, se evaluó si luego del co-cultivo con LiT SIT, los Mo/Ma 

exhibían una expresión incrementada del receptor de LPS (CD14) o del receptor tipo 

Toll TLR4, involucrado en la traducción de señales mediadas por LPS. La expresión de 

CD14 y de TLR4 evaluadas por citometría de flujo y western blot, respectivamente, no se 

encontraron modificadas en los Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT respecto 

a los Mo/Ma co-cultivados con LiT controles (Figura 22). Estos resultados, en conjunto, 

demuestran que el aumento en la respuesta pro-inflamatoria observada en los Mo/Ma 

co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT respecto a LiT controles no es resultado de una 

modulación en la expresión de moléculas involucradas en la señalización mediada por 

LPS. 
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Figura 22. LiT CD4+ y CD8+ SIT no modifican la expresión de moléculas involucradas en la señalización 

inducida por LPS en Mo/Ma. (a) Expresión de CD14 en Mo/Ma cultivados con LiT controles o SIT relativa a 
Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT (±SEM). ANOVA de una vía, post-test: Bonferroni (n=6). (b) 

Expresión de TLR4 en Mo/Ma cultivados solos o con LiT controles o SIT. ¡3-actina se utilizó corno control 

de carga proteica. El gráfico de barras representa los niveles densitométricos de TLR4 respecto a J3-actina. 
Resultado de un donante representativo de 2. 

Es bien conocido que la familia de factores de transcripción de NF-KB regula la 

expresión de múltiples genes involucrados en el desarrollo de una respuesta 
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inflamatoria. En mamíferos, la familia de factores de transcripción NF-KB está 

compuesta por horno- y heterodímeros de cinco miembros de la familia de proteínas Re!, 

que incluye: NF-RBi (piOS/p50), NF-K132 (piOO/p52), Re1A (p65), Re1B y c-Rel. En 

ausencia de estímulo, los homo- y heterodímeros de NF-KB son retenidos en el 

citoplasma por interacción física con proteínas inhibitorias. Sin embargo, cuando la 

célula recibe señales extracelulares determinadas, NF-KB rápidamente ingresa a núcleo 

y activa la expresión de múltiples genes. Dos vías de activación de NF-KB han sido 

descriptas. Una de ellas es la vía canónica, o clásica, que involucra la fosforilación y 

posterior degradación del inhibidor de NF-KB, IKBa, lo cual favorece la liberación y 

posterior translocación del dímero p50/p65, quien favorece la transcripción de genes 

inflamatorios (Figura 23a-I). La otra vía, denominada no- canónica o alternativa, y 

menos estudiada en macrófagos, involucra el procesamiento del precursor p100 que 

permite la translocación del dímero p52/Re1B y con ello la transcripción de varios genes 

involucrados en inflamación y en el desarrollo y mantenimiento de organos linfoides 

secundarios (Figura 23a-1I)146. 

Teniendo en cuenta que la modulación de Mo/Ma dirigida por LiT SIT conduce a una 

mayor producción de mediadores pro-inflamatorios y considerando que la activación de 

NF-KB generalmente está asociada al desarrollo de una respuesta inflamatoria, se evaluó 

si esta vía se encontraba preferencia] mente activada en los Mo/Ma modulados por los 

LiT SIT. Específicamente, se estudiaron ambas vías de activación de NF-KB en los Mo/Ma 

co-cultivados con LiT SIT o LiT controles y en los Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. 

Para ello, se evaluó por western blot la expresión de fosfo-lKBa y la translocación a 

núcleo de p65 por microscopía confocal, como indicadores de activación clásica de dicha 

vía. Además, se evaluó por western blot, la expresión de p100 y p52 como indicadores 

de activación alternativa de NF-KB. Se observó que, luego de 120 minutos de 

estimulación con LPS, los Mo/Ma modulados por LiT CD4+ y CD8+ SIT mostraron una 

mayor expresión de fosfo-IKBa respecto a aquellos co-cultivados con LiT controles 

(Figura 23b). En concordancia con este resultado, por microscopía confocal se observó 

que luego de 120 minutos de estimulación con LPS, los Mo/Ma que habían sido co-

cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT mostraron mayor expresión nuclear de p65 

respecto a los Mo/Ma co-cultivados con LiT controles o cultivados en ausencia de LiT 

(Figura 23c). Además, por citometría de flujo intracelular, se encontró que luego de la 
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estimulación con LPS, los Mo/Ma co-cultivados con LiT SIT exhibieron mayores niveles 

de tirosinas fosforiladas respecto a los co-cultivos con LiT controles (Figura 23d), 

indicando que los Mo/Ma modulados por LiT SIT se encontraban más activados. Por otra 

parte, la expresión de p100 y p52 no se halló substancialmente modificada en los Mo/Ma 

co-cultivados con LiT SIT respecto a los co-cultivos con LiT controles (Figura 23e). Estos 

resultados, en conjunto, indican que los Mo/Ma modulados por LiT SIT, tanto CD4+ 

como CD8+, muestran una mayor activación de la vía canónica/clásica de NF-KB. 
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activación canónica (1) y no canónica (II) de NF-KB. (b) Expresión de IKBa fosforilado y p38 en Mo/Ma 
cultivados solos o con LiT controles o SIT pre- y post- estímulo con LPS a distintos tiempos como se indica 
en la figura. El gráfico de barras representa los niveles densitométricos de fosfo-lKBa respecto a p38. (c) 
Expresión de p65 (verde) y tinción nuclear con loduro de Eropidio (IP, rojo) en Mo/Ma cultivados solos o 
con LiT controles o SIT y estimulados con LPS durante 120 mm. Fotografías de microscopía confocal 

(60X). (d) Histogramas muestran la expresión intracelular de tirosinas fosforiladas (PY20) evaluada por 
citornetría de flujo en Mo/Ma CD14+ cultivados con LiT controles o SIT estimulados con LPS durante 120 
mm. (e) Expresión de p100, p52 y p38 en Mo/Ma cultivados solos o con LiT controles o SIT pre- y post-
estímulo con LPS a distintos tiempos corno se indica en la figura. En todos los casos, los resultados 
corresponden a un donante representativo de 3. 

LiT SIT favorecen la producción de factores pro-angiogénicos por parte de 

Mo/Ma 

Considerando que la activación de la vía canónica de NF-K13 ha sido implicada en la 

inducción de mediadores pro-tumorigénicos" y que dicha vía se encuentra activada en 

los Mo/Ma modulados por LiT SIT, se determinó la producción de factores relacionados 

con la angiogénesis como VEGF-A, MMP-9 e IL-8 en los sobrenadantes de cultivo post-

estímulo con LPS. En la Figura 24a se muestran las cantidades normalizadas de estos 

factores, respecto a Mo/Ma cultivados en ausencia de células T. Se puede observar que, 

los niveles de los tres factores angiogénicos evaluados se encontraron significativamente 

incrementados en los sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma con LiT CD4+ y CD8+ SIT 

respecto a los LiT controles. 
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Figura 24. L1T 04+ y 08+ SIT promueven la producción factores pro-an,qiogénicos por Mo/Ma. (a) Los 
gráficos de barras muestran la concentración promedio cada factor angiogénico en co-cultivos de Mo/Ma 
con LIT SIT o controles relativo a la producción de los mismos por Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT 
(n=7). (b) El gráfico de barras muestra la concentración promedio de IP-10 en los co-cultivos de Mo/Ma 
con LiT SIT o controles relativo a la producción de los mismos por Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT 
(n=7). En todos los casos, el test estadístico utilizado fue una prueba t de Student apareada (Mo-Ma/LiT 
SIT vs. Mo-Ma/LiT control). p se indica en cada gráfico. 

Con el objetivo de excluir a los LiT como posibles productores de factores 

angiogénicos, realizamos co-cultivos de LiT SIT (CD4+ o CD8+) con Mo/Ma autólogos y 

posteriormente realizamos una tinción intracelular de dichos factores. Se observó que 

tanto en los co-cultivos con LiT CD4+ SIT (Figura 25a) como CD8+ SIT (Figura 25b) más 

del 90% de las células productoras de MMP-9 e lL-8 fueron Mo/Ma CD14+. Además, se 

confirmó que LiT CD4+ y CD8+ SIT no producen cantidades significativamente mayores 

de VEGF-A respecto a LiT controles luego del estímulo con anti-CD3/anti-CD28 (Figura 

25c). 
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Figura 25. Factores pro-angiogénicos en los co-cultivos de Mo/Ma con L1T SIT son producidos 

exclusivamente por Mo/Ma. (a y b) Gráficos de dos parámetros muestran la expresión de MMP-9 
(izquierda) e lL-8 (derecha) y la expresión de CD14+ y CD3+ (gráficos inferiores) dentro de la población 
productora de dichos factores (gráficos superiores) en los co-cultivos de Mo/Ma con LiT CD4+ (a) y CD8+ 
(b) SIT. En cada gráfico se indica el porcentaje de células que expresan cada marcador. Resultados de un 
donante representativo de 3. (c) Concentración promedio de VEGF-A ± SEM en sobrenadante de cultivo de 
LiT controles o SIT post-estímulo con anti-CD3/anti-CD28 (m7=3). Test estadístico utilizado: prueba t de 
Student apareada (Mo-Ma/LiT SIT vs. Mo-Ma/LiT control). 
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Además, se evaluó la producción de IP-10/CXCL10, un factor comúnmente producido 

por macrófagos, que exhibe una potente actividad angiostática e inhibe la 

tumorigénesis147. En los sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma y LiT CD4+ o CD8+ SIT 

se detectaron concentraciones significativamente menores de este factor respecto a las 

concentraciones halladas en los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma y LiT controles 

(Figura 24b). 

Mediadores liberados por Mo/Ma modulados por los LIT SIT favorecen la 

formación de estructuras tubulares/capilares in vitro  

Ha sido extensamente demostrado que la angiogénesis (formación de vasos 

sanguíneos de novo) es un paso imprescindible para el crecimiento y la diseminación de 

un tumor. Por otra parte, se ha reportado que macrófagos asociados al tumor son células 

clave en la regulación de este proceso a través de la secreción de citoquinas y factores de 

crecimiento que influencian el comportamiento de células endote1ia1es'8126127. Teniendo 

en cuenta estos reportes, se evaluó si factor/es soluble/s liberados por los Mo/Ma 

modulados por LiT SIT eran capaces de favorecer la angiogénesis. 

Para evaluar si factores secretados por los Mo/Ma modulados por LiT SIT eran 

capaces de favorecer la formación de estructuras tubulares/capilares a partir de células 

endoteliales, se realizaron ensayos de tubulogénesis in vitro. Para ello, células 

endoteliales de microvasculatura humana (HMEC, del inglés: human ijiicro vascular 

ndothelial cells) sembradas sobre Matrigel, fueron cultivadas con los sobrenadantes de 

co-cultivo de Mo/Ma y LiT SIT o LiT controles, o bien con los sobrenadantes de los 

Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. Luego de 18 horas de cultivo, se evaluó la 

formación de túbulos/capilares a través de la cuantificación de puntos de ramificación. 

Como se puede observar en las fotografías de la Figura 26, las células HMEC cultivadas 

con los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma y LiT CD4+ o CD8+ SIT poseen un 

número significativamente mayor de puntos de ramificación respecto a células HMEC 

cultivadas con los sobrenadantes de co-cultivo controles (Figura 26a y b). Este resultado 

indica que los Mo/Ma modulados por LiT SIT podrían favorecer la angiogénesis. 
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Figura 26. Efecto de los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma con LiT SITo L1T controles en la formación 
de tú bulos. (a) Fotografías muestran la formación de estructuras tubulares/capilares por células HMEC 
luego de la incubación con sobrenadantes (Sbtes.) de cultivo de Mo/Ma solos o de Mo/Ma y LiT controles 
o SIT. Las fotografías corresponden a un donante representativo de 3. (b) Las barras representan la 
cantidad de puntos de ramificación promedio (relativos a Sbtes. de Mo/Ma solos) ± SEM (n=3). Test 
estadístico utilizado: prueba t de Student apareada (Mo-Ma/LiT SIT vs. Mo-Ma/LiT control). p se indica en 
el gráfico. 

Con el objetivo de determinar si mediadores secretados por los Mo/Ma modulados 

por LiT CD4+ y CD8+ SIT podrían influenciar el comportamiento migratorio de células 

endoteliales se realizaron ensayos de "Wound Healing" o cicatrización. Para ello, células 

HMEC fueron cultivadas hasta confluencia y posteriormente se realizó una "herida" en la 

monocapa celular. Estas células fueron luego cultivadas durante 6hs. con los 
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sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma con LiT SIT o LiT controles o sobrenadantes de 

Mo/Ma cultivados solos. La Figura 27a muestra las fotografías tomadas a distintos 

tiempos de cultivo para cada una de las condiciones. La cuantificación del porcentaje de 

cierre de las heridas en presencia de los distintos sobrenadantes de co-cultivo reflejó 

que mediadores secretados por los Mo/Ma modulados por los LiT SIT no afectan de 

manera diferencial el comportamiento migratorio de las células endoteliales (Figura 

27b). Este hallazgo no resulta contradictorio en relación al de tubulogénesis dado que 

los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de tubu/ogénesis y wound 

healing son diferentes148. 
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Figura 27. Efecto de los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma con LiT SiTo LIT controles en procesos de 

cicatrización mediados por células endoteliales. (a) Fotografías muestran el tamaño de la herida al inicio 
del cultivo (Ohs) y a las 6hs de incubación para cada condición como se indica en la figura. (b) Las barras 
representan el porcentaje de cierre de la herida ± SEM (n=3). Test estadístico utilizado: ANOVA de una vía, 
post-test: Bonferroni. 
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Resultados II 

Otro evento imprescindible para el crecimiento y la diseminación de un tumor 

depende de la capacidad de sobrevida de las células tumorales. En este sentido, como se 

mencionó previamente en la introducción, células tumorales pueden escapar a los 

mecanismos de inmunosupresión a través de la expresión de moléculas anti-apoptóticas 

y a la vez pueden recibir señales de sobrevida mediadas por receptores para factores de 

crecimiento, factores angiogénicos, citoquinas pro-inflamatorias, entre otras2». 

Considerando estos reportes, se investigó si mediadores secretados por los Mo/Ma 

modulados por LiT CD4+ y CD8+ SIT podrían afectar la sobrevida de células tumorales. 

Para ello, células HeLa (derivadas de cáncer cervical humano) se trataron con 

Mitomicina para inhibir su capacidad proliferativa y evaluar de esta manera sólo su 

sobrevida. Posteriormente fueron cultivadas con los sobrenadantes de co-cultivos de 

Mo/Ma con LiT SIT o LiT controles o con los sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en 

ausencia de LiT. A las 48hs de cultivo, la viabilidad de dichas células fue evaluada por 

citometría de flujo a través de la utilización de un compuesto químico fluorescente con 

fuerte afinidad por el ADN llamado 7-AAD (7-AminoActinomicinaD). La Figura 28 

muestra que células HeLa tratadas con los sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma con 

LiT CD4+ y CD8+ SIT mostraron menor porcentaje de muerte (células 7-AAD positivas) 

respecto a aquellas tratadas con los sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en ausencia de 

LiT o con LiT controles, indicando que algun/os mediador/es presente/s en los 

sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma con LiT SIT promovería/n la sobrevida de 

células tumorales. 
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Figura 28. Efecto de los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma con LiT SITo LiT controles en la sobrevida 
de células tumorales. Histogramas muestran la incorporación de 7-AAD por células HeLa luego de 48hs. De 
cultivo en presencia de Sbtes. de Mo/Ma cultivados solos o con LiT controles o SIT. Los números indican el 
porcentaje de células 7-AAD positivas en cada gráfico. En todos los casos, los histogramas llenos 
representan a células HeLa no teñidas. Los resultados corresponden a un donante representativo de 3. 

Este hallazgo, junto con los datos que indican que factores solubles secretados por los 

Mo/Ma modulados por LiT SIT favorecerían la formación de estructuras 

tubulares/capilares, permiten especular que la interacción Mo/Ma - LiT SIT podría 

facilitar la progresión tumoral. 

La modulación de monocitos/macrófagos mediada por los LiT SIT requiere el  

contacto célula-célula  

Para investigar si la modulación de Mo/Ma mediada por LiT CD4+ y CD8+ SIT 

requería señales derivadas del contacto celular o de factores solubles, se realizaronco-

cultivos de Mo/Ma con LiT CD4+ y CD8+ SIT (CC) tal como fue descripto previamente o 

en presencia de un transwell (TW) que permite que Mo y LiT CD4+ y CD8+ SIT estén 
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separados por una membrana semipermeable. Como se puede observar en la Figura 29, 

la interrupción del contacto físico entre los Mo/Ma y los LiT CD4+ o CD8+ SIT anula casi 

completamente la capacidad de los LiT SIT de potenciar la producción de TNF, IL-113, IL-

6 e IL-8 por parte de Mo/Ma. 
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Figura 29. La modulación de Mo/Ma mediada por LiTSIT requiere el contacto Mo/Ma-LiT. Niveles de TNF, 
lL-1í3, lL-6 e IL-8 en sobrenadantes de cultivo de Mo/Ma cultivados solos o de Mo/Maco-cultivados con 
LiT CD4+ y CD8+ SIT en el mismo pocillo (CC, barras grises) o cultivados separadamente por un transwell 
(TW, barras negras), con LiT CD4+ y CD8+ SIT estimulados en el TW y monocitos bajo el TW. Las barras 
representan la concentración promedio de cada citoquina  ±  SEM (n=3). Test estadístico utilizado: prueba t 
de Student apareada (CC vs. TW). p se indica en cada gráfico. 

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la modulación de Mo/Ma por LiT 

SIT requiere el contacto celular entre ambas poblaciones celulares. Por consiguiente, 

nuestro siguiente objetivo fue profundizar aún más en las vías implicadas en dicha 

modulación. Para ello, se realizó un exhaustivo estudio fenotípico tanto de LiT CD4+ o 

CD8+ SIT como de Mo/Ma, focalizando el estudio específicamente a moléculas 



expresadas en la superficie celular cuya interacción pudiera estar involucrada en la 

inducción de citoquinas pro-inflamatorias en Mo/Ma'49151. El estudio fenotípico reveló 

que, luego de la estimulación con anti-CD3, los LiT CD4+ y CD8+ SIT expresaban niveles 

significativamente mayores de Tim-3 y CD40L respecto a LiT controles (Figura 30b). 

Asimismo, se observó que los Mo/Ma estimulados in vitro con LPS expresaron, tanto en 

superficie como en citoplasma, Gal-9 uno de los ligandos de Tim-3 más estudiados139  

(Figura 30c). Además, se observó que el 20% de la población de Mo/Ma expresaron la 

molécula CD40, receptor de CD40L (Figura 30d). Por otra parte, se confirmaron 

observaciones previas publicadas por Zhang Y. y col.152, que demuestran que monocitos 

humanos CD14+ expresan altos niveles de Tim-3 en ausencia de estímulo; sin embargo, 

cuando dicha población se estimula con LPS la expresión de Tim-3 se reduce 

significativamente. En concordancia con dichas observaciones, en nuestras condiciones 

de co-cultivo, la expresión de Tim-3 en los Mo/Ma se halló completamente disminuída 

respecto a la observada en monocitos obtenidos ex vivo (Figura 30e). Este resultado 

permite descartar posibles interacciones homotípicas entre Tim-3 y Gal-9 de los Mo/Ma 

en los co-cultivos así como que Tim-3 esté involucrado en el aumento de la producción 

de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a LPS como ha sido previamente 

reportado152'1 53• 
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Figura 30. Estudio fenotípico de LiT 04-i- o CD8+ SIT y Mo/Ma. (a) Representación esquemática de 

moléculas expresadas en LiT y Mo/Ma que, de acuerdo a la bibliografía, están involucradas en la 
activación de Mo/Ma e inducción de citoquinas. (b) Expresión superficial de Tirn-3 y CD40L en LiT SIT y 
LiT controles estimulados con anti-CD3. Las barras representan la expresión de estas moléculas (medida 
como IFM) ± SEM (n=6). Test estadístico utilizado: prueba t de Student apareada (LiT SIT vs. LiT 
controles), p se indica en cada gráfico. (c d y e) Mo fueron cultivados 40hs y luego fueron estimulados con 
LPS o no estimulados y cultivados 18hs. (c) Histograma representativo de la expresión de Galectina-9 en 
superficie e intracelular, (d) Histograma representativo de la expresión de CD40, (e) Histograma 
representativo de la expresión de Tim-3 en Mo recién purificados ex vivo (Ohs, o antes del cultivo) y en 
Mo/Ma estimulados o no estimulados con LPS. En todos los casos, los histogramas llenos representan el 
control de fluorescencia (FMO). Los resultados corresponden a un donante representativo de 3. 
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L1T SIT modulan la actividad de Mo/Ma a través de mecanismos que involucran 

las vías Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40  

El aumento en la expresión de Tim-3 y CD40L en LiT CD4+ y CD8+ SIT y la expresión 

de sus contrapartes Gal-9 y CD40 en la superficie de los Mo/Ma llevó a determinar si 

interacciones entre L1T SIT y Mo/Ma a través de estas moléculas estaban involucradas 

en el fenómeno de modulación observado. 

Previamente se ha demostrado que la interacción entre Tim-3 y Gal-9 puede ser 

bloqueada competitivamente por lactosa149. Con el fin de evaluar si la interacción Tim-

3/Gal-9 estaba involucrada en la modulación de Mo/Ma mediada por LiT SIT, se 

realizaron los co-cultivos de Mo/Ma y LiT SIT en presencia de dos concentraciones 

diferentes de lactosa. Luego, se evaluaron en los sobrenadantes de co-cultivos la 

citoquina pro-inflamatoria lL-13 y el factor angiogénico VEGF-A. Como se puede 

observar en la Figura 31, ambas concentraciones de lactosa fueron capaces de reducir 

significativamente la producción de IL-113 y VEGF-A, sugieriendo que la interacción Tim-

3/Gal-9 podría estar involucrada en la modulación de Mo/Ma mediada por LiT tanto 

CD4+ como CD8+ SIT. 

Figura 31. La producción de JL-1/3y VEGF-A por Mo/Ma modulados por LiT SIT disminuye en presencia de 

lactosa. Los gráficos muestran el porcentaje de producción de IL-1f3 y VEGF-A ± SEM en los sobrenadantes 

de co-cultivo de Mo/Ma y LiT SIT en presencia de diferentes concentraciones de lactosa respecto a co-

cultivos en ausencia de lactosa. Test estadístico utilizado: ANOVA de una vía, post-test: Bonferroni (n=2). 
*p<0.05, **p<ool ***p<0.001.  
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Para confirmar el resultado anterior y para determinar si la vía CD40L/CD40 

participa en la interacción Mo-Ma/LiT SIT favoreciendo la producción de factores 

angiogénicos y citoquinas pro-inflamatorias, se realizaron ensayos bloqueando 

específicamente las interacciones Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40. Así, monocitos CD14+ 

fueron cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT en presencia de anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra Tim-3 y CD40L. La Figura 32a muestra que la producción de IL-113, IL-6, 

VEGF-A e lL-8 por parte de Mo/Ma modulados por LiT CD4+ SIT estuvo 

significativamente reducida luego del tratamiento con anti-Tim-3 (Mediana de 

reducción: 12, 11, 59 y 36%, respectivamente). Asimismo, en los sobrenadantes de co-

cultivo de 5 donantes de un total de 7 se observó una reducción en los niveles de TNF 

luego del tratamiento con anti-Tim-3, sin embargo, la inclusión de los donantes 

menos/no respondedores en el análisis llevó a determinar que la diferencia observada 

no era estadísticamente significativa. Por otra parte, el bloqueo de la interacción de 

CD40L/CD40 resultó en una menor producción de IL-1í3, IL-6, TNF e IL-8 por parte de 

Mo/Ma modulados por LiT CD4+ SIT (Mediana de reducción: 22, 17, 37 y 38%, 

respectivamente) (Figura 32a). Es interesante recalcar que los sobrenadantes de Mo/Ma 

modulados por LIT SIT de la mayoría de los donantes (5 de 6) produjeron menores 

cantidades de VEGF-A en presencia de anti-CD40L (Mediana de reducción: 31%). Sin 

embargo, el análisis que incluye a todos los donantes revela que la disminución no fue 

estadísticamente significativa. 

Por otra parte, Mo/Ma co-cultivados con LiT CD8+ SIT mostraron una respuesta 

levemente diferente a la observada en aquellos co-cultivados con LiT CD4+ SIT. Así, se 

observó que anticuerpos contra Tim-3 fueron capaces de reducir de manera significativa 

la producción de TNF, VEGF-A e IL-8 (Mediana de reducción: 36, 70 y  23%, 

respectivamente) pero no de lL-113 ni IL-6. Sin embargo, los Mo/Ma de la mayoría de los 

donantes evaluados mostraron una tendencia a disminuir la secreción de ambas 

citoquinas (Figura 32b). El tratamiento con anti-CD40L redujo significativamente sólo la 

producción de TNF e IL-8 en estos co-cultivos (Mediana de reducción: 41 y 61%, 

respectivamente), mientras que no tuvo efectos evidentes en la producción de IL-113, IL-

6 ni VEGF-A (Figura 32b), sugiriendo un rol más limitado de la vía CD40L/CD40 en la 

modulación de Mo/Ma mediada por LiT CD8+ SIT. 
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Figura 32. LiT SIT modulan la secreción de citoquinasy]actores pro -angiogénicos por parte de Mo/Ma a 

través de un mecanismo que involucra las vías Tim-3/Gal-9y CD40L/CD40. Niveles de citoquinas y factores 

angiogénicos en sobrenadantes de Mo/Ma cultivados con LiT CD4+ (a) y CD8+ (b) SIT en presencia de 

anticuerpos monoclonales contra Tim-3 o CD40L (cuadrados negros) o su correspondiente lg control de 

isotipo (círculos negros). Las líneas indican que los datos están apareados. En todos los casos, el test 

estadístico utilizado fue una prueba t no paramétrica o Test de Wilcoxon (co-cultivo de Mo-Ma/LiT SIT + lg 

control de Isotipo vs. co-cultivo de Mo-Ma/LiT SIT + anticuerpo bloqueante). p se indica en cada gráfico y 

para cada tratamiento. 
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CONCLUSIONES II 

En esta parte de la tesis se demostró que: 

• LiT CD4+ y CD8+ SIT promueven la activación clásica de Mo/Ma humanos, ya que 

favorecen un aumento en la expresión de CD16, una disminución de CD206 y un 

aumento en la producción de ROS y NO. 

• En condiciones inflamatorias, LiT CD4+ y CD8+ SIT promueven una mayor 

producción de citoquinas pro-inflamatorias y de factores pro-angiogénicos por 

parte de Mo/Ma y disminuyen la producción de IL-10 y del factor angiostático IP-

10 como consecuencia de una mayor activación de la vía canónica de NF-KB. 

• In vitro, factores solubles liberados por Mo/Ma modulados por los LiT SIT 

favorecen la sobrevida de células tumorales y la formación de estructuras 

tubulares a partir de células endoteliales sugiriendo que la interacción de los 

Mo/Ma con los LiT SIT podría favorecer la progresión tumoral. 

• La modulación de Mo/Ma mediada por LIT CD4+ y CD8+ SIT requiere el contacto 

célula-célula e involucra las vías Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40. El tratamiento de 

los co-cultivos de Mo/Ma con LiT SIT con anticuerpos monoclonales anti-Tim-3 

redujo la producción de citoquinas y factores angiogénicos en el 80% de los 

donantes testeados. El tratamiento con anticuerpos anti-CD40L mostró el mismo 

efecto en Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ SIT mientras que demostró ser más 

limitado en co-cultivos de Mo/Ma con LiT CD8+ SIT, indicando que la vía 

CD40L/CD40 tendría un rol menos importante en la modulación de Mo/Ma 

mediada por LiT CD8+ SIT respecto a LiT CD4+ SIT. 

Los resultados obtenidos, analizados en conjunto, permiten concluir que LiT SIT 

podrían afectar la respuesta inmune innata a través de la modulación de la activación de 

Mo/Ma hacia un perfil pro-inflamatorio y pro-angiogénico. Mediadores liberados por 

Mo/Ma modulados por los LiT CD4+ y CD8+ SIT sustentan la sobrevida de células 

tumorales y favorecen la formación de túbulos/capilares in vitro, a través de un efecto 

directo sobre células endoteliales. Estos hallazgos sugieren que la interacción entre 

Mo/Ma y LiT SIT podría promover la progresión tumoral. De esta manera, los LiT SIT 



Mo/Mas  

emergen como una nueva población celular relevante en la compleja interacción entre el 

tumor y las células infiltrantes de tumores que influiría en la progresión tumoral. 
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Figura 33. Conclusiones II: LiT SIT modulan lo activación de Mo/Ma. Luego del contacto con LiT SIT, los 
Mo/Ma muestran características de activación clásica (Mi) como son: una mayor expresión de la molécula 
CD16 y de especies reactivas como NO y ROS. En condiciones inflamatorias, el co-cultivo con LiT SIT 
induce una mayor activación de la vía clásica de NF-KB en los Mo/Ma. Además, los LiT SIT inducen la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias y factores pro-angiogénicos por parte de los Mo/Ma a través 
de un mecanismo que involucra las vías Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40, entre otras posibles vías que 
involucran el contacto célula-célula. Así, los LiT SIT constituyen una población que lejos de mostrar una 
total pérdida de función, son capaces de modular a Mo/Ma generando un microambiente pro-inflamatorio 
y pro-angiogénico que podría promover el crecimiento del tumor. 
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4. 	DISCUSIÓN 

En los últimos años se ha demostrado que las células tumorales emplean diversos 

mecanismos que actúan en concierto para evadir la respuesta inmune del hospedador. 

La hipótesis del presente trabajo de tesis postula que la inducción de senescencia de 

linfocitos T podría ser considerada como un nuevo mecanismo de evasión de la 

respuesta inmune. En este sentido, trabajos previos que dieron sustento a la hipótesis, 

demostraron que líneas tumorales de diversos orígenes a través de la secreción de 

factor/es soluble/s pueden inducir, in vitro, senescencia de linfocitos T humanos tanto 

CD4+ como CD8+34. Además, se ha reportado que la población de LiT senescentes se 

encuentra incrementada en sangre periférica e infiltrando tumores en pacientes con 

distintos tipos de cáncer5586062. De hecho, es interesante destacar que, el número de LiT 

CD8+ CD28- en periferia es un indicador pronóstico negativo en algunos tipos de 

cáncer58154155. 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran que LiT SIT presentan 

alteraciones fenotípicas y funcionales que comprometen severamente su función como 

células T efectoras. Así, demostramos que luego de la estimulación con PMA/Ionomicina 

o con anti-CD3/anti-CD28, los LiT SIT no producen citoquinas como IL-2, IFN-'y, TNF, IL-

6 e IL-10. Nuestros resultados concuerdan con los publicados por varios grupos de 

investigación que demuestran que LiT con características de senescencia producen 

niveles muy bajos de IFN-'y e IL-267980. Sin embargo, hasta el presente no se había 

reportado que LiT SIT pierdan la capacidad de secretar un abanico tan amplio de 

citoquinas. De hecho, Filaci y col.5  reportaron que LiT CD8+ CD28- de pacientes con 

cáncer son importantes productores de IL-10. Si bien nuestros resultados indican que 

LiT SIT in vitro son incapaces de producir IL-10, es posible que LiT senescentes de 

pacientes con cáncer hayan recibido múltiples señales in vivo, tanto sinérgicas como 

antagónicas, que diluyan el efecto neto de la célula tumoral sobre la inducción de 

senescencia en el LiT como se observa en nuestros resultados in vitro. Por otra parte, Ye 

y col.76  demostraron que LiT senescentes, aunque no inducidos por células tumorales 

sino por LiTregs in vitro, producen elevados niveles de IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10, pero 



muy bajos de IL-2. Existen varias razones que pueden explicar estos resultados 

discordantes. En primer lugar, dado que los mecanismos que conducen al LiT hacia la 

senescencia -ya sea factores secretados por la línea tumoral o por los LiTregs- podrían 

ser diferentes, se podría esperar que dichas células respondan en forma diferente a la 

estimulación. En segundo lugar, en nuestro modelo experimental, la evaluación de la 

funcionalidad de LiT SIT fue realizada a los 7 días de cultivo post-incubación con la línea 

tumoral. En este tiempo, se observó la máxima pérdida de expresión de moléculas co-

estimulatorias, indicando un estadío de senescencia probablemente mayor, que podría 

correlacionarse con la total pérdida de producción de citoquinas. Posiblemente, la 

realización de los estudios funcionales de los LiT SIT en tiempos más tempranos nos 

permitirá arrojar luz a estas aparentes discrepancias. 

Adicionalmente, observamos que la expresión de granzima A y perforina en LiT CD8+ 

SIT fue comparable a la encontrada en LiT CD8+ controles. Mientras que un mayor 

porcentaje LiT CD8+ SIT expresaron granzima B intracelular. Sin embargo, dichas 

células mostraron una reducida capacidad de degranulación en comparación con LiT 

controles. Estos resultados están en concordancia con los datos reportados por Sakhdari 

y col.156  quienes demostraron que individuos infectados con el VIH presentan, en sangre 

periférica, LiT CD8+ específicos para antígenos virales que expresan grandes niveles de 

granzimas y perforinas pero que son incapaces de degranular. Por otro lado, el hecho 

que un mayor porcentaje de LiT SIT expresaran granzima B no fue completamente 

sorprendente, dado que concuerda con los reportes que demuestran que LiT CD8+ con 

características de senescencia expresan niveles elevados de este mediador citotóxico157  

159 Sin embargo, hasta el presente no hemos dilucidado si el contenido de granzima B en 

los LiT SIT se debe a una mayor síntesis de dicha molécula o a un mayor 

almacenamiento en los gránulos como resultado de su capacidad reducida de 

degranular. Sería sumamente interesante evaluar si LiT CD8+ SIT son capaces de 

sintetizar granzimas y perforinas de novo. 

Nuestros resultados demuestran que LiT SIT presentan también modificaciones 

fenotípicas que podrían estar directamente relacionadas con alteraciones en su 

funcionalidad. Es bien conocido que la molécula CD62L (L-selectina) está implicada en la 

migración de los LiT vírgenes a ganglios linfáticos para su activación específica130  y en el 
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transporte de LiT activados a sitios de inflamación 131,160.  Nuestros resultados 

demuestran que LiT SIT pierden completamente la expresión de la molécula de adhesión 

CD62L, sugiriendo que su capacidad migratoria podría estar afectada. Aún queda por 

dilucidar si el programa de senescencia inducido en los LiT es responsable per se de la 

modificación en la expresión de CD62L, o si el contacto directo con las células tumorales 

lleva a la pérdida de dicha molécula. En este sentido, un trabajo reciente demuestra que 

células supresoras mieloides (CSM) a través de la expresión superficial de una enzima 

(ADAM17) que diva el ectodominio de CD62L inducen una disminución en la expresión 

de esta selectina en LiT CD4+ y CD8+ 161 

En concordancia con reportes bibliográficos, nuestros resultados demuestran que los 

LiT SIT exhiben elevados niveles de los receptores inhibitorios Tim-3 y KLRG-1 pero no 

de PD-1. De hecho, mientras la expresión de KLRG-1 se ha propuesto como un marcador 

de senescencia de LiT humanos, la expresión de PD-1 denota más bien un estado de 

agotamiento de LiT74'75'91"03. Puntualmente Baitsch y col.10' demostraron que existe una 

correlación inversa entre la expresión de PD-1 y el receptor inhibitorio KLRG-1 en LiT 

infiltrantes de tumores. Nuestros resultados demuestran que un bajo porcentaje de LiT 

controles expresaron KLRG-1. Interesantemente, la expresión de este receptor en dichas 

células se encontró restricta a la población CD28 negativa. Estos resultados sugieren que 

la expresión de KLRG-1 podría estar inversamente asociada a la expresión de CD28 en 

LIT humanos. Además, de alguna manera reafirman la propuesta de utilizar a KLRG-1 

como un nuevo marcador de senescencia en LÍT humanos. 

La expresión de estos receptores inhibitorios resulta de fundamental importancia 

dado que los mismos inhiben funciones celulares complejas y podrían mantener a los 

LiT en un estado de disfuncionalidad, quiescencia y/o hiporrespuesta49. Nuestro objetivo 

futuro es evaluar si el bloqueo de la señalización por dichos receptores es suficiente para 

restaurar algunas de las funciones afectadas en los LiT SIT como la producción de 

citoquinas, la capacidad para degranular de LiT CD8+ y la proliferación frente a 

estímulos policlonales. 

La disminución de la expresión de la cadena del complejo de señalización TCR/CD3 

representa otro mecanismo que compromete severamente la funcionalidad del LiT. De 

hecho, la disminución en la expresión de dicha molécula se ha documentado en LiT 

infiltrantes de tumor o de sangre periférica en pacientes con tumores de diversos 
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orígenes162165. En este sentido, se ha propuesto que la disminución en la expresión de la 

misma podría ser considerada como un factor pronóstico en pacientes con cáncer166. 

Nuestros resultados indican que los LiT SIT muestran una reducción significativa de 

dicha molécula en comparación con los LiT controles. Estos resultados concuerdan con 

los publicados por Kuss y col.162  quienes reportaron que LiT CD8+ CD27- de sangre 

periférica de pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, muestran una expresión 

reducida de la cadena y defectos en la producción de IFN-y luego de su estimulación. 

Es ampliamente conocido que los factores de transcripción asociados a la 

diferenciación de LiT controlan y/o regulan funciones efectoras en dichas células, como 

por ejemplo, producción de citoquinas, quemoquinas, moléculas citotóxicas y la 

expresión de receptores inhibitorios, entre otros110"36. Nuestros resultados indican que 

LiT SIT muestran una disminución marcada en la expresión de T-bet mientras que los 

factores Blimp-1 y Eomes están ausentes en esta población celular. Estos hallazgos 

concuerdan con los obtenidos por Crawford y col.107  que demuestran que niveles bajos 

de T-bet son necesarios para mantener a los LiT en un estado de 

agotamiento/disfuncionalidad. No obstante, la ausencia de Blimp-1 y Eomes resultó 

sorprendente dado que los LiT agotados -una población cuyo fenotipo y función se 

encuentran estrechamente relacionados con los LiT senescentes- muestran una elevada 

expresión de dichos factores 134,167,168.  Se necesitan estudios más profundos para 

dilucidar si la ausencia o disminución de los factores de transcripción se correlaciona 

con la pérdida de ciertas funciones en los LiT SIT o bien, si el programa de senescencia 

involucra modificaciones epigenéticas que impidan/silencien la transcripción de éstas y 

otras proteínas en LiT. Avalando esta hipotésis, se han reportado cambios en la 

metilación del ADN durante la diferenciación y el envejecimiento fisiológico en LiT169. 

Por otra parte, resulta sumamente interesante evaluar si el FT asociado a la activación 

de LiT, NFAT (del inglés: nuclear factor of Qctivated I-cells), que está involucrado en la 

transcripción de citoquinas y otros FTs en los LiT'70, se encuentra o no activo en los LiT 

SIT. En este sentido, se ha reportado que dicho factor es incapaz de translocar a núcleo 

en LiT CD8+ con características de agotamiento". 

] O 
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Nuestros resultados y los publicados por otros autores3-5  demuestran que LiT SIT son 

capaces de suprimir la proliferación de LiT autólogos. Asimismo, Ye y col.76  demostraron 

que LiT senescentes inducidos por LiTregs también suprimen la linfoproliferación in 

vitro e in vivo. Analizados en conjunto estos resultados nos permiten postular que si bien 

los LiT senescentes pierden algunas funciones efectoras, como la producción de 

citoquinas, adquieren otras como la capacidad de regular a otras poblaciones celulares. 

Previamente se demostró que la supresión de la linfoproliferación mediada por LiT 

SIT no era dependiente de la expresión del factor de transcripción Foxp3 y que requería 

el contacto célula-célula3. Nuestro estudio cinético aportó que la supresión de la 

linfoproliferación ocurre a tiempos muy tempranos de co-cultivo con los LiT autólogos 

respondedores. Estos resultados, en conjunto, llevaron a plantear la hipótesis de que los 

LiT SIT constituyen una población con capacidad regulatoria intrínseca. En 

concordancia, encontramos que la mayoría de los LiT SIT expresaron en superficie 

moléculas inmuno-moduladoras tales como PD-L1 y Gal-9. 

Previamente se ha descripto que en procesos infecciosos y cáncer, las interacciones 

PD-1/PD-L1 y Tim-3/Gal-9 conducen a la contracción de una respuesta inmune '00 '39171  

175V De hecho, la vía PD-1/PD-L1 es una de las más estudiadas en cáncer ya que involucra 

un mecanismo de escape tumoral por el cual las células tumorales que expresan PD-L1 

mantienen disfuncionales a LiT intra-tumorales activados que expresan PD-1176179. En 

este sentido es interesante destacar que ensayos clínicos que utilizan anticuerpos 

bloqueantes tanto contra PD-1 como PD-L1 han mostrado resultados promisorios en 

pacientes con cáncer180181. La interacción de Gal-9 como molécula soluble con su 

receptor Tim-3 fue inicialmente descripta como un mecanismo auto-regulatorio de las 

respuesta de Li Thl. Así, el IFN-y producido por Li Thl estimula la producción de Gal-9 

quien, al unirse a Tim-3 en la superficie de los Li Thl, gatilla una serie de señales que 

llevan a su apoptosis139. Además, se ha demostrado que la expresión de dicha galectina 

en LiTregs de pacientes infectados crónicamente con el VHC aumenta su capacidad 

supresora138. 

Nuestros resultados sugieren que PD-L1 y Gal-9 podrían ser potenciales moduladores 

de la supresión mediada por LiT SIT. Sin embargo, su participación en la supresión de 

los LiT respondedores aún debe ser evaluada. A su vez, la expresión de Gal-9 en LiT SIT, 

aún en ausencia de estímulo, resulta sumamente interesante dado que la expresión 
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simultánea con su receptor inhibitorio Tim-3 sugiere que dicha vía podría mantener al 

LiT en ese estado de senescencia. Ensayos preliminares realizados, sugieren que el 

bloqueo de Tim-3, pero no de KLRG-1, en cultivos de LiT SIT estimulados con anti-

CD3/anti-CD28 aumenta la capacidad de dichas células para producir IL-2. Por otra 

parte, se ha demostrado que la unión de galectinas a glicoproteínas de la superficie 

celular regula funciones celulares complejas como proliferación, migración y producción 

de cito quinas'82 '85. Aún no se ha evaluado si la unión de Gal-9 a determinadas 

glicoproteínas de superficie de LiT SIT contribuye, por sí sola, a la pérdida de funciones 

observada en dichas células. Además, tampoco ha sido evaluado en este trabajo de tesis 

si otras galectinas se encuentran diferencialmente unidas a la superficie de LiT SIT, pero 

resulta un interrogante atractivo para estudios posteriores. 

Los resultados obtenidos, analizados en conjunto, permiten concluir que desde una 

visión tradicional los LiT SIT muestran características de LiT disfuncionales, debido a 

que son incapaces de producir citoquinas efectoras y/o de degranular. Sin embargo, la 

expresión basa] de moléculas inmuno-modula doras en esta población celular indica que 

la senescencia de LiT dista de ser un programa que induce total pérdida de función en 

los LiT sino más bien, conduce a la adquisición de nuevas características y 

funcionalidades con potencial inmuno-modulatorio sobre otras sub-poblaciones 

leucocitarias. La capacidad supresora de LiT SIT sugiere que esta población celular 

podría tener un rol negativo en la progresión tumoral dado que podría contribuir a la 

amplificación del microambiente tumoral inmuno-supresor. Asimismo, estos resultados 

abrieron nuevos interrogantes, principalmente si LiT SIT eran capaces de modular otras 

poblaciones del SI, particularmente de monocitos/macrófagos quienes constituyen el 

principal infiltrado leucocitario en tumores, y a quienes se atribuye un rol esencial en la 

progresión tumoral. 

Previamente se ha demostrado que los macrófagos asociados al tumor (TAMs) son 

una población celular heterogénea que adquiere diferentes fenotipos bajo la influencia 

de células tumorales as¡ como del estroma adyacente (revisados por Ruffell 13.121  y 

Biswas S.K. y Mantovani A.113). Así, se ha descripto que los TAMs interaccionan con 

células del SI como LiTregs120, LiB y Li Thl/Th2113. Sin embargo, la interacción entre LiT 

-101; 
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senescentes y macrófagos y su relevancia biológica no habían sido reportadas. Este 

trabajo de tesis doctoral provee evidencia del rol de LiT CD4+ y CD8+ SIT en la 

modulación de monocitos/macrófagos humanos. De esta manera, los LiT SIT surgen 

como una nueva población celular relevante que debería ser considerada a la hora de 

estudiar la compleja interacción entre el tumor y las células infiltrantes de tumores. 

La diversidad de los macrófagos es crítica para orquestar la gran variedad de sus 

funciones efectoras, que van desde inflamación y fagocitosis hasta inmuno-supresión y 

remodelación tisular. Particularmente, en el microambiente tumoral, el fenotipo y la 

función de los TAMs tienen importantes consecuencias para la progresión tumoral16186. 

En efecto, los macrófagos Ml son eficientes asesinos, capaces de matar a células 

tumorales y promover respuestas anti-tumorales a través de la expresión de moléculas 

co-estimulatorias y de la producción de citoquinas que favorecen el desarrollo de una 

respuesta mediada por Li Th1187. Sin embargo, el fenotipo Ml ha sido asociado también 

con la iniciación y la promoción tumorall1,188. Se postula que una vez que el tumor se 

inicia y progresa hacia malignidad, el fenotipo de los macrófagos cambia a M2189190. De 

acuerdo con esto, se ha demostrado que los TAMs están compuestos por distintas 

poblaciones que comparten características de Ml y M245115. 

Se ha demostrado que los LiT modulan la activación de los macrófagos in vivo e in 

vitro. Así, a través de la producción de IFN--y, los Li Thl pueden conducir una 

polarización clásica mientras que los Li Th2 dirigen una polarización hacia M2 a través 

de la producción de IL-4, IL-13 e IL-33 (revisados por Biswas 5.1<. y Mantovani A.113). 

Estudios recientes realizados por Tiemessen y col.120  destacan que una sub-población de 

LiT adicional es capaz de modular la activación de Mo/Ma. Estos autores demostraron 

que monocitos humanos cultivados con LiTreg (CD4+CD25+Foxp3+) se diferencian a 

macrófagos con fenotipo similar al M2 (M2-like). Nuestros resultados demuestran que 

después del co-cultivo con LiT CD4+ o CD8+ SIT, los Mo/Ma adquieren una respuesta 

efectora usualmente atribuible al fenotipo Ml. Estos atributos incluyen un aumento de 

la expresión de CD16 en los Mo/Ma CD14+. Dado que, en humanos, la co-expresión de 

CD14 y CD16 se utiliza para definir a monocitos inflamatorios142144, este hallazgo junto 

al aumento significativo de la producción de ROS, NO y citoquinas pro-inflamatorias por 

parte de Mo/Ma modulados por los LiT SIT, indican que los LiT CD4+ y CD8+ SIT 

inducen la diferenciación de los Mo/Ma hacia un perfil inflamatorio o Ml. No obstante, al 
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mismo tiempo, los LiT SIT promueven la producción de factores pro-angiogénicos tales 

como IL-8, VEGF-A, MMP-9 y una baja secreción del factor angiostático IP-10, 

características de un perfil de activación alternativo o M2. Juntos, nuestros resultados 

demuestran que la interacción entre LiT SIT y monocitos resulta en la diferenciación a 

una población de Mo/Ma con características mixtas de Ml y M2. 

Numerosos reportes han vinculado estrechamente la inflamación con tumorigénesis, 

angiogénesis y metástasis2911. En función de estos antecedentes, se podría especular 

que dentro del microambiente tumoral, la interacción entre LIT SIT y macrófagos podría 

tener importantes consecuencias en la progresión tumoral, ya que los LiT SIT 

promueven la producción de mediadores pro-inflamatorios tales como TNF, IL-113 e IL-6. 

TNF es una citoquina clave involucrada en inflamación, homeostasis celular y progresión 

tumoral'91. Concretamente, dicha citoquina es requerida para la proliferación y la 

función de células del SI y está implicada en la inducción de muerte en células tumorales. 

Evidencias emergentes han mostrado que el TNF es también uno de los principales 

mediadores de la inflamación relacionada con el cáncer. Así, esta citoquina actúa como 

un factor promotor del crecimiento tumoral y está vinculada a todos los pasos de la 

génesis tumoral, incluyendo la transformación, la proliferación, la angiogénesis, la 

invasión y la metástasis en muchos tipos de cáncer2128191. Con respecto a IL-6 e IL-10, 

dos citoquinas pleiotrópicas que poseen una amplia gama de funciones que contribuyen 

a la generación/mantenimiento de un microambiente que promueve la angiogénesis y la 

inflamación en cáncer. Asimismo, IL-6 es esencial para la sobrevida de células tumorales, 

sobre todo para las células circulantes que se encuentran durante procesos de invasión y 

metástasis2. Las citoquinas pro-inflamatorias TNF e IL-113 tienen una clara función pro-

angiogénica ya que son capaces de inducir la expresión de factores angiogénicos tales 

como VEGF, IL-8 y MMPs en células endoteliales vasculares, células tumorales y células 

del SI que infiltran los tumores. 

Existen evidencias que indican que los TAMs juegan un papel importante en la 

regulación de la angiogénesis dentro del microambiente tumoral a través de la 

liberación de mediadores pro-inflamatorios y pro-angiogénicos arriba mencionados. En 

este sentido, la producción de MMP-9 por los TAMs ha demostrado ser crucial para la 

regulación de VEGF y la angiogénesis en un modelo murino de cancer cervical inducido 

por oncogenes derivados del virus del papiloma humano192. Nuestros resultados 
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demuestran que, además de citoquinas inflamatorias, los Mo/Ma modulados por los LiT 

CD4+ y CD8+ SIT producen elevadas cantidades de factores como VEGF-A, IL-8 y MMP-

9. Además, se observó que factor/es presente/s en los sobrenadantes de los co-cultivos 

de Mo/Ma y LiT SIT tiene/n potencial pro-angiogénico ya que fueron capaces de 

promover la tubulogénesis in vitro de células endoteliales humanas. Sin embargo, 

factores derivados de dichos sobrenadantes no modularon de manera diferencial la 

migración de células endoteliales en ensayos de wound healiny. En este sentido, se ha 

reportado que las vías moleculares que se activan durante ambos procesos en las células 

endoteliales son diferentes148. En efecto, nuestros resultados concuerdan con esta 

hipótesis dado que indican que factores solubles derivados de los Mo/Ma modulados 

por los LiT SIT potencialmente regulan la activación/diferenciación de células 

endoteliales favoreciendo procesos de formación tubular/capilar más que de migración 

celular. 

Por otra parte, nuestros resultados indican que los sobrenadantes de co-cultivo de 

Mo/Ma y LiT SIT promueven la sobrevida de células tumorales in vitro. A pesar de no 

identificar el/los mediador/es involucrados en dicho fenómeno, nuestros resultados 

están de acuerdo con los hallazgos que demuestran que múltiples citoquinas pro-

inflamatorias y factores pro-angiogénicos proporcionan señales que previenen la 

muerte de las células tu morales '93'96. 

Interesantemente, se ha reportado que citoquinas pro-inflamatorias pueden conducir 

a la inducción y/o mantenimiento de un programa de senescencia en fibroblastos 

humanos197. Si bien los mecanismos que conducen al LiT a la senescencia no han sido 

completamente dilucidados, evidencias sugieren que la inducción de senescencia de LiT, 

mediada tanto por células tumorales como por otras poblaciones de LiT regulatorios, 

está mediada por factores solubles3476'198. Nuestros resultados indican que los LiT SIT 

inducen una mayor producción de citoquinas pro-inflamatorias por parte de Mo/Ma. Así, 

se podría especular que dichas citoquinas podrían contribuir a la generación y/o el 

mantenimiento de la senescencia de LiT, creando un mecanismo de retroalimentación 

positiva que podría favorecer la progresión tumoral. Sería muy interesante evaluar en 

modelos experimentales in vivo si este mecanismo de retroalimentación existe. 
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Como era de esperar, considerando nuestros resultados que indican que los LiT SIT 

son incapaces de producir citoquinas efectoras, demostramos que la modulación de 

Mo/Ma mediada por los LiT SIT requiere el contacto célula-célula. Específicamente, 

demostramos que las interacciones Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40 participan en la 

modulación de Mo/Ma por parte de los LiT SIT. Sin embargo, no podemos descartar la 

participación de otras vías adicionales. Interesantemente, nuestros resultados indican 

que los LÍT CD4+ y CD8+ SIT utilizan diferentes moléculas para interactuar con los 

Mo/Ma y para regular aspectos particulares tales como la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias y factores angiogénicos en esta población celular. Cabe destacar que la 

interrupción del contacto entre los Mo/Ma y los LiT SIT en ensayos de co-cultivo en 

presencia de un transwell, conduce a la disminución casi completa de la producción de 

citoquinas en dichos co-cultivos. Sin embargo, el bloqueo específico de las vías Tim-

3/Gal-9 y CD40L/CD40 en los co-cultivos reduce parcialmente la producción de 

citoquinas. Estos hallazgos sugieren la participación de otras moléculas en la 

modulación de los Mo/Ma por parte de los LIT SIT. En los últimos años, se ha reportado 

que LiT con características de agotamiento expresan niveles elevados del receptor 

inhibitorio LAG-398101. Dicho receptor, por su homología estructural con la molécula 

CD4, puede interactuar con las moléculas del CMH de clase II expresadas en monocitos y 

células dendríticas humanas conduciendo a su activación y a la secreción de citoquinas 

pro-inflamatorias como TNF e lL-12199202. Así, LAG-3 se plantea como otro posible 

mediador de la modulación de monocitos por parte de LiT SIT. La evaluación de la 

expresión de este receptor en los LiT SIT, as¡ como otros receptores cuyas contrapartes 

se expresan en Mo/Ma humanos, resulta de gran relevancia para ayudar a la compresión 

de mecanismos adicionales que llevan a la modulación de los Mo/Ma. 

Las consecuencias de la señalización de Tim-3 en el propio LiT han sido foco de 

numerosos estudios en los últimos años699156203205. Sin embargo, trabajos recientes han 

establecido que existe una señal de transmisión recíproca entre LiT Tim-3+ y células 

presentadoras de antígeno que expresan Gal-9 en su superficie149'150. En este sentido, 

jayaraman y col.150  demostraron que Tim-3 se expresa en los Li Thl e interactúa con su 

ligando Gal-9 expresado en la superficie de macrófagos infectados con Mycobacterium 

tuberculosis. En este escenario, la interacción Tim-3/Gal-9 restringe el crecimiento de M. 
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tuberculosis en el interior de los mácrofagos. Usando un ensayo in vitro y un modelo in 

vivo de infección por M. tuberculosis, estos autores demostraron específicamente que la 

interacción Tim-3/Gal-9 estimula la producción de lL-13, IL-6, TNF, MIPlat3 y G-CSF por 

parte de los macrófagos infectados, siendo la citoquina IL-1í3 crítica para el control de la 

replicación intracelular de la bacteria. En consonancia con estos hallazgos, nuestros 

resultados demuestran que LiT SIT promueven la producción de citoquinas pro-

inflamatorias y factores angiogénicos por parte de los Mo/Ma. El bloqueo de la 

interacción Tim-3/Gal-9, a través de la utilización de anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra Tim-3, reduce significativamente la mayoría de los factores solubles 

evaluados en dichos co-cultivos. 

Por otra parte, se ha reportado que Tim-3 también se puede expresar en células de 

origen mieloide. Particularmente, se ha demostrado que monocitos humanos expresan 

Tim-3 en condiciones de reposo (ausencia de estímulo), sin embargo su expresión se ve 

severamente disminuída luego del estímulo con diversos ligandos de TLRs152153. 

Nuestros resultados confirman los hallazgos obtenidos por Zhang y col. dado que 

demuestran que los Mo/Ma disminuyen la expresión de Tim-3 a las 40hs de cultivo. Por 

otro lado, Ma y col.206  demostraron que una interacción cis (en el propio monocito) entre 

Tim-3 y Gal-9 contribuye al desarrollo de una respuesta inflamatoria en presencia de 

ligandos de TLRs. La disminución de la expresión de Tim-3 en los Mo/Ma en nuestras 

condiciones de cultivo, permitieron descartar que una interacción cis entre Tim-3 y Gal-

9 estuviese involucrada en el fenómeno observado. Asimismo, descartamos la 

posibilidad de una interacción trans entre la Gal-9 expresada en la superficie del LiT SIT 

y su receptor Tim-3 que pudiera expresarse en monocitos humanos. 

La molécula CD40 es un receptor de transmembrana, de la superfamilia de los 

receptores de TNF, que se expresa en una gran variedad de células incluyendo los 

monocitos humanos. Se ha demostrado que la interacción de este receptor con su 

ligando, CD40L, aumenta la expresión de citoquinas, quemoquinas, metaloproteasas de 

matriz, factores de crecimiento y moléculas de adhesión, principalmente a través de la 

activación de NF-K13207213. En línea con estas publicaciones, nuestros resultados 

demuestran que el bloqueo de la interacción entre CD40L y CD40 reduce la producción 
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de citoquinas en los Mo/Ma modulados por LiT CD4+ SIT y en menor medida por LiT 

CD8+ SIT. 

El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-Tim-3 ha sido probado in vitro en 

pacientes con melanoma y carcinoma hepatocelular como una estrategia para revertir la 

disfuncionalidad de los LiT y potenciar la respuesta inmune anti-tumoral específica6'99. A 

la luz de nuestros resultados, se podría sugerir que la inhibición de la vía Tim-3/Gal-9 

puede afectar a la función efectora de diferentes sub-poblaciones leucocitarias. Descifar 

los efectos del tratamiento con anti-Tim-3 en estas poblaciones celulares resulta 

sumamente importante para predecir el enfoque de la inmunoterapia contra el cáncer. 

Por otra parte, la utilización de agonistas para CD40 en la inmunoterapia contra el 

cáncer se encuentra actualmente en ensayos clínicos en fase II. Sin embargo, dicho 

tratamiento sólo ha mostrado resultados esperanzadores en pacientes con carcinoma 

pancreático avanzad0214215. En contraste, se ha reportado que la activación de la vía de 

CD40 en macrófagos puede tener un rol dual en la supervivencia y la capacidad invasiva 

de las células tumorales216. En este sentido, se ha propuesto que anticuerpos 

monoclonales agonistas de CD40 pueden actuar como supresores tanto como 

activadores del SI en el microambiente tum oral 214'217218. No obstante, está claro que los 

macrófagos activados a través de CD40 producen mediadores inflamatorios que 

promueven la inflamación crónica. En la misma dirección, nuestros resultados señalan 

que la vía CD40L/CD40 está implicada en la potenciación de la actividad inflamatoria de 

los macrófagos mediada por los LiT SIT. Los efectos pro-inflamatorios de CD40 en el 

microambiente tumoral no han sido discutidos aún, aunque una profunda relación entre 

inflamación y cáncer ha sido demostrada2'10". En este sentido, nuestros resultados 

sugieren que el rol de la interacción entre CD40L y CD40 en la progresión tumoral 

debería ser reconsiderado y requiere aún más investigación. 

Nuestros resultados, analizados en conjunto, sugieren que el bloqueo de las vías Tim-

3/Gal-9 y CD40L/CD40 podría tener importantes implicancias terapéuticas ya que 

contribuiría a la reducción en la producción de múltiples moléculas pro-inflamatorias y 

pro-angiogénicas por los Mo/Ma. Es importante destacar que numerosos factores de 

crecimiento, citoquinas y quemoquinas comparten propiedades angiogénicas o pro-

tumorales, sugiriendo que el bloqueo de un factor individual probablemente no resulte 

en la regresión del crecimiento tumoral. En contraste, se podría especular que el 
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bloqueo de las vías Tim-3/Gal-9 o CD40L/CD40 que reduce simultáneamente la 

expresión de múltiples factores pro-tumorales, podría representar un blanco 

terapéutico más promisorio en la inmunoterapia contra el cáncer. Sin embargo, se 

desconoce si el bloqueo in vivo de dichas vías restituiría otras vías de señalización 

compensatorias. 

En resumen, nuestros resultados proporcionan evidencia de un rol previamente no 

caracterizado de los LiT CD4+ y CD8+ SIT en la modulación de Mo/Ma humanos que 

podría favorecer la progresión tumoral. Considerando que los macrófagos son 

mediadores importantes de la inflamación relacionada al cáncer, la modulación de la 

interacción entre los LiT SIT y los macrófagos podría alterar el equilibrio del tipo de 

inflamación en el microambiente tumoral y crear oportunidades para obtener mejores 

respuestas anti-tumorales. Así, los estudios futuros deben dirigirse a comprender mejor 

los cambios funcionales de los macrófagos inducidos por los LiT SIT en el nicho tumoral 

con el fin de adaptar mejor la respuesta inmune contra el cáncer. 

Los resultados obtenidos en esta tesis también podrían contribuir al entendimiento 

de otros procesos inflamatorios. En este sentido, se ha reportado que pacientes con 

síndrome coronario agudo o enfermedades autoinmunes como artritis reumatoidea, 

presentan un aumento en la población de LiT con características de senescencia566566. 

Asimismo, en estos pacientes se detectaron macrófagos activados clásicamente en los 

sitios de inflamación (aorta y sinovia, respectivamente). En concordancia, se hallaron 

altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias en plasma. Así, se podría especular que en 

estos escenarios la interacción LiT senescente/macrófago podría jugar un rol 

importante en la generación y/o mantenimiento del proceso inflamatorio. 

Los resultados expuestos en esta tesis, integrados junto a reportes previos, nos 

permiten sugerir que la senescencia de LiT inducida por tumores debería ser 

considerada como un nuevo mecanismo de evasión de la respuesta inmune. En este 

sentido, factores solubles liberados por las células tumorales conducirían a LiT humanos 

a un estado de senescencia, y con ello a la pérdida de sus funciones efectoras. Sin 

embargo la inducción de este programa de senescencia, lejos de mantener a la célula en 
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un estado de quiescencia, favorecería la diferenciación de los LiT hacia una población 

con 	características regulatorias o inmuno -modulad oras. Así, los LiT SIT podrían 

modular, tanto en sangre periférica como en el microambiente tumoral, a otras 

poblaciones celulares como LiT y monocitos/macrófagos (Figura 1). Específicamente, 

los LiT SIT son capaces de suprimir respuestas linfoproliferativas y de conducir la 

diferenciación de monocitos/macrófagos hacia un perfil pro-inflamatorio y pro-

angiogénico. De esta manera, los LiT SIT emergen como una nueva población celular 

relevante en la interacción entre células tumorales y células infiltrantes en el 

microambiente tumoral, que podría tener importantes implicancias en la progresión 

tumoral. 

Figura 1. Una visión integral: Linfocitos T CD4+ y CD8+ ,senescentes inducidos por rumores (SIT): una 

población con capacidad moduladora de la respuesta inmune. Factores solubles secretados por las células 
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tumorales pueden inducir senescencia de LiT CD4+ y CD8+. LiT SIT (CD27-CD28-) pueden encontrarse en 
sangre periférica de pacientes con cáncer e infiltrando tumores y/o sitios de metástasis. 
A LiT SIT constituyen una población de LiT altamente diferenciados, incapaces de producir citoquinas 
efectoras. Expresan en su superficie receptores inhibitorios como Tim-3 y KLRG-1, pero no PD-1, además 
de moléculas inmuno-moduladoras como PD-L1 y Gal-9. Suprimen respuestas linfoproliferativas, a través 
de un mecanismo que requiere el contacto célula-célula. Si bien múltiples receptores y/o moléculas 
podrían estar involucrados en esta interacción, PD-L1 y Gal-9 son dos candidatos posibles. 
B LiT SIT Tim-3+ y CD40L+ pueden interaccionar con Gal-9 y CD40 expresadas en la superficie de 
monocitos/macrófagos desviando su activación hacia un perfil pro-inflamatorio y pro-angiogénico. La 
generación de este microanibiente inflamatorio podría tener roles decisivos en los diferentes estadíos del 
desarrollo tumoral como iniciación, conversión hacia un fenotipo maligno, invasión y metástasis. Además, 
este escenario inflamatorio podría afectar la inmunovigilancia y la respuesta a la terapia. 
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S. 	MATERIALES Y MÉTODOS 

1. CULTIVO CELULAR 

1. Mantenimiento de líneas celulares. Las líneas celulares utilizadas se cultivaron en 

los medios de cultivo detallados abajo (Tabla 1) hasta 90% de confluencia (en estufa a 

372C y  a una atmósfera de 5% CO2). Habitualmente fueron tripsinizadas con Tripsin-

EDTA 0.25% (Gibco) para su posterior utilización. 

Línea celular Medio de cultivo 

Tu167 

[Carcinoma de cabeza  

cuello] 

RPMI-1640 	(Gibco) suplementado con: Suero Bovino Fetal 

(10%, 	Hyclone), 	L-Glutamina 	(1%, 	Invitrogen), 	HEPES 

(25mmol/L, Cell Gro), Gentamicina. 

HeLa 

[Células de cáncer 

cervico-uterino humano] 

DMEM (Gibco) suplementado con: Suero Bovino Fetal (10%, 

Hyclone), L-Glutamina (1%, Invitrogen), HEPES (25mmol/L, 

CelI Gro), Gentamicina. 

HMEC-1 

[Células endoteliales de 

micra vasculatura 

humanas] 

EGM-2 (Lonza). 

Tabla 1. Medios de cultivo empleados para el mantenimiento de líneas tumorales en 
cultivo. 

2. Obtención de células mononucleares de sangre periférica humana. células 

mononucleares de sangre periférica humana (CMSP) fueron obtenidas a partir de la 

fracción leuco-plaquetaria (Buffy coat) de sangre periférica de donantes sanos y jóvenes 

(entre 25-40 años de edad). Los Buffy coat fueron provistos por el Banco de Sangre de la 

Universidad Nacional de Córdoba siguiendo el protocolo aprobado por el Comité de 

Ética del Hospital Nacional de Clínicas (Octubre de 2008). 

En base al protocolo descripto por Strober W.219,  las CMSP se aislaron por 

centrifugación sobre gradientes de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Science AB), en 

una relación Sangre: Ficoll 2:1. Los gradientes fueron centrifugados durante 30 minutos 
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a 2000 rpm. La viabilidad de las células mononucleares obtenidas fue siempre 

controlada a través del recuento con el colorante vital Azul de Tripán. 

Las CMSP que no se utilizaron en el mismo día fueron congeladas (para posteriores 

ensayos autólogos) con 90% de suero bovino fetal (SBF, Hyclone) y  10% de 

dirnetilsulfóxido (DMSO). 

3. Purificación de sub-poblaciones linfocitarias y monocitos a partir de CMSP. 

Linfocitos T (LiT) CD4+ y CD8+ y monocitos CD 14+ se purificaron por selección positiva 

a partir de CMSP totales utilizando perlas CD4, CD8 o CD14 (Miltenyi Biotech, CA), 

respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza de cada población 

se controló rutinariamente por citometría de flujo y fue mayor al 95% en todos los casos. 

Las células purificadas fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI completo (RPM 1-

1640 suplementado con 10% de SBF, 1% de L-glutamina, 25mmol/L de HEPES y 0,01% 

de gentamicina). 

4. Ensayo de inducción de senescencia. Para inducir senescencia en LiT por parte 

de líneas tumorales se siguió el protocolo previamente publicado por Montes C.L. y col.3. 

Los LiT CD4+ y CD8+ fueron purificados utilizando perlas magnéticas como se indicó 

anteriormente. Posteriormente fueron co-incubados con la línea tumoral Tul 67 en una 

relación 1:1 (LiT: célula tumoral) durante 6 horas. Los LiT recolectados después de la co-

incubación con las células tumorales en función de sus propiedades no adherentes, 

fueron 99% CD3+ como se determinó por citometría de flujo. Estos LiT se lavaron y 

cultivaron durante 7 días con RPM! completo. Como controles se utilizaron LiT CD4+ y 

CD8+ purificados, sin co-incubar con la línea tumoral y cultivados durante 7 días en 

RPM! completo (Esquema Experimental 1, Resultados 1). Rutinariamente se controló la 

expresión de marcadores de senescencia como son la pérdida de expresión de las 

moléculas CD27 y CD28. 

S. Ensayo de supresión de la linfoproliferación. El ensayo de supresión se realizó en 

base a protocolos previamente descriptos3'220. LiT autólogos (CD3+ purificados, a los que 

referimos como LiT respondedores) fueron co-cultivados con LiT CD4+ o CD8+ controles 

(sin co-incubar con la línea tumoral) o senescentes inducidos por la línea tumoral (SIT) 
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en una relación 3:1 (LiT respondedores: LiT controles o SIT) en placas previamente 

sensibilizadas con anti-CD3 y anti-CD28 (2jig/ml de cada estímulo). A los fines de 

evaluar la proliferación celular, a las 24, 48 y  72 horas de co-cultivo los pocillos fueron 

pulsados con H3-Timidina (ljiCi) y cultivados durante 18hs más. Luego, los cultivos 

fueron cosechados utilizando un cosechador semi-automático. El ADN fue recuperado 

sobre papel de fibra de vidrio y posteriormente embebido en líquido de centelleo 

(Optiphase HiSafe 3, Perkin-Elmer). Finalmente, la incorporación de H3-Timidina se 

determinó a través de la evaluación de las cuentas por minuto (c.p.m.) en un contador 

de centelleo líquido. 

6. Ensayos de co-cultivo de LiT SIT con monocitos. Con el objetivo de evaluar si LiT 

SIT podían modificar la activación y/o función de monocitos humanos, siguiendo el 

protocolo descripto por Tiemessen M.M. y col.120, se realizaron ensayos de co-cultivo en 

placas previamente sensibilizadas con anti-CD3 (1ig/ml, Clon: TR66) y en las siguentes 

condiciones: 

-> Co-cultivo clásico (CC): Monocitos purificados y LiT CD4+ o CD8+ SIT fueron 

co-cultivadas (en una relación 1:1) en medio RPMI completo. Como controles, 

monocitos fueron cultivados solos o co-cultivados con LiT CD4+ o CD8+ controles 

(relación 1:1). En algunos casos, los co-cultivos fueron recolectados a las 40hs 

para su evaluación fenotípica y funcional por citometría de flujo. En otros casos, 

fueron estimulados o no con LPS (50 ng, InvivoGen de E. coli 0111: B4) por 48hs 

adicionales y posteriormente los sobrenadantes fueron recolectados para 

ensayos funcionales (Esquema Experimental 2, Resultados II). 

-* IransielI (TW): Experimentos de co-cultivo en presencia de un TW (poros de 

0,4im, Corning Costar) se realizaron colocando los monocitos bajo el TW y los 

LiT en el inserto (parte superior). Además, en el inserto se agregaron perlas anti-

CD3/CD28/CD2 con el objetivo de estimular a los LiT. Después de las primeras 40 

horas, los cultivos fueron estimulados con LPS como se describió anteriormente. 
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-* Ensayos de bloqueo: Para experimentos de bloqueo de la interacción entre 

monocitos y LiT SIT mediada por moléculas de superficie, anticuerpos 

monocionales (mAc) contra Tim-3 (10 mg/mi, LEAF mlgGlk Clon F38-2E2, 

Biolegend) y CD154/CD40L (10 mg/mi, LEAF mIgGlk Clon 24-31, Biolegend) o 

controles de isotipo (10 mg/mi, LEAF mIgGlk Clon MOPC-21, Biolegend) se 

añadieron al inicio del co-cultivo. Además, la interacción Tim-3/Gal-9 fue 

bloqueada utilizando concentraciones crecientes de lactosa (50 y  100 mM) en los 

co-cultivos de Mo/Ma con LiT CD4+ o CD8+ SIT. En todos los casos, después de 

las primeras 40 horas, los cultivos fueron estimulados con LPS como se describió 

anteriormente. 

7. Ensayo de tubulogénesis. Células HMEC-1 (1.5x104) fueron resuspendidas en un 

pequeño volumen de medio EGM-2 (Lonza, Tabla 1) y  sembradas en placas de 96 

pocillos recubiertas con 50iil de Matrigel (BD Biosciences) en presencia de los 

sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma y LiT controles o Mo/Ma y LiT SIT o de 

sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. Los cultivos se mantuvieron 

18hs en estufa a 37°C y 5% CO2 y posteriormente la formación de túbulos/capilares fue 

examinada por microscopía de contraste. Se tomaron fotografías de cada condición y los 

puntos de ramificación fueron cuantificados usando el software Image J (N1H, USA). 

8. Ensayo de cicatrización o "Wound Healing' Las células HMEC-1 fueron cultivadas 

hasta confluencia en placas de 24 pocillos en medio EGM-2 (Lonza, Tabla 1). 

Posteriormente se realizaron dos heridas paralelas con un tip p200. Los pocillos fueron 

cuidadosamente lavados con PBS lx a 37°C para eliminar las células endoteliales que 

fueron despegadas en el proceso de la herida. Luego, las células HMEC-1 se cultivaron 

con los sobrenadantes de co- cultivo de los Mo/Ma con LiT controles o SIT, o 

sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. A las O y 6 horas se observaron 

los cultivos por microscopía de contraste de fase y se tomaron fotografías. El porcentaje 

de cierre de la herida se calculó como: (longitud de la herida a las 6hs)*100/(longitud  de 

la herida a tiempo cero), en cada caso. Las mediciones de longitud de cada herida fueron 

realizadas con el software NIS-Elements Viewer (Nikon). 
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9. Ensayo de apoptosis en células tumorales. La línea celular HeLa se trató con 

mitomicina C (75ig/ml) durante 30 minutos para inhibir la proliferación celular. Luego 

las celulas tratadas se cultivaron con los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma con LiT 

controles o SIT. Cuarenta y ocho horas después, las células fueron recolectadas y teñidas 

con 7-aminoactinomicina D (7-AAD, BD Pharmingen) durante 15 minutos, y luego 

evaluadas por citometría de flujo. 

II. METODOLOGÍAS GENERALES 

1. Citometría de Flujo. De acuerdo al tipo de moléculas a evaluar se utilizaron 

distintos protocolos que se detallan a continuación. Todas las muestras se adquirieron 

en un equipo FACS Canto II (BD) y se analizaron con el software FlowJo. 

a. Moléculas de superficie. Entre 0,5 y 1x106  de células fueron resuspendidas en 

PBS-2%SBF en presencia de anticuerpos conjugados a fluorocromos y dirigidos 

contra distintas moléculas de superficie (Ver detalle en Tabla 2). Las células 

fueron incubadas con los anticuerpos durante 30 minutos en hielo, 

posteriormente lavadas y resuspendidas en PBS-2%SBF. Finalmente fueron 

adquiridas en el citómetro de flujo. 

Marcas para LiT 

Anticuerpos Fluorocromos Marca 

CD3 PerCP BD 

CD4 PE-Cy7 eBioscience 

CD8 PerCP-Cy5.5 eBioscience 

CD27 APC-eFluor780 eBioscience 

CD28 APC BD 

CD28 FITC eBioscience 

CD28 PE BD 

CD62L PE-Cy5 eBioscience 

CD45RA FITC BD 

Tim-3 PerCP-eFluor7l0 eBioscience 

KLRG-1 Alexa Fluor 647 Dr. Pircher (Alemania) 

PD-1 PE eBioscience 

PD-1,1 PE-Cy7 BioLegend 

1 2 
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Galectina-9 PE BioLegend 

Cadherina E APC BioLegend 

Marcas para Monocitos 

CD14 FITC BioLegend 

CD14 Alexa Fluor 647 BioLegend 

CD16 FITC BD 

CD206 APC BioLegend 

HLA-DR PE-Cy7 eBioscience 

CD86 FITC BD 

B7.H4 Biotin* eBioscience 

Galectina-9 PE BioLegend 

CD40 PE-Cy5 BD 

Tim-3 PerCP-eFluor710 eBioscience 

Tabla 2. Anticuerpos contra moléculas de superficie. 
*Anticuerpos  biotinilados fueron luego incubados con Estreptavidina PE (BD). 

b. Moléculas Intracelulares. 1x106  de células fueron teñidas en superficie. Luego 

fueron fijadas y permeabilizadas con buffer Citofix/Citoperm (BD) de acuerdo a 

las recomendaciones del fabricante. Posteriormente fueron incubadas en buffer 

de permeabilización con anticuerpos conjugados dirigidos contra moléculas 

intracelulares (que se detallan a continuación) durante 30 a 60 minutos. 

-> 	Cito quinas Intracelulares. Para la determinación de citoquinas 

intracelulares LiT fueron previamente estimuladas con PMA/Ionomicina 

(1ig/ml de PMA - lmg/ml de lonomicina) mientras que co-cultivos (Mo-

Ma/LiT) se estimularon con LPS (5Ong/ml). En ambos casos, las células se 

estimularon durante 5hs en presencia de inhibidores del transporte 

proteico vesicular (Brefeldina y/o Monensina dependiendo de las 

citoquinas a evaluar). 

Anticuerpos Fluorocromos Marca 

IL-2 PE BD 

IFN-y FITC BD 

TNF PE BD 

IL-6 Biotina* BioLegend 

IL-8 Biotina* BioLegend 

IL-1i3 Biotina* BioLegend 
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MMP-9 
	Biotina* 	 eBioscience 

Tabla 3. Anticuerpos contra citoquinas intracelulares. 
*Anticuerpos  biotinilados fueron luego incubados con 
Estreptavidina PE (BD). 

—* Granzimas y perforinas, TCR ' y factores de transcripción. La 

determinación de estas moléculas se realizó en LiT CD4+ y CD8+ controles 

o SIT no estimulados. 

Anticuerpos Fluorocromos Marca 

Granzima A PE BD 

Granzima B APC BioLegend 

Perforina PE BioLegend 

Cadena? FITC BD 

Blimp-1 PE Santa Cruz 

T-bet PE-Cy7 BioLegend 

Eomes eFluor 660 eBioscience 

Tabla 4. Anticuerpos contra las proteínas intracelulares indicadas. 

—* Tirosinas fosforiladas. Se determinaron en la población de Mo/Ma a 

las 40hs de co-cultivo con LiT controles o SIT y post-estímulo con LPS 

durante 120 mm. Luego de su fijación y permeabilización, los Mo/Ma 

fueron marcados con anticuerpos dirigidos contra tirosinas fosforiladas 

(anti-PY20 Alexa Fluor 647, BioLegend) durante 30 minutos. 

c. Determinación de la movilización de CD107a (LAMP-1) a la superficie 

celular. Para ello se siguió el protocolo previamente publicado221. Brevemente, 

0.5x106  LIT CD8+ controles o SIT fueron cultivados en placas de 96 pocillos y 

estimulados con PMA/lonomicina (1ig/ml de PMA - lmg/ml de lonomicina) en 

presencia de Brefeldina y Monensina durante 5hs. Al inicio del cultivo se agregó 

el anticuerpo antiCD107a*FITC  (BD). Mientras el estímulo induce la movilización 

de CD107a desde la membrana de los gránulos citotóxicos a la superficie celular, 

el anticuerpo se une a las moléculas que llegan a la superficie. La expresión de 

CD107a es transiente y es común que dicha molécula sea internalizada y 
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posteriormente degradada. La monensina y la brefeldina impiden que el 

anticuerpo sea degradado al inhibir la acidificación de las vesículas. 

Luego de las 5hs de cultivo, los LiT fueron lavados y teñidos con anticuerpos 

dirigidos contra moléculas de la superficie celular (principalmente CD28). 

d. Determinación de CD40L. La molécula CD40L se expresa en la superficie de 

LiT activados. Además, su expresión ha demostrado ser transiente dado que sufre 

procesos de reciclado constantes. Por este motivo, la detección de esta molécula 

en superficie se realizó siguiendo el protocolo previamente descripto por 

Chattopadhyay P.K. y c01.222. Para ello, LiT CD4+ o CD8+ controles y SIT se 

cultivaron con anticuerpos anti-CD40L/CD154 conjugados con *PE  en presencia 

de anticuerpos estimulantes anti-CD3 (2ig/ml) y Monensina durante 24 horas. 

Después de la estimulación, las células se tiñeron en la superficie como hemos 

mencionado anteriormente y luego se analizaron por citometría de flujo. 

e. Evaluación de fagocitosis. La evaluación de la capacidad fagocítica de los 

Mo/Ma se realizó mediante la utilización de microesferas de carboxilato 

fluorescentes (YG, yellow green) de 1tm (Polysciences, Inc.). Dichas partículas 

fueron añadidas a los co-cultivos de Mo/Ma con LiT controles o SIT (proporción 

celulas:microesferas 1:25). Las células y las partículas se incubaron a 37°C 

durante 30 minutos para favorecer su incorporación. Luego, las células fueron 

teñidas con anticuerpos dirigidos contra moléculas de superficie (CD 14 y CD3) y 

finalmente adquiridas en el citómetro de flujo. 

f Determinación de ROSy NO. Las sondas moleculares: H21)CF-DA (Invitrogen) y 

DAF-FM DA (Molecular Probes, Inc.) se utilizaron para la detección específica de 

ROS y NO, respectivamente. Estos compuestos, inicialmente no fluorescentes, 

difunden pasivamente a través de las membranas celulares. Una vez dentro de la 

célula, la sonda es deacetilada por esterasas intracelulares, evento que impide 

que dicho compuesto vuelva al espacio extracelular. En presencia de ROS u NO 

estos compuestos son oxidados y forman un compuesto benzotriazol fluorescente 

que puede ser detectado a 495/515 nm. 
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Brevemente, la producción de ROS y NO se evaluó en los co-cultivos de Mo/Ma 

con L1T SIT o LiT controles luego del agregado de una solución 10 tM de las 

sondas H2DCF-DA (ROS) o DAF-FM DA (NO). Los co-cultivos y las sondas se 

incubaron durante 30 minutos a 37°C. Luego fueron lavados, con el objetivo de 

eliminar el exceso de sonda. Posteriormente las celulas fueron teñidas en 

superficie (con anticuerpos anti-CD14). Como control, la producción intracelular 

de ROS y NO se evaluó en los Mo/Ma cultivados solos o estimulados con LPS/IFN-

y (1tg/m1 y 50ng/ml, respectivamente). 

y. "FIow Cytomix' Se trata de una metodología desarrollada comercialmente 

para la cuantificación, por citometría de flujo, de múltiples factores solubles 

(proteínas) en una misma muestra. 

Esta metodología se utilizó para la determinación de factores pro- angiogénicos 

(MMP-9 y VEGF-A) y angiostáticos (IP-lo) en los sobrenadantes de co-cultivo de 

Mo/Ma y LiT controles o SIT. 

Brevemente, partículas de un tamaño específico y además fluorescentes (APC+) a 

las cuales se han adsorbido anticuerpos dirigidos contra las proteínas a evaluar 

fueron incubados con: (i) los sobrenadantes de co-cultivo y (u) un anticuerpo 

secundario dirigido contra otro epitope de la proteína a evaluar y marcado con 

biotina. Esta mezcla se incubó durante 3hs a temperatura ambiente (TA). Luego 

de un lavado, la mezcla de partículas fue incubada con Estreptavidina *PE 

durante lh a TA (Ver Dibujo 1, abajo). Luego de un segundo lavado la mezcla de 

partículas se resuspende en buffer PBS-l% albúmina sérica bovina (ASB) y es 

adquirida en el citómetro de flujo. 

La cuantificación de los factores solubles se 

consigue a través de la realización de una curva de 

calibración con estándares de las proteínas a 

evaluar. 

Figura 1. Representación esquemática del sistema 

de captura y de detección de Jáctores solubles para 

su cuantificación por citometría de flujo. 
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2. ELISA. Para la determinación de citoquinas como IL-2, TNF, IL-10, IL-6, IL-8, IL-1Í3 

(BioLegend) e IFN-y (BD), en sobrenadantes de cultivo de LiT controles o SIT 

estimulados o en sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma y LiT controles o SIT se 

utilizaron kits de ELISA comerciales de acuerdo a las instrucciones del proveedor. 

En primer lugar se sensibilizaron placas de 96 reservorios (Costar) con el anticuerpo 

de captura disuelto en buffer de sensibilización (buffer carbonato pH 9,6 o buffer fosfato 

salino pH 7,2) durante 18 h a 4 T. Luego las placas se lavaron 3 veces con buffer de 

lavado (PBS pH 7,4; 0,01% Tween-20) y se incubaron con buffer de bloqueo (PBS-10% 

SBF) durante 1 h a TA. Luego, se incubaron, por duplicado, las muestras y la curva 

estándar (2hs a TA). Luego de 4 lavados se agregó el anticuerpo secundario biotinilado 

que se incubó lh a TA. Posteriormente, se lavó el exceso de anticuerpo secundario y se 

incubó con la estreptavidina-HRP (30min a TA). Finalmente se realizaron 7 lavados y se 

procedió al revelado con una solución de sustrato tetrametilbenzidina (TMB) y  0,03% de 

H202. La reacción se detuvo con H2SO4  2N y se determinó la absorbancia a una longitud 

de onda de 450 nm en un espectrofotómetro de placa. 

3. Western Biot. Se utilizó la técnica de Western Blot para la determinación de 

proteínas en Mo/Ma luego de 40hs de co-cultivo con LiT controles o SIT en presencia o 

ausencia de estímulo adicional (LPS). 

a. Extracto proteico. Como se ha descripto anteriormente, Mo y LiT fueron co-

cultivados durante 40 horas, posteriormente se estimularon con LPS (o medio de 

cultivo como control, tiempo cero, sin estímulo) durante 60 y 120 minutos. 

Después de este período, se eliminaron los LiT por exhautivos lavados con PBS y 

los Mo/Ma adherentes se despegaron en forma mecánica, con la ayuda de un 

"scrapper" y con PBS frío. Las Mo/Ma obtenidos se lisaron en SDS-Sample Buffer 

lx (BioRad). En todos los casos se controló la pureza de la población de Mo/Ma 

obtenida: pureza media cercana al 90%. Cada extracto se sometió a ultrasonido 

durante 15 segundos y posteriormente fueron calentados a 95°C durante 5 mm 

para una completa desnaturalización proteica. Los usados fueron clarificados por 

centrifugación a 10000rpm 5min y separados inmediatamente en geles SDS-

PAGE. 
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b. Preparación de geles. Geles de poliacrilamida al 10% (gel de resolución) se 

prepararon agregando 4 ml de agua destilada; 2,5 ml de buffer (1,5M Tris-HC1 pH: 

8,8); 3,33 ml de acrilamida 30%/bisacrilamida 0,8%; 100 Vil de SDS 10%; 5 ii de 

TEMED y  200 pi de persulfato de amonio 10%. Geles de poliacrilamida 

concentradores se prepararon agregando 3 ml de agua destilada; 1,25 ml de 

buffer (0,5M Tris-HC1 pH: 6,8); 650 ml de acrilamida 30%/bisacrilamida 0,8%; 50 

tI de SDS 10%; 5 pi de TEMED y  100 pi de persulfato de amonio. 

c. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizan tes. 

Luego de la preparación de los geles de poliacrilamida se sembraron las muestras 

y la corrida electroforética fue realizada en una cuba de electroforesis (Mini 

Protean II, BioRad) a 150 volt constante, en buffer de electroforesis (25 mM Tris 

pH 8,3; 192 mM glicina; 0,1% SDS) durante 50 minutos aproximadamente. 

d. Transferencia a membranas de nitrocelulosa. Las proteínas separadas por 

electroforesis se transfirieron utilizando un equipo Mini transblot (BioRad) a una 

membrana de nitrocelulosa (BioRad). Para ello se utilizó un buffer de 

transferencia (25 mM Tris pH 8,3; 192 mM glicina; 0,1% SDS; 20% metano]) y la 

misma se realizó a 100 volt constante durante 80min. La transferencia de 

proteínas fue chequeada por tinción de la membrana con el colorante de unión a 

proteínas Rojo Ponceau. 

e. Inmunomarcación. En primer lugar, las membranas se incubaron con buffer 

de bloqueo (0,15 M NaCl; 50 mM Tris; 0,1% Tween-20 -buffer TTBS - y 5% de 

leche descremada) durante lh a TA. Luego del bloqueo, las membranas se 

incubaron con diferentes anticuerpos (producidos en conejos): anti-fosfo-IKBa 

(Ser32, 14D4), NF-K132 plOO/p52 (Ceil Signaling Technology), TLR4 (Abcam), 3-

actina (control de carga, Ceil Signaling) o p38 (control de carga, Sigma Aldrich) a 

4°C durante toda la noche. Luego de lavar, las membranas fueron incubadas con 

anticuerpos anti-IgG de conejo conjugadas a peroxidasa (Pierce). Las bandas de 

proteínas se detectaron mediante quimioluminiscencia (ECL, Thermo Scientific 

Pierce). Las intensidades de las bandas de proteínas se analizaron por 
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densitometría utilizando el software Geipro Analyzer y se normalizaron con 

respecto a las bandas -actina o p38. 

4. Inmunofluorescencia. Se utilizó la técnica de inmunofluorescencia para la 

determinación de la translocación de la subunidad p65 de NF-KB al núcleo de los Mo/Ma 

luego de 40hs de co-cultivo con LiT controles o SIT y post-estímulo con LPS. 

a. Citospin. Como se ha descripto anteriormente, Mo y LiT fueron co-cultivados 

durante 40 horas, posteriormente se estimularon con LPS durante 120 minutos. 

Después de este período, se eliminaron los LiT por exhaustivos lavados y los 

Mo/Ma adherentes (aproximadamente 0.5x106) se recolectaron y 

resuspendieron en lOOpi de un medio rico en proteínas (RPMI- 20% de SBF). 

Posteriormente fueron centrifugadas durante 3 minutos a 600 - 800 rpm sobre 

portaobjetos pre-tratados (positivamente cargados para favorecer la unión de las 

células al vidrio). 

Los portaobjetos se mantuvieron 15-20 min a TA para su secado y 

posteriormente las células fueron fijadas con metanol durante 10 min a 4°C. Se 

lavaron dos veces con PBS lx y luego se permeabilizaron con PBS- 0,01% de 

Tritón-X100 durante 10 min a TA. Luego, las células se bloquearon en PBS-0,01% 

de Tritón-X100 y 2%SBF durante lh a TA. 

b. Inmunomarcación. Luego del bloqueo, las células fijadas a los vidrios fueron 

incubadas con anticuerpos de conejo contra la proteína p65 humana 

(eBiosciences) durante 18hs a 4°C. Luego de sucesivos lavados, se incubaron con 

un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a Alexa Fluor 488 durante 30 

min a 37°C. Posteriormente, la tinción del núcleo celular se realizó con el 

agregado del colorante joduro de propidio (IP) durante 10 min a TA. Luego de 

lavados con agua bidestilada, las células teñidas fueron montadas con FluorSave 

(Calbiochem) y analizadas por microscopia confocal (Olympus Fluoview 300). 
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III. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó con el software GraphPad Prism S.O. De acuerdo a las 

comparaciones deseadas se utilizaron los siguientes test estadísticos: ANOVA de una vía 

con post-test de Bonferroni y test-t de Student apareado, paramétrico o no paramétrico 

de acuerdo con la distribución de los datos. Los valores de p menores a 0.05 se 

consideraron significativos (95% de confianza). 

En general, en los gráficos de barras se representaron el valor medio ± SEM. 
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PUBLICACIONES 

Los resultados del Objetivo Específico II forman parte del manuscrito: "Tumor-

induced senescent T ce/ls promote the secretion of pro-inflammatory cytokines and 

angiogenicfactors by human monocytes/macrophages through a mechanism that involves 

Tim-3 and CD40L". Ramello MC.,  Tosello Boari j.,  Canale FP., Gastman B., Mena HA., 

Negrotto S., Gruppi A., Acosta Rodríguez EV., Montes CL.. Ce!! Death & Disease. 2014 

Nov 6;5:e1507. do¡: 10.1038/cddis.2014.451. 

Los resultados del Objetivo específico 1 forman parte de un manuscrito en 

preparación que será enviado para su publicación en el transcurso de 2015. 

Además, durante esta tesis participé en el siguiente Trabajo Científico: "IL-17RA 

Signa/ing Reduces Jnflammation and Mortality during Trypanosoma cruzi Infection by 

Recruiting Suppressive 1L-1 O-Producing Neutro phils". Tosello Boari J., Amezcua Vesely 

MC., Bermejo DA., Ramello MC.,  Montes CL., Cejas H., Gruppi A., Acosta Rodríguez EV. 

PL oS Pathogens 2012 Apr;8(4):e1002658. Epub 2012 Apr 26. 
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mechanism. Ramello MC;  Tosello Boari J; Canale F; Acosta Rodríguez E; Montes CL. LXI 
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