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ABREVIATURAS 
 

Ac: Anticuerpo 

ADNc: ADN copia 

ANOVA: Análisis de varianza 

ARNm: ARN mensajero 

c.p.m: Cuentas por minuto 

CD: Cluster de diferenciación 

CDs: Células dendríticas 

DO: Densidad óptica 

ELISA: Ensayo de inmunoadsorción ligado a enzima 

ESM: Error estándar de la media 

FACS: Citometría de flujo 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína 

GM-CSF: Factor estimulante de colonias para granulocitos y macrófagos 

HLA: Antígenos leucocitarios humanos 

IFN-γ: Interferón γ 

IL: Interleuquina 

IP: Ioduro de propidio 

LT: Linfocito T 

mAb: Anticuerpo monoclonal 

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad  

NK: Célula natural killer 

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica  

PE: Ficoeritrina 

PMNs: Leucocitos polimorfonucleares 

SBF: Suero bovino fetal 

SD: Desviación estándar 

SLPI: Inhibidor secretorio de proteasas leucocitarias 

SLPIrh: Inhibidor secretorio de proteasas leucocitarias recombinante humano 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral 
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dministración exógena de SLPI disminuyó el crecimiento 

e tumores de adenocarcinoma mamario y colon. El efecto antitumoral de SLPI fue 

directo, ya que el plasma derivado de los ratones inyectados con los clones 

iperproductores de SLPI, pero no el plasma control ni el SLPI, indujeron la apoptosis 

en 

eterminado tipo de tumores. 

alabras claves: SLPI, Cáncer, Neutrófilos, Moléculas de superficie, Apoptosis   

 

ROL DEL INHIBIDOR SECRETORIO DE PROTEASAS 

LEUCOCITARIAS (SLPI) EN LA PROGRESIÓN TUMORAL 

 

 
El SLPI es un inhibidor de serino proteasas de 11,7 kDa presente en mucosas y con 

actividad anti-inflamatoria. El objetivo de este trabajo fue esclarecer la función del SLPI 

en cáncer. Realizando estudios in vitro se determinó que SLPI disminuía la expresión de 

las moléculas CD54, CD29 y MHC clase I; sin embargo, las células HeLa tratadas con 

SLPI no fueron lisadas por células NK, sugiriendo que esta molécula podría ser un 

factor involucrado en los mecanismos de escape tumoral. Posteriormente se generaron 

clones de células derivadas de adenocarcinoma mamario murino hiperproductores de 

SLPIh y se observó que la administración s.c. de los mismos a ratones 

inmunocompetentes no generaba tumor. Sin embargo, los clones crecieron en ratones 

atímicos. La depleción de neutrófilos en ratones inmunocompetentes o en ratones 

atímicos permitió el crecimiento de los clones o aceleró la tasa de crecimiento de los 

mismos, respectivamente. La a

d

in

h

de los clones. Estos resultados sugieren que SLPI tiene actividad antitumoral 

d

 

 

 

P
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osis of tumor 

ells. Overall this result indicates for the first time that exogenous administration of 

LPI has an anti-tumoral effect which could be mediated by adaptive and innate 

mune responses through apoptosis. More importantly, our data suggest that SLPI 

e used 

 a new pharmacological tool for the treatment of certain kind of tumors. 

ey Words: SLPI, Cancer, Neutrophils, Cell Surface Molecules, Apoptosis   

 
 

ROLE OF SECRETORY LEUKOCYTE PROTEASE INHIBITOR 

(SLPI) IN TUMOR PROGRESSION  

 

 
The role of SLPI in cancer it is not completely elucidated. The aim of this work was to 

evaluate the SLPI pro or antitumoral activity. Intratumoral administration of SLPI 

reduced mammary and colon but not a lung adenocarcinoma tumor growth. This effect 

was independent of SLPI anti-protease activity. Furthermore, mammary tumor cells 

overexpressing hSLPI were not able to growth. In contrast, they were able to growth in 

Nude and mainly in neutrophils depleted Nude mice.  Plasma derived from mice that 

were inoculated with SLPI overexpressing tumor cells induced the apopt

c

S

im

presents an anti-tumoral effect allowing us to consider that this molecule could b

as
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1. CÁNCER 

 
1.1 CONCEPTOS BÁSICOS 

 

El cáncer ha sido conocido por el hombre desde la antigüedad; los antiguos egipcios, 

por ejemplo, ya sabían de su existencia. Sin embargo, como la mayoría de los tumores 

se desarrollan en las últimas décadas de la vida, hasta que la esperanza de vida no 

comenzó a incrementarse (esto es, desde mediados del siglo XIX), el número de 

ersonas que alcanzaban una edad suficiente para que se manifieste la enfermedad era 

l cáncer proviene de un desorden celular y aunque, generalmente, aparece como un 

e muchos pasos que reflejan alteraciones que conducen a la 

ansformación progresiva de células normales en células altamente malignas2.  

Las células de roedores requieren, como mínimo, la introducción de dos cambios 

genéticos antes de adquirir potencial tumorigénico; mientras que las células humanas 

p

relativamente pequeño.  Ahora que las enfermedades infecciosas, la principal causa de 

muerte en el pasado, han sido relativamente controladas por mejoras en la salud pública 

y en la medicina, la proporción de personas con riesgo de padecer cáncer se ha 

incrementado drásticamente1.  

 

E

tumor constituido por una masa de células, el tumor visible es el resultado final de toda 

una serie de cambios, los cuales pueden desarrollarse durante años1.  La tumorigénesis 

es un proceso d

tr

 

Los genomas de las células tumorales se encuentran alterados en múltiples sitios; dichas 

células sufren frecuentemente mutaciones puntuales en su ADN y cambios 

cromosómicos3.  

 

La transformación de células en cultivo es, en sí mismo, un proceso de muchos pasos. 
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son aún más difíciles de transformar4. Observaciones de tumores en humanos y en 

modelos animales muestran que el desarrollo tumoral procede vía un proceso análogo a 

 evolución Darwiniana. Es decir, una sucesión de cambios genéticos que confieren 

 de la misma. Los genes supresores de tumores, 

or el contrario, contribuyen al cáncer cuando las mutaciones los silencian. La falta de 

el ciclo 

elular, la proliferación celular, los factores de crecimiento, así como, con las múltiples 

 que en su mayoría, muestran 

na progresión histopatológica desde lesiones incipientes, con grados de displasia y 

tipia variables, tumores “benignos”, carcinomas intraepiteliales, hasta tumores 

filtrantes y finalmente con diseminación metastásica.   

la

algún tipo de ventaja en el crecimiento, llevan a la conversión progresiva de células 

humanas normales en células tumorales5. 

 

En la iniciación del cáncer desempeñan un papel fundamental dos clases de genes que, 

en sus versiones normales, controlan principalmente el ciclo celular. Los proto-

oncogenes favorecen el crecimiento celular; mientras que los genes supresores de 

tumores lo inhiben. Considerados en su conjunto, estos dos tipos de genes son 

responsables, en gran medida, de la proliferación celular descontrolada que se observa 

en los tumores. Cuando los proto-oncogenes mutan, pueden convertirse en oncogenes 

carcinogénicos capaces de dirigir una multiplicación desenfrenada. Las mutaciones 

pueden hacer que el proto-oncogén produzca en exceso alguna proteína estimuladora 

del crecimiento, o una forma hiperactiva

p

proteína supresora funcional priva a la célula del freno que, en situación de normalidad, 

impide el crecimiento desmesurado1,6.  

 

Es importante resaltar que, a la fecha, se han descrito más de 100 oncogenes con 

capacidad transformante in vitro y que, la mayoría son genes relacionados con 

c

rutas de transducción de señales. La pérdida de control de los mismos puede asociarse a 

una ventaja de crecimiento que finalmente confiere la actividad transformante.   

 

Por lo tanto, se puede decir que la formación de tumores humanos es muy compleja y 

requiere la acumulación de múltiples alteraciones oncogénicas7-10. Dichas alteraciones 

moleculares van asociadas al desarrollo de los tumores,

u

a

in
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1.2 CRECIMIENTO TUMORAL 

odelo sostiene que alguna de las mutaciones adquiridas 

lativamente temprano en la tumorigénesis conferirían, no solamente una ventaja 

plicativa, sino también, más adelante en la progresión tumoral, la capacidad para 

enerar metástasis.  

 

1.2.1 Etapas en el desarrollo del cáncer 

 

El desarrollo de un tumor comienza cuando una célula de una población normal sufre 

una o más mutaciones genéticas que favorecen la supervivencia y la proliferación de la 

misma. De esta manera, dicha célula, se convierte en la progenitora de una descendencia 

celular que crecerá en exceso, experimentando así, un fenómeno conocido como 

hiperplasia. Si, además de una proliferación desmesurada, la progenie celular presenta 

un aspecto anormal en su morfología y orientación se dice que el tejido presenta 

displasia. Transcurrido cierto tiempo, pueden ocurrir nuevas mutaciones que seguirán 

alterando el comportamiento celular. Las células afectadas presentarán anomalías 

crecientes en su desarrollo y aspecto. Como se describe más adelante, en determinado 

momento, el tumor, para poder seguir creciendo, adquiere la capacidad de generar vasos 

sanguíneos a partir de otros preexistentes cercanos al mismo en un proceso conocido 

como angiogénesis. El aporte de sangre le permite al tumor el poder seguir aumentando 

de tamaño ya que las células reciben oxígeno y nutrientes a través de estos nuevos vasos 

y así pueden seguir proliferando. Si el tumor aún no traspasa ninguna barrera para 

invadir otro tejido se habla de un cáncer in situ. El tumor puede permanecer así 

indefinidamente; sin embargo, algunas células pueden sufrir nuevas mutaciones. Si los 

nuevos cambios genéticos facilitan la invasión, por el tumor, de tejido circundante y la 

entrada de células tumorales en el torrente sanguíneo o linfa, se califica como maligna 

la masa tumoral y se habla de cáncer invasivo (Figura 1). Las células invasoras pueden 

entonces, iniciar nuevos tumores en otras partes del cuerpo (metástasis). En la 

actualidad se ha hipotetizado un modelo distinto para la capacidad de las células de 

volverse invasivas11. Dicho m

re

re

g
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Cáncer invasivo 

Cáncer in situ 
Célula genéticamente 

alterada Displasia Hiperplasia 

Vaso Sanguíneo 

 
Figura 1: Etapas en el desarrollo de un 
http://science.education.nih.gov/supplements/nih1/cancer/guide).

tumor. (Adaptado de 
 

 la gran variedad de 

enotipos diferentes de las distintas células tumorales son una manifestación de seis 

lectivamente, llevan al crecimiento 

s son:  

cimiento  

tiproliferativas   

amada (apoptosis)  

 Potencial replicativo ilimitado  

 

 

1.2.2 Características biológicas de las células tumorales 

 

Las células tumorales tienen defectos en los circuitos regulatorios que gobiernan la 

proliferación celular normal y la homeostasis. Ha sido sugerido2 que

g

alteraciones esenciales en la fisiología celular que, co

maligno. Dichas alteraciones adquiridas esenciales intrínseca

 

 Independencia de factores de cre

 Insensibilidad frente a señales an

 Evasión de la muerte celular progr

 Angiogénesis sostenida  

 Invasión de tejidos y metástasis.  
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Por otro lado, cabe mencionar, que en los últimos años se ha incorporado una séptima 

característica que deben poseer las células tumorales para llegar a generar cáncer y que 

 la menciona como extrínseca porque, ya no solo depende de la propia célula tumoral 

nismo portador12. Esta otra característica que 

debe ser tenida en cuenta es: 

 

e señalización y 

ctores de transcripción2,13. Este caso está perfectamente ejemplificado por el gen c-

supresores de tumores involucrados en mantener el punto de control (checkpoint) G1. 

se

sino también del sistema inmune del orga

 

 Evasión de la inmunovigilancia 

A continuación se menciona brevemente en que se caracterizan estas alteraciones 

esenciales que poseen prácticamente todas las células tumorales. 

 

1) Independencia de factores de crecimiento: Mientras una célula normal necesita 

una serie de señales de crecimiento transmitidas por receptores transmembrana, una 

célula transformada genera sus propias señales de crecimiento. Dicha independencia 

puede darse por producción de factores de crecimiento por parte de la misma célula 

tumoral, por alteraciones en la expresión de receptores de factores de crecimiento, por 

cambios en los niveles de expresión o por activación de moléculas d

fa

erbB-2, capaz de activar la ruta de señalización de MAPK (SOS-Ras-Raf-MEK-MAPK) 

generando señales mitogénicas en ausencia de factores de crecimiento. 

 

2) Insensibilidad frente a señales antiproliferativas: En un tejido normal, múltiples 

señales antiproliferativas operan para mantener a las células en un estado quiescente y 

para mantener la homeostasis tisular. Existen inhibidores solubles (por ej: TGF-β) que 

ayudan a mantener la quiescencia y que previenen que células dañadas progresen en el 

ciclo celular o que aumente la proliferación cuando las condiciones ambientales son 

inapropiadas. Las mayores respuestas celulares para evitar la proliferación 

descontrolada son el arresto del ciclo celular (en G0 o en G1) o la muerte celular 

programada (apoptosis). El arresto del ciclo celular provee el tiempo necesario para 

reparar y la apoptosis para eliminar a las células dañadas1. Las células tumorales están 

obligadas a escapar a este tipo de control para poder proliferar. Existen varios genes 
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Cabe destacar la importancia de las proteínas Rb (retinoblastoma) y p53 en la capacidad 

de arrestar el ciclo celular. En un gran número de tumores existen alteraciones, directas 

 indirectas, sobre estas proteínas u otras que interactúan con ellas para llevar a cabo su 

de iniciar la apoptosis si el daño en el ADN es 

reparable. Más adelante en esta tesis se describirá de manera más detallada el proceso 

o

función.   

 

3) Evasión de la muerte celular programada (apoptosis): La habilidad de un tumor 

para crecer en número de células, no viene dada solo por la tasa de replicación, sino por 

el balance entre ésta y la tasa de mortalidad. La resistencia al proceso de apoptosis es 

una característica de la mayoría, sino de todos, los tumores. Las células tumorales 

poseen varias estrategias por las cuales pueden desarrollar resistencia al proceso de 

apoptosis. Existe toda una gama de factores y de receptores que trasmiten las señales de 

muerte; ejemplos clásicos de esto son el receptor Fas y Fas ligando, el TNF-α y el 

TNFR1, entre otros. Existen, por otro lado, receptores denominados señuelos (en inglés 

decoy receptors) que carecen de los dominios de señalización. Muchos tumores 

sobreexpresan dichos receptores señuelos, los cuales pueden secuestrar factores de 

muerte presentes en el medio y promover la sobreviva de las células tumorales14. 

Existen también moléculas encargadas de monitorear daños en el ADN de la célula o 

anormalidades en el entorno que son capaces de iniciar el proceso de apoptosis. La 

estrategia más común utilizada por las células tumorales para evadir la apoptosis es la 

anulación de la función de reguladores pro-apoptóticos. El caso más citado es el de la 

proteína p53 que se encuentra mutada en más del 50% de los tumores humanos15 y que 

es una molécula encargada de activar proteínas que intervienen en la reparación del 

ADN, en caso de daño, y encargada 

ir

de apoptosis vinculado con el cáncer. 

 

4) Potencial Replicativo Ilimitado: Las células normales presentan un número 

limitado de replicaciones antes de entrar en lo que se conoce como senescencia y morir 

por apoptosis. Esto se debe a la presencia de secuencias de ADN no codificante 

conocidas como telómeros en los extremos de los cromosomas. Los telómeros están 

compuestos por varias miles de repeticiones de una secuencia de 6 pares de bases (pb), 

durante cada ciclo celular se pierden entre 50 y 100 pb teloméricas de los extremos de 
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cada cromosoma. Este acortamiento progresivo de los telómeros durante los sucesivos 

ciclos de replicación lleva a la muerte de la célula por apoptosis cuando el telómero 

alcanza una longitud crítica16. Sin embargo, la mayoría de las células tumorales que se 

mantienen en cultivo son inmortales. El mantenimiento de los telómeros es evidente en 

casi todos los tipos de células malignas y esto se debe a que, la gran mayoría de las 

mismas, expresan la enzima telomerasa17. Dicha enzima está formada por un complejo 

proteína - ácido ribonucleico con actividad polimerasa y es producida en células 

germinales embrionarias; pero su expresión es reprimida en las células somáticas 

maduras. Sin embargo, la gran mayoría de las células tumorales son capaces de activar 

 expresión y por lo tanto mantener los telómeros con una longitud superior a la 

as pueden 

ontrolar la biodisponibilidad de activadores e inhibidores angiogénicos21,22 y que; por 

su

longitud crítica permitiendo esto, que las células puedan replicarse de manera ilimitada. 

 

5) Angiogénesis sostenida: El oxígeno y los nutrientes suministrados por los vasos 

sanguíneos son cruciales para el buen funcionamiento y la supervivencia celular; por lo 

tanto, todos los tumores, necesitan un nuevo suministro de sangre para poder crecer en 

tamaño18. Una de las características de las células tumorales es que pueden activar el 

proceso de angiogénesis (formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de otros 

preexistentes) por varios mecanismos. En este proceso, es importante el balance entre 

factores inhibidores y activadores de la angiogénesis. En muchos tumores se ha descrito 

una sobreproducción de el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y/o de los 

factores de crecimiento fibroblásatico (FGFs). VEGF y FGFs 1 y 2 son potentes 

moléculas estimuladoras que señalizan vía receptores celulares endoteliales y son 

potentes mitógenos para células endoteliales. En otros tumores, se observó una 

disminución de la expresión de inhibidores endógenos de la angiogénesis como la 

trombospondina-1 o interferón-β19,20. También ha sido descrito que las proteas

c

lo tanto, son moléculas importantes en la activación o no de este mecanismo. 

 

6) Invasión de tejidos y metástasis: Tarde o temprano, durante el desarrollo de la 

mayoría de los cánceres humanos, en el tumor primario se generan células que son 

capaces de invadir tejidos adyacentes, de penetrar al torrente sanguíneo y viajar a 

órganos distantes en el cuerpo donde pueden anidar formando nuevos focos tumorales2. 
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Estos establecimientos distantes de células tumorales (metástasis) son la causa del 90% 

de las muertes por cáncer en humanos23. Este complejo proceso ocurre solamente 

cuando el tumor ya ha adquirido todas las características previamente enumeradas. 

Existen varios tipos de proteínas implicadas en mantener a las células en su 

correspondiente lugar en un tejido que se encuentran alteradas en las células con 

potencial metastásico e invasivo. Dichas proteínas incluyen moléculas de adhesión 

célula - célula (CAMs, Cadherinas) y célula - matriz extracelular (principalmente 

integrinas). Es importante destacar, que todas estas interacciones de “adherencia” 

transportan además señales regulatorias a la células24. Una de las alteraciones más 

observadas relacionadas con la metástasis involucra a la E-cadherina. La función de 

adhesión de la misma se encuentra claramente disminuida en la mayoría de los cánceres 

de origen epitelial. Son también evidentes los cambios que existen en la expresión de 

integrinas en las células invasivas y metastásicas. La exitosa colonización de nuevos 

sitios (tanto cercanos como distantes) por parte de las células tumorales demanda una 

adaptación, la cual es adquirida a través de cambios en el espectro de las subunidades α 

y β de las integrinas expresadas por dicha célula. Estas permutaciones resultan en la 

expresión de diferentes subtipos de integrinas que poseen distintos sustratos25. Otro 

parámetro a tener en cuenta en el proceso de invasión y metástasis es la presencia de 

proteasas extracelulares capaces de degradar la matriz extracelular. En muchos tumores 

epiteliales, dichas proteasas, no son producidas por las células tumorales; sino por las 

células estromales y por células inflamatorias presentes en la zona26. La activación de 

proteasas extracelulares y las alteraciones de las cadherinas, CAMs, e integrinas son 

entrales en la adquisición del potencial metastásico e invasivo por parte de las células 

ultan de la presión 

lectiva ejercida por el sistema inmune12. La relación existente entre el sistema inmune 

áncer será detallada en el próximo capítulo de la presente tesis.  

c

tumorales. 

 

7) Evasión de la inmunovigilancia: Los tumores desarrollan distintas estrategias para 

evadir la inmunovigilancia (es decir la capacidad del sistema inmune del organismo de 

detectar y eliminar células tumorales). Estas estrategias parecen no estar relacionadas 

con las otras características de la carcinogénesis ya mencionadas y res

se

y el c
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2. RESPUESTA INMUNE Y CÁNCER 

 al organismo o “señales de peligro”. La 

spuesta inmune se puede dividir en dos categorías: la respuesta inmune innata y la 

nfocitos T y B. 

ara el caso de las células dendríticas (CDs) el concepto actual es considerarlas como 

adas de precursores mieloides y linfoides27.  

 las células 

K, los linfocitos T (LT) γδ28 y los linfocitos B1 productores de anticuerpos naturales29. 

Los neutrófilos serán descritos en profundidad más adelante en este trabajo.  

 
2.1 RESPUESTA INMUNE 

 

El sistema inmune esta constituido por células y moléculas que coordinan su acción 

frente a la entrada de sustancias ajenas

re

respuesta inmune adaptativa o adquirida.  

 

Todos los componentes celulares del sistema inmune derivan de un progenitor común 

alojado en la medula ósea llamado precursor hematopoyético pluripotente. A partir de 

esta célula se originan otros dos precursores: el mieloide y el linfoide. El precursor 

mieloide da origen a los granulocitos, macrófagos y mastocitos mientras que el 

precursor linfoide da origen a las células natural killer (NK) y a los li

P

una familia de células deriv

 

2.1.1 Inmunidad innata  

 

La inmunidad innata es la primera línea de defensa del organismo y permite controlar a 

la mayor parte de los agentes patógenos. Se caracteriza por la baja especificidad, la 

escasa diversidad para el reconocimiento de antígenos extraños y por la falta de 

memoria inmunológica. Los principales componentes de este tipo de respuesta son las 

barreras físicas y químicas, constituidos por la piel y mucosas, y las sustancias 

antimicrobianas; las proteínas de la sangre, incluyendo el sistema del complemento y 

otros mediadores de la inflamación; las células fagocíticas, principalmente los 

macrófagos, neutrófilos y células dendríticas (CDs) y otros leucocitos, como

N

 16



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

 

Una de las propiedades claves de la respuesta inmune innata es que puede reconocer 

estructuras moleculares conservadas de microorganismos. Para lograr esto utiliza 

receptores como los “Toll-like receptors” (TLR) que se encuentran en los macrófagos y 

las CDs o como proteínas solubles del suero. El reconocimiento de estructuras 

moleculares conservadas por estos receptores envía una “señal de peligro” al sistema 

inmune que activa mecanismos efectores no específicos, como la activación del sistema 

complemento o la producción de citoquinas por parte de los macrófagos y las CDs. Sin 

embargo, el reconocimiento de estructuras conservadas de patógenos también activa la 

respuesta inmune adaptativa30. Las células clave en mediar la interacción entre la 

respuesta inmune innata y la adaptativa son los macrófagos y las CDs, que detectan 

señales de peligro” y se encuentran en casi todos los tejidos.  

.1.2 Inmunidad adaptativa 

mponentes celulares de este tipo de respuesta son, principalmente,  

s LTαβ y  los LB2. 

tas funciones y presentan receptores 

specíficos para el reconocimiento antigénico. 

“

 

2

 

La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por presentar una alta especificidad, tener 

una gran diversidad para el reconocimiento de moléculas y desarrollar una memoria 

inmunológica. Los co

lo

 

Los LT se dividen en células T colaboradoras (CD4+) y células T citotóxicas (CD8+).  

Ambas clases de linfocitos cumplen distin

e

 

Las células que participan en la respuesta inmune se encuentran organizadas formando 

tejidos y órganos linfáticos. Es en estos órganos linfáticos donde los linfocitos pueden 

interactuar con células no linfoides que son importantes tanto para el desarrollo del 

sistema inmune como para la iniciación de la respuesta inmune. Los principales órganos 

linfoides se clasifican en primarios, donde se generan los linfocitos y se produce la 

selección negativa de los clones autoreactivos, y órganos linfoides secundarios, donde 

se inicia la respuesta inmune adaptativa. Los órganos linfoides primarios son la médula 
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ósea, donde se originan los LB y LT, y el timo donde maduran los LT. Los LB maduran 

n y se diferencian en células efectoras, 

roceso que lleva varios días. Luego estas células efectoras migrarán hacia las zonas de 

tivan y comienzan a proliferar. 

n  tipo de microorganismo y el microambiente, el sistema inmune desencadenará 

na primer defensa contra los agentes patógenos, sino que también juega varios roles 

portantes en la inducción y modulación de la respuesta inmune adaptativa (Figura 2).    

directamente en la médula ósea.   

 

Una vez concluida la maduración en los órganos linfáticos primarios los LB y LT 

vírgenes, es decir, aquellos que aún no han entrado en contacto con un antígeno, 

circulan continuamente desde la sangre hacia los tejidos linfoides secundarios (ganglios 

linfáticos, bazo, tejido linfoide asociado a mucosas). En presencia de un agente 

infeccioso, los linfocitos que reconocen el antígeno quedan retenidos en el tejido 

linfático secundario donde se activan, prolifera

p

inflamación para eliminar al agente infeccioso. 

 

Sin embargo, el reconocimiento del antígeno por parte de los linfocitos requiere la 

intervención de un tipo especial de células denominadas células presentadoras de 

antígeno (CPA) profesionales que tienen la capacidad de presentar antígenos en su 

superficie celular en el contexto de las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) de clase I o de clase II. Estas células captan y procesan 

antígenos pertenecientes a agentes infecciosos o antígenos propios que luego son 

presentados a los linfocitos. Los clones de linfocitos que pudieron reconocer al 

antígeno, a través de sus receptores específicos, se ac

Segú el

una respuesta adaptativa de tipo humoral o celular31,32.  

       

Tanto los mecanismos de respuesta inmune innata como los de la adaptativa forman un 

sistema de defensa que funciona cooperativamente. La inmunidad innata no sólo provee 

u

im
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Amplificación de la respuesta inmune innata      Amplificación de la respuesta 

igura 2. Células que participan de la respuesta inmune. El sistema inmune consta de dos 

TEJIDO NO LINFÁTICO TEJIDO LINFÁTICO 

inmune adaptativa 

CD apoptótica 

 
F
tipos de respuestas: la innata y la adaptativa. Las dos respuestas no son independientes entre 

las células T. Estas células presentan características comunes en cuanto a 

 capacidad para incorporar y procesar antígenos, pero se diferencian en su capacidad 

oestimulatorias como CD80 y 

sí sino que se encuentran íntimamente relacionadas. 
 
 

2.1.3 Desarrollo de la respuesta inmune adaptativa 

 

Las células presentadoras de antígeno profesionales son una población heterogénea de 

leucocitos con capacidad inmunoestimuladora, que incluyen a los 

monocitos/macrófagos, los LB y las CDs, cuya principal función es procesar y presentar 

los antígenos a 

su

presentadora.  

 

Las células dendríticas tienen una amplia distribución por todo el organismo y son las 

principales CPA profesionales ya que son las únicas capaces de generar una respuesta 

inmune primaria. Se encuentran principalmente en piel, ganglios linfáticos, bazo y timo. 

Además se caracterizan por la presencia de determinados marcadores de superficie y por 

su morfología. Los marcadores más característicos que poseen son: moléculas de MHC 

de clase I y de clase II; moléculas CD1a, CD1b y CD1c; moléculas accesorias como 

CD40, CD44, CD11a, CD58 y CD54 y moléculas c
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CD86, entre otras. La expresión de estos marcadores depende del microambiente donde 

se encuentran y del estado de maduración de las CDs33. 

 

Las células dendríticas se originan a partir de un precursor mieloide o linfoide en la 

médula ósea. Sus precursores mieloides circulan por la sangre dirigiéndose hacia los 

tejidos periféricos donde permanecen como CDs inmaduras. En cambio sus precursores 

linfoides circulan por la sangre e ingresan directamente en los órganos linfáticos 

secundarios. Las CDs inmaduras se caracterizan por su alta capacidad para capturar y 

procesar antígenos y por su baja capacidad para estimular linfocitos. La captación de 

antígenos esta mediada por procesos de macropinocitosis, endocitosis mediada por 

receptores y fagocitosis. Este proceso de captación es muy eficiente. En presencia de un 

agente infeccioso y de mediadores inflamatorios las CDs inmaduras, sufren cambios 

que les permiten interactuar y activar a los linfocitos estimulando la linfoproliferación. 

Como primera modificación pierden su capacidad endocítica y aumentan la expresión 

de moléculas coestimulatorias como CD80/CD86 y moléculas del MHC de clase I y de 

lase II. Además modifican la expresión de receptores de quimoquinas lo que les 

eno unido 

  moléculas de MHC sobre la superficie de las CPA. Los péptidos unidos a MHC de 

c

permite migrar hacia los ganglios linfáticos más próximos donde se encuentran con los 

linfocitos.    

 

Las  CDs maduras son eficientes estimuladoras de los LB y LT. Las células B pueden 

reconocer directamente a los antígenos a través de sus receptores, sin embargo, los LT 

necesitan que el antígeno sea procesado y presentado por las CPA en el contexto de la 

molécula del MHC. El receptor de las células T reconoce fragmentos del antíg

a

clase I estimulan a las células T citotóxicas (LTc), mientras que los péptidos unidos a 

MHC de clase II estimulan a las células T colaboradoras (LTh).  

 

Luego de la maduración, las  CDs migran hacia los ganglios linfáticos más próximos en 

donde se encuentran con los LT naïve. La activación de los LT comienza cuando el 

complejo receptor de linfocitos T (TCR) reconoce un péptido específico alojado en el 

surco de unión al péptido de la molécula de MHC presente en la superficie de la CPA. 

Además, para que la activación sea eficiente es necesaria la presencia de moléculas 
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coestimulatorias en la superficie de las CPA como CD80 y CD86 que interactúan con 

CD28 presente en la superficie del LT. Estas dos señales MHC-péptido-TCR y 

CD80/CD86-CD28 inducen la activación del LT. A su vez, los LT activados enviarán 

ñales a las CPA, a través de la liberación de citoquinas y la expresión de moléculas de 

ncian a células 

 mediar diferentes acciones. Mientras que la activación de los LT  

ción en linfocitos T CD8+ citotóxicos, la activación de los 

 a su diferenciación en cuatro perfiles diferentes: 

β induciría Tregs. Este esquema es una sobre 

mplificación de lo que realmente ocurre in vivo, ya que se ha demostrado que otras 

 IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Ambas poblaciones comparten la 

se

superficie como CD40, activándolas e induciendo una mayor expresión de MHC de 

clase  I y II; facilitando de esa manera la presentación antigénica.  

 

Al activarse los LT no sólo se expanden sino que también se difere

efectoras capaces de

CD8+ conduce a su diferencia

LT CD4+ puede llevar

• Células Th1 

• Células Th2 

• Células Th17 

• Células T reguladoras (Treg) 

La decisión sobre el tipo de célula al que se va a diferenciar el LT CD4+ virgen ocurre 

luego del reconocimiento antigénico (sobre células que expresen MHC de clase II), 

durante la expansión clonal y esta determinado por el microambiente de citoquinas 

presentes en el medio. Por ejemplo, la presencia de IL-12 induce la diferenciación a un 

perfil Th1; en cambio la presencia de IL-4 induce la diferenciación a Th2. 

Recientemente se han incorporado las poblaciones Th17 y Tregs. Aparentemente, para 

que se induzca la producción de Th17 serían necesarias las citoquina TGF-β + IL-6; en 

cambio en ausencia de IL-6, TGF-

si

citoquinas como IL-18, IL-21, IL-23, IFN-γ, entre otras, participan en la polarización de 

las diversas respuestas celulares T34.  

 

Una vez generado un determinado patrón de células T colaboradoras, éstas comenzarán 

a producir un patrón de citoquinas característico. Las células Th1 producen 

fundamentalmente IFN-γ e IL-2, y también TNF-β. Las células Th2 producen 

principalmente IL-4, IL-5,
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capacidad de producir ciertas citoquinas como la IL-3 y el factor estimulante de 

 inmune adaptativa. Estas células 

rán capaces de desarrollar respuestas citotóxicas, pro-inflamatorias (Th1), respuestas 

umorales (a través de Th2 activando a los LB, colaboración T-B), respuestas 

as (Treg).  

.2 INMUNOBIOLOGÍA TUMORAL 

cer, (5) podrían ocurrir 

gresiones espontáneas de tumores y debería observarse evidencias de una respuesta 

colonias para granulocitos y macrófagos (GM-CSF). Por otro lado las células Th17 

expresan IL-17 e IL-2235. 

 

Independientemente del tipo de respuesta T generada, es interesante remarcar el rol 

central de las CDs en el desarrollo de la respuesta

se

h

autoinmunes (Th17) o respuestas supresor

 

 

2

 

2.2.1 Inmunovigilancia 

 

La teoría de la inmunovigilancia fue postulada originalmente por Burnet y Thomas a 

mediados del siglo XX. Estos autores propusieron que en el organismo se desarrollan 

frecuentemente tumores y que la mayoría de las veces éstos son eliminados por el 

sistema inmune1. Dichos autores sostenían esta hipótesis basándose en una cierta 

cantidad de hechos experimentales observados que se podrían resumir así: (1) la 

mayoría de las células malignas tienen cualidades antigénicas que las diferencian  del 

tipo celular del cual derivan, (2) esas diferencias antigénicas pueden ser reconocidas por 

células T y provocar una respuesta inmune. De ser esto así debería ocurrir que (3) la 

incidencia del cáncer debería ser mayor en períodos en que el sistema inmune funciona 

con menos eficacia, particularmente en el período neonatal y de edad avanzada, (4) la 

inmunosupresión debería aumentar la incidencia de cán

re

inmune en estos casos, y (6) un examen histológico más amplio podría mostrar que 

existen más tumores de los que son clínicamente aparentes1.  

 

La introducción de la teoría de la inmunovigilancia fue seguida rápidamente de la 

realización de muchos experimentos en todo el mundo, destinados a probar si sus 
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hipótesis eran correctas. Dentro de los primeros experimentos realizados se destacan los  

estudios efectuados con ratones atímicos en los cuales no se observaron incrementos 

generales en la frecuencia de aparición de tumores; sin embargo muchos de esos ratones 

desarrollaron cáncer al ser infectados accidentalmente por el virus del polioma que, 

raras veces causa tumores en los animales normales36. Esto, parecía sugerir que el 

sistema inmune estaba involucrado en la protección frente a la infección por virus 

oncogénicos más que en la protección frente al desarrollo de tumores. Un resultado 

similar se observó con animales depletados de linfocitos por tratamiento con suero anti-

nfocitario37. Por esto, durante muchos años, fue puesto poco interés en la posibilidad 

ilares se obtuvieron utilizando animales knock out para el receptor de 

N-γ40. También. estudios epidemiológicos en humanos muestran una correlación 

entre otros. Otra apreciación 

istopatológica que sugiere la estimulación de la respuesta inmune por parte de los 

li

de que el sistema inmune pudiera prevenir el desarrollo de tumores no inducidos por 

virus y la inmunovigilancia fue prácticamente olvidada. 

 

Sin embargo, experimentos más recientes generaron un renovado interés en el proceso 

de inmunovigilancia. Particularmente cabe destacar el experimento llevado a cabo con 

ratones C57BL/6 carentes de perforina (perforina-/-) que resultaron más sensibles a 

formar tumores inducidos por el carcinógeno metilcolantreno (MCA)38. La perforina es 

un componente de los gránulos citolíticos de las células T citotóxicas y de las células 

NK que es importante para causar la muerte de las células blanco de estos linfocitos. 

Después del desafío con MCA, los ratones perforina-/- desarrollaron significativamente 

más tumores comparados con los ratones perforina+/+ tratados de la misma manera39. 

Resultados sim

IF

positiva entre la presencia de linfocitos en un tumor y el aumento de la sobreviva de los 

pacientes41-44. 

 

Observaciones histopatológicas muestran la presencia de infiltrados leucocitarios que  

sugieren que los tumores son inmunogénicos, ya que, muchas veces, pueden verse en el 

área tumoral linfocitos T, macrófagos y neutrófilos 

h

tumores es la observación frecuente de proliferación linfocitaria en los ganglios 

linfáticos que drenan los sitios de crecimiento tumoral.  
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Por otro lado, que exista dicha respuesta inmune sugiere que los tumores poseen 

ntígenos reconocidos como extraños por el sistema inmune1,45. 

es, algunos de ellos implicados en diferenciación y/o 

roliferación. Esto daría lugar a la aparición de proteínas alteradas que podrían ser 

 esas células malignas. Generalmente se asocian a 

a

 

2.2.2 Antígenos tumorales 

 

Como ya se mencionó con anterioridad, los mecanismos de la oncogénesis involucran 

alteraciones estructurales de gen

p

vistos por el sistema inmune como verdaderos antígenos. En general los antígenos 

tumorales se pueden dividir en: 

 

Antígenos específicos de tumores (TSA): Son antígenos que solo aparecen en tumores 

y por tanto son exclusivos de

mutaciones. La mayoría de estos antígenos se han encontrado en modelos murinos de 

tumores inducidos por carcinógenos, y son escasos los definidos en tumores humanos. 

Se pueden citar como ejemplos: 

1)  Antígenos de origen viral. Es conocido que un grupo importante de tumores, como el 

papiloma humano, presentan una fuerte asociación con virus y expresan una serie de 

productos virales. En algunos casos se ha podido demostrar la existencia tanto de 

) Idiotipos

anticuerpos como de linfocitos T sensibilizados frente a estos productos. Estos 

antígenos son siempre específicos del tipo de virus inductor del tumor, 

independientemente del tipo de célula o tejido en donde se desarrolla el tumor. 

2 . Los idiotipos de las inmunoglobulinas de superficie de las neoplasias de 

células B, así como los del TCR en los linfomas T se consideran antígenos específicos 

de tumor frente a los cuales es posible el desarrollo de una estrategia de inmunoterapia 

 

 Antígenos asociados a tumores (TAA): Se trata de componentes celulares 

encontrados tanto en células normales como en tumorales; pero la expresión está 

aumentada y/o alterada en las células malignas. Dentro de estos antígenos se incluyen: 

1) Antígenos procedentes de reactivación de genes embrionarios. Son antígenos 

producidos normalmente por células embrionarias o fetales y que por lo tanto no son 

expresados por las células de individuos adultos. Sin embargo, estos antígenos pueden 
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ser expresados por  células tumorales en el adulto. Ejemplos clásicos son el antígeno 

carcinoembrionario y la α-fetoproteína. 

2)  Proteínas oncogénicas. Las mutaciones en el ADN que conducen a la aparición de un 

mor pueden dar lugar a la expresión de proteínas modificadas que pueden constituir 

inan 

bitualmente los linfocitos y los macrófagos; pero también pueden detectarse otras 

ables de la acción citostática y citotóxica del sistema inmune 

n muy heterogéneos; por lo tanto, en esta sección, mencionaremos solo algunos de los 

 un efecto antitumoral directo, debido a 

 capacidad citotóxica; mientras que el efecto mediado por células CD4+ se debe 

ión de 

iertos tumores. De igual manera, se ha demostrado en humanos, que suelen ser de 

vías. Pueden influir directamente inhibiendo la proliferación de células tumorales, y 

tu

antígenos asociados o inclusive específicos de tumor. 

 

2.2.3 Efectores de la respuesta inmune antitumoral 

 

Los estudios histológicos practicados en tumores han mostrado que la mayoría de ellos 

contienen un notable infiltrado de células inflamatorias, en los cuales predom

ha

células, que incluyen a las células dendríticas, los granulocitos y los mastocitos45.  

   

Los mecanismos respons

so

aspectos más esenciales. 

 

Acción antitumoral de los linfocitos T: Tanto las células CD4+ como las células CD8+ 

tienen capacidad para inducir resistencia contra el crecimiento tumoral, aunque por 

mecanismos distintos. Las células CD8+ ejercen

su

principalmente a la producción de citoquinas46. 

 

Acción antitumoral de las células NK: Las células NK poseen una importante 

capacidad de lisis de células tumorales in vitro e in vivo47. Así, mediante la 

reconstitución con células NK de animales irradiados, se ha observado regres

c

mejor pronóstico aquellos tumores que se encuentran infiltrados con células NK. 

 

Acción antitumoral de macrófagos: Los macrófagos son constituyentes importantes 

en el infiltrado celular de los tumores y pueden afectar al crecimiento tumoral por varias 
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promoviendo también la formación de estroma; aunque, segregan citoquinas que 

favorecen la angiogénesis48. Por otro lado, pueden atacar directamente a las células 

morales, sólo o en cooperación con otros mecanismos efectores. 

 presentadora de antígenos tumorales a las 

élulas efectoras de la respuesta inmune49. 

r será detallada más adelante dada su importancia en relación a 

ste trabajo de tesis.  

oración de respuestas celulares potentes contra el tumor (respuesta 

h1 antitumoral)51. 

tu

 

Acción antitumoral de las CDs: Numerosos tumores humanos están infiltrados por 

CDs. Clásicamente se ha correlacionado este hecho con un pronóstico favorable de la 

enfermedad, dado que las CDs podrían ser capaces de inducir y mantener una respuesta 

inmune apropiada capaz de inhibir el crecimiento tumoral y la posibilidad de dar 

metástasis. Aunque el mecanismo de acción de las CDs que infiltran tumores aún no 

está del todo elucidado, el hecho de encontrarse en íntimo contacto con las células 

malignas sugiere una función captadora y

c

 

Acción antitumoral de los neutrófilos polimorfonucleares (PMNs): Recientes 

estudios han sugerido que los neutrófilos cumplen un papel activo en la 

inmunovigilancia contra ciertos tipos de tumores. Esto depende de la clase y cantidad de 

citoquinas y factores quimiotácticos liberados naturalmente por las células tumorales y 

del grado de reclutamiento y activación de los PMNs infiltrantes50. La relación entre los 

neutrófilos y el cánce

e

 

Acción antitumoral de mediadores solubles de la respuesta inmune: Los factores 

solubles de la respuesta inmune cuya acción se ha demostrado más efectiva frente al 

desarrollo y crecimiento de las células tumorales son el IFN-γ, la IL-2 y el TNF-α. Con 

respecto al IFN-γ, cabe destacar que es un citoquina producida por las células T y NK 

que actúa sobre células del sistema inmune como macrófagos y linfocitos T citotóxicos 

(LTc) y cumple un papel fundamental dotando a un huésped inmunocompetente de los 

mecanismos de elab

T
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2.2.4 Teoría de la inmunoedición del cáncer  

ación, equilibrio y escape (las tres Es de la inmunoedición del 

áncer, Figuras 2 y 3). 

 

Una teoría postulada hace solo algunos años sostiene que la inmunovigilancia puede ser 

solo un componente dentro de un proceso más general denominado inmunoedición del 

cáncer52. La inmunedición del cáncer es contemplada principalmente como el resultado 

de tres procesos: elimin

c

 

Eliminación: El proceso de eliminación abarca al concepto original de 

inmunovigilancia trabajando en conjunto con los mecanismos supresores de tumores 

intrínsecos de la célula como son la reparación del ADN o la inducción de apoptosis por 

daño al ADN o por la activación de ciertos oncogenes53. En la primera fase del proceso 

de eliminación, una vez que los tumores sólidos alcanzan un determinado tamaño,  

comienzan a crecer de una manera más invasiva y se inicia entonces la producción de 

proteínas estromales y pro-angiogénicas generadas por las propias células tumorales18. 

El crecimiento invasivo causa pequeñas lesiones dentro del tejido circundante lo que 

induce señales inflamatorias que llevan al reclutamiento de células de la respuesta 

inmune innata (células NK, NKT, linfocitos T γδ, macrófagos y CDs)54,55. Diversas 

estructuras presentes en las células transformadas son reconocidas por los linfocitos 

infiltrantes los cuales son entonces estimulados a producir IFN-γ. En la segunda fase el 

IFN-γ producido puede inducir la muerte de una cierta cantidad de células tumorales y 

también puede inducir la producción de quimoquinas (CXCL10, CXCL9, CXCL11) por 

parte de las mismas células tumorales y del tejido sano circundante; algunas de las 

cuales tienen potentes capacidades angiostáticas por lo que bloquean la formación de 

nuevos vasos dentro del tumor, esto produce aún más muerte de células tumorales. Las 

células tumorales necróticas son entonces fagocitadas por CDs inmaduras las cuales 

migran entonces al ganglio linfático drenante. Las quimoquinas producidas durante el 

proceso inflamatorio reclutan también más células NK y macrófagos. En una tercera 

fase, dichas células NK y macrófagos producen IL-12 e IFN-γ y matan aún más células 

tumorales por activación de mecanismos citotóxicos. En el ganglio linfático drenante, 

las CDs inducen LT CD4+ específicos del tumor que expresan IFN-γ (Th1) que, a su 
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vez, facilita el desarrollo de LT CD8+ específicos del tumor. En una cuarta fase los LT 

CD4+ y CD8+ específicos se dirigen al tumor donde los LT citotóxicos destruyen las 

élulas portadoras del antígeno tumoral52.  

largo de los tres procesos y pueda ocurrir durante un período de muchos 

ños52,53.   

 la enfermedad. Los mecanismos de escape tumoral se detallan 

n la próxima sección. 

c

 

Equilibrio: En este proceso es cuando ocurre lo que se denomina inmunoselección. El 

sistema inmune del huésped y algunas células tumorales que han sobrevivido al proceso 

de eliminación entran en un equilibrio dinámico. Los linfocitos y el IFN-γ ejercen una 

potente presión de selección sobre las células tumorales que es suficiente para contener; 

pero no para eliminar completamente un tumor conteniendo muchas células 

genéticamente inestables y con una alta tasa de mutación. Durante este período de 

selección Darwiniana, muchas de las células tumorales son destruidas; pero, nuevas 

variantes se originan con nuevas mutaciones; de esta forma se generan células 

resistentes a las células efectoras del sistema inmune. Como el proceso de equilibrio 

involucra la eliminación continua de células tumorales y la producción de variantes 

resistentes por presión de selección ejercida por el sistema inmune, probablemente, éste 

sea el más 

a

 

Escape: En este proceso es cuando ocurre lo que algunos autores denominan 

inmunosubversión12 (que es una supresión activa de la respuesta inmune). Durante el 

mismo, las variantes tumorales que se han hecho insensibles a la detección y/o 

eliminación por parte del sistema inmune debido a cambios genéticos o epigenéticos 

comienzan a crecer y multiplicarse de una manera descontrolada. Esto resulta en la 

manifestación clínica de

e
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Figura 3. Los tres procesos involucrados en la inmunedición del cáncer. (a) Eliminación 
es el proceso que involucra a la inmunovigilancia. (b) El equilibrio representa el proceso por el 
cual el sistema inmune selecciona y/o promueve la generación de variantes celulares tumorales 
capaces de sobrevivir al ataque del sistema inmune. (c) Escape es el proceso por el cual las 
células tumorales pueden evadir definitivamente al sistema inmune y multiplicarse de forma 
descontrolada. En a y b se muestran en azul las células tumorales sensibles al ataque inmune, 
en rojo variantes celulares tumorales y las células no transformadas en gris. En c se muestran 
variantes celulares tumorales adicionales que se han formado como resultado del proceso de 
equilibrio en naranja. Se muestran también diferentes poblaciones linfocitarias reclutadas al 
tumor. Los círculos na

Eliminación Equilibrio Escape

Inestabilidad genética/heterogeneidad  tumoral

ranja pequeños en a representan citoquinas y las estrellas blancas 
presentan actividad citotóxica de los linfocitos contra las células tumorales (Adaptado de 

munology52). 

el sistema inmune del huésped (factores extrínsecos) en la carcinogénesis.   

re
Nature Im
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 4. Relación entre los aspectos intrínsecos de las celulares tumorales y los efectos 
d
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2.2.5 Mecanismos de escape tumoral 

une del 

rganismo se conocen como mecanismos de escape inmunológico o tumoral.  

rcida por el sistema inmune durante el proceso ya 

encionado de inmunoselección.  

NK, confiriendo un mecanismo de evasión del 

conocimiento inmunológico51.     

+

diferenciación de los LTc antitumorales. La segunda razón, es que, la falta de 

 

Los mecanismos por los cuales un tumor puede evadir la respuesta inm

o

 

Los tumores desarrollan distintas estrategias para evadir la inmunovigilancia que 

resultan de la presión selectiva eje

m

 

Una estrategia común para eludir la respuesta inmune mediada por células T es la 

disminución o la pérdida de expresión de moléculas HLA de clase I en las células 

tumorales, de forma tal que no puedan formarse los complejos de péptidos del antígeno 

tumoral procesado y moléculas MHC necesarios para el reconocimiento por los LTc. 

Las alteraciones en los niveles de expresión de HLA posibilitan la exposición de nuevas 

variantes tumorales al ataque de células NK, cuyas funciones efectoras dependen del 

nivel de HLA-I expresado en la superficie de las células tumorales. Mientras los LTc 

reconocen péptidos antigénicos asociados con tumores presentados por HLA-I, las 

células NK son citotóxicas para aquellas células que han perdido la expresión de HLA-I, 

ya que se activan cuando la señal inhibitoria de HLA-I desaparece o es drásticamente 

inhibida. Por otra parte, la expresión de moléculas aberrantes de HLA-I actúa como 

señal inhibitoria de la lisis por 

re

  

Por otro lado, los tumores que expresan complejos MHC de clase I - péptido que son 

reconocidos por los LTc del huésped pueden ser incapaces de activarlos por dos 

razones. La primera, debido a que la mayor parte de las células tumorales no expresan 

moléculas MHC de clase II, por lo tanto, no pueden activar directamente a las células T 

colaboradoras CD4  específicas para el tumor. Si la células presentadoras de antígeno 

(CPA) profesionales no infiltran estos tumores, captan y presentan antígenos tumorales 

y activan a las células colaboradoras adecuadamente, no se producirá la máxima 
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coestimuladores en las células tumorales puede deteriorar la activación de la célula T. 

La activación de los LTc requiere la coestimulación a través de moléculas de la 

superficie celular, como B7-1 (CD80) o B7-2 (CD86), que generalmente, no están 

presentes en las células tumorales. La presentación del antígeno de la célula tumoral a 

las células T en ausencia relativa de coestimuladores puede inducir tolerancia periférica 

(anergia clonal) en los linfocitos T específicos del tumor31. 

 

También las células tumorales pueden presentar un procesamiento antigénico 

defectuoso. En la formación de complejos MHC I - péptido y en el procesamiento de 

antígenos, los proteosomas generan, a partir de proteínas citosólicas, péptidos que luego 

son transportados al retículo endoplasmático por el transportador asociado con el 

procesamiento antigénico (la proteína TAP). TAP está compuesta por dos subunidades: 

TAP-1 y TAP-2. Deficiencias en cualquiera de sus componentes bloquean su función 

transportadora, reduciendo el repertorio de péptidos disponibles para unirse a moléculas 

nacientes del MHC I y disminuyendo la estabilidad y expresión en superficie de 

moléculas MHC de clase I en las células afectadas. En una gran variedad de líneas 

celulares y tejidos tumorales se describieron defectos en estos componentes de la vía 

endógena o biosintética de procesamiento antigénico51. 

 

Otro de los mecanismos de evasión descriptos clásicamente, es la inducción de 

inmunosupresión por parte de las células tumorales mediante la secreción de citoquinas 

anti-inflamatorias, como TGF-β, que tienden a suprimir la respuesta inmune celular. En 

concordancia con estos hallazgos, numerosos estudios han demostrado que los linfocitos 

infiltrantes aislados de tumores sólidos humanos (TIL) son funcionalmente deficientes 

en comparación con los de la circulación periférica. Las deficiencias funcionales 

observadas en los TIL consisten en una ausencia total de la respuesta por mitógenos, 

antígenos extraños o aloantígenos, o bien defectos parciales en la proliferación, 

citotoxicidad antitumoral o producción de citoquinas56. Otras investigaciones han 

mostrado la presencia de linfocitos T apoptóticos en tejidos tumorales donde la 

apoptosis de las células tumorales es indetectable, lo que indicaría que los TIL, en 

algunos casos, serían inducidos a entrar en apoptosis en el microambiente tumoral. 
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La muerte celular programada de las células tumorales es mediada al menos por dos 

mecanismos moleculares diferentes y de rápida acción. Uno de ellos, el mecanismo 

secretor, combina la acción de: perforinas (secretadas y capaces de generar poros en la 

membrana de la célula blanco) y granzimas (cosecretadas con las perforinas, penetran 

en la célula blanco a través de los poros generados por las perforinas e inducen la 

muerte celular). También las granzimas entran en las células blanco a través de 

mecanismos independientes de perforinas. En el segundo mecanismo un ligando de la 

superficie de membrana de la célula citotóxica (CD95L/FasL/Apo1L), miembro de la 

familia del TNF (factor de necrosis tumoral), se une con un receptor presente en la 

superficie de la célula blanco (CD95/Fas/Apo1) para inducir apoptosis. Ambos 

mecanismos conducen a la lisis apoptótica y desempeñan un papel importante en la 

vigilancia inmunológica mediando la citotoxicidad celular.  Por lo tanto si existen 

alteraciones en estos mecanismos las células tumorales podrían evadir, también de esta 

forma, la inmunovigilancia. Así, se describió la pérdida parcial o completa del receptor 

CD95 o Fas en una gran variedad de tumores originados de tejidos que normalmente lo 

expresan. Al estar esos receptores, ausentes o bloqueados las células tumorales 

presentarán una sensibilidad reducida a la acción de los LTc creando sitios privilegiados 

de inmunosupresión51. También se ha observado disminución de la expresión o 

mutaciones de otros receptores de muerte, metilación  o mutación del gen que codifica 

para la caspasa-8, y sobreexpresión del inhibidor de caspasa-8 (FLIP) en células 

tumorales57. Por otra parte, también se ha demostrado la expresión de CD95L y TRAIL 

en distintas células tumorales. Por lo que se deduce que los tumores podrían usar estas 

moléculas como arma de “contraataque” induciendo la apoptosis de los linfocitos T. 

Más adelante se describirán con más detalle los mecanismos de inducción de apoptosis 

y de contraataque. 

 

Por otro lado, varios productos tumorales pueden estar involucrados en la 

inmunosubversión (supresión activa de la respuesta inmune). Por ejemplo, algunos 

tumores (o células mieloides asociadas a tumores) sobreproducen óxido nítrico y poseen 

una actividad aumentada de arginasa-1; ambos efectos pueden inhibir la función de las 

células T58. También, la degradación del triptofano por la indolamina 2,3-dioxigenasa 

(IDO), la cual es constitutivamente expresada por tumores, promueve resistencia al 
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rechazo de células tumorales por el sistema inmune. La IDO producida localmente 

puede bloquear la proliferación de células T CD8+ en el sitio del tumor, como también 

promover la apoptosis de las células T CD4+59,60. 

 

Ha sido demostrado en modelos murinos que las células T CD8+ específicas de tumor 

están activadas al inicio del crecimiento tumoral; pero esas células muestran una pérdida 

progresiva de su función citolítica en estadíos posteriores. De manera similar, células T 

CD4+ específicas de tumor pierden progresivamente su actividad antitumoral; mientras 

que el número de células Treg se incrementa con el avance de la enfermedad61-63. 

 

Por otro lado, en los tumores existen varios factores (como VEGF, IL-6, IL-10, TGF-β,  

óxido nítrico sintasa 2 (NOS2), arginasa-1, IDO, COX2, gangliósidos, etc.) que pueden 

inhibir la diferenciación, maduración y función de las CDs; por lo tanto, las CDs locales 

tienden a mediar efectos inmunosupresores y a promover la diferenciación de células 

Treg en lugar de mediar efectos inmunoestimulatorios64.   
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Figura 5. Mecanismos de escape tumoral. Se ilustran en la figura algunos de los 
mecanismos que utilizan los tumores para evadir a la respuesta inmune. (Adaptado de 
Inmunopatología molecular: nuevas fronteras de la medicina51). 
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Por todo lo expuesto en esta sección se puede deducir que; aunque una respuesta 

inmune antitumoral sea montada por el huésped, esta respuesta puede fallar en eliminar 

el tumor y, en el peor de los casos, ésta podría estimular la carcinogénesis y la 

progresión tumoral como resultado de la inflamación crónica generada. 

 

 

2.3 LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES (PMN) Y CÁNCER 

 

2.3.1 Leucocitos polimorfonucleares (PMN): Neutrófilos 

 

Los neutrófilos pertenecen al grupo de leucocitos sanguíneos denominados 

granulocitos. Los granulocitos, llamados así debido a que contienen abundantes 

gránulos en su citoplasma, se clasifican en neutrófilos, basófilos y eosinófilos de 

acuerdo a las características de tinción de sus gránulos.  

 

Los neutrófilos, también llamados leucocitos polimorfonucleares por su núcleo 

multilobulado y de variada morfología, son los granulocitos más abundantes en sangre 

periférica. Responden con rapidez a estímulos quimiotácticos, fagocitando y 

destruyendo patógenos y partículas extrañas. Los neutrófilos pueden ser activados por 

citoquinas producidas sobre todo por macrófagos y células endoteliales y se las 

considera la principal población celular en la respuesta inflamatoria aguda31. 

 

Sus características principales son: 

 

 Son los leucocitos sanguíneos circulantes más abundantes. 

  Constituyen más del 90% de los granulocitos. 

 Se producen en la médula ósea a razón de unos cien mil millones al día.  

 Son de vida corta (2-3 días). 

 Son circulantes, salvo cuando son reclutados a tejidos en inflamación.  

 Su núcleo es multilobulado (de 2 a 5 lóbulos).  

 Tras salir de la médula ósea, circulan por la sangre durante 7-10 horas, y luego 

pasan a tejidos, donde mueren, por apoptosis, a los 2-3 días.  
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Se han descrito cuatro tipos de gránulos presentes en los neutrófilos: i) Gránulos 

azurófilos (primarios): son mayores y más densos que el resto de los gránulos y 

contienen mieloperoxidasa, agentes antimicrobianos no oxidantes (defensinas, catepsina 

G y algo de lisozima) y elastasa; ii) Gránulos específicos (secundarios): son más 

pequeños y menos densos y contienen la mayor parte de la lisozima de la célula, así 

como lactoferrina y fosfatasa alcalina; iii) Gránulos terciarios: contienen gelatinasa y 

iv) Vesículas secretorias. 

 

Los neutrófilos son los primeros fagocitos en llegar a la zona de infección, atraídos por 

un mecanismo de quimiotaxis y haptotaxis debida a sustancias liberadas en el foco de la 

infección. Al llegar al foco infeccioso, fagocitan la partícula extraña, incluyéndola en un 

fagosoma, al que fusionan sus gránulos. La presencia de ciertas proteínas asociadas a 

los gránulos en la superficie celular permite la adhesión celular y la locomoción al sitio 

de infección, mientras que la presencia de estas proteínas en el fagosoma ayuda a la 

destrucción de los microorganismos.     

 

Son numerosos los mecanismos por los cuales los neutrófilos llevan adelante funciones 

microbicidas y/o microbiostáticas. La eficiencia de la fagocitosis depende de la 

presencia sobre la superficie del patógeno de moléculas que puedan ser reconocidas por 

el neutrófilo, ya sean propias del microbio o se depositen sobre su superficie como 

consecuencia de la acción del sistema inmune; en este ultimo grupo encontramos los 

factores C3b y C3bi y la IgG, los cuales reciben el nombre colectivo de opsoninas65. 

 

Cuando el neutrófilo entra en contacto con el microorganismo patógeno lo envuelve 

mediante seudópodos, dando origen a una vacuola fagocítica o fagosoma. 

Simultáneamente, los lisosomas primarios se unen al fagosoma dando origen al 

fagolisosoma; dentro del mismo el microorganismo es sometido a la acción de dos 

sistemas citotóxicos diferentes, uno dependiente de especies oxidantes derivadas del 

oxígeno (oxígeno dependiente) y el otro oxígeno-independiente. Los primeros están 

mediados por la producción de intermediarios reactivos del oxígeno (IRO) y 

comprenden al anión superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno (H2O2), anión hipoclorito 

(ClO-), radical hidroxilo (OH-), oxígeno singulete (1O2
-) y cloraminas. Todos los IRO 
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producidos por los fagocitos derivan del anión superóxido y la enzima responsable de su 

generación es la NADPH oxidasa. El mecanismo microbicida oxígeno independiente 

esta mediado por proteasas, péptidos catiónicos y otras proteínas bactericidas. Entre las 

proteasas presentes en los gránulos del neutrófilo encontramos la elastasa, catepsina G, 

colagenasa y gelatinasa. Otras proteínas también presentes son la lactoferrina y la 

lisozima, esta última proteína hidroliza las uniones β 1-4 glucosídicas de los 

mucopéptidos de la pared bacteriana. La lactoferrina fija y retiene hierro necesario para 

el metabolismo bacteriano. También encontramos la proteína bactericida 

incrementadora de la permeabilidad y los péptidos catiónicos 1 y 2 de macrófagos 

capaces de permeabilizar las membranas bacterianas. Las defensinas son otro grupo de 

péptidos moderadamente catiónicos que inducen alteraciones en la integridad de las 

membranas bacterianas65. Trabajos recientes expanden el potencial de acción de los IRO 

y demuestran que también pueden modificar las funciones celulares al participar en la 

cascada de señalización (fenómeno denominado "señalización redox"). Los IRO pueden 

inhibir una serie de tirosín fosfatasas vía oxidación de residuos claves, permitiendo la 

fosforilación  de moléculas66. En otros estudios se ha encontrado que los IRO inducen la 

fosforilación de kinasas de adhesión focal en células endoteliales67, esto lleva a la 

disrupción de las uniones intracelulares y redistribución de las adhesiones focales. Los 

IRO también afectan la función del neutrófilo, ya que aceleran el proceso de apoptosis 

dependiente de caspasa-868. 

 

Finalmente, como los neutrófilos, también pueden producir y secretar un amplio 

abanico de citoquinas, que incluyen IL-1, IL-8, IL-10, IL-12 y TNF-α entre otras, 

pueden influir en la modulación del balance entre la inmunidad humoral y celular 

contribuyendo a la generación de una respuesta del tipo Th1 o Th269,70. 
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2.3.2 Los neutrófilos en reacciones antitumorales 

 

El rol que cumplen los leucocitos polimorfonucleares (PMNs) en la progresión tumoral 

es controversial. En modelos animales, su presencia puede, a veces, ser perjudicial por 

favorecer el crecimiento maligno y la progresión tumoral71. Sin embargo, estudios más 

recientes han mostrado que los neutrófilos participan de forma activa en la 

inmunovigilancia contra algunos tumores72-76. Estos resultados aparentemente 

contradictorios podrían deberse al tipo y cantidad de citoquinas y factores 

quimiotácticos liberados naturalmente por las células tumorales y al grado de 

reclutamiento y activación de los PMNs infiltrantes del tumor. 

 

El balance natural tumor-PMN puede ser drásticamente alterado en tumores 

manipulados genéticamente para liberar citoquinas o quimoquinas en su microambiente. 

Aunque la cantidad liberada es generalmente pequeña, ésta puede ser muy grande en 

comparación con las producidas por los tumores no modificados y puede producir 

efectos muy marcados. Casi todas las citoquinas liberadas de forma sostenida por 

células tumorales modificadas, a saber IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IFN-α, 

IFN-β,  IFN-γ, factor estimulante para colonias de granulocitos (G-CSF) y TNF-α, 

generan una reacción local masiva que lleva al rechazo de éstas células tumorales 

productoras de citoquinas y al establecimiento de una significativa inmunidad contra las 

células tumorales no modificadas. Los PMNs juegan un papel fundamental en todos 

estos rechazos inducidos por citoquinas; frecuentemente en colaboración con linfocitos 

T CD8+77,78. Como, los granulocitos circulantes de pacientes portadores de tumor tienen 

disminuida su actividad citotóxica79, situación que empeora aún en pacientes tratados 

con agentes quimioterápicos80, podrían ser propuestos sistemas capaces de llevar al 

reclutamiento de PMNs y a su activación dentro del microambiente tumoral como una 

nueva herramienta terapéutica. 

 

La extravasación desde un vaso sanguíneo al tumor es un proceso regulado que 

involucra una serie de interacciones coordinadas entre los PMNs y las células 

endoteliales. Varias moléculas intervienen en este proceso, principalmente integrinas, 

selectinas y citoquinas. Las moléculas de adhesión GMP 140 (P-selectina), ELAM-1 (E-
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selectina) y LAM-1 (L-selectina) permiten a los neutrófilos tomar contacto con el 

endotelio disminuyendo su velocidad de circulación y haciendo que “rueden” sobre el 

mismo. Rodando lentamente, los PMNs empiezan a recibir señales (principalmente 

interleuquinas y quimoquinas) liberadas por el endotelio que hacen sean reemplazadas 

las interacciones de baja afinidad establecidas por las selectinas por interacciones de 

mayor afinidad en las que participan las integrinas (sobre todo β2-integrina) y sus 

contrarreceptores en el endotelio vascular (ICAM-1, ICAM-2 y VCAM-1)65.  

 

Algunos mediadores proinflamatorios u otros factores secretados por células tumorales 

genéticamente modificadas incrementan la expresión en el endotelio de varias 

moléculas de adhesión y activación leucocitaria. IL-1β y TNF-α inducen y/o aumentan 

la expresión de ELAM-1 y VCAM-1 en las células endoteliales; mientras que IFN-γ 

principalmente promueve la expresión de ICAM-181. También se observó que ocurre 

acumulación intratumoral de PMNs cuando está presente en el microambiente IL-10, 

una citoquina típicamente anti-inflamatoria. Ha sido demostrado que la liberación local 

de altos niveles de IL-10 por células tumorales mamarias modificadas genéticamente 

para que liberen dicha citoquina resulta en una actividad tanto anti como pro-

inflamatoria debido a una gran expresión de ELAM-1 en el endotelio en los vasos 

periféricos del tumor82.  

 

Los PMNs reclutados al tumor por la alta expresión, por parte del endotelio, de 

moléculas de adhesión juegan un rol clave en la generación de una fuerte respuesta 

antitumoral. 

 

Los neutrófilos reclutados producen varios mediadores citotóxicos, incluyendo especies 

reactivas del oxígeno (ROS), proteasas, agentes perforadores de membranas, y 

mediadores solubles de muerte celular, tales como TNF-α, IL-1β e IFNs83.  

 

Ha sido demostrado que las ROS como el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el ácido 

hipocloroso (HClO) liberados por los PMNs activados son cruciales en los efectos 

antitumorales de los neutrófilos84,85. Otro mecanismo propuesto para la muerte de 

células tumorales mediada por PMNs es la citotoxicidad celular dependiente de 

 38



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

anticuerpos (CCDA)86 y ha sido observado que el GM-CSF aumenta la CCDA generada 

por los  PMNs en células tumorales de melanoma, neuroblastoma y cáncer colorectal. 

Como ya se mencionó con anterioridad, las defensinas son los componentes más 

abundantes de los gránulos azurófilos de los PMNs y también se ha visto que son 

moléculas muy tóxicas para ciertos tipos de células tumorales. Por otro lado, estos 

gránulos poseen también elastasa y catepsina G, dos proteasas particularmente 

perjudiciales para las células endoteliales. En concordancia con todo lo mencionado, 

investigaciones histológicas de las áreas tumorales muestran que el daño producido por 

los PMNs presenta dos formas: necrosis colicuativa  cuando prevalece la citotoxicidad 

contra las células tumorales77 y necrosis isquémica y/o hemorrágica cuando su principal 

blanco es el endotelio vascular87. 

 

Una molécula ya descrita capaz de inducir apoptosis en células tumorales es TRAIL 

(ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF – en inglés TNF related apoptosis 

inducing ligand); la misma, que es una proteína de membrana de tipo II perteneciente a 

la superfamilia de TNF, induce apoptosis selectivamente en algunas células 

transformadas o tumorales; mientras que las células normales suelen ser resistentes a la 

apoptosis mediada por TRAIL. Ha sido demostrado recientemente que los neutrófilos 

producen TRAIL88 y que la capacidad de liberar esta molécula por parte de los PMNs 

tratados con IFNs de tipo I y II se ve amplificada por mediadores proinflamatorios, 

incluidos aquellos que potencialmente se encuentran presentes en el microambiente 

tumoral89,90.   

 

Por todo lo mencionado, se puede decir entonces que, además de ser la primera línea de 

defensa celular contra agentes infecciosos que entran al organismo, los neutrófilos 

podrían ser herramientas terapéuticas para la supresión del crecimiento y para el rechazo 

de, al menos, ciertos tipos de tumores. 
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3. APOPTOSIS Y CÁNCER 

 
3.1 APOPTOSIS: GENERALIDADES 

 

La apoptosis o muerte celular programada es una forma de muerte celular fisiológica 

regulada, en la que el núcleo sufre condensación y fragmentación, la membrana 

plasmática muestra gemación y vesiculación, y la célula muerta es rápidamente 

fagocitada sin que se libere su contenido (esto contrasta con la necrosis, en la que las 

membranas nuclear y plasmática se rompen y el contenido celular es liberado, siendo 

responsable de una reacción inflamatoria local). En muchas situaciones fisiológicas 

donde la muerte celular mantiene la homeostasis, ésta ocurre por apoptosis. La muerte 

celular programada representa un importante mecanismo homeostático en el sistema 

inmune; pero también, es un componente clave en la función efectora de las células T 

citotóxicas (LTc) y las células NK entre otras31.  

 

La apoptosis de una célula puede ser inducida mediante señales extrínsecas a la misma, 

en cuyo caso el mecanismo ocurre por lo que se conoce como vía extrínseca (en esta vía 

intervienen moléculas como las granzimas, perforinas y ligandos de muerte producidas 

externamente por las células efectoras). La otra vía de inducción de apoptosis es la vía 

llamada mitocondrial o intrínseca que ocurre cuando la célula sufre daños en su ADN 

(debido a distintos factores como pueden ser la radiación, agentes químicos, virus, etc.), 

cuando la célula es privada de factores de crecimiento, o cuando es sometida a stress 

oxidativo. 

 

En la presente tesis se mencionarán más detalladamente los mecanismos inductores de 

apoptosis en los que intervienen células efectoras, por ser los más relevantes en este 

trabajo.  

 

Se conocen dos mecanismos a través de las cuales las células efectoras inducen la 

muerte en sus células blanco. Uno es denominado mecanismo secretor y el otro 

mecanismo no secretor.  
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3.1.1 Mecanismo secretor 

 

Este mecanismo involucra la liberación del contenido de gránulos de las células 

citotóxicas activadas en forma dependiente de Ca+2. Cuando se genera la sinapsis 

inmunitaria, las células efectoras liberan gránulos que contienen perforinas y granzimas. 

Las primeras forman poros en la membrana plasmática de la célula blanco facilitando la 

entrada de granzimas en el citosol y el núcleo91. Ha sido demostrado que los ratones 

knock out para estas proteínas son más susceptibles a adquirir infecciones y a generar 

tumores92. También se ha observado que ciertas granzimas, como la A, B y H, no 

necesitan la presencia de perforinas para entrar a la célula; pero pierden la capacidad de 

inducir apoptosis, aunque esta capacidad se ve recuperada si, luego de la internalización 

de granzima B (GraB), se agregan perforinas al cultivo. Este resultado indicaría que las 

perforinas son necesarias para la liberación de las granzimas de sus compartimentos 

endosómicos dentro de la célula blanco93. Luego, fue descubierto un receptor específico 

para GraB y surgió una hipótesis según la cual esta enzima sería endocitada 

específicamente al hacer contacto con su receptor en la membrana; luego las perforinas 

secretadas por la célula efectora liberarían las granzimas secuestradas en los endosomas 

de la célula blanco e inducirían así la apoptosis51. 

 

La GraB es un miembro de la familia de las caspasas. Los miembros de esta familia son 

cruciales en la inducción de apoptosis, y para ello requieren su previa activación a 

través del clivaje de residuos internos de ácido aspártico. En la célula blanco, la GraB 

inicia la cascada proteolítica activando las caspasas-3 y 8 requeridas para la muerte 

celular. 

 

La GraB, también es capaz de activar la apoptosis por una vía independiente de 

caspasas, a través de la mitocondria. Esta enzima, activa una proteína citosólica 

denominada BID, la cual induce cambios en el potencial de membrana de la 

mitocondria y la activación de genes pro-apoptóticos como Bax y Bak. Este cambio de 

potencial genera la liberación de productos, como el citocromo c. Éste, una vez en el 

citosol, activa un complejo proteico llamado apoptosoma, que activa directamente a la 

procaspasa-9. Una vez que la caspasa-9 está activada, ésta activa a su vez a las caspasas 
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efectoras como la caspasa-3, lo que lleva a la apoptosis de la célula agredida. Durante la 

inducción de la apoptosis ocurre también la fragmentación del ADN (Figura 6). 

 

Los linfocitos no son susceptibles a las granzimas y perforinas que ellos mismos liberan 

porque expresan un inhibidor de proteasas llamado PI-9 que los protege de la acción de 

GraB. 

 

3.1.2 Mecanismo no secretor 

 

En experimentos utilizando ratones con alteraciones en la vía de perforinas y granzimas, 

se observó que los linfocitos T de estos animales conservan su capacidad citotóxica. 

Esto puso en evidencia la existencia de otro mecanismo dependiente del contacto celular 

capaz de inducir apoptosis. Este mecanismo involucra la interacción de ligandos en la 

superficie de los linfocitos con su correspondiente receptor en la célula blanco. 

  

Los ligandos de muerte descritos capaces de interaccionar con sus receptores y generar 

señales intracelulares de apoptosis son: TNF-α, Fas ligando (FasL) y TRAIL. Estos 

ligandos inducen la trimerización de sus receptores (TNF-RI, TNF-RII y Fas/CD95), lo 

cual da lugar al reclutamiento de moléculas transductoras de señales de muerte. Estos 

receptores están caracterizados por una región estructuralmente homóloga en su 

dominio intracelular llamada “dominio de muerte” (DD). Al interaccionar con sus 

ligandos se produce la agregación de los receptores, los cuales, entonces, se unen a 

proteínas adaptadoras (como son FADD y TRADD). A continuación, estas proteínas 

activan una cascada de caspasas, que, a través de su interacción con el “dominio efector 

de muerte” (DED) inducen apoptosis en la célula blanco. Se llama complejo de señales 

inductoras de muerte (DISC) al conjunto de TNF-R, las proteínas adaptadoras y la 

caspasa-8. 

 

La interacción de FasL con Fas induce el reclutamiento y la activación de la caspasa-8 a 

través de la interacción de la proteína adaptadora FADD. La activación de la caspasa-8 

tiene distintos efectos según el tipo celular; en determinadas células, resulta en la 

activación directa de otras caspasas como la caspasa-3; mientras que en otras produce la 

 42



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

activación de BID y su posterior traslocación a mitocondria junto con Bax. En la 

mitocondria, estas moléculas inducen la liberación de citocromo c que activa la 

procaspasa-9 a través de su interacción con la proteína apoptótica adaptadora APAF-1. 

La caspasa-9 cliva entonces a la procaspasa-3, que finalmente activa endonucleasas que 

completan el proceso degradando el ADN (Figura 6)51. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

APOPTOSOMA APOPTOSOMA

Bak

Bak

APOPTOSOMA APOPTOSOMA

BakBak

BakBak

Figura 6. Mecanismos de inducción de apoptosis por una célula efectora. Se ilustran el 
mecanismo secretor (A) mediado por perforinas y granzimas y el mecanismo no secretor (B) 
ejemplificado con el sistema Fas/FasL. (Adaptado de Inmunopatología molecular: nuevas 
fronteras de la medicina51). 
 

     

3.2 EVASIÓN DE LA APOPTOSIS EN PROCESOS TUMORALES 

 

3.2.1 Mecanismos de evasión basados en la resistencia a la apoptosis 

 

Como ya se mencionó con anterioridad en esta tesis, las células malignas presentan una 

elevada resistencia a la inducción de apoptosis. Las células tumorales son, por lo tanto, 

capaces de evadir los mecanismos homeostáticos de control y pueden sobrevivir en 

tejidos que no son los que les dieron origen.  
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Por otro lado, las interacciones entre el sistema inmune y las células malignas cumplen 

una función muy importante en el desarrollo tumoral. Si el sistema inmune falla en la 

detección o en la destrucción de células transformadas, éstas pueden proliferar hasta la 

generación de un tumor maligno. Como ya se mencionó en el anterior capítulo de la 

presente tesis, los tumores pueden utilizar múltiples mecanismos para evadir la 

respuesta inmune antitumoral.  

 

Las células tumorales son capaces de desarrollar muchas estrategias para bloquear los 

mecanismos de muerte inducidos por células efectoras del sistema inmune. Dentro de 

estas estrategias cabe destacar las siguientes: 

 

 Incremento de la expresión de proteínas anti-apoptóticas  

 

Esta es una estrategia descrita en muchas líneas celulares provenientes de tumores tanto 

humanos como murinos.  

 

Ha sido descrito que la activación de los receptores para TRAIL activa a su vez al factor 

de transcripción NF-κB en muchas células malignas. La activación parece ser 

dependiente de la interacción de TRADD con otras dos proteínas llamadas RIP y 

TRAF2. Este complejo activa quinasas que fosforilan a IκB lo que lleva a la 

degradación del mismo, esto permite que NF-κB sea liberado y pueda entrar al núcleo, 

donde se une a regiones promotoras de un gran número de genes que codifican para 

proteínas capaces de inhibir la apoptosis, como la familia de inhibidores de apoptosis 

(IAP1, IAP2 y XIAP), la familia de Bcl-2 (Bcl-XL y BFL-1) y la proteína citoplasmática 

A20 que es capaz de inhibir las vías de señalización de apoptosis94. Ha sido observado 

que células de leucemia se vuelven sensibles a la apoptosis inducida por TNF-α, FasL o 

TRAIL cuando la activación de NF-κB es bloqueada por inhibidores del proteosoma o 

por transfección de una variante de IκB resistente a la degradación que no libera a NF-

κB. La inhibición de la activación de NF-κB también sensibiliza células de melanoma a 

la apoptosis mediada por TRAIL94. 
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También ha sido descrito el aumento de expresión de FLIPs (proteínas inhibitorias de 

FLICE o procaspasa-8) en células tumorales. Las proteínas FLIPs son capaces de 

bloquear la interacción entre la procaspasa-8 y el FADD, impidiendo su activación. Son 

estructuralmente homólogas a la procaspasa-8 pero carecen del dominio catalítico. 

Tienen la capacidad de unirse al DISC inhibiendo el procesamiento y la activación de la 

caspasa iniciadora95. 

 

Como ya se mencionó las células tumorales poseen mecanismos capaces de bloquear la 

apoptosis inducida a través de receptores de muerte; sin embargo, también ha sido 

demostrado que pueden resistir la apoptosis inducida por LTc por inhibición de la vía 

que involucra a perforinas y granzimas. Este mecanismo de escape involucra la 

expresión del inhibidor de proteasas PI-9, que es capaz de inactivar a la molécula 

efectora de apoptosis granzima B. La expresión de PI-9 fue observada en una gran 

variedad de tumores humanos y murinos. Es por esto que, la proteína PI-9, ha sido 

propuesta como un importante parámetro para determinar el éxito de las inmunoterapias 

basadas en la utilización de células T96.  

 

 Disminución de la expresión de proteínas pro-apoptóticas 

 

El caso más citado es el de la proteína p53. Esta proteína participa activamente 

regulando la progresión de la célula a través del ciclo celular e induce el arresto del 

ciclo en la fase G0 como respuesta a daño en el ADN. Si el ADN dañado no puede ser 

reparado, p53 es capaz de inducir apoptosis en la célula. Luego de la activación de p53, 

la membrana mitocondrial es permeabilizada y permite la liberación de citocromo c, 

éste promueve la formación del apoptosoma que, como ya se mencionó, lleva a la 

activación de la caspasa-3 lo que da lugar a la ejecución de la muerte celular 

programada. Este proceso puede ser inactivado por proteínas pertenecientes a la familia 

de Bcl-2, a través de la inhibición de la liberación del citocromo c mitocondrial, 

bloqueando los canales iónicos dependientes de voltaje. 

 

Las células que poseen defectos en la expresión o actividad de p53 son incapaces de 

generar una respuesta apoptótica.  
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 Disminución de la expresión de receptores de muerte o expresión de 

receptores “señuelo” 

 

Otra estrategia llevada a cabo por muchas células tumorales es la de disminuir la 

expresión de receptores de muerte en sus membranas51. Por otro lado, en muchas líneas 

celulares de origen tumoral se ha observado la sobreexpresión de receptores “señuelo” 

para Fas ligando. Éstos son receptores de membrana capaces de unir a Fas ligando pero 

que carecen de los dominios de señalización intracelulares con lo que no generan la 

inducción de apoptosis97. 

 

3.2.2 Mecanismos de evasión basados en la modulación de linfocitos T  

 

En trabajos más recientes ha sido demostrado que las células tumorales no solo resisten 

la destrucción mediada por el sistema inmune en forma pasiva, sino que son capaces  de  

matar activamente a linfocitos para suprimir la respuesta inmune antitumoral en un 

proceso conocido como “contraataque”98-100. 

 

Se ha descrito que la molécula Fas ligando expresada en la superficie de diversos tipos 

de tumores y también secretada al microambiente tumoral posee propiedades 

inmunosupresoras promoviendo la apoptosis de células T activadas99. En un modelo 

experimental de melanoma murino, se observó que la expresión de FasL está regulada 

en forma autócrina por IL-18 favoreciendo el escape de este tumor del reconocimiento 

inmunológico101; también se ha visto que en células de carcinomas humanos de cabeza 

y cuello, la expresión de FasL promueve la apoptosis de linfocitos T in vitro102.  

 

Sin embargo, la participación de este mediador aún es tema de debate; ya que por un 

lado la evidencia preliminar parece demostrar que el contraataque tumoral existe 

realmente en tumores humanos y se vio que la expresión de FasL puede prevenir la 

respuesta celular T in vitro; pero por otro lado se ha observado que tumores que 

expresan FasL son rápidamente rechazados e inducen inflamación en modelos 

murinos103. 
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Más recientemente ha sido descrito que Galectina-1, una molécula perteneciente a una 

familia de proteínas que poseen afinidad por azúcares β-galactósidos, cumple un rol 

esencial en el escape de células tumorales debido a su capacidad de inducción de 

apoptosis de linfocitos T100. 
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4. INHIBIDOR SECRETORIO DE PROTEASAS LEUCOCITARIAS 

(SLPI) 

 
4.1 GENERALIDADES 

 

El Inhibidor Secretorio de Proteasas Leucocitarias (SLPI) humano fue aislado 

originalmente de secreciones bronquiales y posteriormente fue caracterizado por dos 

grupos de forma independiente en el año 1986104,105. SLPI es una proteína básica (pI ≈ 

9,5) no glicosilada de 107 aminoácidos. Su peso molecular es de 11,7 kDa y posee gran 

afinidad por las serino proteasas neutrofílicas como la elastasa y la catepsina G106.  

 

El SLPI está formado por dos dominios, cada uno de los cuales contiene ocho residuos 

de cisteína que forman 4 puentes disulfuro que estabilizan la estructura de la 

molécula107 (Figuras 7 y 8). Estos dominios ricos en cisteína son también llamados 

dominios WAP porque fueron hallados inicialmente en la proteína ácida del suero (del 

inglés whey acidic protein), la cual se encuentra en altas concentraciones en la leche de 

los roedores. A pesar de que SLPI es la molécula mejor caracterizada de su grupo, han 

sido identificados 14 genes que codifican para proteínas de tipo WAP en el mismo locus 

del cromosoma humano (20q12-13.2). Sin embargo las secuencias no están bien 

conservadas excepto por los residuos de cisteína. En particular, el gen del SLPI humano 

consiste de cuatro exones y tres intrones108.  

 

El SLPI se halla presente en forma constitutiva en la mayoría de los fluidos 

extravasculares que limitan mucosas, ya que es secretado por diversos tipos celulares. 

En el pulmón se produce in vivo por las glándulas serosas de la tráquea y por las células 

Clara bronquiales. En el tracto genital masculino y femenino se encuentra en el plasma 

seminal y en la mucosa cervical respectivamente. Además, es producido por glándulas 

parótidas, por células del epitelio intestinal, por células del túbulo renal, por 

queratinocitos,  por las células beta del páncreas, por neutrófilos y por macrófagos109-117.  

La expresión del SLPI se encuentra significativamente aumentada por la progesterona118 

y por las citoquinas proinflamatorias TNF-α e IL-1β119. 
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Figura 7. Representación esquemática del SLPI humano y sus puentes disulfuro. Los 
principales puentes de hidrógeno intercatenarios se muestran con líneas punteadas (Adaptado 
de The EMBO Journal107). 
 

 

La concentración fisiológica del SLPI en saliva es de 0,35 – 2 μM, mientras que en los 

pulmones su concentración es más elevada en las vías aéreas superiores que en los 

compartimentos alveolares. Fue observado que la concentración de SLPI en individuos 

normales, no fumadores es de aproximadamente 8,7 μM en las vías aéreas superiores y 

de 0,6 μM en el tracto respiratorio inferior120. Sin embargo, pacientes con enfisema 

pulmonar mostraron niveles significativamente inferiores de SLPI que los observados 

en los pacientes sanos121. 
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Figura 8. Estructura tridimensional del SLPI humano. (A) Diagrama de cintas de la 
estructura tridimensional del SLPI. En verde se muestra el sitio inhibitorio. Los puentes disulfuro 
de cada dominio WAP están coloreados en amarillo. (B) Superficie molecular del SLPI en la 
misma orientación que en (A) coloreado según el potencial electrostático de superficie (azul, 
regiones positivas; rojo, regiones negativas. Adaptado de Biochimie106). 
 

 

4.2 FUNCIONES DEL SLPI 

 

4.2.1 Propiedades inhibitorias 

 

SLPI inhibe una gran variedad de proteasas incluyendo la elastasa neutrofílica y la 

catepsina G, la tripsina, la quimiotripsina y la quimasa. Como el SLPI posee dos 
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dominios en su estructura, inicialmente se postuló que en ambos se encontraría un sitio 

inhibitorio de proteasas104. Estudios posteriores de las propiedades inhibitorias de cada 

dominio usando modificaciones químicas o mutaciones de residuos críticos, mostraron 

que la unión 1:1 con la proteasa ocurre a través del dominio 2 y es clave en este proceso 

la leucina 72 (Leu72); mientras que el dominio 1 probablemente no tiene actividad 

inhibitoria122. Ha sido propuesto que el dominio 1 ayudaría a estabilizar el complejo 

SLPI - elastasa123.  

 

La gran afinidad del SLPI por las serino proteasas neutrofílicas y su alta concentración 

local en el compartimiento bronquial (cerca de 5 μM) sugiere que su principal función 

fisiológica es regular cualquier actividad excesiva de las serino proteasas neutrofílicas 

en las vías aéreas superiores. Se cree que el SLPI es un colaborador menor de la 

inhibición de elastasa en los alvéolos porque α1-PI, una serpina que preferentemente 

inhibe elastasa neutrofílica in vivo, alcanza una concentración tres a diez veces mayor 

que la del SLPI en los alvéolos. También el SLPI está asociado con fibras de elastina en 

la matriz extracelular del pulmón y en la piel lo que sugiere que previene la proteólisis 

de elastina. Además de su rol en los pulmones, se cree que el SLPI, está involucrado en 

el control de la proteólisis inducida por proteasas neutrofílicas en los sitios de 

inflamación, como en las superficies de las mucosas, donde es producido106. 

 

Proteasas de agentes patógenos pueden clivar al SLPI alterando de esta forma sus 

propiedades inhibitorias. Esto ha sido demostrado para proteasas de Trichomonas 

vaginalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruiginosa o Porphyromonas 

gingivalis. La oxidación de la Met73 puede también disminuir la capacidad inhibitoria 

del SLPI. Esto puede ser relevante en enfermedades pulmonares crónicas tales como la 

fibrosis quística, la neumonía o la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), 

las cuales se caracterizan por una excesiva carga de proteasas de origen endógeno o 

bacteriano y un aumento del stress oxidativo106. 
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 4.2.2 Actividad anti-HIV-1 

 

La investigación de la selectiva actividad inhibitoria anti-HIV-1 de la saliva humana 

llevó a la identificación del SLPI como el factor responsable de esta actividad124. Como 

el SLPI resultaba activo a concentraciones fisiológicas fue sugerido que el mismo sería 

responsable de la baja proporción de transmisión oral del HIV-1. Aunque el mecanismo 

por el cual el SLPI inhibe la infección por el HIV-1 no ha sido del todo elucidado, 

parece ser que la actividad antiviral del SLPI es independiente de sus propiedades anti-

proteasas y no resulta de una interacción directa con el virus; sino más bien de 

interacciones con las células huésped125. En un estudio más reciente fue demostrado que 

el SLPI se une a la proteína de unión a fosfolípidos, anexina II en la membrana de 

macrófagos humanos. Esta molécula es un cofactor celular que interviene en la 

infección de los macrófagos por HIV-1; por lo tanto el SLPI sería capaz de impedir la 

unión del virus a la superficie del macrófago y por lo tanto evitaría la infección126. 

Concentraciones elevadas de SLPI en fluidos vaginales parecen estar asociadas con las 

reducidas proporciones de transmisión perinatal de HIV-1 y podrían contribuir con las 

defensas anti-retrovirales naturales127. 

 

4.2.3 Actividad anti-bacteriana y anti-fúngica 

 

Numerosos estudios adjudican al SLPI un rol a nivel de las mucosas; en particular una 

actividad anti-microbiana de amplio espectro128. Se ha descrito que el SLPI actúa 

inhibiendo la acción de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, entre las cuales 

podemos citar a Escherichia coli, Pseudomonas aeruiginosa, Staphylococcus aureus y  

Staphylococcus epidermidis129. La actividad bactericida del SLPI contra S. aureus y E. 

coli ha sido atribuida a su dominio N-terminal (no inhibitorio); sin embargo, los dos 

dominios aislados solos o combinados son significativamente menos activos que el 

SLPI nativo.  

 

También se ha observado que la expresión y secreción de SLPI es inducida en 

queratinocitos humanos y en células epiteliales bronquiales después de la exposición a 

Pseudomonas aeruiginosa. Como el SLPI es también expresado en el endometrio, esto 
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refuerza el concepto emergente de que esta proteína es importante como molécula de 

defensa en las secreciones de las mucosas junto a las familias de péptidos anti-

microbianos de las defensinas y las catelicidinas. Interesantemente, muchas proteínas 

que contienen motivos WAP pero que no son inhibidoras de proteasas también poseen 

actividad anti-bacteriana. 

 

Por otro lado, además de su actividad anti-bacteriana, el SLPI posee una bien 

caracterizada actividad anti-fúngica. Ha sido descrito que el SLPI actúa contra 

Aspergillus fumigatus y Candida albicans aislados de pacientes, y su acción, como su 

actividad anti-bacteriana, ha sido adjudicada al dominio N-terminal del SLPI130. La 

actividad fungicida del SLPI resultó ser comparable a la observada con las defensinas 

humanas y con la lisozima.  

 

El mecanismo bioquímico responsable de las actividades tanto anti-bacteriana como 

anti-fúngica de las proteínas con motivos WAP aún es tema de debate; pero, por 

comparación con otros péptidos anti-microbianos, se sugiere que las mismas se deben a 

la naturaleza catiónica de muchas de éstas proteínas (SLPI posee una carga neta de +12) 

lo que les permitiría desestabilizar las membranas celulares cargadas negativamente. 

 

4.2.4 Actividad anti-inflamatoria 

 

Muchos estudios han mostrado que el SLPI es una molécula con actividad anti-

inflamatoria en desórdenes tales como arterioesclerosis, infarto de miocardio y enfisema 

pulmonar y que esta característica es, aparentemente, independiente de su actividad 

anti-proteasa131. El SLPI previene la activación de NF-κB, un factor de transcripción 

que aumenta la síntesis de muchos mediadores pro-inflamatorios. La supresión de la 

activación de NF-κB está asociada al incremento de la síntesis de IκBβ (factor 

inhibitorio de NF-κB). Experimentos en los cuales SLPI fue incubado con monocitos de 

sangre periférica  o con la línea monocítica U937 demostraron que SLPI es rápidamente 

captado por las células y se localiza en citoplasma y núcleo132. En el citoplasma, SLPI 

previene la degradación de varias proteínas reguladoras de la activación de NF-κB, 

incluyendo IκBα, IκBβ e IRAK (quinasa asociada al receptor de IL-1). La inhibición de 
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la degradación de las proteínas IκB no permite su liberación del complejo que forman 

con NF-κB, impidiendo de esta forma la entrada de NF-κB al núcleo y la consecuente 

activación de la transcripción de genes pro-inflamatorios.  

 

En el núcleo, SLPI también interfiere con NF-κB compitiendo por el sitio de unión de a 

la región promotora de genes pro-inflamatorios como IL-8 y TNF-α, inhibiendo así su 

transcripción132. Aunque aún no es del todo claro si la actividad anti-inflamatoria del 

SLPI es dependiente o no de su actividad anti-proteasa, varias mutantes y variantes de 

SLPI oxidado, que se sabe tienen disminuida su potencia inhibitoria, no pudieron 

prevenir la degradación de  IκBα e IκBβ133.  

 

El SLPI, además de interferir en la vía de señalización de NF-κB, está también 

involucrado en la respuesta a las señales de infamación temprana. También ha sido 

descrito que el SLPI se une a LPS. La consecuencia biológica de la interacción SLPI-

LPS es que SLPI inhibe la respuesta del macrófago frente al LPS, en parte por bloqueo 

de la transferencia de LPS al CD14 soluble134. 

 

4.2.5 Reparación tisular y proliferación celular 

 

Se ha descrito al SLPI como una molécula con capacidad para promover la cicatrización 

de heridas135. En modelos utilizando ratones knock out para SLPI se observó un retraso 

de la cicatrización de heridas cutáneas, atribuido a la acrecentada y prolongada 

respuesta inflamatoria y al retraso en la deposición de proteínas de la matriz. Tres serían 

las funciones principales del SLPI como promotor de la cicatrización de heridas; la 

primera sería la actividad inhibitoria sobre la elastasa local, ya que esto previene la 

degradación de algunas de las proteínas de la matriz tales como el colágeno, 

proteoglicanos y fibronectina. La segunda es el control de actividad de los leucocitos, lo 

que estaría relacionado con la disminución de la actividad de TGF-β considerada como 

la tercera función del SLPI136. 

 

Por otro lado, estudios in vitro sugieren que los inhibidores de serino proteasas también 

afectarían al crecimiento celular. En particular, el SLPI estimularía la producción de 
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factores de crecimiento en fibroblastos humanos pulmonares137. Asimismo, en las 

células epiteliales del endometrio el SLPI ejercería una regulación positiva y negativa 

sobre genes asociados al crecimiento; tales como ciclina D1 y TGF-β 

respectivamente138.    

 

 

4.3 SLPI Y CÁNCER 

 

Es bien conocido que las proteasas cumplen un papel importante en la progresión y 

malignidad de diversos tumores. La progresión tumoral está generalmente asociada al 

remodelamiento del tejido para proveer de un ambiente adecuado para el crecimiento 

del tumor, la angiogénesis, la invasión y la metástasis de las células139. Dado la 

capacidad de las proteasas para liberar citoquinas y factores de crecimiento y por su 

facilidad para degradar componentes de la matriz extracelular, estas moléculas son 

necesarias para generar condiciones óptimas para el crecimiento y la invasión de las 

células tumorales.  

 

La expresión de inhibidores de proteasas es un camino para el control de la actividad de 

estas enzimas. En este contexto, la expresión de inhibidores se ha considerado 

generalmente como responsables de una acción antitumoral140. Uno de los mejores 

ejemplos es la maspina, una serpina que inicialmente se identificó en epitelio mamario y 

demostró tener una clara actividad antitumoral141. Además ciertos inhibidores de 

proteasas han demostrado tener actividad inhibitoria de la invasividad y metástasis de 

células tumorales en modelos experimentales142 e incluso algunos inhibidores sintéticos 

de bajo peso molecular se han utilizado en terapia contra cierto tipo de tumores143. 

También ha sido descrito que un inhibidor sintético de la elastasa (ONO-5046.Na) 

administrado de forma intraperitoneal diariamente en ratones fue capaz de inhibir el 

crecimiento tumoral y las metástasis generadas a partir de una línea de cáncer de 

pulmón (EBC-1) inoculada de forma subcutánea (s.c)144. 

 

Sin embargo, un número creciente de estudios, han revelado que algunos inhibidores de 

serino proteasas se sobreexpresan en células tumorales de pacientes con cáncer que 
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tienen un  peor pronóstico145-147, sugiriendo que esta sobreexpresión de los inhibidores 

puede llegar a favorecer la progresión del tumor. Es más, ha sido demostrado que la 

sobreexpresión de algunos inhibidores de serino proteasas provocan un aumento de la 

malignidad de algunas células tumorales148-150. 

 

Muchos estudios han mostrado que la expresión del SLPI está modulada en cáncer. Sin 

embargo, se ha observado aumento o disminución de la expresión de esta proteína 

dependiendo del tipo de tumor. Por ejemplo, la expresión de SLPI está aumentada en el 

cáncer de páncreas151, tiroides152, cuello uterino153, endometrio138 y de ovario154. Por el 

contrario, se expresa débilmente en carcinoma nasofaríngeo155, tumores de vejiga156 y 

algunos carcinomas mamarios157; sin embargo, en estos últimos tiempos se ha podido 

observar que el aumento de expresión de esta proteína, se correlaciona con formas más 

invasivas de carcinoma mamario158 (Tabla 1).  

 

Además, la sobreexpresión de SLPI fue asociada con tumores metastásicos, agresivos y 

de alto riesgo138,158,159. Por ejemplo, aunque el SLPI no está expresado en todos los tipos 

de tumores pulmonares, su expresión está significativamente aumentada en el cáncer 

pulmonar de células no pequeñas y se observó que las concentraciones séricas de SLPI 

son más elevadas en pacientes en estadíos III y IV que en los que se encontraban en 

estadíos I y II. Además estas concentraciones disminuyeron durante el período estable 

post-tratamiento en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas cuyo 

tratamiento, quirúrgico o quimioterapéutico, había resultado efectivo160. 

 

Aunque ha sido reportado que no existen diferencias significativas en concentraciones 

plasmáticas de SLPI entre pacientes con metástasis y aquellos con tumores pulmonares 

locales161, cierta evidencia experimental sugiere un rol directo del SLPI en el potencial 

tumorigénico, metastásico o en ambos162. Ha sido observado en ratones 

inmunodeficientes inoculados de forma s.c. con la línea celular de Lewis (células 3LL-

S) transfectadas previamente con el gen del SLPI tanto murino como humano que, la 

sobreexpresión del SLPI promueve la tumorigénesis y que, en este evento, es esencial la 

actividad anti-leucoproteasa de esta proteína162.   

 

 56



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

Algunos estudios han demostrado una asociación entre la expresión de SLPI y la 

invasividad de tumores mamarios. En un modelo murino utilizando la línea celular 

inmortalizada HC11 (originada a partir de células epiteliales mamarias), se observó que 

aquellas que expresaban el receptor para el factor estimulante de colonias macrofágicas 

(CSF1R) mostraron invasión local in vitro y tumorigénesis aumentada in vivo. Por otro 

lado, ratones inoculados con estas mismas células transfectadas con el gen para el 

CSF1R mutado perdieron su capacidad metastásica e invasiva. La expresión de SLPI en 

este modelo resultó ser más elevada en las células que tenían el CSF1R sin mutaciones; 

es decir en las de mayor capacidad invasiva/metastásica158.  

 

En cáncer de ovario, la sobreexpresión de SLPI tiene una asociación particular con la 

progresión tumoral y su nivel en suero ha sido propuesto como marcador específico 

para diagnóstico de esta patología163. El SLPI está aumentado en todos los tipos de 

cáncer de ovario estudiados y su concentración plasmática se encuentra 

significativamente aumentada en éstos pacientes al compararlos con aquellos que 

presentan quistes benignos163. También se ha observado que en el tracto reproductor 

femenino, las citoquinas inflamatorias y las hormonas esteroides  (dos factores que 

cumplen un rol importante en el desarrollo del cáncer de ovario) inducen la expresión de 

SLPI159. 

 

La expresión de SLPI ha sido asociada también con la progresión tumoral en estudios 

realizados sobre líneas celulares tumorales de endometrio. El silenciamiento de la 

expresión de SLPI con ARN antisentido mostró que esta proteína aumenta la expresión 

del gen de ciclina D1, y disminuye la expresión de factores anti-proliferativos y pro-

apoptóticos138. 

 

La función fisiopatológica del SLPI producido por los tumores también ha sido tema de 

debate. Como ya se mencionó, algunos autores sostienen que las anti-leucoproteasas 

podrían evitar la progresión tumoral al inhibir las proteasas liberadas por los tumores; 

mientras que otros apoyan un efecto pro-tumoral del SLPI basados en los estudios 

recientemente enumerados que correlacionan los niveles de expresión de esta proteína 

con la agresividad del tumor. Ha sido postulado también que la ausencia de la función 
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anti-proteasa del SLPI podría promover la diseminación del tumor por permitir la 

degradación del tejido circundante por parte de las proteasas secretadas por las células 

malignas. Sin embargo, otros numerosos estudios han demostrado una asociación 

negativa entre la expresión de SLPI y la progresión tumoral. 

 

 Medición Aumenta Disminuye No regulado 

Tiroides ARNm X152  X159 

Intestino ARNm X159   

Linfoma ARNm  X164  

Páncreas ARNm X151  X159 

Pulmón Proteína X160   

Mama ARNm X165 X157 X159 

ARNm X154,159   Ovario 

Proteína X163   

Endometrio ARNm X138   

ARNm X159   Útero 

Proteína  X166  

Nasofaringe ARNm  X155  

Vejiga ARNm  X156  

Riñón ARNm   X159 

Estómago ARNm   X159 

Cuello 
Útero ARNm 

X159 
  

 
Tabla 1. Expresión de SLPI en tumores humanos.  Se muestra en la tabla un resumen de los 
datos informados en bibliografía sobre expresión de SLPI en tumores humanos de distinto 
origen. En la misma se detalla sobre que moléculas fueron realizadas las medidas (ARNm o 
proteína) y las referencias bibliográficas de los diferentes trabajos.    
 

Por ejemplo, se ha observado que el SLPI está disminuido en células de linfomas 

agresivos al compararse con células relacionadas pero de tipo no-agresivos164. También 

ha sido descrita una reducida expresión de SLPI en algunos adenocarcinomas 

cervicales; lo que sugiere una función anti-tumorigénica de esta proteína, al menos en 

ciertos tipos de tejidos166. Además, tumores mamarios murinos desarrollados a partir de 
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una línea celular mutante que no expresa p53 mostraron una disminución en la 

expresión de SLPI157. Debido a que el SLPI inhibe la activación inducida por LPS de la 

vía de NF-κB167, fue propuesto que la expresión de esta proteína podría prevenir el 

carcinoma mamario por inhibición de la vía de NF-κB. 

 

En un trabajo más reciente, para establecer la relación existente entre la expresión de 

SLPI y las metástasis hepáticas, fueron generados clones de la sublínea altamente 

metastásica H-59 (derivada a su vez de la línea 3LL-S) que sobreexpresaban SLPI. Fue 

demostrado con este modelo que la habilidad de esas células (sobreproductoras de 

SLPI) de producir una respuesta pro-inflamatoria en el hígado fue marcadamente 

disminuida, y estas células formaron significativamente menos metástasis hepáticas 

(hasta un 80 % menos) que las células control. De esta forma fue demostrado que el 

SLPI es capaz de disminuir el potencial metastásico de las células tumorales y este 

efecto protector se correlacionó con una disminución en la producción de TNF-α 

hepático y selectina-E168. 

 

Sin embargo, recientemente, otros autores demostraron que el SLPI promueve la 

formación de metástasis por una vía independiente de invasión denominada en inglés 

blood-borne metastasis169. Ésta fue descrita por primera vez en un modelo murino en el 

año 2002170 y establece que grupos de células tumorales son capaces de generar un 

proceso de intravasación (es decir, penetrar en un vaso sanguíneo) pero rodeadas por 

células endoteliales. Una vez en la circulación, el grupo de células tumorales rodeadas 

de las células endoteliales podría ser mecánicamente arrestado en una arteriola y 

entonces proliferar intravascularmente. Es importante destacar, que durante este 

proceso, las células tumorales no atravesarían en ningún momento la pared vascular. 

Estos autores transfectaron el gen del SLPI en un clon débilmente metastásico de la 

línea celular tumoral murina de origen mamario MCH66. Aunque las células 

transfectadas con el SLPI mostraron menor capacidad invasiva in vitro, la inoculación 

in vivo de estas células resultó en la formación de numerosos focos metastásicos en 

pulmones y ganglios linfáticos. El examen histológico reveló que los tumores 

transfectados con SLPI formaron una vasculatura sinusoidal CD31-positiva. Además, 

estos tumores crecieron de forma intravascular y formaron focos metastásicos en 
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pulmón. Basados en estos resultados los autores propusieron un rol funcional del SLPI 

en la metástasis invasión-independiente169. 

 

Finalmente, en un estudio reciente, líneas celulares tumorales de cáncer de ovario 

humanas fueron transfectadas de forma transiente con el gen del SLPI. Éstas mostraron 

una menor capacidad invasiva e inhibición del crecimiento celular in vitro. Por otro 

lado, se observó un aumento en la expresión de TRAIL, TNF-α y sus correspondientes 

receptores de muerte en las células que expresaban SLPI a la vez que una activación 

significativa de las caspasas-2, -8 y -9. Además se vio que una gran proporción de estas 

células se encontraban arrestadas en G1 y muchas fueron halladas apoptóticas. Por todos 

estos resultados, estos autores llegaron a proponer al SLPI como una posible 

herramienta terapéutica para el tratamiento del cáncer de ovario171.        

 

Sin embargo, en ninguno de estos interesantes trabajos, se estudió la interacción entre 

las células tumorales que sobreexpresan el SLPI y el sistema inmune del huésped, algo 

muy importante a tener en cuenta en la progresión tumoral según la teoría de 

inmunedición del cáncer que se mencionó con anterioridad. 

 

Como puede deducirse de todo lo mencionado, actualmente existe controversia entre los 

investigadores sobre el posible rol que el SLPI cumpliría en los procesos tumorales. 

Todos estos estudios, avalan una acción del SLPI en la progresión tumoral; pero, sin 

embargo, no permiten sacar una conclusión cierta sobre la actividad pro o antitumoral 

del mismo, tal vez debido a la omisión del estudio de la función que cumple la respuesta 

inmune del huésped durante el desarrollo de los tumores productores de SLPI. 
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El objetivo general de esta tesis de doctorado fue esclarecer la función del 

SLPI en cáncer y los mecanismos de acción de dicha proteína utilizando 

ensayos in vitro e in vivo; en particular se analizó: 

 

1. La acción del SLPI sobre moléculas de superficie en células 

epiteliales y del sistema inmune. 

 

2. El crecimiento tumoral generado a partir de células malignas 

productoras o no de SLPI en modelos murinos. 

  

3. La participación del sistema inmune en la respuesta generada por el 

huésped frente a la inoculación de células tumorales productoras de 

SLPI. 

 

4. La presencia de factores pro-apoptóticos en el plasma de ratones que 

rechazan las células tumorales hiperproductoras de SLPI. 

 

5. El efecto de la administración exógena de SLPI recombinante 

humano (SLPIrh) en modelos tumorales murinos.  
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Líneas celulares tumorales y condiciones de cultivo  

  

La línea celular HeLa fue establecida a partir de un carcinoma humano de cuello uterino 

y ha sido descrita con anterioridad172. Para el desarrollo del presente trabajo, las mismas 

fueron obtenidas de “American Tissue Cell Culture” (ATCC) y fueron mantenidas en 

cultivo en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) suplementado con 10 % de 

suero bovino fetal decomplementado (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

inactivado, L-glutamina (2mM) y gentamicina (40μg/ml) a 37 °C en estufa con 5 % 

CO2. 

 

La línea celular F3II fue establecida a partir de un carcinoma mamario murino 

hormono-independiente originado espontáneamente en ratones BALB/c y también ha 

sido descrita con anterioridad173. Las células F3II fueron cultivadas de manera similar a 

las células HeLa utilizando RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado 

con 10 % de suero bovino fetal (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

decomplementado e inactivado, L-glutamina (2mM) y gentamicina (40 μg/ml) a 37 °C 

en estufa con 5 % CO2.  

 

La línea celular CT26 proviene de un adenocarcinoma colorectal murino no 

diferenciado que fue establecido a partir de un tumor transplantable inducido por N-

nitroso-N-metiluretano en ratones BALB/c174. Las células CT26 fueron cultivadas en D-

MEM (Gibco, Grand Island, NY, USA) suplementado con 10 % de SBF (Gibco, Grand 

Island, NY, USA)  decomplementado e inactivado, L-glutamina (2 mM), estreptomicina 

(100 U/ml), y  penicilina (100 mg/ml) a 37 ºC en estufa con 5 % de CO2.  

 

La línea celular murina LP07 fue establecida a partir de un carcinoma de pulmón 

originado en ratones BALB/c175. Éstas fueron cultivadas en D-MEM (Gibco, Grand 

Island, NY, USA), suplementado con 10 % de SBF decomplementado e inactivado, L-

glutamina (2mM), gentamicina (40 μg/ml) a 37 ºC en estufa con 5 % de CO2.  
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Dichas líneas celulares tumorales son adherentes, crecen formando una monocapa y 

fueron mantenidas en cultivo por sucesivos repiques. Para la amplificación de dichas 

células se utilizó una solución de 0,05 % tripsina / 0,02 % EDTA.  

 

 

Obtención de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 

 

A partir de 20 ml de sangre periférica heparinizada de voluntarios sanos se hizo una 

dilución al medio en solución fisiológica de la misma y se generó un gradiente con 

Ficoll-PaqueTM PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, UI, Suecia) (densidad = 

1,077 g/cm3) centrifugando a 2000 r.p.m. por 20 minutos. Se obtuvieron las células 

mononucleares levantando el halo formado en la interfase. Luego se realizaron 3 

lavados con solución fisiológica centrifugando a 1200 r.p.m. por 10 minutos. Por último 

las células se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640  (Gibco, Grand Island, 

NY, USA) conteniendo L-glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 10 % de suero 

bovino fetal inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) y se realizaron con las mismas 

los ensayos de proliferación celular. 

 

 

Obtención de monocitos 

 

Los monocitos se obtuvieron a partir de sangre periférica humana de donantes sanos, a 

través de un gradiente de la siguiente manera: Cincuenta mililitros de sangre entera o un 

Buffy Coat se diluyeron al medio o al tercio respectivamente en solución fisiológica 

para luego proceder a la obtención de las células mononucleares. Para esto la sangre así 

diluida se depositó suavemente sobre un gradiente de Ficoll-PaqueTM PLUS (GE 

Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, UI, Suecia) (densidad = 1,077 g/cm3) en tubos 

cónicos de 50 ml (10 ml de Ficoll-Paque + 40 ml de sangre). Luego se centrifugó 

durante 20 minutos a 2000 r.p.m. a temperatura ambiente en una centrífuga Sorvall y se 

tomó cuidadosamente la banda correspondiente a las células mononucleares con pipeta 

pasteur. Sobre dichas células, posteriormente, se realizaron dos lavados con solución 

fisiológica. El pellet de las células mononucleares obtenido se resuspendió en 2 ml de 
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buffer T1 (Tyrode), 0,8 % EDTA, 0,9 % NaCl y 5 % de suero bovino fetal 

decomplementado (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA) y se procedió al agregado 

secuencial de 8 μl de una solución de NaCl 9 % cada 10 min, tres veces. Este 

procedimiento modifica principalmente la densidad de los monocitos, pero no la de los 

linfocitos, para facilitar la posterior separación en gradiente de Percoll.  

 

Posteriormente se arma un gradiente discontinuo de Percoll (Pharmacia Fine 

Chemicals, Dorsal, PQ, Suecia) en tubos cónicos de 15 ml con bandas de diferente 

densidad: 40 %, 45 %, 50 % y 56 % de Percoll; la banda correspondiente a 50 % de 

Percoll se mezcló previamente con la solución de células mononucleares tratadas con 

solución de NaCl. El gradiente así formado se centrifugó durante 15 minutos a 1600 

r.p.m.  Los monocitos se recuperaron de la zona entre las bandas correspondientes a 45 

% y 50 % de Percoll. Las células se lavaron con solución fisiológica centrifugando a 

1300 r.p.m. por 8 minutos. El recuento de monocitos al microscopio y la verificación de 

la purificación se realizaron utilizando un colorante que tiñe en forma diferencial 

monocitos, como es el rojo neutro (Sigma, St. Louis, MO, USA). Los monocitos así 

obtenidos se cultivaron en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado 

con 10 % de suero bovino fetal decomplementado (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, 

USA) inactivado, L-glutamina (2mM) y gentamicina (40 μg/ml) a 37 °C en estufa con 5 

% CO2.  

 

 

Generación de Células Dendríticas (CDs) 

 

Las CDs se generaron a partir de monocitos de sangre periférica humana de donantes 

sanos. Los monocitos se obtuvieron como se detalló previamente, y una vez obtenidos  

los mismos, se resuspendieron en RPMI 1640 (GIBCO, Grand Island, NY, USA) 

suplementado con L-glutamina (2 ng/ml), gentamicina (40 μg/ml), GM-CSF (800 

U/ml), IL-4 (500 U/ml) y 10 % de SBF (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado. Se 

cultivaron aproximadamente 20x106 células en placas de Petri de 100 x 20 mm durante 

5-7 días en estufa a 37 º C y 5 % CO2.  La pureza de éstas CDs fue confirmada mediante 
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inmunomarcaciones específicas para CDs, y se utilizaron para el estudio de expresión 

de MHC de clase I cultivos con una pureza mayor al 95 %.  

 

 

Obtención de esplenocitos murinos 

 

Para obtener los esplenocitos murinos, se sacrificó un ratón hembra BALB/c de 8 

semanas de edad y se le extrajo el bazo. Posteriormente, éste, fue disgregado de forma 

estéril en flujo laminar en una placa de petri utilizando inicialmente bisturís y luego una 

malla metálica y el émbolo estéril de una jeringa en presencia de RPMI 1640 (Gibco, 

Grand Island, NY, USA). Los esplenocitos obtenidos se lavaron tres veces con RPMI 

1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) centrifugando a 2000 r.p.m. por 5 minutos. De 

esta forma se obtuvieron aproximadamente 8x107 células que se cultivaron en RPMI 

1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado con 10 % de suero bovino fetal 

decomplementado (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado, L-glutamina 

(2mM) y gentamicina (40 μg/ml) a 37 °C en estufa con 5 % CO2 para realizar el ensayo 

de proliferación celular.  

  

 

Ensayos de proliferación linfocitaria 

 

Los ensayos de proliferación de las células mononucleares de sangre periférica humana 

o de esplenocitos murinos, se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo en U en las 

que se colocaron 1x105 células por pocillo, en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, 

NY, USA) conteniendo L-glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 10 % de SBF 

decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA). Las células fueron 

tratadas, como se detalla más adelante, con o sin IL-2 (8 ng/ml) o anticuerpos anti-CD3 

(OKT3) para estimular la proliferación celular en el caso de células humanas y con 

concanavalina A (ConA – 2 μg/ml) para el caso de los esplenocitos murinos, agregando 

SLPIrh (4 µg/ml) o buffer control a los pocillos de cultivo. Las células fueron incubadas 

durante 5 días a 37 ºC en estufa con 5 % de CO2. Luego las células fueron tratadas con 

timidina tritiada ([methyl-3H] thymidine; 5 μCi/ml, actividad específica 20 Ci/mmol; 
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Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) por 18 hs. La incorporación de timidina marcada fue 

medida utilizando un contador de centelleo líquido (Wallac 1214 Rackbeta, Turku, WF, 

Finlandia). 

 

Estimulación con  IL-2 y con ConA 

En una placa de cultivo de 96 pocillos de fondo en U se colocaron 1x105 células 

mononucleares o esplenocitos murinos resuspendidos en medio de cultivo RPMI 1640 

(Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado con 10 % de suero bovino fetal 

decomplementado (SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado, L-glutamina 

(2mM) y gentamicina (40 μg/ml). Las células se trataron simultáneamente con IL-2 (8 

ng/ml) o con ConA (2 μg/ml) y SLPIrh (4 μg/ml) y se incubaron durante 5 días a 37 ºC 

en estufa con 5 % de CO2. Finalmente se cuantificó la proliferación por incorporación 

de timidina tritiada utilizando un contador de centelleo líquido (Wallac 1214 Rackbeta, 

Turku, WF, Finlandia) como se indicó más arriba.  

 

Estimulación con anticuerpo anti-CD3 

Placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano fueron tratadas con anticuerpos anti-

CD3 (OKT3) en buffer carbonato (Na2CO3 15 mM; NaHCO3 34 mM; azida sódica 3 

mM) a pH = 9,6 durante 2 horas a 37 ºC. Transcurrido dicho tiempo,  se realizaron 2 

lavados con solución fisiológica sobre la placa y se agregaron 1x105 células 

mononucleares suspendidas en 100 μl de RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA), 

suplementado con 10 % de SBF (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado, L-

glutamina (2mM) y gentamicina (40 μg/ml) por pocillo. Algunos grupos fueron tratados 

con SLPIrh (4 μg/ml). Finalmente se incubó la placa durante 5 días en estufa a 37 ºC 

con 5 % CO2 y se midió la proliferación por incorporación de timidina tritiada 

utilizando un contador de centelleo líquido (Wallac 1214 Rackbeta, Turku, WF, 

Finlandia) como se indicó más arriba.  

 

 

 

 

 

 66



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

Obtención de células Natural Killer humanas 

 

A partir de un Buffy Coat se obtuvieron los PBMCs de manera similar a lo detallado 

más arriba. Luego, las células mononucleares de sangre periférica obtenidas se 

resuspendieron en 500 μl de RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA), 

suplementado con 10 % de SBF (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado, L-

glutamina (2mM) y gentamicina (40 μg/ml) y se colocaron en una columna de lana de 

nylon (tipo 200L) previamente lavada con PBS estéril, RPMI 1640 (Gibco, Grand 

Island, NY, USA) y RPMI completo. La columna fue preparada empaquetando 0,6 grs. 

de lana de nylon seca dentro de una jeringa plástica estéril de 10 ml. Las células se 

dejaron en la columna  por una hora a 37 ºC. Luego, la elución se llevó a cabo 

utilizando 30 ml. de RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado con 

10 % de SBF (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado, L-glutamina (2mM) y 

gentamicina (40 μg/ml). Las células eluídas (principalmente linfocitos T y NK) fueron 

resuspendidas en PBS estéril (3,5x106 células/ml) y tratadas con anticuerpos anti-CD3 

(OKT3) por 45 min. Luego se agregó complemento de conejo (1 ml por cada 3x106 

células tratadas) y se incubó por 1 hr a T amb. Posteriormente se realizaron 3 lavados 

con RPMI completo y las células obtenidas fueron utilizadas en los ensayos de 

citotoxicidad como células NK efectoras. 

 

 

Ensayo de citotoxicidad 

 

Células HeLa fueron cultivadas en placa de 96 pocillos de fondo plano (3x105 células 

por pocillo) en 200 μl de RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo L-

glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 10 % de SBF decomplementado e 

inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) y fueron tratadas con SLPIrh (4 μg/ml) o 

con buffer (control) durante 24 hs. Luego de transcurrido este tiempo, las células HeLa 

fueron enfrentadas, en los mismos pocillos, con células NK  (relación NK:HeLa 5:1). 

Las células NK fueron obtenidas a partir de sangre periférica de dadores sanos como se 

indica más arriba. La citotoxicidad fue medida utilizando el kit no radiactivo Cyto Tox 
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96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, Madison, WI, USA) siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  

 

 

Expresión y purificación de SLPI recombinante humano (SLPIrh) 

 

A partir de bacterias E. coli BL21 CodonPlus (DAE)-RIL (Novagen, Darmstadt, Hesse, 

Alemania), productoras de SLPIrh, generadas en nuestro laboratorio176 se obtuvo un 

precultivo inoculando las mismas a 7,5 ml de medio LB estéril suplementado con 

Ampicilina (100 μg/ml) y Cloranfenicol (50 μg/ml) e incubando a 37 °C durante una 

noche. Luego, 500 ml de medio LB con Ampicilina (100 μg/ml) y Cloranfenicol (50 

μg/ml) fueron inoculados con 5 ml del precultivo obtenido en el paso anterior. Dicho 

cultivo fue incubado en agitación a 37 °C hasta alcanzar una densidad óptica (D.O.) de 

0,6 medida a 600 nm. Logrado este valor, la expresión de SLPIrh fue inducida por el 

agregado de isopropiltiogalactósido (IPTG) (1mM). Una vez transcurridas 3 hs de 

inducción con agitación continúa a 28 °C; el cultivo fue centrifugado a 7000 r.p.m. 

durante 7 min.  

 

Los pellets se resuspendieron en 2 ml de buffer de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M, 

Imidazol 10 mM; pH 8) y se agregó lisozima hasta llegar a una concentración final de 1 

mg/ml. También se incorporaron DNAsa y RNAsa a una concentración final de 10 

μg/ml. Se dejó actuar a estas enzimas durante 30 minutos. Finalmente las bacterias 

fueron lisadas por ultrasonido con 7 pulsos de  60 watts de 30 segundos de duración 

utilizando un sonicador (Sonics – Vibra Cell, Newtown, CT, USA). Todo el 

procedimiento se realizó en hielo para evitar la proteólisis. Luego el lisado se centrifugó 

a 10.000 g durante 30 minutos a una temperatura de 4 ºC. La fracción soluble se 

recuperó y fue adicionada a 800 μl de resina de Niquel- ácido nitrilotriacetico (Ni-NTA) 

(Qiagen GmbH, Hilden, Westphalia, Alemania) previamente equilibrada en buffer de 

lisis y se incubó durante 1 hora a 4 ºC. Durante este tiempo se produce la unión de la 

cola de 6 histidinas del SLPIrh al Ni+2 complejado en la resina.   
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Posteriormente se realizaron dos lavados de 15 ml con una solución NaH2PO4 50 mM, 

NaCl 1M, Imidazol 20 mM; pH 8 (buffer de lavado 20) luego otros dos lavados con 15 

ml de una solución  NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M, Imidazol 40 mM; pH 8 (buffer de 

lavado 40) y por último dos lavados de 5 ml con NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M, Imidazol 

75 mM; pH 8 (buffer de lavado 75). Finalmente, el SLPIrh fue eluido de la resina por el 

agregado de 2 ml de una solución NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM; 

pH 8 (buffer de elución 250). La elución se repitió tres veces para obtener el mayor 

rendimiento posible.   

 

Con objeto de disminuir la concentración de imidazol en las muestras de SLPIrh, las 

distintas eluciones fueron sujetas a diálisis en un buffer fosfato que posee una 

concentración final de 2,5 mM de imidazol La diálisis fue realizada utilizando una 

membrana con un tamaño de poro de 12 kDa previamente lavada. El SLPIrh en buffer 

de elución 250 (2 a 6 ml) fue incorporado a la bolsa de diálisis y luego sumergido en 

una solución de NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, pH = 7,6 e imidazol, cuya 

concentración varía según el volumen de SLPI utilizado. Así finalmente se obtiene el 

SLPIrh en una solución NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 2,5 mM, pH = 7,6. 

Todo el material utilizado en este proceso fue esterilizado previamente. 

 

Antes de utilizar el SLPIrh en los experimentos in vitro e in vivo las fracciones eluidas 

fueron purificadas utilizando una columna de polimixina B - Agarosa (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) y la ausencia de LPS fue verificada usando el test de Limulus. (Pyrotell – 

Associates of Cape Cod, Falmouth, MA, USA) 

 

 

Ensayo de inhibición de tripsina 

  

Este ensayo fue realizado utilizando el sustrato cromogénico N-succinil-Ala-Ala-Pro-

Phe-p-nitroanilida (Sigma, St. Louis, MO, USA) que al ser clivado por la tripsina genera 

p-nitroanilida, un producto de color amarillo. La proteína recombinante (SLPIrh) 

obtenida en la purificación se incubó con diferentes concentraciones de tripsina (0,02 - 

0,05 %) durante 5 minutos a 37 ºC. Finalmente se agregaron 40 μl de una solución que 
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contiene el sustrato cromogénico diluido 1 en 80 en buffer Tris (50 mM) a pH 7,4. La 

absorbancia se mide cada 2 minutos a 405 nm durante 20 minutos en un lector de placas 

de ELISA (Labsystems Multiskan, Londres, Inglaterra, Reino Unido). 

 

 

Clonado de SLPIh en un vector de expresión eucariota. 

 

El ARNm correspondiente a la proteína humana SLPI (SLPIh) se obtuvo a partir de 

células HeLa. Las células se lisaron en frío; luego se centrifugaron a 12000 r.p.m. y el 

sobrenadante se paso por una columna de poly-T agarosa para pegado específico de 

ARNm. Este se eluyó en 50 μl de buffer TE (Tris-EDTA). El ARNm así obtenido se 

utilizó en una reacción  de transcripción reversa a ADNc utilizando oligo-dT como 

primers con la enzima retrotranscriptasa MMLV-RT (Promega, Madison, WI, USA).  

 

Luego se obtuvo por PCR el fragmento completo correspondiente a la proteína SLPIh 

(incluido el péptido señal) usando dos primers específicos:                                            

 5´-GGCAGGAATCAAGCTTTCACA-3´ y 5´-TCACCATGAAGTCCAGCGGC-3´. 

 

El producto de PCR de 415 pares de bases se separó por electroforesis en un gel de 

agarosa 1,5% con bromuro de etidio (BrEt), la banda correspondiente se escindió y se 

purificó el ADN utilizando el kit Quick Gel Extraction (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). El fragmento así purificado se clonó en el vector de clonado pGemT easy vector 

(Promega, Madison, WI, USA), que permite clonar productos de PCR amplificados con 

Taq polimerasa, ya que posee dos nucleótidos timidina protruyentes en los extremos 3´.  

 

Ésta  construcción se electroporó en bacterias E. coli JM 109; posteriormente se 

seleccionó una colonia aislada y se creció para la purificación del plásmido pGemT-

SLPIh. Para corroborar la correcta secuencia del gen se secuenciaron los 500 pares de 

bases incluidos entre los sitios T7 y SP6 del plásmido, que incluyen al gen SLPIh, en el 

Servicio de Secuenciación Automática de ADN Instituto de Bioquímica y Biología 

Molecular (IBBM) de la Universidad Nacional de La Plata. La comparación y 

homología de secuencia se realizó usando los servicios en red de EMBL, Swissprot, y 
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GenBank molecular biology databases (National Center for Biotechnology Information, 

Bethesda, MD, USA).  

 

El plásmido pGemT-SLPIh se cortó con la enzima de restricción EcoRI (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, USA); el producto de esta digestión se separó por electroforesis 

en un gel de agarosa 1,5% teñido con BrEt.; la banda correspondiente al gen SLPIh se 

escindió y se purificó. El gen SLPIh así obtenido se ligó en el vector pcDNA3 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para expresión eucariota. Dicha construcción se 

electroporó en bacterias E. coli JM 109 para su amplificación. De esta forma, pudo 

obtenerse el gen y su orientación se verificó por PCR utilizando como primers el 

correspondiente al sitio T7: 5´-TACGACTCACTATAGGGCGAA-3´ y los ya 

descriptos anteriormente utilizados para obtener dicho gen. 

 

 
 
Análisis de moléculas de superficie por citometría de flujo 

 

Marcaciones de monocitos y CDs 

Monocitos (4x106 células) y CDs (5x106) fueron incubados en estufa a 37 ºC con 5 % 

CO2 en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo L-glutamina 

(2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 10 % de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, 

Grand Island, NY, USA) con SLPIrh (4 μg/ml) o con buffer de dilución (control). 

Posteriormente fueron marcados para estudiar la modificación de moléculas de 

superficie por acción del SLPI. Para esto, luego de la incubación, dichas células se 

centrifugaron a 2000 r.p.m., se resuspendieron en PBS frío y luego se realizaron 

marcaciones directas o indirectas según los anticuerpos utilizados. Para las marcaciones 

indirectas las células se incubaron en frío con el anticuerpo primario de ratón, a las 

concentraciones óptimas de cada uno por 40 minutos; luego se lavaron con PBS frío y 

se agregó seguidamente el anticuerpo secundario de cabra anti-ratón conjugado a 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Dako, Glostrup, Hovedstaden  Denmark) por 40 

minutos a 4 ºC. Para los controles negativos se utilizó un anticuerpo irrelevante de ratón 

del mismo isotipo que el  anticuerpo primario utilizado en los demás grupos. Para las 
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marcaciones directas, los monocitos y las CDs se incubaron en frío durante 40 minutos 

con el anticuerpo de ratón conjugado a ficoeritrina (R-PE) o a FITC a la concentración 

indicada por el fabricante. Como control de isotipo se utilizó un anticuerpo de ratón 

irrelevante también marcado con el fluorocromo correspondiente. Finalmente las células 

se lavaron con PBS-azida de sodio en frío, se resuspendieron en 400 μl de PBS frío en 

los tubos de FACS y la fluorescencia se cuantificó por citometría de flujo mediante el 

citómetro FACSCalibur (Becton Dickinson-BD, San José, CA, USA). Luego, los 

resultados obtenidos se analizaron con el programa WinMDI para Windows versión 2.9.    

 

Marcaciones de líneas celulares 

Células HeLa tratadas o no con SLPIrh (4 μg/ml), clones de células F3II y de HeLa 

transfectados con el gen de SLPI humano o con el plásmido vacío (control) incubados 

en estufa a 37 ºC con 5 % CO2 en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

conteniendo L-glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 10 % de SBF 

decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) fueron cultivados en 

placas de 6 pocillos (9x105 células/pocillo) y cosechadas utilizando una solución de 

0,04 % de EDTA. Dichas células se centrifugaron a 1200 r.p.m. y se resuspendieron en 

PBS frío. Luego se realizaron marcaciones directas o indirectas según los anticuerpos 

utilizados. El esquema seguido para las mismas fue similar al ya indicado para las 

marcaciones de monocitos. La intensidad de fluorescencia y los resultados se analizaron 

de la misma forma que lo indicado más arriba.  

 

Anticuerpos monoclonales usados para citometría 

Se enumeran a continuación los anticuerpos (Ac) utilizados en este trabajo de tesis y sus 

características:  

Anticuerpos anti-humano: anti-CD54 (ICAM-1) (IgG1, R-PE) (BD PharmingenTM, San 

Diego, CA, USA), anti-CD14 (IgG2a, R-PE) (Caltag, San Francisco, CA, USA), anti-

HLA-A, B, C (MHC I) (IgG1, R-PE) (BD PharmingenTM, San Diego, CA, USA), anti-

HLA-DR, DP, DQ (MHC II) (IgG2a, R-PE), anti-CD29 (IgG1, R-PE) (BD 

PharmingenTM, San Diego, CA, USA), Mouse IgG1 (Control de Isotipo, R-PE) (Caltag, 

San Francisco, CA, USA), Mouse IgG2a (Control de Isotipo, FITC) (Caltag, San 

Francisco, CA, USA), anti-HLA-DR (HB-55, IgG2a, ATCC, Rockville, MD, USA), 
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anti-CD18 (Ts1/18, IgG1, ATCC, Rockville, MD, USA), anti-CD86 (FUN-1, IgG1, BD 

PharmingenTM, San Diego, CA, USA).  

Anticuerpos anti-ratón: anti-CD29 murino (IgG2a, R-PE) (BD PharmingenTM, San 

Diego, CA, USA), Anti-MHC Class I H2-D, (IgG2a, R-PE) (BD PharmingenTM, San 

Diego, CA, USA), Rat IgG2a (control de Isotipo, R-PE, BD PharmingenTM, San Diego, 

CA, USA) 

 

 

ELISA sobre monocapa de células HeLa viables 

 

Este ensayo se realizó sobre células HeLa tratadas o no con SLPIrh (4 μg/ml) o sobre 

células HeLa transfectadas transientemente con un oligonucleótido antisentido para 

SLPIh. Para esto, se cultivaron 4x104 células por pocillo, en medio RPMI 1640 (Gibco, 

Grand Island, NY, USA) conteniendo L-glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 

10% de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) en placa 

de 96 pocillos (fondo plano) hasta subconfluencia. Luego, se tomó el sobrenadante y las 

células fueron lavadas con solución fisiológica. A continuación se colocó el Ac. anti-

HLA-A, B, C (W6/32, IgG2a, ATCC, Rockville, MD, USA) y/o el Ac. anti-CD54 

(IgG2a, Chemicon, Temecula, CA, USA) y/o el Ac. Control de Isotipo (IgG2a, Caltag, 

San Francisco, CA, USA) en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo 

5% de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) y 0,1% de 

Azida sódica. Luego la placa fue incubada durante 90 min. a 37 ºC y pasado este tiempo 

se lavaron las células dos veces con RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

conteniendo 5 % de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, NY, 

USA) y 0,1 % de Azida sódica y dos veces con RPMI 1640 solo (Gibco, Grand Island, 

NY, USA). Luego, se agregó el Ac. de cabra anti-ratón conjugado a peroxidasa (Sigma, 

St. Louis, MO, USA) en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) y entonces la 

placa se incubó por 60 min a 37 ºC. Transcurrido este tiempo se realizaron dos lavados 

con PBS conteniendo 5% de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, 

NY, USA) y por último dos lavados con PBS solo. Luego, el revelado, se realizó 

utilizando 3,3´,5,5´ tetrametibenzidina (TMB, Sigma, St. Louis, MO, USA) y la 

reacción se detuvo con una solución de H2SO4 1 N. Las absorbancias fueron 

 73



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

determinadas por lectura a 450 nm en lector de placas de ELISA (Labsystems 

Multiskan, Londres, Inglaterra, Reino Unido). 

 

 

ELISA para estudiar producción de SLPIh 

 

Sobrenadantes de cultivo de células HeLa (transfectadas o no) y clones de células F3II 

(productores de SLPIh) fueron cosechados para la determinación de la producción de 

SLPIh. Con dicho fin, se adhirió un anticuerpo monoclonal de conejo anti-SLPI humano 

(IgG1, 1 μg/ml) (Hbt, Uden, North Brabant, Holanda) a la superficie de las placas de 96 

pocillos (de alta unión a péptidos) en PBS por 16 hs a 4 °C. Luego se descartó el medio 

y sin lavar se bloqueó la placa con BSA 0,5 % - Leche 1 % en PBS (1hr, 37°C). La 

placa luego fue lavada con PBS-Tween-20 (0,05 % - 0,1 %) 5 veces y después se 

incorporaron las muestras de sobrenadante de cultivo (1h, 37 °C). Se lavó 3 veces con 

PBS - Tween-20 (0,05 % - 0,1 %) y se agregó el segundo anticuerpo policlonal de 

conejo anti-SLPI humano (0,14 μg/ml), (Hbt, Uden, North Brabant, Holanda) en BSA 

0,5% - Leche1% -PBS (90 min, 37 °C). Se repitió el lavado 5 veces y se adicionó para 

revelado el anticuerpo policlonal de cabra anti - IgG de conejo conjugado a peroxidasa 

(1:1200) en BSA 0,5% - Leche1% - PBS (1hr, 37 °C). Finalmente se reveló utilizando 

3,3´,5,5´ tetrametibenzidina (TMB, Sigma, St. Louis, MO, USA) y la reacción se detuvo 

con una solución de H2SO4 1 N. Las absorbancias fueron determinadas por lectura a 450 

nm en lector de placas de ELISA (Labsystems Multiskan, Londres, Inglaterra, Reino 

Unido). La curva estándar fue realizada a partir de SLPIrh producido y purificado en 

nuestro laboratorio. 

 

 

Transfecciones de células HeLa y F3II  

 

Transfección transiente de células HeLa con oligonucleótido antisentido para el 

SLPIh 

Para la transfección transiente de células HeLa, se empleó un oligonucleótido 

antisentido con la siguiente secuencia: 5´-AGTGGTACTTCAGGTCGCCG-3´ capaz de 
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hibridar con el extremo 5´ del ARNm correspondiente al gen del SLPIh; por otro lado se 

utilizó como control el siguiente oligonucleótido sentido:                             

5´-TCACCATGAAGTCCAGCGGC-3´. Para llevar a cabo dicha transfección, en un 

placa de 96 pocillos de fondo plano se incubaron 2,5x104 células HeLa por pocillo en 

medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo L-glutamina (2 mM), 

gentamicina (40 μg/ml) y 10 % de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, Grand 

Island, NY, USA) durante 18 hs. en estufa a 37 °C con 5 % de CO2. Transcurrido este 

tiempo las células se lavaron tres veces con RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, 

USA) precalentado a 37 °C. Por otro lado se prepararon las mezclas LipofectamineTM 

2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) – ADN (oligonucléotidos) de tal forma que la 

concentración final de los mismos por pocillo fue de 10 μg/ml y 0,3 μM 

respectivamente. Se agregaron las mezclas a las células en presencia de RPMI 1640 

(Gibco, Grand Island, NY, USA) y entonces se incubaron durante 4 hs. a 37 °C en 

estufa con 5 % de CO2. Pasado este tiempo se agregó SBF decomplementado e 

inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) a una concentración final de 10 %, L-

glutamina (2 mM) y gentamicina (40 μg/ml). Se dejaron en cultivo por 2 hs. y entonces 

se agregó o no, según el caso, IL-4 a una concentración final de 2 ng/ml por pocillo y se 

dejaron en cultivo durante 18 hs. 

 

Transcurrido este tiempo, se tomaron los sobrenadantes de cultivo para estudiar la 

concentración de SLPIh en los mismos y sobre las células transfectadas se realizó un 

ELISA sobre monocapa para estudiar la expresión de MHC I. 

 

Transfección estable de células HeLa y F3II con el gen del SLPIh y obtención de 

clones 

Se realizó la transfección estable de dos líneas celulares. Células HeLa se transfectaron 

con el plásmido pcDNA3 conteniendo el gen del SLPIh en orientación sentido y 

antisentido, obtenido y purificado como se describió anteriormente. Por otro lado, 

también se transfectaron células tumorales murinas F3II con el plásmido pcDNA3 

conteniendo el gen del SLPIh en orientación sentido. Para utilizar como controles se 

transfectaron también ambas líneas celulares con el plásmido pcDNA3 vacío. Dichas 

transfecciones se llevaron a cabo de la siguiente manera: Se sembraron 2x105 células 
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por pocillo en placas de 6 pocillos y se cultivaron  en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand 

Island, NY, USA) conteniendo L-glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 10% de 

SBF decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) durante 18 hs. en 

estufa a 37 °C con 5 % de CO2. Por otro lado se prepararon las mezclas para las 

transfecciones utilizando 6 μl de LipofectamineTM 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) y 2 μg de ADN en 2 ml. de RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) en 

tubos de poliestireno estériles. Dichas mezclas se incubaron a temperatura ambiente 

durante 45 min, luego se agregaron sobre las células previamente lavadas tres veces con 

RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) y se dejaron durante 4 hs. en estufa a 37 

°C con 5% de CO2. Transcurrido este tiempo de incubación se agregó SBF 

decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) a una concentración 

final de 10 %, L-glutamina (2 mM) y gentamicina (40 μg/ml). De esta forma se dejaron 

las células en cultivo durante 48 hs. y posteriormente se cambió el medio por otro de 

iguales características pero conteniendo además 500 μg/ml de G418 Sulfato 

(Geneticin®, Gibco, Grand Island, NY, USA) para realizar la selección de células que 

habían incorporado el plásmido. Luego de esto, el medio de cultivo con G418 Sulfato 

(Geneticin®, Gibco, Grand Island, NY, USA) se cambió cada dos días durante tres 

semanas hasta obtener cúmulos celulares aislados. Luego, los clones resistentes al G418 

Sulfato (Geneticin®, Gibco, GIBCO, Grand Island, NY, USA) fueron seleccionados 

mediante la técnica de dilución terminal. 

 

 

Ensayos de apoptosis 

 

Medición de apoptosis basal en clones de F3II 

Brevemente, células F3II (9x105/pocillo) fueron cultivadas en placas de 6 pocillos 

durante 48 hs. en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo L-

glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml) y 10 % de SBF decomplementado e 

inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) a 37 ºC en una atmósfera de 5 % de CO2.  

Los controles positivos de apoptosis fueron cultivados en RPMI 1640 (Gibco, Grand 

Island, NY, USA) sin suplementar durante  el mismo período de tiempo. Las células 

fueron marcadas utilizando el kit comercial Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I 
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(BD PharmingenTM, San Diego, CA, USA) siguiendo el protocolo del fabricante y la 

apoptosis fue medida con un equipo FACSCalibur (Becton Dickinson-BD, San José, 

CA, USA). Luego, los resultados obtenidos se analizaron con el programa WinMDI 

para Windows versión 2.9.    

 

Medición de apoptosis de células F3II tratadas con SLPIrh y con SLPIrh 

desnaturalizado 

En este ensayo, células F3II (9x105/pocillo) fueron cultivadas en placas de 6 pocillos 

durante 48 hs. en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo L-

glutamina (2 mM), gentamicina (40 μg/ml), 10 % de SBF decomplementado e 

inactivado (Gibco, Grand Island, NY, USA) y 4 μg/ml de SLPIrh o 4 μg/ml de SLPIrh 

desnaturalizado por pH ácido o buffer control, a 37 ºC en una atmósfera de 5 % de CO2. 

Los controles positivos de apoptosis fueron cultivados en RPMI 1640 (Gibco, Grand 

Island, NY, USA) sin suplementar, durante el mismo período de tiempo. Las células 

fueron marcadas y la apoptosis medida de la misma forma que lo descrito arriba.  

 

Medición de apoptosis de células del clon 2C1 en presencia de plasma de ratones 

inoculados con el clon 2C1  

Ratones hembra BALB/c de ocho semanas de edad fueron inoculados con 8x105 células 

del clon 2C1 y 48 hs. o 7 días después fueron sacrificados y se obtuvo el plasma a partir 

de la sangre extraída del seno retroorbital. Luego de esto, el plasma fue cultivado con 

9x105 células/pocillo del clon 2C1 (mayor productor de SLPIh) en una placa de seis 

pocillos. Plasma de animales no inoculados fue usado como control del experimento. 

Los cultivos fueron realizados en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) 

suplementado con 10 % de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, Grand Island, 

NY, USA), L-glutamina (2 mM) y gentamicina (40 μg/ml) adicionando 33 % de SBF o 

de plasma control o de plasma de los ratones inoculados con el clon 2C1, a 37 ºC en una 

atmósfera de 5 % de CO2. Los controles positivos de apoptosis fueron cultivados en 

RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) sin suplementos durante el mismo período 

de tiempo. Las células fueron marcadas utilizando el kit comercial Annexin V-FITC 

Apoptosis Detection Kit I (BD PharmingenTM, San Diego, CA, USA) siguiendo el 

protocolo del fabricante y la apoptosis fue medida con un equipo FACSCalibur (Becton 
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Dickinson-BD, San José, CA, USA). Luego, los resultados obtenidos se analizaron con 

el programa WinMDI para Windows versión 2.9.    

 

 

Ensayos de proliferación celular de clones de células F3II 

 

Células del clon 2C1 y células control (transfectadas con el plásmido vacío) 

(3x104/pocillo) fueron sembradas en placas de 96 pocillos de fondo plano y fueron 

incubadas en RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo L-glutamina (2 

mM), gentamicina (40 μg/ml), 10 % de SBF decomplementado e inactivado (Gibco, 

Grand Island, NY, USA) a 37 ºC en una atmósfera de 5 % de CO2.  Luego de 24 hs. se 

agregó timidina tritiada ([methyl-3H] thymidine; 5 μCi/ml, actividad específica 20 

Ci/mmol; Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) y las células se incubaron por otras  18 hs.  

Finalmente, las células fueron despegadas utilizando una solución de 0,05 % tripsina / 

0,02 % EDTA y la incorporación de radioactividad fue medida utilizando un contador 

de centelleo líquido (Wallac 1214 Rackbeta, Turku, WF, Finlandia). 

 

 

Preparación de microesferas conteniendo SLPIrh 

 

Las microesferas de poli-ε-caprolactona (PCL) (PM: 14.000, Sigma, St. Louis, MO, 

USA) conteniendo SLPIrh fueron preparadas usando una emulsión agua-en-aceite-en-

agua (A1/O/A2) basada en una técnica de evaporación de solvente. Brevemente, 400 mg 

de PCL fueron disueltos en 10 ml de diclorometano grado HPLC (solución O, Anedra, 

San Fernando, Buenos Aires, Argentina). Un mililitro de una solución conteniendo 0,8 

mg de SLPIrh (A1) y 30 mg de manitol fueron adicionados a la solución O, mezclando 

en un vórtex durante un minuto. Esta primera emulsión (A1/O) fue entonces adicionada 

con agitación constante a 100 ml de una solución acuosa de 2 % de alcohol polivinílico 

(PVA, Riedel-de Haën, Seelze, Hannover, Alemania). La emulsión A1/O/A2 obtenida 

fue mantenida a temperatura ambiente por 4 hs. hasta la completa evaporación de 

diclorometano. Las microesferas fueron entonces centrifugadas (5000 r.p.m. a 
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temperatura ambiente) y lavadas tres veces con agua destilada. Finalmente las 

microesferas fueron liofilizadas.  

 

 

Experimentos in vivo 

 

Para los experimentos in vivo, se trabajó con ratones hembras BALB/c y hembras Nude 

(Swiss) de ocho semanas de edad que fueron comprados al bioterio de la Facultad de 

Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP) y mantenidos en el bioterio 

del Departamento de Microbiología, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos 

Aires para realizar los experimentos. Parte de dichos experimentos in vivo también se 

realizaron en el Departamento Bioterio y Cáncer Experimental, Área Investigación del 

Instituto de Oncología “A.H. Roffo” y en el Bioterio de la Facultad de Ciencias 

Biomédicas, Universidad Austral.  

 

Los animales fueron inoculados con células F3II transfectadas con el gen del SLPIh 

(clones B3 y 2C1) o con las células control (F3II transfectadas con el pcDNA3 vacío) 

de forma subcutánea en el flanco izquierdo. Para los experimentos con ratones BALB/c 

se inocularon 8x105 células mientras que para los experimentos con ratones Nude se 

inocularon 5x106 de células por animal, resuspendidas, en ambos casos, en 200 µl de 

medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) libre de suero. El largo (L) y el 

ancho (W) del tumor fueron medidos utilizando un calibre tres veces por semana y el 

volumen tumoral (V) fue calculado utilizando la fórmula V = (LxW2)/2.  

 

Para el estudio del efecto del SLPIrh aplicado de forma exógena sobre el crecimiento 

tumoral en distintos modelos, se inocularon hembras BALB/c de ocho semanas de edad 

con 8x105 células F3II o con 5x105 células CT26 o con 2x105 células LP07. La 

administración de SLPIrh y SLPIrh desnaturalizado por pH ácido fue realizada 

inoculando 100 μl de una solución acuosa conteniendo 4 μg/ml de la proteína en el sitio 

de inyección de las células tumorales al inicio del experimento, y dentro del tumor 

cuando éste comenzaba a ser palpable. Como control se inoculó el buffer de dilución de 

la proteína. Dichas inoculaciones se realizaron 3 veces por semana.  
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Las microesferas cargadas con SLPIrh (30 mg de microesferas suspendidas en 400 μl de 

solución fisiológica) fueron inyectadas en ratones hembra BALB/c de ocho semanas de 

edad desde el día 2 por vía intraperitoneal, una vez por semana durante cuatro semanas 

y el volumen tumoral fue medido durante ese período de tiempo.  

 

En todos los casos se consideró como día cero (0) al día de inoculación de las células 

tumorales. 

 

Depleciones de poblaciones celulares 

Las depleciones de las distintas subpoblaciones leucocitarias (células NK, y 

Neutrófilos) se realizaron in vivo siguiendo protocolos ya establecidos78,177.  

 

Para la depleción de células NK en ratones BALB/c se utilizó el anticuerpo comercial 

de conejo anti asialo GM1 (Wako, Osaka, Kansai, Japón) diluido 1 en 4 e inoculado vía 

intraperitoneal (i.p.) (100 μl/ratón) los días -1, 1, 3, 7, 10, 14, 17, 21 y 24, considerando 

día 0 al día de la inoculación de las células tumorales.  

 

Para la depleción de Neutrófilos (PMN) se inocularon, tanto en ratones BALB/c como 

en Nude , por vía i.p. 500 μl de sobrenadante de cultivo del hibridoma RB6-8C5 los días 

-3, -2, -1, 1, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 18, 20, 22, 25, 27, 29, 32, 34, 36, 39, 41, 43, 46, 48 y 50, 

considerando día 0 al día de la inoculación de las células tumorales.  

 

 

Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el análisis de la varianza 

(ANOVA) y para la comparación entre medias se utilizaron los test de Student-

Newman-Keuls y Dunnett según se indica en la leyenda de las figuras. La comparación 

entre grupos en los estudios in vivo fue realizada utilizando el test t de Student para 

datos no apareados. Se consideró como significativo un valor de p < 0,05 (*), y como 

altamente significativo un valor de p < 0,01 (**), y p < 0,005  (***). 
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1. EFECTO DEL SLPI SOBRE CÉLULAS EPITELIALES 

 

1.1 Tratamiento con SLPIrh exógeno 

 

Debido a que muchas moléculas de superficie cumplen roles clave en lo que respecta al 

crecimiento tumoral y a la metástasis se estudió el efecto del SLPI sobre la expresión de 

algunas de estas moléculas sobre la línea celular epitelial HeLa (originaria de un 

carcinoma de cuello uterino). Las moléculas analizadas fueron: MHC de clase I,  

ICAM-1/CD54 y la integrina CD29/β1-integrina). Las dos primeras moléculas 

analizadas se estudiaron realizando un ensayo de ELISA sobre monocapa de células 

tumorales viables; en tanto que la expresión de CD29 se estudió por citometría de flujo. 

La primera técnica permite analizar las moléculas estando las células en monocapa; en 

cambio, para el análisis por citometría de flujo fue necesario despegar las células previo 

a la marcación. Como se observa en la Figura 9, el tratamiento de las células HeLa con 

SLPIrh (4 μg/ml, 18 hs) disminuyó la expresión de MHC de clase I. Este efecto no fue 

específico para esta molécula, ya que también se observó una disminución en la 

expresión de la molécula de adhesión perteneciente a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas ICAM-1/CD54 (Figura 9). 
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Figura 9. Efecto del SLPIrh sobre la expresión de CD54 (ICAM-1) y MHC I sobre células 
HeLa. Células HeLa fueron incubadas con SLPIrh (4μg/ml) durante 18 hs y posteriormente se 
midió sobre las mismas la expresión de MHC I y de CD54 mediante un ELISA sobre monocapa 
de células viables. Los datos se expresan como la Media ± DS. Se muestra un experimento 
representativo de tres. *p<0,05 (Test t de Student para datos apareados). 
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Al analizar la expresión de la molécula β1-Integrina/CD29 sobre la misma línea celular 

por citometría de flujo, se observó que el agregado exógeno de SLPIrh produjo también 

una disminución en la expresión de esta molécula (Figura 10).  
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Figura 10. Expresión de β1-Integrina/CD29 sobre células HeLa tratadas con SLPIrh.  
Células HeLa sin tratar (histograma negro) o tratadas (histograma rojo) con SLPIrh (4 μg/ml) 
durante 18 hs fueron despegadas utilizando EDTA 0,04 % y marcadas con un anticuerpo 
monoclonal fluorescente anti-CD29. Se muestran los resultados obtenidos en un experimento 
representativo de cinco experimentos independientes. El control de isotipo se muestra en gris y 
fue similar para ambos grupos.  
 

Estos resultados sugieren que SLPI es capaz de modificar la expresión de diferentes 

moléculas de superficie y, por lo tanto, podría tener un rol en el reconocimiento de las 

células tumorales por parte del sistema inmune y/o en la inducción de metástasis.  

 

1.2 Efecto de la modulación de la producción endógena de SLPI  

 

Seguidamente se hipotetizó que los niveles de expresión de las moléculas de superficie 

analizadas en la sección anterior podrían ser modificados por los niveles endógenos de 

SLPI producido por las células epiteliales. Para corroborar esta hipótesis, se decidió 

modificar los niveles endógenos de SLPI por acción de citoquinas. Para lo cual, células 

HeLa fueron tratadas con IFN-γ (8 ng/ml) y los sobrenadantes de cultivo, cosechados a 

las 24 hs, fueron evaluados para determinar el contenido de SLPI. En la Figura 11 se 

observa que el tratamiento de las células HeLa con IFN-γ disminuyó la producción de 

SLPI. Dado que IFN-γ es considerada una citoquina patognomónica del perfil Th1, el 
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siguiente paso fue evaluar el posible efecto de citoquinas pertenecientes al patrón Th2 

sobre la producción de SLPI. Células HeLa fueron tratadas entonces durante 24 hs con 

IL-4 (2 ng/ml) y posteriormente se midió SLPI en el sobrenadante de los cultivos. Como 

se observa en la Figura 11 tanto IL-4 como TNF-α (citoquina utilizada como control 

positvo119) aumentaron la producción de SLPI.  
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Figura 11. Regulación de la Producción de SLPI en células HeLa. Células HeLa fueron 
tratadas con IL-4 (2 ng/ml), IFN-γ (8 ng/ml) o TNF-α (2 ng/ml) durante 24 hs. Posteriormente se 
cosechó el sobrenadante de cultivo y se midió la concentración de SLPI en el mismo por un 
ensayo de ELISA. Los datos se expresan como la Media ± ESM de tres experimentos 
diferentes. *p<0,05; **p<0,01 (Test t de Student para datos apareados).  
 

Teniendo en cuenta estos resultados, se analizó la regulación que podrían ejercer IL-4 e 

IFN-γ sobre la expresión de MHC I y de CD54 en las células HeLa. Para ello, las 

mismas fueron cultivadas en presencia de IL-4 (2 ng/ml) o IFN-γ (8 ng/ml) durante 24 

horas y posteriormente se realizó un ELISA sobre monocapa de éstas células estudiando 

la expresión de MHC I y de CD54. Como puede observarse en la Figura 12, las células 

HeLa cultivadas en presencia de IL-4 (citoquina que había aumentado la expresión de 

SLPI en estas células - Figura 11) presentaron niveles mas bajos de expresión de MHC 

I; pero no de CD54; mientras que el tratamiento con IFN-γ no produjo diferencias 

significativas en ninguno de los casos.  
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Figura 12. Regulación de la Expresión de CD54 (ICAM-1) y MHC I sobre células HeLa por 
IL-4 e IFN-γ. Células HeLa fueron incubadas con IL-4 (2 ng/ml) o IFN-γ (8 ng/ml) durante 24 hs 
y posteriormente se midió sobre las mismas la expresión de MHC I y de CD54 mediante un 
ELISA sobre monocapa de células viables. Se muestra un experimento representativo de tres. 
Los datos se expresan como la Media ± DS. ***p<0,001 (ANOVA con post test Student-
Newman-Keuls). 
 

Las células HeLa (como la mayoría de las células epiteliales) tienen la capacidad de 

producir SLPI; por lo tanto se decidió también evaluar un posible efecto autócrino de 

esta proteína, y a la vez corroborar una correlación entre los niveles de SLPI producido 

por las células epiteliales y los cambios en la expresión de CD29 y MHC de clase I. 

Para esto, se generaron células HeLa con diferente capacidad de producción de SLPI.  

 

En primer lugar se generaron células HeLa con menor capacidad de producción de SLPI 

a través de una transfección transiente con un oligonucleótido antisentido para SLPIh. 

En la Figura 13 puede observarse que las células transfectadas produjeron niveles 

inferiores de ésta proteína que las células HeLa control. 
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Figura 13. Disminución de la producción de SLPI en células HeLa por transfección 
transiente con oligonucleótido antisentido. La concentración de SLPI fue determinada en 
sobrenadantes de cultivo de células HeLa transfectadas con el oligonucleótido antisentido o 
con un oligonucleótido irrelevante (Control). Los datos se expresan como la Media ± DS. Se 
muestra un experimento representativo de tres. *p<0,05 (Test t de Student para datos 
apareados). 
 
Luego, se analizó la expresión de MHC de clase I sobre las células HeLa transfectadas.  

Como se observa en la Figura 14, pudo verificarse que la disminución del SLPI 

endógeno se correlacionaba con un aumento de MHC de clase I sobre la superficie 

celular. Además se pudo observar que el tratamiento con IL-4 (2 ng/ml) de las células 

HeLa transfectadas aumentaba significativamente la expresión de MHC de clase I.  
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Figura 14. Efecto del bloqueo de la producción de SLPI endógeno en células HeLa sobre 
la expresión de MHC I. La concentración de SLPI fue determinada en sobrenadantes de 
cultivo de células HeLa transfectadas con el oligonucleótido antisentido o con un 
oligonucleótido irrelevante (Control). Posteriormente dichas células transfectadas fueron 
tratadas o no durante 24 hs con IL-4 (2 ng/ml); luego, sobre las mismas se realizó un ELISA 
sobre monocapa para medir la expresión de MHC I. Los datos se expresan como la Media ± 
DS. Se muestra un experimento representativo de tres. **p<0,01 para MHC I Antisentido vs 
Control (Test t de Student para datos apareados) 
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Luego, se decidió estudiar la expresión de CD29 y su posible modulación por el SLPI 

producido de forma endógena en las células HeLa. Para esto, se decidió transfectar esta 

línea con el gen de SLPIh de forma estable para que sobreexprese esta proteína.  

 

Como se describe en la sección de Materiales y Métodos las células fueron transfectadas 

con el gen del SLPIh ligado en un vector de expresión eucariota (pcDNA3). Por la 

técnica de dilución terminal se pudieron aislar clones sobreproductores de dicha 

proteína. En particular, se trabajó con el clon 3A, que, como puede verse en la Figura 

15, produjo niveles de SLPIh significativamente superiores a las células control.  
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Figura 15. Aumento de la producción de SLPI en células HeLa transfectadas de forma 
estable. La concentración de SLPI fue determinada en sobrenadantes de cultivo de células 
HeLa transfectadas con el plásmido pcDNA3 conteniendo el gen del SLPIh o con el plásmido 
sin inserto (Control). Los datos se expresan como la Media ± DS. Se muestra un experimento 
representativo de tres. **p<0,01 (Test t de Student para datos apareados) 
 
 

Sobre este clon, se decidió estudiar la expresión de CD29. En la Figura 16 se puede ver 

que el mismo presentaba una disminución en la expresión de β1-Integrina del 29 % al 

compararse frente a las células control (aquellas que fueron transfectadas con el 

plásmido pcDNA3 sin inserto). Para ver si estas células control eran sensibles también 

al tratamiento con SLPIrh exógeno, las mismas fueron incubadas en presencia de 

SLPIrh (4 μg/ml, 18 hs) y pudo también observarse una clara disminución (41 %) en la 

expresión de CD29 sobre las mismas.  
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Figura 16. Expresión de β1-Integrina/CD29 sobre células HeLa transfectadas. Células 
HeLa transfectadas con el plásmido vacío (HeLa control), tratadas o no  con SLPIrh (4 μg/ml), 
18 hs a 37ºC y células transfectadas sobreproductoras de SLPIh (clon 3A) fueron despegadas 
con EDTA 0,04 % y marcadas con anticuerpo monoclonal fluorescente anti-CD29. Se muestran 
los resultados obtenidos en un experimento representativo de tres experimentos 
independientes. El porcentaje de disminución de la fluorescencia fue calculado a partir de los 
Gm que se muestran en la figura. 
 

1.3 Ensayo de citotoxicidad 

 

Debido a la disminución de MHC de clase I observada en las células HeLa tratadas con 

SLPIrh, se decidió, estudiar si este tratamiento volvería a estas células epiteliales de 

origen tumoral más susceptibles al ataque citotóxico por parte de las células Natural 

Killer. Para esto, células NK fueron aisladas, purificadas a partir de sangre periférica de 

dadores sanos y enfrentadas con células HeLa tratadas o no con SLPIrh.  

 

Como puede verse en la Tabla 2, a pesar que éstas células NK fueron capaces de lisar a 

las células C1R (control positivo del ensayo), el tratamiento de las células HeLa con 

SLPI no modificó la citotoxicidad basal de las NK sobre la monocapa de células HeLa. 
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GRUPOS % DE CITOTOXICIDAD 

NK 1,1 ± 1 

HeLa + NK 20,7 ± 4,6 

HeLa + SLPIrh + NK 19,5 ± 5 

C1R + NK 31,7 ± 4,3 

 

 

 

 

 

 
Tabla 2. Citotoxicidad observada en células HeLa tratadas con SLPIrh en presencia de 
células NK. Células HeLa tratadas durante 18 hs con SLPIrh fueron puestas en contacto con 
células NK en relación 5:1(NK:HeLa) durante 4 hs; luego la citotoxicidad fue medida utilizando 
el kit comercial no radiactivo Cyto Tox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, 
Madison, WI, USA). Los resultados se muestran como la Media ± SD de un experimento 
representativo de dos. Las células C1R se utilizaron como control positivo del ensayo.   
 

 

2. EFECTO DEL SLPI SOBRE MONOCITOS Y CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

Hasta aquí, el efecto del SLPI había sido evaluado sobre células epiteliales. Para 

estudiar un posible efecto del SLPI también sobre células del sistema inmune, 

decidimos estudiar la posible variación de la expresión de moléculas de superficie sobre 

monocitos y células dendríticas (CDs) luego del agregado exógeno de SLPIrh. 

 

2.1 Monocitos 

 

Se analizó la posible variación en la expresión de distintas moléculas de superficie 

(CD54, CD14, MHC I, MHC II, CD86 y CD18) sobre monocitos obtenidos de sangre 

periférica de dadores sanos al ser tratados con SLPIrh. Estas determinaciones se 

hicieron por inmunomarcación directa cuantificando la fluorescencia por citometría de 

flujo. Los monocitos fueron obtenidos y expuestos a SLPIrh (4 μg/ml) o buffer durante 

18 horas como está indicado de forma detallada en Materiales y Métodos. Analizadas 

las inmunomarcaciones se pudo observar que el SLPI disminuyó levemente la expresión 

de CD14, y MHC II en los monocitos; mientras que no se observaron diferencias en la 

expresión de CD54 y MHC I (Figura 17). Las moléculas de superficie CD18 y CD86 

tampoco presentaron diferencias en su expresión (datos no mostrados).  
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Figura 17. Expresión de CD14 (A), MHC de clase II (B), MHC de clase I (C) y CD54 (D) en 
monocitos tratados o no con SLPIrh. Monocitos sin tratar (histogramas negros) o tratados 
con SLPIrh (4 μg/ml) durante 18 hs (histogramas de color según el caso) fueron marcados con 
anticuerpos monoclonales fluorescentes anti-CD14 (A) o anti-HLA - DR, DP, DQ (B) o anti-HLA 
- A, B, C (C) o anti-CD54 (D). Se muestran los resultados obtenidos en un experimento 
representativo de tres experimentos independientes. El control de isotipo se muestra en gris y 
fue similar para ambos grupos en todos los casos. 
 
 
 
2.2 Células dendríticas 

 

El siguiente paso fue analizar la expresión de moléculas de MHC de clase I y II en la 

superficie de CDs generadas a partir de monocitos. Una vez generadas las  CDs como se 

describe en Materiales y Métodos, éstas fueron expuestas a SLPIrh (4 μg/ml) o buffer 

durante 18 horas. En la Figura 18 se observa que, en las CDs tratadas con SLPI y 

contrariamente a lo observado en monocitos, existe una disminución en la expresión de 

MHC de clase I, pero no de MHC de clase II (dato no mostrado).  
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Figura 18. Expresión de MHC I en células dendríticas tratadas con SLPIrh. CDs sin tratar 
(histograma negro) o tratadas con SLPIrh (4 μg/ml) (histograma verde) durante 18 hs fueron 
marcadas con un anticuerpo monoclonal fluorescente anti-HLA - A, B, C. Se muestran los 
resultados obtenidos en un experimento representativo de tres experimentos independientes. 
El control de isotipo se muestra en gris y fue similar para ambos grupos 
 

 

3. EFECTO DEL SLPI EN LA PROLIFERACIÓN LINFOCITARIA 

 

También se analizó un posible efecto del SLPI sobre los linfocitos. En este caso, en 

lugar de analizar la expresión de moléculas de superficie, se evaluó la capacidad de 

proliferación linfocitaria en respuesta a mitógenos.  

 

Para ello se utilizó como mitógeno un anticuerpo anti-CD3 (OKT3), el cual, al unirse al 

complejo receptor TCR, dispara una cascada de transducción de señales que 

desencadena en la transcripción de genes proinflamatorios. Para esto, células 

mononucleares de sangre periférica fueron colocadas en microplacas de cultivo y 

tratadas con anticuerpo anti-CD3 (OKT3). El experimento fue llevado a cabo como se 

describe en la sección Materiales y Métodos. Como puede observarse en la Figura 19 

(A), el agregado de SLPIrh, inhibió significativamente la proliferación de los linfocitos 

estimulados con el anticuerpo OKT3.  
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También se estudió el efecto del SLPIrh sobre la proliferación linfocitaria en otro 

modelo. En éste, las células mononucleares fueron cultivadas con IL-2 (8 ng/ml) en 

presencia o ausencia de SLPIrh y, como puede observarse en la Figura 19 (B), el 

agregado de SLPIrh también disminuyó significativamente la proliferación de los 

linfocitos.  

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Efecto del SLPIrh sobre la proliferación linfocitaria. Células mononucleares 
obtenidas a partir de dadores sanos fueron estimuladas con anticuerpo anti-CD3 (OKT3) (A) o 
IL-2 (8 ng/ml) (B) y simultáneamente tratadas o no con SLPIrh (4 μg/ml). Se incubaron durante 
cinco días y la proliferación celular se midió por incorporación de timidina tritiada. En ambos 
casos, los datos se expresan como la media ± ESM de cuatro experimentos diferentes.  
***p<0,001 (ANOVA, Dunnet para comparaciones múltiples) 
 

En base a los efectos observados del SLPI sobre las células epiteliales de origen 

tumoral, se sugirió un posible rol del mismo como un factor involucrado en los 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune antitumoral. Esta hipótesis se sustentaba 

en los siguientes resultados: i) baja inmunogenicidad, por disminución de MHC de clase 

I y carencia de susceptibilidad al ataque citotóxico por las células NK, ii) disminución 

de CD54 lo que impediría una correcta interacción célula-célula la cual depende en 

parte, de la interacción de esta molécula con LFA-1 presente sobre los leucocitos; iii) 

disminución de la expresión de CD29 en las células tumorales, lo que también hacía 

suponer que la producción de SLPI podría estar relacionada con un aumento en la 

capacidad metastásica de las células productoras de esta proteína y iv) presencia de 

factores inmunosupresores, avalada por la inhibición de la proliferación de linfocitos 

estimulados tanto con IL-2 como con anticuerpo anti-CD3.  
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Todos estos efectos nos hicieron pensar que el SLPI podría cumplir un rol en la 

progresión tumoral y en la metástasis.   

 

 

4. EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN IN VIVO DE CÉLULAS F3II 

SOBREPRODUCTORAS DE SLPI 

 

4.1 Producción y caracterización de las células F3II sobreproductoras de SLPIh   

 

Para examinar la hipótesis planteada en la sección anterior, sobre un rol del SLPI en los 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune antitumoral, se decidió generar células 

tumorales murinas productoras de SLPI humano, las cuales serían utilizadas en modelos 

in vivo.   

 

Dado que la idea era la generación de clones murinos productores de SLPI humano, 

previo a la generación de los mismos, y a pesar de la existencia de datos sobre efectos 

del SLPI humano en modelos murinos159,162,178, estudiamos la capacidad del SLPIh 

para inhibir la proliferación de esplenocitos murinos in vitro. Una vez obtenidos los 

esplenocitos, tal como se describe en Materiales y Métodos, se procedió a realizar un 

ensayo de proliferación celular inducida por un mitógeno (Concanavalina A) en 

presencia o ausencia de SLPIrh. 

 

En la Figura 20 se observa que el SLPI recombinante humano inhibió la proliferación 

de los esplenocitos murinos de forma similar a lo que se había observado en células 

mononucleares humanas de sangre periférica (Figura 19), corroborando que las células 

murinas responden al SLPI humano.  
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Figura 20. Efecto del SLPIrh sobre la proliferación de esplenocitos murinos. Células 
obtenidas a partir del bazo de ratones hembra BALB/c fueron estimuladas con ConA (2 μg/ml) y 
simultáneamente tratadas o no con SLPIrh (4 μg/ml). Se incubaron durante cinco días y la 
proliferación celular se midió por incorporación de timidina tritiada. Los datos se expresan como 
la media ± ESM de tres experimentos diferentes. ***p<0,001 (ANOVA, Dunnet para 
comparaciones múltiples) 
 

Luego de esto, se generaron células F3II productoras de SLPIh por transfección estable 

con el plásmido pcDNA3 conteniendo el gen para dicha proteína. Como ya se 

mencionó, la línea celular F3II proviene de un carcinoma mamario murino sarcomatoide 

y fue establecida a partir de un clon de un tumor mamario murino espontáneo y 

hormono-independiente de la cepa BALB/c, la misma está descrita como una variante 

altamente invasiva y metastásica173. 

 

Luego de la transfección, se aislaron dos clones productores de SLPIh: el clon 2C1 y el 

clon B3. Al evaluar la producción de SLPI humano por parte de los mismos, se observó 

que el clon 2C1 producía cantidades mayores que el clon B3 (Figura 21A).  

 

Otros parámetros estudiados sobre los clones productores de SLPIh, previo a la 

administración de estas células a ratones, fueron: i) la tasa de proliferacíón basal, ii) la 

apoptosis basal y iii) la expresión de moléculas de superficie.  

 

 

 

 

 93



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. (A) Niveles de SLPIh producidos por los clones. Los clones transfectados con el 
pcDNA3 con el gen del SLPIh o su control fueron incubados durante 96 hs en estufa gaseada a 
37ºC y se evaluaron los niveles de producción de SLPIh en el sobrenadante con un ensayo de 
sándwich ELISA para SLPIh. (***p<0,001 2C1 vs Control; ***p<0,001 B3 vs Control. Test t de 
Student para datos apareados). Se muestra la Media ± SD de un experimento representativo 
de cinco. (B) Proliferación de los clones transfectados. El clon 2C1 y su control fueron 
sembrados en placas de 96 pocillos y fueron incubados por 24 horas a 37°C. Luego las células 
fueron incubadas con 5 μCi/ml de (metil-3H) timidina por 18 hs. Finalmente, las células fueron 
cosechadas y fue medida la incorporación de radioactividad en un contador de centelleo líquido 
β. Los datos se expresan como la Media ± ESM de tres experimentos diferentes. *p<0,05. (Test 
t de Student para datos apareados).  
 

La Figura 21B  muestra que el clon 2C1 presentó una tasa de proliferación 

significativamente mayor que las células controles. Por otro lado, al estudiar la 

presencia de apoptosis basal por citometría de flujo sobre los clones,  no se observaron 

diferencias significativas entre éstos y las células control (datos no mostrados), lo que 

demostró que la sobreexpresión de SLPIh no afectaba a la viabilidad de las células F3II.  

 

Como ya se mencionó, también se estudiaron modificaciones en la expresión de 

moléculas de superficie en los clones obtenidos. En particular se analizó por citometría 

de flujo la expresión de CD29 murino y de MHC de clase I H2-D. En la Figura 22, se 

observa que el clon 2C1, presentó una pequeña disminución en la expresión de MHC I y 

una disminución prácticamente total de CD29.  
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Para el caso del clon B3 (productor moderado de SLPIh) no se observaron diferencias 

en cuanto a la expresión de MHC I, mientras que pudo observarse una leve disminución 

en la expresión de CD29 al compararse frente a las células control (datos no mostrados). 
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Figura 22. Expresión de MHC I H2-D (A) y CD29 (B) en células F3II transfectadas. Células 
F3II control (transfectadas con el plásmido vacío – histograma violeta en A y verde en B) o del 
clon productor de cantidades elevadas de SLPIh (clon 2C1 – histograma rojo en A y azul en B) 
fueron marcadas con anticuerpos monoclonales fluorescentes anti-MHC I H2-D (A) o anti-CD29 
murino (B). Se muestran los resultados obtenidos en un experimento representativo de tres 
experimentos independientes. El control de isotipo se muestra en gris y fue similar para ambos 
grupos. 
 

Estos resultados obtenidos con los clones murinos productores de SLPI humano 

concuerdan con los mostrados en el Capítulo 1 de esta sección sobre las células HeLa 

transfectadas con SLPIh (clon 3A) o tratadas con SLPIrh agregado de forma exógena   

(Figuras 10, 14 y 16).    

 

4.2 Efecto de la administración de células tumorales productoras de SLPIh en 

ratones inmunocompetentes 

 

Para estudiar el desarrollo tumoral de estas células productoras de SLPIh en un modelo 

in vivo, se inocularon los clones productores de SLPIh en ratones inmunocompetentes 

(BALB/c). Los animales fueron tratados con 8x105 células de forma subcutánea (s.c.) en 

su flanco izquierdo.  
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Sorpresivamente, y a pesar de la hipótesis planteada, sustentada en los datos obtenidos 

in vitro, cuando las células 2C1 (sobreproductoras de altos niveles de SLPIh) fueron 

inoculadas en estos animales, ninguno desarrolló tumor a lo largo de los 80 días de 

evaluación (Figura 23A) y todos sobrevivieron* hasta la finalización del experimento 

(Figura 23B). Por otro lado, todos los animales inoculados con el clon B3 (bajo 

productor de SLPIh) desarrollaron tumores, pero con un período de latencia más largo y 

con un volumen tumoral menor que los controles (Figura 23A). Además, a diferencia 

del grupo control, la mayoría de los animales inoculados con B3, no alcanzaron, hasta el 

final del experimento, el volumen límite como para ser sacrificados (Figura 23B).  

 

Cuando estos animales fueron analizados para investigar la presencia de metástasis 

pulmonares se observó que los animales control tenían múltiples focos metastásicos, 

mientras que los animales tratados con los clones 2C1 o B3 estaban completamente 

libres de metástasis (datos no mostrados). 
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Figura 23. Efecto de la inoculación de células productoras de SLPIh en ratones 
inmunocompetentes (BALB/c). A: Ratones BALB/c fueron inoculados por vía s.c. con los 
clones 2C1, B3 o control (8x105 células por ratón) y fue evaluado el crecimiento tumoral. Se 
muestra la Media ± SD de un experimento representativo de cinco. Cada grupo contiene diez 
animales. El crecimiento tumoral fue monitoreado por setenta y dos días. *p<0,05; **p<0,01 B3 
vs Control. (Test t de Student para datos no apareados). B: Gráfico de sobrevida de Kaplan-
Meier para los ratones de (A). Por razones éticas los animales fueron sacrificados al alcanzar 
volúmenes tumorales de 900 mm3.   
 

                                                 
* Durante la presente  tesis se denominarán experimentos de sobrevida a aquellos en los cuales los ratones fueron sacrificados 
cuando el volumen del tumor que portaban superaba un límite por encima del cual se consideraba como no ético seguir el 
experimento. 
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Estos resultados mostraron que el SLPI tenía un claro efecto antitumoral y que la 

concentración de SLPI dentro del tumor parecía ser un factor crítico para que el efecto 

se manifestara plenamente. 

 

4.3 Estudio de la participación de la respuesta inmune sobre el efecto antitumoral 

del SLPI 

 

Con el objeto de evaluar la participación del sistema inmune en el efecto antitumoral de 

SLPI, experimentos similares fueron realizados empleando ratones atímicos (Nude). 

Estos ratones fueron inoculados por vía s.c. con 5 x 106 células de los clones 2C1, B3 o 

células controles. En este caso, todos los ratones Nude desarrollaron tumor 

independientemente de las células tumorales administradas (Figura 24A). Sin embargo, 

el crecimiento tumoral inducido por los clones 2C1, pero no por los clones B3, fue 

significativamente menor que con las células controles. Además, a diferencia de los 

animales controles y los inoculados con el clon B3, todos los animales inoculados con 

los clones 2C1 llegaron al final del experimento con un volumen tumoral inferior al 

límite necesario para ser sacrificados (Figura 24B).  
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Figura 24. Efecto de la inoculación de clones productores de SLPIh en ratones inmuno-
deficientes (atímicos). A: Ratones Nude fueron inoculados por vía s.c. con los clones 2C1, B3 
o control (5x106 células por ratón) y fue evaluado el crecimiento tumoral. Se muestra la Media ± 
SD de un experimento representativo de tres. Cada grupo contiene cinco animales. El 
crecimiento tumoral fue monitoreado por cuarenta y tres días. *p<0,05; **p<0,01 2C1 y B3 vs 
Control. (Test t de Student para datos no apareados). B: Gráfico de sobrevida de Kaplan-Meier 
para los ratones de (A). Por razones éticas los animales fueron sacrificados al alcanzar 
volúmenes tumorales de 600 mm3.   
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Este resultado fue diferente del obtenido en ratones BALB/c y nos sugirió que la 

respuesta inmune adaptativa estaría, al menos, parcialmente involucrada en el 

mecanismo de rechazo tumoral mediado por SLPI.  

 

Una de las principales características de la respuesta inmune adaptativa es la generación 

de memoria inmunológica. Para analizar la presencia de dicha memoria, se inocularon 

células F3II (que siempre desarrollan tumor) a ratones BALB/c que previamente habían 

recibido 5x106 células del clon 2C1 y que no habían desarrollado tumor (ratones 

sensibilizados). La Figura 25 muestra que estos animales al ser inoculados con 8x105 

células de F3II desarrollaron tumores con un período de latencia similar al de los 

controles; pero alcanzaron volúmenes significativamente inferiores. Esto sugiere que 

existe cierta memoria inmunológica que es capaz de retardar el crecimiento del tumor 

pero que no alcanza a eliminarlo. 
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Figura 25. Crecimiento tumoral en ratones sensibilizados previamente con el clon 2C1. 
Ratones BALB/c que habían sido inoculados con 5x106 células del clon 2C1 y no habían 
desarrollado tumor fueron re-inoculados con 8x105 células F3II control. El tiempo transcurrido 
entre la inoculación de las células del clon 2C1 y las F3II fue de 2 meses. Se muestra la Media 
± SD de un experimento representativo de 3 utilizando 5 animales por grupo. *p<0,05 (Test t de 
Student para datos no apareados). 
 
 
Como se observó en la Figura 24, en los ratones Nude el tamaño del tumor inducido 

por la administración del clon 2C1 no alcanzó el tamaño tumoral inducido por las 
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células controles a todos los tiempos analizados, sugiriendo también la participación de 

la respuesta inmune innata en la respuesta antitumoral del SLPI. 

 

Por otro lado, dada la disminución en la expresión de MHC de clase I que habíamos 

observado sobre las células tumorales HeLa y F3II, ya sea por tratamiento con SLPIrh o 

por la sobreproducción de dicha proteína, hipotetizamos que el SLPI podría presentar al 

menos parte de los efectos antitumorales por transformación de las células epiteliales en 

células más susceptibles a la acción citocida de las células NK.  

 

Para estudiar esto, evaluamos en primera instancia el crecimiento tumoral en ratones 

inmunocompetentes (BALB/c) depletados de células NK utilizando el anticuerpo anti-

asialo GM1177. Como se muestra en la Figura 26A, la inoculación de células control 

(F3II transfectadas con el plásmido vacío) generó tumores mayores en los animales 

depletados de células NK comparados con los animales no depletados. Este resultado 

sugiere que las células NK controlan el crecimiento tumoral inducido por la 

administración de las células F3II transfectadas con el plásmido vacío.  Sin embargo, la 

inoculación del clon 2C1 a ratones BALB/c depletados de células NK no generó 

tampoco la aparición de tumores, indicando que las células NK no juegan un rol en la 

respuesta antitumoral contra las células productoras de SLPI (2C1). Incluso, podría 

llegar a postularse un posible efecto inhibidor de los clones 2C1 sobre las células NK. 

  

En un intento por dilucidar que otras células de la respuesta inmune innata podrían estar 

involucradas en el rechazo de las células tumorales productoras de SLPIh, analizamos la 

participación de los neutrófilos (PMN). Los PMN son células efectoras de la respuesta 

inmune innata y los mismos han sido involucrados en ciertos mecanismos anti-

tumorales50,72-78. Más aún, en nuestro modelo, el análisis histológico del sitio de 

inoculación con 2C1 reveló la presencia de un pronunciado infiltrado de neutrófilos 

(datos no mostrados). Así, ratones BALB/c fueron depletados de neutrófilos usando el 

anticuerpo monoclonal RB6-8C5. El grado de depleción fue mayor del 75% en ambos 

casos (datos no mostrados). La Figura 26B muestra que la inoculación de 8x105 células 

en ratones inmunocompetentes depletados de neutrófilos permitió el crecimiento del 

tumor en todos los animales inoculados con el clon 2C1; hecho que nunca se observó en 
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animales inmunocompetentes o depletados de células NK. Estos resultados sugirieron 

que los neutrófilos jugarían un rol importante en el efecto antitumoral de SLPIrh. Sin 

embargo, aún los animales depletados de neutrófilos inoculados con el clon 2C1 

sobrevivieron hasta la finalización del experimento (dato no mostrado). 
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Figura 26. Efecto de la depleción de células NK o neutrófilos (PMN) en el crecimiento 
tumoral en ratones inmunocompetentes. A: Ratones BALB/c fueron depletados de células 
NK por inyección i.p. del anticuerpo de conejo anti-asialo GM1 como se describe en Materiales 
y Métodos. Los ratones fueron inoculados con 8x105 células 2C1 (◊) o células control (□) y 
tratados con el anticuerpo (símbolo lleno) o sin él (símbolo vacío). El crecimiento tumoral fue 
monitoreado por veinticuatro días. Cada grupo contiene ocho animales. Se muestra la Media ± 
SD de un experimento representativo de dos. B: Ratones BALB/c fueron depletados de 
neutrófilos (PMN) por inyección i.p. del anticuerpo monoclonal RB6-8C5 como se describe en 
Materiales y Métodos. Los ratones fueron inoculados con 8x105 células 2C1y tratados con el 
anticuerpo monoclonal RB6-8C5 (♦) o sin él (◊). Se muestra la Media ± SD de un experimento 
representativo de tres, usando cinco animales por grupo. El crecimiento tumoral fue 
monitoreado por cincuenta y cuatro días. 
 

Con el objeto de confirmar el rol de los neutrófilos y de la respuesta inmune adaptativa 

en el efecto antitumoral, ratones Nude fueron depletados de neutrófilos. La Figura 27 

muestra que todos los ratones Nude inoculados con el clon 2C1 desarrollaron tumor, 

algo que ya habíamos observado con anterioridad (Figura 24). Sin embargo, la 

depleción de neutrófilos en ratones Nude condujo a un mayor crecimiento tumoral 

comparado al observado con los ratones no depletados, sugiriendo un rol fundamental 

de los neutrófilos en el mecanismo antitumoral inducido por las células tumorales 

productoras de SLPI, incluso en los ratones atímicos.  
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Figura 27. Efecto de la depleción de neutrófilos (PMN) en el crecimiento tumoral en 
ratones atímicos (Nude). Ratones Nude fueron depletados de neutrófilos por inyección i.p. del 
anticuerpo monoclonal RB6-8C5 como se describe en Materiales y Métodos. Los ratones 
fueron inoculados con 5x106 células 2C1 (◊) o células control (□) y tratados con el anticuerpo 
(línea llena) o sin él (línea punteada). El crecimiento tumoral fue monitoreado por treinta y dos 
días. *p<0,05; **p<0,01;  ***p<0,005 2C1 vs. 2C1 + RB6-8C5 mAb. (Test t de Student para 
datos no apareados). Se muestra la Media ± SD de un experimento representativo de dos con 
similares resultados usando cinco animales por grupo. 
 

Tomando en consideración estos resultados, pudimos concluir que los neutrófilos 

participan en el mecanismo de rechazo de las células tumorales que producen altos 

niveles de SLPI. Como pudimos observar, en ratones Nude, este efecto no fue 

completamente revertido indicando que la participación de los neutrófilos y las células 

de la respuesta inmune adaptativa podrían no ser el único factor involucrado en la 

respuesta. 

 

4.4. Análisis del plasma de ratones inoculados con células sobreproductoras de 

SLPI  

 

Tomando en consideración que la inhibición del crecimiento tumoral no fue 

completamente revertida por la depleción de los neutrófilos en los ratones Nude, se 

investigó un mecanismo alternativo o sinergístico para la inhibición del crecimiento 

tumoral. De esta manera, hipotetizamos que los animales inoculados con el clon 2C1, 

pero no los controles, podrían estar induciendo factores apoptóticos que mediarían el 
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efecto antitumoral de los clones productores de SLPIh. Más aún, los posibles factores 

apoptóticos deberían estar presentes en el plasma de los ratones que no desarrollan 

tumor, es decir, aquellos que reciben el clon 2C1. Con el objeto de evaluar esta 

hipótesis, se obtuvo el plasma de los ratones inoculados con el clon 2C1 a las 24 horas y 

a los 7 días post-inoculación. Luego, células 2C1 fueron incubadas con los plasmas 

recolectados y los niveles de apoptosis fueron determinados por citometría de flujo 

marcando a las células con Ioduro de Propidio y Anexina-V FITC. En la Figura 28A se 

puede observar que el plasma obtenido a las 24 hs. post-inoculación del clon 2C1 

induce una mayor apoptosis que el plasma obtenido de los animales controles (ratones 

no inoculados). Sin embargo, se observó un efecto aún más pronunciado con el plasma 

de los animales obtenidos 7 días post-inoculación de los clones 2C1 (Figura 28B). 
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Figura 28. Estudio de apoptosis sobre células 2C1 tratadas con plasma de animales 
inoculados o no con células tumorales. Ratones BALB/c fueron inoculados con 8x105 
células 2C1 y  24 horas (A) o siete días (B) más tarde el plasma fue extraído. Treinta y tres por 
ciento de plasma de los ratones no inoculados o inoculados con células 2C1 fue cultivado con  
9x105 células 2C1 in vitro. Luego las células fueron cosechadas con EDTA 0,04 % y la 
apoptosis fue medida usando, para las marcaciones un kit comercial (Apoptosis Detection Kit I, 
BD Biosciences, USA), y un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson-BD, USA). Se 
muestra un experimento representativo de tres con similares resultados. 
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Teniendo en cuenta estos resultados, pudimos confirmar de esta forma la presencia de 

uno o más potentes factores apoptóticos en el plasma de los ratones que rechazan el 

tumor (inoculados con las células del clon 2C1) sugiriendo que la completa inhibición 

del crecimiento de las células 2C1 en los ratones inmunocompetentes podría ser debida, 

no sólo a la participación de las células de la respuesta inmune, sino también al efecto 

de factores apoptóticos presentes en el plasma, derivados o no de células de la respuesta 

inmune adaptativa y/o innata. Actualmente estamos llevando a cabo experimentos 

tendientes a determinar si estos factores pro-apoptóticos derivan de los PMN y si son 

capaces de inducir también la apoptosis de las células F3II.  

 

 

5. ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL SLPI EXÓGENO  

 

Para probar si el efecto antitumoral del SLPI producido por las células tumorales era 

también observado con SLPIrh agregado de forma exógena en el sitio del crecimiento 

del tumor, ratones hembra adultos BALB/c fueron inoculados con 8x105 células F3II de 

forma subcutánea en su flanco izquierdo y el efecto de SLPI sobre el crecimiento 

tumoral fue evaluado tras la administración de la proteína empleando diferentes vías de 

inoculación.  

 

Así, en el día 0 un grupo de ratones recibió, junto con las células tumorales, una 

inyección de SLPIrh en forma intraperitoneal (i.p.) (Figura 29A), en tanto otro grupo 

de ratones recibió la proteína por vía s.c., en la zona de inoculación de las células 

tumorales (Figura 29B). Las inyecciones de SLPIrh se repitieron, en ambos casos, a lo 

largo del experimento cada dos o tres días. La Figura 29A muestra que la 

administración i.p. de SLPIrh (40 μg/ml) no modificó la velocidad de crecimiento del 

tumor; pero, por el contrario, la Figura 29B muestra que la inyección s.c. de SLPIrh (4 

μg/ml) en el sitio de inoculación de las células tumorales hizo que se desarrollen 

tumores significativamente menores que los controles y aumentó la sobrevida de los 

ratones (Figura 30). Es interesante notar también que el período de latencia fue menor 

en los animales controles comparados con los ratones que recibieron SLPIrh de forma 

s.c. 
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El siguiente paso fue determinar si el efecto antitumoral del SLPI dependía de su 

actividad anti-proteasa. Para lo cual, se repitieron los experimentos descritos más arriba 

utilizando SLPIrh desnaturalizado por tratamiento a pH ácido. 
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Figura 29. Efecto de la administración exógena de SLPIrh sobre el crecimiento tumoral. 
Ratones BALB/c fueron inoculados por vía s.c. en su flanco izquierdo con 8x105 células F3II y 
tratados con: 40 μg/ml de SLPIrh por vía i.p. (A), 4 μg/ml SLPIrh por vía s.c (B) o 4 μg/ml 
SLPIrh denaturalizado por vía s.c. (D). El crecimiento tumoral fue monitoreado por cuarenta y 
tres días para A, B y D. Se muestra la Media ± SD de un experimento representativo de tres 
para A y D y cuatro para B con resultados similares. Cada grupo contiene cinco animales para 
A y D y diez animales para B.  *p<0,05; **p<0,01 (Test t de Student para datos no apareados). 
C: Ensayo de actividad anti-tripsina del SLPIrh nativo y del desnaturalizado por pH ácido que 
se utilizó en los experimentos in vivo.  
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La desnaturalización fue confirmada por el ensayo de inhibición de tripsina descrito en 

Materiales y Métodos (Figura 29C). La Figura 29D muestra que la administración s.c. 

de SLPIrh desnaturalizado fue capaz de disminuir el crecimiento del tumor y aumentar 

la sobrevida de los ratones (Figura 30) prácticamente en la misma medida que el 

SLPIrh no desnaturalizado. Estos resultados indicaron que la actividad antitumoral del 

SLPIrh sobre las células de carcinoma mamario F3II no es dependiente de su actividad 

anti-proteasa. 
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Figura 30. Gráfico de sobrevida de Kaplan-Meier para los ratones inoculados con células 
F3II y tratados con SLPIrh. Se muestra el % de sobrevida de los ratones BALB/c portadores 
de tumor, tratados con buffer de dilución del SLPIrh (control), o con SLPIrh o con SLPIrh 
desnaturalizado por pH ácido (4 μg/ml en ambos casos). Para el cálculo del % de sobrevida y 
por cuestiones éticas, los animales fueron sacrificados al alcanzar volúmenes tumorales 
mayores a 900 mm3.  
 

Uno de los posibles mecanismos antitumorales del SLPI sobre las células malignas F3II 

podría ser la inducción de apoptosis de las mismas. Con el objeto de determinar si la 

inhibición del crecimiento tumoral y el aumento de sobrevida de los animales podría ser 

debido a un efecto apoptótico directo de SLPIrh sobre las células tumorales, células 

F3II se cultivaron en presencia de SLPIrh o SLPIrh desnaturalizado por pH ácido y la 

apoptosis sobre estas células fue evaluada por citometría de flujo, usando ioduro de 

propidio y Anexina V-FITC.  

 

En la Figura 32 puede observarse la ausencia de un efecto directo pro-apoptótico tanto 

por parte del SLPIrh como del SLPIrh desnaturalizado. Estos resultados implican que el 
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efecto antitumoral del SLPIrh no es un efecto directo sobre las células F3II y sugeriría 

una posible participación del sistema inmune en el mismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 101 102 103 104

IP
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4

Anexina V
100 101 102 103 104

IP
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4

Anexina V
100 101 102 103 104

IP
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4

Anexina V

12%

2,2%

10%

4,1%

9,8%

2,2%

Anexina V - FITC

IP

100 101 102 103 104

IP
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4

Anexina V
100 101 102 103 104

IP
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4

Anexina V
100 101 102 103 104

IP
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4

Anexina V

12%

2,2%

10%

4,1%

9,8%

2,2%

Anexina V - FITC

IP

SLPIrh 
desnaturalizado Control SLPIrh

Figura 32. Efecto del tratamiento in vitro de células F3II con SLPIrh nativo y 
desnaturalizado. Células F3II (9x105/well) fueron cultivadas en medio completo y tratadas con 
4 μg/ml de SLPIrh, 4 μg/ml de SLPIrh desnaturalizado o buffer de dilución de la proteína 
(control) a 37°C durante 48 hs.  La apoptosis fue medida como se detalla en la Figura 25. Se 
muestra un experimento representativo de dos con similares resultados. 
 

 

6. ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DEL EFECTO ANTITUMORAL DEL 

SLPI EXÓGENO  

 

La especificidad del efecto antitumoral de SLPIrh fue evaluada utilizando otros modelos 

tumorales. Para lo cual se utilizaron las líneas celulares CT26 y LP07. La primera 

proviene de un adenocarcinoma colorectal murino indiferenciado que fue establecido a 

partir de un tumor transplantable inducido por N-nitroso-N-metiluretano174 y LP07 es 

una línea celular derivada de un carcinoma de pulmón de ratones BALB/c175.  

 

Los resultados de estos experimentos mostraron que los ratones inoculados con la línea 

celular LP07 y tratados con SLPIrh siguiendo un protocolo igual al utilizado en el 

tratamiento de los animales que habían sido inoculados con la línea F3II, no sólo no 

presentaron diferencias en el crecimiento tumoral sino que además disminuyeron, 

aunque levemente, su sobrevida (Figura 33A y B); y aumentaron las metástasis 

pulmonares (datos no mostrados).  

 106



Tesis de doctorado                                                                                Nicolás O. Amiano 

 

Por el contrario, los animales inoculados con la línea celular CT26 (adenocarcinoma de 

colon) y que recibieron la administración subcutánea de SLPIrh, presentaron una ligera 

disminución en el crecimiento tumoral y una mayor sobrevida (Figura 33C y D) 

comparado con los animales que recibieron el buffer de dilución de la proteína (control). 

Es importante destacar que la tasa de crecimiento de las células CT26 en ratones 

BALB/c es significativamente mayor que F3II y LP07 por lo que los experimentos 

fueron más cortos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 33. Efecto diferencial de SLPIrh sobre el crecimiento tumoral en ratones  BALB/c 
inoculados con células LP07 y CT26. Ratones BALB/c fueron inoculados s.c. en su flanco 
izquierdo con 3x105 células LP07 (A) o 5x105 células CT26 (C) y tratados de forma s.c. con  
SLPIrh (4 μg/ml) o buffer de dilución en el sitio del tumor. El crecimiento tumoral fue 
monitoreado por diez días (C) o trienta y siete días (A). Se muestra la Media ± SD de un 
experimento representativo de dos para A y tres para C. Cada grupo contiene diez animales. 
En B y D se muestra el gráfico de sobrevida de Kaplan-Meier de los animales de los 
experimentos graficado en A y C respectivamente.  
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7. EFECTO ANTITUMORAL DEL SLPI MICROENCAPSULADO  

 

Teniendo en cuenta estos resultados y con el objeto de sustituir repetidas 

administraciones de SLPIrh decidimos inocular microesferas de poli-ε-caprolactona 

(PCL) cargadas con SLPIrh en animales portadores de tumor generados con células 

F3II. Estas microesferas cargadas con SLPIrh liberan la proteína de una forma sostenida 

por, al menos, 40 días. La liberación continua de la proteína fue observada en ensayos in 

vitro (datos no mostrados). Como se muestra en la Figura 31, las microesferas cargadas 

con SLPIrh, pero no las no cargadas, administradas semanalmente en forma i.p., 

inhibieron el crecimiento tumoral, de manera similar al SLPIrh exógeno administrado 

cada dos días.   

 

En resumen, todos estos resultados mostraron que la administración exógena de SLPI 

provoca un efecto antitumoral, al menos en un modelo utilizando células tumorales 

mamarias. Además, se pudo observar, que el SLPIrh, tanto nativo como 

desnaturalizado, presenta actividad antitumoral cuando los mismos son administrados 

por vía s.c. en el sitio del tumor o cuando son liberados en forma sostenida por las 

microesferas inyectadas por vía i.p. 
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Figura 31. Efecto de la administración de microesferas cargadas con SLPIrh sobre el 
crecimiento tumoral. Ratones BALB/c fueron inoculados de forma s.c. con 8x105 células F3II 
y tratados de forma i.p. con microesferas (75 mg/ml de microesferas) cargadas con SLPIrh o 
con buffer (microesferas control). La administración de las mismas fue realizada una vez por 
semana. El crecimiento tumoral fue monitoreado por 27 días. *p<0.05 (Test t de Student para 
datos no apareados). Se muestra la Media ± SD de un experimento representativo de tres con 
resultados similares. Cada grupo contiene 5 animales.  
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En resumen, podemos decir que, para el modelo de carcinoma mamario pudimos 

observar un claro efecto antitumoral del SLPI tanto administrado de forma exógena 

como el generado por las propias células tumorales. En el modelo de carcinoma de 

colon pudimos ver también un efecto antitumoral aunque no tan marcado y, en el 

modelo de carcinoma de pulmón no se observaron diferencias entre los animales 

tratados con SLPIrh y los no tratados en cuanto a los volúmenes tumorales, aunque los 

animales que recibieron la proteína tuvieron una menor sobrevida. De esta forma, estos 

resultados indican que el efecto antitumoral de SLPI es específico para ciertos tipos de 

tumores.  

 

Además, se pudo observar, que el SLPIrh, tanto nativo como desnaturalizado, presenta 

actividad antitumoral en el modelo de carcinoma mamario cuando es administrado por 

vía s.c. en el sitio del tumor o cuando es liberado en forma sostenida por las 

microesferas inyectadas por vía i.p.  
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A pesar de los recientes avances en las modalidades de tratamientos, el cáncer sigue 

siendo una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Además, la incidencia 

de algunos tipos de cáncer, incluyendo el cáncer de mama, piel, próstata y riñón 

continúa incrementándose. El cáncer es, en realidad, un término general que se refiere a 

más de cien enfermedades distintas que afectan a muchos tejidos diferentes y tipos 

celulares. Sin embargo, como ya se mencionó, todas las formas de cáncer se 

caracterizan por crecimiento celular anormal. Para que una célula se vuelva maligna 

debe adquirir las siguientes características: (1) independencia de factores de crecimiento 

(2) insensibilidad frente a señales antiproliferativas (3)  evasión de la muerte celular 

programada (apoptosis) (4) potencial replicativo ilimitado (5) angiogénesis sostenida (6) 

invasión de tejidos y metástasis2 y (7) evasión de la inmunovigilancia52. Es 

precisamente este último aspecto, el que fue investigado en esta tesis doctoral.  

 

Muchos han sido los mecanismos descritos de evasión de la respuesta inmune anti-

tumoral, por ejemplo la disminución de la expresión de las moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad de clase I, la mayor resistencia a la apoptosis por 

expresión de proteínas de la familia de Bcl-2, la sobreexpresión de proteínas 

reguladoras del complemento sobre la superficie de células tumorales, la producción de 

citoquinas inmunosupresoras (por ejemplo IL-10) y la inducción de tolerancia, la 

producción de indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), la inducción de células dendríticas 

tolerigénicas, entre otros60,179-183.  

 

A todos estos mecanismos, se han sumado en los últimos años algunos otros factores, 

como por ejemplo la expresión de Galectina-1 y SPARC. La primera, pertenece a una 

familia de proteínas que poseen afinidad por azúcares β-galactósidos, y fue descrita 

como una proteína que cumple un rol esencial en el escape de células tumorales debido 

a su capacidad de inducción de apoptosis de linfocitos T100. SPARC, también producida 

por las células malignas, cumple un rol importante en el escape de las células tumorales 

de la inmunovigilancia debido a que es capaz de bloquear la actividad antitumoral de los 

leucocitos polimorfonucleares76.  
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Los resultados iniciales obtenidos con el SLPI, también nos hicieron especular sobre un 

posible rol del SLPI en los mecanismos de escape tumoral. Esta proteína denominada 

Inhibidor Secretorio de Proteasas Leucocitarias es una proteína básica (pI ≈ 9,5), 

policatiónica, no glicosilada de 107 aminoácidos con un peso molecular de 11,7 kDa, 

formada por dos dominios, cada uno de los cuales contiene ocho residuos de cisteína 

que forman 4 puentes disulfuro que estabilizan la estructura de la molécula107. La misma 

posee con gran afinidad por las serino proteasas neutrofílicas como la elastasa y la 

catepsina G106.  

 

En la presente tesis pudimos observar que al actuar sobre células epiteliales, el SLPI, 

produce una disminución en la expresión de las moléculas de histocompatibilidad de 

clase I. Este dato inicial, se sumaba a las acciones ya descritas del SLPI como molécula 

con actividad anti-elastasa y por lo tanto anti-inflamatoria. Esta última acción, se vio 

reforzada al demostrarse que SLPI podía bloquear la acción del LPS184 e inhibir la 

translocación de NF-κB al núcleo por interferir en la degradación de IκB132. Por otro 

lado, los graves problemas de cicatrización de heridas en los ratones knock out para 

SLPI, demostraron un rol esencial en la reparación y cicatrización de heridas131. Otras 

funciones descritas para el SLPI han sido su actividad microbicida para algunas 

bacterias, virus y hongos131. En este sentido, recientemente nuestro grupo de trabajo ha 

propuesto que el SLPI es un nuevo receptor soluble de reconocimiento de patrones 

moleculares asociados al patógeno185. Todas estas acciones, hacen pensar al SLPI como 

una molécula multifacética131 con acciones sobre la respuesta inmune innata. De hecho 

los altos niveles de SLPI plasmáticos en las primeras horas post-infección han hecho 

que se postule al SLPI como una proteína de alarma.   

 

Estos datos sobre el rol del SLPI en la respuesta inmune innata contrastan con la 

ausencia de trabajos sobre el rol de SLPI en la respuesta inmune adaptativa. Al respecto, 

en esta tesis describimos un efecto inhibidor del SLPI sobre la proliferación linfocitaria 

inducida por estímulos mitogénicos. Este efecto fue similar al descrito para otro 

inhibidor de serino proteasas uterino186 y se sumaba a la disminución en la expresión de 

moléculas de histocompatibilidad de clase I y de CD54. Por lo tanto, hasta aquí uno 

podía especular que SLPI al disminuir la proliferación linfocitaria y al disminuir la 
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expresión de CD54 y de MHC de clase I estaría favoreciendo la evasión de la respuesta 

inmune, al perjudicar el reconocimiento e interacción entre linfocitos T (CD8) y células 

tumorales. La ausencia de reconocimiento por parte de la respuesta inmune de las 

células tumorales pre-tratadas con SLPI se vio reforzada por que los experimentos 

realizados con células NK in vitro, no permitieron demostrar una activación y efecto 

citotóxico de las mismas sobre las células epiteliales que habían sufrido la acción del 

SLPI y que por lo tanto tenían una menor expresión de MHC de clase I. Una posible 

explicación para la ausencia de efecto de las células NK sobre las células epiteliales 

tratadas con SLPI podría ser que los niveles de disminución de MHC de clase I no 

fueran lo suficientemente importantes como para activar a las células NK o que el 

tratamiento con SLPI estuviera aumentando la expresión de ligandos de los receptores 

inhibidores de las células NK. Sea cual fuera la explicación, otro dato importante a tener 

en cuenta fue la menor expresión de CD29 (una integrina de gran importancia en las 

interacciones célula-matriz extracelular) en las células tratadas con SLPI e incluso en las 

células tranfectadas con el gen de SLPI. Esta menor expresión de CD29 nos estaría 

sugiriendo que SLPI no sólo favorecería la evasión de la respuesta inmune sino también 

facilitaría la formación de metástasis al hacer a las células menos adherentes a los 

diversos componentes de la matriz extracelular. 

 

Todos estos resultados sugieren que tanto la respuesta inmune innata como la respuesta 

inmune adaptativa parecen ser afectadas por el SLPI. Siendo ambas respuestas inmunes 

importantes en los fenómenos de inmunovigilancia e inmunoedición de procesos 

tumorales, y además, teniendo en cuenta que ciertas células tumorales producen SLPI, 

esta molécula parecería de suma importancia para comprender los posibles mecanismos 

que llevan al reconocimiento o no de las células tumorales por las células de la 

respuesta inmune.  

 

Existen muchos trabajos donde se estudia la expresión de SLPI en tumores y tratan de 

asociar la expresión con el grado de malignidad138,158,159,162. Sin embargo, otros trabajos 

asumen que SLPI es una proteína con capacidad de inhibir la agresividad del tumor a 

través de la inhibición de la actividad de proteasas liberadas por el mismo187,188.  
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Es probable que los efectos del SLPI dependan del tipo celular sobre el que actúa. En 

nuestro caso, por ejemplo observamos que la expresión de CD54 sólo se afecta en 

células tumorales, pero no en monocitos. Esto no indica ausencia de sensibilidad del 

monocito al SLPI, ya que otra molécula como MHC de clase II se vio disminuida en 

monocitos, pero no en células dendríticas. En conjunto estos resultados demuestran que 

el efecto del SLPIrh sobre la expresión de moléculas de superficie depende del tipo 

celular que se estudie. 

 

La acción observada del SLPI sobre la expresión de las moléculas de MHC de clase I, 

nos hizo pensar que el SLPI producido por las células tumorales cumpliría un rol en los 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune antitumoral, al evitar el reconocimiento 

de los antígenos tumorales por parte de los LT citotóxicos específicos y al impedir una 

correcta interacción célula-célula, la cual depende, en parte, de la interacción CD54 

(ICAM-1) con LFA-1 presente sobre los leucocitos. A estos datos se le suman los 

resultados obtenidos por otros autores que demuestran con células tumorales de pulmón 

que sobreexpresan SLPI, que esta molécula incrementa la tumorigenicidad y el 

potencial metastático de dichas células162. Más aún, la inducción de la apoptosis de las 

células de tumor ovárico en respuesta a la neutralización de SLPI, junto a una 

correlación directa entre los niveles de expresión de SLPI y la agresividad del 

tumor138,152,154,157 refuerzan el concepto de que SLPI es un factor que favorecería la 

supervivencia, al menos para determinados tipos de tumores.  

 

Sin embargo, en un modelo de metástasis hepática, SLPI demostró tener un efecto anti-

metastásico por un mecanismo alternativo, probablemente basado en la inhibición de la 

activación del endotelio168. En otro modelo, fue demostrado que el SLPI sobreexpresado 

en células tumorales mamarias promovió el crecimiento in vivo de las mismas y las 

metástasis espontáneas al pulmón; mientras que suprimió la actividad invasiva in 

vitro169. Más recientemente, se ha descrito que SLPI es capaz de inhibir el crecimiento 

tumoral a través de un mecanismo apoptótico en células de cáncer de ovario171.  

 

Como puede verse por todo lo mencionado, han sido descritas actividades pro y anti-

tumorales para SLPI, pero en ningún caso hasta la presente tesis doctoral se había 
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examinado el efecto de la administración exógena de la proteína sobre el crecimiento 

tumoral. Son estos últimos experimentos que nos permiten concluir sobre la actividad 

antitumoral del SLPI, al menos para determinado tipo de tumores.  

 

Como ya mencionamos, en un modelo similar al utilizado por nosotros, Devgoodt et. al. 

observó que el SLPI expresado por células tumorales sobreproductoras de dicha 

proteína promovía la tumorigenicidad y el potencial metastásico de dichas células 

tumorales162. Las principales diferencias entre este trabajo y el nuestro son la utilización 

de células tumorales diferentes a las usadas en nuestro modelo y el uso de ratones SCID 

(ratones con inmunodeficiencia combinada severa). Sin embargo, otros trabajos 

sustentan el hallazgo de estos autores. Por ejemplo, Cheng et. al.189 también observa 

algo similar a Devoogdt. En este reciente trabajo, Cheng utiliza células de cáncer 

gástrico, un tipo celular diferente al nuestro. De hecho, en esta tesis tampoco 

observamos efecto antitumoral al utilizar células de adenocarcinoma de pulmón. Por lo 

tanto, un factor crítico es el tipo celular utilizado. Sin embargo, no es posible descartar 

otros factores como por ejemplo la existencia de una concentración límite crítica para 

observar el efecto antitumoral del SLPI. Esto se pudo observar al utilizar a los clones 

B3 (moderados productores de SLPI), los que tuvieron un crecimiento similar al del 

control en la mayoría de los experimentos examinados.  

 

En esta tesis, nosotros evaluamos también el comportamiento de un tipo de tumor de 

alta tasa de crecimiento, como es el carcinoma de colon inducido por la administración 

de células CT26. En este caso, observamos una reducción significativa en cuanto a los 

volúmenes medidos al final del experimento y a la sobrevida, en respuesta a la 

administración de SLPI. Cabe aclarar que en este modelo la diferencia observada tal vez 

no sea tan marcada como en los experimentos con células F3II debido a que las células 

CT26 desarrollan tumores a una tasa de crecimiento mucho mayor que las observadas 

con la línea F3II, por lo que los ratones deben ser sacrificados relativamente pronto (a 

los 13 días).  

 

En lo que respecta al efecto del SLPI sobre las células de carcinoma de pulmón (LP07), 

el SLPIrh administrado de forma exógena no produjo ninguna diferencia en cuánto a los 
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volúmenes tumorales. Pero lo más llamativo fue que los animales tratados con SLPIrh 

tuvieron una sobrevida levemente menor que los animales control y mayor número de 

metástasis pulmonares (dato no mostrado).  

 

A esta altura de la discusión cabe la pregunta sobre: ¿qué hace que un tipo celular sea 

sensible o insensible al SLPI? Al día de hoy, desconocemos la respuesta a esta pregunta. 

Podríamos especular sobre diferencias a nivel de los receptores postulados para SLPI o 

diferencias relacionadas a los blancos intracelulares del SLPI en cada tipo celular. Al 

respecto es interesante señalar que SLPI sería capaz de entrar a las células y localizarse 

tanto en el núcleo como en el citoplasma afectando la activación de NF-κB al unirse 

directamente a los sitios de unión de NF-κB de manera específica.  Este mecanismo de 

unión de SLPI en el interior celular podría ser diferente según el tipo celular. Una vez 

en el interior de la célula, el SLPI previene la degradación de varias proteínas 

reguladoras de la activación de NF-κB, incluyendo IκBα, IκBβ. La inhibición de la 

degradación de las proteínas IκB no permite su liberación del complejo que forman con 

NF-κB, impidiendo de esta forma la entrada de NF-κB al núcleo y la consecuente 

activación de la transcripción de genes132,133, como por ejemplo el promotor de la 

proteína anti-apoptótica Bcl-XL. En el mismo trabajo se describe que células tumorales 

de origen pancreático al ser tratadas de forma exógena con un inhibidor que bloquea la 

degradación intracelular de IκBα, transforma a estas células en sensibles a la apoptosis 

inducida por Taxol190. De esto se deduce que inhibidores de la degradación de las 

proteínas IκB, como por ejemplo SLPI, pueden volver a las células tumorales más 

sensibles a factores pro-apoptóticos.  

 

Independientemente del motivo que genere las diferencias entre los distintos tipos 

celulares, en este trabajo, la actividad antitumoral de SLPI en el modelo de cáncer de 

mama, se sustenta en el hecho que la administración exógena de SLPI tiene un efecto 

antitumoral similar al que se observa para las células de tumor mamario que sobre-

expresan SLPI. Es importante mencionar que aunque en la presente tesis se utilizó SLPI 

humano en un modelo murino, esta proteína humana presenta un grado de identidad de 

58 % con la proteína murina y tiene efecto sobre células murinas. Más aún, en este 

trabajo se demuestra que el SLPI humano disminuye la proliferación de esplenocitos 
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murinos in vitro. Por otro lado, la diferente respuesta antitumoral en tres modelos 

tumorales diferentes (LP07, CT26 y F3II), en ratones BALB/c, demuestra que el efecto 

antitumoral del SLPI exógeno no se debe a una posible respuesta inmune contra la 

molécula humana.  

 

Un hecho importante en la presente tesis ha sido también describir que el efecto anti-

tumoral del SLPI exógeno no depende de la actividad anti-proteasa del péptido. Esto 

está basado en experimentos que muestran que la molécula de SLPI desnaturalizada por 

pH ácido mantiene su actividad antitumoral. Este dato presenta gran importancia 

fisiopatólogica, teniendo en cuenta que la actividad anti-proteasa de la proteína podría 

ser inhibida debido al microambiente ácido de la masa tumoral191.  

 

A pesar, que la actividad antitumoral de SLPI se mantiene en un medio ácido, de los 

experimentos presentados se desprende la necesidad que la proteína se encuentre en 

altas concentraciones cerca o dentro del tumor para tener su efecto antitumoral, ya que 

la administración intraperitoneal del péptido no presentó actividad antitumoral. En 

cambio, la administración intratumoral del mismo o aún su liberación continua 

(utilizando las microesferas administradas por vía i.p. que tienen entrampada a la 

proteína) exhiben una clara y significativa inhibición del tumor.  

 

Las diferencias de crecimiento in vivo e in vitro de los clones 2C1 es un dato destacado. 

Es posible asumir que la proliferación in vivo de las células sobreproductoras de SLPI 

podría ser controlada por células y factores del sistema inmune del huésped. De hecho, 

esto es avalado por los experimentos in vivo con ratones Nude y ratones depletados de 

neutrófilos. En ratones Nude, los clones 2C1 fueron capaces de crecer. Sin embargo, la 

depleción de neutrófilos juega un papel importante ya que el crecimiento del tumor 

inducido por la administración del clon 2C1 es mayor en los ratones depletados de 

neutrófilos que en los ratones Nude e inmunocompetentes. Esto coloca a los neutrófilos 

como una de las principales células en mediar el efecto antitumoral. De hecho, se pudo 

observar en cortes histológicos de tumores, a los que se le había administrado SLPI, un 

importante infiltrado de leucocitos polimorfonucleares (PMN).  
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Durante los últimos años, ha sido descrita la participación de los PMN en mecanismos 

de vigilancia inmunológica contra los tumores50. Así, los neutrófilos participan en el 

rechazo tumoral que sigue a la inyección de células tumorales que expresan diferentes 

citoquinas y quimoquinas77,192. Además, como ya se mencionó, ha sido demostrado que 

la proteína secretada SPARC producida por células de melanoma humano presenta un 

papel regulador en el reclutamiento de PMN en el sitio del crecimiento tumoral y en la 

activación de su capacidad citotóxica antitumoral76. Asimismo, otros autores han 

mostrado que el rechazo tumoral por los neutrófilos estaba asociado con una necrosis 

coligativa; lo que indica que la muerte de las células tumorales es inducida por los 

PMN77. 

 

Sin embargo, no toda la respuesta antitumoral mediada por SLPI se puede explicar con 

los neutrófilos, ya que la administración del clon 2C1 a ratones Nude, a diferencia de 

los ratones inmunocompetentes, generan tumores, aunque de volúmenes inferiores a los 

obtenidos con el clon B3 o con las células control. La existencia de memoria 

inmunológica que se observa al inocular células F3II en ratones inmunocompetentes 

que habían sido inoculados previamente con el clon 2C1 y que no habían desarrollado 

tumor, nos permitieron concluir un rol importante de la respuesta inmune adaptativa en 

el rechazo del tumor. 

 

En conjunto, los experimentos en ratones Nude y en ratones inmunocompetentes 

depletados de neutrófilos sustentan un rol de la respuesta inmune innata y adaptativa. 

Sin embargo, la incapacidad de revertir totalmente el efecto antitumoral sugiere que 

otros factores podrían estar involucrados en la respuesta antitumoral; como por ejemplo 

la inducción de apoptosis. En este sentido nuestros experimentos con el plasma de los 

ratones inoculados con el clon 2C1, hiperproductor de SLPI, demuestran la presencia de 

factores pro-apoptóticos en dicho plasma capaces de inducir la muerte celular 

programada del clon 2C1 in vitro. A pesar de desconocer la naturaleza de este factor 

apoptótico, sabemos que la concentración plasmática de este o estos factores 

apoptóticos aumentan en el tiempo post-inoculación de las células tumorales. También 

sabemos que este factor no es SLPI, ya que el SLPI in vitro no fue capaz de inducir la 

apoptosis de las células tumorales. Por el contrario, el SLPI es capaz de inhibir la 
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apoptosis de células tumorales humanas in vitro (dato no mostrado). Por lo tanto, 

creemos que las células productoras de SLPI promueven la producción de factores pro-

apoptóticos, los que podrían ser derivados de las células de la respuesta inmune innata 

(por ejemplo de los neutrófilos), demostrando que el efecto antitumoral del SLPI es un 

efecto indirecto. 

 

Varios factores apoptóticos han sido reconocidos por inducir la muerte de las células 

tumorales193. Entre ellos, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), CD95 ligando y el 

ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF (TRAIL) son los mejor 

caracterizados194. El último es un miembro de la familia de genes TNF inductores de 

apoptosis que incluyen a TNF, CD95L y la linfotoxina alfa, entre otros. Los miembros 

de la familia TNF interactúan con sus respectivos receptores de superficie celulares y 

activan la vía de muerte celular e incluye a TNFR1, CD95, receptor de muerte 3 (DR3), 

DR4, DR5 y DR6195.  

 

Aunque la acción antitumoral del SLPI la pudimos observar tanto en los animales 

tratados con células tumorales productoras de la proteína como en los inoculados con 

células F3II y tratados con SLPI de forma exógena, a la fecha no sabemos si el 

mecanismo de rechazo generado es el mismo en ambos casos. Actualmente, en nuestro 

laboratorio, estamos realizando experimentos para aclarar este punto, como así también 

si el factor pro-apoptótico es un factor derivado de los neutrófilos.  

 

Muchos de los resultados aquí presentados confirman la acción antitumoral del SLPI. 

Sin embargo, no se puede ignorar la acción pro-tumoral de SLPI descrita por otros 

autores y demostrado en esta tesis en el modelo LP07 (menor sobrevida y mayor 

metástasis). Como ya se mencionó, es posible especular que las razones para esta 

discrepancia, podrían estar asociadas a: i) el tipo de tumor; ii) la respuesta inmune 

montada por los tumores; iii) la participación y el estado de activación de los neutrófilos 

en el infiltrado tumoral; y iv) la sensibilidad de las células tumorales al factor 

apoptótico inducido por las células tumorales productoras de SLPI. 
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Teniendo en cuenta las diferencias informadas en cuanto al SLPI como un factor anti-

tumoral o pro-tumoral, podemos pensar también que el efecto no solo puede estar 

relacionado con el tipo de células tumorales; sino también con el momento de la 

progresión del tumor. Tal vez, cantidades pequeñas de SLPI en los primeros momentos 

de generación de células malignas son suficientes para llevar a la destrucción de las 

células tumorales, ya sea por reclutamiento de células del sistema inmune o por inducir 

a las mismas a que generen y liberen factores pro-apoptóticos. De un análisis detallado 

de los trabajos publicados, se puede observar138,152,154,157 que todos han sido realizados 

en pacientes en estadíos bastante avanzados de la enfermedad. Quizás en estas 

instancias del crecimiento tumoral, el SLPI se comporte como un factor pro-tumoral e 

inclusive inductor de metástasis. De ser esto cierto podríamos especular sobre un efecto 

dual del SLPI según el momento de la progresión tumoral del paciente. 

  

Evidentemente, desde un punto de vista terapéutico será fundamental identificar que 

tipo de tumor será sensible al SLPI; para lo cual será fundamental identificar el 

mecanismo de acción del SLPI sobre la célula tumoral y si este es mediado o no a través 

de receptores. A la fecha no se conoce fehacientemente la existencia de un receptor para 

el SLPI. Sin embargo en base a trabajos publicados con anterioridad sabemos que SLPI 

se une a la proteína de unión a fosfolípidos, anexina II en la membrana de macrófagos 

humanos. Esta molécula es un cofactor celular que interviene en la infección de los 

macrófagos por HIV-1; por lo que el SLPI sería capaz de impedir la unión del virus a la 

superficie del macrófago y por lo tanto evitaría la infección126. También ha sido 

postulado que la proteína humana escramblasa es una proteína de unión a SLPI. Es 

interesante destacar que escramblasa está involucrada en el movimiento de los 

fosfolípidos de membrana y ha sido sugerido que la interacción entre SLPI y la misma 

podría estabilizar la membrana, previniendo de esta forma la fusión del HIV-1 con la 

membrana de la célula del huésped dando otra posible explicación  para la actividad 

anti-HIV-1 del SLPI196. De todas formas aún ignoramos si la actividad antitumoral del 

SLPI se debe a la acción del mismo sobre un receptor celular o no. En la actualidad 

también estamos llevando a cabo experimentos para aclarar este punto. 
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A pesar de los grandes avances en la terapia contra el cáncer, existe actualmente un 

considerable interés en el desarrollo de agentes antitumorales con nuevos modos de 

acción. Aunque los tumores localizados frecuentemente pueden ser tratados 

exitosamente por cirugía y/o radiación, la quimioterapia permanece como el tratamiento 

más común para la enfermedad en fases avanzadas. Sin embargo, el uso de agentes 

quimioterapéuticos convencionales, que atacan a las células tumorales que se están 

dividiendo rápidamente, está frecuentemente asociado con efectos adversos causados 

por daño a las células y tejidos sanos. Además, las células tumorales que están 

quiescentes o proliferando lentamente son refractarias a los efectos citotóxicos de las 

drogas quimioterapéuticas. Las células tumorales también se vuelven frecuentemente 

resistentes a la quimioterapia como consecuencia de cambios celulares que incluyen: el 

aumento de expresión de enzimas detoxificantes de drogas, interacciones alteradas entre 

la droga y su blanco, una aumentada capacidad para reparar daño al ADN y, defectos en 

la maquinaria celular que lleva a la apoptosis de la célula. El desarrollo de una nueva 

clase de drogas antitumorales que carezcan de la toxicidad de los agentes 

quimioterapéuticos convencionales y que no sean afectadas por los mecanismos 

comunes de quimioresistencia sería un avance no menor en el tratamiento del cáncer.      

 

Un creciente número de estudios han mostrado que algunos péptidos catiónicos con 

actividad antimicrobiana (PCAA), que son tóxicos para las bacterias; pero no para las 

células normales de los mamíferos, exhiben un amplio espectro de actividad citotóxica 

contra células tumorales197. Dentro de los péptidos ya descritos con actividad anti-

tumoral podemos citar a BMAP-28 (carga neta +7), HNP-1 (β-defensina, carga neta +3) 

y a la lactoferricina B (carga neta +8) que presentan actividad membranolítica, 

antiangiogénica e inductora de apoptosis198-203. La atracción electrostática entre los 

componentes cargados negativamente de las bacterias y las células tumorales y los 

PCAA cargados positivamente se cree que es la principal causa para la fuerte unión y 

disrupción selectiva de las membranas de las bacterias y las células tumorales por parte 

de estos péptidos. Teniendo en cuenta que el SLPI es una proteína pequeña, que posee 

una actividad antimicrobiana de amplio espectro y que su carga neta es +12 no se puede 

descartar una acción antitumoral del mismo por mecanismos similares a los informados 

para estos péptidos catiónicos. 
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 El agregado exógeno o la sobreproducción endógena del Inhibidor Secretorio 

de Proteasas Leucocitarias (SLPI) disminuye la expresión de moléculas de 

superficie tales como MHCI, CD54 y CD29 en células HeLa. 

 

 SLPI disminuye la expresión de CD14 y de MHC de clase II en monocitos y la 

expresión de MHC de clase I en células dendríticas.  

 

 SLPI disminuye la proliferación de linfocitos humanos y de esplenocitos 

murinos. 

 

 Las células tumorales murinas hiperproductoras de SLPI, expresan en su 

superficie, menores niveles de CD29 y MHC de clase I que los controles y 

poseen una tasa de proliferación in vitro mayor. 

 

 Las células tumorales murinas hiperproductoras de SLPI son rechazadas en 

animales inmunocompetentes. Los leucocitos PMN y células de la respuesta 

inmune adaptativa median, en parte, dicho fenómeno. 

 

 Existe cierta memoria inmunológica que retarda el crecimiento del tumor 

generado por células F3II en ratones previamente inoculados con el clon 

hiperproductor de SLPI; aunque no alcanza a eliminarlo. 

 

 Existe en el plasma de ratones inoculados con células hiperproductoras de 

SLPI uno o más factores pro-apoptóticos capaces de inducir la muerte celular 

programada de estas células in vitro. 
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 El SLPI administrado de forma exógena, posee un claro efecto antitumoral y 

aumenta la sobrevida de los animales portadores de tumor en modelos de 

carcinoma mamario y de colon, pero no en un modelo de cáncer de pulmón. 

  

 La acción antitumoral del SLPI administrado de forma exógena no depende de 

su actividad anti-proteasa. 

 

 El SLPI podría ser una nueva herramienta en la lucha contra determinados 

tipos de tumores. 
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