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“ESTUDIO DEL IMPACTO DE LA MODULACIÓN DE GALECTINA-1 ENDÓGENA EN LA 

INDUCCIÓN DE LA TOLERANCIA INMUNOLÓGICA EN CÁNCER DE PRÓSTATA Y 

DESARROLLO DE UNA ESTRATEGIA ORIGINAL DE INMUNOTERAPIA”. 

RESUMEN 

 La identificación de nuevas terapias eficaces para el tratamiento del cáncer de 

próstata (CaP) requiere una mejor comprensión de las múltiples interacciones 

moleculares entre las células tumorales y su microambiente asociado. En este contexto, 

la galectina-1 (Gal-1) es una molécula clave en la determinación del microambiente 

asociado al carcinoma prostático; por lo tanto, resulta esencial poder entender los 

procesos moleculares en los que esta proteína está involucrada. La mayoría de los 

estudios previos encontrados en la literatura se han centrado en las propiedades de 

remodelación microambiental de la Gal-1 secretada por el tumor, ejercida a través de 

sus interacciones con los glico-receptores en la membrana celular y la matriz 

extracelular. Esta tesis muestra aspectos originales de esta lectina centrándose en el 

papel de la Gal-1 endógena de los linfocitos en el control la respuesta inmune en un 

contexto de CaP. Usando un modelo murino preclínico de CaP in vitro, nuestros 

resultados logran demostrar que la Gal-1 endógena de los linfocitos modula su tasa de 

proliferación y función citotóxica, mismo en condiciones de alta concentración 

extracelular de Gal-1, la cual es principalmente secretada por las células tumorales. En 

tales condiciones, la ausencia de Gal-1 en los linfocitos T potencia la respuesta inmune 

antitumoral. Un estudio más detallado demostró que la Gal-1 endógena en los linfocitos 

T CD4+, pero principalmente en las células T CD8+, actúa como un regulador negativo 

de la inmunidad antitumoral. El desafío tumoral in vivo luego de una transferencia 

adoptiva de linfocitos salvajes o carentes de Gal-1 a ratones Nude, mostró que cuando 

esta lectina está ausente en los linfocitos transferidos se produce un retraso en la 

cinética de aparición y una menor tasa de duplicación de los tumores. En resumen, se 

demostró que los tumores de próstata requieren de Gal-1 en los linfocitos para evadir 

las respuestas inmunes, por lo que a partir de este conocimiento básico, nos 

propusimos desarrollar un método para regular negativamente la expresión intrínseca 

de esta galectina específicamente en los linfocitos T. Bajo las premisas que debe ser de 

utilización simple, con reproducibilidad biológica, aplicable tanto a situaciones in vitro 

como in vivo, específico para el blanco celular de interés (en nuestro caso los linfocitos 

T CD8+) y aplicable a sistemas murinos como humanos para mejorar su carácter 

traslacional, desarrollamos una herramienta molecular. Consiste en un ARN quimérico 

que acopla un shRNA específico contra Gal-1 (que es capaz de regular negativamente la 

expresión de esta lectina en un 90%, tanto en células murinas como humanas), a un 

aptámero 4-1BB capaz de interactuar de manera específica con linfocitos T CD8+ 

activados.  El análisis de las propiedades funcionales en los linfocitos T CD8+ tanto in 

vivo como in vitro arrojó resultados análogos a los obtenidos en el modelo de ratones 

deficientes, sentando las bases para una potencial inmunoterapia original en CaP. 
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"STUDY OF THE IMPACT OF ENDOGENOUS GALECTIN-1 MODULATION IN THE 

INDUCTION OF IMMUNOLOGICAL TOLERANCE IN PROSTATE CANCER AND 

DEVELOPMENT OF AN ORIGINAL IMMUNOTHERAPY STRATEGY". 

ABSTRACT 

 The identification of effective new therapies for prostate cancer (PCa) requires a 

better understanding of the multiple molecular interactions between tumor cells and 

their associated microenvironment. In this context, galectin-1 (Gal-1) is a key molecule 

in the determination of the prostatic carcinoma microenviroment; therefore, it is 

essential to understand all the molecular processes in which this protein is involved. 

Most of the previous studies found in the literature have focused on the 

microenvironment remodeling properties of tumor-secreted Gal-1, through its 

interactions with the glyco-receptors at the cell membrane and the extracellular matrix. 

This thesis shows original aspects of the lectin by focusing on the role of lymphocyte 

endogenous Gal-1 in controlling anti-prostate tumor immunity. Using a murine 

preclinical model of prostate cancer, our results demonstrate that endogenous Gal-1 in 

lymphocytes modulates their proliferative rate and cytotoxic function in conditions of 

high extracellular Gal-1 concentration, mainly secreted by the tumor cells. In such 

conditions, the absence of Gal-1 in T lymphocytes potentiates anti-tumor immune 

responses. Further studies demonstrated that endogenous Gal-1 in CD4+, but mainly in 

CD8+ T cells, acts as a negative regulator of anti-tumor immunity. The in vivo tumor 

challenge after an adoptive transfer of wild type or Gal-1 lacking lymphocytes into 

Nude mice, showed that when this lectin is absent in the transferred lymphocytes, 

there is a delay in the kinetics of appearance and a lower duplication rate of the tumors. 

In summary, it was shown that prostate tumors require Gal-1 in the lymphocytes to 

evade immune responses, based on this basic knowledge; we develop a method to 

negatively regulate the intrinsic expression of this galectin specifically in T 

lymphocytes. This method should be simple to use, with biological reproducibility, 

applicable in both in vitro and in vivo situations, specific for the target cell of interest 

(in our case the CD8+ T lymphocytes) and applicable to murine systems and humans to 

improve its translational character. Accordingly developed an RNA 4-1BB shGal-1 (Apt 

4-1BB/shGal-1) aptameric chimera, using a specific shRNA against Gal- 1 which is 

capable of downregulating the expression of this lectin by 90%, both in murine and 

human cells, coupled to an 4-1BB aptamer capable of interacting specifically with 

activated CD8+ T lymphocytes. The analysis of functional properties in CD8+ T 

lymphocytes both in vivo and in vitro yielded results analogous to those obtained in the 

KO model, laying the groundwork for an original potential immunotherapy in PCa. 
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ABREVIATURAS 

ABRIM: ganglios linfáticos axilares, braquiales, inguinales y mesentéricos.  

ACK: buffer Amonio-Cloruro-Potasio; utilizado para la lisis de eritrocitos. 

ADCC: citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos. 

ADN: ácido desoxiribonucleico. 

ADNc: ADN copia obtenido por retrotranscripción a partir del ARN. 

AEPS: espacio extraprostático anterior.  

AEPS: espacio extraprostático anterior. 

AFM: microscopía de fuerza atómica. 

AFMS: estroma fibromuscular anterior de la próstata. 

AIET: terapia de mejora inmunológica autóloga. 

Alexa 488: fluróforo amplialmente utilizado en citometría de flujo, con características 

similares. 

APC: aloficocianina; fluróforo amplialmente utilizado en citometría de flujo. 

Apt-shGal-1: aptámero de RNA acoplado a shRNA contra Gal-1. 

Apt-shSCRBL: aptámero de RNA acoplado a shRNA aleatorio.  

ARN: ácido ribonucleico. 

ARNi: ARN interferentes. 

ARNm: ARN mensajero. 

ATCC: colección de tipos celulares americana;  american type culture collection. 

ATP: adenosina trifosfato. 

BCR: receptor de células B. 

BPH: hiperplasia prostática benigna; benign prostatic hyperplasia. 

C57BL/6: cepa endogámica de ratón de laboratorio. 

CaP: cáncer de próstata. 

CAR: receptor de antígenos quimérico. 

CD: células dendríticas.  

CD#: clúster de diferenciación número.  

CE: electroforesis capilar.  

CFSE: carboxifluoresceín N-succinimidil éster; reactivo utilizado para detectar división 

celular. 

CPA: células presentadoras de antígeno.  

CRD: dominios de reconocimientos de carbohidratos.  

CRPC: cáncer de próstata resistente a la castración; castration-resistant prostate cancer.  

CSC: células madre cancerosas; cancer stem cells.  

CTL: linfocito T citotóxico (inmunofenotipo CD3+CD8+). 

CTLA-4: antígeno 4 del linfocito T citotóxico. 
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CZ: zona central de la próstata. 

D10: medio DMEM suplementado con 10% SFB, antibióticos e insulina. 

DAMP: patrones moleculares asociado al daño. 

dc: doble cadena.  

DMEM: medio de cultivo celular; Dulbecco's modified eagle medium. 

DMSO: dimetilsulfóxido; criopreservante celular. 

dNTPs: desoxinucleótido tri-fosfato.  

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético; agente quelante de iones. 

EJD: conducto eyaculatorio.  

FACS: selección celular activada por fluorescencia. 

FITC Fluoresceína isotiocianato; fluróforo amplialmente utilizado en citometría de 

flujo. 

Gal-: Galectina.  

Gals: galectinas.  

HG-PIN: neoplasia intraepitelial prostática de alto grado.  

HSC: célula madre hematopoyética multipotente.  

IF: Inmunofluorescencia. 

Ig: inmunoglobulina. 

IHQ: inmunohistoquímica. 

IL: interleuquina. 

IR: receptor de insulina.  

iTreg: linfocitos T regulatorios inducibles.  

KO: deficiente en un gen o proteína (knock out). 

Li: linfocito.  

mAb: anticuerpos monoclonales. 

MEC: matriz extracelular. 

MFI: intensidad de fluorescencia media; mean fluorescence intensity.  

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad.  

NK: células asesinas naturales. 

nTregs: linfocitos T regulatorios naturales.  

Nude: ratones atímicos inmunodeficientes. 

ON: durante la noche; overnight 

PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos; pathogen-associated molecules. 

PBS: buffer fosfato salino. 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa; polymerase chain reaction. 

PE: ficoeritrina; fluróforo amplialmente utilizado en citometría de flujo. 

PerCP: proteína clorofila peridinina; fluróforo amplialmente utilizado en citometría de 

flujo. 

PFA: para-formaldehído.  
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PI: ioduro de propidio; propidium iodine. 

PIN: neoplasia intraepitelial prostática.  

PRR: receptores de reconocimiento de patrones; pathogen recognition receptor 

PSA: antígeno prostático específico; prostatic-specific antigen. 

PZ: zona de periférica de la próstata. 

R10: medio RPMI suplementado con 10% SFB y antibióticos. 

RA: receptor de andrógenos.  

RPMI 1640: medio de cultivo celular; Rosewell Park Memorial Institute 1640. 

RT-qPCR: retrotranscripción seguida de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

cuantitativa, en tiempo real.  

sc: Vía subcutánea de administración de sustancias. 

sc: simple cadena.  

SELEX: evolución sistemática de los ligandos mediante enriquecimiento exponencial. 

SFB:  Suero fetal bobino. 

SPR: resonancia de plasmón de superficie biacore.  

STUI: síntomas del tracto urinario inferior.  

TAE Buffer Tris-Acetato-EDTA; utilizado en electroforesis en geles de agarosa. 

T-C1: TRAMP-C1, línea celular de cáncer de próstata murino derivada de un tumor; 

TRansgenic Adenocarcinoma. 

TCR: receptor de las células T. 

TDA: terapias de deprivación androgénica.  

TGF-β: factor de crecimiento tumoral β. 

Th: células T auxiliares.  

TIL: linfocitos infiltrantes de tumores.  

TILs : linfocitos infiltrantes al tumor; tumor-infiltrating lymphocytes. 

TNF-R: receptores miembros de la familia de factores de necrosis tumoral.  

Treg: linfocitos T regulatorios. 

TZ: zona de transición de la próstata. 

Valor P: valor de significancia estadística de un resultado. 

VEGF:  factor de crecimiento vascular endotelial. 

WB: Western Blot. 

WT: hace referencia a la condición "salvaje" de un ratón; wild type. 

ZP: Zona periférica de la próstata.  

β-MET: β-mercaptoetanol. 
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INTRODUCCIÓN 

 Esta tesis propone conceptos novedosos sobre la biología inmunitaria, que 

generan un enfoque interesante para la implementación de éstos en una potencial 

nueva inmunoterapia para el tratamiento del cáncer de próstata. En consecuencia, la 

introducción desarrollará primero la teoría inmunitaria requerida para una 

comprensión precisa del problema. En segundo lugar, se describirán las características 

de la enfermedad humana y su relación con las proteínas de interés (Galectinas). En 

tercer lugar, se abordarán los conocimientos actuales sobre inmunoterapias y las 

nuevas moléculas asociadas a este campo. Para finalizar, se definirán los objetivos 

propuestos en el proyecto, subrayando los aspectos nóveles en referencia al estado 

actual en el campo de investigación y de aplicación. 

CONCEPTOS BÁSICOS SOBRE EL SISTEMA INMUNOLÓGICO 

GENERALIDADES 

 Nuestro cuerpo está constantemente expuesto a millones de posibles agentes 

causantes de enfermedades. Entre estos agentes podemos encontrar patógenos, como 

bacterias, hongos, parásitos, virus e incluso nuestras propias células que, ante un 

estímulo exógeno o intrínseco pueden cambiar su comportamiento y convertirse en 

células tumorales. Sin embargo, nos enfermamos con una frecuencia relativamente baja 

y esto se debe a que el sistema inmunológico está constantemente monitoreando y 

protegiéndonos contra estos agentes nocivos, eliminándolos antes de que se repliquen 

lo suficiente como para causar algún síntoma. Los conceptos desarrollados en los 

siguientes capítulos están inspirados en el libro de inmunología de Fainboim1 y en mi 

tesis para la obtención del título de Magister. 

 El cuerpo humano tiene barreras físicas y químicas para prevenir que tanto 

microorganismos como toxinas patogénicas entren al organismo y causen 

enfermedades. Por ejemplo: las uniones estrechas entre las células de nuestra piel, el 

estrato córneo, el pH ácido del estómago y el mucus que recubre las superficies 

mucosas. También tenemos una flora normal de microorganismos involucrada en la 

protección de todas las superficies de nuestro cuerpo. 

 A pesar de tener estas barreras, en ciertas circunstancias, los patógenos pueden 

evitarlas e infectarnos. Ante tal situación, una segunda línea de defensa, nuestro 

sistema inmune, y en particular la inmunidad innata, entra en acción. Este sistema 

consta de células con gran capacidad fagocítica como los macrófagos y neutrófilos, 

células asesinas naturales (células NK) y moléculas del sistema del complemento. La 
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inmunidad innata reconoce una amplia gama de pequeños motivos moleculares 

conservados en patógenos (Patrones Moleculares Asociados a Patógenos, PAMPs) y 

ausentes en nuestro cuerpo. Estos PAMPs son especialmente reconocidos por los 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR), presentes en la superficie de las 

células inmunes innatas. 

 La respuesta inmune innata también coordina la respuesta inflamatoria no 

infecciosa, mediante el reconocimiento de Patrones Moleculares Asociado al Daño 

(DAMP), moléculas también conocidas como Patrones Moleculares Asociados al 

Peligro. Los DAMP varían mucho según el tipo de célula (epitelial o mesenquimal) y el 

tipo de lesión. Los DAMP incluyen proteínas tanto intracelulares, tales como proteínas 

de choque térmico y proteínas derivadas de la matriz extracelular. Los ejemplos de 

DAMP no proteicos incluyen al ATP y al ADN. Por lo tanto, el sistema inmunitario 

innato es capaz de distinguir entre lo propio y sano, de lo que no lo es y debe ser 

eliminado. 

 Muy a menudo, la respuesta inmune innata es suficiente para eliminar el 

patógeno o el daño y restablecer la homeostasis del cuerpo. Sin embargo, a veces la 

noxa persiste, por lo que acciones inmunitarias de carácter complementario y cinética 

de acción más lenta cobran especial importancia. En este contexto, la inmunidad 

adaptativa es ejercida por otros tipos de células, los linfocitos T y B que reconocen 

pequeñas porciones de moléculas extrañas (epítopes), también conocidas como 

determinantes antigénicos. Dichos epítopes son reconocidos por los linfocitos T y B a 

través del receptor de células T (TCR) o el receptor de células B (BCR), 

respectivamente. Cada clon de linfocitos utiliza, en teoría, un único tipo de receptor, 

que posee una especificidad definida. 

 La respuesta inmune adaptativa se activa simultáneamente con la respuesta 

innata, pero sus efectos se retrasan debido a la complejidad de la expansión, la 

ganancia de función y los procesos de contracción de los linfocitos (Figura 1). Las 

características claves de la respuesta adaptativa son la alta especificidad de la 

respuesta y la capacidad de generar un estado que asegura una respuesta muy rápida 

ante un nuevo estímulo con el mismo agente (fenómeno llamado memoria 

inmunológica). 
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FIGURA 1: REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE LA RESPUESTA 

INMUNE INNATA Y ADAPTATIVA. ESQUEMA REPRESENTATIVO 

DE LA RESPUESTA INMUNITARIA2 . 

 Si bien a fines prácticos se analizan los dos tipos de repuestas por separado, lo 

cierto es que están en un diálogo constante y muchas veces los límites entre ambas se 

tornan imprecisos. La respuesta innata juega un papel fundamental en dirigir las 

respuestas adaptativas hacia diferentes perfiles según el tipo de amenaza que afecta al 

organismo. En particular, las células dendríticas (CD) desempeñan un papel clave en 

este diálogo. Decodifican la información obtenida por las señales del sistema inmune 

innato y generan un tipo específico de respuesta adaptativa. A su vez, la inmunidad 

adaptativa a menudo utiliza a la inmunidad innata para ejercer sus acciones. Un 

ejemplo es el caso de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos, que es ejercida por 

células efectoras de inmunidad innata y la vía clásica de activación del sistema del 

complemento. 

Se distinguen dos tipos de respuesta en la inmunidad adaptativa: 

• Inmunidad humoral, ejercida por la acción de los anticuerpos, en respuesta a 

patógenos y toxinas extracelulares. Son producidos por las células B con la cooperación 

de los linfocitos T.  

Los anticuerpos reconocen y se unen a diferentes epítopes expuestos en los patógenos 

o toxinas. Los patógenos o toxinas así recubiertas pierden la capacidad de dañar el 

cuerpo y son reconocidos y destruidos fácilmente por el sistema del complemento o 

por otras células del sistema inmunológico (citotoxicidad mediada por células 
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dependientes de anticuerpos (ADCC)). 

• La inmunidad celular depende de las interacciones directas entre los linfocitos T y las 

células que expresan el antígeno reconocido por dichas células T. Esta tesis se basó en 

el marco de este tipo de inmunidad proponiéndose alternativas teóricas que 

complementen el conocimiento actual. 

 LINFOCITOS T 

 

DIFERENCIACIÓN 

 Los linfocitos T se generan a partir de una célula madre hematopoyética 

multipotente (HSC) ubicada en la médula ósea. HSC genera un progenitor linfoide 

común (de linaje restringido) que migra al timo para completar la diferenciación a 

células T. Si bien resulta un campo muy interesante los pasos de ontogenia que generan 

el repertorio completo de receptores, estos se encuentran fuera del alcance de esta 

tesis y no serán desarrollados. Cabe destacar que, como resultado de estos procesos, 

dos subpoblaciones principales de linfocitos T que expresan el co-receptor CD4 o CD8 

entran en el torrente sanguíneo, desde el cual migran a los órganos linfoides periféricos 

como células vírgenes. Son éstos linfocitos los que continuamente recirculan de la 

sangre a los órganos inmunes secundarios en una migración que implica la 

participación de varias moléculas de adhesión celular. Una vez presentes en los 

órganos inmunes secundarios, los linfocitos vírgenes pueden activarse tras la 

presentación de su epítope específico por las células presentadoras de antígeno (CPA). 

PRESENTACIÓN ANTIGÉNICA 

 Los linfocitos T no reconocen antígenos en su conformación natural, sino que se 

han especializado para un reconocimiento de pequeños péptidos. En este contexto, las 

proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por su sigla en inglés) clase 

I y clase II desempeñan un papel esencial en la presentación de estos péptidos a los 

linfocitos T: las proteínas MHC de clase I están involucradas en la activación de los 

linfocitos T citotóxicos CD8+ y las proteínas MHC de la clase II en la activación de las 

células T CD4+. Si bien la expresión de proteínas de clase I se produce en casi todas las 

células de vertebrados, la expresión de proteínas de clase II se limita a los tipos de 

células que interactúan con las células T auxiliares (TH), como las células dendríticas 

(CD), los macrófagos y los linfocitos B. Estas células son capaces de procesar antígenos 

y presentar péptidos derivados de esos antígenos en el contexto de MHC de clase II y se 

denominan células presentadoras de antígenos. Ambas clases de proteínas MHC tienen 

un surco que une pequeños péptidos derivados de los antígenos que fueron degradados 
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dentro de la célula. Mientras que las proteínas MHC de clase I se unen a los fragmentos 

producidos en el citosol por el proteasoma, las de clase II se unen a los fragmentos 

generados en los compartimentos endocíticos. Los complejos de MHC-péptido se 

ensamblan dentro de la célula y luego se transportan a la membrana plasmática. 

 Como se mencionó anteriormente, los linfocitos T expresan en su superficie un 

receptor dimérico (TCR, del inglés receptor de la célula T), el que se genera mediante 

reordenamientos de numerosos segmentos de genes durante el desarrollo tímico de 

estas células. Solo uno de cada 10e5 o 10e6 es capaz de reconocer un antígeno 

específico, por lo tanto, la posibilidad de encuentro entre un linfocito y su epítope 

específico es muy pequeña. Mismo si un linfocito se encontrara con su antígeno 

específico, esta única célula no sería suficiente para enfrentar millones de 

microorganismos o células disfuncionales. La evolución pudo resolver este problema 

restringiendo la presentación de antígenos a los órganos linfoides, sitios anatómicos 

donde se drenan todos los antígenos que eluden las barreras primarias y secundarias. 

Allí, una vez que un linfocito clonotípico reconoce su antígeno se activará en un proceso 

que será detallado a continuación y sufrirá un proceso de expansión clonal que 

generará una gran progenie capaz de enfrentar a la noxa. 

 

ACTIVACIÓN Y FUNCIÓN DE CÉLULAS T 

 

 La activación de las células T se limita principalmente a los ganglios linfáticos y 

al bazo, es allí donde estas células interaccionan con las CPA que exhiben en su 

membrana los complejos MHC-péptido junto a otra serie de moléculas accesorias 

adicionales. Dada la importancia biológica de los procesos que se desarrollan luego de 

la activación linfocitaria resulta evidente la necesidad de que la misma sea altamente 

controlada y coordinada. En la actualidad el modelo que implica tres señales para 

desencadenamiento de la activación es el más aceptado e involucra:   

 Señal 1: el reconocimiento de los péptidos por parte del TCR, únicamente 

cuando los mismos son presentados en el contexto de moléculas MHC en la superficie 

de una célula. El resultado de dicha interacción es modulado finamente por las regiones 

conservadas de las proteínas MHC y la unión al co-receptor CD4 o CD8. Dicho 

reconocimiento resulta en una agrupación/ oligomerización de receptores y co-

receptores, que permiten a las quinasas intracelulares asociadas al TCR (CD3 y CD4 o 

CD8) activarse mutuamente a través de la fosforilación por parte de la fosfatasa CD45. 

Como resultado, las principales vías intracelulares de las células T se ven activadas, 

aunque…  
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 Señal 2: la unión del TCR y su co-receptor no genera, por sí sola, la estimulación 

suficiente para inducir a las células T vírgenes a proliferar y diferenciarse en células 

efectoras. Una activación completa requiere de una segunda señal coestimuladora. 

Tradicionalmente se admitía que debía ser administrada por la misma CPA en la cual la 

señal 1 fue reconocida por las células T, actualmente hay autores que demuestran que 

no necesariamente tiene que ser la misma CPA pudiendo ser otra ( revisado en 3). Las 

señales 2 mejor caracterizadas son las provenientes de las moléculas B7.1 (CD80) y 

B7.2 (CD86). CD28 es el principal receptor para las moléculas B7 en la célula T naive, su 

interacción coestimula el crecimiento de la célula T. Una vez que las células T se 

activan, hay un receptor adicional para B7 llamado CTLA-4; que une a B7 con más 

afinidad que CD28, pero al contrario de lo que pasa con CD28, esta interacción gatilla 

una señal inhibitoria a las células T activadas. Este tipo de activación inmune está 

influenciada por varios receptores miembros de la familia de factores de necrosis 

tumoral (TNF-R), en este contexto, quisiera destacar a la molécula 4-1BB (CD127), que 

forma parte de esta familia y cuya señalización posee un rol importante en la correcta 

activación de los linfocitos T CD8+ 4. La señal 2 es necesaria para la producción de la 

citoquina más importante requerida para la proliferación de células T, interleuquina 2 

(IL-2). De hecho, la coestimulación induce varios factores de transcripción (incluido el 

Factor de Activación Nuclear en las células T -NF-AT-) que se unen a la región 

promotora del gen IL-2, induciendo su transcripción y estabilizando el ARNm de IL-2. 

 Señal 3: está dada por el perfil de citoquinas, estas son un factor fundamental a 

la hora de modular la fuerza y el tipo de activación inmune (como se explica a 

continuación). 

 Las CD son las células más potentes en la presentación de antígenos, esenciales 

para la activación de linfocitos T vírgenes. La CD fagocita patógenos y células infectadas 

en diferentes partes del cuerpo, lo que desencadena su maduración y la expresión de 

moléculas coestimuladoras. Luego migran a los ganglios linfáticos donde activan los 

linfocitos T. Allí y después de su activación, los linfocitos experimentan una 

proliferación clonal, puesto que las células resultantes se originan a partir de un 

linfocito común y por lo tanto comparten el mismo tipo de TCR. 

 Pero la activación de las células T es más compleja de lo que inicialmente se 

creía: cuando un linfocito T reconoce un complejo MHC-péptido en una célula 

dendrítica que no expresa (o expresa niveles bajos) de moléculas coestimuladoras, este 

linfocito se volverá anérgico (incapaz de seguir siendo estimulado) y morirá por 

apoptosis. 

 Además de la activación, las células CD4+ se diferencian en distintos perfiles 

celulares que dan como resultado diferentes tipos de respuestas inmunitarias. La 

diferenciación de cada perfil depende de las citoquinas secretadas por la célula 
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dendrítica como se mencionó anteriormente (señal 3). Pero este perfil de citoquinas 

depende, a su vez, del contexto en el que DC incorporó los antígenos. Como 

consecuencia, las células T CD4+ se diferencian en dos subtipos principales de células 

conocidas como Th1 y Th2, cada una de ellas con funciones particulares. 

 Las células Th1 están relacionadas con la defensa contra las bacterias 

intracelulares, los protozoos y una respuesta anti-tumoral óptima. La diferenciación de 

estas células es favorecida por IL-2 y su citocina efectora es IFN-γ. Las principales 

células blanco de la inmunidad mediada por Th1 son macrófagos, células T CD8+, 

células B (IgG) y a través de IFN-γ, otras células T CD4+. 

 Por otro lado, las células Th2 son los efectores de inmunidad contra parásitos 

extracelulares, incluidos los helmintos. La diferenciación de estas células está 

favorecida por la IL-4 y sus citocinas efectoras son IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. Las 

principales células diana son los eosinófilos, basófilos y mastocitos, así como las células 

B, que se diferenciarán de los plasmoblastos productores de anticuerpos. 

Además de Th1 y Th2, otros subtipos se han descrito, entre ellos: 

 Las células Th17 se diferencian en presencia de TGF-β, IL-6, IL-21 e IL-23 y 

desempeñan un papel en la autoinmunidad, inflamación, cáncer e infecciones a 

través de la producción de la citocina efectora IL17. 

 Las células Th9 producen IL9; Ellos están involucrados en la defensa contra las 

infecciones por helmintos. 

 Las células Thf que permiten que las células B se conviertan en plasmoblastos, 

esta interacción ocurre en los centros germinales. 

 Células Th22 que cooperan en las reacciones antibacterianas y antifúngicas en la 

piel. 

 Células THαβ cuya diferenciación se desencadena por IFN alfa / beta o IL-10. Su 

efector clave es la citoquina IL-10. Sus principales células efectoras son las 

células NK, así como las células T CD8+, las células B IgG y las células T CD4 IL-

10. El papel principal de estas células es proporcionar inmunidad contra los 

virus. 

 La plasticidad y complejidad de las subpoblaciones T cooperadoras 

probablemente aumentarán en un futuro cercano debido a nuestro deseo de 

comprender mejor las diferentes funciones de los linfocitos. 

 La activación de las células T CD8+ es un poco más compleja en comparación 

con los linfocitos CD4+. Al ser células efectoras, su acción debe ser aún más controlada, 

por lo que requieren una mayor cantidad de moléculas coestimuladoras para activarse. 

Esto se logra mediante la interacción simultánea entre los CD, linfocitos auxiliares 

CD4+ activados y la célula T CD8+. Como se discutió anteriormente, las células T CD8+ 



26 

reconocen los epítopes presentados en el contexto del MHC tipo I. La presentación de 

antígenos derivados de forma exógena, no hematopoyética, en el contexto de la clase I 

de MHC fue, en el pasado, un misterio. Hoy en día, sabemos que las células dendríticas 

tienen la propiedad única de realizar una presentación cruzada, que es la capacidad de 

presentar antígenos de origen endocítico en un contexto de MHC tipo I.  

 Evidencias experimentales sugieren un modelo en el que las CD presentan a las 

células CD4+ T auxiliares (TH) a través del MHC de clase II. Las células CD4+ TH 

activadas producen interleucina-2 y licencian a la CPA para la presentación cruzada, 

proceso en el que las interacciones CD40 ligando (CD40L)-CD40 posee un papel 

importante. Las CPA licenciadas regulan positivamente la expresión de moléculas 

coestimuladoras (CD70, CD80 y CD86) y negativamente aquellas inhibitorias, para 

luego presentar de manera cruzada a los linfocitos T citotóxicos CD8+ a través de 

moléculas de clase I. Estos linfocitos CD8+ activados entran en ciclo celular, su 

apoptosis es inhibida y, en una instancia posterior, son capaces de exhibir propiedades 

efectoras. 

 Desde un punto de vista funcional, los linfocitos CD8+ o las células T citotóxicas 

matan directamente las células infectadas o tumorales de dos maneras diferentes: 

 La secreción de citotoxinas (perforina, granzimas) que se almacenan en 

gránulos líticos especializados que son liberados bajo estímulos específicos regulados 

de manera muy estricta. Las perforinas, una vez liberadas de los gránulos, polimerizan 

formando estructuras que permiten generar poros transmembrana en la célula diana, 

mientras que las granzimas, que son serinproteasas, penetran en la célula diana y 

desencadenan vías intrínsecas de muerte celular. 

 Un segundo sistema efector (la vía no secretora) se desarrolla a través de la 

interacción del ligando FAS (FasL; Apo1L; CD95L) en la membrana de las células T 

activadas con Fas (Apo1; CD95) en las células diana (células infectadas o cancerosas). 

Esta interacción induce la activación de la cascada de caspasas, eventos que culminan 

en la apoptosis de la célula blanco. 

 En conclusión, se requieren múltiples interacciones moleculares entre 

diferentes tipos celulares para lograr una óptima activación linfocitaria y así poder 

mantener la homeostasis en nuestro cuerpo. Estos procesos traen aparejados la 

generación al azar de un gran repertorio de células T requeridos para la identificación y 

eliminación de una amplia variedad de noxas, dando lugar al riesgo potencial de 

desarrollo de poblaciones reactivas contra antígenos propios que generarían procesos 

de autoinmunidad. 
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TOLERANCIA DE CÉLULAS T 

 En este contexto, para contrarrestar este potencial riesgo, existen varios 

mecanismos conocidos bajo el nombre de tolerancia inmunológica que regulan 

negativamente la intensidad de la respuesta. La tolerancia inmunológica es un proceso 

activo definido como la falla de los linfocitos para generar una respuesta inmunitaria 

contra un antígeno particular. Estos mecanismos se pueden lograr en los órganos 

inmunes tanto centrales como periféricos definiendo así el tipo de tolerancia. 

 Tolerancia central: durante la ontogenia de las células T convencionales, los 

linfocitos inmaduros siguen dos procesos principales en los que se limita su activación 

a condiciones de restricción de MHC y tienen como resultado interacciones TCR / 

péptido / MHC de afinidad moderada. Como parte de este proceso en la corteza tímica, 

se eliminan aquellos precursores T que no muestran suficiente afinidad para el 

reconocimiento de péptidos, mientras que aquellos que reconocen al MHC con afinidad 

moderada sobreviven (selección positiva). En la médula tímica, se lleva a cabo un 

segundo proceso de selección (selección negativa) donde se eliminan aquellos 

linfocitos que reaccionan con alta afinidad contra péptidos endógenos. Como 

consecuencia, los linfocitos maduros migran a la periferia y son capaces de reconocer 

los péptidos de manera restringida por el MHC y con una afinidad moderada. 

 Tolerancia periférica: aunque los procesos de selección central tienen un fuerte 

impacto en la remodelación del repertorio de células T, existen linfocitos T 

autorreactivos que escapan a esta selección y pueden ser encontrados en la 

periferia donde su accionar será contenido por los mecanismos de tolerancia 

periférica. Uno de ellos fue mencionado precedentemente y se refiere a un estado 

de parálisis o anergia generada a partir de una “subactivación” derivada de un 

incompleto conjunto de señales coestimulatorias involucradas en el proceso de 

activación linfocitaria. Otro mecanismo fundamental de tolerancia periférica 

involucra la participación de las células T regulatorias (Treg). En el timo no solo se 

originan las células CD4+ y CD8+ que adquirirán un carácter efector en periferia, 

sino que también se diferencian otras células T con un perfil regulador inmunitario, 

las denominadas células T reguladoras naturales (nTreg) con un fenotipo CD4+ 

CD25+ FOXP3+ y otras, no tan abordadas por la bibliografía, enmarcadas en el 

fenotipo CD8+. Estas células migran hacia la periferia, donde son capaces de 

reconocer péptidos propios e inducen la señalización mediada por el TCR con una 

alta intensidad y son responsables de suprimir las potenciales respuestas 

autoreactivas y finalizar aquellas contra antígenos extraños. Muchas enfermedades 

autoinmunes e inflamatorias están asociadas con disfunción en estas células. 

Además de las Treg naturales (nTregs) que se originan directamente en el timo, 

otras Treg pueden generarse a partir de linfocitos T convencionales en presencia de 
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un contexto de citoquinas particular, son las llamadas Tregs inducibles (iTreg)5. Así, 

la población de Tregs es heterogénea tanto desde un punto de vista de procesos de 

diferenciación como de mecanismos funcionales que utilizan para suprimir las 

respuestas. Por un lado, la estimulación in vivo o in vitro de células CD4+ con factor 

de crecimiento transformante β (TGF-β) induce la generación de células Th3, que 

tienen un papel importante en varias enfermedades autoinmunes como la diabetes 

mellitus6. Por otro lado, la estimulación de células T CD4+ con IL-10 induce células 

Tr1 caracterizadas por ser productoras de elevados niveles de IL-10 y poseer un 

elevado nivel supresor. Pero las Treg más estudiadas se enmarcan dentro del 

fenotipo CD4+ CD25+FOXP3+, aunque la capacidad unívoca de estos marcadores 

para definir con precisión las Treg aún está en discusión. 

 Desde un punto de vista funcional, estas células actúan a través de cuatro 

mecanismos principales: 

 Producción de citoquinas inhibitorias tales como IL-10 y TGF-β7. 

 Citólisis directa a través de la acción de granzimas y perforinas, con el 

requerimiento de interacciones célula a célula8. 

 Interrupción metabólica: basadas en dos capacidades de los Treg: 

 la de capturar ávidamente la IL-2, y así reducir la biodisponibilidad de esta 

citoquina para las células T convencionales y  

 la de expresar las ectonucleotidasas CD39 y CD73, enzimas que catalizan la 

degradación de ATP y la liberación de adenosina. La adenosina es un potente 

inhibidor de las funciones efectoras y promueve la inducción de  iTregs9. 

 Un efecto directo sobre las células dendríticas, donde la interacción Treg-CD 

causa una disminución del potencial coestimulador en las CD. Sumado a esto, las 

interacciones de estos dos tipos de células a través de CTLA-4 / B7 inducen la 

producción de indoleamina 2,3-dioxigenasa, una enzima que cataliza la 

degradación del triptófano y la generación de metabolitos pro-apoptóticos, que 

inducen la muerte de las CD10. 

 Como mencionado anteriormente, también existe en periferia una población 

reguladora enmarcada en el fenotipo CD8+ (CD8+ Treg).  Estas células poseen una alta 

heterogeneidad y pueden subclasificarse en células que tienen especificidad de 

antígeno (necesitan estimulación a través del TCR para desarrollar su carácter 

supresor) y aquellas que muestran su función inmunorreguladora de manera antígeno 

independiente. Una subpoblación natural fue descrita originalmente a principios de la 

década de 1970 por Gershon et al. 11, donde se muestra que estas células supresoras 

CD8+ expresan marcadores de la superficie celular característicos de las células T 

activadas, incluidos el CD122, CD25 y CD45RClow, por lo que hoy en día a menudo se 
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denominan CD8+ CD45RClow CD25+ CD122+ Tregs12–15. Se ha acumulado evidencia 

que muestra que estas células T CD8+ especializadas son actores clave en los 

trastornos autoinmunes, trasplantes, cáncer, alergias y enfermedades 

infecciosas13,14,16,17. Principalmente ejercen sus funciones a través de la secreción de 

Interleuquina-10 (IL-10) y suprimen de manera efectiva la producción de interferón-γ 

(IFN-γ) tanto de células CD8+ como de CD4+ 17, después del reconocimiento de las 

células blanco en un proceso que involucra las interacciones CD80 / CD86 – CD2818. Shi 

Zhe y colaboradores 19 han descrito un homólogo humano de estas células regulatorias, 

por lo que en la actualidad son candidatas interesantes para futuros enfoques 

inmunoterapéuticos. 
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CÁNCER DE PRÓSTATA 

LA PRÓSTATA: ANATOMÍA, HISTOLOGÍA Y PATOLOGÍA 

 La próstata es una glándula del sistema reproductor masculino. Se encuentra 

enfrente del recto y justo debajo de la vejiga. Tiene aproximadamente el tamaño de una 

castaña y tiene una forma cónica (Figura 2). La próstata consiste en una base, un 

vértice, una cara anterior, una posterior y dos superficies laterales de 

aproximadamente 4 cm de ancho y 3 cm de espesor. La próstata comienza a 

desarrollarse durante la vida embrionaria de los brotes epiteliales en el seno 

urogenital, pero su mayor crecimiento se produce durante la pubertad, alimentada por 

los andrógenos (testosterona en particular) que son secretados principalmente por las 

células de Leydig en los testículos20 

 

FIGURA 2: LOCALIZACIÓN ANATÓMICA DE LA PRÓSTATA 

ESQUEMA REPRESENTATIVO DEL SISTEMA REPRODUCTOR 

MASCULINO (NATIONAL CANCER INSTITUTE, USA). 

 

La próstata se puede dividir en 4 regiones biológicamente distintas (Figura 4): 

• Zona periférica (ZP): la porción subcapsular de la cara posterior de la glándula 

prostática que rodea la uretra distal y comprende hasta el 70% de la glándula 
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prostática normal en hombres jóvenes. Más del 70% de los cánceres de próstata se 

originan en esta porción de la glándula. 

• La zona central (CZ): esta zona constituye aproximadamente el 25% de la glándula 

prostática normal y rodea los conductos eyaculatorios. Los tumores de la zona central 

representan más del 25% de todos los cánceres de próstata. 

• La zona de transición (TZ): esta zona es responsable del 5% del volumen de la 

próstata y rara vez se asocia con carcinoma. La zona de transición rodea la uretra 

proximal y es la región de la glándula prostática que crece durante la vida masculina. 

Está involucrado en el agrandamiento prostático benigno. 

• La zona fibro-muscular anterior : esta zona representa aproximadamente el 5% del 

peso prostático, generalmente carece de componentes glandulares y está compuesta 

únicamente de tejido muscular y fibroso21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: LA PRÓSTATA EN EL ADULTO A) ESQUEMA DE LA 

PRÓSTATA NORMAL ADULTA [28] B) SECCIÓN DE BASE DE LA 

PRÓSTATA CON TINCIÓN DE HEMATOXILINA EOSINA. EL 

ESFÍNTER PREPROSTÁTICO (PPS) ES EVIDENTE COMO UN ÁREA 

PÁLIDA QUE RODEA LA URETRA PROXIMAL. LA ZONA DE 

TRANSICIÓN (TZ) MUESTRA PEQUEÑOS ACINOS ABORTIVOS, Y 

ESTÁ CUBIERTA ANTERIORMENTE POR UN VASTO ESTROMA 

FIBROMUSCULAR ANTERIOR (AFMS) QUE SE FUSIONA CON HACES 

DE MÚSCULOS LISOS EN EL ESPACIO EXTRAPROSTÁTICO 

ANTERIOR (AEPS). POSTERIORMENTE, LA ZONA CENTRAL 

EXPANSIVA (CZ) RODEA EL COMPLEJO DEL CONDUCTO 

EYACULATORIO (EJD), Y ALGUNA ZONA PERIFÉRICA (PZ) SIGUE 

APARECIENDO LATERALMENTE.22 
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 Las células epiteliales de la próstata, las vesículas seminales y la uretra bulbar, 

son responsables de la producción de líquido seminal, un líquido ligeramente alcalino 

rico en iones y azúcares. La próstata proporciona el 30% del plasma seminal, lo que 

promueve la viabilidad y la motilidad de los espermatozoides. El fluido prostático es 

ligeramente ácido (pH 6.4) y contiene espermina (que favorece la motilidad de los 

espermatozoides), espermidina, prostataglandinas (necesarias para la estimulación del 

útero), zinc (que afecta el metabolismo de la testosterona de la próstata), ácido cítrico 

(como tampón), inmunoglobulinas, fosfatasas y proteasas (que generan la licuefacción 

del semen). En este sentido, un componente crítico sintetizado por la próstata es el 

antígeno prostático específico (PSA). Esta es una glucoproteína con actividad de serin-

proteasa que disuelve los coágulos seminales permitiendo la motilidad normal de los 

espermatozoides 23. Durante la eyaculación, el músculo liso se contrae y conduce a la 

expulsión de este contenido glandular. 

PATOLOGÍAS PROSTÁTICAS 

 

 Se han descripto tres tipos de trastornos que afectan la glándula prostática: 

inflamación o infección (prostatitis), agrandamiento (hiperplasia prostática benigna, 

HPB) y cáncer. 

 

DESÓRDENES SIN TRANSFORMACIÓN CELULAR 

 

 La prostatitis es un término clínico utilizado para describir un amplio espectro 

de trastornos que van desde la infección bacteriana hasta los síndromes de dolor 

crónico. No son condiciones contagiosas por lo que generalmente no se propagan a 

través del contacto sexual:  

• Prostatitis bacteriana aguda: es la menos frecuente pero más fácil de diagnosticar y 

tratar. Es causada por bacterias y aparece repentinamente con escalofríos, fiebre, dolor 

en la zona lumbar y/o genital, ardor o dolor al orinar. Las observaciones de laboratorio 

incluyen un exceso de glóbulos blancos y bacterias en la orina.  

• Prostatitis crónica (no bacteriana) (síndrome de dolor pélvico crónico): es el tipo más 

común, pero menos comprendido de prostatitis. Se encuentra en hombres de cualquier 

edad, los síntomas desaparecen y luego regresan sin previo aviso y pueden ser 

inflamatorios o no inflamatorios. En la forma inflamatoria, la orina, el semen y otros 

líquidos de la próstata no muestran evidencia de un organismo infeccioso conocido, 

pero contienen los leucocitos inflamatorios. En la forma no inflamatoria, no hay 

evidencia de inflamación, incluidas las células del sistema inmune.  
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• Prostatitis inflamatoria asintomática: no hay síntomas, pero el paciente tiene células 

que combaten las infecciones en el semen. A menudo se encuentra cuando un médico 

está buscando causas de infertilidad o está realizando pruebas para detectar el cáncer 

de próstata.  

 La HPB es el segundo problema común que puede ocurrir en la próstata. La HPB 

es una enfermedad multifactorial que involucra factores ambientales, endocrinos y 

genéticos, caracterizada por un agrandamiento de la zona de transición de la próstata 

que causa presión en la uretra, lo que puede ocasionar problemas urinarios que 

desencadenan los llamados síntomas del tracto urinario inferior (STUI). Los síntomas 

característicos de un agrandamiento de la próstata son: micción frecuente, un flujo de 

orina débil, roturas en el flujo de orina y goteo. A medida que avanza la enfermedad, 

puede provocar infecciones de vejiga, vejiga o riñón débiles, bloqueo completo del flujo 

de orina e insuficiencia renal. Es una condición neoplásica benigna de la próstata 

asociada a la edad: muestra una prevalencia del 20% a los 40 años y del 70% a los 60 

años23,24. 

 

 

FIGURA 4: CORTE HITOLÓGICO DE LA PRÓSTATA.SECCIÓN DE 

LA PRÓSTATA MEDIA A NIVEL DEL VERUMONTANUM (V) EN UNA 

GLÁNDULA CON HIPERTROFIA PROSTÁTICA BENIGNA EXTENSA 

(BPH). LOS “CUERNOS” ANTEROLATERALES DE LA PZ ESTÁN 

COMPRIMIDOS LATERALMENTE POR EL TEJIDO TZ EXPANDIDO, Y 

EL ESTROMA FIBROMUSCULAR ANTERIOR (AFMS) DISMINUYE EN 

EXTENSIÓN.22 
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TABLA 1: SITIOS DE CANCER, NÚMERO DE INCIDENCIA Y 

MORTALIDAD. IARC ALCANCE MUNDIAL 201827 

 

Sitio de Cáncer  N° de casos (% de todos los 
sitios) 

N° de muertes (% de todos 
los sitios) 

Pulmón 2,093,876 (11.6) 1,761,007 (18.4) 

Mama 2,088,849 (11.6) 626,679 (6.6) 

Próstata 1,276,106 (7.1) 358,989 (3.8) 

Colon 1,096,601 (6.1) 551,269 (5.8) 

De piel no melanoma 1,042,056 (5.8) 65,155 (0.7) 

Estomago 1,033,701 (5.7) 782,685 (8.2) 

Hígado  841,080 (4.7) 781,631 (8.2) 

Recto 704,376 (3.9) 310,394 (3.2) 

Esófago 572,034 (3.2) 508,585 (5.3) 

Cérvix útero 569,847 (3.2) 311,365 (3.3) 

Tiroides 567,233 (3.1) 41,071 (0.4) 

Vejiga 549,393 (3.0) 199,922 (2.1) 

Non‐Hodgkin linfoma 509,590 (2.8) 248,724 (2.6) 

Páncreas 458,918 (2.5) 432,242 (4.5) 

Leucemia 437,033 (2.4) 309,006 (3.2) 

Riñón 403,262 (2.2) 175,098 (1.8) 

Útero 382,069 (2.1) 89,929 (0.9) 

Labio, cavidad oral  354,864 (2.0) 177,384 (1.9) 

Cerebro y sistema nervioso 296,851 (1.6) 241,037 (2.5) 

Ovario 295,414 (1.6) 184,799 (1.9) 

Melanoma  287,723 (1.6) 60,712 (0.6) 

Vesícula biliar 219,420 (1.2) 165,087 (1.7) 

Laringe 177,422 (1.0) 94,771 (1.0) 

Mieloma múltiple 159,985 (0.9) 106,105 (1.1) 

Nasofaringe 129,079 (0.7) 72,987 (0.8) 

La orofaringe 92,887 (0.5) 51,005 (0.5) 

Hipofaringe 80,608 (0.4) 34,984 (0.4) 

linfoma de Hodgkin 79,990 (0.4) 26,167 (0.3) 

Testículo 71,105 (0.4) 9,507 (0.1) 

Glándulas salivales 52,799 (0.3) 22,176 (0.2) 

Ano 48,541 (0.3) 19,129 (0.2) 

Vulva 44,235 (0.2) 15,222 (0.2) 

sarcoma de Kaposi 41,799 (0.2) 19,902 (0.2) 

Pene 34,475 (0.2) 15,138 (0.2) 

Mesotelioma 30,443 (0.2) 25,576 (0.3) 

Vagina 17,600 (0.1) 8,062 (0.1) 

Todos los sitios excluyendo la piel 17,036,901 9,489,872 
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DESÓRDENES CON TRANSFORMACIÓN CELULAR: CÁNCER DE PRÓSTATA 

La etiología del cáncer de próstata (CaP) es incierta. Como otras neoplasias malignas, se 

cree que es el resultado de una combinación de factores de riesgo, ambientales y 

predisposición genética. Los factores de riesgo más importantes son: edad, raza, 

antecedentes familiares, ciertas infecciones, inflamación local y dieta25,26. 

EPIDEMIOLOGIA 

Se estima que habrá casi 1.3 millones de nuevos casos de cáncer de próstata y 359,000 

muertes asociadas en todo el mundo en 2020, clasificándose como el segundo cáncer 

más frecuente y la quinta causa de muerte por cáncer en los hombres (Tabla 1). Es el 

cáncer diagnosticado con mayor frecuencia entre los hombres en más de la mitad (105 

de 185) de los países del mundo (Fig. 6A) 

Las tasas de incidencia de CaP aumentaron en casi todos los países, mientras que las 

tasas de mortalidad aumentaron principalmente en los países con menos recursos 

272829. 

En Argentina el CaP posee el segundo puesto en incidencia luego del de pulmón, con 

una ocurrencia de más de 11.000 casos anuales, que representan el 29.3% de todos los 

tumores malignos en varones y 7% de la totalidad de cánceres registrados en el país. 

 

 

FIGURA 5: INCIDENCIA Y MORTALIDAD DE CÁNCERES EN 

VARONES DE ARGENTINA. TASAS AJUSTADAS POR EDAD SEGÚN 

POBLACIÓN MUNDIAL POR 100.000 HABITANTES. ESTIMADAS DE 

LA IARC PARA ARGENTINA 201827. 
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 El CaP es la única condición maligna de la próstata, el 75% se produce en la zona 

periférica de la glándula, mientras que el 25% restante se produce en la zona central y 

en la zona de transición. Dado que se origina en una glándula, se clasifica como 

adenocarcinoma. La neoplasia intraepitelial prostática de alto grado (HG-PIN) es la 

única lesión precursora de CaP aceptable. HG-PIN muestra muchas características 

genéticas y morfológicas similares a las del adenocarcinoma, pero carece de capacidad 

invasiva30. Se caracteriza por células estratificadas, cromatina aumentada, nucléolos 

agrandados y fragmentación en la membrana basal y la capa celular. 

 

FIGURA 6: CORTE HISTOLÓGICO DE LA PRÓSTATA. SECCIÓN LA 

PRÓSTATA MEDIA A NIVEL DEL VERUMONTANUM (V). LA ZONA 

DE TRANSICIÓN BILOBULADA (TZ) SURGE DE LOS CONDUCTOS 

ALARGADOS (D) QUE DISCURREN EN SENTIDO ANTEROMEDIAL. 

LA ZONA PERIFÉRICA (PZ) AÚN OCUPA LAS PORCIONES 

POSTERIORES, LATERAL Y ANTEROLATERAL DE LA GLÁNDULA, Y 

SE OBSERVA UN TUMOR (PCA) EN LA PZ ANTERIOR DERECHA. EN 

LA PRÓSTATA MEDIA, EL ESTROMA FIBROMUSCULAR ANTERIOR 

(AFMS) ESTÁ MUY CONDENSADO Y EL ESPACIO 

EXTRAPROSTÁTICO ANTERIOR (AEPS) CONSERVA EN GRAN 

PARTE SU CONSISTENCIA APICAL. ADAPTADO DE 22. 

 

PROGRESIÓN DE LA ENFERMEDAD Y SÍNTOMAS 

 El CaP es una enfermedad progresiva relativamente lenta. Al principio, 

generalmente es asintomático, el tumor está confinado dentro de la cápsula de la 

próstata y depende de los andrógenos para mantenerse y desarrollarse. La asociación 

de tratamientos quirúrgicos, radiológicos y la ablación androgénica son eficaces contra 

los tumores de próstata en etapas tempranas cuando estos son localizados 31. Sin 
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embargo, durante el transcurso de la enfermedad se seleccionan variantes más 

agresivas (en particular en el CaP se vuelven insensibles a las terapias de base 

hormonal) (Figura 8). 

 

 

FIGURA 7: DESARROLLO DEL CAP. ESTADIOS DEL CAP 

ASOCIADOS CON FACTORES DE RIESGO, ADAPTADO DE 15. 

 

 Durante la progresión de la enfermedad, la glándula se inflama 

significativamente, generando un tejido neoplásico granular firme. Una vez que se 

establece el CaP, se agregan a los síntomas de BHP, la sensación de ardor durante la 

micción o eyaculación, sangre en la orina o el semen, dolor incesante o rigidez profunda 

en la pelvis, espalda baja, costillas o muslos superiores, dolor artrítico en los huesos, 

pérdida de peso, fatiga y náuseas. 

 La diseminación cancerosa involucra el sistema circulatorio y linfático. La 

diseminación local se dirige con frecuencia a las vesículas seminales y a la vejiga, 

mientras que sistémicamente el CaP produce metástasis principalmente en el esqueleto 

axial, pero algunas lesiones son ampliamente diseminadas en los pulmones y el hígado. 

TRATAMIENTOS 

 La cirugía y la radiación de haz externo o los implantes de semillas radiactivas se 

utilizan para tratar la enfermedad en estadios localizados y tempranos32. La terapia de 

ablación androgénica, la quimioterapia y las radiaciones ionizantes se utilizan en los 

casos en que la enfermedad regresa después de la cirugía inicial o en estadios 

metastásicos. La terapia hormonal puede controlar el cáncer de próstata durante 

períodos prolongados y en muchos casos ayuda a reducir el tamaño del tumor, pero a 

menudo los tumores se vuelven insensibles a los andrógenos, lo que lleva a una recaída 

dentro de los primeros 2 años posteriores al tratamiento 33. Al respecto, múltiples son 
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las modificaciones implicadas en la reactivación del receptor de andrógenos (RA) 

después de la ablación hormonal, entre las que se incluyen: amplificación y mutaciones 

de los genes que le dan origen, niveles aumentados de su ARNm y las propias proteínas 

del receptor. De manera concomitante se vio alterada la expresión de los co-

reguladores asociados generando nuevas variantes de ensamble e interacción entre 

varias vías de señalización intracelular 34–36. Las etapas clínicas del cáncer de próstata y 

las intervenciones terapéuticas actuales se resumen en la Figura 8. 

 En los últimos años, la inmunoterapia se ha propuesto como una opción 

terapéutica prometedora para el cáncer, siendo su objetivo principal la inducción de 

una eficaz activación de linfocitos T citotóxicos capaz de eliminar las células 

transformadas3738 , tanto es así que el galardón nobel en fisiología del año 2018 fue 

entregado a Tasuku Honjo y Allison por sus descubrimientos en esta disciplina 39. 

 Sin embargo, la traducción de esta base teórica hacia una terapia eficaz para el 

cáncer está limitada por la gran cantidad de mecanismos moleculares activados por los 

tumores que transforman en ineficientes las respuestas inmunes generadas 38. 

 

 

 

 

 

FIGURA 8: ESTADIOS CLÍNICOS DEL CAP Y TRATAMIENTOS 

ACTUALES DISPONIBLES 37. 
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INMUNOTERAPIA 

 La inmunoterapia se define como una terapia biológica donde el tratamiento 

tiene como objetivo aumentar o suprimir las defensas naturales del cuerpo. Aquellas 

orientadas a atenuar el sistema inmunitario tienen como finalidad o bien el tratamiento 

de las enfermedades autoinmunes o bien están orientadas a reducir el rechazo de 

células u órganos trasplantados. Las inmunoterapias de refuerzo, por el contrario, 

intentan estimular el sistema inmunológico con el fin de optimizar la eliminación del 

patógeno o el rechazo tumoral. Los principales tipos de inmunoterapia que se están 

probando para tratar el cáncer se incluyen dentro de las terapias inmunoestimulantes y 

pueden clasificarse como: 

A) Inmunoterapia antígeno dirigida: este enfoque plantea una vacunación contra el 

cáncer, donde principal objetivo es "mostrar" un antígeno o un conjunto de ellos al 

sistema inmunitario en condiciones controladas. Esto generaría una respuesta 

inmunitaria efectiva contra ese antígeno con la generación subsiguiente de células de 

memoria y efectos secundarios mínimos. En una exposición posterior a dicho antígeno 

las células de memoria responderían rápidamente para evitar la progresión de la 

enfermedad. Este enfoque presenta diversas variantes: 

*La terapia de mejora inmunológica autóloga (AIET), una terapia en la que las propias 

CD derivadas de sangre periférica del paciente, los linfocitos T citotóxicos y otras 

células inmunitarias relevantes se expanden in vitro y luego se reinfunden para 

combatir el cáncer. 

*Las terapias basadas en el uso de Células Dendríticas: las CD se recolectan del paciente 

y luego se pulsan con formulaciones antigénicas o bien se transfectan con un vector 

viral que codifica un antígeno exclusivamente tumoral. Luego se retransfunden al 

paciente y son éstas células activadas las que presentan los antígenos tumorales a los 

linfocitos efectores que inician una respuesta citotóxica40. La única inmunoterapia 

aprobada por la FDA (agencia de administración de alimentos y medicamentos en 

EEUU) contra el cáncer de próstata, el Sipuleucel-T, es un claro ejemplo de este tipo de 

enfoque 41. 

*Transferencia adoptiva de células T: dentro de este tipo de terapia podemos discernir 

dos grandes grupos: aquellas donde linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), que se 

presumen reactivos contra el tumor, se extraen de las muestras de tumores del 

paciente, se expanden in vitro, tratándolos con IL-2 y anti-CD3, para que una vez 

activados sean vueltos a inyectar en el paciente. Normalmente se co-trasfunden junto a 

IL-2 para aumentar aún más su actividad anticancerígena 42,43. O bien la Terapia con 

células CAR-T, tratamiento en el cual las células T de un paciente son modificadas en el 
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laboratorio para que su TCR reconozca epítopes presentes en las células tumorales y 

luego reinfundidas en el paciente. Brevemente, se extraen linfocitos T del paciente, y se 

les introduce el gen para un receptor de antígeno quimérico (CAR por su sigla en 

inglés). Los clones positivos para la inserción expresarán este nuevo receptor 

quimérico específico contra epítopes tumorales. Posteriormente estos clones onco-

reactivos son expandidos in vitro y re infundidos al paciente (revisado por44).  

B) Inmunoterapias destinadas a eludir circuitos regulatorios negativos de las 

respuestas inmunitarias (check-points inmunológicos). En este campo, los 

anticuerpos monoclonales (mAb) son una herramienta con gran proyección debido a su 

capacidad de bloquear o activar receptores regulatorios presentes fundamentalmente 

en las superficies celulares con gran especificidad, por lo que se plantea su 

funcionalidad en varios tipos de cánceres. En la actualidad hay varios ensayos clínicos 

en los que se utilizan anticuerpos monoclonales contra PD-1 y CTLA-4 como nivolumab 

e ipilimumab en pacientes con cáncer con resultados parciales pero alentadores 45–48. 

 

FIGURA 9: ESQUEMA DE INMUNOTERAPIAS PARA CÁNCER DE 

PRÓSTATA ADAPTADO DE 49. 
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 Otras alternativas que están siendo probadas actualmente son las herramientas 

moleculares (un ejemplo de estas son los aptámeros y serán tratados con detalle más 

adelante). Estas formas alternativas tienen como finalidad administrar toxinas, 

radioactivos o, más recientemente, pequeños ARN interferentes (ARNi) que pueden ser 

dirigidas a células del sistema inmune o bien al tumor. Cualquiera que sea el método de 

inmunoterapia evaluado, se debe tener en cuenta que el cáncer se genera a partir de 

células propias, por lo que se debe tener especial cuidado de evitar la generación de 

reacciones autoinmunes. Esto frecuentemente representa un efecto secundario para 

este tipo de terapias, aunque muchas veces la relación efectos secundarios /patología 

resulta conveniente para el paciente.  

 Si bien, como hemos descripto, muchos son los abordajes para el tratamiento del 

cáncer, la identificación de nuevas terapias efectivas para el cáncer de próstata (PCa) 

requiere una mejor comprensión de las múltiples interacciones moleculares entre las 

células tumorales y su estroma asociado. En este contexto, la Galectina-1 (Gal-1) 

desempeña un papel importante en la determinación de las propiedades del 

microambiente del carcinoma prostático. En particular, previamente hemos descripto 

que galectina-1 (Gal-1) es la lectina de más abundante expresión en las células 

tumorales prostáticas y la única que se asocia positivamente con la progresión en el 

cáncer de próstata 50. 

CÁNCER Y GLICOBIOLOGÍA  

GALECTINAS, GENERALIDADES 

 Los glicanos se encuentran de manera natural en las células de los mamíferos y 

se exhiben de manera ubicua como parte de las glicoproteínas y los glicolípidos (Figura 

10). El patrón de expresión de los glicanos constituye el glicoma celular. 

Contrariamente a las creencias comunes, el glicoma no es una mera "decoración" de las 

células, sino que está finamente regulado por las glicosiltransferasas y las glicosidasas y 

se altera en respuesta a diferentes estímulos. Por lo tanto, diferentes tipos de células y 

tejidos en distintos procesos fisiológicos / patológicos pueden diferenciarse por su 

estado de glicosilación. 

 Las lectinas, proteínas endógenas de unión a glicanos, son responsables de la 

decodificación biológica de la información del glicoma. La interacción de las lectinas 

con las macromoléculas presentes en la membrana celular o la matriz extracelular 

(MEC) desencadenan diferentes cascadas de señalización con la consiguiente respuesta 

biológica 51. Se pueden distinguir tres grupos principales de lectinas: i) lectinas de tipo 

C, que se unen a glicanos diferentes solo en presencia de Ca2 +; ii) Lectinas tipo 1 o 

Siglecs, receptores de membrana de la superfamilia de inmunoglobulinas que muestran 
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propiedades de unión al ácido siálico; y iii) lectinas tipo S o galectinas. 

 Las galectinas (Gals) son un grupo de proteínas altamente conservadas 52  que se 

expresan diferencialmente en varios tipos de células y tejidos y provocan una función 

celular particular al unirse al glicocalix celular o bien por funciones no lectínicas 

interaccionando con las proteínas o ácidos nucleicos intracelulares. 

Galectinas prototipo 

Gal-1 Músculo esquelético y cardíaco 

Neuronas sensoriales y motoras  

Células T, dendríticas y regulatorias  

Hepatocitos, riñón y placenta  

Tumor y estroma asociado  

Gal-2 Tracto gastrointestinal, hepatomas 

Gal-5  Eritrocitos  

Gal-7 Queratinocitos y carcinomas de epitelio estratificado 

Gal-10 Eosinófilos, basófilos células T regulatorias 

Gal-11 Tracto gastrointestinal, hepatomas 

Gal-13 Placenta, bazo, riñón, vejiga y células tumorales 

Gal-14 Eosinófilos, fluido bronqueoalveolar, testículos, hígado y placenta 

Gal-15 Endometrio, blastocitos 

Galectina quimera 

Gal-3 Macrófagos, basófilos, mastocitos 

Células T activadas y epiteliales 

Fibroblastos, cerebro, corazón, páncreas y tumores  

Galectinas en Tándem 

Gal-4 Epitelios intestinales y orales 

Gal-6 Intestino delgado y colon  

Gal-8 Numerosos tejidos y tumores  

Gal-9 Eosinófilos, timo , placenta, intestino delgado, colon, hígado, riñón y 

páncreas 

Gal-2 Adipocitos 

TABLA 2: EXPRESION DE GALECTINAS EN CELULAS Y TEJIDOS 

(ADAPTADO DE 53). 
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El rol de varios miembros de esta familia en diferentes procesos fisiológicos y 

patológicos (incluido el cáncer) despertó un interés de la comunidad científica llevando 

a mejorar nuestro conocimiento sobre sus funciones. Las galectinas poseen una región 

de 135 aminoácidos altamente conservada desde invertebrados hasta mamíferos. Esta 

región llamada dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) es responsable de 

su unión a β-galactósidos (Galβ1 → 3,4GlcNAc) independientemente de la presencia de 

cationes divalentes. Aunque hay algunas excepciones: como la Gal-10 que se une a los 

azúcares relacionados a manosa con mayor afinidad que los β-galactósidos y la Gal-11 

que directamente no tiene actividad de lectina descripta hasta el momento.  En general, 

las galectinas son proteínas secretadas, solubles, y se localizan no solo en el espacio 

extracelular sino también en el citoplasma, el núcleo y la superficie celular. 

 Las galectinas se clasifican en tres grupos según su estructura y propiedades de 

polimerización54–57: 

A) Galectinas prototipo que se pueden encontrar como monómeros u homodímeros (a 

menudo en equilibrio entre las distintas formas) y poseen un solo tipo de CRD. Los 

miembros de esta familia son Gal-1, -2, -5, - 7, -10, -11, -13, -14 y -15. 

B) Las galectinas de repetición en tándem que se caracterizan por tener dos CRD no 

idénticos unidos por un péptido corto, las Gals incluidas en este grupo son Gal-4, -6, -8, 

-9 y -12. 

C) Galectina quimera cuyo único integrante es Gal-3 que posee un solo CRD y un 

extremo N-terminal rico extendido en prolina y glicina, lo que promueve la 

oligomerización de esta lectina. 
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FIGURA 10: ESQUEMAS REPRESENTATIVOS DE LAS 

GALECTINAS. A) GALECTINAS SEGÚN SU ESTRUCTURA. B) LAS 

GALECTINAS TIENE LA CAPACIDAD DE INTERACCIONAR CON LOS 

GLICOCONJUGADOS DE LA SUPERFICIE CELULAR DANDO LUGAR A 

LA FORMACIÓN DE ENREJADOS O LATTICES PARA ASÍ 

DESENCADENAR DIVERSAS CASCADAS DE SEÑALIZACIÓN. 

(ADAPTADO DE53) 

 

 Las funciones extracelulares de las galectinas son las mejores estudiadas y están 

estrechamente asociadas con su capacidad para oligomerizar y formar complejos 

supramoleculares (a menudo denominados “lattice” o enrejados) en la superficie 

celular.  Estos pueden asociar células similares o diferentes, o bien células con 

proteínas de la MEC. Se ha demostrado que las interacciones galectina-glicano pueden 

desencadenar cascadas de señalización que modulan la diferenciación, la proliferación, 

la supervivencia y la migración celular 58.  En menor medida, pero con gran relevancia 

funcional, hay informes que describen efectos adicionales debido a su interacción con 

proteínas nucleares y citoplásmaticas y que tienen un impacto en el splicing del ARN, la 

regulación del crecimiento celular, la apoptosis y la regulación de la progresión del 

ciclo celular. Estas funciones intracelulares no lectínicas, no dependen de la formación 

de enrejados y son independientes de la interacción con glicanos59. En suma, las 

galectinas poseen un rol fundamental en el control del comportamiento celular, el que 

involucra tanto a interacciones extracelulares e intracelulares 60. 
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 GALECTINAS Y CÁNCER 

 

 Los procesos oncogénicos y metastásicos están asociados con una remodelación 

dramática de los glicanos expresados en la superficie celular del microambiente 

tumoral (el tumor en sí y el estroma asociado)60,61. Las diferencias en los patrones de 

glicosilación son producto de cambios genéticos y epigenéticos en las células que 

afectan la actividad de las glicosiltransferasas, glicosidasas y chaperonas. Esta 

expresión anormal modifica la vida media de los receptores de membrana, afectando a 

varias vías de señalización y, por lo tanto, al desarrollo tumoral 62. Liu et al. pusieron en 

evidencia que estos cambios pueden correlacionarse con la agresividad del tumor y la 

adquisición de un fenotipo metastásico60. En efecto, se ha demostrado que las 

galectinas no solo desempeñan un papel importante al censar los cambios en la 

glicosilación, sino que al generar una respuesta diferente a la normal aportan a la 

transformación celular, la modulación del ciclo celular, la regulación de la 

supervivencia y la apoptosis 60. La progresión de un tumor primario a metástasis es un 

proceso complejo que involucra las interacciones célula-célula y célula-matriz 

extracelular, invasión, migración y angiogénesis. Se han asociado muchas galectinas 

con tales procesos, como Gal-1, Gal-3 y Gal-8, por sus interacciones con las integrinas y 

otras moléculas de la superficie celular 58. En particular, se ha sugerido que Gal-3 es 

uno de los principales reguladores de la motilidad celular a través del remodelado del 

citoesqueleto y promotor de la angiogénesis al favorecer la migración de las células 

endoteliales63. Esta situación se ha observado en varios modelos experimentales de 

cáncer, como el melanoma, el linfoma de Hodgkin, el carcinoma de pulmón, el 

neuroblastoma y el cáncer de mama 64,65.  

 Además, se ha demostrado que los cambios en el patrón de glicosilación por 

parte de las células tumorales determinan los aspectos cualitativos y cuantitativos de la 

respuesta inmunitaria antitumoral66. En efecto, el rol de las galectinas como 

importantes reguladores de la inflamación antitumoral es ampliamente aceptado67,  

Gal-2, -3 y -9 son capaces de inducir la apoptosis de las células T, por lo que se postulan 

como moléculas con un gran impacto en los sistemas de escape inmunitario activados 

por los tumores 51. Dado que este trabajo de tesis se focaliza en Gal-1, la misma será 

analizada en detalle en el párrafo siguiente.  

 

GALECTINA-1 

 Hay varios mecanismos moleculares que describen a Gal-1 como un promotor 

de microambiente tolerogénico en tumores por su acción mayoritariamente 

extracelular, vinculándola con un rol fundamental en la angiogénesis, adhesión 



46 

endotelial, proliferación celular, adhesión homotípica e interacciones con la MEC( 

revisado en 51). 

 Adicionalmente a esos efectos, Gal-1 es una gran remodeladora del 

microambiente inmunitario asociado a los tumores. Como hemos destacado  en la 

sección previa referida a las respuestas inmunitarias, la interrelación entre las CPA, los 

linfocitos T CD4+ y CD8+ resulta crucial para una eficaz respuesta inmunitaria. Por lo 

tanto, analizar las funciones en la que interviene Gal-1 en estas poblaciones celulares 

resulta de gran interés para entender acabadamente estos procesos. En particular, al 

analizar su rol sobre la células presentadoras de antígenos tanto por su accionar extra 

como intracelular se encuentra una dicotomía, mientras algunos autores ponderan su 

capacidad para inducir células dendríticas con perfiles tolerogénicos 68,69, otros 

pudieron demostrar exactamente lo contrario 70,71. Un mayor consenso es encontrado 

respecto de su rol inmunomodulador en las poblaciones de células T activadas, donde 

la inducción de la apoptosis es el efecto principal66,72–78, siendo el mismo responsable 

en parte de la ineficiencia de la respuesta inmune antitumoral66. Gal-1 también modula 

la función de las células T reguladoras convencionales (CD4+ CD25+ FOXP3+), que son 

potentes supresoras de las respuestas inmunitarias. Estas células expresan abundantes 

niveles de Gal-1 y la neutralización extracelular de esta lectina es suficiente para abolir 

su función supresora 79,80.  

 Muchas de estas acciones biológicas descritas para Gal-1 se inhiben mediante el 

uso de anticuerpos bloqueadores o la adición exógena de inhibidores de sacáridos 68,79. 

Estos hallazgos sugieren que tales funciones de Gal-1 y las vías que se activan 

posteriormente dependen de la interacción directa de la lectina con los glico-

conjugados (glicanos unidos a proteínas o lípidos) en la membrana plasmática o en la 

matriz extracelular. 

 Aunque se sabe mucho acerca de Gal-1 en estos procesos biológicos 

fundamentalmente extracelulares, poco se conoce sobre sus funciones endógenas. En 

particular, se encontró que Gal-1 participa de la maquinaria de splicing, lo que sugiere 

funciones adicionales para esta lectina 81–83. Se han descrito otras interacciones no 

canónicas para Gal-1, como las interacciones con proteínas mitocondriales y 

citoplásmicas (revisadas en 53). 
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APTÁMEROS 

GENERALIDADES 

 

 Ellington acuñó el término "aptámero", derivado de la combinación de la palabra 

latina aptus ("ajustar") y la palabra griega meros ("parte"), por lo que los aptámeros 

son justamente esto, una parte que ajusta a otra, cuáles son estas partes? Por un lado, 

moléculas cortas de ADN o ARN de una sola hebra (ss) que se seleccionan para unirse 

de manera específica a la segunda parte, un ligando definido. Esta capacidad de unirse a 

un ligando específico con alta afinidad, hace que a los aptámeros se los conozca 

también bajo el nombre de anticuerpos sintéticos o anticuerpos químicos.  

 En 1990 y de manera independiente, varios grupos consiguieron aislar los 

primeros aptámeros de ARN de alta afinidad a partir de una biblioteca de secuencias 

aleatorias mediante un procedimiento in vitro 84–86. Dicha biblioteca contiene 

secuencias individuales aleatorias que pueden probarse simultáneamente en un único 

ensayo. Las secuencias candidatas se someten a ciclos iterativos de selección para 

aumentar la proporción de las especies de alta afinidad, hasta que finalmente éstas 

dominan en la biblioteca; a este procedimiento se denominó “evolución sistemática de 

los ligandos mediante enriquecimiento exponencial" (SELEX).  

 

“EVOLUCIÓN SISTEMÁTICA DE LOS LIGANDOS MEDIANTE ENRIQUECIMIENTO 

EXPONENCIAL" (SELEX). 

 Si analizamos con un poco más de detalle podemos ver que un ciclo de selección 

comienza típicamente con una biblioteca combinatoria de ADNss (simple cadena) o 

ARN que contiene una región aleatoria de 20 - 60 nt flanqueada por regiones de 

cebador (primer) fijas en los extremos 5' y 3' (ver Figura 11). Una biblioteca inicial, sin 

selección, consta normalmente en el orden de mil secuencias aleatorias únicas (1–2 

nmol de biblioteca), que pueden proporcionar suficiente diversidad estructural para 

identificar un número apropiado de secuencias que se unan con alta afinidad al ligando 

de interés. Después de los ciclos de selección iterativos que consisten en pasos de 

unión, partición, recuperación y re-amplificación, las secuencias de mayor afinidad por 

el ligando (aptámeros) se enriquecen y dominan la población de la biblioteca. El 

producto final es sensible al entorno de selección, que es una combinación de 

condiciones experimentales (por ejemplo, relación de biblioteca a objetivo, 

componentes del tampón, fuerza iónica, pH, temperatura / tiempo de unión) y 

propiedades inherentes al objetivo (por ejemplo, pI, carga, propiedades hidrofílicas / 
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hidrofóbicas, etc.). Juntas, estas variables contribuyen a la rigurosidad de la selección 

específica, afectando en consecuencia la afinidad y la función de los aptámeros 

enriquecidos.  

  Hay algunas diferencias entre la selección de aptámeros de ARN y ADN. En el 

caso del SELEX ADN, las secuencias de la biblioteca se incuban con el ligando y aquellas 

unidas se recuperan mediante amplificación por PCR. En estos casos, la biblioteca de 

ADN(dc) resultante se somete a separación de cadenas para producir una nueva 

biblioteca de ADN(sc) para el siguiente ciclo de selección. Por el contrario, el SELEX 

ARN generalmente involucra una etapa de transcripción in vitro. En efecto, primero las 

secuencias ARN seleccionadas son sometidas a una transcripción reversa, obteniéndose 

su ADN complementario, las que son posteriormente amplificadas por PCR. Estos 

amplicones serán utilizados seguidamente para la transcripción in vitro y así obtener 

grandes cantidades de ARN aptámero. Los aptámeros de ADN y ARN son 

funcionalmente similares, pero cada uno tiene sus propios beneficios. Los aptámeros 

de ADN son inherentemente más estables y los costos de fabricación son más bajos. Los 

aptámeros de ARN típicamente tienen conformaciones tridimensionales más diversas 

lo que aumentan la afinidad y especificidad de unión87.  

 La tecnología de SELEX puede aplicarse a diversos objetivos dependiendo de la 

función que se quiera para los aptámeros, para ello pueden utilizarse proteínas 

purificadas, células enteras o más recientemente modelos in vivo. En un procedimiento 

SELEX basado en proteínas purificadas88 (Figura 11), primeramente la biblioteca de 

ARN se incuba con la proteína diana, luego las especies unidas se aíslan de las 

secuencias no unidas a través de varias estrategias de partición, acto seguido las 

secuencias unidas a la diana se recuperan y por último se someten a re-amplificación 

(transcripción reversa, PCR y transcripción in vitro). Así se obtiene una nueva 

biblioteca de ARN sobre la que se realiza el siguiente ciclo de selección. A través de las 

rondas iterativas de selección, los aptámeros específicos se enriquecen e identifican 

mediante análisis de secuenciación. Estas secuencias pueden ser clonadas en vectores 

que permitan la transcripción in vitro (para el caso de los aptámeros ARN) o que 

permitan la amplificación por PCR (en el caso de los aptámeros ADN) asociados a 

métodos de separación de hebras para obtener ADNss. 

 El SELEX basado en células completas ofrece una alternativa razonable para 

superar algunas de las limitaciones del SELEX basado en proteínas purificadas. No solo 

el investigador se independiza de la necesidad de tener la proteína purificada, sino que 

permite la identificación de aptámeros específicos que son capaces de unirse 

selectivamente a la proteína diana en su conformación nativa o patrón de glicosilación 

extracelular original, e incluso internalizarse en las células dianas89–93. En este 

procedimiento, es común utilizar dos poblaciones celulares a fin de acotar por selección 
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negativa una gran cantidad de especies que no son de interés, para ello se incuba con 

una población celular que no expresa la molécula diana, para luego incubar lo no 

pegado con una población celular que si lo hace (selección positiva). En particular, se 

puede aplicar a proteínas dianas no caracterizadas, para las cuales no hay un 

conocimiento previo de sus propiedades y características estructurales94,95. Esta 

ventaja permite explotar el SELEX basado en células completas como una herramienta 

prometedora para el descubrimiento de biomarcadores96. 

 Como los aptámeros seleccionados in vitro no necesariamente funcionan in 

vivo97,98, se desarrolló un procedimiento SELEX basado en animales vivos para generar 

aptámeros que penetren en los tejidos en condiciones fisiológicas. Los investigadores 

administran la biblioteca de ARN por vía intravenosa (IV) al animal, extraen el tejido u 

órgano de interés patológico y extraen las secuencias unidas. Las secuencias de ARN 

recuperadas se vuelven a amplificar para crear una nueva biblioteca de ARN para el 

siguiente ciclo de selección. Esta técnica se ha utilizado para identificar aptámeros de 

ARN (modificados con 2'-fluoropirimidina) en un modelo animal de metástasis del 

cáncer colorectal intrahepático89.  

 Aunque el SELEX basado en proteínas puede aplicarse a proteínas purificadas, 

proteínas en la superficie de células completas o incluso proteínas dentro de animales 

vivos, no es aplicable para proteínas desconocidas, proteínas insolubles o proteínas que 

solo funcionan en la conformación nativa o en un complejo multiproteico99. En algunos 

casos, los aptámeros generados a través de SELEX basado en proteínas purificadas no 

reconocen la proteína objetivo en la superficie celular89,100, por lo que el 

perfeccionamiento en las técnicas de búsqueda y selección se tornaron una necesidad.  

 Si bien el SELEX tradicional generó grandes cantidades de aptámeros efectivos, 

en la actualidad se avanzó hacia procesos de selección de aptámeros más potentes y 

efectivos101,102, como la introducción de un SELEX negativo elimina secuencias no 

específicas que se unen a los componentes ambientales, o un contra-SELEX que excluye 

las secuencias que reconocen otros ligandos mediante el uso de objetivos análogos, 

aumentando la selectividad de los aptámeros 103,104 . Además, las tecnologías de 

partición especializadas, por ejemplo, electroforesis capilar (CE) 105–107, microscopía de 

fuerza atómica (AFM) 108,109, citometría de flujo 110,111, microfluídica 112,113y resonancia 

de plasmón de superficie biacore (SPR) 114, se han adoptado con éxito en el 

procedimiento clásico SELEX para acelerar la identificación de aptámeros de alta 

afinidad. 
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FIGURA 11: ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LOS DIVERSOS 

MÉTODOS DE SELECCIÓN PARA LA GENERACIÓN DE 

APTÁMEROS, ADAPTADO DE 115. 
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APTÁMEROS EN LA CLÍNICA 

 

 La potencia terapéutica de los aptámeros está limitada por sus características 

fisicoquímicas inherentes. Estas características pueden afectar las propiedades 

farmacocinéticas como la inestabilidad metabólica, la rápida filtración renal, la rápida 

distribución desde el compartimiento plasmático a los tejidos (por ejemplo, hígado, 

bazo), la activación inmune no específica y los efectos polianiónicos. Para subsanar esta 

problemática se han desarrollado varias modificaciones químicas y conjugaciones para 

mejorar las propiedades farmacocinéticas de las terapias basadas en aptámeros116. Los 

aptámeros no modificados son susceptibles a la degradación mediada por nucleasas, lo 

que causa vidas medias muy cortas cuando son inyectados in vivo (iv),  (vida media 

menor a 10 minutos)117. La mayoría de los aptámeros en los estudios clínicos fueron 

modificados químicamente reemplazando la posición 2 ' del azúcar con un grupo de 

flúor- (F), amino- (NH2) u O-metilo (OCH3) y el extremo 3' de la secuencia es protegido 

con una timidina invertida para aumentar la resistencia a las nucleasas y mismo al 

tiempo mejorar la afinidad de unión118116. En la práctica, se aplican dos estrategias 

diferentes para incorporar nucleótidos modificados en aptámeros: in-SELEX y post-

SELEX. En la primera estrategia, los aptámeros con las modificaciones deseadas se 

aíslan directamente de una biblioteca de ADN o ARN que contiene nucleótidos 

modificados119,120. Dentro de este primer tipo, también hay un método llamado 

selección SOMAmer® (Aptamer modificado de velocidad de desactivación lenta) 121,122, 

desarrollado por SomaLogic®, utiliza deoxyuracil modificado que lleva grupos 

funcionales hidrofóbicos en la posición C5, que es bien tolerado por la ADN polimerasa. 

Actualmente hay tres aptámeros siendo evaluados clínicamente con modificaciones 

llamadas Spiegelmers®, aptámeros de ARN de conformación L, inversiones quirales de 

sus formas naturales D. Dado que los Spiegelmers® no pueden ser reconocidos por las 

nucleasas, muestran una excelente bioestabilidad in vivo en comparación con los ácidos 

nucleicos naturales123. Sin embargo, la tecnología Spiegelmer® requiere obtener el 

enantiómero del ligando de interés para su selección, lo que limita su uso para algunas 

macromoléculas biológicas124. 

 En las estrategias post-SELEX, se introducen modificaciones en varias posiciones 

(por ejemplo, la posición 2′ del anillo del azúcar, grupo fosfato), en aptámeros 

preseleccionados, durante la síntesis química. A veces se aplican múltiples 

modificaciones en combinación para un rendimiento óptimo. Dado que la afinidad / 

especificidad y función de un aptámero es sensible a su estructura, las modificaciones 

posteriores al SELEX pueden afectar las propiedades inherentes y las estructuras de 

plegado de los aptámeros originales, comprometiendo así la afinidad de unión. Por lo 

tanto, es necesario adaptar con precisión las modificaciones para las funciones 
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deseadas125. Desafortunadamente los aptámeros no se comportan de manera 

homogénea  y a menudo se necesita una evaluación / optimización laboriosa126. 

 Más allá de la degradación por nucleasas, los aptámeros administrados al 

torrente sanguíneo son rápidamente excretados a través de la filtración renal debido a 

su pequeño tamaño menor 5 nm (6–30 kDa)127. Para superar este inconveniente y 

extender el tiempo de circulación, los aptámeros generalmente se formulan con un 

resto voluminoso de manera tal de aumentar su masa molecular, como PEG  128, 

colesterol 73,129,130 proteínas131,132, liposomas133, nanomateriales orgánicos o 

inorgánicos134,135, o son multimerizados 121,136,137 de manera a crear una molécula que 

sobrepase el umbral de corte de filtrado en el glomérulo renal (30–50 kDa). 

 La información toxicológica con respecto a los aptámeros en humanos es muy 

limitada138,139. Aunque los eventos adversos relacionados con el aptámero son raros en 

las evaluaciones clínicas hasta la fecha, pueden surgir toxicidades potenciales de los 

efectos polianiónicos, la acumulación inesperada en el tejido, la modificación química 

intensiva o la conjugación y la activación inmune no específica, en particular con la 

administración continua o repetida de los mismos140–145 . 

 

APTÁMEROS COMO HERRAMIENTA TERAPÉUTICA  

 Las terapias que utilizan aptámeros se basan en diferentes cualidades de estos, 

entre las que se destacan aquellas que utilizan al aptámero como un antagonista para 

bloquear la interacción de moléculas asociadas a enfermedades, por ejemplo, proteína-

proteína o receptor-ligando; aquellas que lo utilizan como agonista para activar la 

función de los receptores objetivo o bien aquellas que lo utilizan como un vehículo para 

administrar otros agentes terapéuticos a las células o tejidos diana 97,115. 

Actualmente, todos los aptámeros en ensayos clínicos en curso utilizan la capacidad de 

los aptámeros de unirse a una proteína diana para desactivar su función. Numerosos 

grupos han desarrollado aptámeros contra objetivos terapéuticamente relevantes 

asociados con una amplia variedad de enfermedades humanas, incluidos trastornos 

oculares, trastornos hemorrágicos, cáncer, enfermedades cardiovasculares, 

enfermedades autoinmunes, enfermedades neurológicas degenerativas y 

enfermedades infecciosas146,147. A pesar de la exquisita afinidad y especificidad, el 

potencial terapéutico de los aptámeros inhibidores puede no alcanzarse por completo 

debido a un diseño o formulaciones subóptimas y al ya mencionado problema de 

biodistribución, por lo que los mayores esfuerzos están dirigidos a adquirir 

formulaciones que permitan a los aptámeros llegar a sus objetivos sin ser degradados. 

 Hasta la fecha, solo unos pocos aptámeros se han desarrollado para funcionar 
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como agonistas terapéuticos. Esto incluye aptámeros ARN dirigidos al receptor 3 del 

factor de crecimiento epidérmico humano (HER3 / ERBB3)148, OX40 (CD134)149, 4-1BB 

(CD137)150, CD40151, CD28151, y aptámeros de ADN dirigidos a VEGFR-2r152 humano y 

el receptor de insulina receptor (IR) 153. En búsqueda de inmunoterapias contra el 

cáncer, se han diseñado varios aptámeros de ARN dirigidos a los receptores inmunes 

coestimulantes (CD28, CD40, OX40 y 4-1BB) en versiones multiméricas para poder 

actuar como agonistas de los receptores154.  Una coestimulación eficiente generada por 

el agrupamiento de receptores debido a la interacción de los aptámeros multivalentes y 

los receptores en la superficie de las células presentadoras de antígeno o las células T 

podría desempeñar un papel crucial en la mejora de la inmunidad antitumoral155. 

 Además de su utilidad como terapias independientes, se ha utilizado la 

capacidad de los aptámeros de unirse a su diana con gran afinidad para que éstos 

funcionen como direccionantes de otros agentes terapéuticos, formando lo que se 

denomina quimeras aptámero-agente terapéutico. Al aprovechar la alta afinidad y 

especificidad de los aptámeros, los compuestos terapéuticos pueden dirigirse a las 

células o tejidos deseados, mejorando así su concentración local y su eficacia 

terapéutica156.  

 A fin de conseguir una administración dirigida, los aptámeros han sido 

vehiculizados (como por ejemplo mediante el uso de nanotransportadores orgánicos o 

inorgánicos) o bien conjugados con agentes terapéuticos (por ejemplo, siRNA, 

microRNA, anti-miR, quimioterapéuticos o toxinas). En el caso de la conjugación de un 

aptámero a su carga de ARN interferente pequeño (del inglés siRNA) se logra de dos 

formas: la co-transcripción del aptámero y una de las dos cadenas del siRNA, seguida 

de la hibridación con la cadena complementaria del siRNA. 151,157–159. La segunda forma 

consiste en acoplar un shRNA: las hebras se co-transcriben con el aptámero dejando un 

espaciador entre el aptámero y shRNA, el que es susceptible de ser clivado por la 

enzima endoribonucleasa / helicasa DICER y luego incorporados en el complejo de 

silenciamiento inducido por ARN (RISC)160. Si bien, la adaptación de los 

oligonucleótidos a un aptámero resulta más sencilla que para el caso de los 

anticuerpos, es un problema generalizado la pérdida de función del ARN pequeño al ser 

quimerizado con el aptámero. Al respecto, Berezhnoy y colaboradores llegaron a 

desarrollar una serie de pautas a tener en cuenta para el diseño racional de las 

quimeras aptaméricas entre las que se encuentran colocar la secuencia sentido del 

siRNA rio debajo del aptámero y que ésta, además, posea temperaturas de fusión 

intermedias161. 
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APTÁMERO ARN CONTRA 4-1BB 

 La expresión de 4-1BB (CD137) es inducida en los linfocitos T CD8+ bajo 

condiciones de activación celular 162. Esta molécula ha sido categorizada como un 

potente co-estimulador en fases muy tempranas de la activación de los linfocitos T 

CD8+163 . La interacción con su ligando también  modula de manera fina las propiedades 

funcionales de las células presentadoras del antígeno4. Teniendo en cuenta la expresión 

selectiva y la importancia funcional de 4-1BB en la regulación de las células CD8+, Mc 

Namara y colaboradores desarrollaron un aptámero ARN capaz de unirse a este 

receptor. Aunque tanto el aptámero monovalente como el bivalente se unen a las 

células que expresan 4-1BB, solo el aptámero bivalente fue capaz de coestimular la 

activación de las células T y promover el rechazo de un tumor in vivo, con una mejor 

eficacia que los anticuerpos anti-4-1BB disponibles comercialmente 150. Dado que la 

actividad coestimuladora depende de la disposición espacial y la distancia de los 

receptores vinculados para desencadenar la oligomerización de los receptores 4-1BB, 

se tomó como referencia de la distancia entre los dominios a aquella correspondiente a 

las dos regiones variables del anticuerpo anti-4-1BB (5-18 nm). Un enlazador de 21 pb 

de doble cadena proporcionó una distancia de 7,1 nm entre los dos dominios del 

aptámero para 4-1BB, y permitió la orientación correcta para unirse a un par de 

receptores 4-1BB.  

 

FIGURA 11: ESQUEMA DE APTÁMERO DIMÉRICO CONTRA 

4-1BB CON AFINIDAD DE 40NM, ADAPTADO DE 150. 

Este estudio proporcionó un ejemplo preliminar de aptámeros multivalentes con 

función agonística para la inmunoterapia del cáncer. 
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HIPOTESIS y OBJETIVOS 

En este trabajo nos planteamos la siguiente hipótesis: 

Además de los efectos adscriptos a Gal-1 que son mediados por su interacción con 

receptores glicosilados presentes en la membrana plasmática y la matriz extracelular 

(efectos extracelulares), esta lectina posee efectos endógenos adicionales que 

participarían en la regulación de la función inmune. 

Sobre la base de los argumentos planteados en la introducción, analizamos el 

papel de la galectina-1 endógena como regulador de la respuesta citotóxica de 

linfocitos T CD8+. Para alcanzar este objetivo, esta tesis propuso un enfoque 

interdisciplinario, que combina inmunología, glicobiología, oncología y biología 

molecular para comprender y modificar el microentorno del tumor a fines de inducir la 

correcta activación primaria del sistema inmunitario (profilaxis) y / o revertir los 

procesos de tolerancia ya establecidos (terapéuticos). 

Los objetivos específicos para el primer capítulo fueron: 

1. Analizar los efectos en la proliferación, la apoptosis y la desgranulación de los

linfocitos T CD8+ como consecuencia de la ausencia de la Gal-1 endógena.

2. Analizar las propiedades funcionales de las células regulatorias en ratones

salvaje o carentes en Gal-1.

3. Analizar los mecanismos celulares implicados en los efectos notados en los

linfocitos T CD8+ como consecuencia de su carencia en Gal-1 endógena.

Una vez determinado este punto nos propusimos el desarrollo es un método de 

silenciamiento de esta lectina aplicable tanto a modelos murinos como humanos.  

El objetivo específico para el segundo capítulo fue: 

1. Desarrollo de un aptámero ARN específico para 4-1BB quimérico con un shRNA

que inhiba a Gal-1.



Páginas 57 a 73 eliminadas a pedido del autor. 



74 

Resultados 



75 

Capítulo I 



76 

RESULTADOS: CAPÍTULO I 
 

 Como hemos visto en la introducción, la Galectina-1 es una molécula secretada 

por diferentes tipos de cánceres con el fin de promover un microambiente tolerogénico 

168. Estos efectos de tolerancia se producen localmente, en el sitio del tumor primario, 

pero también a distancia, ya que Gal-1 se encuentra soluble en plasma y es transporta 

dentro de microvesículas como los exosomas 169. De hecho, la mayoría de los estudios 

encontrados en la bibliografía sobre Gal-1 se centran en sus propiedades de lectina 

resultantes de su interacción con -galactósidos y la formación de redes con receptores 

de membrana y proteínas de matriz extracelular [revisado en 170]. Este tipo de 

interacciones inducen una activación linfocitaria primaria deficiente con inducción de 

apoptosis de los linfocitos activados 66,72,78, la supresión de las respuestas inmunitarias 

debido a la activación de sistemas regulatorios, un agotamiento de las células T e 

inhibición de la migración de las células T a través de las células endoteliales 171. Todas 

estas acciones llevan a respuestas inmunes ineficientes. Sin embargo, Gal-1 también es 

expresada intracelularmente en varios tipos de células como los linfocitos T 

reguladores79,80, las células presentadoras de antígenos68,172 y fundamentalmente las 

células tumorales 64,173–175; en todas ellas la Gal-1 endógena desempeña un papel como 

regulador de las respuestas inmunes antitumorales.  

Interesantemente, los linfocitos T efectores también expresan Gal-1 de manera 

endógena; la ausencia de Gal-1 en los linfocitos promueve una respuesta Th1 durante 

las enfermedades parasitarias 176,177. Se dispone de pocos datos sobre el papel de la Gal-

1 endógena en el control de las respuestas de las células T CD8+ citotóxicas. Por un 

lado, se conoce que Gal-1 regula negativamente la expansión de las células T CD8+, y su 

supervivencia tras la activación166. Por otro lado, otro estudio ha demostrado que los 

ratones deficientes en Gal-1 tienen una respuesta inmune mediada por células T CD8+ 

anti-virales in vivo ineficientes 178. Pero hasta el momento no había datos sobre el papel 

de la Gal-1 endógena expresada por los linfocitos T CD8+ en el control de las 

propiedades antitumorales. 

Cabe destacar un indicio interesante. La inyección de líneas celulares tumorales en 

ratones Lgals1 -/- demostraron una tumorigénesis muy disminuída179,180, lo que pone 

en evidencia la importancia relativa del estroma (incluidas las células inmunes) en la 

determinación del potencial de tumorigénesis.  
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LA GAL-1 ENDÓGENA REGULA NEGATIVAMENTE LA PROPIEDADES 

FUNCIONALES DE LOS LINFOCITOS T EN UN CONTEXTO TUMORAL 

 En el CaP se expresan niveles elevados de Gal-1, tanto en líneas celulares 

tumorales humanas, como en prostatectomías de pacientes, donde se ve una 

correlación positiva entre la progresión de la enfermedad y el nivel de Gal-1 detectado 

181,182. Resultados previos a modo exploratorio del laboratorio determinaron los niveles 

de expresión de Gal-1 en células TC-1 murinas (Figura 17), que servirán de modelo 

experimental en esta tesis.  

 

FIGURA 17: COMPARACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GALECTINA-1 EN CÉLULAS 

TUMORALES E INMUNES. GAL-1 ES DETECTADA POR WESTERN BLOT EN 

SUBPOBLACIONES INMUNES PURIFICADAS. LOS LINFOCITOS T SE PURIFICARON 

POR CELL SORTING A PARTIR DE LOS GANGLIOS LINFÁTICOS ABRIM, LAS 

CÉLULAS PRESENTADORAS DE ANTÍGENOS A PARTIR DE  BAZOS POR 

ADHERENCIA A PLÁSTICO. LA ESPECIFICIDAD DE LA TÉCNICA SE VERIFICÓ 

UTILIZANDO CÉLULAS LGALS1 -/-. SE RESOLVIERON 20 µG DE PROTEÍNA EN SDS-

PAGE AL 15%, LAS PROTEÍNAS SE TRANSFIRIERON A MEMBRANAS DE PVDF, EN 

LAS QUE GAL-1 SE DETECTÓ UTILIZANDO ANTICUERPOS COMERCIALES ANTI-

GAL-1 ACOPLADOS A UN SISTEMA DE REVELADO. (A) INMUNOBLOT 

REPRESENTATIVO (N = 3). (B) NIVELES MEDIOS DE GAL-1 EN LOS TRES 

EXPERIMENTOS INDEPENDIENTES. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN EN 

RELACIÓN GAL-1 / Β-ACTINA. 

  

 Además de las células tumorales, otras células del microambiente asociado al 

tumor juegan un papel fundamental en la determinación de la evolución del tumor. 

Entender cómo la Gal-1 endógena afecta a cada una de estas células en sus propiedades 

funcionales ayudaría a tener una imagen funcional más completa del microambiente en 

el CaP. En particular, poco se conoce sobre el papel endógeno de Gal-1 en las células 

inmunes. Por lo tanto, primero verificamos la expresión de Gal-1 en los linfocitos y 
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células presentadoras de antígenos provenientes de ratones tanto salvajes como de 

ratones Lgals1 -/-. De manera interesante, los niveles de expresión de Gal-1 en las 

células inmunes [linfocitos T y células presentadoras de antígeno (CPA)] presentaron 

niveles menores (10-20 veces menores) que los de las células tumorales (Figuras 17A y 

B). No obstante, estos bajos niveles de expresión de Gal-1 en las células inmunes no nos 

indican a priori que la Gal-1 endógena de los linfocitos no desempeñe algún papel como 

modulador intrínseco de sus propiedades funcionales. 

 A partir de esta observación, decidimos diseñar un modelo experimental in vitro 

en el que la función de los linfocitos Lgals1 -/- se compararía con los de tipo salvaje 

(WT) en presencia o ausencia de tumor WT, siendo éste último el responsable de la 

secreción y el mantenimiento de los altos niveles de Gal-1 en el medio de cultivo. Para 

el análisis nos centramos en las propiedades funcionales de los linfocitos T CD8+, ya 

que estas células son primordiales en la respuesta citotóxica antitumoral183. Analizando 

la dilución de CFSE en dicha población luego de su activación, nuestros resultados 

demostraron que cuando la Gal-1 endógena está ausente en los linfocitos, estos poseían 

tasas de proliferación aumentadas (Figura 18). Un análisis detallado de estos 

resultados muestra que, en ausencia de tumor, hubo una mayor proliferación de 

linfocitos T CD8+ deficientes en Gal-1, principalmente en condiciones subóptimas de 

estimulación (Figuras 18A, 1 μg/ml de anti-CD3).  

 De manera interesante, estos resultados fueron significativos para cada una de 

las concentraciones de anti-CD3 testeadas de manera independiente en presencia de un 

microambiente inmunosupresor generado por las células tumorales (Figuras 18B).  

Cabe destacar que la finalidad de esta serie de experimentos no era la comparación 

entre las distintas concentraciones de anticuerpos o establecer una curva de dosis 

respuesta, sino dar con la mínima concentración de anticuerpo que generara una 

diferencia significativa entre el grupo salvaje y deficiente para Gal-1.  

Como mencionamos, en estas condiciones experimentales la mayor fuente de Gal-1 

extracelular fueron las células tumorales que saturan el medio extracelular por la 

secreción de altas cantidades de Gal-1. Cuantificaciones por ELISA arrojaron niveles de 

20 ng/ml en estos medios de cultivo experimentales, esto no solo concordaba con lo 

esperado en base a la Figura 17, sino con lo observado en pacientes en nuestro estudio 

anterior 50 y en  los informes de los dosajes en sueros de pacientes con cáncer 184,185, 

por lo que nuestra aproximación, si bien era un modelo artificial in vitro, se aproximaba 

a lo observado en la clínica.  
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FIGURA 18: PAPEL DE LA GALECTINA-1 ENDÓGENA EN LA PROLIFERACIÓN DE 

LINFOCITOS T CD8+. LAS TASAS DE PROLIFERACIÓN DE LINFOCITOS T CD8+ DE 

TIPO SALVAJE Y LGALS1 -/- SE COMPARAN TRAS LA ACTIVACIÓN CON 

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ANTI-CD3 EN UN ENSAYO DE 

PROLIFERACIÓN DE 72 HRS POR DILUCIÓN DE CFSE; EN AUSENCIA DE CÉLULAS 

TUMORALES (A) O EN PRESENCIA DE 1% TC-1 (B). LAS BARRAS GRAFICAN EL 

PROMEDIO DEL ESTADO DE DIVISIÓN OBTENIDA DE TRES EXPERIENCIAS 

INDEPENDIENTES; BARRAS BLANCAS: CÉLULAS DE TIPO SALVAJE; BARRAS 

NEGRAS: CÉLULAS LGALS1 -/- ( N=3, * P <0.05, ** P <0.005 PRUEBA WILCOXON).  

 

 Si bien los efectos inmunitarios de Gal-1 en las células tumorales habían sido 

evaluados ampliamente64,173,174,186, el efecto de la Gal-1 endógena en los linfocitos 

resultaba original y requería de una mayor comprensión. 

Dado que una acción ampliamente descrita para la Gal-1 exógena es la inducción de 

muerte celular en linfocitos T activados 72, decidimos estudiar el rol de la Gal-1 

endógena en los linfocitos activados en un microambiente tumoral. Para ello, utilizando 

nuestro modelo de activación linfocitaria in vitro en condiciones de presencia de tumor 

(TC-1 1%), a las 72hs hicimos una marcación para la detección de anexina V. Esta es 

una proteína de la familia de las anexinas, que se une con alta afinidad a fosfolípidos de 

manera Ca2+ dependiente. Como sabemos durante las primeras etapas de la apoptosis 

las fosfatidilserinas (PS) translocan del lado interno de la membrana plasmática a la 

capa externa, por lo que las PS quedan expuestas en la superficie externa de la célula, 

siendo susceptibles a la unión por la anexina V. En consecuencia, el uso de anexina V 

acoplado a fluorósforos permite detectar células apoptóticas por citometría de flujo 

187,188. 

 La Figura 19A muestra el porcentaje de células apoptóticas determinado por 

este tipo de marcación dentro de la subpoblación de células T CD8+; del análisis resulta 

evidente que la población linfocitaria T CD8+ presenta una menor apoptosis cuando no 
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posee Gal-1 de manera endógena. Con el fin de profundizar más el estudio de este 

fenómeno la Figura 19B muestra la misma marcación dentro de cada uno de los picos 

de división (CFSE) de las células T CD8+. La diferencia en la proporción de células en 

apoptosis fue significativa entre ratones Lgal1 -/- y salvajes para los eventos de 0, 1, 2, 

3 y 5 divisiones, por lo que el efecto no fue discreto para un evento de división, sino que 

por el contrario resulto evidente para una gran cantidad de los eventos de división 

analizados. Cabe destacar que en estos experimentos no se buscó hacer múltiples 

comparaciones entre los distintos eventos, sino ver de manera independiente que 

acontecía en cada uno de los distintos eventos de división. 

En su conjunto, estos resultados indican que la ausencia de Gal-1 endógena de los 

linfocitos T CD8+ protege a estas células de la apoptosis en un contexto de altos títulos 

de Gal-1 extracelular de origen tumoral. 

 

FIGURA 19: PAPEL DE LA GALECTINA-1 ENDÓGENA EN LA APOPTOSIS 

LINFOCITARIA. GRÁFICO REPRESENTATIVO DE LAS CÉLULAS T CD8+ 

TRAS LA ACTIVACIÓN POLICLONAL EN PRESENCIA DE CÉLULAS TC-1 AL 

1%. LAS TASAS DE APOPTOSIS DE LOS LINFOCITOS DE TIPO SALVAJE (N 

= 3) Y LGALS1 -/- (N = 3) SE ANALIZAN COMPARATIVAMENTE 

MEDIANTE MARCACIÓN CON ANEXINA V DENTRO DE LA VENTANA DE 

SELECCIÓN DE LINFOCITOS T CD8+. (A) GRÁFICO DOTBLOT EN 

PSEUDOCOLOR PARA LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES. (B) 

GRÁFICO DE BARRAS CUANTITATIVO DE (A). (C) ANALISIS PARA CADA 

PICO DE DIVISIÓN (DILUCIÓN DE CFSE) . BARRAS BLANCAS: CÉLULAS DE 

TIPO SALVAJE; BARRAS NEGRAS: LGALS1 -/-  (N=3, * P <0.05, · 0,1<P 

<0,05   PRUEBA WILCOXON). 
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 Los linfocitos T citotóxicos patrullan y protegen al organismo reconociendo 

antígenos en las células diana por intermedio de su receptor específico, blancos que 

son eliminados principalmente por dos vías: la vía de Fas-Fas ligando (FasL) o 

exocitosis direccional de gránulos citotóxicos presentes en el citoplasma. Estos 

gránulos median la muerte de la célula diana a través de las moléculas citolíticas, que 

incluyen, entre otras, a una familia de serin proteasas llamadas granzimas, y las 

moléculas formadoras de poros, perforinas (pfn)189–191. Estos gránulos líticos están 

rodeados por una bicapa lipídica que contiene numerosas proteínas de membrana 

asociadas a los lisosomas (LAMP, CD107 a y b); por lo tanto, al marcar las células 

respondedoras con anticuerpos anti-CD107 y medir su expresión mediante citometría 

de flujo se puede identificar directamente los linfocitos T CD8+ desgranulantes. Los 

resultados mostrados en la Figura 20 demuestran que la ausencia de Gal-1 endógena en 

los linfocitos T CD8+ aumenta su capacidad para desgranular, independientemente de 

la presencia de células tumorales. De manera interesante, la Gal-1 endógena en los 

linfocitos afecta no solo a los porcentajes de células desgranuladoras (Figura 20A), sino 

también a la intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD107a. Este último resultado 

indica que la expresión / exposición intrínseca de CD107a está regulada negativamente 

por esta lectina (Figura 20B); es decir que al estar Gal-1 presente de manera endógena 

en las células respondedoras, éstas presentan una menor cantidad de gránulos líticos o 

bien estos son de menor tamaño. Como corolario de estos resultados podemos notar 

que la Gal-1 endógena en las células T CD8+ desempeña un papel importante en el 

control de su función. 
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FIGURA 20: PAPEL DE LA GAL-1 ENDÓGENA EN LA CAPACIDAD 

DE DESGRANULACIÓN DE LINFOCITOS T CD8+. LINFOCITOS T 

PROVENIENTES RATONES DE TIPO SALVAJE  Y LGALS1-/- SE 

CULTIVARON EN PRESENCIA DE CPA SALVAJES Y SIN CÉLULAS 

TUMORALES O 1% DE CÉLULAS TC-1. LOS LINFOCITOS FUERON 

ESTIMULADOS POLICLONALMENTE CON ANTICUERPO AGONISTA 

DEL RECEPTOR CD3. DESPUÉS DE 48 HRS, LA MOVILIZACIÓN DE 

CD107A FUE EVALUADO POR CITOMETRÍA DE FLUJO. (A) SE 

MUESTRAN LOS DOTBLOT PSEUDOCOLOR COMPARATIVOS PARA 

CONDICIONES SIN CÉLULAS TUMORALES Y CON 1% TC-1 DE 

RATONES DEFICIENTES O SALVAJES EN GAL-1 (B) PORCENTAJE 

DE CÉLULAS T CD8+ QUE EXPRESAN CD107A. + (N=3, * P <0.05, 

PRUEBA WILCOXON) (C) INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA 

(MFI) DE CD107A EN CÉLULAS T CD8+ (N=3, * P <0.05, PRUEBA T 

STUDENT).  
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LA GAL-1 ENDÓGENA MODULA LA FUNCIÓN LINFOCITARIA 

INDEPENDIENTEMENTE DE FACTORES EXÓGENOS 

 

 Tal como hemos enunciado precedentemente, la ausencia endógena de Gal-1 en 

los linfocitos produce un aumento en sus propiedades funcionales (Figura 18 y 20); lo 

que no sabíamos es si era un efecto de carácter intrínseco, en la misma célula, o bien si 

este efecto resultaba de su interacción con otras poblaciones celulares, ya sea por 

contacto directo o por vía de factores solubles, un efecto de carácter microambiental. 

Para dilucidar esto, realizamos en primera instancia experimentos de transwell. La 

Figura 21A muestra que los linfocitos deficientes en Gal-1 proliferan más extensamente 

que los de tipo salvaje cuando se activan en presencia de tumor (en concordancia con la 

Figura 18). A continuación, co-cultivamos linfocitos de tipo salvaje y deficientes en Gal-

1 en una misma cámara y por tanto en contacto directo entre ambas poblaciones Figura 

21B. El análisis se realizó sobre los linfocitos deficientes en Gal-1 exclusivamente. Esto 

fue posible debido a que se utilizaron ratones que, además de diferir en la expresión de 

Gal-1 endógena, difirieron en la expresión de la isoforma de CD45 (los linfocitos 

salvajes expresan CD45.1, mientras que los linfocitos Lgals1 -/- expresan la isoforma 

CD45.2). Ambos tipos linfocitarios se activaron policlonalmente por el agregado de 

anti-CD3 de manera soluble, pero la proliferación se evaluó en la población Lgals1 -/-, 

CD45.2. Cabe destacar que el co-cultivo de las células salvajes CD45.1 con células 

salvajes CD45.2 no afecta la proliferación de éstas últimas (Figura Suplementaria 1). 

 Los resultados demostraron que la presencia de células de tipo salvaje reduce la 

proliferación de células T CD8+ deficientes en Gal-1, transformando la proliferación de 

estos linfocitos Lgals1-/- en indistinguible de los salvajes. Sin embargo, cuando estas 

dos fuentes de linfocitos se separaron a través de una membrana Transwell Figura 21C, 

ya no se observó ningún efecto en la proliferación y los linfocitos Lgals1-/- continuaron 

a mostrar mayores índices proliferativos.  

Este experimento demuestra claramente el papel fundamental de la Gal-1 endógena en 

el control de la función linfocitaria tras la activación, fenómeno que es independiente 

de la presencia de factores solubles. Introduciendo nuevas variantes para la 

comprensión actual del papel de Gal-1 en la definición de un contexto tolerogénico 

asociado al tumor. 
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FIGURA 21: GAL-1 ENDÓGENA REGULA LA PROLIFERACIÓN DE LINFOCITOS A 

TRAVÉS DE CONTACTOS DE CÉLULA A CÉLULA. LOS LINFOCITOS DE RATONES 

LGALS1 -/- (BARRAS NEGRAS) Y DE TIPO SALVAJE (BARRAS BLANCAS) SE 

ACTIVARON POLICLONALMENTE EN PRESENCIA DE 1% DE CÉLULAS TC-1 Y 10% 

DE CPA (A).  

ADEMÁS, LOS LINFOCITOS LGALS1 -/- (MARCADOS CON CFSE) Y LOS DE TIPO 

SALVAJE (CD45.1; CFSE-) SE COCULTIVARON JUNTOS (BARRAS PUNTEADAS) (B) O 

SEPARADOS A TRAVÉS DE UN TRANSWELL (BARRAS CON LÍNEAS 

HORIZANTALES)(C).  

EN TODOS LOS CASOS, LA ACTIVACIÓN SE REALIZÓ CON 0,25 µG/ML DE ANTI-CD3 

SOLUBLE. LA PROLIFERACIÓN SE EVALUÓ A LAS 72 HRS POR DILUCIÓN DEL CFSE 

EN LA SUBPOBLACIÓN CD8+ CD45.2+. LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO 

PROMEDIO DE DIVISIÓN (AOD) Y REPRESENTAN LA MEDIA + DE TRES 

EXPERIENCIAS INDEPENDIENTES. SIGNIFICACIÓN ESTADÍSTICA ** P <0,01 

(PRUEBA WILCOXON). 

 

LA GAL-1 REGULA NEGATIVAMENTE LA INMUNIDAD IN VIVO   

 Datos bibliográficos demuestran que varias células tumorales poseen una 

tumorigenicidad reducida cuando se inyectan en ratones Lgals1 -/-, en comparación 

con su inyección en ratones de tipo salvaje 179,180, por lo que evaluamos el 

comportamiento de la línea tumoral TC-1 en este contexto. El resultado fue similar a lo 

descripto, el 92% de los ratones de tipo salvaje que fueron inyectados de manera 

subcutánea con las células TC-1 desarrollaron tumores y presentaron un tiempo lag de 

47±5 días (tiempo requerido para que el tumor aparezca y sea palpable) y una tasa de 

duplicación de 7±2 días (n = 5).  Por el contrario, no se obtuvieron tumores cuando 
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estas mismas células fueron inyectadas en ratones Lgals1 -/-, ninguno de los 4 ratones 

inyectados desarrolló una neoplasia hasta el día 80 posterior a la inyección. Resultaba 

complejo formular conclusiones a partir de este tipo de modelo experimental ya que el 

impacto de los efectos inmunitarios no se puede establecer de manera definitoria dado 

que, en este diseño experimental, Gal-1 está ausente en todas las células de los sujetos 

experimentales, incluyendo a las células endoteliales, población ésta en la que se 

demostró anteriormente que Gal-1 juega un papel importante rol regulador. Para 

evaluar con mayor precisión el rol de la Gal-1 endógena de los linfocitos en el control 

del crecimiento tumoral in vivo, nos vimos forzados a desarrollar una nueva estrategia. 

Primero, con el objetivo de incrementar la frecuencia de las poblaciones de linfocitos 

reactivos contra el tumor y poder evaluar el efecto antineoplásico experimentalmente, 

inmunizamos ratones de tipo salvaje y Lglas1 -/- con 400.000 células dendríticas 

pulsadas con lisados tumorales y maduradas. Brevemente, se realizó la extracción de 

médula de ratones de tipo salvajes y se indujo la diferenciación los progenitores a 

células dendríticas, mediante el agregado al medio de cultivo de interleuquina 4 y 

el factor estimulante de colonias de granulocitos (GMCSF por su sigla en inglés). 

Transcurridos los 5 días de cultivo, las células fueron pulsadas con lisado tumoral de 

células TC-1, para luego inducir su maduración con el agregado del complejo PEI-PolyU 

y CpG. En el día 7 post-inmunización, se obtuvieron células inmunes provenientes de 

los ganglios linfáticos ABRIM. Primeramente, se realizó una caracterización fenotípica 

de las células inmunes provenientes de los ratones inmunizados salvajes y Lgals1, en la 

que no se detectaron cambios significativos entre ambos tipos de ratones (tanto en el 

número total de células absolutas, como relativas: % CD4+, % CD4+CD25+Foxp3+, % 

CD8+, %CD8+ CD122+). A continuación, los linfocitos obtenidos de los ganglios 

linfáticos de ratones inmunizados (tipo salvaje o Lgals1 -/-) fueron transferidos en una 

proporción 1:1 a ratones inmunodeficientes (Nude).  Los ratones Nude poseen todos 

los compartimentos no inmunes (por ejemplo, estroma y particularmente las células 

endoteliales) salvajes para Gal-1, pero al no poseer timo, carecen de células T 

provenientes de este órgano. Entonces, a excepción de los linfocitos T en aquellos 

ratones transferidos con el sistema inmunitario Lgals -/-, todas las células del ratón 

expresan niveles fisiológicos de Gal-1. Esta configuración experimental nos permitió 

comparar la capacidad de los linfocitos Lgals1 -/- y salvaje para controlar el 

crecimiento tumoral en un macroambiente de tipo salvaje in vivo.  Al analizar el 

desarrollo tumoral en detalle notamos que los ratones reconstituidos con linfocitos 

Lgals1 -/- mostraron un marcado aumento en la latencia (tiempo de aparición) del 

tumor y una ligera disminución en la tasa de duplicación tumoral (Figura 22 y Tabla 3).  

Bajo estas condiciones, la tumorigénesis, definida como el porcentaje de ratones que 

desarrollaron tumor, fue del 100% en ambos grupos experimentales, lo que implica 
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que la Gal-1 endógena en los linfocitos juega un papel importante en el control del 

crecimiento tumoral en fases iniciales, pero posteriormente otras vías moleculares 

pueden eludir su acción. 

 

FIGURA 22: LA GAL-1 ENDÓGENA EN LOS LINFOCITOS ACELERA 

EL CRECIMIENTO DEL TUMOR TC-1 IN VIVO.  RATONES NUDE 

MACHOS ADULTOS FUERON RECONSTITUIDOS CON CÉLULAS 

INMUNITARIAS ENRIQUECIDAS EN LINFOCITOS ONCOREACTIVOS 

DE RATONES DE TIPO SALVAJE (CUADRADOS BLANCOS; N = 5) O 

LGALS1 -/- (CÍRCULOS NEGROS; N = 6). EL DÍA DESPUÉS, LOS 

RATONES RECIBIERON 1×106 TC-1 EN GELTREX®.  

 

 

TABLA 6: CRECIMIENTO TUMORAL, EN RATONES NUDE 

ADULTOS RECONSTITUIDOS CON CÉLULAS INMUNES SALVAJES O 

LGALS1 -/- . (N=5, * P <0.05, PRUEBA T STUDENT (LATENCIA),  

WILCOXON (TASA DE DUPLICACIÓN TUMORAL).     

  Una vez que se alcanzó el limite ético permitido de volumen tumoral (2 cm3 

dictaminado por el comité de ética institucional), los ratones fueron sometidos a 

eutanasia por dislocación cervical y se procedió a extirpar los tumores y 

criopreservarlos para su posterior procesamiento histológico. En colaboración con el 
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Dr. Vázquez del laboratorio de Neuropatología Experimental FMED-UBA, se realizaron 

los cortes en criostato, se montaron las muestras y se realizaron las tinciones con 

hematoxilina-eosina o bien marcaciones de inmunohistoquímica. 

El análisis de los cortes histológicos fue efectuado en colaboración con la Dra. Vanzulli 

en la Academia Nacional de Medicina. El informe se detalla a continuación: “Los 

tumores generados con la línea celular murina TC-1 creciendo en ratones NUDE 

muestran a nivel morfológico un patrón de crecimiento predominantemente 

fusocelular con células de citoplasma ahusado y marcado pleomorfismo nuclear 

característico de tumores de alta agresividad.  El análisis de los cortes tumorales en las 

condiciones de transferencia linfocitaria adoptiva salvaje para Galectina-1 mostró un 

crecimiento sólido con ausencia de áreas necrótica (Figura 23 A y B). El análisis de los 

cortes tumorales provenientes de ratones transferidos adoptivamente con células 

inmunes deficientes para galectina-1 exhibió un amplio centro necrótico circundado 

por tejido tumoral (Figura 23 C y D).  

FIGURA 23: ANÁLISIS HISTOLÓGICO POR TINCIÓN CON HEMATOXILINA-

EOSINA SOBRE CORTES REPRESENTATIVOS DE TUMORES TC-1. A) CORTE 

REPRESENTATIVO DE RATONES TRANSFERIDOS ADOPTIVAMENTE CON SISTEMA 

INMUNE SALVAJE. MAGNIFICACIÓN X5; B) CORTE REPRESENTATIVO DE RATONES 

TRANSFERIDOS ADOPTIVAMENTE CON SISTEMA INMUNE SALVAJE. 

MAGNIFICACIÓN X60; C) CORTE REPRESENTATIVO DE RATONES TRANSFERIDOS 

ADOPTIVAMENTE CON SISTEMA INMUNE DEFICIENTE EN GAL-1, DONDE SE 

PRESENTA EN EL EXTREMO INFERIOR DERECHO UNA ZONA NECRÓTICA Y TEJIDO 

TUMORAL VIABLE EN ZONA SUPERIOR IZQUIERDA. MAGNIFICACIÓN X5. D) 

CORTE REPRESENTATIVO DE RATONES TRANSFERIDOS CON SISTEMA INMUNE 

DEFICIENTE EN GAL-1. LAS FLECHAS INDICAN LINFOCITOS INFILTRANTES EN LA 

INTERFASE ZONA NECROTICA-VIABLE. MAGNIFICACIÓN X60. 

  

En la interface zona viable / área necrótica, se visualiza un discreto infiltrado 

linfocitario (Figura 23 D, tener en cuenta que son animales reconstituidos, de allí su 

baja frecuencia).  El mismo está ausente en el tejido transferido con células salvajes 
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para galectina-1 (Figura 23 B). El análisis inmunohistoqímico para Ki67, no mostró 

diferencia entre los grupos analizados (Figura 24). 

 

FIGURA 24: ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO POR MARCACIÓN 

CON ANTICUERPO ANTI KI-67 SOBRE CORTES 

REPRESENTATIVOS DE TUMORES TC-1. A) CORTE 

REPRESENTATIVO DE RATONES TRANSFERIDOS 

ADOPTIVAMENTE CON SISTEMA INMUNE DEFICIENTE EN GAL-1. 

MAGNIFICACIÓN X50; B) CORTE REPRESENTATIVO DE RATONES 

TRANSFERIDOS ADOPTIVAMENTE CON SISTEMA INMUNE 

SALVAJE. MAGNIFICACIÓN X50. (N=3, SE REALIZARON 3 CORTES 

POR N, SE ANALIZARON 5 CAMPOS POR CORTE).  

MECANISMOS CELULARES INVOLUCRADOS EN LA MODULACIÓN DE LAS 

PROPIEDADES FUNCIONALES MEDIADOS POR LA GAL-1 ENDÓGENA 

LINFOCITARIA. 

 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos in vitro e in vivo mostrados 

anteriormente, decidimos analizar el impacto de la ausencia endógena de la Gal-1 en las 

diferentes subpoblaciones de células involucradas en la respuesta inmune. Para este 

propósito, purificamos células T CD4+ y CD8+ por citometría de flujo acoplada a cell 

sorting (pureza mayor a 98%) y células presentadoras de antígenos (CPA) por 

adherencia a plástico. Realizamos ensayos de proliferación in vitro co-cultivando, en 

cada pocillo por separado, todas las posibles combinatorias de las subpoblaciones de 

diferentes genotipos en proporciones fisiológicas (CD4+: CD8+ = 5:3). Por un lado, 

vimos que la ausencia de Gal-1 endógena en las células presentadoras de antígenos, no 

tenía ningún efecto sobre las tasas proliferativas de los linfocitos CD8+, ya sean salvajes 

o deficientes en Gal-1 en presencia linfocitos T CD4+ salvajes o deficientes para Gal-1 

(datos no mostrados). Al no mostrar diferencia en las tasas proliferativas de los 

linfocitos T CD8+ todos los experimentos se realizaron en presencia de CPA salvajes.  

 Los resultados de la Figura 24 demuestran que la ausencia de Gal-1 en células T 

CD4+, da como resultado mayores tasas de proliferación en los linfocitos T CD8+, en un 



89 

contexto de activación policlonal en presencia de tumor. No obstante, un mayor efecto 

se observó cuando Gal-1 estaba ausente en las propias células T CD8+ respondedoras, 

al comparar el efecto producido por los CD4+ (AOD = 1.7 vs. 1.1 respectivamente). No 

obstante, el efecto pro-proliferativo de la ausencia de Gal-1 endógena fue máximo 

cuando la lectina estaba ausente tanto en la población CD4+ como en la CD8+ (AOD = 

2.8). 

 

FIGURA 24: MECANISMOS CELULARES IMPLICADOS EN EL EFECTO 

ANTITUMORAL MEDIADOS POR LA GAL-1 ENDÓGENA LINFOCITARIA. CÉLULAS 

T CD4+ Y CD8+ DE TIPO SALVAJE Y LGALS1 -/- (PUREZA > 98%) Y CPA (PUREZA 

CD14+> 90%) SE COMBINARON Y CO-CULTIVARON EN PRESENCIA DE 1% DE 

CÉLULAS TUMORALES TC-1. LOS LINFOCITOS FUERON ACTIVADOS 

POLICLONALMENTE CON ANTI-CD3. LAS TASAS DE PROLIFERACIÓN DE LA 

CÉLULAS T CD8+ EN LAS DIFERENTES COMBINACIONES SE EVALUARON 

MEDIANTE DILUCIÓN CFSE A LAS 72 HORAS. AOD: PROMEDIO DE LA DIVISIONES. 

SE MUESTRA UN EXPERIMENTO REPRESENTATIVO DE TRES. 

 

 Una vez notada las diferencias en las tasas de proliferación de células T CD8+ en 

ausencia de la Gal-1 endógena decidimos a investigar las posibles causas de éstas, ya 

que las mismas pueden implicar dos niveles de regulación distintos. La ausencia de Gal-

1 podría afectar intrínsecamente a los linfocitos T CD8+ o CD4+ respondedores 

directamente, o bien por un efecto indirecto, donde la ausencia de Gal-1 cause 

alteraciones (cualitativas o cuantitativas) en una población reguladora incluida dentro 

de los fenotipos CD8+ o CD4+ y, por lo tanto, que esto afecte la proliferación de células 
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respondedoras. Para realizar un análisis más profundo y determinar si había 

alteraciones (cuantitativas o cualitativas) en las poblaciones supresoras incluidas 

dentro de los fenotipos CD8+ o CD4+, células de los ganglios linfáticos ABRIM fueron 

obtenidas de ambos tipos de ratones (salvajes y deficientes en Gal-1; Lgals1-/-) y 

marcadas utilizando los anticuerpos fluorescentes anti-CD8-APC, CD28-FITC y 

CD122PE; o bien anti-CD4-APC, CD25-FITC y FOXp3-PE. En principio no encontramos 

diferencias en la proporción de linfocitos de la subpoblación Treg CD4+ en los ratones 

analizados (datos no mostrados), pero si se encontraron reducciones en la población de 

linfocitos T con fenotipo CD8+ CD28- CD122+ en los ratones deficientes de Gal-1 

(Figura 25, n=5). Las funciones supresoras de las respuestas inmunes por este tipo 

celular han sido descriptas previamente  192,193.  Los efectos de Gal-1 en la población 

regulatoria CD4+ ha sido reportada en la bibliografía 79,80, mientras que los efectos 

sobre la poblaciones de fenotipo CD8+ resultaba un campo aún inexplorado.  

 

 

FIGURA 25: ANALISIS DE POBLACIONES T REGULATORIAS. 

ANALISIS FENOTIPICO DE CÉLULAS CD8+ CD28-CD122+ EN 

RATONES C57BL/6 SALVAJES Y LGALS1 -/- (DEFICIENTES EN GAL-

1). A) LOS GRÁFICOS REPRESENTAN LA EXPRESIÓN CD8/CD122 

AL INTERIOR DE LA SELECCIÓN CD28-. B) LAS BARRAS 

MUESTRAN LA PROPORSION DE CELULAS CD8+ DENTRO DE LA 

SELECCIÓN CD25- CD122+. (N=5). SIGNIFICACION ESTADISTICA * 

P < 0.05 PRUEBA WILCOXON. 
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ANÁLISIS FUCIONAL DE LAS CELULAS T CD8+CD28-CD122+  

  

 Si bien habíamos descripto una diferencia cuantitativa de células T CD8+ CD28- 

CD122+ en ausencia de la Gal-1 endógena, no podíamos asumir alteraciones 

funcionales en esos linfocitos. Con el fin de dilucidar si existía alguna diferencia 

funcional entre las células regulatorias CD8+ de tipo salvaje y aquellas de mismo 

fenotipo provenientes de ratones Lgals1 -/-, se realizaron suspensiones celulares de 

ganglios ABRIM de ambos tipos de ratones y las células se marcaron con anti-CD8-APC, 

CD28-PE-Cy-7 y CD122-PE. Las células CD8+ CD28- CD122+ se purificaron por 

fluorescencia acoplada a cell sorting y se cocultivaron adicionalmente con linfocitos 

marcados con CFSE provenientes de ganglios ABRIM de ambos tipos de ratones. 

Además, se agregó 10% de CPA esplénicas de tipo salvaje purificadas en función a su 

adherencia a placas de cultivo.  

 El efecto supresor de las células CD8+ CD28- CD122+ obtenidas de ratones 

Lgals1 -/-  y salvajes se evaluaron comparativamente agregando estas células 

purificadas en una proporción del 0,5% de los linfocitos totales en el pocillo. Las células 

fueron activadas policlonalmente con anti-CD3 adsorbido (1 µg/ml) en una placa de 96 

pocillos en presencia de 1% de células tumorales TC-1. La proliferación de células T 

CD8+ se evaluó a las 72 hrs por dilución con CFSE.  El análisis de las proliferaciones 

mostró una mayor inmunosupresión por parte de las células CD8+ CD28- CD122+ 

cuando éstas eran salvajes para Gal-1 (Figure 26). Es decir que la Gal-1 de tipo 

endógena sería necesaria para una óptima inmunosupresión de las células regulatorias 

de fenotipo CD8+. 

 En total, estos resultados demuestran fehacientemente que la Gal-1 endógena en 

los linfocitos regula las propiedades funcionales tanto de las células T CD4+ y CD8+ a 

varios niveles, proponiendo un nuevo marco teórico para la comprensión de las 

propiedades funcionales de la Gal-1 endógena en la respuesta inmune antitumoral. 

 



92 

 

FIGURA 26: IMPACTO DE LA GAL-1 ENDÓGENA EN LA FUNCIÓN 

DE LOS LINFOCITOS T CD8+ CD28- CD122+. LINFOCITOS CD8+ 

CD28- CD122+ PROVENIENTES DE RATONES LGALS1 -/- O 

SALVAJES FUERON CULTIVADOS CONJUNTAMENTE CON CÉLULAS 

TOTALES DE GANGLIOS ABRIM EN PRESENCIA DE CPA SALVAJES 

EN UN CONTEXTO DE TUMOR TC-1. LAS TASAS DE 

PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS T CD8+ SE EVALUARON MEDIANTE 

DILUCIÓN DE CFSE A LAS 72 HRS POSTERIORES A LA ACTIVACIÓN. 

(N=2).  
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RESULTADOS: CAPÍTULO II  

 

 Se han descripto varios mecanismos por los que Gal-1 tumoral participaría en la 

creación del microambiente tolerogénico. Éstos, en su gran mayoría, involucran 

interacciones a nivel extracelular. Además de este rol ampliamente evaluado, hemos 

propuesto alternativas teóricas adicionales donde la Gal-1 intrínseca (propia de los 

linfocitos T) CD4+ y CD8+ posea un impacto negativo sobre la proliferación de los 

linfocitos T CD8+, efecto aún más evidente en un contexto tumoral. Demostramos que, 

además del efecto proliferativo, la ausencia Gal-1 afectaba la apoptosis y la capacidad 

efectora en los linfocitos T CD8+ y que este fenómeno implicaba contactos de célula a 

célula independientemente de la presencia de factores solubles. Lo que introducía 

nuevas variantes para la comprensión actual del papel de Gal-1 en la definición de un 

contexto tolerogénico asociado al tumor. Luego, se analizó la implicancia de estos 

resultados en un modelo in vivo donde se corroboró la hipótesis de que la Gal-1 

intrínseca posee un impacto en el control de las propiedades anti-tumorales de los 

linfocitos. En estas experiencias, el análisis histológico de los tumores demostró una 

mayor necrosis y menores índices mitóticos cuando Gal-1 está ausente en la población 

linfocitaria. Por último, nos propusimos evaluar los mecanismos celulares involucrados 

en estos fenómenos, demostramos que la Gal-1 endógena afecta las propiedades 

funcionales de los linfocitos CD4+ y CD8+, siendo una molécula clave para el efecto 

inmunosupresor de la población regulatoria CD8+ CD28- CD122+. 

Si bien estos resultados resultan alentadores en la búsqueda de potenciales nuevas 

estrategias de intervención para el cáncer, nuestros resultados fueron realizados 

utilizando células provenientes de ratones carentes en Gal-1 desde su desarrollo inicial 

y estos efectos podrían ser afectados por mecanismos compensatorios. Si bien las 

perturbaciones genéticas juegan un papel importante en la evolución; los organismos 

requieren sistemas de amortiguación para garantizar su desarrollo armónico, por lo 

que parte de los efectos evaluados pueden ser, en parte, enmascarados por la robustez 

genética. Esto es el reflejo de la capacidad de un organismo vivo para mantener su 

viabilidad y estado físico a pesar de variaciones genéticas y/o ambientales que puedan 

ocurrir194. La robustez genética puede surgir de genes redundantes, por lo que la 

pérdida de un gen puede ser compensada por otro con funciones y patrones de 

expresión superpuestos, como se informó para varios mutantes en un rango de 

organismos modelo195–198 (revisado en 199). Otra forma de robustez surge de redes 

moleculares estrechamente reguladas, como las metabólicas, las de señalización y las 

transcripcionales donde la perturbación de la función de un gen particular en una red 
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puede alterar la expresión de otros genes dentro de la misma red, a fin de mantener así 

el bienestar celular 200,201.  Es por esto que en la bibliografía pueden encontrarse 

numerosos casos donde ratones deficientes (kockout) para una proteína fallan a la hora 

de mostrar un fenotipo marcado o incluso que los cambios fenotípicos sean nulos, 

mientras que los ratones en los que el bloque de una proteína es condicional y/o 

parcial el fenotipo es más evidente198,202–204. Tal es el caso por ejemplo los knockdown 

del supresor de tumores retinoblastoma (Rb1) donde los fibroblastos embrionarios de 

ratón (Fer) son capaces de reingresar al ciclo celular, mientras que los Fer derivados de 

animales mutantes para Rb1 no pueden volver a ingresar al ciclo celular debido, al 

menos en parte, a la regulación compensatoria de p107 205.  

 A partir de este conocimiento básico actual, nos propusimos desarrollar un 

método que permitiera regular en forma negativa la expresión intrínseca de esta 

galectina, específicamente en los linfocitos T. Las premisas fundamentales consistieron 

en que el método debía ser de utilización simple, con reproducibilidad biológica, 

aplicable tanto a situaciones in vitro como in vivo, específico para el blanco celular de 

interés (en nuestro caso los linfocitos T CD8+) y aplicable a sistemas tanto murinos 

como humanos para mejorar el carácter traslacional del compuesto. Para estos fines, 

nos propusimos la utilización de un shRNA específico contra Gal-1 que habíamos 

evaluado en nuestro laboratorio y que regula negativamente la expresión de esta 

lectina en un 90%, tanto en células murinas como humanas50. Este silenciamiento 

condicional y parcial haría evidenciar aún más el fenotipo conforme a lo visto en la 

bibliografía.  Para direccionar su distribución de manera específica hacia los linfocitos T 

CD8+, se acoplo dicho shRNA a un aptámero ligando de 4-1BB150, formando así una 

quimera aptámero 4-1BB - shGal-1 ( Apt4-1BB/shGal-1). Proponíamos que la 

utilización de esta construcción generara cambios funcionales en los linfocitos T CD8+ 

tanto in vivo como in vitro. 

DESARROLLO DE UN MÉTODO SIMPLE DE SILENCIAMIENTO EFICAZ Y 

SELECTIVO DE LA GAL-1 INTRÍNSECA EN LOS LINFOCITOS T CD8+.  

 

 Como mencionamos en la introducción, nuestro objetivo es regular 

negativamente la expresión de Gal-1 en los linfocitos. Para ello propusimos una 

estrategia basada en el uso de ARN interferentes. No obstante, para lograr una 

biodistribución restringida, necesitábamos de una molécula que direccionara el ARN 

interferente a los linfocitos T CD8+ de manera específica y con gran afinidad. Para ello, 

planteamos el clonado de un shRNA específico para Gal-1 río abajo de un aptámero 

agonista para 4-1BB (CD137), puesto que la expresión de 4-1BB es inducida en los 

linfocitos T CD8+ bajo condiciones de activación celular206. Ha sido demostrado la 
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relevancia de esta molécula como potente co-estímulo de fases tempranas de la 

activación de los linfocitos T CD8+ 163 y mediante la interacción con su ligando, la 

modulación fina de las propiedades funcionales de las células presentadoras del 

antígeno4.  

 Gracias a la colaboración establecida con el Dr. E. Gilboa de la Universidad de 

Miami contamos con un plásmido que codifica para un aptámero específico para 4-1BB. 

Esta molécula ARN posee dos dominios monoméricos que interaccionan con la 

molécula 4-1BB con una afinidad de (Kd=40 nM), comprobada experimentalmente206, 

la que excede a aquella de los anticuerpos disponibles en el mercado y posee actividad 

agonista, proveyendo una potente señal de co-estimulación para los linfocitos T CD8+. 

Además de este efecto, planteamos que este aptámero fuese utilizado para direccionar 

un shRNA anti-Gal-1 hacia el tipo celular deseado, en nuestro caso los linfocitos T CD8+ 

activados. De esta forma y utilizando técnicas de clonado, se adicionó una secuencia 

oligonucleotídica que codifica para el shRNA específica para el transcripto Lgals1 

(shRNAgal-1) o bien para un shRNA Scramble (shRNAscrbl) que posee la misma 

proporción y calidad de bases pero que codifica para un shRNA que no hibrida con 

ningún ARN mensajero en las células (señalado en rojo en la Figura 27).  

 

 

FIGURA 27: ESQUEMA DE LA MOLÉCULA QUIMERA APTÁMERO 

SHRNA ADAPTADO DE 150 

 

 En otros modelos se había demostrado que una vez que los dominios 

monoméricos del aptámero interaccionan con la molécula 4-1BB de superficie, este 

complejo molecular es endocitado por el linfocito T CD8+ y al encontrarse en el espacio 

citoplasmático la enzima intracelular DICER genera el ARN interferente207.  
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 Es interesante remarcar que la utilización de esta construcción implica la 

asociación de un efecto direccionante (que es per se una potente señal co-estimulatoria 

inmunitaria) a un shRNA que reduce los niveles de la Gal-1 intrínseca y que por lo tanto 

debía promover una mayor capacidad proliferativa y/o efectora en los linfocitos T 

CD8+. Los dos efectos podían tener naturaleza aditiva/sinérgica y por ende serían de 

gran beneficio para los fines de inmunoterapia para cáncer. 

 Una vez clonado el vector y verificado por secuenciación, se efectuó la 

transcripción in vitro (kit RiboMaxTM Large Scale RNA production System, Promega 

P1300). Análisis en geles de agarosa mostraron la integridad del producto. 

 

 

FIGURA 28: GEL DE AGAROSA DE LOS APTÁMEROS SHRNA. EL 

GEL MUESTRA LA INTEGRIDAD DE LOS PRODUCTOS DE SÍNTESIS 

TANTO PARA SHRNA-GAL-1 COMO PARA EL SHRNA-SCRBL. 

 

EVALUACIÓN DE LA EFICACIA DEL SILENCIAMIENTO DE LA GAL-1 

INTRÍNSECA EN LOS LINFOCITOS T CD8+  (IN VITRO) 

 

 Para evaluar la eficiencia de las quimeras shRNA/aptámeros se realizó un 

ensayo de proliferación linfocitaria in vitro. De manera similar a los resultados 

descriptos en las secciones anteriores, realizamos ensayos de activación policlonal 

(anti-CD3) en presencia de tumor (TC-1) agregando los ARN aptámeros-shRNA (Gal-1 o 

control scramble) a distintos tiempos luego de la activación (0, 12, 24 y 48h). La 

elección de esta cinética de incubación con aptámeros-shRNA no es fortuita, coincide 
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con los tiempos de regulación positiva de 4-1BB post-activación en los linfocitos T 

CD8+163.  En colaboración con el Lic. Y Rondon, evaluamos la cinética de expresión de 

4-1BB en la superficie celular luego de la activación linfocitaria y, si bien los resultados 

son de carácter aún preliminar, muestran que el pico de aparición del co-receptor se 

encuentra dentro de las primeras 24hs, lo que confirma que el agregado de aptámero 

durante las primeras 48hs sería suficiente para lograr un efecto (Figura Suplementaria 

1). Cabe destacar que los cultivos primarios de linfocitos no son sincrónicos, por lo que 

el agregado de aptámeros debe exceder al tiempo de aparición marcado por la cinética 

de 4-1BB en superficie. Las dosis utilizadas fueron las mismas que se describieron para 

otros sistemas, 100nM150. La proliferación linfocitaria fue evaluada por dilución de 

CFSE. En la Figura 29 y en concordancia con lo reportado en 150,  al comparar los dos 

histogramas inferiores se puedo notar el efecto co-estimulador proveniente de la 

interacción del aptámero con su ligando; es decir que el aptámero retenía la capacidad 

de co-estimular cuando está acoplado a un shRNA. El análisis de los histogramas medio 

y superior demostró una mayor proliferación de los linfocitos T CD8+ cuando se 

adicionó la quimera shRNAGal-1; por lo que el constructo no solo retenía la capacidad 

co-estimulatoria debido a la oligomerización de los receptores 4-1BB, sino que podía 

ser internalizado (en el proceso de reciclado de receptores) y una vez degradado, el 

shRNA Gal-1 era procesado por la maquinaria celular y ejercía su efecto biológico. Las 

diferencias en la proliferación resultaron significativas para todas las comparaciones 

cuando se realizó una ANOVA de 1 factor y se analizaron los intervalos de confianza 

para 0.95 generados con el método de Tukey. 

 Este experimento no sólo ponía en evidencia una vez más el papel inmunomodulador 

negativo de la Gal-1 linfocitaria endógena, sino que en principio el modelo de 

internalización y procesamiento de las quimeras Aptámero/shRNA estaba 

funcionando. Actualmente nos encontramos trabajando en colaboración con el Lic. Y. 

Rondón en experimentos que confirmen esta hipótesis; experimentos preliminares de 

RT-qPCR muestran la regulación negativa de Gal-1 a nivel de su mensajero en un 50% 

en células T CD8+. Brevemente, se realizó un ensayo de activación policlonal por anti-

CD3, como el descripto en la sección de materiales y métodos, luego se trató con 

Apt4-1BB/shRNAgal-1 a las 15,19 y 24hs. Por citometría de flujo acoplada a “cell 

sorting” se separaron las poblaciones T activados (CD8+CD25+) de las T CD8+ no 

activadas (CD8+CD25-), se realizó una extracción de ARN utilizando la metodología de 

TRIZOL, una transcripción reversa y luego se cuantificaron de manera relativa los 

transcriptos de galectina-1 y un transcripto de referencia (36B4) mediante una PCR en 

tiempo real. Cabe destacar que se compararon linfocitos T no activados CD8+ CD25- 

(que no expresan 4-1BB, y por consiguiente no son blanco de la construcción) con 

linfocitos T activados (CD8+ CD25+, que co-expresan 4-1BB y que por consiguiente son 
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blancos de la construcción).  Dicho de otra forma, los linfocitos no activados no 

expresan 4-1BB en superficie por lo que el aptámero no puede ser internalizado y en 

consecuencia no son blancos de silenciamiento por shRNA. Previamente se demostró 

co-expresión de 4-1BB y CD25, por lo que se utilizó éste último receptor para la 

purificación de células. Bajo estas condiciones, los niveles del transcripto de Gal-1 

fueron de un 50% en las células CD8+ blanco de la construcción comparadas con 

aquellas que no lo son, demostrando el shGal1 de la construcción es efectivo.  

  

 

FIGURA 29: MODULACIÓN FUNCIONAL EN LINFOCITOS T CD8+ 

POR QUIMERAS APTÁMERO-SHRNA. LOS LINFOCITOS DE 

RATONES DE TIPO SALVAJE SE ACTIVARON POLICLONALMENTE 

EN PRESENCIA DE 1% DE CÉLULAS TC-1 Y 10% DE CPA. LOS 

LINFOCITOS SE MARCARON CON CFSE Y SE COCULTIVARON EN 

PRESENCIA DE O NO DE QUIMERAS APTAMÉRICAS. EN TODOS LOS 

CASOS, LA ACTIVACIÓN SE REALIZÓ CON 0,25 ΜG/ML DE ANTI-

CD3 SOLUBLE. LA PROLIFERACIÓN SE EVALUÓ A LAS 72 HRS POR 

DILUCIÓN DEL CFSE EN LA SUBPOBLACIÓN CD8+. (N=3) 

 

EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE LA GAL-1 INTRÍNSECA EN LOS 

LINFOCITOS T CD8+  EN UN MODELO TUMORAL  IN VIVO  

 

 Con el fin de evaluar si los linfocitos tratados con las quimeras aptaméricas eran 

capaces de controlar el crecimiento tumoral in vivo, desarrollamos el protocolo de 

inmunización y transferencia adoptiva descripto en materiales y métodos y en la Figura 
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30. Brevemente, ratones C57BL/6 machos fueron inmunizados con células dendríticas 

pulsadas con lisados tumorales TC-1 (y maduradas in vitro). Al día 7 se efectuó una re-

estimulación con lisado tumoral. Al día 14, se extrajeron los órganos linfoides y se 

efectuaron suspensiones celulares. Los linfocitos fueron activados in vitro en presencia 

de anti-CD3 y las construcciones quiméricas aptaméricas (o sin oligonucleótido 

agregado). Estos linfocitos fueron utilizados para reconstituir ratones 

inmunodeficientes Nude. Al día siguiente, los animales fueron inyectados con 1x106 

células TC-1 en Geltrex®. Se efectuaron inyecciones de oligonucleótidos cada 3 días y 

se evaluó el crecimiento tumoral. Es de destacar que, bajo tales configuraciones de 

reconstitución, todos los compartimentos no inmunes del ratón reconstituido (por 

ejemplo, estroma y particularmente células endoteliales) expresaban Gal-1 a niveles 

normales, con la excepción de células inmunitarias (transferidas).  

 

FIGURA 30: ESQUEMA DE INMUNIZACIÓN Y TRANSFERENCIA 

ADOPTIVA. EN EL ESQUEMA SE MUESTRA EL PROTOCOLO 

UTILIZADO PARA LA VALIDACIÓN DEL MODELO APTAMÉRICO IN 

VIVO. 

 Estas experiencias arrojaron en primera instancia resultados alentadores donde 

se pudo observar un menor desarrollo tumoral durante las primeras cinco semanas 

posteriores al desafío tumoral, al comparar aquellos ratones tratados con aptámeros 

con aquellos ratones tratados con PBS. Un análisis más detallado de los ratones 

tratados con aptámero, arrojó que aquellos ratones tratados con los aptámeros 

acoplados al shARN Gal-1 poseían un crecimiento más lento que aquellos tratados con 

aptámeros acoplados a una construcción aleatoria en los primeros 31 días de 

tratamiento. Por otra parte, el pre-tratamiento de los linfocitos y el tratamiento de los 

ratones con Apt4-1BB/shRNA Gal-1 incrementó en 10 días el tiempo Lag (la aparición 
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de tumores en el 50% de los ratones desafiados cuando se los compara con aquellos 

tratados con Apt4-1BB/shRNA Scrbl). 
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FIGURA 31: LA GAL-1 ENDÓGENA EN LOS LINFOCITOS ACELERA 

EL CRECIMIENTO DEL TUMOR TC-1 IN VIVO. RATONES NUDE 

MACHOS ADULTOS FUERON RECONSTITUIDOS CON CÉLULAS 

INMUNITARIAS ENRIQUECIDAS EN LINFOCITOS ONCOREACTIVOS 

DE RATONES DE TIPO SALVAJE Y TRATADOS CON SHRNA GAL-1  

(CUADRADOS; N = 5) O SHRNA SCRBL (CÍRCULOS; N = 6). EL DÍA 

DESPUÉS, LOS RATONES RECIBIERON 1×106 TC-1 EN GELTREX®. 

SE EVALUÓ EL CRECIMIENTO TUMORAL.  

 

 Esta forma de medición tumoral resultó satisfactoria para los primeros días 

post-desafío tumoral, no obstante, con el correr del tiempo la medición tradicional no 

fue más posible debido a la naturaleza de los tumores implantados en aquellos ratones 

tratados con Apt4-1BB/shARN Gal-1. Éstos, en lugar de presentar una composición 

globular modelable como una masa de desarrollo volumétrico esférico (Figura 32), 

crecían en forma de un anillo compuesto por varias esferas, los que hizo pensar a una 

colonización por nuevos clones resistentes a la terapia.  



102 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 32: IMÁGENES DEL DESARROLLO TUMORAL EN 

RATONES NUDE TRASFERIDOS ADOPTIVAMENTE CON 

SISTEMAS INMUNES MODULADOS. A LA IZQUIERDA SE OBSERVA 

UN RATON TRATADO CON APTÁMEROS 4-1BB ACOPLADOS A 

SECUENCIA SCRAMBLE, A LA DERERCHA UN RATON TRATADO 

CON APTÁMEROS 4-1BB ACOPLADOS A SHRNA-GAL-1. 

 

OPTIMIZACIÓN DEL MÉTODO DEL SILENCIAMIENTO DE LA GAL-1 

INTRÍNSECA EN LOS LINFOCITOS T CD8+  PARA SISTEMAS IN VIVO 

 

 Como describimos en la introducción, la  mayoría de los aptámeros evaluados 

actualmente en los estudios clínicos son modificados químicamente, con el objeto de 

aumentar su resistencia a las nucleasas, maximizar la biodisponibilidad en pacientes 

cuando éstos son administrados de manera sistémica y al mismo al tiempo mejorar la 

afinidad de unión a sus ligandos118116. En este contexto, evaluamos una estrategia 

utilizando la modificación de las pirimidinas en la posición 2 ' de la ribosa con un grupo 

de flúor- (F), para ello se utilizó el kit comercial de transcripción in vitro (EurX) y se 

procedió conforme al protocolo recomendado. 
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FIGURA 33: GEL DE AGAROSA DE LOS PRODUCTOS DE 

TRANSCRIPCIÓN IN VITRO. EL GEL MUESTRA LA INTEGRIDAD DE 

LOS PRODUCTOS DE SÍNTESIS TANTO PARA APT4-1BB/SHRNA-

GAL-1 COMO PARA EL APT4-1BB/SHRNA-SCRBL CUANDO SE 

UTILIZAN BASES PIRIMIDÍNICAS MODIFICADAS. 

 

 Una vez que purificamos estos aptámeros procedimos a realizar ensayos de 

activación policlonal (anti-CD3) en presencia de tumor (TC-1) agregando los 

aptámeros-shRNA fluorados (Gal-1 o control scramble) a distintos tiempos luego de la 

activación (0, 12, 24 y 48h) de manera análoga a lo realizado anteriormente, utilizando 

también la dosis de 100nM. La proliferación linfocitaria fue evaluada por dilución de 

CFSE. En la Figura 34 y en concordancia con lo reportado en 150, se puede notar el 

efecto co-estimulador proveniente de la interacción del aptámero con su ligando 

(histogramas inferiores); es decir que el aptámero retenía la capacidad de coestimular 

cuando este está modificado en sus bases pirimidínicas con flúor en la posición 2’ y 

acoplado a un shRNA. Al analizar las condiciones donde el shRNA codifica para el 

transcripto de Gal-1 (histogramas medio y superior) no observamos el efecto 

potenciador sobre la proliferación de los linfocitos T CD8+, por lo que los cambios 

introducidos en los nuevos aptámeros afectaron sus propiedades funcionales.  

Las diferencias en la proliferación resultaron significativas al comprar las condiciones 

sin aptámero con aquellas con aptámeros, pero no cuando se comparararon las 

condiciones de aptámeros ente si, cuando se realizó una ANOVA de 1 factor y se 

analizaron los intervalos de confianza para 0.95 generados con el método de Tukey. 
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FIGURA 34: MODULACIÓN FUNCIONAL EN LINFOCITOS T CD8+ 

POR QUIMERAS APTÁMERO-SHRNA CON BASES MODIFICADAS. 

LOS LINFOCITOS DE RATONES DE TIPO SALVAJE SE ACTIVARON 

POLICLONALMENTE EN PRESENCIA DE 1% DE CÉLULAS TC-1 Y 

10% DE CPA. LOS LINFOCITOS SE MARCARON CON CFSE Y SE 

COCULTIVARON EN PRESENCIA (O NO) DE QUIMERAS 

APTAMÉRICAS MODIFICADAS EN LA POSICION 2’ DE LAS 

PIRIMIDINAS CON FLUOR. EN TODOS LOS CASOS, LA ACTIVACIÓN 

SE REALIZÓ CON 0,25 ΜG/ML DE ANTI-CD3 SOLUBLE. LA 

PROLIFERACIÓN SE EVALUÓ A LAS 72 HRS POR DILUCIÓN CFSE 

EN LA SUBPOBLACIÓN T CD8+. (N=3). 
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DISCUSIÓN 

I. GALECTINA-1 

 

 Las funciones pleiotrópicas de Gal-1 se deben, en parte, a la compleja 

distribución celular de esta lectina. A nivel extracelular, Gal-1 es capaz de interactuar 

con los receptores glicosilados (a través de sus residuos N-acetillactosamina), 

formando enrejados que unen receptores de membrana [revisado en53]. A través de 

este proceso de entrada y salida, Gal-1 regula varias propiedades celulares, actuando 

como un regulador negativo de las respuestas inmunitarias [revisado en208,209]. 

Consistentemente, la mayoría de las estrategias inmunitarias actuales basadas en la 

regulación de Gal-1 para autoinmunidad y cáncer se focalizan en su actividad a nivel 

extracelular. Se ha demostrado que la regulación negativa de la Gal-1 expresada por las 

células tumorales tiene un efecto directo sobre la respuesta inmune64,173,174,186,210,211. De 

manera interesante, Gal-1 también es expresada por otras células del microambiente 

tumoral y la función endógena de Gal-1 en esas células puede afectar el crecimiento del 

tumor de manera indirecta. De hecho, varios informes han demostrado una 

disminución del potencial tumorigénico de varias líneas celulares tumorales cuando 

éstas son inyectadas en ratones deficientes en Gal-1180,212. Dicho efecto biológico ha 

sido asociado a una angiogénesis deficiente por parte del estroma carente de Gal-1 (en 

este caso, se ha postulado un rol fundamental de las células endoteliales), lo que impide 

un suministro adecuado de nutrientes, oxígeno y hormonas, factores estos esenciales 

para el crecimiento óptimo del tumor180. 

 Numerosa es la bibliografía sobre los efectos de Gal-1 sobre el sistema inmune 

asociado a los tumores, y el impacto que tienen estos efectos sobre la progresión de la 

enfermedad. En este sentido, Gal-1 puede modular una variedad de respuestas 

inflamatorias, promoviendo o inhibiendo las funciones de células inmunes efectoras59. 

A través de interacciones lectínicas, las galectinas secretadas pueden tener efectos 

tolerogénicos afectando la sobrevida de las células T efectoras 72,213,214 alterando el 

balance de citoquinas78,185,215,216, la señalización por parte de los TCR217 o promoviendo 

la expansión y funcionalidad de células T regulatorias 21879 y de manera indirecta, 

afectando su activación por intermedio de un control de las células responsables de la 

presentación antigénica. Mientras que cada miembro de la familia de galectinas influye 

selectivamente sobre diferentes procesos biológicos, el balance final de sus efectos 

conjuntos determinará la activación, polarización y resolución de la respuesta inmune 

adaptativa contra el tumor 250. 
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 Esta tesis plantea fenómenos adicionales que deben tenerse en consideración al 

evaluar los efectos mediados por la Gal-1.  En efecto, la regulación intracelular de Gal-1 

regula varios procesos celulares, como el crecimiento, la supervivencia y la 

diferenciación; varios de estos efectos son independientes de los carbohidratos, o sea 

que no son mediados por una función lectínica [revisados en 53]. 

 Si bien esta tesis no excluye la importancia en la modulación de la respuesta 

antitumoral por parte de la Gal-1 extracelular, propone una alternativa 

complementaria en la que los tumores requieren la expresión en forma endógena de 

Gal-1 en los linfocitos T para escapar del ataque inmunológico. De hecho, nuestros 

resultados demuestran que los linfocitos T CD8+ aislados de ratones deficientes en Gal-

1 tienen mayores tasas de proliferación celular (Figura 18), disminución en la 

apoptosis (Figura 19) e incremento en las funciones efectoras (Figura 20) y éstas se 

ven exacerbadas en presencia de altos niveles de Gal-1 extracelular secretada por las 

células tumorales. Esta observación biológica podría deberse a un efecto endógeno 

directo de Gal-1 en las células T CD8+ o por efectos indirectos sobre otros tipos de 

células intervinientes en la respuesta inmune. En este sentido, nuestros resultados 

demuestran que la expresión de Gal-1 en las células presentadoras de antígenos es 

indiferente a la hora de potenciar las funciones de las células T CD8+. Sin embargo, la 

ausencia de Gal-1 en las células T CD4+ y/o CD8+ induce mayores niveles de 

proliferación de los linfocitos T CD8+ (Figura 24).  

 De manera interesante, al analizar y comparar por técnicas histológicas los 

tumores provenientes de ratones NUDE transferidos adoptivamente con sistemas 

inmunes deficientes o salvajes para Gal-1, la presencia de la lectina en la población 

inmune permite el crecimiento de la masa tumoral, mientras que una población inmune 

carente de Gal-1 propicia un extenso núcleo de células necróticas. El análisis de los 

cortes por inmunohistoquímica no mostraron diferencia significativa en la 

proliferación de las células tumorales medidas por Ki-67, por lo que una vez más queda 

demostrado que la diferencia observada no adviene de las propiedades intrínsecas del 

tumor o de la Gal-1 por él secretada, sino que la lectina endógena en la población 

linfocitaria funcionaría como un potente supresor de la actividad citotóxica. Este 

cuadro de situación concuerda con un informe anterior que demostró que Gal-1 tiene 

un impacto importante sobre la explosión proliferativa, la supervivencia y el destino 

del efector de los linfocitos en un modelo de activación policlonal 166.  

 Adicionalmente, otros grupos de investigación han demostrado que Gal-1 juega 

un papel fundamental en el control de la diferenciación y la función de CD4+ CD25+ 

Foxp3+ (Tregs convencionales)79. Si bien no detectamos cambios en la frecuencia de 

Tregs convencionales en nuestro modelo experimental, la bibliografía demuestra que 

dichos Treg son funcionalmente deficientes79. En consecuencia, las subpoblaciones de 
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células T CD4+ de ratones Lgals1 -/- y los de tipo salvaje difieren, al menos, a este nivel 

funcional.  Por el contrario, al analizar la población regulatoria enmarcada dentro del 

fenotipo CD8+ (CD8+ CD28- CD122+) se observaron cambios en la frecuencia y, más 

interesantemente, en sus propiedades regulatorias, donde la ausencia de la lectina 

reduce su capacidad inmunosupresora (Figura 25 y 26).  

 Desde un punto de vista de mecanismos, nuestros experimentos de transwell 

demostraron que la inmunorregulación mediada por la Gal-1 endógena en las células 

inmunes implica interacciones de célula a célula. De hecho, el cocultivo de linfocitos 

deficientes para Gal-1 junto con los linfocitos de tipo salvaje abolió parcialmente la 

inmunopotenciación observada en células Lgals1 -/-  en un contexto tumoral. Además, 

nuestros resultados demuestran que los factores solubles no están involucrados en este 

tipo de regulación. En conjunto, estos resultados nos llevaron a la hipótesis de que los 

linfocitos deficientes en Gal-1 carecen de receptores de membrana inhibidores (o, 

como alternativa, adquieren receptores activadores de inmunidad) que tienen un 

efecto directo sobre la función de los linfocitos. Actualmente estamos investigando 

estas alternativas. Se ha informado que la Gal-1 intracelular podría afectar el 

comportamiento celular a través de la regulación de la maquinaria transcripcional (Gal-

1 forma parte del espliceosoma), los miRNA y las vías de señalización53. Los efectos 

provenientes de los interactores de Gal-1 intracelular en los linfocitos aún no se han 

investigado y plantean un muy interesante campo en el que avanzaremos en nuestras 

futuras investigaciones. De manera interesante, se han sugerido importantes efectos de 

la Gal-1 endógena sobre los linfocitos en el caso del lupus eritematoso sistémico, 

enfermedad autoinmune en la que se ha correlacionado bajos niveles de Gal-1 

endógena tras la activación linfocitaria con el hecho que los pacientes sean propensos a 

reacciones de autoinmunidad 219. En cáncer, nuestros resultados respaldan un 

escenario en el que los altos niveles de Gal-1 exógena producida por las células 

tumorales no son suficientes para evadir un ataque inmunológico; los tumores 

requieren licencias adicionales para lograr una inmunosupresión eficiente y las mismas 

son coordinadas por la Gal-1 endógena de los linfocitos. Estos resultados definieron las 

bases fundamentales para el desarrollo de una potencial nueva inmunoterapia capaces 

de ser aplicables a cáncer y CaP en particular. Desde un punto de su traslación clínica, 

nos resultó interesante observar que la inmunopotenciación resultante de la regulación 

negativa de Gal-1 en los linfocitos es aún más significativa en presencia de un tumor y, 

en consecuencia, una estrategia terapéutica anti-PCa basada en estos resultados 

debería tener pocos efectos secundarios adversos. 
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II. APTÁMEROS 

 A partir de los resultados previos nos propusimos iniciar una línea de 

investigación que usaría ese conocimiento básico para la generación de una potencial 

nueva inmunoterapia en CaP.  Las premisas fundamentales, como citamos en la 

introducción, consistían en que el método debía ser de utilización simple, con 

reproducibilidad biológica, aplicable tanto a situaciones in vitro como in vivo, específico 

para el blanco celular de interés (en nuestro caso los linfocitos T CD8+) y aplicable a 

sistemas tanto murinos como humanos para mejorar el carácter traslacional del 

compuesto a ser sintetizado.  

 Concluimos que la mejor opción direccionante sería entonces una molécula de 

expresión ampliamente mayoritaria o exclusiva de los linfocitos T efectores. 4-1BB 

(CD137) es la molécula que mejor cumplía con los requisitos, ya que es inducida en los 

linfocitos T CD8+ bajo condiciones de activación celular162, siendo además un potente 

co-estimulador en fases tempranas de la activación de los linfocitos T CD8+163. 4-1BB al 

interaccionar con su ligando también  modula de manera fina de las propiedades 

funcionales de las células presentadoras del antígeno4.  

Hasta la fecha, los anticuerpos son la plataforma más versátil y comúnmente  utilizada 

para generar ligandos con gran especificidad y avidez220,221. Sin embargo, los 

anticuerpos deben ser producidos en sistemas de cultivo celular, por lo que su 

desarrollo y obtención suelen ser tareas desafiantes y costosas. A esto se le suma una 

complejidad aun mayor cuando los anticuerpos deben ser acomplejados con drogas, 

haciendo que la purificación y el control de calidad sea una tarea sumamente extensa, 

que puede afectar la actividad del medicamento y reducir el rendimiento del conjugado. 

 Los aptámeros surgen como una alternativa biotecnológica capaz de generar 

ligandos que pueden unirse sus objetivos con especificidad y avidez aún mayores a las 

de los anticuerpos222. A diferencia de los anticuerpos, los aptámeros pueden 

sintetizarse en un proceso químico libre de células, relativamente simple, más 

económico y con menos restricciones regulatorias. Los aptámeros se han utilizado 

recientemente como ligandos para  direccionar pequeños ARN interferentes (siRNA) a 

subconjuntos específicos de células en ratones, como es el caso de las células 

tumorales159,160,223, infectadas por virus224 o particularmente células del sistema 

inmune150,225, mostrando importantes efectos tanto biológicos como terapéuticos. En 

este sentido Mc Namara y colaboradores desarrollaron un aptámero ARN capaz de 

unirse a 4-1BB. Desarrollaron dos construcciones: uno monovalente (con un solo sitio 

de reconocimiento a 4-1BB) y otro bivalente (con dos sitios de reconocimiento). Si bien 

el monovalente resulta más afín por el ligando, solo el bivalente es capaz de 

coestimular la activación de las células T y promover el rechazo in vivo de un tumor, 
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siendo más eficiente que  el anticuerpo anti-4-1BB existente en el mercado150. 

 El análisis bibliográfico sobre la arquitectura posible para la conjugación del 

aptámero al siRNA asociado arrojaba dos grandes metodologías, una donde en la que el 

aptámero y una hebra del siRNA se producían conjuntamente por transcripción, 

seguido de una hibridación in vitro con la cadena guía (efectora) de siRNA 150,157–159. La 

segunda alternativa consisten en que ambas hebras del siRNA son producidas con un 

espaciador que separa las dos cadenas para permitir su hibridación intramolecular y 

así formar un bucle o “ hairpin” que estabiliza la estructura160. Es de destacar que una 

problemática recurrente a la hora de realizar quimeras de aptámero-siRNA es la 

perdida de función de alguna de las partes al unirse; o bien se pierde el efecto 

direccionante o bien el efecto silenciador. Al respecto Berezhnoy y colaboradores 

demostraron que un detalle no menor a la hora de diseñar una quimera aptamérica es 

la estabilidad térmica del siRNA y que su hebra “sentido” o pasajera sea transcripta en 

el extremo 3’ proximal al aptámero y luego la “antisentido” o guía pueda ser hibridada 

o localizarse después del bucle161. 

 En nuestro modelo la secuencia sentido está próxima al aptámero y luego de un 

bucle se combina con la antisentido.  La construcción demostró poder ser sintetizada y 

purificada en las condiciones del laboratorio (Figura 28). Al comparar los histogramas 

de la Figura 29, hemos podido ver que la construcción seguía siendo capaz de unirse al 

correceptor 4-1BB y podía co-estimular los linfocitos CD8+ generando una mayor 

proliferación de los mismos. De manera interesante, el aptámero acoplado al siRNA 

para Gal-1 indujo una mayor proliferación al compararse a aquél con la secuencia 

scramble, por lo que el modelo propuesto parecería funcionar en estas condiciones. 

 El análisis funcional in vivo de los aptámeros convencionales (sin bases 

modificadas químicamente) arrojo un resultado un tanto más complejo. Si bien se pudo 

observar un efecto anti-tumoral en las primeras semanas posteriores al desafío 

tumoral, donde el sistema inmune fue capaz de contener el crecimiento tumoral y en 

mayor medida cuando éste portaba el siRNA para Gal-1, cuando el tiempo avanzaba la 

biología del sistema resultó ser compleja y no analizable por las vías tradicionales. Los 

tumores en el caso de la quimera aptámero siRNA Gal-1 dejaron de tener una forma 

semejante a una esfera para tener una toroidal o de círculo hueco formado por 

pequeños focos tumorales.  Postulamos que, tal como se observa en los cortes 

histológicos de los tumores crecidos en ratones transferidos con sistemas inmunes 

Lgals1 -/- donde el centro de la masa tumoral presentaba un aspecto más necrótico, el 

efecto del tratamiento exacerbó la necrosis en parte central del tumor cambiando su 

geometría. Con el correr del tiempo, nuevas poblaciones tumorales refractarias al 

tratamiento surgieron y recolonizaron el nicho tumoral. Sumado a esto, postulamos 

que también podría pasar que la población de linfocitos involucrados en la respuesta 
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inmune antitumoral deja de presentar el receptor 4-1BB en superficie haciendo que el 

aptámero no sea direccionado a su blanco o bien que la biodisponibilidad del aptámero 

fuese baja al ser degradado por RNasas presentes en los líquidos biológicos de los 

ratones.  

 En pos de una mejora para la segunda hipótesis decidimos resintetizar las 

construcciones aptaméricas con pirimidinas modificadas con grupos flúor en la 

posición 2’ de la ribosa. Si bien la síntesis y la purificación fue exitosa, su evaluación in 

vitro demostró que, si bien el efecto co-estimulador 4-1BB no se perdía puesto que los 

linfocitos proliferaban más en presencia de las construcciones aptaméricas, no se veía 

el efecto inmunopotenciador adicional causado por el silenciamiento de Gal-1. Nuestra 

hipótesis fue que la presencia electronegativa del flúor deformaba la nube electrónica 

haciendo que la fuerza de unión entre las hebras del siRNA sea mayor y que de este 

modo su estabilidad térmica haya aumentado de manera tal que ya no era posible que 

Dicer o Drosha en el complejo RISC puedan procesar el constructo para liberar el 

silenciador. Cabe destacar que la forma en horquilla es un estabilizador estructural en 

sí mismo que ayudaría a este fenómeno. 

 En la actualidad nos encontramos trabajando en una nueva quimera donde en el 

extremo 3’ del aptámero se encuentra la hebra “sentido” o pasajera únicamente, 

dejando de lado el viejo modelo de horquilla y reemplazándolo por uno de hibridación, 

que permitirá probar con mayor facilidad modificaciones en las bases ya sea en el 

aptámero conjugado, en la sonda a hibridar o en ambos. 

También nuevas colaboraciones están siendo establecidas a fin de diseñar y sintetizar 

nano partículas de sílica de gran porosidad que puedan ser cargadas en su interior con 

los siRNA para Gal-1 o aleatorios y recubiertas con los aptámeros que direccionarán 

éstas a la población celular deseada (linfocitos T CD8+). Se plantea que las mismas 

podrían ser internalizadas por el reciclado de receptores y degradadas por la 

maquinaria celular al igual que sucede con la quimera aptámero 4-1BB- siRNA. 

Si bien nuestros estudios son aún insipientes, la presente tesis propone a Gal-1 como 

un potente modulador de la respuesta inmunitaria mediada por los linfocitos T CD8+. 

En consecuencia, estrategias destinadas a la regulación transcripcional o transducional 

de esta proteína resultarían en una propuesta promisoria aplicables a procesos de 

cáncer y de CaP en particular. 
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CONCLUSIÓN  

 

GENERAL 

 

 La presente tesis se basó en la hipótesis que Gal-1 además de los efectos a ella 

adscriptos mediados por su interacción con receptores glicosilados presentes en la 

membrana plasmática y la matriz extracelular (efectos extracelulares), esta lectina 

poseía efectos endógenos adicionales que participarían en la regulación de la función 

inmune. Para validar dicha hipótesis esta tesis propuso un enfoque interdisciplinario, 

que combina inmunología, glicobiología, oncología y biología molecular para 

comprender y modificar el microentorno del tumor a fines de inducir la correcta 

activación primaria del sistema inmunitario (profilaxis) y / o revertir los procesos de 

tolerancia ya establecidos (terapéuticos). Los resultados de las experiencias realizadas 

exponen el papel de la galectina-1 endógena como regulador de la respuesta 

inmunológica mediada por linfocitos T CD8+.  Demostrando que la Gal-1endógena 

modula no solo la proliferación, sino también desgranulación y la apoptosis, generando 

efectos protumorales que pudieron ser probados in vivo. Esto reforzó  nuestra idea que 

esgrimía, que la incapacidad de los ratones deficientes en Gal-1 para desarrollar 

tumores, no solo se debía a una limitación respecto de la angiogénesis, sino que esta 

era acompañada en parte por una respuesta inmunitaria.  

Desde un punto de vista de mecanístico, nuestros experimentos de transwell 

mostraron que las interacciones célula-célula son fundamentales para los efectos 

inmunosupresivos de la Gal-1 endógena. Llevándonos a la hipótesis de que los 

linfocitos deficientes en Gal-1 carecen de receptores de membrana inhibidores (o, 

como alternativa, adquieren receptores activadores de inmunidad) que tienen un 

efecto directo sobre la función de los linfocitos dando lugar a un nuevo campo de 

investigación. 

Con base en estos resultados básicos nos propusimos dar los primeros pasos en la 

generación de una inmunoterapia original para el CaP. Con la idea que el método debía 

ser aplicable tanto a modelos murinos como humanos desarrollamos de un aptámero 

ARN específico para 4-1BB quimérico con un shRNA que inhiba a Gal-1 que permite el 

silenciamiento de manera casi especifica en los linfocitos T CD8+.  

El aptámero mostro amentar la proliferación de los linfocitos T CD8+ in vitro y efectos 

inhibitorios en el crecimiento tumoral in vivo. 

Sintetizado en un proceso químico libre de células los aptámeros resultaron 
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relativamente más simples y rentables cuando son comparados con los anticuerpos que 

deben ser producidos en sistemas de cultivo celular, cuyo desarrollo y fabricación 

resulta más desafiante y costoso.  Sumado a esto al poder ser generado por SELEX 

resultan en un orden de magnitud más afín que los anticuerpos. Todo esto genera que 

los procesos de aprobación regulatoria por parte de las entidades públicas 

especializadas sean más simples aumentando su carácter traslacional.  

Si bien nuestros estudios son aún incipientes, la presente tesis propone a Gal-1 como 

un potente modulador de la respuesta inmunitaria mediada por los linfocitos T CD8+ y 

en consecuencia, estrategias destinadas a la regulación de este blanco molecular 

resultarían en una propuesta promisoria aplicables a procesos de cáncer en general y 

de CaP en particular.  
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RESULTADOS SUPLEMENTARIOS  

EFECTO DE LOS LINFOCITOS SALVAJES CD45.1+ EN LA PROLIFERACIÓN DE 

LINFOCITOS CD8+ SALVAJES O LGALS1 -/-.   

 Con el fin de dilucidar si la diferencia era un efecto de carácter intrínseco, en la 

misma célula, o bien si éste resultaba de su interacción con otras poblaciones celulares, 

se realizó un ensayo de co-cultivo y luego de transwell. Primeramente, chequeamos que 

el co-cultivo de células salvajes CD57BL/6 CD4.51 con células salvajes CD57BL/6 

CD45.2 no modificara el potencial proliferativo de las células de las segundas (CD45.2, 

que son sobre las que el análisis se concentra). No observamos diferencias 

significativas en este punto (ver tercera línea Figura Suplementaria 1). Por el contrario, 

y de manera interesante, el co-cultivo con células salvajes CD57BL/6 indujo una 

reducción en la proliferación de las células Lgals1 -/- (comparar segunda con la cuarta 

línea en Figura Suplementaria 1). 

FIGURA SUPLEMENTARIA 1: EFECTO DE LOS LINFOCITOS SALVAJES CD 45.1 + EN LA 

PROLIFERACIÓN DE LINFOCITOS SALVAJES O LGALS1 -/-  CD8+.  A LA DERECHA SE MUESTRA 

EL ESQUEMA DE DISEÑO EXPERIMENTAL, DETALLANDO LA PRESENCIA DE LOS DIFERENTES 

TIPOS DE LINFOCITOS EN CADA ENSAYO. LA PROLIFERACIÓN SE EVALÚA A LAS 72H DESPUÉS DE 

LA ACTIVACIÓN POLICLONAL, SOBRE LA SUBPOBLACIÓN DE CÉLULAS CD8+ CD45.2+. LA 

PROLIFERACIÓN SE ANALIZA POR DILUCIÓN CFSE. LOS HISTOGRAMAS IZQUIERDOS MUESTRAN 

LOS RESULTADOS EN CONDICIONES DE NO ESTIMULACIÓN O TRAS LA ACTIVACIÓN POLICLONAL 

(ANTI-CD3) EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE 1% CÉLULAS TC-1. LAS LÍNEAS DE PUNTO SE 

AGREGARON PARA MEJORAR LA VISUALIZACIÓN COMPARATIVA DEL EFECTO BIOLÓGICO Y 

CORRESPONDEN A EL PICO DE NÚMERO MÁXIMO DE EVENTOS CON CIERTA DILUCIÓN DE CFSE 

EN LA SITUACIÓN DE CONTROL (C57BL /6 PRIMERA LÍNEA). 
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CINÉTICA DE EXPRESIÓN DE 4-1BB EN LINFOCITOS ACTIVADOS 

 Con el fin de ahondar en los procesos celulares necesarios para el correcto 

funcionamiento de la terapia aptamérica, se procedió a realizar un ensayo de activación 

linfocitaria en ausencia o presencia de distintos niveles de células tumorales TC-1. Se 

extrajeron células a las 19, 24, 43, 50, 68 y 72 horas post-activación y se evaluó la 

expresión de 4-1BB por citometría de flujo usando anticuerpos directamente 

conjugados.  El análisis muestra un pico de expresión en las primeras 24 horas de 

activación linfocitaria, siendo este independiente de la presencia tumoral y sus niveles.  

Los linfocitos no activados no expresan 4-1BB (no mostrado). 

 

 

FIGURA SUPLEMETARIA 2: EXPRESIÓN DE 4-1BB EN LA 

SUPERFICIE CELULAR. LOS LINFOCITOS DE RATONES DE TIPO 

SALVAJE SE ACTIVARON POLICLONALMENTE EN PRESENCIA DE 0 

(CIRCULOS) 0.0625 (CUADRADOS) Y 0.03125 (TRIÁNGULOS) % DE 

CÉLULAS TC-1 Y 10% DE CPA. EN TODOS LOS CASOS, LA 

ACTIVACIÓN SE REALIZÓ CON 0,25 µG/ML DE ANTI-CD3 SOLUBLE. 

LA EXPRESIÓN SE EVALUÓ A LAS 19, 24, 43, 50, 68 Y 72 HORAS 

POR CITOMETRÍA DE FLUJO EN LA SUBPOBLACIÓN CD8+ 

POSITIVA. RESPRESENTATIVA DE DOS EXPERIENCIAS 

INDIVIDUALES. 
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