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RESUMEN 

Células NK regulatorias en la respuesta inmune antitumoral 

Las células Natural Killer (NK) cumplen un papel clave en la inmunovigilancia 

tumoral. Sin embargo, las células NK de pacientes con cáncer muestran un fenotipo 

alterado y una disminución en sus funciones efectoras. Además, está surgiendo 

evidencia de un rol regulatorio de las células NK en diversos modelos de infección viral, 

trasplante y autoinmunidad. En este trabajo, realizamos un análisis bioinformático de 

datos genómicos y clínicos disponibles en The Cancer Genome Atlas (TCGA) de pacientes 

con carcinoma renal de células claras (ccRCC) y observamos que una mayor expresión 

de genes característicos de células NK se asocia con menor sobrevida, lo que sugiere que 

las células NK podrían estar teniendo un rol regulatorio. El análisis de muestras 

tumorales frescas obtenidas de pacientes con ccRCC reveló la presencia de una alta 

frecuencia de células NK infiltrantes del tumor que expresan la molécula inhibitoria PD-

L1. In vitro, la expresión de PD-L1 fue inducida en células NK de donantes sanos luego 

del reconocimiento de células tumorales a través de NKG2D. Esta expresión se vio 

aumentada por la acción de IL-18, producida por monocitos como consecuencia del 

reconocimiento directo de las células tumorales y su posterior fagocitosis. Además, las 

células NK PD-L1+ generadas in vitro mostraron un fenotipo activado y mayor capacidad 

efectora comparadas con las células NK PD-L1-, pero simultáneamente, inhibieron en 

forma directa la proliferación de los linfocitos T CD8+ de manera dependiente de PD-L1. 

Nuestros resultados sugieren que los tumores podrían conducir al desarrollo de células 

NK que expresan PD-L1 y adquieren funciones inmunoregulatorias en humanos. Por lo 

tanto, la manipulación racional de estas células surge como una posibilidad que puede 

conducir a mejorar la respuesta inmune antitumoral en pacientes con cáncer. 

Palabras clave: células NK, PD-L1, monocitos, LT CD8+, regulación, carcinoma renal. 



ABSTRACT 

Regulatory NK cells in antitumor immune response 

Natural Killer (NK) cells play a key role in cancer immunosurveillance. However, 

NK cells from cancer patients display an altered phenotype and impaired effector 

functions. In addition, evidence of a regulatory role for NK cells is emerging in diverse 

models of viral infection, transplantation, and autoimmunity. Here, we performed a 

bioinformatic analysis of genomic and clinic clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) 

datasets from The Cancer Genome Atlas (TCGA) and observed that a higher expression 

of NK cell signature genes is associated with reduced survival, suggesting that NK cells 

might exhibit immunoregulatory functions. Analysis of fresh tumor samples from ccRCC 

patients unraveled the presence of a high frequency of tumor-infiltrating NK cells 

expressing the inhibitory molecule PD-L1. In vitro, PD-L1 expression was induced on NK 

cells from healthy donors upon direct tumor cell recognition through NKG2D. This 

expression was further up-regulated by monocyte-derived IL-18, as a consequence of 

direct recognition and following phagocytosis of tumor cells. Moreover, in vitro 

generated PD-L1+ NK cells displayed an activated phenotype and enhanced effector 

functions compared to PD-L1- NK cells, but simultaneously, they directly inhibited CD8+ 

T cell proliferation in a PD-L1-dependent manner. Our results suggest that tumors might 

drive the development of PD-L1-expressing NK cells that acquire immunoregulatory 

functions in humans. Hence, rational manipulation of these regulatory cells emerges as 

a possibility that may lead to improved anti-tumor immunity in cancer patients. 

Keywords: NK cells, PD-L1, monocytes, CD8+ T cells, regulation, renal cell carcinoma. 
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CÉLULAS NK 

1. GENERALIDADES

Las células citotóxicas naturales o Natural Killer (NK) forman parte de la familia 

de células linfoides innatas (Innate Lymphoid Cells, ILC). Esta familia de células se 

considera la contraparte innata de los linfocitos T (LT) y puede dividirse en dos ramas, la 

rama integrada por las ILC1, ILC2 e ILC3 que refleja funcionalmente a los LT CD4+ 

colaboradores o helper (Th)1, Th2 y Th17 respectivamente; y la rama citotóxica cuyo 

único representante son las células NK y reflejan las funciones de los LT CD8+ citotóxicos 

(1,2). Sin embargo, a diferencia de los LT, las ILC no expresan receptores específicos de 

antígenos como el TCR, codificados por reordenamiento de genes (3), ni experimentan 

una expansión clonal para volverse operativas y desarrollar una memoria antígeno 

específica, sino que actúan de manera temprana en la respuesta inmune al reaccionar 

rápidamente a las señales o citoquinas, expresadas por las células residentes en los 

tejidos (2). 

Las células NK fueron identificadas originalmente por su capacidad de eliminar 

células tumorales incluso en ausencia de activación previa. En este sentido, se ha 

asociado una mayor actividad citotóxica de las células NK en sangre periférica con una 

menor incidencia de tumores (4). Estas células desempeñan un rol clave en la inmunidad 

innata, y son actores fundamentales de la inmunovigilancia contra tumores y células 

infectadas con virus, la prevención de metástasis y la eliminación de células estresadas 

(3,5). Pero su relevancia no se debe sólo a su actividad citotóxica, sino también a su 

capacidad de secretar citoquinas proinflamatorias como el Interferón (IFN)-γ y factor de 

necrosis tumoral (Tumor necrosis factor, TNF)-α, y a la secreción de quemoquinas (6–8). 

Además, las células NK son claves como nexo entre la inmunidad innata y la inmunidad 

adaptativa debido a su facultad para interactuar con otras células del sistema inmune y 

establecer un diálogo recíproco con macrófagos, células dendríticas (CD) y LT (3,9,10). 

Las células NK humanas se definen como células que expresan el marcador de 

superficie CD56 y carecen de la expresión de CD3 (células CD56+CD3-) (8). A su vez, dada 

la importancia de los modelos murinos como herramienta en el campo de la 
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inmunología, resulta importante mencionar que las células NK de ratón carecen de la 

expresión de CD56, por lo que fenotípicamente se definen como células CD3-CD49b+ o 

CD3-NK1.1+, según la cepa de ratón utilizada (11). En ambas especies las células NK están 

ampliamente distribuidas en el organismo, estando presentes tanto en órganos 

linfáticos como no linfáticos. La mayoría de las células NK humanas se encuentra 

circulando en sangre periférica, donde constituyen del 5 al 15% de las células linfoides, 

pero también se encuentran en médula ósea, hígado, útero, bazo, hueso y pulmón, y en 

una menor proporción en órganos linfáticos secundarios y timo (12,13). Si bien las 

células NK humanas y murinas presentan una distribución similar, otra diferencia 

notable es que las células NK murinas en condiciones homeostáticas se encuentran en 

bajas cantidades en los órganos linfáticos secundarios, siendo reclutadas a estos sitios 

sólo como consecuencia de estímulos proinflamatorios en tejidos periféricos cercanos 

(14). 

Entre las células NK humanas pueden distinguirse dos subpoblaciones de 

acuerdo a los niveles de expresión de los marcadores CD56 y CD16 (receptor FcγIII, que 

reconoce la porción Fc de la inmunoglobulina (Ig) G). Una de las poblaciones presenta 

una expresión intermedia del marcador CD56 y alta de CD16 (células CD56dimCD16+), la 

otra  presenta  una  alta  expresión  de CD56 y baja o nula de CD16 (células 

CD56brightCD16-). Aproximadamente el 90% de las células NK que circula en sangre 

periférica (PBNK) y bazo son células NK CD56dim, esta subpoblación expresa altos niveles 

de granzimas y perforinas (Pfp), mediadores de citotoxicidad (3). Sin embargo, más allá 

de que estas células producen citoquinas luego del reconocimiento de las células blanco, 

se considera que la función efectora principal de las células NK CD56dimCD16+ es la 

citotoxicidad natural y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) (15). 

Por el contrario, la mayoría de las células NK en los ganglios linfáticos y amígdalas son 

células NK CD56bright, esta subpoblación secreta grandes cantidades de IFN-γ, TNF-α y 

GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) en respuesta a la 

estimulación con diversas citoquinas proinflamatorias (16) pero posee escasa capacidad 

citotóxica debido a que expresan bajos niveles de granzimas y Pfp, sin embargo, pueden 

adquirir esta función luego de una activación prolongada (17). 
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Diferentes evidencias experimentales respaldan la hipótesis de que las células 

NK CD56bright representan una etapa temprana en la maduración de las células NK, 

progresando a células NK CD56dim. Se ha demostrado que las células NK CD56bright 

presentan telómeros más largos que las células NK CD56dim, y a su vez, pueden adquirir 

características de las células NK CD56dim luego de la activación con citoquinas (18). Por 

otro lado, también se ha observado que luego del trasplante de células hematopoyéticas 

las células NK CD56bright son las células predominantes, y su frecuencia disminuye post-

trasplante junto con un aumento de la frecuencia de células NK CD56dim (19). Además, 

varios estudios identificaron células NK con propiedades fenotípicas y funcionales 

propias de ambas subpoblaciones de células NK, sugiriendo la existencia de etapas 

intermedias en la diferenciación desde células NK CD56bright hacia células CD56dim (20–

22). 

Durante procesos inflamatorios, infecciones virales y el crecimiento tumoral, las 

células NK son rápidamente reclutadas desde sangre periférica a los tejidos afectados 

por medio de factores quimiotácticos y moléculas de adhesión (7). Las células NK 

CD56dim expresan en su superficie los receptores CXCR1 y CX3CR1 que responden a 

interleuquina (IL)-8 y fraktalquina (CX3CL1) los cuales intervienen en el reclutamiento 

en los sitios inflamatorios periféricos (3). Mientras que las células NK CD56bright expresan 

CCR5, CXCR3 y CXCR4, lo que les permite migrar en respuesta a las quemoquinas RANTES 

(CCL5), MIP-1b (CCL4), ITAC (CXCL11) e IP-10 (CXCL10) (23), además, expresan el 

receptor CCR7 que las direcciona a ganglios linfáticos en respuesta a CCL19 y CCL21 (3). 

Como mencionamos, además de los factores quimiotácticos son necesarias las 

moléculas de adhesión para el reclutamiento de las células NK a los tejidos, entre ellas 

se destacan las integrinas β1 y β2, y los ligandos de E y P-selectinas en las células NK 

CD56dim y L-selectina (CD62L) en las células NK CD56bright (7,12). 

Las células NK derivan de las células madre hematopoyéticas (Haemopoietic 

Stem Cells, HSC), su desarrollo se produce principalmente en la médula ósea, y al igual 

que ocurre con otras células hematopoyéticas, la diferenciación de las células NK es 

inducida por citoquinas, la activación de factores de transcripción e interacciones 

celulares. El precursor linfoide común (CLP) expresa el factor de transcripción ID2, 
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mientras que la diferenciación hacia las células NK está guiada principalmente por 

Eomesodermina (Eomes) y T-bet (3). En cuanto a las citoquinas involucradas, se ha 

demostrado que la IL-15 juega un rol central promoviendo la diferenciación de células 

NK, su maduración funcional y sobrevida (24), durante el desarrollo de las células NK 

esta citoquina actúa en combinación con IL-7, Flt3-L (ligando de Flt3) y SCF (Stem Cell 

Factor) (25). A su vez, se demostró que IL-21 en sinergia con Flt3L e IL-15 promueve la 

expansión y diferenciación de las células NK (26). Aunque el desarrollo de las células NK 

se produce principalmente en médula ósea, se ha identificado que las últimas etapas de 

maduración también pueden ocurrir en órganos periféricos, dado que se han 

encontrado progenitores linfoides tempranos con potencial linaje NK en ganglios 

linfáticos (27), timo (28) e hígado (29), lo que sugiere que algunos subconjuntos de 

células NK humanas se desarrollan en compartimentos extramedulares. 

 

 

2. RECEPTORES 

 

Las células NK presentan un amplio panel de receptores que incluyen receptores 

de citoquinas, receptores de quemoquinas, receptores de reconocimiento de patrones 

y receptores que funcionalmente se dividen en activadores e inhibitorios (Figura 1). Esta 

variedad de receptores permite a las células NK sensar tanto factores solubles como 

estructuras expresadas en la superficie de la célula blanco. La integración de las señales 

de activación e inhibición que reciben a través de dichos receptores permite regular la 

actividad de las células NK (23). 
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Figura 1: Principales receptores expresados en la superficie de las células NK. Se muestran los 
principales receptores activadores e inhibitorios, receptores de citoquinas y receptores de tipo 
Toll. Figura tomada y modificada de (23). 

 

Normalmente la actividad de las células NK se encuentra restringida por 

receptores que imparten señales inhibitorias. Cuando estos receptores inhibitorios 

reconocen a sus ligandos, se produce el reclutamiento y activación de las fosfatasas SHP-

1 (Src homology region 2-containing protein tyrosine phosphatase-1) y SHP-2 a través de 

secuencias denominadas ITIM (Immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif) 

presentes en sus dominios citosólicos, dando lugar a cascadas de señalización que evitan 

la activación de las células NK (30–32). Entre los receptores inhibitorios más estudiados 

en humanos se encuentran los KIR (Killer cell immunoglobulin-like receptors), ILT 

(Immunoglobulin-like transcript)-2 (denominado también CD85j) y los heterodímeros 

CD94/NKG2A, que reconocen principalmente moléculas clásicas y no clásicas de clase I 

del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), que en humanos se denominan 

antígenos leucocitarios humanos (HLA o Human leukocyte antigen), y están presentes 

constitutivamente en la mayoría de las células normales (23,33,34). 

La familia altamente polimórfica de receptores KIR está conformada por 

glicoproteínas transmembrana que contienen dos o tres dominios extracelulares de tipo 

Ig de tipo C2 y en humanos reconocen las moléculas de clase I clásicas del HLA: HLA-A, -
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B y -C (35). Por otro lado, el receptor inhibitorio ILT-2 puede reconocer moléculas de 

clase I clásicas del HLA, sin embargo, se unen con mayor afinidad a la molécula no clásica 

HLA-G (36). Mientras que el heterodímero CD94/NKG2A, reconoce a la molécula no 

clásica HLA-E, caracterizadas por un polimorfismo limitado (37,38). 

A su vez, las células NK expresan otros receptores inhibitorios que contienen 

secuencias ITIM pero no reconocen moléculas del CMH, como NKR-P1 (CD161), KLRG1, 

Siglec-7 (CD328), LAIR-1 (CD305), CEACAM-1, PILRα, TACTILE (CD96) y TIGIT. (39). 

Por otro lado, las células NK también expresan receptores activadores, entre 

ellos se destacan la molécula CD16, el receptor NKG2D (Natural killer group 2 member 

D), el receptor DNAM-1 y los receptores de citotoxicidad natural (Natural Cytotoxicity 

Receptors, NCR) integrados por las moléculas NKp30, NKp44 y NKp46 (40). La mayoría 

de los receptores activadores interactúan con proteínas adaptadoras como CD3ζ, FcεRIγ 

y DAP12 (DNAX-activation protein 12) que poseen motivos ITAM (Immunoreceptor 

tyrosin-based activating motif), mientras que NKG2D se asocia a la proteína adaptadora 

DAP10 que posee un motivo YxxM y son las que transducen las señales de activación. La 

unión de estos receptores a sus ligandos resulta en la activación de una cascada de 

fosforilación, mediada por tirosin-quinasas intracelulares, que llevan a la activación y 

degranulación de las células NK (39,40). 

El receptor CD16, como se mencionó previamente, es un receptor FcγIII, que 

reconoce la porción Fc de la Ig G y es el responsable de la CCDA mediada por células NK 

(41). Por otra parte, entre los receptores activadores NKG2D es el mejor caracterizado y 

probablemente el más importante. Este receptor no se expresa sólo en células NK sino 

también en células NKT, LT CD8+, subconjuntos de LT CD4+ y en LT γδ (42) y reconoce 

como ligandos (NKG2DL) a las moléculas MICA (MHC class I chain-related protein A), 

MICB y a los miembros de la familia de ULBP (UL16 binding proteins) ULBP1, ULBP2, 

ULBP3, ULBP4, ULBP5 y ULBP6 en humanos (42–45). Aunque los NKG2DL no están 

presentes en las células de la mayoría de los tejidos sanos, pueden expresarse en células 

infectadas con virus, en células transformadas o como consecuencia de la activación 

celular (46,47). La expresión de NKG2DL en la superficie de las células tumorales y su 

unión a NKG2D promueve la citotoxicidad de las células NK contra ellas, sin embargo, 
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muchas células tumorales liberan NKG2DL solubles mediante diversos mecanismos tales 

como la secreción de exosomas o el clivado de la superficie celular por acción de las 

proteasas ADAM10 y ADAM17. Las formas solubles de MICA y de los ULBP pueden 

inducir una disminución en la expresión de NKG2D en las células NK lo que resulta en 

una menor actividad citotóxica, por tal motivo, los NKG2DL solubles liberados por células 

tumorales constituyen un mecanismo de escape tumoral (48). 

Otro de los receptores activadores importantes en el reconocimiento de las 

células tumorales es DNAM-1, cuyos ligandos son nectina-2 (CD112) y PVR (receptor del 

virus de la polio, CD155) (49) y se expresan frecuentemente en muchos tipos de tumores 

malignos sólidos y hematológicos, el bloqueo de las interacciones de este receptor con 

sus ligandos reduce la capacidad de las células NK para destruir células tumorales (50). 

Con respecto a la familia de NCR, tanto NKp30 como NKp46 se expresan en todas las 

células NK humanas independientemente de su estado de activación, mientras que 

NKp44 se expresa en células NK activadas (51). Aunque muchos ligandos de esta familia 

de receptores aún permanecen desconocidos, se han identificado ligandos de NCR de 

origen tanto celular como viral, bacteriano y parásito; algunos de los ligandos celulares 

conocidos son B7-H6 y BAT3 para NKp30, NKp44L para NKp44, y vimentina para NKp46 

(39) 

Las células NK expresan adicionalmente receptores de reconocimiento de 

patrones, como algunos receptores de tipo Toll (TLR o Toll like receptors) en particular 

TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 y algunos miembros de la familia de receptores de tipo NOD 

(NLR o NOD-like receptors) y RLR (Retinoic acid-inducible gene (RIG)-1-like receptors) a 

través de los cuales reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PMAP) 

(52). Sin embargo, la respuesta a los agonistas de TLR parecería requerir de la presencia 

simultánea de citoquinas pro-inflamatorias (52,53). 

Como mencionamos anteriormente, las células NK también expresan receptores 

para diversas citoquinas, entre ellas: IL-1, IL-2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, IFN de tipo 

I y el factor de crecimiento transformante (Transforming growth factor, TGF)-β que 

juegan un rol crucial en la regulación de sus funciones efectoras. Mientras que los IFN 

de tipo I, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 e IL-21 cumplen un papel fundamental en la activación 
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de las células NK contra agentes infecciosos y células tumorales, TGF-β regula 

negativamente su activación. Entre las citoquinas claves en la activación de las células 

NK se destacan IL-12, IL-15 e IL-18, que pueden ser secretadas por monocitos, 

macrófagos y CD (23).  

Por su parte, IL-12 fue identificada por su capacidad de inducir la producción de 

IFN-γ y la citotoxicidad de las células NK. Mientras que IL-12 sola es un estímulo 

relativamente débil para la secreción de IFN-γ, constituye un estímulo potente para 

desencadenar la citotoxicidad de las células NK contra diferentes células blanco (23). Por 

otro lado, también se ha observado que esta citoquina puede afectar la proliferación de 

las células NK (54,55). 

En cuanto a IL-15, además del rol en la diferenciación de las células NK 

mencionado previamente, regula la activación, proliferación, la citotoxicidad al 

aumentar los niveles de Pfp, y estimula la sobrevida de estas células a través de un 

aumento en la expresión de Bcl-2 (24,56). A diferencia de otras citoquinas que ejercen 

sus efectos como proteínas solubles, IL-15 es transpresentada unida a la subunidad α 

del receptor de IL-15 (IL-15Rα) en la superficie de monocitos activados y CD (57). 

Por último, IL-18 es miembro de la familia de citoquinas de IL-1, es sintetizada 

como una pro-citoquina y su forma activa se produce por el clivaje de pro-IL-18 por 

acción de caspasa-1, de forma similar a lo que ocurre con IL-1β (58,59). Además, se la 

ha encontrado como proteína de membrana, pero esta forma también requiere de 

caspasa-1 para adquirir su forma activa (60). IL-18 exhibe características 

proinflamatorias de la familia de IL-1, como inducir aumentos en la expresión de 

moléculas de adhesión, síntesis de óxido nítrico y producción de quemoquinas (60), a su 

vez, aumenta la secreción de IFN-γ, la citotoxicidad y la sobrevida de las células NK (61–

63). La actividad de IL-18 se equilibra con la presencia de una proteína de unión a IL-18 

de alta afinidad (IL-18BP) que al unirse a IL-18 regula negativamente su actividad. Por 

otra parte, IFN-γ aumenta la expresión génica y la síntesis de IL-18BP, impulsando un 

bucle de retroalimentación negativa (64). 

IL-18 por sí sola no es capaz de inducir IFN-γ (60), pero posee un efecto sinérgico 

con IL-12 para su producción (65), debido a un efecto de “priming” de IL-18 para IL-12 
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(66). También se demostró que el estímulo combinado de IL-18 e IL-12 induce la 

proliferación de las células NK (55). 

 

 

3. REGULACIÓN DE LA ACTIVACIÓN Y FUNCIONES EFECTORAS 

 

Las funciones de las células NK se encuentran finamente reguladas por un 

equilibrio entre las señales de activación e inhibición. En condiciones normales 

prevalecen las señales desencadenadas por receptores inhibitorios, lo que evita la 

eliminación de las células sanas (Figura 2A), mientras que para iniciar una respuesta 

inmune contra células infectadas o células tumorales necesitan señales de activación 

potentes (67). Durante situaciones patológicas tales como la infección por patógenos 

intracelulares o transformaciones malignas puede disminuir o desaparecer la expresión 

de moléculas de clase I del CMH en la superficie de las células afectadas, lo que las hace 

susceptibles al reconocimiento por las células NK (Figura 2B). Este fenómeno es 

conocido como “reconocimiento por pérdida de lo propio” (missing self) (68). Por otra 

parte, como se mencionó anteriormente, en células tumorales o infectadas con virus 

frecuentemente se produce un aumento en la expresión de ligandos de receptores 

activadores de células NK, lo que genera un balance en favor del desarrollo de sus 

funciones efectoras, superando las señales inhibitorias (Figura 2C) (67). Otra forma de 

activación es a través del reconocimiento de Ig G mediado por CD16 (Figura 2D), lo que 

induce la CCDA (67), que es relevante para el efecto de terapias antitumorales basadas 

en anticuerpos monoclonales (AcMo) (69). 



Introducción 

27 

 

 

Figura 2: Balance de señales en la activación o inhibición de células NK. (A) Las células normales 
expresan altos niveles de moléculas de clase I del CMH, prevalecen las señales inhibitorias por 
sobre las señales activadoras y las células NK se mantienen inhibidas. (B) En células tumorales 
puede producirse la pérdida de expresión de moléculas de clase I del CMH, este fenómeno 
conocido como reconocimiento por pérdida de lo propio (“missing self”) junto con otras señales 
activadoras promueve la activación de las células NK. (C) Células estresadas aumentan la 
expresión de ligandos de receptores activadores cuyas señales superan a las señales generadas 
por los receptores inhibitorios activando las células NK. (D) Los anticuerpos contra antígenos 
específicos se unen a CD16 en las células NK a través de su región Fc y desencadenan la CCDA. 
Figura tomada y modificada de (67). 

 

 Como se mencionó previamente, además de la actividad citotóxica espontánea 

y la producción de citoquinas proinflamatorias, las células NK adquieren relevancia por 

su capacidad de modular la respuesta inmune adaptativa a través de la interacción con 

otras células del sistema inmune. En este sentido, la secreción de IFN-γ juega un rol 

crítico en el perfilado de la respuesta inmune adaptativa hacia un perfil Th1 y CD8 

citotóxico (70,71).  

Las células NK son la principal fuente de IFN-γ durante las primeras fases de la 

respuesta inmune (72) y su producción depende de la presencia de otras células del 

sistema inmune o de citoquinas accesorias (como IL-12, IFN de tipo I o IL-18) en el sitio 
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de inflamación (73,74), tal como se observó en diversos estudios donde la estimulación 

de células NK con la combinación de diferentes citoquinas fue suficiente para inducir la 

secreción de citoquinas y quemoquinas (75–77). 

Las células NK pueden utilizar dos mecanismos distintos de citotoxicidad, uno 

involucra la vía secretoria y el otro la vía de receptores de muerte celular (78). En la vía 

secretoria, las células NK movilizan gránulos citotóxicos hacia el sitio de contacto con la 

célula blanco, estableciendo una sinapsis inmunológica entre ambas células. Los 

gránulos citotóxicos se encuentran preformados y contienen un núcleo proteico 

formado por diferentes granzimas, incluida granzima B (una serinproteasa capaz de 

activar caspasas) y Pfp. Una vez producida la liberación del contenido de los gránulos 

citotóxicos al espacio sináptico entre ambas células (proceso denominado 

“degranulación”), en el pH neutro del espacio extracelular la Pfp puede unirse a la célula 

blanco formando poros en la membrana con una estructura similar a un canal 

transmembrana, permitiendo el ingreso de la granzima B. Adicionalmente, el contenido 

de los gránulos citotóxicos puede ser endocitado por la célula blanco, donde la granzima 

B accede al citoplasma a través de poros formados por la Pfp en la membrana de las 

vacuolas y provoca la activación de una cascada de caspasas que inducirán la 

degradación del ADN y la muerte por apoptosis (78–80). Los gránulos citotóxicos 

también contienen la proteína LAMP-1 (Lysosome-associated membrane protein o 

CD107a) (78), que en estado de reposo se encuentra recubriendo la superficie interior 

de los gránulos y no se expresa en la superficie celular, pero tras la activación, al 

fusionarse los gránulos citotóxicos con la membrana plasmática y liberar su contenido 

al exterior celular, se induce su movilización transitoria hacia la superficie celular, 

permitiendo su detección por citometría de flujo con Ac específicos, por lo que 

usualmente se utiliza como marcador de degranulación (81,82). 

En el segundo mecanismo de citotoxicidad, la vía de receptores de muerte 

celular, participan miembros de la familia del TNF tales como el ligando de Fas (FasL) y 

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) (78). Las células NK en reposo almacenan 

FasL en lisosomas secretores especializados que, cuando son activadas, se translocan a 

la superficie celular como resultado del proceso de degranulación (83); sin embargo, el 
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almacenamiento de FasL parece ocurrir mayormente en gránulos secretores distintos a 

los gránulos que contienen granzimas y Pfp (84). La unión de FasL a su receptor Fas 

(CD95) induce la trimerización de Fas en la célula blanco promoviendo la activación de 

una cascada de caspasas que involucra a la caspasa-8 y conduce a la apoptosis (85). No 

obstante, FasL unido a la superficie celular puede ser clivado por metaloproteasas 

liberando FasL soluble (86) que posee menor capacidad citotóxica (87). De forma similar 

a lo descripto para FasL, las células NK pueden conducir a la apoptosis a través de TRAIL. 

La expresión de TRAIL es inducible y, mediante experimentos in vivo, se demostró que 

su inducción mediada por IFN-γ en las células NK contribuye a la prevención del 

crecimiento de tumores primarios y de la diseminación de metástasis experimentales 

(88). A su vez, TRAIL también puede ser clivado pero, contrariamente a lo que ocurre 

con FasL, la forma soluble de TRAIL conserva su actividad citotóxica (89). En humanos 

TRAIL es capaz de unirse a cuatro receptores de membrana TRAIL-R1 (DR-4), TRAIL-R2 

(DR-5), TRAIL-R3 (DCR1), TRAIL-R4 (DCR2) y al receptor soluble TRAIL-R5 

(osteoprotegerin); pero únicamente los dos primeros pueden inducir la apoptosis y se 

expresan más ampliamente (90). 

 

 

4. DIÁLOGO RECÍPROCO ENTRE CÉLULAS MIELOIDES Y CÉLULAS NK 

 

Los monocitos, macrófagos y CD pertenecen al subgrupo de leucocitos 

denominado células mieloides. Durante la respuesta inmune se establece una 

interacción entre estas células y las células NK, la cual resulta de gran trascendencia para 

el desarrollo de una respuesta adaptativa eficiente, contra las infecciones y contra 

células tumorales. Estas células mieloides son las principales productoras de IL-12, IL-15 

e IL-18 (91), que potencian la activación de las células NK y la producción de IFN-γ, 

además las células mieloides también son capaces de estimular a las células NK a través 

del contacto directo de célula a célula (92–95).  

Los monocitos humanos pueden dividirse en 3 poblaciones de acuerdo a los 

niveles de expresión de CD14 y CD16: monocitos clásicos (CD14+CD16−), intermedios 
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(CD14+CD16+) y no clásicos (CD14dimCD16+) (96). Los monocitos intermedios y no clásicos 

representan un porcentaje menor, alrededor del 5-10 % en ambos casos, los primeros 

están especializados en la presentación de antígenos y juegan un papel importante en 

infecciones virales, mientras los segundos se consideran anti-inflamatorios ya que 

mantienen la homeostasis vascular (97,98), por otro lado, los monocitos clásicos 

constituyen la población más abundante (cerca del 85%) y son críticos para la respuesta 

inflamatoria ya que se reclutan rápidamente al sitio de infección y pueden diferenciarse 

a macrófagos inflamatorios o CD (96,99). Diversos estudios han identificado macrófagos 

y CD derivados de monocitos también en tejidos como intestino (100,101), piel (102), 

pulmón (103,104), hígado (105) y corazón (106). Estas células tienen capacidad 

fagocítica (107) y producen eficientemente TNF-α, especies reactivas del oxígeno (ROS) 

y del nitrógeno (99). En particular, en el contexto del cáncer, pueden reconocer a las 

células tumorales debido a diferencias en la composición de las membranas celulares, 

como mayor contenido de fosfatidilserina, glicosilación alterada, expresión de antígenos 

tumorales (como el antígeno carcinoembrionario y el antígeno Tn) o de CD47 (108). Por 

medio de funciones que incluyen la fagocitosis, la secreción de factores solubles, la 

promoción de la angiogénesis, la remodelación de la matriz extracelular y el 

reclutamiento de linfocitos pueden contribuir tanto a la inmunidad protumoral como 

antitumoral, ya que pueden desempeñar funciones opuestas debido a las diferencias en 

el tipo de cáncer, al microambiente tumoral y la etapa de crecimiento del tumor (109). 

Las células NK inducen la diferenciación de monocitos a CD en sitios de infección 

(110). La interacción entre CD y células NK puede ocurrir tanto en los sitios de 

inflamación como en los ganglios linfáticos, y el desarrollo de funciones efectoras por 

parte de las células NK está finamente regulado por su interacción con CD, y el resultado 

de esta interacción es bidireccional ya que puede a su vez conducir tanto a la 

maduración, a la activación o a la apoptosis de las CD, dependiendo del estado de 

activación de ambos tipos celulares (111,112). Se ha sugerido que la eliminación de CD 

mediada por células NK, proceso denominado “edición de CD” y que involucra a los 

receptores NKp30 y DNAM-1, contribuye a mantener la calidad de la maduración de CD, 

ya que si estas células migran a ganglios linfáticos secundarios con una maduración 
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incompleta (baja expresión de moléculas de clase I del CMH o moléculas co-

estimulatorias como CD80, CD83 y CD86) pueden inducir una respuesta inmune 

adaptativa deficiente o tolerogénica (7,113). Además, las células NK pueden contribuir 

en el perfilado de la respuesta inmune adaptativa, tanto contra tumores como contra 

patógenos, por medio de la secreción de citoquinas producidas durante la interacción 

con las CD (114). En este sentido, se observó que el IFN-γ secretado por las células NK 

estimula la producción de IL-12 por las CD, lo que induce la diferenciación de los LT CD4+ 

naive hacia un perfil Th1. A su vez, la IL-12 secretada por CD potencia la secreción de 

IFN-γ y la capacidad citotóxica de las células NK, contribuyendo aún más al perfil Th1 

(115). En conjunto, la interacción de estas células con las células NK da como resultado 

el desarrollo de una respuesta innata eficiente, a través de la activación de células NK, y 

una potente respuesta inmune adaptativa, a través de la edición y maduración de CD 

mediada por NK (93). 

Mientras que la interacción entre células NK y CD se encuentra bien descripta, la 

interacción con monocitos/macrófagos permanece menos estudiada. Se conoce que la 

interacción de las células NK con los macrófagos estimula en las primeras la 

proliferación, secreción de citoquinas, aumento en la expresión de receptores 

activadores y la citotoxicidad contra células blanco (116). Se ha demostrado, por 

ejemplo, que macrófagos humanos previamente estimulados con LPS inducen tanto un 

aumento en la expresión de CD25 y CD69 en las células NK como la citotoxicidad contra 

células tumorales y CD inmaduras, mediante factores solubles, dado que el aumento en 

dichos marcadores también ocurre al impedir el contacto entre macrófagos y células NK 

mediante transwells (117); mientras que la interacción dependiente del contacto celular 

entre células NK y macrófagos estimulados con LPS o bacterias gram positivas es crítica 

para desencadenar la producción de IFN-γ y la proliferación en las células NK, por 

ejemplo mediante 2B4 expresado en las células NK y CD48 expresado en macrófagos 

(94,116,117). 
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5. FUNCIONES REGULATORIAS 

 

Mas allá de la función clásica citotóxica de las células NK, en los últimos años se 

ha descripto que estas células también pueden ejercer un rol regulatorio sobre LT y CD 

(118) en diversos modelos de infecciones virales (119–122), trasplante (123) y 

autoinmunidad (124). En relación a infecciones virales, se ha demostrado en modelos 

de infección con citomegalovirus murino (MCMV) que las células NK pueden eliminar LT 

CD4+ activados en glándulas salivales mediante TRAIL (120), así como regular la 

magnitud de la respuesta de los LT CD8+ a través de la producción de IL-10 (125). En 

ratones infectados con el virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV) las células NK 

median la eliminación de LT CD8+ activados de manera dependiente de Pfp (121,122). 

En forma indirecta, la activación de los LT puede verse afectada como consecuencia de 

la eliminación de CD por parte de las células NK por mecanismos que involucran Pfp o 

mediante TRAIL, tal como se demostró en modelos de MCMV y LCMV (119,126,127). En 

humanos, se observó en muestras de pacientes con infección crónica con el virus de 

hepatitis B (HBV) que las células NK pueden rápidamente eliminar LT específicos contra 

HBV a través de TRAIL (128). A su vez, también se demostró in vitro que mediante la 

secreción de IL-10 las células NK humanas pueden suprimir la proliferación de LT 

antígeno-específicos (129). Otros ensayos in vitro demostraron que la lisis mediada por 

células NK tanto de LT CD4+ como de LT CD8+ activados involucra interacciones entre 

NKG2D y NKG2DL expresados en los LT (130). 

En el contexto de infecciones virales crónicas y otras condiciones 

inmunopatológicas, la actividad regulatoria de las células NK puede contribuir a la 

homeostasis y la prevención del daño tisular asociado a la actividad de LT. En 

consecuencia, algunos pacientes con trastornos autoinmunes muestran un número 

reducido de células NK, que además presentan una capacidad citotóxica alterada (131). 

Sin embargo, la participación de células NK con capacidad inmunoregulatoria 

durante una respuesta inmune antitumoral ha sido menos explorada. En modelos 

tumorales de ratón se observó que las células NK pueden inhibir la presentación cruzada 

de antígenos por las CD a través de TRAIL (132). Las células NK también pueden inducir 



Introducción 

33 

 

la lisis de LT CD8+ activados y afectar la diferenciación de LT de memoria central, y en 

este contexto, la eliminación transitoria de células NK en ratones lleva a un control más 

eficaz de tumores (133). Por otro lado, un estudio reciente demostró que las células NK 

infiltrantes de tumor (TINK) de pacientes con sarcoma y tumor de mama expresan altos 

niveles de CD73 (y otros puntos de control inmunológicos) y a través de la secreción de 

IL-10 inhiben la proliferación de LT CD4+ y la producción de IFN-γ, y su presencia se asocia 

con tumores de mayor tamaño (134). Además, en pacientes con cáncer de pulmón de 

células no pequeñas una mayor frecuencia de células NKp46+ circulantes se asoció con 

una disminución de la sobrevida, y ensayos in vitro demostraron que el bloqueo de 

NKp46 mejora la producción de IFN-γ en LT CD4+ específicos contra antígenos tumorales 

(135). 

En este contexto, resultados obtenidos en nuestro laboratorio, también 

contribuyen al estudio del rol regulatorio de las células NK de ratones portadores de 

tumor (136). En este trabajo demostramos que en los ratones desafiados con el tumor 

MC57, la depleción de células NK induce un aumento de LT CD8+ efectores específicos 

contra antígenos tumorales y de LT CD8+ de memoria. Además, en ausencia de células 

NK, las CD muestran un fenotipo más maduro que en los ratones no depletados. 

Llamativamente, se observó que las células NK de ratones portadores de tumor 

mostraban un incremento en la expresión de la molécula inhibitoria PD-L1 (Programmed 

death-ligand 1, CD274), y que eran capaces de controlar la maduración de CD in vivo e 

in vitro a través de PD-L1. En resumen, según estos resultados, el reconocimiento de las 

células tumorales induce un aumento en la expresión de la molécula inhibitoria PD-L1 

en las células NK, que al interactuar con el receptor PD-1 (Programmed death 1, CD279) 

expresado en las CD limitan su maduración y consecuentemente inhiben la activación 

de LT CD8+ específicos contra antígenos tumorales (136). 
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INMUNOLOGÍA ANTITUMORAL 

1. TEORÍA DE LA INMUNOEDICIÓN 

 

La respuesta inmune antitumoral es el resultado de un complejo proceso 

dinámico que se establece entre las células tumorales, las células del sistema inmune y 

las células del estroma que conforman el microambiente tumoral. Sabemos que el 

sistema inmune es capaz de montar respuestas antitumorales y que todas las lesiones 

neoplásicas presentan en menor o mayor medida un infiltrado inflamatorio compuesto 

por células tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa (137). El crecimiento de 

tumores en pacientes inmunocompetentes, por lo tanto, evidencia la existencia de 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune (138).Esto es debido a que durante el 

proceso de inmunovigilancia, por el cual las células tumorales son reconocidas y 

eliminadas exitosamente por el sistema inmune, previniendo el desarrollo del tumor 

maligno y la progresión a las fases siguientes, también se genera una presión evolutiva 

sobre las células tumorales que termina seleccionando aquellas células que presentan 

ventajas adaptativas para sobrevivir en el huésped inmunocompetente. Teniendo en 

cuenta la acción protectora del sistema inmune y la acción modeladora sobre el tumor 

en desarrollo, R. Schreiber postuló la teoría de inmunoedición del cáncer denominada 

también “teoría de las tres E”, según la cual el proceso de inmunoedición puede dividirse 

en tres etapas: eliminación, equilibrio y escape (139). Estas etapas comprenden un 

complejo proceso dinámico donde los distintos mecanismos pueden ocurrir en forma 

secuencial o simultánea. 

Durante la fase de eliminación ocurre la inmunovigilancia del cáncer, donde las 

células tumorales son reconocidas y eliminadas por el sistema inmune innato y 

adaptativo. Si bien este proceso no ha sido visualizado in vivo en humanos, existen 

evidencias clínicas que indican que la formación de tumores está restringida por la 

acción conjunta de componentes tanto celulares como humorales de la respuesta 

inmune innata y adaptativa. Se observó, por ejemplo, un aumento en la incidencia de 

tumores en pacientes trasplantados inmunosuprimidos (140), en pacientes con 
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inmunodeficiencias primarias (141) y en pacientes infectados con el virus de la 

inmunodeficiencia humana (142). 

La fase de equilibrio se produce cuando las células tumorales no logran ser 

eliminadas en su totalidad por el sistema inmune, y pueden ser mantenidas en estado 

latente por largos períodos de tiempo, generándose un equilibrio dinámico entre la 

proliferación de las células tumorales y la eliminación de algunas de ellas. La existencia 

de esta fase se observó en experimentos en los cuáles ratones inmunocompetentes 

tratados con un carcinógeno en dosis bajas albergaron células tumorales latentes 

durante un período de tiempo prolongado, y al depletar LT se indujo la rápida aparición 

de los tumores en el sitio de inyección original del carcinógeno, demostrando el papel 

crítico de la inmunidad adaptativa en el mantenimiento de latencia del tumor (143). 

Sin embargo, la inestabilidad genética de las células tumorales junto con la 

presión del sistema inmune puede seleccionar clones tumorales menos inmunogénicos, 

capaces de evadir el reconocimiento y la eliminación por parte del sistema inmune (144). 

Los mecanismos de escape pueden incluir la adquisición de defectos en el 

procesamiento y presentación de antígenos o la pérdida de antígenos tumorales 

inmunogénicos, adicionalmente, las células tumorales pueden adquirir otras 

propiedades inmunosupresoras, tales como la expresión de PD-L1 o la secreción de 

citoquinas regulatorias, como IL-10 o TGF-β, y orquestar un microambiente tumoral 

inmunosupresor (145). Estos tumores inmunoeditados pueden entrar en la fase de 

escape, en la que pueden proliferar sin control y la enfermedad se vuelve clínicamente 

evidente (144). 

 

 

2. PD-L1 Y ESCAPE TUMORAL 

 

El receptor inhibitorio PD-1 y sus ligandos PD‐L1 (CD274) y PD‐L2 (CD273) son 

claves en la regulación de la respuesta inmune, desempeñando un rol fundamental en 

la inducción de tolerancia, lo que previene la aparición de fenómenos de 
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autoinmunidad, pero también contribuyen a inhibir la respuesta inmune antitumoral 

(146). 

PD-L1 y PD-L2, son glicoproteínas transmembrana de tipo I, y presentan 

diferentes patrones de expresión. Mientras que la expresión de PD-L2 se encuentra 

restringida a CD activadas, macrófagos, mastocitos derivados de la médula ósea y 

linfocitos B (LB) B1 peritoneales, la molécula PD-L1 se expresa constitutivamente en 

bajos niveles en LT, LB, CD, macrófagos, células madre mesenquimales y mastocitos, así 

como en células no hematopoyéticas (por ejemplo células madre pulmonares, células 

endoteliales, islotes pancreáticos o neuronas) y su expresión puede aumentar por 

activación (147). Las citoquinas son fuertes estímulos para la expresión de ambos 

ligandos. Particularmente, PD-L1 puede ser inducido por IFN de tipo I (IFN-α y β) y II (IFN-

γ) y por TNF-α en LT, LB, células endoteliales y epiteliales; por IL-2, IL-7 e IL-15 en LT, por 

IL-21 en LB y por IL-10 en monocitos (148). 

PD‐1 se expresa principalmente en LT CD4+ y CD8+ activados (149). Es una 

proteína transmembrana que pertenece a la superfamilia de las Ig, y en su dominio 

citosólico presenta secuencias ITIM e ITSM (Immunoreceptor tyrosine-based switch 

motif) (148). Al unirse a sus ligandos se induce el reclutamiento y activación de la 

fosfatasa SHP‐2, que desfosforila moléculas clave de la transducción de señales del 

receptor de antígeno en LT, proporcionando una señal inhibitoria la cuál conduce a la 

inactivación de las vías de señalización río abajo, como las vías PI3K-AKT y Ras-MEK-ERK, 

dando como resultado la apoptosis, anergia y agotamiento celular, y de esta manera 

contribuye a mantener la homeostasis y regula la duración y la amplitud de la respuesta 

inmune, lo que minimiza el daño tisular circundante a un foco inflamatorio y evita la 

autoinmunidad (40,150). Así, el eje PD‐1/PD‐L1 actúa como un “reóstato” del umbral de 

activación de los LT en la periferia (151,152) y es por eso que se lo considera uno de los 

puntos de control inmunológico más relevantes de la respuesta inmune adaptativa. 

Esta vía inhibitoria adquiere relevancia en la respuesta inmune contra el cáncer 

debido a que PD‐L1 se expresa diferencialmente durante la progresión tumoral 

principalmente en células tumorales (150). Si bien también se ha descripto la expresión 
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de PD-L1 en células del sistema inmune infiltrantes de tumor (153–156), su expresión 

en células NK humanas no ha sido estudiada en profundidad. 

La expresión de PD-L1 se ha demostrado en una amplia variedad de tumores, 

tanto sólidos, tales como cáncer de pulmón, cáncer de mama, cáncer gástrico, 

angiosarcoma, cáncer de próstata, carcinoma colorectal, carcinoma de células renales 

(RCC), entre otros; así como en neoplasias malignas hematológicas como leucemia, 

mieloma múltiple y linfoma (157). Se ha descripto que la expresión de PD-1 en los 

linfocitos infiltrantes de tumor se correlaciona con características agresivas y peor 

pronóstico para el paciente (158), ya que la unión de este receptor a las células 

tumorales que expresan PD-L1 en su superficie da como resultado la anergia y apoptosis 

de los LT CD8+ (150). Por otra parte, PD‐L2, de expresión más restringida, se encuentra 

elevado en ciertos linfomas de células B (159). 

Dado que PD-1 también puede expresarse en LB, células mieloides y células NK 

(149) el eje PD‐1/PD-L1 no sólo es capaz de inhibir las respuestas de LT, sino que también 

actúa sobre estas células del sistema inmune. En este contexto se describió que la 

expresión de PD‐1 en CD regula la maduración/activación de estas células durante la 

respuesta inmune antitumoral (160,161) y se demostró que las células NK también 

pueden expresar altos niveles de PD‐1, en pacientes con sarcoma de Kaposi, linfoma de 

Hodgkin o tumores de ovario, lo que inhibe sus funciones efectoras (162–164). 

La inducción de la expresión de PD‐L1 en las células tumorales está asociada por 

un lado a la activación de distintas vías de señalización oncogénicas (165,166), pero 

también se ve incrementada por citoquinas inflamatorias como IFN de tipo I y II, TNF-α, 

IL‐2, IL‐7, IL‐15, IL‐21 e IL‐27 (40,167,168), siendo el IFN-γ considerado uno de los 

inductores más potentes de la expresión de PD-L1 (150). A su vez, recientemente se ha 

descripto que la señalización intrínseca de PD-L1 en las células tumorales, a través de 

motivos de señalización conservados, les otorga protección contra la citotoxicidad del 

IFN y contribuye con la progresión tumoral (169). 
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3. INMUNOTERAPIAS 

 

La inmunoterapia busca estimular ciertos blancos terapéuticos o inhibir otros 

durante la respuesta inmune antitumoral. La utilización de distintos AcMo para lograr la 

inhibición de puntos de control inmunológicos (ICI o immune checkpoint inhibitors) 

como CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, Ipilimumab y Tremelimumab) (170) y 

el eje PD-1 (Nivolumab y Pembrolizumab)/PD-L1 (Atezolizumab, Avelumab y 

Durvalumab) (171) ha revolucionado el campo de la inmunoterapia y está demostrando 

un gran éxito clínico como inmunoterapia del cáncer (159). Actualmente también están 

siendo evaluados nuevos ICI dirigidos contra otras moléculas como TIM-3 (T cell 

immunoglobulin and mucin-domain containing-3), TIGIT (T cell immunoglobulin and 

ITIM domain), LAG-3 (Lymphocyte activation gene-3), VISTA (V-domain immunoglobulin 

suppressor of T cell activation), ICOS (Inducible T cell costimulatory) y BTLA (B and T 

lymphocyte attenuator) (172). 

CTLA-4 es un receptor inhibitorio expresado en los LT, que al igual que CD28 

reconoce a las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86. Sin embargo, CTLA-4 reconoce 

a ambas moléculas con mayor afinidad que CD28, desplazando su unión y de esta 

manera inhibe la activación de los LT, además, es capaz de inducir la trans-endocitosis 

de CD80 y CD86, afectando la capacidad estimulatoria de las CD (173). CTLA-4 actúa 

principalmente en la fase inicial de la activación de los LT en los ganglios linfáticos y 

cumple una función primordial limitando la autoinmunidad, mientras que la vía de PD-

1/PD-L1 actúa fundamentalmente en la fase efectora , evitando el daño tisular colateral 

durante la respuesta inmune (174). 

La utilización de AcMo bloqueantes de PD-1 fue aprobada por la FDA para el 

tratamiento de melanoma metastásico en 2014. Desde ese momento, se han aprobado 

AcMo bloqueantes de PD-1 o PD-L1 para más de 20 tipos distintos de cáncer avanzado, 

incluyendo cáncer de pulmón de células no pequeñas, RCC, cáncer de cabeza y cuello, 

cáncer de vejiga, linfoma de Hodgkin, cáncer cervical y endometrial, cáncer de mama 

triple negativo, entre otros (175). Sin embargo, a pesar de haber demostrado eficacia en 

el tratamiento para estos diversos tipo de cáncer, aún existen desafíos por sortear, que 
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incluyen la reducida población que se beneficia de la terapia, la farmacorresistencia, los 

efectos adversos relacionados con el tratamiento y la falta de biomarcadores predictivos 

y pronósticos (176). 

Actualmente la mayoría de las aprobaciones de ICI están basadas principalmente 

en la expresión de PD-L1 en las células tumorales (177), sin embargo, aunque el principio 

subyacente a la administración de estos AcMo surge de contrarrestar el mecanismo de 

escape tumoral basado en el aumento de expresión de PD‐L1 en el tumor, se observó 

que la expresión de PD‐L1 en las células tumorales no representa un biomarcador 

adecuado como predictor de la eficacia del tratamiento con el AcMo bloqueante. De 

hecho, uno de los problemas surge de que la expresión de PD-L1 en diferentes sitios del 

tejido tumoral es variable, incluso si se toman muestras de los mismos sitios en 

diferentes momentos (178), por lo tanto, es necesario una mejor comprensión del 

microambiente tumoral y el uso de otros biomarcadores. A su vez, existen reportes que 

muestran que pacientes con tumores que no expresan PD‐L1 también responden a la 

terapia con AcMo bloqueantes de este punto de control inmunológico y excluirlos del 

tratamiento implicaría perder potenciales respondedores (179). Por ejemplo, los 

pacientes con tumores metastásicos de vejiga que presentan infiltrado de células 

inmunes con alta expresión de PD‐L1 tienen particularmente una alta tasa de respuesta 

al tratamiento con un AcMo bloqueante de PD‐L1 (independientemente de la expresión 

de PD‐L1 en las células tumorales) (180). Se observaron resultados similares en 

pacientes con cáncer de pulmón (181). Sin embargo, se desconoce la importancia 

relativa de la expresión de PD‐L1 en los leucocitos en el microambiente tumoral y de qué 

manera las células del sistema inmune que expresan PD‐L1 contribuyen a la progresión 

del tumor. En este contexto, resulta importante el estudio de la expresión de PD-L1 en 

las células NK y su potencial capacidad inmunoregulatoria, ya que podrían estar 

contribuyendo al escape tumoral, y podrían ser parte del mecanismo de acción 

terapéutico de los AcMo bloqueantes de la vía PD-1/PD-L1. 
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CARCINOMA DE CÉLULAS RENALES 

 

 El RCC representa, a nivel mundial, el sexto tipo de cáncer más frecuente en 

hombres y el décimo en mujeres (182). Según las propiedades morfológicas, 

citogenéticas y moleculares del tumor se definen cinco tipos de RCC. Entre los más 

frecuentes se encuentran los derivados de células epiteliales del túbulo proximal, el RCC 

de células claras (ccRCC) (70–90%) y el carcinoma papilar renal de tipo I y II (PRCC) (10–

15%); otros subtipos menos frecuentes incluyen el carcinoma de células renales 

cromófobas (ChRCC, 3–5%), el oncocitoma renal (RO) benigno (2-5%) y el cáncer de 

conducto colector (1-2%) cuyo origen se encuentra en las células intercaladas de los 

conductos colectores del riñón (183,184). 

En la mayoría de los casos el RCC ocurre sin un patrón hereditario reconocible 

(185), y dentro de los diversos factores de riesgo identificados, el tabaquismo, la 

obesidad y la hipertensión son los más fuertemente asociados con el RCC (182). 

Para los pacientes diagnosticados en estadíos tempranos de RCC el pronóstico es 

bueno, con tasas de supervivencia a cinco años del 81% para el estadío I y del 74% para 

el estadío II, pero desafortunadamente el pronóstico empeora para los pacientes con 

estadíos más avanzados (186–188). La intervención quirúrgica es la modalidad de 

tratamiento primario, sin embargo, alrededor del 20% de los pacientes sometidos a 

nefrectomía sufren una recaída y desarrollan RCC metastásico durante el seguimiento. 

Por otra parte, dada la ausencia de síntomas, el diagnóstico erróneo y la falta de 

herramientas de detección, una proporción de los pacientes con RCC mayor al 17% ya 

presentan metástasis al momento del diagnóstico. En estos casos, la expectativa de vida 

después de la detección de metástasis no es superior a los 10 a 13 meses (189,190). 

Los pacientes con RCC metastásico pueden ser tratados con inhibidores de 

tirosina quinasa (como Sunitinib, Axitinib, Sorafenib y Pazopanib) o AcMo que bloquean 

el factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor, VEGF) 

o a su receptor (VEGFR), relacionados con la angiogénesis (191); otras alternativas 

incluyen la inhibición de la proteína mTOR utilizando Everolimus o Temsirolimus, dado 

que la desregulación de la activación de la vía PI3K-AKT-mTOR a diferentes niveles de la 
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cascada de señalización impulsa la progresión del RCC (192), sin embargo, casi todos los 

pacientes finalmente adquieren resistencia a estas terapias, incluso luego de un 

beneficio inicial (192,193). 

En este contexto, en la última década, comenzaron a implementarse ICI dirigidas 

al eje PD-1/PD-L1 y CTLA-4 (194). Los primeros ensayos clínicos de ICI en RCC utilizaron 

el AcMo Ipilimumab (anti-CTLA-4) (195), luego se utilizó Nivolumab (anti-PD-1) (196), 

recientemente se aprobó el uso de Pembrolizumab (anti-PD-1) (197), y el uso de 

Atezolizumab (anti-PD-L1) está siendo evaluado en diversos ensayos clínicos, como 

primera línea de tratamiento o en combinación con otras terapias (198–200). Mientras 

ensayos clínicos informan que el tratamiento en primera línea con ICI o en combinación 

con inhibidores de tirosina quinasa presentan una respuesta del 39-70% (201–205), el 

tratamiento de segunda línea presenta una respuesta del 25% (206). 

Entre los biomarcadores más utilizados para el tratamiento con ICI se encuentran 

la expresión de PD-L1 en los tumores y la carga mutacional del tumor, sin embargo, la 

expresión de PD-L1 como biomarcador es cuestionable dado que se han observado 

respuestas clínicas al bloqueo de PD-1 en pacientes con baja de expresión de PD-L1 

(207). Recientemente, utilizando técnicas inmunohistoquímicas se identificó como 

potencial biomarcador de la terapia con ICI un alto infiltrado de LT CD8+ y macrófagos 

asociados a tumor (Tumor-associated macrophages, TAM) CD68+ con bajo infiltrado de 

LT CD4+ que se asociaron con una buena respuesta al tratamiento y sobrevida (208). Sin 

embargo, aún existen preguntas críticas sin respuestas, tales como la manera de realizar 

la mejor selección de pacientes, los marcadores predictivos que ayuden a encontrar el 

mejor momento de administrar el tratamiento, la secuencia óptima a seguir al momento 

de combinar inmunoterapias con otros agentes terapéuticos y los mecanismos de 

resistencia primaria, entre otras (193,209). Además, la recurrencia y las metástasis 

siguen siendo un problema importante para los pacientes debido al desarrollo de 

múltiples estrategias de inmunoevasión tumoral. 

En el contexto del estudio de células NK con capacidad regulatoria, el RCC resulta 

de particular interés dado que un análisis de datos de RNASeq de TGCA (The Cancer 

Genome Atlas) de diversos tipos tumorales revela un alto infiltrado de células NK en 
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tumores de ccRCC (210), pero llamativamente, se asocia con un peor pronóstico (211), 

por lo que resulta necesario ahondar en los factores y mecanismos que pueden estar 

regulando la actividad de las TINK en estos pacientes. 

En relación al impacto del microambiente tumoral sobre las TINK se ha 

demostrado en diferentes tipos de cáncer, incluido el RCC, que las TINK se vuelven 

disfuncionales y muestran alteraciones fenotípicas (212–215). A su vez, nuestro 

laboratorio ha demostrado que las TINK de pacientes con ccRCC exhiben una mayor 

expresión de marcadores de activación pero una menor expresión de los receptores 

activadores DNAM-1, NKp30, NKp46 y CD16, sugiriendo un fenotipo más inhibitorio 

(216). Aún más, las TINK de estos pacientes presentan alteraciones en sus funciones 

efectoras, tanto en degranulación como en la producción de IFN-γ, un metabolismo 

alterado y un aumento en la expresión de TIM-3, lo que sugiere el agotamiento de las 

células (217). Estos hallazgos motivan a investigar con mayor profundidad el rol de las 

células NK en la progresión tumoral de pacientes con RCC. 



HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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El estudio de los mecanismos celulares involucrados en la respuesta inmune 

antitumoral es de suma importancia ya que permite el uso racional de las terapias 

existentes, representa la base del desarrollo de nuevas inmunoterapias, del estudio de 

nuevos biomarcadores con utilidad en el diagnóstico, pronóstico y del tratamiento del 

cáncer. 

Si bien está ampliamente reportada la capacidad de las células NK de eliminar 

células tumorales y producir citoquinas proinflamatorias como parte de la respuesta 

innata antitumoral, existen evidencias que demuestran un rol regulatorio de estas 

células en diversos modelos de infecciones virales, trasplantes y autoinmunidad; sin 

embargo, el impacto de dichas funciones en el contexto tumoral continúa poco 

explorado. En este sentido, los resultados previos de nuestro laboratorio indican que las 

células NK de ratones portadores de tumor expresan la molécula inhibitoria PD-L1 y 

adquieren un fenotipo regulatorio, que les permite limitar la maduración de las CD y 

consecuentemente inhibir la activación de LT CD8+ antitumorales in vivo. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes hipotetizamos que las células NK 

humanas luego de reconocer células tumorales comienzan a expresar la molécula 

inhibitoria PD-L1 y se polarizan hacia un perfil con capacidad inmunoregulatoria, lo que 

resulta en una respuesta inmune antitumoral menos eficiente. Por lo tanto, el objetivo 

general de esta tesis fue elucidar los mecanismos celulares y moleculares que gobiernan 

la generación de células NK regulatorias en humanos frente al reconocimiento de células 

tumorales y evaluar su capacidad regulatoria sobre la respuesta inmune antitumoral. 

En particular, nos propusimos: 

1. Evaluar la expresión de PD-L1 en las células NK de pacientes con ccRCC.

2. Dilucidar los mecanismos celulares y moleculares que regulan la expresión de

PD-L1 en células NK.

3. Investigar la capacidad regulatoria de las células NK PD-L1hi.



MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

 

Se utilizó la plataforma GEPIA2 [Gene Expression Profiling Interactive Analysis, 

http://gepia2.cancer-pku.cn/#survival (218)] para analizar datos de RNASeq de TGCA 

(The Cancer Genome Atlas). Se utilizó el conjunto de datos de carcinoma renal de células 

claras (KIRC, n=516) para realizar un análisis de Kaplan-Meier del efecto del infiltrado de 

células NK en la sobrevida libre de enfermedad y sobrevida global. El infiltrado de células 

NK se estimó en función de la expresión de 10 genes asociados a células NK (NCR1, XCL1, 

XCL2, NCAM1, NCR3, IL18RAP, KIR2DL4, KLRC3, KLRD1 y NCR2) (219–222). Los pacientes 

se separaron en dos grupos, aquellos con un alto infiltrado de células NK (alta expresión 

de los genes asociados a células NK, cuartil superior) y aquellos con un bajo infiltrado de 

células NK (baja expresión de los genes asociados a células NK, cuartil inferior). Las 

diferencias entre grupos se analizaron con la prueba de rango logarítmico (logrank, 

Mantel-Cox) y se estimó el cociente de riesgo (hazard ratio, HR) utilizando un modelo 

de riesgos proporcionales de Cox en GEPIA2. 

 

 

2. MUESTRAS BIOLÓGICAS  

 

Se obtuvieron muestras de sangre periférica y de biopsias tumorales de 

pacientes con ccRCC sin tratamiento previo. Las biopsias fueron obtenidas a partir de 

nefrectomías parciales o radicales realizadas en los servicios de urología del Centro de 

Educación Médica e Investigaciones Clínicas “Norberto Quirno” (CEMIC) y del Hospital 

Alemán. Las características de los pacientes se listan en la Tabla 1. El volumen tumoral, 

expresado en cm3, se calculó como: ancho x alto x profundidad, agrupando como 

tumores chicos a los menores a 40 cm3, y como tumores grandes a los mayores a dicho 

volumen. Las muestras de sangre periférica de donantes sanos (DS) fueron provistas por 

el Servicio de Medicina Transfusional del Complejo Hospitalario Médico “Churruca-

Visca”. La utilización de las muestras biológicas contó con la aprobación del Comité de 

http://gepia2.cancer-pku.cn/#survival
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Etica pertinente (IBYME‐CONICET), y a su vez, la utilización de las muestras de pacientes 

contó con el consentimiento informado de los participantes. 

 

Tabla 1: Pacientes con ccRCC incluidos en este trabajo. 

 

 

3. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE BIOPSIAS TUMORALES 

 

Las muestras de biopsias tumorales se conservaron en solución fisiológica (SF) a 

4°C hasta el momento del procesamiento, el cual se realizó el mismo día de la cirugía, 

en frío y condiciones de esterilidad. Las muestras fueron disgregadas en forma mecánica 

en placas de Petri de 100 mm conteniendo SF hasta obtener suspensiones homogéneas 

que fueron filtradas a través de un filtro de nylon con poros de 70 ó 100 µm (Biofil). La 

suspensión celular obtenida fue lavada exhaustivamente con SF, centrifugada a 500 g y 

finalmente resuspendida en RPMI completo. Las células viables se contabilizaron en 
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cámara de Neubauer con el colorante Azul de Tripán. Finalmente, las muestras se 

marcaron AcMo para su análisis por citometría de flujo. 

 

 

4. LÍNEAS CELULARES 

 

Se emplearon las siguientes líneas humanas: la línea de ccRCC 786-O (ATCC CRL-

1932); la línea celular SN12c de RCC con un fenotipo mixto, entre indiferenciado y de 

células claras (223), cedida gentilmente por el Dr. Gabriel Fiszman (Instituto de 

Oncologıá Angel H. Roffo, Buenos Aires); y la línea celular de leucemia mieloide crónica 

K562 (ATCC CCL-243), que al no expresar moléculas de clase I del CMH, constituye un 

blanco universal de células NK. Las mismas fueron cultivadas en medio RPMI (Gibco) 

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Natocor) inactivado previamente 

por calor, 54 ng/ml de piruvato sódico, 0,292 mg/ml de glutamina (ambos de Invitrogen) 

y 40 μg/ml de gentamicina (Bagó) como antibiótico (RPMI completo). Las células se 

mantuvieron en estufa a 37 °C; con atmósfera humidificada y 5 % CO2. 

 

 

5. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS 

 

5.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

Los PBMC fueron obtenidos por centrifugación en gradiente de Ficoll‐PaqueTM 

Plus (GE Life Sciences) de muestras de sangre periférica de pacientes con ccRCC o de DS. 

Las muestras de sangre fueron diluidas previamente al medio con SF, luego sembradas 

sobre un colchón de Ficoll y centrifugadas durante 20 min a 800 g utilizando un 

programa sin freno ni aceleración. Posteriormente la interfase conteniendo los PBMC 

fue levantada utilizando una pipeta Pasteur y transferida a un tubo Falcon estéril en el 

que se realizaron dos lavados con SF. Los PBMC obtenidos fueron resuspendidos en 
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medio RPMI completo y las células viables fueron contadas en cámara de Neubauer con 

el colorante Azul de Tripán. 

 

5.2. Aislamiento de células NK y LT 

Las células NK y los LT fueron aislados a partir de muestras de sangre periférica 

de DS utilizando el kit comercial de aislamiento por selección negativa RosetteSepTM 

(StemCell). Como primer paso se aislaron entre 2x107 y 4x107 PBMC como se describió 

anteriormente, y los mismos fueron resuspendidos en 500 µl de sangre fresca del mismo 

donante (con el fin de proveer glóbulos rojos, necesarios para realizar la técnica de 

roseteo). Se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente (TA) con 50 µl del 

reactivo RosetteSepTM para células NK o LT según corresponda. Posteriormente las 

células fueron resuspendidas en 10 ml de SF y sembradas sobre un colchón de Ficoll, 

luego centrifugadas y lavadas con el mismo programa utilizado para el aislamiento de 

PBMC. La pureza de las células se evaluó por citometría de flujo mediante marcación 

con AcMo, células CD3-CD56+ para células NK (Figura 3A) y células CD3+ para LT (Figura 

3B), y en todos los casos fue mayor al 90%. 

 

Figura 3: Pureza de las células linfoides. Zebra plots representativo de la pureza de las células 
NK (A) y los LT (B) aislados luego de eliminar dobletes, mayor al 90%. 

 

5.3. Aislamiento de monocitos (Mo) 

Se aislaron Mo de sangre periférica de DS por selección positiva 

inmunomagnética de células CD14+. Brevemente, se obtuvieron PBMC como se 

describió anteriormente, se realizaron dos lavados con SF centrifugando 10 min a 250 g 

y las células obtenidas fueron resuspendidas en 1 ml de buffer Miltenyi (NaCl 150 mM, 
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fosfatos 50 mM, (PBS), pH=7,2 con 0,5% de albúmina sérica bovina y 2 mM de EDTA). Se 

realizó un recuento de PBMC en cámara de Neubauer, se consideró que el 30% de las 

células correspondía a Mo y se agregó 1 µl de microesferas acopladas al AcMo anti-CD14 

(Miltenyi Biotec) por cada 1x106 de Mo calculados. Las células fueron incubadas durante 

15 min a 4°C luego de lo cual se realizó un lavado con SF centrifugando durante 10 min 

a 250 g. El pellet fue resuspendido en 2,5 ml de buffer Miltenyi y colocado en un tubo 

estéril de 5 ml dentro de un magneto durante 7 min. Se descartó el líquido por volcado, 

sin retirar el tubo del magneto. A continuación, se agregaron nuevamente 2,5 ml de 

buffer, se repitió la incubación y posterior descarte del líquido. Se retiró el tubo del 

magneto y el mismo fue lavado con buffer, el volumen total se transfirió a un tubo Falcon 

estéril y se centrifugó a 300 g durante 10 min. Finalmente, los Mo aislados se 

resuspendieron en medio RPMI completo. Las células viables fueron contadas en cámara 

de Neubauer con el colorante Azul de Tripán. La pureza de los Mo se evaluó por 

citometría de flujo mediante marcación con AcMo (células CD14+) y fue mayor al 90% 

(Figura 4). 

 

Figura 4: Pureza de los Mo. Zebra plot representativo de la pureza de los Mo aislados luego de 
eliminar dobletes, mayor al 90%. 

 

 

6. ENSAYOS DE CO-CULTIVO 

 

Se realizaron cultivos de PBMC (5x105 células) o células NK aisladas (1x105 

células) en ausencia (medio) o presencia de células K562, SN12c o 786-O (3x105 células 

en todos los casos) en placas de 96 pocillos de fondo en “U”, en un volumen final de 200 
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µl. Luego de 48 hs se evaluó la expresión de PD-L1 en las células NK por citometría de 

flujo. 

En algunos cultivos se evaluó el número de células NK presentes, para ello se 

consideró el número de eventos adquiridos por el citómetro de flujo, correspondientes 

a células NK, en un volumen fijo de muestra. 

 

6.1. Ensayos de degranulación 

Se realizaron cultivos de PBMC en ausencia o presencia de las líneas celulares de 

RCC SN12c y 786-O. Las células fueron cultivadas durante 5 hs en presencia de Brefeldina 

A y Monensina (ambas de Biolegend) y AcMo CD107a, y luego evaluamos la 

degranulación (expresión de CD107a) en las células NK por citometría de flujo. 

 

6.2. Ensayos de transwell 

A fin de evitar el contacto célula-célula se realizaron cultivos separando las 

células utilizando dispositivos de transwell (Biofil) con poros de 0,4 µm que permiten 

únicamente el pasaje de factores solubles.  

Para ello se sembraron 1x106 PBMC en placas de 24 pocillos a los que se les 

colocó un transwell donde se sembraron 6x105 células de la línea K562, SN12c o 786-O. 

En otra serie de experimentos se sembraron células con el siguiente esquema: 

1- En el pocillo 2x105 células NK aisladas cultivadas en ausencia o presencia de 

6x105 células K562 (como control, sin transwell) 

2- En la parte inferior del pocillo 2x105 células NK aisladas y dentro del transwell 

1x106 PBMC y 6x105 K562. 

3- En la parte inferior del pocillo 2x105 células NK aisladas y 6x105 K562, y dentro 

del transwell 1x106 PBMC. 

4- En la parte inferior del pocillo 2x105 células NK aisladas y 6x105 K562, y dentro 

del transwell 1x106 PBMC y 6x105 K562. 

En todos los casos se utilizó medio para completar un volumen final de 200 µl en 

la parte inferior del pocillo y el mismo volumen dentro del transwell. 
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6.3. Ensayos con medios condicionados (MC) 

Se obtuvieron MC libres de células recolectando sobrenadantes de cultivos de 

PBMC en ausencia o presencia de células K562, los mismos fueron utilizados luego para 

estimular células NK aisladas en ausencia o presencia de K562. Luego de 48 hs se evaluó 

la expresión de PD-L1 en las células NK por citometría de flujo. 

 

6.4. Ensayos de bloqueo, neutralización y estimulación 

En algunos cultivos de PBMC con K562 se realizó el bloqueo del receptor NKG2D 

y del receptor de IFN-γ (IFN-γR) utilizando los AcMo anti-NKG2D (20 µg/ml, clon 1D11, 

BioLegend) y anti-IFN-γR (10 µg/ml, clon GIR-208, BioLegend) y la neutralización de IL-

12, IL-15, IL-18 e IFN-γ utilizando los AcMo anti-IL-12 (10 µg/ml, clon QS-12p70, Abcam), 

anti-IL-15 (10 µg/ml, clon ct2nu, eBioscience), anti-IL-18 (10 μg/ml, clon 125-2H, MBL) y 

anti-IFN-γ (10 µg/ml, clon NIB42, BioLegend). En otros cultivos de PBMC con células 

SN12c y 786-O se realizó la neutralización de IL-18. En algunos cultivos con K562, a fin 

de bloquear la señalización a través del receptor de IL-1, se utilizó un antagonista del 

receptor de IL-1 (IL-1RA) en distintas concentraciones (1, 10, 100 o 1000 ng/ml, Tonbo 

Biosciences). Los PBMC fueron preincubados con el AcMo neutralizante o con el 

antagonista durante 30 min luego de lo cual se agregaron las células tumorales. 

Por otra parte, se realizaron cultivos de células NK aisladas en ausencia o 

presencia de células K562, y a su vez, en ausencia o presencia de la citoquina 

recombinante IL-18 (10 ng/ml, MBL). Adicionalmente, se realizaron cultivos de PBMC en 

presencia de diferentes concentraciones de la citoquina recombinante IL-1β (0,1, 1, 10 

o 100 ng/ml, Tonbo Biosciences). 

Luego de 48 hs las células fueron cosechadas y se analizó a la expresión de PD-

L1 en las células NK por citometría de flujo. 

 

6.5. Ensayos con monocitos 

Se realizaron cultivos de células NK aisladas en presencia de Mo autólogos 

aislados (1x105 células) con células K562, y en ausencia o presencia del AcMo 



Materiales y métodos 

53 

 

neutralizante anti-IL-18 (10 μg/ml). Luego de 48 hs se evaluó la expresión de PD-L1 en 

las células NK por citometría de flujo. 

 

6.6. Ensayos con inhibidores 

En otros cultivos de PBMC con células K562, a fin de inhibir distintos procesos 

intracelulares se utilizó catalasa (1000 U/ml, Sigma-Aldrich), L-NAME (100 μM, Sigma-

Aldrich), A740003 (1 μM, Sigma-Aldrich), cloroquina (10 μM, Sigma-Aldrich), 

bafilomicina (100 nM, Enzo Life Sciences) y citocalasina D (10 μM, Sigma-Aldrich). Los 

PBMC fueron incubados con las distintas drogas durante 30 min a 37 °C, y 

posteriormente se agregaron las células K562. Luego de 48 hs las células fueron 

cosechadas, la expresión de PD-L1 en las células NK fue evaluada la por citometría de 

flujo y la concentración de IL-18 en los sobrenadantes de cultivo fue cuantificada por 

ELISA. 

 

6.7. Ensayo de fagocitosis 

Se preincubaron Mo aislados (7,5x104 células) en ausencia o presencia de 

citocalasina D (10 μM) durante 30 min a 37 °C, posteriormente se agregaron células K562 

(2,25x105 células) previamente marcadas con eFluorDye 670 (Invitrogen), en un 

volumen final de 150 µl. Luego de 30 min de cultivo las células fueron cosechadas, las 

mismas fueron marcadas con AcMo anti-CD14 con el fin de identificar a los Mo y se 

evaluó el porcentaje de fagocitosis por citometría de flujo, medido como el porcentaje 

de Mo (células CD14+) que eran positivas para eFluorDye 670. 

 

 

7. CITOMETRÍA DE FLUJO 

 

7.1. Anticuerpos 

Los AcMo utilizados se listan en la Tabla 2. 
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Tabla 2: AcMo contra moléculas humanas utilizados para las inmunomarcaciones. 

 

7.2. Inmunomarcación de superficie 

Las inmunomarcaciones directas de superficie se realizaron en placas de 96 

pocillos con fondo en “V”. Las células fueron lavadas con SF y luego resuspendidas en 20 

μl de la dilución correspondiente de AcMo conjugados a fluorocromo. Las diluciones de 

los AcMo se realizaron en SF con 10% de suero normal de ratón con el objetivo de 

bloquear las uniones inespecíficas. Luego de una incubación de 30 min a 4 °C en 

oscuridad, se lavaron con 100 μl de SF y se fijaron con 10 μl de una solución de 

paraformaldehído (PFA) 4% durante 15 min en oscuridad a TA. Finalmente, las células 

fueron lavadas y resuspendidas en SF y se mantuvieron a 4 °C y oscuridad hasta el 

momento en que fueron adquiridas en el citómetro de flujo. 

 

7.3. Inmunomarcación intracitoplasmática 

La inmunomarcación intracitoplasmática de IFN-γ se realizó a continuación de la 

inmunomarcación de superficie directa con AcMo anti-CD3 y anti-CD56. Para ello, las 

células se lavaron e incubaron con 80 μl del reactivo FOXP3 Fix/Perm (BioLegend) 
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durante 20 min a TA. Posteriormente, las células fueron lavadas con SF y 

permeabilizadas utilizando 80 μl del reactivo FOXP3 Perm (BioLegend) durante 15 min a 

TA en oscuridad. Las células fueron nuevamente lavadas con SF e incubadas con el AcMo 

anti-IFN-γ durante 30 min a TA en oscuridad. La dilución del AcMo se realizó utilizando 

el reactivo FOXP3 Perm. Al término de la incubación, se realizó un lavado con SF y una 

nueva fijación con el fin de preservar la marcación intracitoplasmática. Finalmente, las 

células fueron lavadas y resuspendidas en SF y se mantuvieron a 4 °C y oscuridad hasta 

el momento en que fueron adquiridas en el citómetro de flujo. 

 

7.4. Evaluación de activación y funciones efectoras de las células NK 

En algunos cultivos de PBMC con células K562 se evaluó a las 48 hs la expresión 

de distintos marcadores relacionados con la activación (CD25), homing (CD69) y 

funciones efectoras (TRAIL, FasL, CD107a e IFN-γ) de las células NK por citometría de 

flujo. Para evaluar la degranulación (expresión de CD107a) y la producción de IFN-γ las 

células fueron cultivadas durante las últimas 5 hs en presencia de Brefeldina A y 

Monensina. 

 

7.5. Expresión de PD-L1 en muestras de pacientes con ccRCC 

Las muestras de los pacientes con ccRCC fueron marcadas siguiendo el protocolo 

descripto en la sección 7.2. Las muestras de sangre periférica se marcaron para CD45, 

CD3, CD56 y PD-L1. Las células NK de sangre periférica (PBNK) se definieron como 

CD45+CD3-CD56+, dentro de las cuales se evaluó la expresión de PD-L1. Por otro lado, las 

suspensiones celulares obtenidas a partir de las biopsias tumorales fueron marcadas 

para CD34, CD45, CD3, CD56, PD-L1 y ZombieAqua (dil 1/600, BioLegend) para evaluar 

viabilidad celular. La expresión de PD-L1 se evaluó en las células NK intratumorales 

(TINK) vivas (células ZombieAqualowCD45+CD34-CD3-CD56+). En ambos casos se utilizó el 

FMO (Fluorescence Minus One) para determinar las poblaciones PD-L1- y PD-L1+, 

siguiendo la estrategia de gating de la Figura 5. 
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Figura 5: Estrategia de gating para la expresión de PD-L1 en pacientes con ccRCC. Estrategia 
empleada para analizar la expresión de PD-L1 en PBNK y TINK de pacientes con ccRCC. Las PBNK 
se definieron como CD45+CD3-CD56+ y las TINK como ZombieAqualowCD45+CD34-CD3-CD56+. En 
ambos casos se utilizó el FMO para determinar las poblaciones PD-L1- y PD-L1+. 

 

7.6. Expresión de PD-L1 en células NK estimuladas in vitro 

Las células NK aisladas o los PBMC fueron marcados para CD3, CD56 y PD-L1 

luego de los cultivos, y se analizó la expresión de PD-L1 en las células NK (células CD3-

CD56+). Se realizó la misma marcación para las muestras a tiempo 0 hs y se fijaron tres 

regiones o gates en función de la expresión basal de PD-L1 en las células NK. Se 

establecieron de esta manera tres poblaciones, una que no expresa PD-L1 (PD-L1-), otra 

con baja expresión de PD-L1 (PD-L1low) y otra con alta expresión de PD-L1 (PD-L1hi), estos 

gates fueron los utilizados para analizar las células luego del cultivo. La estrategia de 

gating se muestra en la Figura 6. 
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Figura 6: Estrategia de gating para la expresión de PD-L1 in vitro. Estrategia empleada para 
analizar la expresión de PD-L1 in vitro en las células NK. Se seleccionaron las células linfoides de 
acuerdo a su tamaño y granularidad, se eliminaron los dobletes, y se seleccionaron las células 
NK (CD3-CD56+). Se fijaron dos gates en función de la expresión basal de PD-L1 en las células NK 
a tiempo 0 hs. Se establecieron de esta manera dos poblaciones, una con baja expresión de PD-
L1 (PD-L1low) y otra con alta expresión de PD-L1 (PD-L1hi), estos gates fueron los utilizados para 
analizar las células luego de los cultivos. 

 

Las muestras fueron adquiridas utilizando el equipo FACSCanto II (BD, 

Bioscience), MACSQuant Analyzer 10 o MACSQuant Analyzer 16 (Miltenyi Biotec) y los 

datos obtenidos se analizaron con el programa FlowJo (v10 Tree Star). Los resultados se 

expresaron en algunos casos como porcentaje de células positivas y en otros casos como 

intensidad de fluorescencia media (MFI, Mean Fluorescence Intensity). 

 

 

8. ELISA 

 

Con el objeto de cuantificar IL-18 secretada durante algunos de los cultivos se 

analizaron los sobrenadantes por medio de ensayos de ELISA sandwich. Para ello se 

incubaron las placas de ELISA (COSTAR 3590 de alto pegado) con un AcMo anti-IL-18 (5 

μg/ml, clon 125-2H, MBL) como Ac de captura durante 18 hs a 4 °C en cámara húmeda. 
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Luego de cuatro lavados con PBS-0,05% Tween 20 (Buffer de lavado, BL) las placas se 

bloquearon con PBS-BSA 1% durante 1 h a 37 °C. Se realizaron cuatro lavados con BL y 

se sembraron 50 μl/pocillo de los sobrenadantes de cultivo o el estándar de IL-18 

recombinante (MBL) para trazar la curva de calibración. Las placas se incubaron durante 

18 hs a 4 °C y luego se realizaron cuatro lavados con BL. A continuación, se agregó a cada 

pocillo el AcMo anti-IL-18 biotinilado (0,5 μg/ml, clon 159-12B, MBL) y se incubó durante 

2 hs a TA, luego de lo cual se lavó cuatro veces con BL, se incubó con avidina marcada 

con HRP (BioLegend) durante 30 min a TA y se lavó cinco veces con BL. El revelado se 

realizó con una dilución de tetra‐metil bencidina (TMB, Sigma-Aldrich) en buffer citrato 

fosfato (pH=5) y H2O2. La reacción se frenó luego de 10-15 min con H2SO4 2N y se realizó 

la lectura en un lector de ELISA Multiskan FC (Thermo Fisher) utilizando los filtros de 450 

nm y de 550 nm. 

 

 

9. MARCACIÓN DE POBLACIONES CELULARES CON TRAZADORES 

FLUORESCENTES 

 

Para las marcaciones con CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Invitrogen) 

las células se lavaron y resuspendieron en SF a una concentración de 20x106 células/ml, 

luego se diluyeron al medio con una solución de CFSE (10 μM en la marcación de Mo 

para microscopía, y 3 μM en la marcación de LT para proliferación), se incubaron durante 

6 min a TA y se lavaron tres veces en frío con SF-SFB 10% a 600 g durante 5 min. 

Para las marcaciones con eFluorDye 670 las células K562 se lavaron y 

resuspendieron en SF a una concentración de 5x106 células/ml, se diluyeron al medio 

con una solución 2 μM de eFluorDye 670, se incubaron durante 6 min a 37 °C y se lavaron 

tres veces en frío con SF-SFB 10% a 600 g durante 5 min, estas células fueron utilizadas 

en el ensayo de fagocitosis por citometría de flujo. 

Para la tinción con Vybrant DiD (Invitrogen) las células K562 se lavaron y 

resuspendieron en SF a una concentración de 2x106 células/ml y se agregaron 5 µl de 

Vybrant DiD por cada ml de células, se incubaron durante 15 min a 37 °C y se lavaron 
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tres veces en frío con SF-SFB 10% a 600 g durante 5 min, estas células fueron utilizadas 

para evaluar la fagocitosis por microscopía. 

En todos los casos al finalizar los lavados las células se resuspendieron en RPMI 

completo, se contaron y se utilizaron para los correspondientes experimentos.  

 

 

10. MICROSCOPÍA 

 

Para evaluar la fagocitosis por microscopía de fluorescencia se trataron 

cubreobjetos redondos de 12 mm con poly-L-lisina 0,02% (Sigma-Aldrich) durante 2 min, 

luego fueron lavados con agua y colocados en placas de 24 pocillos. Sobre los 

cubreobjetos se sembraron Mo aislados (1,25x105 células) previamente marcados con 

CFSE y se incubaron durante 30 min a 37 °C en medio de cultivo sin suero para favorecer 

la adhesión de los Mo al vidrio. Luego fueron cultivados en ausencia o presencia de 

células K562 (3,75x105 células) marcadas con Vybrant DiD en un volumen final de 250 µl 

durante 2 hs a 37 °C. Posteriormente los vidrios fueron lavados dos veces con SF y fijados 

con PFA 4% durante 20 min a TA y oscuridad. Las células fueron permeabilizadas con 

buffer saponina frío (SF, 10% SFB, saponina 0,5%) durante 30 min a TA y en oscuridad. 

Finalmente, los vidrios fueron montados sobre portaobjetos con VectaShield (Vector 

Laboratories). Las imágenes fueron obtenidas con el microscopio confocal Carl Zeiss LSM 

880- Airyscan- Elyra P1 y procesadas con los programas ImageJ y ZEN (blue edition). 

 

 

11. CELL SORTING Y ENSAYO DE PROLIFERACIÓN DE LINFOCITOS T 

 

Con el fin de evaluar la capacidad inmunosupresora de las células NK PD-L1hi se 

realizaron cultivos de PBMC (5x105 células) en ausencia o presencia de células K562 

(3x105 células) en placa de 96 pocillos con fondo en “U” durante 48 hs. Posteriormente 

se cosecharon juntas las células de los pocillos pertenecientes a la misma condición de 

cultivo. Las células fueron marcadas con AcMo anti-CD3 y anti-CD56 tal como se detalla 
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anteriormente en la sección de citometría de flujo, pero en condiciones asépticas en 

buffer Miltenyi, y se realizó un cell sorting de las células NK (células CD3-CD56+) 

utilizando el equipo FACSAria II-plus (BD Bioscience). Las células aisladas fueron 

recolectadas en tubos estériles conteniendo RPMI completo suplementado con 20% de 

SFB. Las células NK provenientes de los cultivos en ausencia de células tumorales se 

denominaron células NKcontrol, y las provenientes de los cultivos con K562 se 

denominaron células NKtumor-experienced (NK-te). 

Por otro lado, LT autólogos (5x104 células) previamente marcados con CFSE 

fueron cultivados en placas de 96 pocillos con fondo en “U” en ausencia o presencia de 

AcMo anti-CD3 (1,5 µg/ml, clon OKT3, BioLegend), previamente adsorbido a placa con 

SF durante 2 hs a 37°C, y de AcMo anti-CD28 soluble (1,5 µg/ml, clon CD28.2, 

BioLegend), con el fin de inducir su activación. A su vez, los LT que fueron estimulados 

con anti-CD3 y anti-CD28 fueron cultivados en ausencia o presencia de células NKcontrol 

(104; 2,5x104 ó 5x104 células) o NK-te (104; 2,5x104 ó 5x104 células), y en ausencia o 

presencia de un AcMo bloqueante anti-PD-L1 (20 μg/ml, clon 29E.2A3, BioLegend). 

Luego de 5 días evaluamos la proliferación de LT CD4+ y LT CD8+ como dilución de CFSE 

por citometría de flujo. La proliferación fue normalizada con la proliferación de los LT en 

ausencia de células NK para cada donante.  

Se calculó el porcentaje de proliferación relativa para LT CD4+ o LT CD8+ de la 

siguiente manera: 

 

% LT 𝐶𝐹𝑆𝐸𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖𝑑𝑜 (𝑐𝑜𝑛 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑁𝐾𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑜 𝑁𝐾-𝑡𝑒)

% LT 𝐶𝐹𝑆𝐸𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖𝑑𝑜 (sin 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑁𝐾)
 𝑥 100 

 

Adicionalmente se evaluó en los LT CD4+ y LT CD8+ la frecuencia de expresión del 

marcador de activación CD25 y la frecuencia de células muertas (células ZombieAqua+). 
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12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Las diferencias entre los conjuntos de datos se calcularon realizando un ANOVA 

de una vía con test post-hoc de Tukey para comparaciones múltiples o test post-hoc 

Dunnett para comparaciones contra una única condición. En otros conjuntos de datos 

se realizó ANOVA de dos vías con test post-hoc Sidak para comparaciones múltiples. 

Para comparación de dos grupos experimentales se utilizó el test estadístico t de Student 

y para evaluar correlación se utilizó el coeficiente de correlación de Pearson. Para el 

análisis se utilizó el programa GraphPad Prism 6 y se consideró p<0,05 como 

estadísticamente significativo. 

 

 



RESULTADOS 
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1. ROL DE LAS CÉLULAS NK EN LA PROGRESIÓN TUMORAL DE PACIENTES

CON ccRCC

Con el objetivo de comenzar a estudiar el rol de las células NK en la progresión 

tumoral de pacientes con ccRCC y complementar los hallazgos de nuestro laboratorio 

acerca de las alteraciones fenotípicas y funcionales de las TINK en pacientes con ccRCC 

(216,217), realizamos un análisis de la base de datos TCGA utilizando la plataforma 

GEPIA2. Para estimar el infiltrado de células NK en dichas muestras a partir de los datos 

de RNAseq disponibles, utilizamos una firma de expresión genética que incluye 10 genes 

que se encuentran altamente expresados en células NK y que no se expresan o lo hacen 

débilmente en otras células (NCR1, XCL1, XCL2, NCAM1, NCR3, IL18RAP, KIR2DL4, 

KLRC3, KLRD1 y NCR2) (219–222). El análisis de sobrevida de Kaplan-Meier mostró que 

un alto infiltrado de células NK se asociaba con una menor sobrevida libre de 

enfermedad y una menor sobrevida en general (Figura 7). Estos resultados nos sugieren 

que la presencia de las células NK en el tumor puede tener un impacto negativo en la 

sobrevida de pacientes con ccRCC. 

Figura 7: Impacto del infiltrado de células NK en la sobrevida de pacientes con ccRCC. Se realizó 
un análisis de sobrevida para pacientes con ccRCC (KIRC, n=516) a partir de datos disponibles en 
TCGA. La sobrevida libre de enfermedad (izquierda) y la sobrevida (derecha) de pacientes con 
alto (línea roja) y bajo (línea azul) infiltrado de células NK se estableció de acuerdo a la expresión 
de 10 genes asociados a células NK. Se muestran los gráficos de Kaplan-Meier, para los cuartiles 
superior (alto) e inferior (bajo infiltrado de células NK). El cociente de riesgo (Hazard Ratio, HR) 
y los valores de p se muestran en la parte inferior izquierda de cada curva. 
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2. EXPRESIÓN DE PD-L1 EN CÉLULAS NK DE PACIENTES CON ccRCC 

 

Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que en modelos de 

ratones portadores de tumor la presencia de células NK que expresan altos niveles de 

PD-L1 puede tener un rol inhibitorio sobre la respuesta inmune antitumoral. (136). 

Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos investigar si las células NK de pacientes 

con ccRCC también presentan un aumento en la expresión de PD-L1. Para ello, en primer 

lugar, analizamos la frecuencia de TINK dentro de los leucocitos (células CD45+) en 

muestras frescas de tumor de pacientes con ccRCC mediante citometría de flujo y 

observamos que dichos tumores se encuentran infiltrados por células NK, con 

frecuencias que oscilan entre el 3,46 % y el 44,19 %. (Figura 8). 

 

Figura 8: Infiltrado de células NK en pacientes con ccRCC. Frecuencia de células NK infiltrantes 
de tumor (TINK) en pacientes con ccRCC (n=17). 
 

A continuación, evaluamos la expresión de PD-L1 en PBNK de los pacientes con 

ccRCC y de DS y observamos que la frecuencia de células NK PD-L1+ y la intensidad de 

expresión de PD-L1 fue similar en ambos grupos (Figura 9A y B). 

Un mayor infiltrado de células NK en tumores se asocia con una 

disminución de la sobrevida de pacientes con ccRCC. 
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Figura 9: Análisis de PBNK de DS y pacientes con ccRCC. Frecuencia de células NK PD-L1+ (A) e 
Intensidad de fluorescencia media (MFI) de PD-L1 (B) en PBNK de DS (n=41) y de pacientes con 
ccRCC (n=22), evaluado por citometría de flujo Se realizó el test estadístico t de Student (A y B 
no pareado). ns: no significativo. 

 

Sin embargo, cuando evaluamos la expresión de PD-L1 en las TINK observamos 

un aumento significativo en la frecuencia de células NK que expresan PD-L1 y en la 

intensidad de expresión de PD-L1 en comparación con las PBNK de los mismos pacientes 

(Figura 10A, B y C).  

 

Figura 10: Análisis de PBNK y TINK de pacientes con ccRCC. Frecuencia de células NK PD-L1+ (A) 
e Intensidad de fluorescencia media (MFI) de PD-L1 (B), en PBNK y TINK pareados de pacientes 
con ccRCC, evaluado por citometría de flujo (n=17). (C) Zebra plots representativos de CD56 vs 
PD-L1 en PBNK y TINK de un paciente con ccRCC. Se realizó el test estadístico t de Student (A y 
B pareado). *p<0,05; ***p<0,001. 

 

Además, observamos una tendencia a una mayor acumulación de células NK que 

expresan PD-L1 en los tumores de mayor tamaño (Figura 11). En conjunto, estos 

resultados sugieren que las células NK cambian su fenotipo y comienzan a expresar PD-
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L1 en el microambiente tumoral, pero no en la periferia, y que la presencia de esta 

población podría estar asociada con un mayor tamaño tumoral. 

 

Figura 11: Tamaño tumoral y expresión de PD-L1 en TINK. Frecuencia de células NK PD-L1
+
 en 

TINK de pacientes con ccRCC agrupados según tamaño tumoral (chico<40cm3, grande> 40cm3) 
evaluado por citometría de flujo (n=5-11). Se realizó el test estadístico t de Student (no pareado), 
p=0,217. 
 

 

 

3. INDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PD-L1 EN CÉLULAS NK IN VITRO 

 

A continuación, con la finalidad de estudiar en detalle los mecanismos que 

gobiernan la aparición de células NK que expresan PD-L1 frente al reconocimiento 

tumoral, nos propusimos generar un sistema in vitro que nos permita inducir la 

expresión de PD-L1 en PBNK de DS. En primera instancia evaluamos si las células NK 

pueden reconocer y activarse frente a distintas líneas celulares de RCC, para ello 

realizamos cultivos de PBMC de DS con las líneas celulares de RCC SN12c y 786-O y luego 

de 5 hs evaluamos por citometría de flujo la expresión de CD107a en las células NK. 

Observamos que las células NK son capaces de degranular contra ambas líneas de RCC 

(Figura 12A y B). 

Los tumores de pacientes con ccRCC exhiben una acumulación de 

células NK que expresan altos niveles de PD-L1. 
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Figura 12: Capacidad de reconocimiento de líneas de RCC. (A) Frecuencia de células NK CD107a+ 
luego de 5 hs de cultivo de PBMC de DS con las líneas de RCC SN12c y 786-O, evaluado por 
citometría de flujo (n=4). (B) Zebra plots representativos de los datos mostrados en A. Los datos 
en A corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc de Dunnett. 
*p<0,05. 
 

Luego, con el fin de evaluar la capacidad de las líneas de RCC de inducir PD-L1 en 

las células NK repetimos los co-cultivos de PBMC de DS con las líneas celulares SN12c y 

786-O y luego de 48 hs evaluamos la expresión de PD-L1 en las células NK por citometría 

de flujo. Observamos que ambas líneas celulares fueron capaces de inducir una elevada 

expresión de PD-L1 en las células NK (Figuras 13A, B). 

 

Figura 13: Capacidad de inducción de PD-L1 con líneas de RCC. (A) Frecuencia de células NK PD-

L1
hi

 luego de 48 hs de cultivo de PBMC de DS en ausencia (Medio) o presencia de las líneas de 
RCC SN12c y 786-O, evaluado por citometría de flujo (n=12). (B) Zebra plots representativos de 
los datos mostrados en A. Los datos en A corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de 
una vía con test post-hoc de Dunnett. ***p<0,001; ****p<0,0001. 

 

A su vez, el contacto celular con las células tumorales fue esencial para la 

inducción de la expresión de PD-L1, ya que la separación de los PBMC de las células 
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tumorales mediante el uso de transwells impidió la inducción de PD-L1 (Figura 14). Por 

lo tanto, la interacción directa con las células tumorales de RCC promueve la expresión 

de PD-L1 en las células NK, que se asemejan a las células NK detectadas en el 

microambiente tumoral. 

 

Figura 14: Rol del contacto directo con líneas de RCC. Frecuencia de células NK PD-L1hi luego de 
48 hs de cultivo de PBMC de DS en ausencia (Medio) o presencia de las líneas de RCC SN12c 
(izquierda) y 786-O (derecha) en contacto directo o separadas por transwells (Tw), evaluada por 
citometría de flujo (n=7). Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una 
vía con test post-hoc de Dunnett. ***p<0,001; ****p<0,0001. 

 

 

 

A diferencia de las líneas celulares utilizadas ampliamente para el estudio de las 

células NK (como la línea celular K562), estas líneas de RCC expresan niveles normales 

de moléculas de HLA de clase I, lo que genera una mayor variabilidad en la respuesta de 

distintos donantes. Este fenómeno se debe a principalmente a diferencias en los 

haplotipos de receptores KIR expresados por dichos donantes y su capacidad diferencial 

de reconocer a las moléculas de HLA expresadas por las líneas celulares. Con el fin de 

minimizar esta dispersión, y teniendo en cuenta resultados previos de mi Tesis de 

Licenciatura, decidimos utilizar principalmente la línea celular K562 para estudiar en 

detalle los mecanismos involucrados en la inducción de la expresión de PD-L1 en células 

La expresión de PD-L1 en las células NK puede inducirse mediante la 

interacción directa con las células tumorales de RCC. 



Resultados 

69 

 

NK in vitro, y utilizar las líneas de RCC SN12c y 786-O para corroborar los hallazgos más 

relevantes. 

Previamente demostramos que en cultivos de células NK o PBMC de DS con la 

línea celular K562, estas células tumorales son capaces de inducir la expresión de PD-L1 

en las células NK, y que dicha expresión es aún mayor en las células NK en presencia de 

otras células que forman parte de los PBMC (Figura 15A, B). A su vez, demostramos que 

es necesario el contacto entre las células NK y las células K562 para inducir la expresión 

de PD-L1, ya que la utilización de transwells impidió la inducción de PD-L1 (Figura 15C). 

Además, teniendo en cuenta la relevancia del receptor NKG2D en el reconocimiento de 

células tumorales y sabiendo que las células K562 expresan NKG2DL (224), utilizamos un 

AcMo bloqueante contra dicho receptor, y observamos que la expresión de PD-L1 en las 

células NK se debe parcialmente al reconocimiento de las células tumorales a través del 

receptor NKG2D (Figura 15C). 

 

Figura 15: Participación de otras células y rol del contacto directo con células K562. (A) 
Frecuencia de células NK PD-L1hi luego de 48 hs de cultivo de células NK aisladas o PBMC en 
ausencia (Medio) o presencia de células K562, evaluado por citometría de flujo (n=7-11). (B) 
Zebra plots representativos de los datos mostrados en A. (C) Frecuencia de células NK PD-L1hi 
luego de 48 hs de cultivo de PBMC en ausencia (Medio) o presencia de células K562, en contacto 
o separadas por un Tw, o en presencia de un AcMo bloqueante anti-NKG2D, evaluado por 
citometría de flujo (n=4). Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de dos 
vías con test post-hoc de Sidak (A), y ANOVA de una vía con test post-hoc de Dunnett (C). 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Estos resultados forman parte de mi tesis de 
Licenciatura. 

 

Por otra parte, con el fin de discernir si el aumento observado en la frecuencia 

de células NK que expresan PD-L1 era debido a una inducción en la expresión de PD-L1 
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en células NK que eran previamente negativas o a una proliferación preferencial de las 

células NK que expresan basalmente esta molécula, evaluamos el número de células NK 

presentes en los cultivos de PBMC en ausencia o presencia de células K562 luego de 48 

hs. Observamos que el número de células NK se mantuvo estable y no mostró 

diferencias significativas entre ambos cultivos (Figura 16). Resultados similares fueron 

obtenidos utilizando las líneas de RCC (no mostrado). Esto sugiere que en los cultivos 

con células K562 no se produce una proliferación de las células NK y, por lo tanto, el 

aumento en la frecuencia de células NK que expresan PD-L1 se debe al aumento de la 

expresión de PD-L1 en las células NK y no a una proliferación diferencial. 

 

Figura 16: Número de células NK presentes en cultivo. Número de células NK en cultivos de 
PBMC en ausencia (Medio) o presencia de células K562 luego de 48 hs, evaluado por citometría 
de flujo (n=8). Se realizó el test estadístico t de Student, pareado. ns: no significativo. 
 

Posteriormente, con el fin de evaluar la participación diferencial de factores 

solubles y del contacto celular en la inducción de PD-L1, realizamos cultivos de células 

NK solas o células NK en contacto con células K562 (compartimiento inferior) separadas 

por transwells de PBMC o células K562 y PBMC (compartimiento superior), tal como se 

representa en el esquema de la Figura 17A. Luego de 48 hs evaluamos la expresión de 

PD-L1 en las células NK del compartimiento inferior. Observamos que las células NK que 

únicamente recibieron la estimulación de factores solubles derivados de PBMC y células 

K562 no mostraron un aumento en la expresión de PD-L1 (Figura 17B, barra roja), 

mientras que las células NK que experimentaron el contacto directo con las células K562 

y recibieron los factores solubles derivados de PBMC mostraron un ligero aumento en 

la expresión de esta molécula (Figura 17B, barra azul). Sin embargo, la mayor expresión 
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de PD-L1 se observó en las células NK que experimentaron el contacto directo con las 

células K562 y recibieron a su vez los factores solubles derivados de PBMC en contacto 

con células K562 (Figura 17B, barra verde). 

 

Figura 17: Requerimientos para la expresión de PD-L1. (A) Diseño experimental utilizado para 
evaluar los requerimientos para la inducción de PD-L1 en las células NK. Se cultivaron células NK 
aisladas, PBMC y células K562 separadas por Tw como se indica en la figura. (B) Frecuencia de 
células NK PD-L1hi luego de 48 hs de cultivo de células NK aisladas en ausencia (Medio) o 
presencia de células K562 o PBMC en contacto o separadas por un Tw, siguiendo el esquema de 
(A), evaluado por citometría de flujo en las células NK presentes en el compartimiento inferior 
(n=3). Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc 
de Tukey. ns: no significativo, **p<0,01; ****p<0,0001. 

 

 Estos resultados fueron confirmados utilizando MC libres de células obtenidos 

recolectando sobrenadantes de cultivos de PBMC en ausencia o presencia de células 

K562 que fueron luego utilizados para estimular células NK en ausencia o presencia de 

células K562 (Figura 18A). Luego de 48 hs observamos que en los cultivos de células NK 

con células K562 estimuladas con el MC proveniente de PBMC con K562 (Figura 18B, 

círculos grises) se produjo un aumento en la expresión de PD-L1 comparado con el 

mismo cultivo estimulado con el MC proveniente de PBMC solos (Figura 18B, círculos 

blancos), mientras que en los cultivos de células NK en ausencia de células tumorales no 

se indujo la expresión de PD-L1 independientemente del MC utilizado para estimularlas. 

En conjunto, demostramos que el contacto entre las células NK y las células tumorales 
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en cooperación con factores solubles derivados de PBMC que estuvieron en contacto 

con células K562 induce fuertemente la expresión de PD-L1 en las células NK. 

 

Figura 18: Estímulo con medios condicionados. (A) Diseño experimental utilizado para generar 
los medios condicionados (MC) y posteriores cultivos. Se cultivaron PBMC en ausencia o 
presencia de células K562, luego de 48 hs se recolectaron los sobrenadantes y los MC obtenidos 
se utilizaron para estimular células NK en ausencia o presencia de células K562 durante 48 hs. 
(B) Frecuencia de células NK PD-L1hi luego de 48 hs de cultivo de células NK en ausencia o 
presencia de células K562 estimuladas con MC de PBMC (círculos blancos) o PBMC con células 
K562 (círculos grises), evaluado por citometría de flujo (n=4). Se realizó ANOVA de dos vías con 
test post-hoc de Sidak. ns: no significativo, **p<0,01. 
 

 

 

4. IDENTIFICACIÓN DE FACTORES SOLUBLES INVOLUCRADOS EN LA 

EXPRESIÓN DE PD-L1 

 

A raíz de los resultados obtenidos buscamos identificar el o los factores solubles 

involucrados en la inducción de la expresión de PD-L1. Teniendo en cuenta que las 

citoquinas IL-12, IL-15 e IL-18, producidas por células mieloides, pueden actuar como un 

potente estímulo para activar a las células NK (23), decidimos analizar su posible 

participación en la inducción de PD-L1 en estas células. Para ello realizamos cultivos de 

El reconocimiento tumoral a través del receptor NKG2D y los factores 

solubles derivados de PBMC que reconocieron células tumorales inducen la 

expresión de PD-L1 en las células NK. 
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PBMC con células K562 en presencia de AcMo neutralizantes de cada una de estas 

citoquinas, y observamos que la neutralización de IL-18, pero no de IL-12 o IL-15, inhibió 

significativamente el aumento en la expresión de PD-L1 en las células NK (Figura 19A). 

Además, comprobamos que el agregado de células K562 a cultivos de PBMC induce la 

secreción de IL-18 en dichos cultivos (Figura 19B). La presencia de IL-18 en esos cultivos 

no se debe a una producción por parte de las células K562, ya que confirmamos que 

estas células no producen dicha citoquina (no mostrado). Estos resultados demuestran 

la participación de IL-18 en la inducción de PD-L1 en las células NK. 

 

Figura 19: Factores solubles involucrados en la expresión de PD-L1. (A) Frecuencia de células 
NK PD-L1hi luego de 48 hs de cultivo de PBMC en ausencia (Medio) o en presencia de células 
K562 y AcMo neutralizantes de distintas citoquinas, evaluada por citometría de flujo (n=5). (B) 
Concentración de IL-18 en los sobrenadantes de cultivos de PBMC en ausencia (Medio) o 
presencia de células K562, medido mediante ELISA (n=13). Los datos corresponden a la media ± 
SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc de Dunnett (A), y el test estadístico t de 
Student (B). ns: no significativo, *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. Estos resultados forman 
parte de mi tesis de Licenciatura. 

 

Teniendo en cuenta que IL-18 aumenta la producción de IFN-γ en las células NK 

y que esta citoquina es un potente estímulo para la expresión de PD-L1 en otros tipos 

celulares, nos preguntamos si el efecto de IL-18 sobre la expresión de PD-L1 es indirecto, 

y está mediado por IFN-γ. Para responder este interrogante cultivamos PBMC con 

células K562 en ausencia o presencia de un AcMo bloqueante del receptor de IFN-γ o de 

un AcMo neutralizante de dicha citoquina. Al evaluar la expresión de PD-L1 en las células 

NK luego de 48 hs no observamos diferencias significativas en su expresión en ausencia 
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o presencia de los AcMo, demostrando que la inducción de PD-L1 en las células NK no 

involucra la participación de IFN-γ (Figura 20).  

 

Figura 20: Rol de IFN-γ en la expresión de PD-L1. Frecuencia de células NK PD-L1hi luego de 48 
hs de cultivo de PBMC en ausencia o en presencia de células K562 y en ausencia o presencia de 
AcMo bloqueante del receptor de IFN-γ (α-IFN-γ(R)) o AcMo neutralizante de IFN-γ (α-IFN-γ(cq)), 
evaluada por citometría de flujo (n=9). Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó 
ANOVA de una vía con test post-hoc de Dunnett. ns: no significativo. Estos resultados forman 
parte de mi tesis de Licenciatura. 

 

 

 

5. ROL DE IL-18 

 

Demostramos que la citoquina IL-18 se produce durante la estimulación de 

PBMC con células tumorales y contribuye al aumento de la expresión de PD-L1 en las 

células NK, en concordancia con estos resultados, observamos una correlación positiva 

entre la concentración de IL-18 en los sobrenadantes de PBMC estimulados con células 

K562 y la frecuencia de células NK PD-L1hi de dichos cultivos (Figura 21). 

 

 

 

La citoquina IL-18 producida durante la estimulación tumoral de PBMC 

contribuye al aumento en la expresión de PD-L1 en células NK. 
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Figura 21: Correlación entre los niveles de IL-18 y la expresión de PD-L1 en las células NK. 
Correlación entre la concentración de IL-18 detectada en los sobrenadantes de cultivos de PBMC 
estimulados con células K562, medida mediante ELISA, y la frecuencia de células NK PD-L1hi, 
evaluada por citometría de flujo (n=13). Se realizó coeficiente de correlación de Pearson (r), el 
valor de p se muestra en la parte inferior derecha. 

 

A continuación, con el fin de evaluar si IL-18 está involucrada en el mecanismo 

de inducción de PD-L1 también con las líneas de RCC, repetimos los cultivos de PBMC 

con las líneas SN12c y 786-O en presencia de un AcMo neutralizante de IL-18. 

Observamos que en ambos casos la neutralización de IL-18 inhibió significativamente el 

aumento de la expresión de PD-L1 en las células NK (Figura 22A). Consistentemente, 

corroboramos que los PBMC en reposo no producen IL-18, pero cuando son cultivados 

en presencia de las líneas de RCC es posible detectar IL-18 en los sobrenadantes de 

cultivo, evaluados por ELISA (Figura 22B). Estos resultados demuestran que IL-18 

participa también en la inducción de la expresión de PD-L1 en células NK por líneas 

tumorales de RCC. 
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Figura 22: Participación de IL-18 en la expresión de PD-L1 con líneas de RCC. (A) Frecuencia de 
células NK PD-L1hi luego de 48 hs de cultivo de PBMC en ausencia (Medio) o en presencia de las 
líneas de RCC SN12c (izquierda) y 786-O (derecha) y en ausencia o presencia de un AcMo 
neutralizante anti-IL-18, evaluada por citometría de flujo (n=4). (B) Concentración de IL-18 en 
los sobrenadantes de cultivos de PBMC en ausencia (Medio) o presencia de células SN12c 
(izquierda, n=4) o células 786-O (derecha, n=4), medido mediante ELISA. Los datos corresponden 
a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc de Dunnett (A), y el test 
estadístico t de Student (B). *p<0,05. 

 

Adicionalmente, buscando evaluar si la participación de IL-18 en la expresión de 

PD-L1 se debía a un efecto directo sobre las células NK, estimulamos células NK aisladas 

en ausencia o presencia de IL-18 recombinante, en ausencia o presencia de células K562 

o en presencia de ambas. Observamos que mientras que el estímulo con IL-18 no indujo 

por sí mismo un aumento en la expresión de PD-L1 en las células NK, el estímulo con las 

células tumorales fue suficiente para inducir un aumento significativo en dicha 

expresión, sin embargo, las células NK alcanzaron una mayor expresión de PD-L1 cuando 

recibieron el estímulo tumoral junto con el estímulo de IL-18 (Figura 23). Estos 

resultados nos indican que la expresión de PD-L1 en las células NK requiere como 

primera señal el reconocimiento tumoral, y que la IL-18 es capaz de potenciar la 

expresión de esta molécula, actuando como segunda señal. 
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Figura 23: Efecto de IL-18 sobre células NK aisladas. Frecuencia de células NK PD-L1hi luego de 
48 hs de cultivo de células NK aisladas en ausencia (Medio) o en presencia de IL-18 
recombinante, células K562 o ambas (K562+IL-18), evaluada por citometría de flujo (n=10). Los 
datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey. 
ns: no significativo, **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 

 
A continuación, analizamos la expresión de la cadena α del receptor de IL-18 (IL-

18Rα) y observamos que la presencia de células tumorales induce un aumento de IL-

18Rα en las células NK (Figura 24A), y que dicha expresión es heterogénea (Figura 24B). 

En línea con estos resultados, observamos una mayor frecuencia de células NK PD-L1hi 

en las células que expresan IL-18Rα comparado con las células NK que no lo expresan 

(Figura 24C). Estos resultados confirman que el efecto de IL-18 en la inducción de la 

expresión de PD-L1, es directo sobre las células NK. 

 

Figura 24: Expresión de PD-L1 en función de la expresión del receptor de IL-18. (A) Frecuencia 
de células NK IL-18Rα+ luego de 48 hs de cultivo de PBMC en ausencia (Medio) o presencia de 
células K562, evaluada por citometría de flujo (n=3). (B) Zebra plot representativo de la 
expresión del receptor de IL-18 (IL-18Rα), para determinar las poblaciones IL-18Rα+ e IL-18Rα-. 
(C) Frecuencia de células NK PD-L1hi detectada en las células NK IL-18Rα+ (rojo) y células NK IL-
18Rα- (azul) luego de 48 hs de cultivo de PBMC con células K562, evaluada por citometría de 
flujo (n=3). Se muestra un histograma representativo. Se realizó el test estadístico t de Student. 
*p<0,05. 
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A su vez, analizamos la expresión diferencial de IL-18Rα y de PD-L1 en las dos 

subpoblaciones de células NK. Para ello, estimulamos PBMC con células K562 y luego 

evaluamos la expresión de IL-18Rα en las células NK CD56dim y CD56bright. En consistencia 

con la literatura (8), observamos una mayor frecuencia de células IL-18Rα+ dentro de las 

células NK CD56bright (Figura 25A). En concordancia, también se observó una mayor 

frecuencia de células NK PD-L1hi dentro de las células NK CD56bright (Figura 25B). Estos 

resultados sugieren que PD-L1 se expresa preferentemente en células NK sensibles a IL-

18. 

En conjunto, estos resultados identifican a IL-18 como una citoquina crítica que 

contribuye al aumento de la expresión de PD-L1 en las células NK estimuladas con 

células tumorales. 

 

 

Figura 25: Expresión de IL-18Rα y PD-L1 en función de la expresión de CD56. (A) Frecuencia de 
células NK IL-18Rα+ en las células NK CD56dim y CD56bright luego de 48 hs de cultivo de PBMC en 
presencia de células K562, evaluada por citometría de flujo (n=3). (B) Frecuencia de células NK 
PD-L1hi en las células NK CD56dim y CD56bright luego de 48 hs de cultivo de PBMC en presencia de 
células K562, evaluada por citometría de flujo (n=8). Se realizó el test estadístico t de Student 
(A, B y C). *p<0,05; **p<0,01. 
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6. ROL DE IL-1β 

 

Demostramos que en cultivos de PBMC con líneas celulares se produce IL-18 y 

que esta citoquina resulta clave para incrementar la expresión de PD-L1 en las células 

NK. Teniendo en cuenta que el clivaje de pro-IL-18 para dar su forma activa se produce 

por acción de caspasa-1, que también es responsable del clivaje de pro-IL-1β para 

generar su forma activa (58,59), quisimos evaluar si IL-1β también participa en la 

modulación de la expresión de PD-L1. Con este objetivo realizamos cultivos de PBMC 

con células K562 en ausencia o presencia de diferentes dosis de un antagonista del 

receptor de IL-1β (IL-1RA) con el fin de bloquear la posible señalización intracelular a 

través del receptor de IL-1, sin embargo, observamos que la expresión de PD-L1 en las 

células NK no se vio modificada (Figura 26A). Adicionalmente, estimulamos PBMC con 

dosis crecientes de IL-1β recombinante y tampoco observamos diferencias significativas 

en la expresión de PD-L1 (Figura 26B). Podemos concluir que IL-1β no es capaz de 

modular la expresión de PD-L1 en las células NK. 

 

La citoquina IL-18 potencia la expresión de PD-L1 en células NK en 

contacto con células tumorales. En concordancia, dicha molécula se expresa 

preferentemente en células NK sensibles a IL-18. 
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Figura 26: Efecto de IL-1β en la inducción de PD-L1. (A) Frecuencia de células NK PD-L1hi luego 
de 48 hs de cultivo de PBMC en ausencia o presencia de células K562 y en ausencia o presencia 
de dosis crecientes de un antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA), evaluada por citometría de 
flujo (n=4). (B) Frecuencia de células NK PD-L1hi luego de 48 hs de estímulo de PBMC con dosis 
crecientes de IL-1β recombinante en ausencia o presencia de células K562, evaluada por 
citometría de flujo (n=4). Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una 
vía con test post-hoc de Dunnett (A, B). ns: no significativo, *p<0,05. 

 

 

 

7. ROL DE LOS MONOCITOS  

 

A continuación, nos propusimos identificar la población celular responsable de 

la producción de IL-18 en los cultivos de PBMC con células tumorales. Teniendo en 

cuenta que IL-18 es principalmente producida por células mieloides, decidimos 

investigar si los Mo presentes en los PBMC son capaces de producir IL-18 cuando son 

cultivados en presencia de células tumorales y células NK. Para ello aislamos células 

CD14+ (Mo) y las cultivamos en ausencia o en presencia de células NK autólogas y células 

K562, luego de 48 hs recolectamos el sobrenadante de estos cultivos y evaluamos la 

concentración de IL-18 mediante ELISA. A modo de control también recolectamos el 

sobrenadante de cultivos de células NK aisladas o PBMC en ausencia o en presencia de 

células K562. Pudimos detectar la presencia de IL-18 en los cultivos de Mo con células 

La citoquina IL-1β no modula la expresión de PD-L1 en las células NK. 
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K562 y células NK, y a su vez, hallamos que los niveles de esta citoquina en los 

sobrenadantes de dichos cultivos no diferían de los hallados en los cultivos de PBMC con 

células K562 (Figura 27A). A continuación, decidimos analizar si la IL-18 producida por 

los Mo era responsable de la regulación de la expresión de PD-L1 en las células NK. Para 

esto realizamos cultivos de células NK en presencia de Mo autólogos y células K562 y 

observamos un aumento significativo en la frecuencia de células NK PD-L1hi, similar a la 

frecuencia alcanzada en los cultivos de PBMC con células K562 (Figura 27B), y la 

neutralización de IL-18 en esos cultivos inhibió el aumento en la expresión de PD-L1 

(Figura 27B). Estos resultados nos permiten demostrar que los Mo colaboran en la 

inducción de la expresión de PD-L1 en las células NK en contacto con células tumorales, 

a través de la producción de IL-18. 

 

Figura 27: Rol de los Mo en la expresión de PD-L1. (A) Concentración de IL-18 en los 
sobrenadantes luego de 48 hs de cultivo de células NK o PBMC (como control) en ausencia o 
presencia de células K562 y de cultivos de Mo en ausencia o presencia de células K562 y células 
NK, medido mediante ELISA (n=4). (B) Frecuencia de células NK PD-L1hi luego de 48 hs de cultivo 
de PBMC en ausencia o presencia de células K562, y de células NK en presencia de células K562 
y Mo autólogos, y en ausencia o presencia de un AcMo neutralizante anti-IL-18, evaluada por 
citometría de flujo (n=4). Se muestra un histograma representativo para cada condición de 
cultivo. Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-
hoc de Dunnett (A, B). ns: no significativo, *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. 

 

 

 

La IL-18 producida por monocitos estimula la expresión de PD-L1 en 

células NK en contacto con células tumorales. 
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8. MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA INDUCCIÓN DE LA PRODUCCIÓN 

DE IL-18 Y DE LA EXPRESIÓN DE PD-L1 

 

A partir de los resultados obtenidos hasta el momento, que demuestran la 

participación de IL-18 secretada por Mo en la inducción de PD-L1 en las células NK, 

comenzamos a estudiar los posibles mecanismos que estimulan la producción de esta 

citoquina. Para ello, en primer lugar, decidimos evaluar si la producción de IL-18 

depende del contacto con las células tumorales o de factores solubles liberados como 

resultado de la interacción de células NK con células K562. Para ello comparamos los 

niveles de IL-18 producida en cultivos de PBMC con células K562 separados de células 

NK por un dispositivo de transwell, o PBMC solos separados por un transwell de células 

NK y células K562, como muestra el esquema de la Figura 28A. Luego de 48hs 

recolectamos los sobrenadantes y medimos la concentración de IL-18 por ELISA. 

Observamos que en los cultivos donde los PBMC no estaban en contacto con las células 

K562 no se produjo IL-18 (Figura 28B), lo que nos sugiere que la producción de esta 

citoquina por parte de los Mo presentes en los PBMC requiere del contacto directo con 

las células tumorales. 

 

Figura 28: Requerimientos para la producción de IL-18. (A) Diseño experimental utilizado para 
evaluar el efecto del contacto directo con células tumorales en la producción de IL-18. Se 
cultivaron células NK aisladas, PBMC y células K562 separadas por Tw como se indica en la figura. 
(B) Concentración de IL-18 en los sobrenadantes luego de 48 hs de cultivo de células NK aisladas 
separadas por un Tw de PBMC estimuladas con células K562, y de células NK aisladas en 
presencia de células K562 separadas por un Tw de PBMC, siguiendo el esquema de (A), medido 
mediante ELISA (n=7). Se realizó el test estadístico t de Student. **p<0,01. 
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A fin de corroborar estos resultados realizamos cultivos de Mo en ausencia o 

presencia de células K562 y en ausencia o presencia de células NK, luego de 48 hs 

recolectamos los sobrenadantes de dichos cultivos y evaluamos la producción de IL-18 

por ELISA. Observamos que el cultivo de Mo con células K562 fue suficiente para inducir 

la producción de IL-18, mientras que el agregado de células NK a los cultivos no indujo 

una mayor producción de esta citoquina (Figura 29). Por lo tanto, demostramos que la 

producción de IL-18 por parte de los Mo requiere del contacto directo con las células 

tumorales y no involucra a otras poblaciones celulares. 

 

Figura 29: Producción de IL-18 y contacto directo con células tumorales. Concentración de IL-
18 en los sobrenadantes luego de 48 hs de cultivo de Mo aislados en ausencia (Medio) o 
presencia de células K562 y en ausencia o presencia de células NK aisladas, medido mediante 
ELISA (n=5). Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test 
post-hoc de Dunnett. ns: no significativo, **p<0,01. 

 

Entre los mecanismos responsables de las funciones efectoras de los Mo se 

destacan la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno, su 

capacidad fagocítica, la activación de enzimas lisosomales y la activación de 

inflamasomas. A continuación, nos propusimos ahondar en los mecanismos 

involucrados en la inducción de la producción de IL-18 luego del reconocimiento de las 

células tumorales. Para ello cultivamos PBMC con células K562 en presencia de drogas 

que bloquean diferentes procesos intracelulares en los Mo, y luego de 48 hs evaluamos 

la presencia de IL-18 en los sobrenadantes de dichos cultivos por ELISA y la expresión de 

PD-L1 en las células NK por citometría de flujo. Utilizamos catalasa para eliminar ROS, L-
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NAME como inhibidor de la óxido nítrico sintetasa (NOS), un antagonista del receptor 

de ATP P2X7 (A740003), cloroquina para inhibir el proceso de autofagia y citocalasina D 

para inhibir la fagocitosis. Pudimos observar que únicamente la inhibición de la 

fagocitosis restringió la producción de IL-18 en los cultivos (Figura 30A) y a su vez 

restringió la expresión de PD-L1 en las células NK (Figura 30B). Estos resultados sugieren 

que la fagocitosis se encuentra involucrada en la producción de IL-18 y en la expresión 

de PD-L1 en las células NK. Por otra parte, observamos también que la inhibición del 

proceso de autofagia restringió ligeramente la expresión de PD-L1 en las células NK 

(Figura 30B), pero no así la producción de IL-18 (Figura 30A), lo que nos sugiere que 

pueden existir otros mecanismos de inducción de esta molécula inhibitoria 

independientes del circuito que involucra IL-18. 

 

Figura 30: Mecanismos involucrados en la inducción de la producción de IL-18 y de la expresión 
de PD-L1. (A) Concentración de IL-18 en los sobrenadantes luego de 48 hs de cultivo de PBMC 
en ausencia o presencia de células K562, y en ausencia o presencia de catalasa, L-NAME, 
A740003, cloroquina y citocalasina D, medido mediante ELISA (n=3). (B) Frecuencia de células 
NK PD-L1hi en los mismos cultivos de (A), evaluada por citometría de flujo (n=4). Las líneas rojas 
punteadas indican los niveles de IL-18 y la expresión de PD-L1 en los cultivos en ausencia de los 
inhibidores. Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test 
post-hoc de Dunnett (A, B). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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9. ROL DE LA FAGOCITOSIS 

 

A continuación, decidimos evaluar si efectivamente los Mo eran capaces de 

fagocitar a las células tumorales. Para ello, cultivamos durante 30 min Mo en ausencia 

o presencia de células K562 previamente marcadas fluorescentemente con eFluorDye 

670. Evaluamos el porcentaje de fagocitosis como el porcentaje de Mo (células CD14+) 

que eran positivas para eFluorDye 670 por citometría de flujo (Figura 31A). Los Mo 

mostraron una alta capacidad fagocítica, que fue inhibida al ser previamente tratados 

con citocalasina D (Figura 31B). Adicionalmente, repetimos estos cultivos y luego de 

48hs evaluamos la concentración de IL-18 en los sobrenadantes por ELISA. Nuevamente 

observamos que en presencia de células tumorales se induce la secreción de IL-18 por 

los Mo, pero este efecto se pierde al inhibir la fagocitosis con citocalasina D (Figura 31C). 

Estos resultados nos sugieren que la fagocitosis de las células tumorales induce la 

producción y secreción de IL-18 por Mo. 

 

La inhibición de la fagocitosis en cultivos con células tumorales afecta 

la producción de IL-18 y restringe la expresión de PD-L1 en las células NK. 
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Figura 31: Fagocitosis y producción de IL-18 por Mo. Mo aislados fueron cultivados en ausencia 
(Medio) o presencia de células K562 previamente marcadas con eFluorDye 670, y en ausencia o 
presencia de citocalasina D (Cit D). (A) Zebra plot representativo de la fagocitosis, determinada 
como el porcentaje de Mo (células CD14+) a su vez positivas para eFluorDye 670. (B) Porcentaje 
Mo que fagocitaron células K562 luego de 30 min de cultivo, evaluado por citometría de flujo 
(n=6). (C) Concentración de IL-18 en los sobrenadantes luego de 48 hs de cultivo de Mo aislados 
en ausencia (Medio) o presencia de células K562 y en ausencia o presencia de Cit D, medido 
mediante ELISA (n=4). Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc de Dunnett (B, C). *p<0,05; 
***p<0,001. 

 

Por último, nos propusimos corroborar la fagocitosis de las células tumorales por 

parte de los Mo a través de microscopía confocal. Para ello, cultivamos Mo marcados 

con CFSE con células K562 previamente marcadas con Vybrant DiD y pudimos observar 

células K562 (magenta) localizadas dentro de Mo (verdes), lo que indica que fueron 

fagocitados (Figura 32A). A su vez, la reconstrucción 3D de las imágenes obtenidas nos 

permitió corroborar la presencia de las células K562 dentro de Mo o siendo rodeadas 

por estos para ser fagocitados (Figura 32B). En conjunto, los resultados obtenidos por 

microscopía y citometría de flujo demuestran que los Mo fagocitan a las células 

tumorales. 
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Figura 32: Fagocitosis por microscopía. Mo aislados fueron marcados con CFSE, y cultivados con 
células K562 previamente marcadas con Vybrant DiD. (A) Imágenes obtenidas para los cultivos 
de Mo (verde) con medio, como control (panel superior), y con células K562 (magenta) (panel 
inferior). Se muestran dos campos distintos para el co-cultivo de Mo con células K562. (B) 
Reconstrucción 3D de las imágenes mostradas en (A) para los cultivos de Mo con células K562. 
Las flechas indican Mo fagocitando células K562. 
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10. CARACTERÍSTICAS DE LAS CÉLULAS NK PD-L1HI 

 

Una vez identificados los mecanismos subyacentes a la expresión de PD-L1 

decidimos enfocarnos en investigar las características fenotípicas y funcionales de la 

población de células NK que expresan altos niveles de PD-L1. Para ello, repetimos los 

cultivos de PBMC con células K562 durante 48 hs con el fin de obtener dos poblaciones 

de células NK de acuerdo a su expresión de PD-L1 (células NK PD-L1-/low y células NK PD-

L1hi) y poder analizar la expresión de distintos marcadores asociados al fenotipo y 

funciones efectoras. Observamos que las células NK PD-L1hi presentaron una mayor 

frecuencia de los marcadores de activación CD25 (Figura 33A) y CD69 (Figura 33B), y a 

su vez, una mayor expresión de los ligandos de receptores de muerte celular TRAIL 

(Figura 33C) y FasL (Figura 33D) en comparación con las células NK PD-L1-/low, lo que 

sugiere que PD-L1 se expresa preferentemente en las células NK que se activaron y 

adquirieron moléculas efectoras de citotoxicidad. Además, las células NK PD-L1hi 

también exhibieron una mayor degranulación (medida como expresión de CD107a) 

(Figura 33E) y capacidad de producción de IFN-γ (Figura 33F) que las células NK PD-L1-

/low. Estos resultados nos indican que las células NK PD-L1hi muestran un fenotipo 

activado y son altamente funcionales.  

 

 

 

 

 

 

 

Los Mo fagocitan a las células tumorales, lo que induce la producción 

de IL-18. 
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Figura 33: Características de las células NK PD-L1hi. Frecuencia de células CD25+ (A), células 
CD69+ (B), células TRAIL+ (C), células FasL+ (D), células CD107a+ (E) y células IFN-γ+ (F) detectadas 
dentro de las células NK PD-L1hi (rojo) y PD-L1-/low (azul) luego de 48 hs de cultivo de PBMC 
estimuladas con células K562, evaluado por citometría de flujo (n=7). Se muestra un histograma 
representativo para cada marcador analizado. Se realizó el test estadístico t de Student. 
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 

 

Estos resultados podrían indicar que las células NK se activan y adquieren una 

mayor capacidad efectora como consecuencia de la expresión de PD-L1 o, por el 

contrario, que aquellas células que se activaron y muestran mayor capacidad efectora 

comienzan a expresar PD-L1 posteriormente. Con el fin de discernir entre ambas 

posibilidades, realizamos un ensayo cinético y evaluamos por citometría de flujo la 

expresión de PD-L1, y de los marcadores de activación CD25 y CD69 en las células NK 
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luego de 0, 24 y 48 hs de cultivo de PBMC con células K562. Pudimos observar que a las 

24 hs se produce un marcado aumento en la expresión de CD69 y un poco menor en la 

expresión de CD25, y dicha expresión no se modifica significativamente a las 48 hs 

(Figura 34). Mientras que el aumento en la expresión de PD-L1 se produce recién a las 

48 hs (Figura 34). Estos resultados nos indican que las células NK se activan y 

posteriormente comienzan a expresar PD-L1. 

 

Figura 34: Cinética de activación y expresión de PD-L1 en las células NK. Frecuencia de células 
CD25+ (cuadrados blancos), células CD69+ (triángulos grises) y células PD-L1hi (círculos rojos) 
detectadas en las células NK luego de 0, 24 y 48 hs de cultivo de PBMC con células K562, 
evaluado por citometría de flujo (n=3). Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó 
ANOVA de dos vías con test post-hoc de Tukey. #p<0,05 para células CD25+; **p<0,01 para 
células PD-L1hi; +++p<0,001 para células CD69+. 

 

 

 

11. CAPACIDAD REGULATORIA DE LAS CÉLULAS NK PD-L1HI 

 

Finalmente, teniendo en cuenta que la expresión de PD-L1 en otros tipos 

celulares puede inhibir la proliferación, reducir la activación o conducir a la apoptosis de 

los LT (150), nos propusimos evaluar la capacidad regulatoria de las células NK PD-L1hi 

sobre LT. Para ello cultivamos PBMC en ausencia o presencia de células K562 y luego de 

48 hs aislamos a las células NK por cell sorting. Las células NK provenientes de los cultivos 

Las células NK PD-L1hi exhiben un fenotipo activado y muestran una 

mayor capacidad efectora. 
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en ausencia de células tumorales se denominaron células NKcontrol y presentaban 

niveles basales de expresión de PD-L1, mientras que las células NK provenientes de los 

cultivos con células tumorales se denominaron células NKtumor-experienced (NK-te) y 

se encontraban enriquecidas en células NK PD-L1hi. Con el fin de evaluar si las células 

NK, luego de reconocer células tumorales, son capaces de inhibir la proliferación de LT, 

estimulamos LT con AcMo anti-CD3 y anti-CD28, los cultivamos en presencia de 

cantidades crecientes de células NK autólogas y al cabo de 5 días evaluamos la 

proliferación de LT CD4+ y LT CD8+ como dilución de CFSE por citometría de flujo. El 

esquema de trabajo utilizado se muestra en la Figura 35A. Observamos que la 

proliferación de los LT CD4+ (Figura 35B, panel superior) y LT CD8+ (Figura 35B, panel 

inferior) se vio mínimamente afectada por la presencia de células NKcontrol, 

independientemente de la relación de células utilizada, pero disminuyó 

significativamente a medida que aumentaba la proporción de células NK-te en los 

cultivos. Sin embargo, la proliferación de los LT CD4+ requirió una mayor proporción de 

células NK-te para verse afectada, comparada con la proliferación de LT CD8+ (Figura 

35B). Posteriormente, con el fin de evaluar la participación de PD-L1 en la supresión 

observada, repetimos los cultivos, pero incluyendo un AcMo bloqueante de PD-L1. 

Observamos que la proliferación de los LT CD4+ no se vio afectada por la presencia del 

AcMo anti-PD-L1 en los cultivos con células NKcontrol, y tampoco fue capaz de restaurar 

la proliferación de los LT CD4+ en presencia de células NK-te (Figura 35C, panel superior). 

Mientras que, al analizar los LT CD8+ en los cultivos con células NKcontrol no se 

observaron diferencias en la proliferación en presencia del AcMo anti-PD-L1, en los 

cultivos con células NK-te el bloqueo de PD-L1 restauró la proliferación de los LT (Figura 

35C, panel inferior). Estos resultados nos indican que las células NK que estuvieron en 

contacto con células tumorales son capaces de limitar la expansión de los LT CD4+ y LT 

CD8+, y demuestran que sobre los LT CD8+ dicha inhibición es a través de PD-L1. 
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Figura 35: Capacidad regulatoria de las células NK PD-L1hi. (A) Diseño experimental empleado 
para generar las células NK control (NKcontrol), y las células NKtumor-experienced (NK-te) 
enriquecidas en células NK PD-L1hi, para evaluar el efecto de estas células sobre la proliferación 
de LT CD4+ y LT CD8+. (B) Proliferación relativa de LT CD4+ (panel superior) LT CD8+ (panel inferior) 
analizada por citometría de flujo como dilución de CFSE luego de la estimulación con AcMo anti-
CD3/anti-CD28 cultivados con números crecientes de células NKcontrol o células NK-te 
autólogas (n=3). (C) Proliferación relativa de LT CD4+ (panel superior, relación 1:1) y LT CD8+ 
(panel inferior, relación 0,5:1) analizada por citometría de flujo como dilución de CFSE luego de 
la estimulación con AcMo anti-CD3/anti-CD28 en ausencia o presencia de células NKcontrol o 
células NK-te y en ausencia o presencia de un AcMo bloqueante anti-PD-L1. Se muestran 
histogramas representativos para la dilución de CFSE en las células CD3+CD4+ y CD3+CD8+ vivas 
para cada condición de cultivo. Los datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de 
dos vías con test post-hoc de Sidak (B), y ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey (C). ns: 
no significativo, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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 A continuación, evaluamos si las células NK que fueron estimuladas con células 

tumorales tenían la capacidad de limitar la activación de los LT CD4+ y LT CD8+. Para ello, 

repetimos los cultivos de LT con células NKcontrol y células NK-te en ausencia o 

presencia del AcMo bloqueante anti-PD-L1 y luego de 5 días evaluamos por citometría 

de flujo la expresión del marcador de activación CD25. A diferencia de lo observado en 

la proliferación, encontramos que tanto la activación de los LT CD4+ (Figura 36, panel 

izquierdo) como de los LT CD8+ (Figura 36, panel derecho) no se vio modulada por la 

presencia de células NK-te, así como tampoco por el bloqueo de PD-L1.  

 

Figura 36: Regulación de la activación de LT por células NK PD-L1hi. Frecuencia de células CD25+ 
detectadas dentro de los LT CD4+ (panel izquierdo, n=3) y LT CD8+ (panel derecho, n=3) analizada 
por citometría de flujo luego de la estimulación con AcMo anti-CD3/anti-CD28 cultivados en 
ausencia o presencia de células NKcontrol o células NK-te autólogas (relación 1:1 para LT CD4+; 
relación 0.5:1 para LT CD8+) y en ausencia o presencia de un AcMo bloqueante anti-PD-L1. Los 
datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey. 
ns: no significativo. 

 

 Finalmente, con el objetivo de evaluar la capacidad de las células NK-te de inducir 

la muerte de los LT CD4+ y LT CD8+, repetimos los cultivos siguiendo el esquema 

detallado en la Figura 35A y evaluamos la frecuencia de células muertas, medido como 

LT CD4+ZombieAqua+ y LT CD8+ZombieAqua+. Observamos que las células NKcontrol no 

indujeron la muerte de los LT CD4+ (Figura 37, panel izquierdo) o de los LT CD8+ (Figura 
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37, panel derecho). Por otra parte, en presencia de células NK-te se observa un ligero 

aumento en la frecuencia de LT CD4+ y LT CD8+ muertos, sin embargo, el mismo no es 

estadísticamente significativo, y no es revertido por el bloqueo de PD-L1. En conjunto, 

estos resultados demuestran que las células NK que fueron cultivadas con células 

tumorales no son capaces de limitar la activación ni inducir la muerte de los LT CD4+ ni 

LT CD8+, pero adquieren la capacidad de inhibir la proliferación de LT CD8+ a través de 

PD-L1. 

 

Figura 37: Muerte de LT por células NK PD-L1hi. Frecuencia de células ZombieAqua+ detectadas 
dentro de los LT CD4+ (panel izquierdo, n=3) y LT CD8+ (panel derecho, n=3) analizada por 
citometría de flujo luego de la estimulación con AcMo anti-CD3/anti-CD28 cultivados en 
ausencia o presencia de células NKcontrol o células NK-te autólogas (relación 1:1 para LT CD4+; 
relación 0,5:1 para LT CD8+) y en ausencia o presencia de un AcMo bloqueante anti-PD-L1. Los 
datos corresponden a la media ± SEM. Se realizó ANOVA de una vía con test post-hoc de Tukey. 
ns: no significativo. 

 

 

 

Las células NK expuestas a células tumorales adquieren la capacidad de 

inhibir la proliferación de LT CD8+ a través de PD-L1. 



DISCUSIÓN 
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Las células NK poseen actividad anti-viral y antitumoral y se ha asociado una 

mayor actividad citotóxica natural en sangre periférica con una menor incidencia de 

tumores (4). Sin embargo, se ha descripto que las células NK también pueden ejercer 

funciones inmunosupresoras durante infecciones virales (119–122), trasplante (123) y 

autoinmunidad (124). Previamente nuestro grupo demostró que las células NK de 

ratones portadores de tumor también pueden adquirir un fenotipo inmunosupresor 

caracterizado por un aumento en la expresión de PD-L1 (136). Por lo tanto, aunque en 

los últimos años está emergiendo un rol dual para las células NK, su impacto en la 

progresión tumoral permanece poco estudiado, es por este motivo que en este trabajo 

hipotetizamos que las células NK humanas luego de reconocer células tumorales podrían 

adquirir capacidades inmunoregulatorias, a través de PD-L1, lo que resultaría en una 

respuesta inmune menos eficiente.  

En primer lugar, con el fin de comenzar a estudiar el rol de las células NK 

humanas en la progresión tumoral, analizamos datos de RNAseq y de sobrevida de 

pacientes con ccRCC a partir de la base de datos TCGA. Como una estimación del 

infiltrado de células NK utilizamos una firma de expresión genética basada en firmas de 

células NK publicadas previamente (219–222) que incluye 10 genes que se encuentran 

altamente expresados en células NK y que no se expresan o lo hacen débilmente en LT 

CD8+ (NCR1, NCR2, NCR3, NCAM1, XCL1, XCL2, KLRD1, KLRC3, IL18RAP y KIR2DL4). NCR1, 

NCR2 y NCR3 codifican para los receptores de células NK NKp46, NKp44 y NKp30, 

respectivamente. NCAM1 codifica para CD56; XCL1 y XCL2 codifican para las citoquinas 

homónimas, producidas preferencialmente por células NK. KLRD1 codifica para CD94 y 

KLRC3 para NKG2E. IL18RAP codifica para el correceptor de IL18 y KIR2DL4 codifica para 

un KIR activador. No existe una firma genética “consenso” para la detección de células 

NK, sino que distintos grupos han utilizado distintas combinaciones de genes para la 

estimación de la frecuencia de células NK a partir de datos de RNAseq de mezclas de 

células. Para la confección de la firma genética utilizada en esta Tesis, combinamos los 

genes más utilizados en publicaciones previas, y excluimos genes relacionados con la 

actividad citotóxica (como los que codifican para granzimas y Prf), ya que presentan un 

alto grado de expresión en LT CD8+. Llamativamente, los pacientes con un alto infiltrado 
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de células NK exhibieron una menor sobrevida libre de enfermedad y menor sobrevida 

en general que los pacientes con un bajo infiltrado de células NK (Figura 7), lo cual, 

aunque parece paradójico, está de acuerdo con un reporte previo (211). Una posible 

explicación para este hallazgo, coincidente con nuestra hipótesis, es que las TINK 

faciliten el crecimiento tumoral en ccRCC al inhibir la actividad de otras células con 

capacidad antitumoral. Sin embargo, no podemos descartar que los tumores que hayan 

desarrollado mecanismos de escape que les permitan evadir las funciones efectoras de 

las células NK presenten un mayor crecimiento tumoral, resultando en una menor 

sobrevida.  

Se ha demostrado que las TINK a menudo se vuelven disfuncionales y muestran 

alteraciones fenotípicas, en comparación con las PBNK o las células NK del tejido 

peritumoral en diferentes tipos de cáncer (212,213,215), incluido el RCC (214,216,225). 

Entre tales alteraciones se destacan una menor expresión de receptores activadores, 

como NKp30, NKp46, NKG2D, DNAM-1 o CD16, y el aumento de la expresión de 

receptores inhibitorios como CD85j o PD-1, que en conjunto afectan la capacidad de 

estas células de reconocer, activarse y eliminar células tumorales, así como la 

producción de IFN-γ y TNF-α (212–216,225). Sin embargo, la posibilidad de que las TINK 

de RCC presenten un fenotipo compatible con una actividad inmunosupresora, no había 

sido evaluado hasta el momento. Por lo tanto, en primer lugar, decidimos evaluar si era 

posible detectar y analizar TINK en muestras frescas de tumor de pacientes con ccRCC 

por citometría de flujo (Figura 8). Si bien la frecuencia de TINK fue variable, fue suficiente 

como para permitir su análisis. Teniendo presentes nuestros resultados previos en un 

modelo murino, en el cuál demostramos que las TINK expresan PD-L1 e inhiben la 

respuesta de LT antitumorales, a continuación, evaluamos la expresión de PD-L1 en las 

células NK de esos pacientes. Si bien un bajo porcentaje de las PBNK, tanto de DS como 

de los pacientes con ccRCC expresan PD-L1 (Figura 9), las TINK presentan una mayor 

frecuencia de células PD-L1+ que además muestran un mayor nivel de expresión de PD-

L1 en comparación con PBNK (Figura 10). Adicionalmente, observamos una mayor 

acumulación de células NK PD-L1+ en tumores de mayor tamaño (Figura 11), lo que 

sugiere que la presencia de células NK que expresan altos niveles de PD-L1 favorece el 
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crecimiento del tumor. Un meta-análisis de 10 estudios mostró que la expresión de PD-

L1 en células tumorales de ccRCC se asocia con una peor sobrevida (226), y la expresión 

de PD-L1 en células inmunes infiltrantes de tumor también se asocia con un peor 

pronóstico (227), sin embargo en este estudio, realizado por inmunohistoquímica no se 

analizó la identidad de las células inmunes PD-L1+.  

A continuación, con el fin de establecer un sistema que nos permita estudiar in 

vitro los mecanismos subyacentes a la aparición de TINK PD-L1hi en tumores renales, 

analizamos la capacidad de las células NK de reconocer y activarse en respuesta a líneas 

celulares de RCC. Ambas líneas celulares de RCC utilizadas en esta Tesis, SN12c y 786-O, 

indujeron la degranulación de las células NK (Figura 12) y promovieron la aparición de 

células NK PD-L1hi en PBMC de DS (Figura 13). Mediante el uso de dispositivos transwells 

demostramos que la inducción de PD-L1 es dependiente del contacto celular (Figura 14). 

Estos hallazgos están en concordancia con resultados de mi Tesis de Licenciatura (que 

fueron incluidos en esta Tesis para aportar claridad), donde demostramos que, a través 

de un contacto directo, parcialmente dependiente de NKG2D, las células K562 son 

capaces de inducir un aumento la expresión de PD-L1 en células NK, y este aumento es 

aún mayor en presencia de otras células de los PBMC (Figura 15). Tanto la línea celular 

K562 como SN12c y 786-O, constituyen buenos modelos para estudiar la inducción de 

PD-L1 in vitro, sin embargo, las líneas de RCC expresan niveles normales de moléculas 

de HLA de clase I mientras que la línea celular K562 carece de la expresión de estas 

moléculas. Tal como se mencionó anteriormente, las moléculas de HLA de clase I son 

reconocidas por las células NK a través de los receptores polimórficos KIR (35) que 

median señales inhibitorias y evitan la activación de las mismas. Las diferencias en los 

alelos de KIR de los donantes introduce un alto grado de variabilidad en la capacidad de 

sus células NK de reconocer a las líneas celulares que expresan moléculas de HLA de 

clase I. Por ello, para eventualmente prevenir una mayor variabilidad en la respuesta de 

los donantes que podrían enmascarar los resultados, continuamos realizando los 

experimentos con la línea celular K562 y corroborando los hallazgos más relevantes con 

las líneas de RCC SN12c y 786-O. 
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El aumento en la frecuencia de células NK PD-L1hi observado en los cultivos 

podría deberse a una proliferación preferencial de las células NK que expresaban 

basalmente PD-L1 al comienzo del cultivo. Sin embargo, el número de células NK se 

mantuvo estable en ausencia o presencia de células tumorales (Figura 16), lo que 

descarta la proliferación diferencial y sugiere que el aumento en la expresión de PD-L1 

en las células NK se debe a que células que no expresaban dicha molécula comienzan a 

hacerlo durante el co-cultivo. Otra posibilidad para considerar es que las células NK 

capten PD-L1 de las células tumorales a través de un fenómeno de trogocitosis 

(228,229), sin embargo, este fenómeno ocurre de manera muy rápida una vez que las 

células entran en contacto y la cinética de aparición de PD-L1 es más lenta (comienza a 

aumentar a las 24 hs y llega a un pico a las 48 hs, Figura 34). 

Con respecto a la participación de PBMC, a través de distintos esquemas 

utilizando transwells observamos que los factores solubles derivados de PBMC que 

estuvieron en contacto con células tumorales inducen la mayor expresión de PD-L1 en 

las células NK cuando éstas también experimentaron el contacto directo con las células 

tumorales (Figura 17). Confirmamos estas observaciones utilizando MC provenientes de 

cultivos de PBMC en ausencia o presencia de células tumorales para estimular células 

NK aisladas o en contacto con las células tumorales (Figura 18). En conjunto, estos 

resultados nos sugieren que para potenciar la expresión de PD-L1 las células NK 

requieren tanto del reconocimiento directo de las células tumorales como de los 

factores solubles producidos por los PBMC como consecuencia del contacto con las 

células tumorales. Más precisamente, por medio de ensayos de neutralización con 

AcMo, identificamos a IL-18 como uno de los factores necesarios para la expresión de 

PD-L1, y comprobamos su presencia en los cultivos de PBMC con células tumorales 

(Figura 19). Sin embargo, también destacamos que debido a que la neutralización de IL-

18 con AcMo solo bloqueó parcialmente la expresión de PD-L1 en las células NK no 

descartamos la participación de otros factores solubles (Figura 19A). 

El reconocimiento de células tumorales (15) o la estimulación con IL-12 e IL-18 

inducen fuertemente la producción de IFN-γ por células NK (65), que a su vez es un 

potente inductor de la expresión de PD-L1 en células tumorales y otras células del 
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sistema inmune (152,230–232). Por este motivo, quisimos evaluar si el IFN-γ era el 

responsable directo del aumento de expresión de PD-L1 en las células NK. Sin embargo, 

la expresión de PD-L1 en las células NK permaneció sin cambios cuando los PBMC se 

estimularon con células K562 en presencia de un AcMo bloqueante del receptor de IFN-

γ o de un AcMo neutralizante anti-IFN-γ (Figura 20). Estos hallazgos indican que las 

células NK PD-L1hi podrían generarse incluso cuando la producción de IFN-γ por parte de 

las células NK y LT disminuye debido a diferentes mecanismos de escape tumoral.  

En línea con nuestros resultados sobre la participación de IL-18, también 

observamos una correlación positiva entre la concentración de IL-18 en los 

sobrenadantes de PBMC estimulados con células tumorales K562 y la frecuencia de 

células NK que expresan PD-L1 (Figura 21), sugiriendo una relación de dosis-respuesta. 

A su vez, también detectamos la presencia de IL-18 en cultivos de PBMC con las líneas 

celulares de RCC, SN12c y 786-O, y su neutralización también restringió la expresión de 

PD-L1 en las células NK (Figura 22). Adicionalmente, los experimentos con células NK 

aisladas estimuladas sólo con IL-18 recombinante, sólo con células K562 o ambas 

permitieron comprobar que el reconocimiento de las células tumorales actúa como 

primera señal para generar un incremento en la expresión de PD-L1 en las células NK, el 

cual puede ser potenciado por la acción de IL-18, actuando como segunda señal (Figura 

23). Aún más, observamos que la presencia de células tumorales induce un aumento en 

la expresión de IL-18Rα en las células NK (Figura 24A), lo que puede explicar por qué IL-

18 no es capaz de inducir PD-L1 en las células NK en reposo, pero si potencia su 

expresión cuando las células NK fueron expuestas a células tumorales (Figura 23), dado 

que las células NK se vuelven más sensibles a IL-18. 

La expresión preferencial de PD-L1 en células NK sensibles a IL-18 (IL-18Rα+) 

respalda nuestras conclusiones (Figura 24C). Por otro lado, en línea con la bibliografía 

(233), observamos una mayor expresión del receptor de IL-18 en las células NK CD56bright 

comparado con las células NK CD56dim (Figura 25A). Concordantemente, hallamos una 

mayor frecuencia de células NK PD-L1hi dentro de las células NK CD56bright (Figura 25B). 

A pesar de lo interesante de este hallazgo, en las muestras de pacientes con ccRCC no 

fue posible realizar el mismo análisis en ambas poblaciones de células NK debido a que 
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el estado de activación de las TINK no permite distinguir entre células NK CD56dim y 

CD56bright dentro del tumor. 

Por otra parte, IL-18 es sintetizada como una pro-citoquina y su forma activa se 

produce por el clivaje de pro-IL-18 por acción de caspasa-1, como consecuencia de la 

acción de esta caspasa también se produce el clivaje de pro-IL-1β que genera su forma 

activa (58,59). Existen evidencias que demuestran que IL-1β puede modular la actividad 

de las células NK, promoviendo la producción de IFN-γ (75) o el aumento en la expresión 

del receptor NKp44 (9), por lo tanto decidimos evaluar la participación de esta citoquina 

en la modulación de la expresión de PD-L1 en células NK. No obstante, los experimentos 

utilizando un antagonista del receptor de IL-1β durante el co-cultivo con células 

tumorales o estimulando PBMC con IL-1β recombinante evidenciaron que la expresión 

de PD-L1 no se encuentra modulada por la misma (Figura 26). 

En conjunto, nuestros resultados indican que IL-18 representa el factor principal 

que potencia la expresión de PD-L1 en las células NK estimuladas por tumores. IL-18 es 

una citoquina con propiedades proinflamatorias, involucrada en la estimulación de las 

células NK y las respuestas inmunitarias de tipo Th1, cruciales para la inmunidad 

antitumoral (234). También puede inducir la secreción de quemoquinas por parte de las 

células NK que reclutan CD y promueven, a su vez, el reclutamiento de LT CD8+ al 

microambiente tumoral (235). Debido a su actividad antitumoral se ha estudiado la 

posible utilización de esta citoquina en combinación con otros fármacos como 

tratamiento del cáncer (236,237). Sin embargo, IL-18 tiene un efecto dual y puede 

ejercer también funciones protumorales favoreciendo tanto la angiogénesis al estimular 

la producción de VEGF, como la migración celular en melanoma y cáncer gástrico o la 

metástasis en cáncer de pulmón (238). Se ha demostrado también en modelos murinos 

que IL-18 producida por células tumorales induce un aumento en la expresión de PD-1 

en las células NK, lo que limita su actividad y promueve la aparición de metástasis (239). 

Por otra parte, la presencia de altas concentraciones de IL-18 en el suero de pacientes 

con tumores de diferente etiología, incluido el RCC, se asocia con la progresión y 

agresividad de la enfermedad, y se correlaciona con un estadío tumoral avanzado y una 
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sobrevida general más corta (240–243). En este contexto, la aparición de células NK PD-

L1hi impulsada por IL-18 podría ser parte de los efectos protumorales de esta citoquina. 

Las células mieloides son las principales productoras de IL-18 (91), por este 

motivo evaluamos si los Mo presentes en los PBMC constituyen la fuente de IL-18 

durante los cultivos con células tumorales. Si bien no es posible detectar IL-18 en cultivos 

de células NK con células tumorales, o de PBMC o Mo aislados, observamos que los 

niveles de IL-18 cuantificados en sobrenadantes de cultivo de Mo en presencia de células 

NK y células tumorales no difieren de los niveles de IL-18 hallados en los cultivos de 

PBMC con células tumorales (Figura 27A). Teniendo en cuenta estos resultados, 

utilizamos este cultivo de sólo 3 poblaciones celulares (Mo, NK y tumor), y 

comprobamos que la expresión de PD-L1 inducida en las células NK es comparable a la 

observada en los cultivos de PBMC con células tumorales (Figura 27B). Además, la 

neutralización de IL-18 en estos cultivos restringe la expresión de PD-L1 en las células 

NK (Figura 27B), demostrando que los Mo colaboran en la inducción de la expresión de 

PD-L1 a través de la producción de IL-18.  

Posteriormente nos interesamos en los mecanismos involucrados en la inducción 

de IL-18; para ello nos planteamos dos posibilidades, que la producción de IL-18 requiera 

del reconocimiento directo de las células tumorales, o que se induzca por acción de 

factores solubles derivados de los cultivos de células NK con células tumorales, los cuáles 

pueden incluir citoquinas o factores derivados de la muerte tumoral. Mediante la 

utilización de transwells comprobamos que al evitar el contacto entre PBMC y las células 

tumorales se evita la producción de IL-18 (Figura 28B), lo que nos sugiere que es el 

contacto directo con las células tumorales lo que promueve la producción de IL-18 y no 

los factores solubles. Aún más, los experimentos de co-cultivo de Mo con células K562 

o con células NK y células K562 demuestran que la presencia de células tumorales es 

estímulo suficiente para inducir la producción de IL-18, incluso en ausencia de células 

NK (Figura 29).  

Como mencionamos, la caspasa-1 es la responsable del clivaje de pro-IL-18 para 

dar su forma activa, en los Mo esta activación puede darse como consecuencia de 

múltiples estímulos capaces de activar los inflamasomas (244). Los inflamasomas son 
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complejos multiproteicos que se ensamblan en respuesta a estímulos asociados con 

estrés e infección y conducen a la activación de respuestas inflamatorias rápidas 

mediadas por caspasa-1 (244). Entre las familias de proteínas que pueden formar 

inflamasomas encontramos a los NLR, compuestos por NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP12 y 

NLRC4, la familia de receptores similares a AIM2 y los RLR (244). El inflamasoma más 

ampliamente estudiado es el NLRP3. Las señales que lo activan incluyen, entre otros, 

patrones moleculares asociados a patógenos (Pathogen-associated molecular patterns, 

PAMPs) o patrones moleculares asociados a daño (Damage associated molecular 

patterns, DAMPs) como ATP, cristales de ácido úricos y ADN intracelular; y se han 

propuesto diversos mecanismos que llevan a su activación, entre ellos el estrés 

oxidativo, el flujo de iones y la ruptura lisosomal (58,244). A su vez, algunas de estas 

señales o vías de activación también pueden estar implicadas en la activación de otros 

inflamasomas. La muerte celular inmunogénica de las células tumorales mediada por LT 

y células NK libera numerosos DAMPs (245), y se ha demostrado, por ejemplo, que las 

células tumorales al morir liberan ATP, que actúa sobre el receptor purinérgico P2X7 en 

las CD y desencadena la activación de caspasa-1 dependiente de NLRP3 (246). En base a 

estos antecedentes, decidimos evaluar la participación de algunos de estos mecanismos 

en la producción de IL-18. Para ello, y teniendo en cuenta los tres mecanismos 

mencionados anteriormente, en los experimentos de co-cultivo de PBMC con células 

tumorales utilizamos catalasa para eliminar ROS, y L-NAME como inhibidor de la NOS. A 

su vez, el ATP extracelular activa el receptor P2X7 y desencadena una salida rápida de 

K+ (247), para evaluar la participación de esta vía utilizamos un antagonista de dicho 

receptor (A740003). Por último, también utilizamos drogas que inhiben el proceso de 

autofagia (cloroquina) y de fagocitosis (citocalasina D) dado que estos mecanismos 

convergen en la unión a lisosomas (248). Observamos que únicamente la inhibición de 

la fagocitosis restringió tanto la producción de IL-18 en los cultivos como la expresión de 

PD-L1 en las células NK (Figura 30). Una pregunta que podría surgir en este punto es si 

la utilización de citocalasina D, que interrumpe la red de actina, podría estar impidiendo 

el ensamblaje del inflamasoma o inhibiendo totalmente la secreción de citoquinas. No 

obstante, se ha demostrado que la utilización de citocalasina D impide la producción de 
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IL-1β, que utiliza la misma vía que IL-18, en macrófagos murinos cuando son estimulados 

con sales de aluminio (que forman agregados que son fagocitados), pero no impide la 

secreción de esta citoquina cuando es inducida por estímulos independientes de 

fagocitosis (249).Adicionalmente, la citocalasina D no inhibió la expresión e PD-L1 

inducida por citoquinas en las células NK (no mostrado) lo que indica que la citocalasina 

no regula directamente la expresión de PD-L1. Nuestros resultados indican que la 

fagocitosis desempeña un papel clave en la producción de IL-18, que en consecuencia 

afecta la expresión de PD-L1 en las células NK, sin embargo, no son suficientes para 

permitirnos identificar el o los inflamasomas involucrados.  

Es importante mencionar que la inhibición de los procesos de autofagia también 

restringe la expresión de PD-L1 en las células NK, pero no así la secreción de IL-18, lo 

que sugiere que la autofagia también podría ser parte del mecanismo de inducción de 

PD-L1 (Figura 30). No nos fue posible establecer si la autofagia era requerida a nivel del 

Mo, de las células tumorales y/o de las células NK, ya que al realizar el ensayo incubando 

a cada tipo celular con la cloroquina y lavando previamente al co-cultivo, se perdió el 

efecto observado cuando el inhibidor estuvo presente durante todo el co-cultivo. 

En función de nuestros hallazgos, posteriormente realizamos cultivos de Mo con 

células K562 y comprobamos mediante citometría de flujo que las células tumorales son 

fagocitadas por los Mo, lo cual fue inhibido en presencia de citocalasina D (Figura 31B). 

En concordancia, también hallamos que la producción de IL-18 en los cultivos de Mo con 

células tumorales, fue inhibida al restringir la fagocitosis (Figura 31C), demostrando que 

la fagocitosis de las células tumorales induce la secreción de IL-18 en los Mo. Si bien la 

citometría de flujo tiene la ventaja de permitir el análisis simultáneo de miles de células, 

una limitación importante al momento de evaluar la fagocitosis consiste en que no 

permite distinguir inequívocamente entre células unidas o células fagocitadas, por ello, 

la inhibición del fenómeno utilizando citocalasina D (que inhibe la polimerización de los 

filamentos de actina y por lo tanto, la fagocitosis) nos permite confirmar que lo 

observado por citometría de flujo corresponde a fagocitosis. Adicionalmente, a fin de 

corroborar estos resultados por otro método, utilizamos también microscopía confocal 

de alta resolución y así pudimos visualizar a las células tumorales siendo efectivamente 
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fagocitadas por los Mo (Figura 32). En el contexto del microambiente tumoral, además 

de Mo también esperaríamos encontrar otras células mieloides como CD o macrófagos 

(109,250). En este sentido, se ha reportado la presencia de un elevado número de TAM 

con fenotipo similar a los macrófagos M2 (perfil más inmunosupresor) en el infiltrado 

tumoral de varios tumores sólidos (250–254), incluido el ccRCC (255), lo cual se 

correlaciona con un peor pronóstico de la enfermedad. Especulamos que los TAM 

presentes en ccRCC, como parte de un mecanismo inmunosupresor también podrían 

potenciar la expresión de PD-L1 en las TINK de esos pacientes mediante IL-18. 

Posteriormente, nos enfocamos en las características fenotípicas y funcionales 

de la población de células NK que expresan altos niveles de PD-L1. Nuestros resultados 

muestran que las células NK PD-L1hi generadas in vitro poseen una mayor capacidad 

efectora y un fenotipo más activado (Figura 33), esto podría contrastar con nuestra 

observación inicial donde un alto infiltrado de células NK se correlaciona con un peor 

pronóstico (Figura 7). Sin embargo, la activación de las células NK ocurre rápidamente 

luego del contacto con células tumorales, tal como pudimos observar para los 

marcadores CD25 y CD69 a las 24 hs, mientras que el incremento en la expresión de PD-

L1 se observa más tarde, con un pico a las 48 hs (Figura 34). Es concebible que la 

expresión de PD-L1 se induzca preferentemente en las células NK activadas y con mayor 

capacidad efectora como parte de un proceso homeostático. Sin embargo, en un 

contexto tumoral se debe considerar que las células NK estimuladas crónicamente 

adquieren características de células agotadas y se vuelven disfuncionales (212–217). En 

este sentido, se demostró que las TINK de pacientes con sarcoma y tumor de mama 

expresan altos niveles de CD73 junto con múltiples puntos de control inmunológicos, 

incluidos PD-L1, TIM-3, LAG-3, VISTA y PD-1 implicados en el agotamiento celular, 

además adquieren propiedades inmunoregulatorias dentro del microambiente tumoral 

y se asocian con tumores de mayor tamaño (134). Estos datos podrían explicar por qué 

la presencia de un alto infiltrado de células NK se asocia con un peor pronóstico, tal 

como observamos anteriormente. 

Finalmente, en base a evidencias recientes que demuestran que las células NK 

adquieren propiedades inmunoregulatorias en el entorno tumoral (134–136), y 
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teniendo en cuenta que la interacción entre PD-L1 en células tumorales y PD-1 en LT 

frecuentemente da como resultado la apoptosis, anergia y agotamiento de estas células 

(150,157), nos propusimos analizar si las células NK PD-L1hi presentaban capacidad 

regulatoria sobre LT. Evaluar la capacidad regulatoria de las células NK de pacientes con 

ccRCC no fue posible dada la dificultad para aislar suficientes TINK de las muestras, 

debido al pequeño tamaño de las piezas tumorales y al bajo número de células 

infiltrantes que podían obtenerse. Por lo tanto, decidimos generar in vitro células NK 

PD-L1hi a partir de cultivos de PBMC de DS con células K562 y luego aislarlas mediante 

cell sorting. En esta instancia, nos encontramos con la imposibilidad de separar a las 

células NK en función de la expresión de PD-L1 debido a que el AcMo utilizado para 

detectar PD-L1 por citometría de flujo es a su vez bloqueante. Por ello, cultivamos PBMC 

con células K562 para generar células NK enriquecidas en células PD-L1hi y aislamos 

células NK totales mediante cell sorting. Observamos que la proliferación tanto de los LT 

CD4+ como los LT CD8+ disminuye a mayor proporción de células NK-te en los cultivos 

(Figura 35B), demostrando un efecto inhibitorio. Llamativamente, la restricción en la 

proliferación de los LT CD8+ requirió de una menor proporción de NK-te en los cultivos, 

sugiriendo un mayor efecto de las células NK sobre los LT CD8+ (Figura 35B). Y aún más, 

al incluir en los cultivos un AcMo bloqueante anti-PD-L1 encontramos que sólo fue 

posible restaurar la proliferación de los LT CD8+ (Figura 35C). Estos resultados nos 

sugieren que mientras la inhibición sobre los LT CD8+ se da a través de la interacción PD-

1/PD-L1, la inhibición sobre los LT CD4+ ocurre mediante otro mecanismo. Es importante 

resaltar que estos cultivos se realizaron en ausencia de otras células del sistema inmune 

capaces de modular a los LT, tales como CD, por lo tanto, la inhibición observada se debe 

a una interacción directa entre las células NK y los LT. En función de estos resultados 

demostramos que las células NK estimuladas con células tumorales generan células NK 

con capacidad inmunoregulatoria, capaces de inhibir la proliferación de LT CD4+ y CD8+, 

y aún más, demostramos que la inhibición en los LT CD8+ es a través de PD-L1. Por otra 

parte, no observamos que las células NK-te puedan regular otras funciones de los LT 

CD4+ y LT CD8+, en términos de activación y sobrevida (Figura 36 y 37). Se sabe que PD-

1 reduce la sobrevida de los LT ya que la señalización a través de este receptor previene 
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la expresión del gen antiapoptótico Bcl-xL, mientras que la señalización a través de CD28 

mantiene la sobrevida mediante la expresión de dicho gen (256); en nuestros ensayos 

podría estar ocurriendo un balance entre las señales dadas por la estimulación con 

AcMo anti-CD28 y por PD-L1 en las células NK-te, lo cual no nos permite observar 

diferencias en la sobrevida de los LT. Por otro lado, tanto la activación como la sobrevida 

de los LT CD4+ y LT CD8+ se evaluaron utilizando la relación entre células NK y LT donde 

observamos que se inhibía la proliferación, por lo que no podemos descartar que 

utilizando otra relación se vean afectadas la activación y/o la sobrevida de estas células. 

Aunque la expresión de PD-L1 en las células tumorales juega un papel relevante 

en la atenuación de la inmunidad antitumoral, diferentes estudios que utilizaron 

modelos preclínicos en ratones mostraron que la expresión de PD-L1 en células no 

tumorales participa en la supresión de las respuestas de LT antitumorales y contribuye 

al escape tumoral (257,258). Además, la eficacia de la terapia anti-PD-L1 se basa 

parcialmente en la expresión de PD-L1 en células no tumorales (259–261). En 

consecuencia, nuestros resultados que muestran que las TINK de ccRCC presentan una 

alta expresión de PD-L1, y que las células NK PD-L1hi pueden inhibir la proliferación de 

LT CD8+ a través de PD-L1, sugieren que las células NK también podrían ser el objetivo 

durante el tratamiento con AcMo anti-PD-L1. Un trabajo reciente reveló la presencia de 

células NK PD-L1+ en la sangre de pacientes con leucemia mieloide aguda (262). En este 

trabajo, los autores también observaron que PD-L1 se expresa en las células NK luego 

del reconocimiento directo de las células tumorales, que dicha expresión ocurriría como 

consecuencia de la activación de las células NK, la cual no se ve afectada por IFN-γ, y 

demuestran a su vez que las células NK PD-L1+ son altamente efectoras y con un fenotipo 

activado, resultados que coinciden y respaldan nuestros hallazgos. Sin embargo, no 

analizaron la posible capacidad regulatoria de estas células sino que se centraron en la 

funcionalidad intrínseca de PD-L1 en las células NK y demostraron que el tratamiento 

con Atezolizumab, un AcMo anti-PD-L1 humanizado, aumentó la capacidad efectora de 

las células NK PD-L1+. 

Se ha descripto que una población de células NK residentes de hígado de ratones 

con infecciones virales crónicas o agudas expresan PD-L1 y regulan negativamente la 



Discusión 

108 

 

respuesta antiviral mediada por de LT a través de interacciones PD-1/PD-L1 (263). Más 

recientemente se demostró que esta población de células NK PD-L1+ puede restringir la 

respuesta T antiviral generada por vacunación en un modelo de infección crónica con el 

virus de la hepatitis B (264). Por lo tanto, la capacidad regulatoria de poblaciones de 

células NK PD-L1+ parecería ser un fenómeno que no está solamente restringido a la 

respuesta anti-tumoral. 

Por último, dado que PD-1 puede expresarse en un subconjunto de células NK, 

como se observa en pacientes infectados con citomegalovirus (CMV) y en pacientes con 

cáncer (162–164), también es posible que las células NK PD-L1hi puedan mostrar una 

actividad regulatoria sobre células NK PD-1+. 

Los LT CD8+ son fundamentales para la eliminación del tumor y la presencia de 

LT CD8+ infiltrantes de tumor tiene un valor pronóstico positivo en pacientes con 

diferentes tipos de cáncer (265). En pacientes con ccRCC, un mayor infiltrado de LT CD8+ 

intratumorales correlaciona con un peor pronóstico, excepto cuando estos LT CD8+ 

están proliferando, lo que se asocia con una sobrevida más prolongada (266). Nuestros 

resultados, que demuestran que las células NK PD-L1+ pueden inhibir la proliferación de 

LT CD8+, podrían explicar por qué un alto infiltrado de células NK se asocia con una 

menor sobrevida en pacientes con ccRCC. 

En resumen, el reconocimiento de tumores, en cooperación con IL-18 producida 

por los Mo como consecuencia de la fagocitosis de células tumorales, induce la 

expresión de PD-L1 en las células NK, lo que resulta en un enriquecimiento en células 

NK PD-L1hi que a su vez limitan la proliferación de LT CD8+ a través de PD-L1. En 

consecuencia, la respuesta clínica observada en varios tipos de tumores, incluido el 

ccRCC, después de la terapia dirigida al eje PD-1/PD-L1 utilizando AcMo podría depender 

parcialmente del bloqueo de PD-L1 en TINK. 
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Los hallazgos de este trabajo demuestran que: 

✓ En pacientes con ccRCC un mayor infiltrado de células NK se asocia con una 

disminución de la sobrevida. 

✓ Las TINK de estos pacientes expresan altos niveles de la molécula inhibitoria PD-

L1, y la presencia de células NK PD-L1+ se asocia con un mayor tamaño tumoral. 

✓ Líneas celulares de RCC o la línea K562 pueden inducir la expresión de PD-L1 en 

células NK in vitro mediante la interacción directa con las células tumorales. 

✓ El aumento en la frecuencia de células NK que expresan PD-L1 se debe a un 

aumento de la expresión de dicha molécula durante el co-cultivo, no a una 

proliferación preferencial de las células NK que lo expresan basalmente. 

✓ La citoquina IL-18 es crítica para potenciar la expresión de PD-L1 en las células 

NK. Además, PD-L1 se expresa preferentemente en las células sensibles a IL-18. 

✓ La expresión de PD-L1 en las células NK no se modula por la acción de IFN-γ o IL-

1β. 

✓ Las células tumorales son fagocitadas por los Mo, lo que gatilla la producción de 

IL-18, que potencia la expresión de PD-L1. 

✓ Las células NK PD-L1hi exhiben un fenotipo activado y muestran una mayor 

capacidad efectora. 

✓ Las células NK que estuvieron en contacto con células tumorales son capaces de 

inhibir la proliferación de LT CD4+ y LT CD8+. 

✓ La inhibición de la proliferación de los LT CD8+ es dependiente de PD-L1. 

En conjunto, a lo largo de este trabajo de Tesis, dilucidamos los mecanismos 

subyacentes a la expresión de PD-L1 en células NK humanas, y demostramos que en el 

contexto de la respuesta inmune antitumoral se puede generar una subpoblación de 

células NK con capacidad regulatoria, lo que explicaría el impacto negativo de un alto 

infiltrado de células NK en pacientes con ccRCC. Además, este trabajo constituye el 

primer reporte de la expresión de PD-L1 en células NK humanas infiltrantes de tumores 

sólidos. 
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Los resultados de este trabajo se pueden resumir en el modelo de la Figura 38, 

donde se ilustra que las células NK comienzan a expresar la molécula inhibitoria PD-L1 

luego del reconocimiento tumoral a través del receptor NKG2D, y esta expresión se 

puede ver potenciada por la acción de la citoquina IL-18 producida por los Mo como 

consecuencia de la fagocitosis de las células tumorales. De esta manera, se genera una 

subpoblación de células NK regulatorias, capaces de inhibir la proliferación de los LT 

CD8+ a través de PD-L1. 

 

Figura 38: Modelo que ilustra el mecanismo de inducción de la expresión de PD-L1 en células 
NK humanas y sus funciones regulatorias. 
 

Por último, estos resultados sugieren que las células NK también podrían ser 

blanco de las terapias dirigidas al eje PD-1/PD-L1 utilizando AcMo, ya que su mecanismo 

de acción podría depender parcialmente del bloqueo de PD-L1 en las células NK 

infiltrantes del tumor. 
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