
1 

FCMBIB001
Stamp



2 
 

Agradecimientos 
 
Quiero agradecer en primer lugar a la Dra. Graciela Scharovsky, por haberme dirigido 

en este trabajo, por haberme acompañado en cada uno de los momentos por los que 

transité en estos años, tanto en lo profesional como también en lo personal. Agradezco 

todo lo que me ha enseñado y capacitado y por sobre todas las cosas por haberme 

brindado su amistad. 

 

Gracias a María Teresa Font por haberme permitido realizar mi Tesis en el Instituto de 

Genética Experimental en donde sin lugar a dudas encontré una segunda casa. 

 

Gracias a Vivi, por la ayuda con los experimentos, por la amistad, por escucharme, 

por los consejos de madre, por estar en los momentos que tanto necesité.  

 

Gracias a Mariano, Leandro y Ana, por la amistad, el compañerismo, los buenos 

consejos, por los inolvidables momentos compartidos. 

 

Gracias a todos los miembros del IGE: los de siempre Patri, Luly, Ricardo, Pablo, 

Ana, Silvia, María Delia, como así también a los nuevos integrantes: Virginia, Gisela, 

Juan Manuel, Leonardo, Flavio, por hacer del lugar de trabajo un lugar cálido y 

acogedor en donde siempre me he sentido como en casa. 

 

Gracias a mis amigas, a mis hermanas por elección, Eli, Juli, Stell, Lau, gracias por 

haberme acompañado en este como en todos los momentos importantes de mi vida. 

Ustedes hicieron muchas veces que todo tenga sentido. Gracias simplemente por 

estar… 

 

Gracias muy especialmente a mamá y a papá por todo, principalmente por la VIDA 

que me han dado, por enseñarme a vivir en ella, con confiar en mí, por dejarme elegir, 



3 
 

por ser realmente incondicionales en todo, por entender y compartir cada uno de los 

esfuerzos que permitieron que hoy pueda estar acá. Gracias, todo esto se los debo a 

ustedes! 

 

Gracias, de todo corazón, a mis hermanos, por estar siempre a mi lado, por 

acompañarme y escucharme siempre, por darme ánimo y alentarme para que siga 

adelante aún en momentos difíciles  

 

Gracias a Pablo, por su amor, comprensión, paciencia, por acompañarme en esta 

carrera, cosa que a veces no es nada fácil. Gracias por apoyarme en mis decisiones y 

por aconsejarme siempre desde el amor. 

 

Finalmente quiero agradecer a mis dos amores, Fran y Agos, por darle un nuevo 

sentido a mi vida, por ser dos luces que guían mi vida, gracias porque por ustedes 

TODO vale la pena y ningún esfuerzo es demasiado grande, las amo! 

 

A todos los que, de una forma u otra, han contribuido a que esté completando esta 

etapa de mi vida, que sin lugar a dudas va a ser por siempre inolvidable...MUCHAS 

GRACIAS 



4 
 

 

Índice 

 

 

1. Introducción 1 

1.1. Cáncer 1 

1.2.  Metástasis 2 

1.2.1. Cascada metastásica 3 

1.3. Heterogeneidad celular tumoral 5 

1.4. Inmunología tumoral 6 

1.4.1. Mecanismos inmunes efectores antitumorales 8 

1.4.2. Evasión tumoral de la respuesta inmune 8 

1.5. Inmunoterapia 9 

1.6. Terapia antimetastásica 10 

1.6.1. Ciclofosfamida  10 

1.7. Interleuquina 10 (IL-10)  12 

1.8. Receptor de IL-10  13 

1.8.1. Estructura y expresión 13 

1.9. Funciones biológicas de IL-10 13 

1.10. IL-10 y Cáncer 14 

1.11. Galectina-1 14 

1.11.1. Estructura y funciones biológicas 15 

1.12. Células reguladoras 15 

1.12.1. Células reguladoras naturales 17 

1.12.2. Células reguladoras inducibles o adaptativas (Tr1) 17 

1.12.3. Mecanismos de supresión 17 

1.12.4. Roles fisiológicos de los subgrupos de células Tregs 18 

1.12.5. Células reguladoras y Galectina-1 18 

1.12.6. Células reguladoras y Ciclofosfamida 18 

1.12.7. Células NKT 19 

1.12.7.1. NKT tipo I 20 

1.12.7.2. NKT tipo II 20 



5 
 

1.12.7.3. Desarrollo y diferenciación efectora 20 

1.12.7.4. Mecanismos de activación 21 

1.12.7.5. Mecanismos de regulación 21 

1.12.7.6. Funciones de las células NKT 21 

1.12.7.7. Células NKT y Cáncer 22 

 

2. Objetivos 23 

 

3. Materiales y Métodos 24 

3.1. Animales 24 

3.2. Tumores 24 

3.3. Histopatología 26 

3.4. Drogas 26 

3.5. Anticuerpos 26 

3.6. Ensayo de proliferación celular  27 

3.7. Cuantificación de IL-10 28 

3.8. Cuantificación de IL-10R (receptor de IL-10) 29 

3.9. Modulación de la expresión de Galectina-1 por Mafosfamida en células 30 
       L-TACB primarias y metastásicas 

3.10. Determinación de la concentración de proteínas 30 

3.11. Western Blot para Gal-1 30 

3.12. Análisis densitométrico 31 

3.13. Determinación de viabilidad celular 31 

3.14. Evaluación de la apoptosis temprana. Anexina V 32 

3.15. Cinética de expresión de Gal-1 en tumor y bazo de animales portadores         33 
         del linfoma L-TACB tratados con Cy  

3.16. Determinación de Galectina-1 por inmunohistoquímica 34 

3.17. Cinética de expresión de Gal-1 en tumor y bazo de animales portadores 35 
         del linfoma L-DGE tratados con Cy 

3.18. Cinética de expresión de Gal-1 en otros modelos tumorales 35 

3.19. Interrelación entre sistema inmune y expresión de Gal-1 durante 36 
         el crecimiento tumoral en distintos modelos murinos 

3.20. Modulación de la expresión de Gal-1 con inhibidores de vías  36 
         de transducción de señales 



6 
 

3.21. Estudio de las poblaciones linfocitarias reguladoras de la respuesta  37 
         antitumoral 

3.21.1. Células T reguladoras 37 

3.21.2. Células NKT tipo I 38 

3.22. Análisis estadísticos 39 

 

4. Resultados 40 

4.1. Efecto de Mafosfamida sobre la proliferación de células L-TACB de 40 
       tumor primario y metástasis 

4.2. Producción de IL-10 por células L-TACB de tumor primario y metástasis 41 

4.3. Cuantificación de IL-10R (receptor de IL-10) en células L-TACB de 42 
       tumor primario y metástasis 

4.4. Efecto de Mafosfamida sobre la expresión de Galectina-1 (Gal-1) en 43 
       células tumorales primarias y metastásicas 

4.5. Efecto de Gal-1 sobre la viabilidad de esplenocitos de ratas portadoras 47 
       de L-TACB   

4.6. Efecto de Gal-1 sobre la apoptosis de esplenocitos de ratas tratadas con Cy 48 

4.7. Cinética de la expresión de Gal-1 en el linfoma L-TACB 50 

4.8. Estudio de la expresión de Gal-1 en tejido tumoral y metastásico de L-TACB 52 

4.9. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Galectina-1 52 

4.10. Análisis inmunohistoquímico de la expresión de Galectina-1 53 

4.11. Determinación de la cinética de expresión de Gal-1 en tumor y bazo 54 
         de animales portadores del linfoma L-DGE 

4.12. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Galectina-1 en L-DGE 55 

4.13. Cinética de expresión de Gal-1 en otros modelos tumorales 56 

4.14. Análisis de la influencia del sistema inmune sobre el crecimiento tumoral 58 
         y la expresión de Gal-1 en distintos modelos tumorales murinos 

4.15. Vías de transducción de señales implicadas en la modulación de Galectina-1 64 

4.16. Estudio de las poblaciones linfocitarias reguladoras de la respuesta antitumoral 66 

4.16.1. Células T reguladoras 66 

4.16.2. Células NKT I 72 

 

5. Discusión y Conclusiones 76 

 

6. Referencias 104 



7 
 

1. Introducción 
 
 
1.1. Cáncer 

Bajo el nombre de cáncer se agrupan muchas enfermedades diferentes. El cáncer se 

produce cuando, por diferentes razones, algunas células pierden el control sobre el 

crecimiento celular y los mecanismos de muerte natural, y comienzan a multiplicarse 

sin orden ni control. Cada parte del cuerpo está formada por células que se multiplican 

para llevar a cabo procesos normales como el crecimiento, el funcionamiento normal 

del organismo y la reparación de tejidos dañados. En el cáncer, las células continúan 

dividiéndose aún cuando no se necesitan nuevas células. Además, las células 

cancerosas son menos propensas a morir que las células normales. Para que las células 

normales se transformen en cancerosas se requieren varias alteraciones en los genes, 

dado que estos contienen la información necesaria para que dichos procesos se 

realicen en forma normal. Eventualmente, los genes alterados y un crecimiento celular 

sin control llegarán a producir un tumor que puede ser de carácter benigno o maligno, 

este último también conocido como cáncer (Weinberg RA, 2007). Los tumores 

malignos pueden invadir, dañar y destruir órganos adyacentes y diseminarse a otras 

partes del cuerpo. Por el contrario, un tumor benigno no posee la capacidad de 

diseminarse, de ahí su denominación de benigno; no obstante, algunos de ellos pueden 

dañar el tejido local y necesitan ser extirpados.  

 

En los últimos 150 años el mundo económicamente desarrollado ha ido eliminando las 

enfermedades infecciosas como causa de mortalidad más significativa. Sin embargo, 

no ha sucedido lo mismo en los países subdesarrollados, en donde la tasa de muerte 

por enfermedades transmisibles alcanza el 43%, según el Informe sobre la salud en el 

mundo del 2007 de la Organización Mundial de la Salud (OMS). En este informe, 

además, se advierte a las autoridades sanitarias sobre un aumento en la incidencia 

mundial de enfermedades crónicas no transmisibles, en particular el cáncer y las 

enfermedades cardiovasculares (OMS, 2007). En 1996, murieron 6,3 millones de 

personas por algún tipo de cáncer, constituyendo esta patología la tercera causa de 

muerte a nivel mundial (12%), después de las enfermedades infecciosas y parasitarias 

(33%) y las enfermedades cardiovasculares (29%). Las muertes debidas a 
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enfermedades infecciosas prevalecen en el mundo en desarrollo (43%), mientras que 

las que ocurren por enfermedades cardiovasculares lo hacen mayoritariamente en 

países desarrollados (45,6%).  

 

En Argentina, las defunciones debidas al cáncer constituyen el 20% del total de las 

defunciones relevadas. Del total de las muertes debidas a tumores, un 96% se debió a 

tumores malignos y un 4% a carcinomas in situ y tumores benignos. El cáncer es la 

segunda causa de muerte en la Argentina, siendo la primera causa las enfermedades 

relacionadas con el sistema circulatorio que alcanzan un 33% (Estadísticas vitales - 

Información básica año 2000, Ministerio de Salud Pública de la República Argentina, 

2001). Según una publicación más reciente, la tasa de mortalidad por cáncer es de 

145,46/100000 habitantes/año, para el período 1997-2000 (Mortalidad por tumores 

malignos, 1993-1996 y 1997-2000, Ministerio de Salud de la República Argentina, 

2002). 

 

Numerosos estudios epidemiológicos muestran que los tipos de cáncer más frecuentes 

(pulmón, mama, próstata colon y recto) han aumentado su incidencia en aquellos 

lugares donde aumentaron los factores de riesgo (tabaquismo, dietas inadecuadas, 

sedentarismo y exposición a agentes químicos ambientales) (Hoel DG, 1992). 

 

Si bien el cáncer comprende muchos tipos diferentes de tumores, y cada neoplasia en 

cada órgano en particular presenta numerosas variedades, la característica común a 

todas las neoplasias malignas es la capacidad de originar metástasis, las cuales 

constituyen la causa de la mayor parte de las muertes por cáncer. 

 

1.2. Metástasis 

El fenómeno de desarrollo de metástasis es un proceso de etapas múltiples que una 

célula tumoral debe llevar a cabo con éxito para alcanzar un sitio distante del tumor 

primario, proliferar y dar lugar a un crecimiento secundario. Esta serie de etapas, cada 

una de las cuales encierra en sí misma una particular complejidad, tanto desde el 

punto de vista bioquímico como genético, recibe el nombre de cascada metastásica  

(Bonfil RD, 2002; Weinberg RA, 2007). 
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La serie concatenada de pasos que lleva al desarrollo de un tumor secundario en un 

sitio diferente al de origen tiene la siguiente secuencia: desprendimiento de las células 

con fenotipo metastásico, invasión del estroma local hasta llegar a un vaso sanguíneo 

(proceso que se lleva a cabo mediante adhesión, degradación de la matriz extracelular 

y locomoción celular y reiteración de esta tríada de pasos), penetración en el torrente 

circulatorio sanguíneo y/o linfático, proceso conocido como intravasación, 

supervivencia en la circulación y diseminación, detención y extravasación, 

proliferación y formación de tumores secundarios (Schirrmacher V, 1984). En esta 

última etapa, al igual que en los primeros estadios del crecimiento tumoral primario, 

es crucial el fenómeno de angiogénesis, el cual consiste en la generación de nuevos 

vasos sanguíneos que penetran el tumor y le brindan los nutrientes necesarios para 

poder seguir proliferando (Folkman J, 1992). 

 

La mayoría de los tumores primarios pueden ser tratados exitosamente por cirugía 

solamente o en combinación con quimioterapia, radioterapia o algún tipo de terapia 

biológica. En este aspecto, la detección precoz de los tumores primarios, la cual ha 

mejorado por el gran avance alcanzado en la resolución de las técnicas exploratorias, 

permite que los tratamientos aplicados sean más efectivos y aumente 

considerablemente la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, en muchos casos, 

al momento del diagnóstico de un tumor primario, el paciente ya posee múltiples 

micrometástasis que escapan a la capacidad de detección por los métodos diagnósticos 

con que se cuenta en la actualidad (Fidler IJ, 1997; Weinberg RA, 2007). 

 

1.2.1. Cascada metastásica. El desarrollo de tumores secundarios involucra una serie 

de eventos correlativos en los que la célula neoplásica interactúa con el hospedador. 

Ésta involucra, en primer lugar, la invasión primaria e intravasación, atravesando la 

membrana basal e infiltrando el estroma intersticial para luego, al encontrar un vaso 

linfático o sanguíneo, intravasarse y liberarse a la circulación en forma solitaria o 

formando agregados celulares homo- o heterotípicos. Durante el proceso de 

diseminación, las células neoplásicas en migración deben soportar la acción 
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traumática causada por la turbulencia generada por el movimiento de fluidos, las 

deformaciones debidas al paso por la microcirculación, y el ataque de las células del 

sistema inmune. En un momento determinado, la célula tumoral se detiene en un 

órgano debido a que queda atrapada por un filtro capilar o por interacciones 

específicas con las células endoteliales de ése órgano. Esa célula se adhiere al 

endotelio vascular a través de moléculas de adhesión e induce la retracción de las 

células endoteliales, exponiendo de esta manera la membrana basal sub-endotelial. 

Luego, mediante la acción de enzimas proteolíticas, se produce una brecha en ésta que 

permite la extravasación de la célula que, finalmente, debido a su motilidad 

estimulada por factores de la propia célula y/o de la matriz extracelular, pasa al 

parénquima del órgano blanco. Alguna de las células tumorales que lograron llegar al 

órgano blanco comienza a proliferar utilizando nutrientes y gases que llegan por 

difusión, generando así las micrometástasis. Estos tumores secundarios microscópicos 

comienzan luego a vascularizarse, a instancias de factores angiogénicos secretados por 

las mismas células tumorales o por células estromales, lo que permitirá su 

proliferación y conversión en metástasis macroscópicas que, a su vez, pueden  generar 

metástasis secundarias (Bonfil RD, 2002; Chambers AF, 1999; Weinberg RA, 2007). 

Estudios recientes postulan, además, una variante a este modelo: el desarrollo de 

metástasis seguiría dos rutas diferentes pero con resultados similares. Un modelo 

implica la migración de las células tumorales desde el tumor primario hasta la sangre 

o los nódulos linfáticos, lugar en el que se forman metástasis sólidas y de las cuales 

las células vuelven a migrar para formar otras metástasis en diferentes órganos. En el 

otro modelo, la diseminación de las células neoplásicas procede sin el pasaje por los 

nódulos linfáticos hacia sitios distantes (Pantel K, 2004).  

 

Recientemente, se ha planteado una nueva teoría sobre el desarrollo de las metástasis 

en la que las células madre o stem cells jugarían un papel importante. Las tres 

características que se le atribuyen a las células madre, la auto-renovación, amplia 

proliferación y la capacidad de diferenciación, podrían explicar tanto el crecimiento 

sin control como y los patrones de crecimiento diferenciado que son detectables tanto 

en tumores benignos como malignos. Se ha definido a la célula madre tumoral como 

aquella célula cancerígena que tiene la capacidad de auto-renovarse, dividiéndose para 
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dar lugar a otra célula madre tumoral y a una célula que origina una población de 

células tumorales diferenciadas fenotípicamente diferentes. Se cree que las células 

madre normales son el blanco de la transformación maligna y de esta manera se 

podrían explicar las similitudes que existen entre estos dos tipos de células madre. Un 

modelo alternativo de la iniciación tumoral podría ser la fusión de células madre con 

células que han sufrido una serie de eventos mutacionales relacionados al desarrollo 

del cáncer (Bjerkvig R, 2005). Se ha postulado la existencia de dos formas de células 

madre del cáncer (cancer stem cells) durante la progresión del cáncer, las 

estacionarias y las móviles. Las estacionarias permanecen embebidas en el tejido 

epitelial y persisten en áreas diferenciadas durante todos los pasos de la progresión 

tumoral. Por otro lado, las células madre móviles se pueden diseminar y, reteniendo la 

capacidad de célula madre, pueden formar colonias metastásicas (Brabletz T, 2005). 

La ruptura de la homeostasis epitelial que conduce a la progresión del cáncer se 

encuentra correlacionada con la pérdida de las características epiteliales y la 

adquisición de un fenotipo migratorio. Este fenómeno se conoce como la transición 

epitelial-mesenquimal (EMT) y es considerado un evento crucial en la malignidad 

(Thiery JP, 2003). Este nuevo enfoque sobre el proceso metastático, no sería tal vez el 

único que explique el desarrollo de las metástasis. 

 

Los tumores primarios están conformados por subpoblaciones celulares con 

características específicas (Heppner GH, 1984). Sólo aquéllas capaces de atravesar 

todas las etapas de la cascada metastásica podrán llegar a destino y generar una 

colonia a partir del tumor primario en un sitio específico, el cual no es elegido al azar. 

El sitio de aparición de las metástasis depende en algunos casos de consideraciones 

anatómicas, como la presencia de filtros capilares en la circulación drenante del tumor 

(Ewing J, 1928). En otros casos, la aparición de tumores secundarios no depende de la 

anatomía del órgano sino que habría una preferencia de la célula tumoral por 

determinados órganos, mecanismo que a fines del siglo XIX, Paget explicó a través de 

la “Hipótesis de la semilla y suelo” (Paget S, 1889; Bonfil RD, 2002; Fidler IJ, 2003). 

 

1.3. Heterogeneidad celular tumoral 
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Existe abundante evidencia experimental acerca del origen clonal de los tumores. La 

mayoría de los cánceres humanos se originan a partir de una única célula 

transformada, la cual prolifera y da lugar a la formación de un clon (Nicolson GL, 

1984; Talmadge JE, 1989). Sin embargo, a lo largo de la evolución y progresión 

tumoral, una gran diversidad y heterogeneidad celular se origina dentro de un tumor 

primario. Las células obtenidas de un tumor en crecimiento difieren entre sí con 

respecto a su morfología, tasa de proliferación, cariotipo, características metabólicas, 

propiedades antigénicas e inmunogénicas, producción de proteínas tales como 

enzimas, receptores de superficie, moléculas de adhesión, y presentan diferente 

sensibilidad a drogas, invasividad y capacidad metastásica  (Heppner GH, 1984). 

 

El fenómeno de la heterogeneidad celular tumoral está ampliamente aceptado en la 

actualidad. Una consecuencia del mismo es el hecho, demostrado experimentalmente, 

que no todas las células que componen un tumor primario son capaces de desarrollar 

metástasis. El desarrollo de clones de células con fenotipo metastásico, dentro de una 

población de células tumorales, es el resultado de la inestabilidad genética y 

epigenética de las células neoplásicas, inherente al proceso de progresión tumoral y de 

la selección de células con alguna ventaja selectiva para invasión y metástasis. 

Cuando se aíslan células con alto potencial metastásico a partir de una población 

celular tumoral heterogénea, dichas células son genéticamente inestables y pueden 

generar, por pasajes in vivo o in vitro, subpoblaciones con mayor o menor capacidad 

metastásica. Es decir, el fenotipo metastásico es, en sí mismo, inestable (Fidler IJ, 

1990). Esta característica trae como resultado la rápida generación de una gran 

diversidad y heterogeneidad celular dentro de una población tumoral metastásica 

(Nowel PC, 1976; Nicolson GL, 1991), a pesar del origen monoclonal de los tumores 

y de que las metástasis podrían desarrollarse a partir de un único clon de células 

(Fidler IJ, 1986).  

  

1.4. Inmunología tumoral 

La inmunología tumoral surgió como disciplina a mitad del siglo pasado, sobre la base 

de postulaciones de Paul Ehrlich planteadas a comienzos de ese siglo (Ehrlich P, 

1909). Ehrlich definió al sistema inmune como aquél encargado de “la defensa del 
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organismo contra lo no propio”. La inmunología tumoral se fundamenta en la 

existencia de neoantígenos presentes en las células tumorales y ausentes en las células 

normales, a los que se denomina antígenos tumorales específicos o TSAs (del inglés, 

tumor specific antigens). Las primeras evidencias experimentales a favor de la 

generación de una respuesta inmune contra los tumores pertenecen a Gross, luego 

confirmadas por Foley (Gross L, 1943: Foley EJ, 1953). Estos autores, a mitad del 

siglo pasado, demostraron que los tumores inducidos por carcinógenos químicos eran 

rechazados por ratones singeneicos que previamente habían sido inmunizados contra 

el mismo tumor. Esta inmunidad, en cambio, no era efectiva contra otros tumores, ni 

siquiera por aquellos inducidos por el mismo carcinógeno. Pasada la primera mitad 

del siglo XX, Mc Farlane Burnet y Lewis Thomas propusieron la teoría de la 

vigilancia inmunológica, la cual postula la generación constante de células malignas 

en el cuerpo de un individuo que son reconocidas como no propias por su sistema 

inmune, el cual se encarga de eliminarlas. Posteriormente, Burnet modificó esta teoría 

involucrando a los linfocitos T, los cuales generarían una respuesta inmune específica 

de tipo celular en el hospedador al reconocer TSAs (Thomas L, 1959; Burnet MF, 

1970). La aparición de tumores y/o la falta de rechazo tumoral indicarían una falla de 

la vigilancia inmunológica; en ello estarían implicados linfocitos supresores o 

anticuerpos bloqueantes. A lo largo de los años esta teoría fue duramente cuestionada 

pero, los hallazgos realizados en los últimos tiempos la sustentan. Sin embargo, esta 

sería sólo una de las etapas o formas en que el tumor puede relacionarse con el sistema 

inmune. En años posteriores se vio que la inmunovigilancia representa sólo una 

dimensión de las complejas relaciones existentes entre el sistema inmune y el cáncer 

(Dunn GP, 2002; Schreiber RD, 2004). Se desarrolló la hipótesis de la inmunoedición 

del cáncer la cual abarca el potencial protector del huésped y las funciones del sistema 

inmune esculpidas por el tumor durante el desarrollo tumoral. La inmunoedición del 

cáncer es un proceso dinámico compuesto por tres fases: eliminación, equilibrio y 

escape. La eliminación representa el concepto clásico de inmunovigilancia tumoral, el 

equilibrio es el período de latencia mediado por el sistema inmune luego de la 

destrucción incompleta del tumor en la fase de eliminación y el escape se refiere al 

crecimiento final de los tumores que lograron superar las restricciones de la fase de 

equilibrio (Dunn GP, 2002; Dunn GP, 2004).  
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Para completar el cuadro de la relación entre el sistema inmune y los tumores también 

se debe tener en cuenta la participación de mecanismos de inmunidad natural, 

ejercidos por macrófagos y linfocitos NK (del inglés Natural Killer, asesinos 

naturales), que reconocen la ausencia de moléculas MHC (del inglés, Major 

Histocompatibility Complex, Complejo Mayor de Histocompatibilidad), y de 

linfocitos Tγδ, los cuales poseen un papel protector, siendo los primeros en responder 

al proceso de transformación de células de la piel y otras células de origen epitelial 

(Ferrarini M, 2002).  

 

1.4.1. Mecanismos inmunes efectores antitumorales. El sistema inmune dispone de 

varios mecanismos efectores para eliminar las células neoplásicas. Éstos pueden ser 

tanto específicos como inespecíficos. Respuesta inmune específica: los anticuerpos, 

mediadores de la respuesta inmune humoral, pueden destruir células tumorales a 

través de tres mecanismos diferentes: fijando moléculas del complemento, actuando 

como opsoninas que facilitan la fagocitosis por macrófagos, y/o generando 

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo. Por el contrario, en la respuesta 

inmune celular, los linfocitos T citotóxicos, al reconocer antígenos tumorales 

específicos a través del receptor de célula T o TCR (del inglés, T cell receptor) y de 

las moléculas MHC, producen la lisis y destrucción de las células transformadas. 

Otros mediadores son las células asesinas activadas por linfoquinas o LAK (del inglés 

lymphokine activated killer). Estas células son linfocitos que carecen de marcadores 

de células T o B y que tienen la capacidad de destruir una amplia variedad de células 

transformadas al ser estimuladas in vitro por IL-2. Respuesta inmune inespecífica: las 

células NK pueden matar células tumorales in vitro, aunque su papel en la inmunidad 

antitumoral in vivo no está claro aún. Sin embargo, estas células serían las 

responsables de que ratones deficientes en linfocitos T no presenten una incidencia 

elevada de tumores espontáneos, cumpliendo la función de vigilancia inmunológica 

(Delves PJ, 2006). Además, los macrófagos activados por las citoquinas producidas 

por linfocitos tales como TNF-α (del inglés, tumor necrosis factor, factor de necrosis 

tumoral), IFN-γ (interferón gamma) y GM-CSF (del inglés, granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor, factor estimulante de colonias de granulocitos/macrófagos), 
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pueden matar células tumorales a través de la liberación de enzimas lisosomales, de 

intermediarios reactivos de oxígeno y nitrógeno, y la producción de citoquinas como 

TNF-α (Matar P, 2002). 

 

1.4.2. Evasión tumoral de la respuesta inmune. A pesar de que, como se ha 

demostrado, muchos tumores son inmunogénicos (Ladányi A, 2000), éstos pueden 

evadir la respuesta inmune a través de diferentes mecanismos. Esta imposibilidad por 

parte del hospedador de eliminar el tumor, o la capacidad de éste de eludir la respuesta 

inmune, involucran diversos mecanismos tales como la modulación de la expresión de 

antígenos tumorales y de moléculas MHC, la ausencia de moléculas co-estimuladoras, 

la inducción de tolerancia, la expresión de moléculas que inducen apoptosis de las 

células inmunes (como FasL y Gal-1) y de factores inmunosupresores (Gilboa E, 

1999; Kiessling R, 1999; Matar P, 2002). También, se han demostrado cambios en las 

vías de transducción de señales en linfocitos T CD8+ de animales portadores de tumor, 

lo cual redundaría en una ineficiente respuesta inmune (Mizoguchi H, 1992; Croci 

DO, 2007). 

 

1.5. Inmunoterapia 

Los avances recientes en el entendimiento tanto de las alteraciones génicas que 

contribuyen a la patogénesis del cáncer como de la respuesta inmune hacia los 

tumores, han llevado al desarrollo de tratamientos con base biológica contra el cáncer. 

Estas nuevas estrategias se focalizan en los descubrimientos sobre los antígenos 

tumorales, los requerimientos moleculares y celulares para la activación inmune, el rol 

de las citoquinas en la amplificación de la respuesta inmune y la evolución de las 

técnicas de ADN recombinante para la introducción de material genético en las células 

eucariotas (Berinstein NL, 2005). 

 

La inmunoterapia, modalidad terapéutica incluida dentro de la bioterapia, tiene como 

objetivo la eliminación de las células tumorales residuales que quedan en el organismo 

una vez que la masa tumoral principal ha sido eliminada mediante la utilización de 

cualquiera de los métodos terapéuticos clásicos. Es por eso que esta terapia puede 

convertirse en un arma útil contra el desarrollo de metástasis. Se basa en la 
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estimulación del sistema inmune como una forma de inhibir el crecimiento neoplásico. 

La inmunoterapia pasiva consiste en la transferencia al hospedador de anticuerpos o 

células inmunes específicas contra el tumor. Su efecto es rápido pero de corta 

duración, lo que genera la necesidad de aplicaciones repetidas y, con ellas, la 

posibilidad de aparición de efectos secundarios perjudiciales. Por el contrario, la 

inmunoterapia activa tiene como objetivo generar la respuesta inmune en el paciente 

portador del tumor. La misma involucra diferentes variantes tales como la aplicación 

de vacunas preparadas en base a células tumorales inactivadas o en base a antígenos 

tumorales purificados y la inducción de la expresión de moléculas co-estimuladoras en 

las células tumorales a través de la transfección de el/los gen/es que codifica/n para 

dichas moléculas o de genes que codifican para citoquinas estimulantes de la respuesta 

inmune (Pawelec G, 1999; Irvine A, 2000; Matar P, 2002). 

  

 

1.6. Terapia antimetastásica  

Una de las consecuencias clínicas más importante que surge a partir del fenómeno de 

la diversidad celular tumoral y metastásica es la generación de una marcada 

heterogeneidad con respecto a su quimiosensibilidad, es decir a su susceptibilidad a la 

acción tóxica de los agentes quimioterapéuticos. Si bien el método tradicional para el 

tratamiento del cáncer metastásico es la quimioterapia, esta heterogeneidad celular 

condiciona enormemente su utilización exitosa, con la consecuencia inevitable de los 

bajos índices terapéuticos observados. Es por ello que uno de los objetivos principales 

en Oncología consiste en mejorar estos índices terapéuticos.  

 

Las estrategias actuales en investigación sobre el tratamiento de las metástasis están 

dirigidas a descifrar e interpretar los mecanismos genéticos implicados en la 

regulación de cada una de las etapas de la cascada metastásica, así como también a 

conocer más en detalle las características bioquímicas que comparten las células 

metastásicas, las cuales le permiten llevar a cabo los procesos que componen dicha 

serie de eventos. Este conocimiento posibilitará el diseño de nuevos métodos 

terapéuticos tendientes a inhibir el proceso global de metástasis a través del bloqueo 

de una o varias de las etapas que lo componen. 
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Actualmente, numerosas líneas de investigación en cancerología tienen como objetivo 

principal el planteo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la erradicación o 

inhibición de la formación de metástasis. El diseño de estas nuevas modalidades 

terapéuticas es posible gracias al conocimiento, cada vez más profundo, de la biología 

de los tumores y las metástasis.  En general, este tipo de terapéutica se conoce como 

terapia biológica o bioterapia, y tiene como objetivo producir un efecto terapéutico a 

través de la acción de los mecanismos naturales de defensa del huésped (Kreuser ED, 

1992). En este contexto están incluidas la inmunoterapia, activa y pasiva, y la 

inmunomodulación mediante terapia génica o por administración de fármacos 

(Oldham R, 1986). 

 

1.6.1. Ciclofosfamida. Ciclofosfamida (Cy), es el agente alquilante más utilizado en 

el tratamiento quimioterapeútico de diversas neoplasias, siendo parte de protocolos 

para el tratamiento de tumores de mama, linfáticos, ginecológicos y pediátricos en 

regímenes quimioterapeúticos en altas dosis, así como también para el tratamiento de 

enfermedades autoinmunes. El compuesto es inactivo y requiere el metabolismo por 

parte de las oxidasas hepáticas de función mixta para formar el intermediario 

alquilante fosforamida. Las enzimas microsomales hepáticas metabolizan la Cy a 4-

hidroxi-Cy la cual entra a la célula y se descompone espontáneamente para formar 

fosforamida y acroleína o ser detoxificada por aldehído deshidrogenasas para formar 

metabolitos inactivos. Los metabolitos activos producidos a partir de Cy son agentes 

ciclo-específicos, es decir, actúan predominantemente sobre las células en división 

(Brock N, 1958; Siu LL, 2005). Se ha demostrado que, además de sus propiedades 

citotóxicas antineoplásicas, puede modular la actividad del sistema inmune (North RJ, 

1982; Mokyr MB, 1985; Berd D, 1987; Racca AL, 1988; Hoover SK, 1990). La 

interacción entre Cy y el sistema inmune de un huésped portador de un tumor ha sido 

calificada como bimodal, ya que varía de acuerdo a las dosis utilizadas y al esquema 

de administración del fármaco (Maguire HC, 1967). La mayoría de los protocolos 

clínicos la emplean en dosis alta y suministrada repetidamente a lo largo del 

tratamiento, lo que lleva a diferentes acciones colaterales, entre ellas inmunodepresión 

(Buckner CD, 1972; Turk JK, 1982). Se ha demostrado que mientras que dosis altas 
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de Cy producen depresión de la respuesta inmune, la utilización de dosis bajas induce 

un aumento de la respuesta inmune del huésped, favoreciendo el rechazo 

inmunológico de los tumores (Turk JL, 1972; Lagrange PH, 1974; Matar P, 1996). 

 

Aunque varios estudios han analizado el efecto inmunopotenciador de dosis bajas de 

Cy sobre el crecimiento y desarrollo de tumores primarios, su acción sobre las 

metástasis prácticamente no ha sido explorada. 

 

En el Instituto de Genética Experimental de la Facultad de Ciencias Médicas, U.N.R., 

se demostró que una única inyección de Cy en dosis baja (10 mg/kg) inhibe el 

desarrollo de metástasis espontáneas y experimentales de un linfoma B de rata (L-

TACB) cuando es administrada luego que se desarrolló la respuesta inmune al tumor 

(14 días después del inóculo tumoral). Este tratamiento no produjo en el huésped 

ninguno de los efectos tóxicos conocidos de Cy, y la dosis fue lo suficientemente baja 

como para no ejercer citotoxicidad sobre los tumores primarios, los cuales crecieron 

en forma similar al de los animales que no recibieron tratamiento (Matar P, 1995). En 

trabajos posteriores se obtuvo evidencia experimental de que el fenómeno inhibidor 

del desarrollo metastásico por tratamiento con una dosis baja y única de Cy estaba 

mediado por el sistema inmune del huésped portador del tumor (Matar P, 1998; Matar 

P, 2000). En ese modelo experimental, los animales portadores de L-TACB 

desarrollan metástasis espontáneas y están caracterizados por una marcada 

inmunosupresión, con producción elevada de TGF- y óxido nítrico y un perfil 

inmunológico de citoquinas tipo-2. Dentro de este grupo de citoquinas, IL-10 fue el 

principal factor responsable de la inmunosupresión, a través de su acción inhibidora 

sobre la proliferación linfocitaria. El tratamiento con Cy restauró la capacidad 

linfoproliferativa (Matar P, 2000; Matar P, 2001), indujo un cambio en el perfil de 

citoquinas, de tipo-2 a tipo-1, con producción elevada de IFN- e IL-2, e inhibió 

totalmente el desarrollo metastásico. El cambio observado en el perfil de citoquinas 

producidas por las células esplénicas, tuvo su correlato en sangre periférica (Matar P, 

2001). 
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Teniendo en cuenta que el tratamiento con Cy en animales portadores del tumor no 

solamente reduce la producción local de IL-10 a nivel del bazo, sino que este descenso 

se manifiesta también en sangre periférica, se decidió investigar si esta citoquina, 

además de su acción inmunomoduladora, tendría efecto directo sobre las células 

tumorales. En ensayos preliminares se observó que el agregado de IL-10 al medio de 

cultivo no afectaba la proliferación de células L-TACB provenientes de un tumor 

primario, pero sí, en cambio, aumentaba la tasa de proliferación de células tumorales 

provenientes de una metástasis ganglionar del mismo tumor. 

 

1.7. Interleuquina 10 (IL-10) 

IL-10  fue primeramente descripta como un factor inhibidor de la síntesis de 

citoquinas (CSIF). Se demostró que este factor, producido por células TH2 murinas, 

inhibía la producción de citoquinas y la activación de las células TH1 (Fiorentino DF, 

1989). La función inhibidora de IL-10 sobre la producción de citoquinas, tanto por 

células NK como por células T, resultó ser indirecta, a través de la inhibición de la 

función de células accesorias (monocitos/macrófagos) (de Waal Malefyt R, 1991; 

Bogdan C, 1991; Ding L, 1992; Howard M, 1992; Donnelly RP, 1999). 

Posteriormente, los estudios se extendieron y mostraron que IL-10 inhibe un amplio 

espectro de funciones de monocitos/macrófagos activados, incluyendo la síntesis de 

citoquinas, la producción de óxido nítrico (NO), y la expresión de moléculas clase II 

del MHC y moléculas co-estimuladoras tales como B7-1 y B7-2 (Bogdan C, 1991; de 

Waal Malefyt R, 1991; Howard M, 1992; Cohen MC, 1996).  

 

El estudio inmunológico de diferentes enfermedades inflamatorias humanas y 

experimentales indicó que la principal función de IL-10 in vivo es limitar la respuesta 

inflamatoria. 

 

1.8. Receptor de IL-10  

El receptor de IL-10 media la señal inmunosupresora de IL-10 y de esta manera inhibe 

la síntesis de citoquinas proinflamatorias. Se ha visto que este receptor promueve la 

supervivencia de células mieloides progenitoras. 
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1.8.1. Estructura y expresión. El receptor de IL-10 (IL-10R) es un miembro de la 

familia del receptor de interferón. El complejo funcional IL-10R es un tetrámero 

compuesto por dos cadenas IL-10R1 y dos cadenas IL-10R2. IL-10R está expresado 

en células hematopoyéticas como linfocitos B, T y NK, monocitos y macrófagos 

(Donnelly R,  1999). IL-10R1: es la subunidad del receptor de unión al ligando. Si 

bien IL-10R1 está expresado en la mayoría de las células hematopoyéticas, también ha 

sido detectado en células no hematopoyéticas aunque, en este último caso, su 

expresión es inducible en lugar de constitutiva. IL-10R2: es la subunidad accesoria 

que IL-10R utiliza para la señalización intracelular. Esta subunidad contribuye muy 

poco a la afinidad de unión por el ligando, siendo su función principal la activación de 

los mecanismos de transducción de señales. IL-10R2 está expresado constitutivamente 

en la mayoría de las células y tejidos y, por lo tanto, cualquier estímulo que active la 

expresión de IL-10R1 hará que las células respondan a IL-10 (Lutfalla G, 1993; Gibbs 

VC,  1997;  Spencer SD, 1998). 

 

1.9. Funciones biológicas de IL-10 

IL-10 es una citoquina pleiotrópica que regula una variedad de funciones en las 

células hematopoyéticas. IL-10 modula la expresión de citoquinas, mediadores 

solubles y moléculas de la superficie celular producidas por células de origen 

mieloide. Su función principal, ampliamente demostrada, es la limitación y eventual 

terminación de las respuestas inflamatorias. En virtud de esta propiedad, IL-10 facilita 

la eliminación de diversos organismos infecciosos con un mínimo daño en los tejidos 

del huésped  (Howard M, 1992; Moore KW, 2001). Además, IL-10 cumple un papel 

fundamental en el fenómeno de tolerancia inmunológica. En este contexto, se ha 

sugerido que IL-10 interviene activamente en la protección contra la agresión 

autoinmune característica de diferentes patologías como diabetes mellitus insulino-

dependiente, artritis reumatoidea, lupus eritematoso sistémico y otras  (Moore KW, 

2001). 

1.10. IL-10 y Cáncer 

Varios trabajos han descripto una asociación entre niveles elevados de expresión de 

IL-10 y determinados tipos de cáncer, por ejemplo cáncer de ovario (Pisa P, 1992), 

varios carcinomas (Chau GY, 2000), melanomas (Kruger-Krasagakes S, 1994; Yue 
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FY, 1997; Kobayashi M, 1998) y linfomas/mielomas (Khatri VP, 1998). IL-10 puede 

ser expresada por las propias células tumorales, suprimiendo de esta manera las 

respuestas antitumorales. En otros casos, IL-10 podría ser producida por células 

activadas involucradas en una reacción antitumoral del hospedador y, de esta manera, 

podría ser un indicador de una potente respuesta inflamatoria más que de 

inmunosupresión (Moore KW, 2001). También se ha visto una expresión preferencial 

de IL-10 en lesiones metastásicas de algunos tipos de cáncer, sugiriendo un posible 

papel en la progresión tumoral (Dummer W, 1996; Kobayashi M, 1998). 

 

1.11. Galectina-1 

Las galectinas, anteriormente conocidas como lectinas tipo S o lectinas S-Lac,  

constituyen una familia de lectinas humanas, conservada evolutivamente, definida por 

su afinidad por glicoconjugados ricos en poli-N-acetil-lactosamina (poli-

Gal14NAcGlu1) y por la similitud de secuencia en sus dominios de 

reconocimiento de carbohidratos o CRD (del inglés, Carbohydrate Recognition 

Domain) que, en el caso de galectina-1, está codificado por tres exones (Barondes SH, 

1994; Rabinovich GA, 1999a). La familia de galectinas está compuesta por 15 

miembros (Gal-1, 2, 3…  Gal-15). Dentro de ellas, las galectinas 1 y 3 son las más 

estudiadas. La mayoría de los residuos conservados entre las diferentes galectinas 

corresponde a la región codificada por el exón central. El CRD típico se pliega para 

formar una estructura en sándwich compuesta por cinco o seis láminas . La 

homología de una galectina dada entre diferentes especies de mamíferos se encuentra 

en un valor aproximado de 80-90%. El gen que codifica para galectina-1 (Gal-1) en el 

ser humano se encuentra en la región q12-q13 del cromosoma 22. Gal-1 es 

ampliamente expresada dentro de los compartimientos inmunes central y periférico en 

células epiteliales tímicas, células T estimuladas por antígeno, macrófagos y células B 

activadas. Además, se encuentra en tejidos inmunes como el bazo y los nódulos 

linfáticos y sitios inmunológicamente privilegiados como placenta, ojo y tumores 

(Barondes SH, 1994; Rabinovich GA, 1999c; Yang RY, 2008). 

 

1.11.1.  Estructura y funciones biológicas. Galectina-1 es un homodímero 

compuesto por subunidades de 130 aminoácidos unidas no covalentemente. Las 
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subunidades se pliegan en un dominio globular y poseen un dominio CRD en cada una 

de ellas (Barondes SH, 1994). Esta característica le permite unirse a diferentes 

moléculas como receptores glicoproteicos o glicolipídicos, estableciendo puentes 

cruzados. Tales uniones llevan, en muchos casos, a la activación de diferentes vías de 

transducción de señales, produciendo múltiples respuestas biológicas. Gal-1 está 

involucrada en los procesos de transformación tumoral, regulación del ciclo celular, 

apoptosis de linfocitos T activados y de timocitos, adhesión celular, migración, 

inflamación y maduración del ARN por corte y empalme (Rabinovich GA, 1999a). 

Las galectinas carecen de un péptido señal y de un dominio transmembrana y son 

secretadas a través de un mecanismo no clásico mediante el cual las proteínas 

sintetizadas son concentradas a nivel de la membrana plasmática luego de un estímulo 

inflamatorio y son transportadas al exterior de la célula formando vesículas 

extracelulares ricas en galectina (Cooper DN, 1990). 

 

1.12. Células reguladoras 

Las actividades de las células T reguladoras (Tregs) se han reconocido como 
fundamentales para el desarrollo y mantenimiento de la tolerancia inmune. Distintos 
tipos de Tregs se han descrito en humanos, incluyendo subgrupos especializados de 
células CD4+, CD8+, CD3+CD4-CD8- (células doble negativas), Tγδ y células T 
natural killer (NKT). Parece probable que estas clases de células T trabajen juntas en 
una red para mantener la homeostasis inmune (Allan SE, 2008). Se ha sugerido que 
IL-10 sería necesaria para la producción de células T reguladoras capaces de inducir 
tolerancia a diversos antígenos (Sonoda K-H, 2001). Un grupo de células reguladoras 
son los linfocitos T CD4+CD25+ (Cenderbom L, 2000; Dieckmann D, 2001), cuya 
presencia haría posible la tolerancia de los antígenos propios y su ausencia conduciría 
a una respuesta de tipo autoinmune. Asimismo, estas células reguladoras permitirían 
la tolerancia de los tumores en crecimiento, y su eliminación permitiría la inducción 
de inmunidad antitumoral (Shimizu J, 1999), efecto biológico que puede asimilarse a 
una respuesta autoinmune. Desde hace mucho tiempo se ha postulado que Cy actuaría 
sobre una determinada subpoblación linfocitaria, denominada anteriormente como 
linfocitos supresores (Yasunami R, 1988; Hoover SK, 1990), la cual no había sido 
debidamente identificada. Posteriormente se demostró que esta población eran 
linfocitos inmunoreguladores CD4+CD25+.  
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Las células T reguladoras (Tregs) pueden ser definidas como células CD4+ que 

inhiben inmunopatologías o enfermedades autoinmunes in vivo. Estas células incluyen 

aquéllas  capaces de suprimir la proliferación de células T naïve in vitro y controlar el 

número de células T CD4+ o CD8+ in vivo en huéspedes linfopénicos. Hasta el 

momento se han descrito dos poblaciones de células Tregs: las naturales y las 

adaptativas o inducibles (Tr1) (O'Garra A, 2004).  

 

Las células Tregs tienen distinto origen según se trate de células reguladoras naturales 

Foxp3+ o células adaptativas. Las células adaptativas o Tr1 surgen en la periferia 

cuando las células T CD4+ son activadas por células presentadoras de antígenos 

tolerogénicas en presencia de IL-10 (Roncarolo MG, 2006). Las células Foxp3+ 

pueden desarrollarse en el timo como células T funcionales supresoras o diferenciarse 

en la periferia a partir de precursores naïve (Valzasina B, 2006). 

  

En humanos, se ha detectado un aumento en el número de células T CD4+CD25+ en la 

sangre de pacientes con cáncer de distinta naturaleza, incluyendo carcinomas 

esofágico y gástrico (Ichihara F, 2003), de colon (Sasada T, 2003), de páncreas y 

mama (Liyanage UK, 2002), melanomas (Javia LR, 2003), hepatocarcinoma 

(Ormandy LA, 2005),  carcinoma cervical y de endometrio (Fattorossi A, 2004), de 

ovario y de pulmón (Woo EY, 2001) y enfermedad de Hodgkin (Marshall NA, 2004). 

Las células T CD4+CD25+ se podrían también acumular en el sitio del tumor o 

cercano al mismo y en los nódulos linfáticos drenantes (Liyanage UK, 2002). Se ha 

demostrado que las Tregs, presentes tanto en los ganglios drenantes como en sangre 

periférica, se encuentran asociadas con un riesgo aumentado de mortalidad y con una 

disminución de la supervivencia (Curiel TJ, 2004).  

1.12.1. Células reguladoras naturales. Las células reguladoras residentes que se 

producen en el timo son generadas en los estadios tempranos del desarrollo fetal y 

neonatal de las células T. Con respecto al uso del TCR son policlonales y son 

potencialmente capaces de reconocer diversos antígenos propios. Una vez generadas, 

las células T reguladoras tímicas son exportadas a tejidos periféricos, donde funcionan 

normalmente para evitar la activación de otras células T autoreactivas que tengan el 
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potencial de convertirse en células efectoras. Las células regulatorias inducidas por el 

timo son CD4+ y expresan típicamente altos niveles de CD25 como así también la 

molécula co-estimulatoria CTLA-4 y GITR (del inglés glucocorticoid-induced TNFR 

family-related protein, proteína relacionada con la familia del TNFR inducida por 

glucocorticoides). Estas células están siempre presentes en los individuos normales y 

llevan a cabo su función reguladora durante la vigilancia normal de los autoantígenos. 

Además, debido a que se desarrollan en el timo, son probablemente específicas para 

los autoantígenos (Bluestone JA, 2003). 

 

1.12.2. Células reguladoras inducibles o adaptativas (Tr1). Estas células son 

generadas a partir de poblaciones de células T maduras bajo determinadas condiciones 

de estimulación antigénica y pueden ser inducidas ex vivo cultivando células T CD4+ 

maduras con antígenos o con activadores policlonales en presencia de citoquinas 

inmunosupresoras. También se originan a partir del timo pero podrían derivar de 

subgrupos clásicos de células T o a partir de células Tregs naturales. El nivel de 

expresión de CD25 de las células adaptativas es variable, dependiendo de la 

enfermedad y del sitio de la actividad reguladora. Estas células funcionan in vivo de 

una manera dependiente de citoquinas. A diferencia de las Treg naturales, las Treg 

adaptativas no requieren co-estimulación a través de la molécula CD28 para su 

desarrollo o función. 

 

1.12.3. Mecanismos de supresión. Además de las diferencias en el repertorio de los 

TCRs  y el estado de diferenciación celular, los subgrupos de células Tregs naturales y 

adaptativas difieren en su mecanismo de acción. Las Tregs naturales funcionan por un 

mecanismo independiente de citoquinas que presumiblemente involucra interacciones 

directas con las células T respondedoras o células presentadoras de antígeno. Por otro 

lado, las Tregs adaptativas median sus actividades inhibitorias produciendo citoquinas 

inmunosupresoras como TGF-β e IL-10. Sin embargo, estas células también podrían 

requerir el contacto célula-célula directo para iniciar la cascada supresora (Sojka DK, 

2008). 
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1.12.4. Roles fisiológicos de los subgrupos de células Tregs. Los dos grupos de 

células Tregs podrían funcionar en diferentes escenarios inmunológicos, dependiendo 

del contexto de exposición antigénica, la naturaleza de la respuesta inflamatoria y los 

TCR de las células individuales. Las células Tregs naturales serían más efectivas en 

suprimir localmente las respuestas de células T autoreactivas, en un escenario no 

inflamatorio. Contrariamente, durante las reacciones inflamatorias autoreactivas a 

microbios o a tejidos transplantados, que son más similares al escenario infeccioso, 

podrían inducirse células Tregs adaptativas para suprimir las respuestas inmunes 

patológicas. A pesar que esta actividad podría requerir el contacto célula-célula, la 

supresión resultante es amplificada por la secreción de citoquinas inhibitorias (Miyara 

M, 2007). 

 

1.12.5. Células reguladoras y Galectina-1. En un análisis a nivel transcriptómico y 
proteómico se encontró que Gal-1 estaba regulada positivamente en las células Tregs. 
Se demostró por la técnica de matrices de ADN (microarrays) que los linfocitos T 
inmunoreguladores CD4+CD25+ sobre-expresan Galectina-1 luego de su activación 
(McHugh RS, 2002). Estudios de microscopia confocal revelaron que Gal-1 se 
encuentra presente tanto en el núcleo como en el citoplasma de las células 
CD4+CD25+. Esto último concuerda con la hipótesis que plantea que la galectina 
unida a la superficie es un mediador clave de la supresión de las células T 
CD4+CD25+. Gal-1 inhibe las funciones efectoras de las Tregs, promoviendo el 
arresto del crecimiento y la apoptosis de las células T activadas. El mecanismo 
probable sería una activación parcial de las células y un aumento de la susceptibilidad 
a la muerte celular inducida por activación o a través del bloqueo de la secreción de 
citoquinas proinflamatorias (Garín MI, 2007; Yang RY, 2008).  
 

1.12.6. Células reguladoras y Ciclofosfamida. En un modelo experimental con 

tumores establecidos de rata se evaluó un panel de agentes inmunosupresores y se 

encontró que Cy fue el más efectivo en disminuir la relación de células 

CD4+CD25+/CD4+ en el bazo y en restaurar la respuesta inmune antitumoral en los 

animales portadores de tumor. En distintos modelos tumorales se encontró que una 

inyección simple de Cy elimina las células T CD4+CD25+ y potencia la eficacia de 

una inmunoterapia activa tumor específica (Ghiringhelli F, 2004; Liu JY, 2007). 
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También se observó en un modelo en ratón que el tratamiento con Cy inhibió la 

función supresora de las células Tregs. Una posible explicación es que Cy podría 

causar apoptosis de la población Tregs. Parece ser que Cy interfiere directa y 

específicamente con el mantenimiento y la homeostasis de las células Tregs. Sin 

embargo, se encontró que diez días después del tratamiento el número absoluto de 

estas células volvió a la normalidad, recobrando su función supresora. Se postula que 

la función inhibidora de Cy sería multifactorial (Lutsiak MEC, 2005). 

 

En un estudio de fase I en pacientes con carcinoma metastático se encontró que la 

prevalencia de las células T CD4+CD25+ de sangre periférica fue significativamente 

mayor en los pacientes que en los individuos sanos. Se demostró que los tumores no 

modulan significativamente la actividad supresora de las Tregs de sangre periférica 

sino que aumentan su número. No se encontró correlación alguna entre la capacidad 

supresora de las Tregs y el tipo de cáncer (Audia S, 2007). Además, la capacidad 

inmunosupresora no pudo ser inhibida por una inyección única de Cy. 

Interesantemente, dosis metronómicas (dosis bajas administradas a intervalos 

regulares en forma crónica) de Cy combinada con inmunoterapia han mostrado un 

efecto antitumoral sinérgico, pero el mecanismo todavía no ha sido completamente 

dilucidado (Hermans IF, 2003). 

  

1.12.7. Células NKT. La denominación de “células NKT” fue publicada por primera 

vez en 1995 y se utilizó para definir un subgrupo de células T de ratón que participaba 

en la regulación de la respuesta inmune y compartía algunas características con las 

células NK, en particular la expresión del marcador NK1.1 (Nkrp1c o CD161c). Estas 

células producen citoquinas inmunoreguladoras, incluyendo IL-4, INF-γ y TNF y 

expresan las cadenas α y β del receptor funcional de células T (TCR) y receptores de 

las células NK, como el NK1.1. Estas células reconocen los antígenos presentados por 

la molécula no polimórfica MHC de clase I CD1d. En los ratones, la mayoría de las 

células NKT expresan CD4 y el resto son doble negativas para CD4 y CD8. Este 

subgrupo de células T reconoce antígenos glicolípidos. Se pueden dividir en dos 

grupos: NKT tipo I y NKT tipo II. 
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1.12.7.1. NKT tipo I. Estas células, también llamadas NKT invariantes (iNKT), 

tienen un repertorio restringido del receptor de células T (TCR) y expresan las 

cadenas Vα14-Jα18 y Vβ8.2, -7 o -2 del TCR en ratones y las homólogas Vα24-Jα18 

y Vβ11 en humanos. Cuando son estimuladas con α-GalCer (α-galactosilceramida, 

glicolípido derivado de una esponja marina) producen grandes cantidades de 

citoquinas TH1 (INF-γ) y TH2 (IL-4 e IL-13). A pesar de que estas células tienen 

actividad citolítica del tipo de las NK, pueden ser consideradas reguladoras de las 

respuestas inmunes porque rápidamente producen grandes cantidades de citoquinas 

Th1 y Th2 en enfermedades autoinmunes, infecciosas y cáncer (Terabe M, 2007). La 

activación de estas células resulta en la activación de otros tipos celulares, incluyendo 

células dendríticas, células NK, células B y T convencionales. Todas las células iNKT 

de ratones y humanos reaccionan con α-GalCer. Por lo tanto, la activación de las 

células iNKT impacta fuertemente en las respuestas inmunes adaptativas y puede 

afectar un amplio espectro de respuestas inmunes del huésped, como así también 

influenciar distintas patologías. Estudios preclínicos han demostrado que el ligando de 

células iNKT, α-GalCer, y glicolípidos relacionados exhiben actividades terapéuticas 

contra varios tumores y una variedad de enfermedades autoinmunes e inflamatorias 

(Van Kaer L, 2007).  

 

1.12.7.2. NKT tipo II. Estas células, también llamadas NKT no invariantes expresan 

un repertorio de TCR más diverso. A pesar que estas células están restringidas por la 

molécula CD1d, no reconocen α-GalCer. En ciertas ocasiones pueden ser 

autoreactivas y reconocer el glicolípido derivado de la mielina endógena, ayudando 

así a proteger a los ratones del desarrollo de encefalomielitis experimental. 

Constituyen una población de células T pro-inflamatorias pro-destructivas. Estas 

células tienen la capacidad de suprimir la vigilancia inmunológica antitumoral (Seino 

K, 2005). 

 

1.12.7.3. Desarrollo y diferenciación efectora. Las células NKT, al igual que las 

células T convencionales, se desarrollan en el timo. Se requiere la expresión de CD1d 

para la selección positiva de las células iNKT, la cual es mediada por los timocitos 

doble positivos en lugar de las células epiteliales tímicas. Estudios recientes han 
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mostrado que la expresión de CD1d por timocitos corticales es suficiente para el 

desarrollo y la diferenciación de las células iNKT. El desarrollo del linaje iNKT 

involucra un programa de transcripción único que incluye una variedad de 

transductores de señales, factores de transcripción y citoquinas, incluyendo Fyn, NF-

κB e IL-15. Estas células tienen la capacidad de producir rápidamente citoquinas y 

migrar a los sitios de la inflamación (Van Kaer L, 2007). 

 

1.12.7.4. Mecanismos de activación. Recientemente se ha demostrado que las células 

dendríticas son cruciales para la activación de las células iNKT in vivo, luego del 

tratamiento de ratones con α-GalCer. La presentación de α-GalCer por las células 

dendríticas resulta en una producción de citoquinas TH1 y TH2 y en una 

transactivación de las células NK, mientras que la presentación de α-GalCer por las 

células B despierta respuestas inmunes débiles con producción de IL-4 y suprime la 

activación de las células iNKT mediada por células dendríticas. Las células iNKT se 

pueden activar durante una variedad de infecciones y durante respuestas inflamatorias 

y autoinmunes. 

 

1.12.7.5. Mecanismos de regulación. Se ha propuesto que las poblaciones de células 

NKT I y NKT II se contra-regulan mutuamente y forman un eje inmunoregulatorio 

(Terabe M, 2007). El mecanismo por el cual las células NKT II suprimen a las de tipo 

I no está del todo claro. Es posible que esta supresión esté mediada por la producción 

de un factor inmunosupresor como TGF-β (Tamada K, 1997). Se ha reportado en 

pacientes con cáncer que las células NKT I son inhibidas en su capacidad para 

producir INF-γ pero no IL-4 y que niveles bajos de NKT I en circulación son signos 

de un pronóstico clínico pobre. Por otra parte, además del eje NKT I/NKT II de 

regulación de la inmunovigilancia tumoral, también podrían ser relevantes 

interacciones con otras células T inmunoregulatorias como las células Tregs 

CD4+CD25+. Estas poblaciones celulares también podrían estar regulándose 

mutuamente. En un modelo de metástasis pulmonar se ha visto que las células Tregs 

suprimen el efecto antitumoral y reducen el número de las células NKT I. Esta 

supresión parece estar mediada por el contacto célula-célula (Terabe M, 2007). 
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1.12.7.6. Funciones de las células NKT. Las células iNKT han sido implicadas en las 

respuestas inmunes contra agentes infecciosos, tumores y transplantes de tejidos y en 

la regulación de una gran variedad de enfermedades autoinmunes e inflamatorias. 

También se ha visto que tienen un rol importante en la regulación de la hematopoyesis 

durante condiciones de estado estacionario y condiciones de activación (por ejemplo, 

el tratamiento con α-GalCer). Un aspecto importante de la activación de las células 

iNKT es su crosstalk con otros tipos celulares, incluyendo células dendríticas. Por otro 

lado, también se ha encontrado que las células iNKT tienen la capacidad de promover 

tolerancia y de comunicarse con otros tipos de células T reguladoras (Luc Van Kaer, 

2007). 

 

1.12.7.7. Células NKT y Cáncer. Se demostró que las células NKT activadas inducen 

la muerte de las células tumorales a través de la expresión de una amplia variedad de 

moléculas efectoras inductoras de la muerte celular, incluyendo perforina y FasL, de 

la misma manera que otras células citotóxicas como NK o células citotóxicas CD8+. 

Además, cuando son estimuladas las células NKT tienen la capacidad de producir 

citoquinas TH1 (INF-γ) y TH2 (IL-4), lo que puede seguidamente contribuir a activar 

varios tipos de células inmunes como células dendríticas, NK, o células T. Por lo 

tanto, se cree que las células NKT median citotoxicidad directa y también efectos 

adyuvantes en la inmunidad antitumoral activando otros linfocitos citotóxicos 

principalmente a través de cascadas de citoquinas TH1 (Seino K, 2006). 

Recientemente se ha reportado que distintas subclases de células NKT tienen distintas 

capacidades antitumorales (Crowe NY, 2005). No se encontraron grandes diferencias 

en las citoquinas producidas por los dos subtipos de células NKT, sugiriendo que otros 

factores estarían involucrados en las respuestas antitumorales in vivo. Las células 

NKT tipo II son responsables de inhibir la vigilancia tumoral en ratones. Esta 

inhibición involucra IL-13, células mieloides, TGF-β, pero no requieren de las células 

Tregs naturales Foxp3+. Se ha sugerido que las células NKT tipo II regulan 

negativamente las respuestas antitumorales en ratones, mientras que las tipo I las 

promueven (Terabe M, 2003). Las células NKT II suprimen la inmunovigilancia 

antitumoral mediada por células citotóxicas, lo que lleva al desarrollo tumoral, en 

contraste con lo que ocurre con las de tipo I que aumentan la inmunovigilancia. La 
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estimulación de las células NKT II favorece el crecimiento tumoral. La estimulación 

simultánea de las células NKT I y II resulta en un efecto supresor de NKT II sobre las 

NKT I, junto con una regulación negativa de la activación de las de tipo I. Por lo 

tanto, estos dos subtipos de células NKT constituyen un eje inmunoregulador. Hasta el 

momento no se conoce el mecanismo por el cual las células NKT II inhiben la 

activación de las de tipo I (Ambrosino E, 2007).  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo general 
Investigar los mecanismos moleculares y celulares que participan en la acción 
antimetastásica de una dosis baja de Ciclofosfamida en un modelo experimental de un 
linfoma de rata. Desarrollar, a partir de los resultados obtenidos, un modelo teórico 
que explique los mecanismos por los cuales Ciclofosfamida ejerce su efecto.  
 
2.2 Objetivos específicos 

 Estudiar la modulación de IL-10 y de su receptor (IL-10R) en células del 
tumor  primario y metastásicas del linfoma L-TACB tratadas con los 
metabolitos activos de Ciclofosfamida. 

 Estudiar el estado de activación de la vía de señalización PI3-k/Akt/mTOR en 
células tumorales y metastásicas del linfoma L-TACB sin tratar y tratadas con 
Mafosfamida. 

 Identificar y analizar la cinética de aparición de la subpoblación linfocitaria 
reguladora involucrada en la acción terapéutica de dosis bajas de 
Ciclofosfamida. 

 Investigar los mecanismos por los cuales la expresión de Galectina-1 podría 
estar relacionada con el efecto antimetastásico de dosis bajas de 
Ciclofosfamida. 
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3. Materiales y Métodos    
 

3.1. Animales 

Ratas. Se utilizaron ratas adultas, hembras, de las líneas endocriadas IIM e/Fm (de 

aquí en más, e) y Fm m (de aquí en más, m) del bioterio de la Facultad de Ciencias 

Médicas, Universidad Nacional de Rosario, Argentina (Calderari S, 1991). 

 

Ratones. Se utilizaron hembras adultas pertenecientes a la línea endocriada BALB/c 

del bioterio del Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, 

UNR y ratones inmunodeficientes N:NIH S-(nu) del Bioterio de la Universidad 

Nacional de La Plata. 

 

En todos los casos, los animales fueron alimentados con alimento balanceado 

comercial y agua ad libitum y fueron mantenidos en ciclos de luz/oscuridad de 12 

horas. Los experimentos fueron llevados a cabo durante la primera mitad del ciclo de 

luz. En el caso de los ratones inmunodeficientes, éstos se mantuvieron en gabinetes 

especiales y se manipularon bajo flujo laminar. En el momento de la eutanasia los 

animales fueron sacrificados por sobre-exposición a CO2. Todos los experimentos se 

desarrollaron siguiendo las normativas éticas establecidas por el Canadian Council on 

Animal Care (Canadian Council on Animal Care. Guidelines on: Procurement of 

animals used in sciences. 2007. ISBN: 0–919087–46–9). El número de animales por 

grupo que se utilizó para los distintos experimentos varió entre 4 y 5, con excepción 

del experimento descrito en el punto 3.20 en el que se utilizó un pool de muestras de 4 

animales. 

 

3.2. Tumores 

L-TACB. El tumor L-TACB apareció espontáneamente en una rata endocriada 

IIMeFM. Es un linfoma de tipo B, pobremente diferenciado, que se mantiene por 

trasplantes s.c. periódicos con trócar de fragmentos de 1 mm3 (aproximadamente 106 

células) en ratas singeneicas. Está constituido por células con núcleos grandes y 

ovoides, algunos con escotadura, cromatina en grumos y membrana nuclear gruesa; 

los citoplasmas son escasos y levemente basófilos. Las mitosis son numerosas, las 
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células se disponen en hojas con algunos macrófagos de citoplasmas claros, que le dan 

al tumor el aspecto de “cielo estrellado”, similar al presentado por el linfoma de 

Burkitt humano. Cuando L-TACB es inoculado por vía s.c. crece en el 100% de los 

animales y origina metástasis espontáneas localizadas exclusivamente en los ganglios 

linfáticos regionales en un 10 a 30% de los animales. Las metástasis son 

diagnosticadas por palpación y confirmadas histológicamente (Celoria GC, 1986). 

 

L-DGE. Es un linfoma de tipo inmunoblástico, pobremente diferenciado, que apareció 

espontáneamente en un ratón de la línea BALB/c en el año 1985 y se mantiene por 

inóculos subcutáneos periódicos en ratones singeneicos. El porcentaje de letalidad es 

del 100% (100% de toma y 0% de regresión) y un 25% de los animales desarrollan 

metástasis espontáneas en ganglios axilares e inguinales (Scharovsky OG, 1993).  

 

S-E100. Es un fibrosarcoma semidiferenciado que apareció espontáneamente en una 

rata de la colonia IIM en el año 1955. Crece a través de barreras alogeneicas y se 

mantiene por pasajes subcutáneos periódicos en ratas de la línea m. El porcentaje de 

letalidad del S-E100 inoculado vía s.c. en ratas m es del 100% (100% de toma y 0% 

de regresión) y los animales mueren entre los 28 y 30 días posteriores al inóculo, sin 

presentar metástasis (Doménico AD, 1963). 

 

M-234p. Es un adenocarcinoma de mama que surgió espontáneamente en 1996 en una 

hembra BALB/c de 5 meses de edad y se mantiene in vivo por transplantes s.c. en 

huéspedes singeneicos, cada 20 días. Es un adenocarcinoma de tipo B (Squartini F, 

1979) de bajo índice mitótico, epitelial, predominantemente sólido, constituido por 

células atípicas semidiferenciadas con moderado grado de atipia citológica. En la 

periferia, el patrón estructural es en su mayor parte acinar y se observan amplios 

quistes o lagos de contenido hemorrágico. Cuando es inoculado por vía s.c. el 

porcentaje de toma es del 100% y el de regresión 0%, y produce espontáneamente 

metástasis pulmonares en el 80% de los animales (Binda MM, 2000). 
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3.3. Histopatología 

Las muestras de tumores y metástasis fueron fijadas en formalina al 10% e incluidas 

en parafina. Se realizaron cortes con micrótomo de 5-7m de espesor que fueron 

teñidos con hematoxilina-eosina para su evaluación histológica. 

 

3.4. Drogas 

Ciclofosfamida (Filaxis SA, Argentina): fue disuelta en agua destilada en una 

concentración de 20mg/ml e inyectada en una concentración de 10 mg/kg de peso 

corporal para el Linfoma L-TACB y 25 mg/kg de peso corporal para el Linfoma L-

DGE. 

Mafosfamida (Asta Medica, Alemania): es un compuesto que en solución da lugar a los 

mismos metabolitos activos que Cy luego de ser metabolizada en el hígado, y en 

cantidades equimoleculares (Yasunami R, 1988). La droga fue utilizada para los 

ensayos in vitro en diferentes concentraciones (2,5-5-10 y 20 µM). 

Sulfasalazina (CalBiochem): se preparó una dilución 1M en DMSO como solución 

madre. 

Rapamicina (CalBiochem): se preparó una dilución 1mM en DMSO como solución 

madre. 

SB202190 (CalBiochem): se preparó una dilución 2mM en DMSO como solución 

madre.  

 

3.5. Anticuerpos 

Anti-Gal-1: anticuerpo de conejo anti-Gal-1 humana (producido en el laboratorio del 

Dr. Gabriel Ravinovich). 

Anti-IgG: anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rábano 

(Biorad, EE.UU.). 

Anti-CD4: anticuerpo de ratón anti-CD4 de rata conjugado con PE-Cy5 (BD 

Pharmingen, EE.UU.). 

Anti-CD25: anticuerpo de ratón anti-CD25 de rata conjugado con FITC (Serotec, 

Reino Unido). 

Anti-CD152 (CTLA-4): anticuerpo de ratón anti-CD152 de rata conjugado con RPE 

(Serotec, Reino Unido). 
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Anti-Foxp3: anticuerpo de ratón anti-Foxp3 de rata  conjugado con PE  (eBioscience, 

EE.UU.). 

Anti-IL-10: anticuerpo de ratón anti-IL-10 de rata conjugado con PE (BD Pharmingen, 

EE.UU.). 

Anti-TCR: anticuerpo de ratón anti-αβTCR de rata conjugado con RPE (Serotec, 

Reino Unido). 

Anti-CD161: anticuerpo de ratón anti-CD161 de rata conjugado con FITC (Serotec, 

Reino Unido). 

 

3.6. Ensayo de proliferación celular  

Se trabajó con ratas e, singeneicas con L-TACB, que fueron inoculadas en el día 0 con 

el tumor, con trócar, por vía subcutánea, en el flanco derecho. Luego de transcurridos 

21 días, todos los animales presentaron el tumor primario en crecimiento y algunos de 

ellos habían desarrollado metástasis espontáneas ganglionares, tanto axilares como 

inguinales, que se detectaron por palpación. En este estadio del desarrollo tumoral, los 

animales que presentaban metástasis fueron sacrificados por sobreexposición al CO2. 

Se extirparon quirúrgicamente los tumores primarios y las correspondientes metástasis 

y se prepararon suspensiones de ambos tipos celulares por disgregación mecánica de 

los tejidos en medio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., EE.UU.). Se 

centrifugaron las células 10 min a 2000 rpm. Se descartó el sobrenadante y las células 

fueron resuspendidas en el mismo medio. Se realizó un recuento celular con la 

coloración vital de Azul Trypan, utilizando la cámara de Neubauer.  

 

Se prepararon suspensiones celulares en una concentración de 1x105 cél/ml en medio 

RPMI 1640 + 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Natocor, Córdoba, Argentina). Se 

trabajó en placas de 96 pocillos y se cultivaron 100 l de la suspensión celular con 

Mafosfamida 0- 2,5- 5- 10 y 20 µM a 37ºC, 5% CO2 durante 48 hs. Posteriormente se 

determinó la proliferación celular con el reactivo WST-1 (Roche, Argentina) según las 

instrucciones del fabricante. El reactivo WST-1 es biorreducido por las células a un 

compuesto formazán que es soluble en medio de cultivo. La expansión en el número 

de las células viables resulta en un aumento de la actividad total de las 

deshidrogenasas mitocondriales de la muestra. Este aumento en la actividad 
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enzimática conduce a un aumento en la cantidad de formazán que se produce, lo cual 

se correlaciona directamente con el número de células metabólicamente activas en el 

cultivo. El reactivo WST-1 se agregó en una dilución 1:10 en cada pocillo y se incubó 

durante 4 h a 37ºC y 5% CO2. Luego se agitó durante 1 min y posteriormente se midió 

la absorbancia en un lector de microplacas a 450 nm. Todas las determinaciones se 

realizaron por cuadruplicado. Se utilizó medio de cultivo como blanco de la reacción. 

 

3.7. Cuantificación de IL-10 

Se cultivaron 105 células tumorales primarias ó metastásicas en frascos de cultivo de 

25 cm2 (Corning-Costar) en 5ml de RPMI 1640 + 10% SFB durante 48 horas a 37 ºC 

y 5% CO2. Luego del período de incubación se recolectaron las suspensiones 

celulares, se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 min y se separaron los medios 

condicionados (MC) sobrenadantes. Los MC fueron alicuotados y se conservaron a –

20°C hasta el momento de su utilización.  

 

La concentración de IL-10 presente en los MC fue determinada por ELISA 

(Pharmingen OptEIATM Rat-IL-10 Set, San Diego, CA, EE.UU.) según las 

instrucciones del fabricante. El ensayo que se realizó fue un ELISA sándwich que 

utiliza dos anticuerpos diferentes que reconocen distintos epitopes de la citoquina. Se 

cubrieron los pocillos de una policubeta de 96 pocillos con el anticuerpo de captura 

monoclonal anti-IL-10 de rata, se agregaron los medios condicionados, posteriormente 

se adicionó el anticuerpo de detección, que es un anticuerpo monoclonal biotinilado 

anti-IL-10 de rata, dirigido contra un epitope diferente del correspondiente al 

anticuerpo primario. Se utilizó un conjugado de streptavidina-peroxidasa de rabanito y 

se incubó durante 1h a temperatura ambiente. Posteriormente se agregó un sustrato 

consistente en tetrametilbencidina (TMB) y peróxido de hidrógeno y se incubó 30 min 

a temperatura ambiente en la oscuridad. La reacción se detuvo por el agregado de 

H2SO4  2N. La absorbancia se leyó a 450 nm. Todas las mediciones se realizaron por 

cuadruplicado. 
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3.8. Cuantificación de IL-10R (receptor de IL-10) 

Se investigó la expresión de IL-10R en la membrana celular por un método de 

CELISA (ELISA celular). Las células tumorales primarias ó metastásicas fueron 

fijadas en policubetas de 96 pocillos (8 x 105 células/50 l de solución de HANKS + 

formol 0,5%) durante 18 horas a 37°C. Se realizó un bloqueo de la actividad de la 

peroxidasa endógena con metanol + 3% de H2O2 (30V). Se incubó 20 min a 

temperatura ambiente. Se lavaron los pocillos 4 veces con Washing Buffer (WB) 

[HANKS + Tween 20 (0,5%)]. Se bloquearon los pocillos mediante el agregado de 

solución de HANKS + 10% SFB. Se incubó 1 h a temperatura ambiente. Se lavó 4 

veces con WB. Se agregó IL-10 recombinante (IL-10r) en una concentración saturante 

(5000 pg/ml). Se incubaron las policubetas durante 2 h a temperatura ambiente, se 

realizaron 4 lavados con WB y un nuevo bloqueo con una solución de BSA (3%) + 

SFB (20%) + leche descremada (5%) + Tween 20 (0,5%) en solución de HANKS y se 

incubó por 2 h adicionales a 37ºC. En el siguiente paso, se agregó un conjugado de 

anti-IL-10-biotina/streptavidina-peroxidasa, se incubó la policubeta durante 1 h a 

temperatura ambiente y se lavó 8 veces con WB. Seguidamente se agregó 

tetrametilbencidina (TMB) + H2O2, un sustrato de la peroxidasa, y luego de 30 min a 

temperatura ambiente y en la oscuridad, se detuvo la reacción con H2SO4 2N. Se 

determinó la absorbancia a 450 nm. Las determinaciones se realizaron por 

cuadruplicado. En la Figura 1 se esquematiza el método empleado.  

 

TMB + + H2O2

Absorbancia

IL-10R

Célula
IL-10

Conjugado

(anti-IL-10 - Biotina - Streptavidina - HRP)

TMB + + H2O2

Absorbancia

IL-10R

Célula
IL-10

Conjugado

(anti-IL-10 - Biotina - Streptavidina - HRP)  
 

Figura 1. CELISA. Esquema del método. 
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3.9. Modulación de la expresión de Galectina-1 por Mafosfamida en células          

L-TACB primarias y metastásicas 

A partir de animales que desarrollaron metástasis ganglionares espontáneas se 

realizaron suspensiones celulares tanto del tumor primario como de la metástasis y 

éstas se incubaron con RPMI adicionado con 10% de SFB y antibióticos sin y con 

Maf 2,5 y 5 µM durante 18 y 24 horas. Luego de la incubación, las células fueron 

lavadas por centrifugación y resuspensión con medio RPMI 1640. Los pellets secos se 

congelaron. Luego se realizaron homogenados proteicos en Buffer de Lisis [Tris-HCl 

20mM, pH 7,5, EDTA 2mM, EGTA 4mM, β-Mercaptoetanol 10mM, 1 pastilla de 

Complete Mini, EDTA-free (Roche, Germany)] y se midió la concentración de 

proteínas totales de cada extracto. Se determinó la concentración de Gal-1 en cada una 

de las muestras mediante Western Blot. 

 

3.10. Determinación de la concentración de proteínas 

La concentración proteica de todas las muestras se determinó mediante el método de 

Sedmak (Sedmak JJ, 1977). Brevemente, a partir de una solución 1 mg/ml se 

prepararon distintas diluciones de BSA (albúmina sérica bovina) en un volumen final 

de 1 ml, que se utilizaron para construir una curva estándar. También se prepararon 

diluciones de 1 µl de muestra con 1 ml de H2O destilada estéril. Se agregó 1 ml de 

reactivo de Sedmak (0,06% Coomasie G250 en 2,2% HCl) a todos los testigos, a las 

muestras y a dos tubos que se utilizaron como blanco que contenían 1 ml de H2O cada 

uno. Se determinó la absorbancia a 600 nm. Se graficaron las absorbancias en función 

de las concentraciones conocidas de BSA y se construyó la curva patrón. Luego, por 

interpolación de la gráfica, se determinó la concentración de las muestras. 

 

3.11. Western Blot para Gal-1 

Con el objeto de determinar la cantidad de Gal-1 en células esplénicas de tumor 

primario y metástasis se realizaron geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli UK, 1970). Brevemente, alícuotas 

conteniendo 30 g de proteínas disueltas en Buffer de Siembra que contiene dodecil-

sulfato sódico (SDS), ß-mercaptoetanol y azul de bromofenol, se sembraron en geles 

de SDS-poliacrilamida  al 15%  y se sometieron a electroforesis. Los geles se 
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prepararon y corrieron utilizando un equipo comercial (Mini-PROTEAN 3 Cell, 

Biorad). Luego las proteínas se electrotransfirieron a membranas de polivinil 

difluoruro (PVDF, PerkinElmer Life Sciences) durante 40  min  a 200 mA, utilizando 

un equipo comercial (Mini Trans-Blot Cell, Biorad). Después de ser bloqueadas 

durante 1 hora con leche descremada al 5% en TBS-Tween (NaCl 1,5 M, Tris 0,5 M, 

Tween 0,05% v/v, pH 7,4), las membranas se incubaron durante 1 hora con el 

anticuerpo anti-Gal-1 en una dilución 1:1000, diluido en TBS-Tween/leche 5%. 

Posteriormente, las membranas fueron lavadas con TBS-Tween y se incubaron con el 

anticuerpo secundario  (anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rábano, 

dilución 1:3000. Biorad, EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente. La proteína 

inmovilizada fue detectada por quimioluminiscencia. Las membranas se expusieron a 

films radiográficos (Kodak XAR) y las bandas resultantes se cuantificaron por 

densitometría. 

 

3.12. Análisis densitométrico 

Luego de revelar las membranas en placa radiográfica, se escanearon en un Scanner 

Hewlett-Packard ScanJet 2400c y se analizaron las bandas correspondientes a Gal-1, 

tanto en la forma monomérica como dimérica, mediante el software Adobe Photoshop 

5.5. Ha sido reportado previamente que, aún en condiciones desnaturalizantes, 

aparecen bandas de 29 kD, correspondientes al dímero de Gal-1, debido a que las 

subunidades tienden a asociarse por puentes de hidrógeno (Baum LG, 1995; 

Rabinovich GA, 1999b). De esta manera, se obtuvieron valores relativos 

proporcionales a la cantidad de proteína, lo que permitió cuantificar la concentración 

de Gal-1 en los homogenados proteicos obtenidos a partir de los diferentes tejidos. 

 

3.13. Determinación de viabilidad celular 

Se inocularon 8 ratas e con el linfoma L-TACB con trocar, vía s.c. En el día 14 del 

desafío tumoral se distribuyeron en dos grupos experimentales de acuerdo al tamaño 

tumoral. En ese momento, un grupo fue tratado con una dosis única de Cy de 10 

mg/kg de peso corporal (grupo Tratado) y el restante no recibió tratamiento adicional 

(grupo Testigo). Al día 21 los animales fueron sacrificados, se extirparon los bazos y 

se realizaron suspensiones celulares. Para ello se realizó la disgregación mecánica de 
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los bazos en 3 ml de medio RPMI. Para hemolizar los eritrocitos las suspensiones se 

incubaron con Tris-NH4Cl durante 10 min a 37ºC en una proporción 1/10 (suspensión 

células/Tris-NH4Cl). Luego se realizaron dos lavados centrifugando las suspensiones a 

2000 rpm durante 8 min y descartando el sobrenadante en cada paso. Finalmente, se 

resuspendieron las células en 1 ml de RPMI + 10% de SFB. Se determinó la 

concentración celular de la suspensión contando en una cámara de Neubauer. En una 

placa de 96 pocillos se sembraron por pocillo 105 células suspendidas en 200 μl de 

medio de cultivo conteniendo Gal-1 4 μM. Además se sembraron las suspensiones 

control, sin Gal-1. En todos los casos se trabajó por cuadruplicado. Se incubó en 

estufa a 37ºC y 5% CO2 durante 96 horas. Se determinó la viabilidad de las células 

esplénicas pertenecientes a los diferentes grupos mediante la utilización del reactivo 

WST-1 como se describió en el punto 3.6.  

 

3.14. Evaluación de la apoptosis temprana. Anexina V 

Uno de los primeros eventos durante la apoptosis es la pérdida de asimetría en la 

membrana plasmática. La fosfatidilserina (FS), molécula que se expresa en la cara 

interna de la membrana celular en células viables, sufre un proceso de translocación y 

pasa a expresarse en la cara externa de la misma. Este proceso puede ser detectado a 

través de su interacción con el anticoagulante Anexina V, en presencia de calcio. 

 

Las células esplénicas obtenidas según lo descrito en el punto 3.13. fueron teñidas con 

un conjugado de Anexina V e isotiocianato de fluoresceína (Annexin V-FITC 

Apoptosis Detection Kit, Oncogene Research Products, Boston, EE.UU.) de acuerdo 

con el protocolo provisto por el fabricante. Brevemente, a 500 μl de la suspensión se 

le agregaron 10 l de Media Binding Reagent y 1,25 μl de Anexina V-FITC. Se 

incubó durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Se centrifugó a 3000 

rpm durante 5 min y se descartó el sobrenadante. Se resuspendieron las células en 500 

μl de Binding Buffer en frío. Se agregaron 10 μl  de ioduro de propidio. Las muestras 

fueron analizadas en microscopio de fluorescencia. Se contaron 100 células por 

muestra y se calcularon los porcentajes de células apoptóticas. Esta técnica permite 

detectar por fluorescencia las células que atraviesan las fases tempranas de la 

apoptosis y diferenciarlas de las células necróticas. Utiliza isotiocianato de 
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fluoresceína  conjugado a Anexina V (Anexina-FITC) e ioduro de propidio. Las 

células viables no presentan fluorescencia, mientras que las necróticas captan ambos 

marcadores y, por el contrario, las células en apoptosis son positivas sólo para 

Anexina-FITC. 

 

En la Figura 2 se muestra resumido el esquema experimental que se siguió para los 

puntos 3.13 y 3.14 
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5% CO2

96 h

Determinación 
de apoptosis

temprana: 
Anexina V

L-TACB s.c.

Solución 
fisiológica i.p.

Cy (10 mg/kg) i.p. 

Día 0

Rata e, 
singeneica

con L-TACB

Día 14 Día 21
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Cy (10 mg/kg) i.p. 
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Rata e, 
singeneica

con L-TACB

Día 14 Día 21  
Figura 2. Determinación de viabilidad celular y apoptosis. Modelo experimental. 

 

3.15. Cinética de expresión de Gal-1 en tumor y bazo de animales portadores del 

linfoma L-TACB tratados con Cy 

Se trabajó con 20 ratas e desafiadas con L-TACB, con trócar, por vía s.c. Al día cero 

se sacrificaron cuatro animales y se extirparon los bazos. En los días 7, 10, 14 y 21 

posteriores al inóculo tumoral se sacrificaron cuatro animales por fecha extirpándose 

el tumor primario y el bazo. Además, en el día 14, cuatro animales fueron inoculados 

con Cy i.p. (10 mg/kg de peso) y los restantes cuatro no recibieron tratamiento 

ulterior. Finalmente, al día 21 se sacrificaron los ocho animales restantes, cuatro 

testigos y cuatro tratados. Del grupo de animales testigo de este experimento, y de 

otros posteriores, se tomaron muestras de los tumores primarios y de las metástasis 

ganglionares correspondientes, cuando éstas se desarrollaron. De esta forma se 

obtuvieron cinco juegos de tumor primario y metástasis espontáneas. En todos los 

casos se congelaron los tejidos y se realizaron los homogenados proteicos en frío, por 

disgregación mecánica de las células en buffer de lisis. Posteriormente se determinó la 
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concentración de proteínas totales por el método de Sedmak. Finalmente, se realizó un 

Western blot para la determinación de Gal-1, sembrándose 30 g de proteínas totales 

en un gel de poliacrilamida al 15% con SDS. Luego del revelado se analizaron las 

bandas correspondientes a Gal-1.  El modelo experimental se muestra en la Figura 3. 

 

GalGal--11

Western Blot
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GalGal--11

Western Blot

Extirpación  bazo
Día 0

L-TACB/L-DGE 
s.c.

Día 0

Homogenados
proteicos

Extirpación  
bazo, tumor, 
metástasis

Día 21
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Rata e/ratón 
BALB/c

 
Figura 3. Cinética de la expresión de Gal-1. Modelo experimental. 

 

3.16. Determinación de Galectina-1 por inmunohistoquímica 

Los tumores primarios de L-TACB sin tratar y tratados con una dosis baja de 

ciclofosfamida, y los nódulos linfáticos metastásicos de los mismos animales, fueron 

fijados con formalina al 10%, deshidratados y luego se incluyeron en parafina. La 

tinción se realizó en cortes de 5m de espesor del tejido correspondiente, colocadas en 

portaobjetos de vidrio cargados positivamente. Luego del desparafinado del 

preparado, la actividad de la peroxidasa endógena fue eliminada sumergiendo los 

portaobjetos en peróxido de hidrógeno 0,03% por 5 minutos. Las uniones no 

específicas fueron bloqueadas usando suero normal de cabra. Posteriormente se 

lavaron los preparados con una solución buffer con solución salina de Tris + Tween 

20 a pH 7,6, durante 5 min, e incubados con un anticuerpo de conejo anti Gal-1 (1:50). 

Posteriormente se incubó con un anticuerpo secundario de cabra anti IgG de conejo 

conjugado a peroxidasa (1:200). Estos anticuerpos fueron los mismos que se utilizaron 

para los ensayos de Western Blot. Las secciones fueron visualizadas con 3,3’-

diaminobencidina (Sigma) como cromógeno durante 5 min y luego se utilizó verde de 
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metilo para la contra tinción. Se realizaron los controles negativos sin el agregado del 

anticuerpo primario.  

 

3.17. Cinética de expresión de Gal-1 en tumor y bazo de animales portadores del 

linfoma L-DGE tratados con Cy 

Se desafiaron ratones hembras BALB/c con el linfoma L-DGE en forma s.c. En los 

días 7, 10, 14 y 21 posteriores al inóculo tumoral se sacrificaron cuatro animales por 

fecha extirpándose el tumor primario y el bazo. Además, en el día 14, cuatro animales 

fueron inoculados con Cy i.p. (25 mg/kg de peso) y los restantes cuatro no recibieron 

tratamiento ulterior. Finalmente, al día 21 se sacrificaron los ocho animales restantes,  

cuatro testigos y cuatro tratados. Del grupo de animales testigos de este experimento, 

y de otros posteriores, se tomaron muestras de los tumores primarios y de las 

metástasis ganglionares correspondientes, cuando se desarrollaron. De esta forma se 

obtuvieron cinco juegos de tumor primario y metástasis espontáneas. En todos los 

casos se congelaron los tejidos y se realizaron los homogenados proteicos en frío, por 

disgregación mecánica de las células en buffer de lisis. Posteriormente se determinó la 

concentración de proteínas totales por el método de Sedmak. Finalmente, se realizó un 

Western blot para la determinación de Galectina-1, sembrándose 30 g de proteínas 

totales en un gel de poliacrilamida al 15% con SDS. Luego del revelado se analizaron 

las bandas correspondientes a Gal-1. Se determinó la relación entre el volumen 

tumoral y la expresión de Gal-1 usando el test de Correlación de Pearson. El modelo 

utilizado se grafica en la Figura 3. 

 

3.18. Cinética de expresión de Gal-1 en otros modelos tumorales 

S-E100. Se desafiaron 16 ratas hembras m con el S-E100 en el día 0. Se obtuvieron 

muestras de tumor los días 7, 10, 14 y 21 de evolución tumoral y de bazo en los días 0, 

7, 10, 14 y 21. 

M-234p. Se desafiaron 16 ratones hembras BALB/c con el adenocarcinoma de mama 

M-234p. Se obtuvieron muestras de tumor los días 10, 20, 30 y 40 de evolución 

tumoral y de bazo en los días 0, 10, 20, 30 y 40. 

El resto del procedimiento experimental fue igual al descrito en el punto 3.15. 
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3.19. Interrelación entre sistema inmune y expresión de Gal-1 durante el 

crecimiento tumoral en distintos modelos murinos 

Ratas endocriadas e y m y ratones BALB/c fueron desafiados con L-TACB, S-E100 y 

M-234p s.c., respectivamente. Simultáneamente se realizó el mismo experimento 

inoculando los tres tumores en ratones inmunodeficientes N:NIH S-(nu). Los animales 

fueron sacrificados de manera periódica. Se extirparon los tumores primarios y los 

bazos y se determinó la expresión de Gal-1 a través de ensayos Western Blot. El 

modelo experimental que se utilizó se muestra en la Figura 4. 
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Figura 4. Interrelación entre sistema inmune y expresión de Gal-1. Modelo 
experimental 

 

3.20. Modulación de la expresión de Gal-1 con inhibidores de vías de 

transducción de señales 

Se realizaron suspensiones celulares tanto de tumor primario como de metástasis a 

partir de tres animales que desarrollaron metástasis ganglionar espontánea. Se preparó 

un pool de células de cada uno de los tejidos.  Para ello, se realizó una disgregación 

mecánica de los tejidos en medio RPMI. Se prepararon dos suspensiones de 1,2 x 106 

cél/ml en medio RPMI + 10% SFB, una correspondiente al pool de células tumorales 
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y otra a la de células metastásicas. Las células fueron sembradas (3,6 x 106 cél/pocillo) 

en placas de 12 pocillos y tratadas con: 1) Mafosfamida 5μM, 2) SB202190 (inhibidor 

de p38-MAPK) 10μM, 3) Sulfasalazina (inhibidor de NFκB) 1mM, 4) Rapamicina 

(inhibidor de mTOR) 1μM y Maf 5μM en combinación con cada uno de los otros 

inhibidores (2, 3, 4). También se sembraron pocillos testigo con células sin 

tratamiento. Esto se realizó tanto para las células tumorales como para las 

metastásicas. Las células fueron incubadas durante 96 h en estufa gaseada a 37 ºC, 5% 

de CO2. Luego de la incubación se obtuvieron los pellets celulares que fueron 

conservados a -20 ºC hasta su utilización. Luego se realizaron los extractos proteicos y 

se midió la concentración de proteínas totales para cada extracto. Se determinó la 

concentración de Gal-1 en cada una de las muestras mediante Western Blot.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

 

3.21. Estudio de las poblaciones linfocitarias reguladoras de la respuesta 

antitumoral 

3.21.1. Células T reguladoras 

Se desafiaron ratas e singeneicas con el linfoma L-TACB vía s.c  (día 0). En el día 14 

los animales se distribuyeron en dos grupos: 1) Testigos: se inocularon con solución 

fisiológica i.p. y 2) Tratados: se inocularon con Cy vía i.p. (10 mg/kg de peso). Se 

tomaron muestras de sangre periférica con EDTA como anticoagulante en los días 0, 

7, 14 y 21, y se procesaron para la determinación por citometría de flujo de los 

marcadores linfocitarios CD4, CD25, CTLA-4, el factor de transcripción Foxp3 e IL-

10. El modelo experimental se muestra en la Figura 5. Para la marcación se realizó el 

siguiente protocolo: a partir de la sangre anticoagulada con EDTA se separaron las 

células mononucleares de sangre periférica utilizando un gradiente de Ficoll-Paque. 

Brevemente, se colocaron 750 l de sangre + 750 l de PBS en un tubo de centrífuga. 

Se agregó a esta solución 1 ml de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, EE.UU.). Se 

centrifugó durante 40 min a 2000 rpm. Se separó el halo de células mononucleares y 

30 l de esta suspensión se colocaron en tubos para citometría de flujo. Se agregaron 

3 l  de anti-CD4-PE-Cy5 y 3 l de anti-CD25-FITC. Se incubaron los tubos durante 

15 min en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se fijaron las células y se 

incubaron los tubos nuevamente 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Se 

realizó un lavado con PBS y se centrifugaron los tubos durante 10 min a 2000 rpm. Se 
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resuspendió el pellet en 100 l de saponina (Sigma, Argnetina) y se mezcló en vortex. 

Se agregaron 3 l de anti Foxp-3-PE o anti IL-10-RPE según correspondiera. Se 

mezcló en vortex y se incubó 30 min en oscuridad a temperatura ambiente. Se lavó 

con PBS, se centrifugó a 2000 rpm por 10 min, se resuspendió en PBS y se leyó en el 

Citómetro Coulter Epics XL (Coulter Corp. Miami, FL, EE.UU.). Para la marcación 

de las células CD4+CD25+CTLA-4+ se agregaron los tres anticuerpos juntos (anti-

CD4- PE-Cy5, anti-CD25-FITC, anti-CTLA-4-RPE) y se incubaron los tubos en la 

oscuridad durante 15 min a temperatura ambiente. Se fijaron las células y se leyeron 

en citómetro (10000 eventos en cada muestra analizada).  Los resultados fueron 

analizados con el programa WinMD1 2.8 (Scripps Research Institute, La Jolla, Ca, 

EE.UU.). 

 

 
Figura 5. Células T reguladoras. Modelo experimental 

 

3.21.2. Células NKT tipo I 

Se utilizó el mismo esquema de trabajo y protocolo que para determinación de las 

células Tregs (Fig. 5). Para la marcación de las células NKT de tipo I se utilizaron 

como marcadores los anticuerpos anti-αβTCR-RPE y anti-CD161-FITC. Luego de ser 

desafiados con el linfoma L-TACB los animales se distribuyeron en dos grupos 

experimentales: 1) Testigos y 2) Tratados. Se realizaron dos tratamientos diferentes: i) 

dosis única de Cy de 10 mg/kg peso en el día 14, ii) dosis única de Cy de 20 mg/kg 

peso en el día 14.  
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3.22. Análisis estadísticos 

Las diferencias existentes entre los diferentes grupos estudiados fueron analizadas 

mediante las pruebas de χ2, “t” de Student, Análisis de la Variancia (ANOVA) 

paramétrico y no paramétrico, test de Mann Whitney, test de Friedman, Correlación 

de Pearson, según correspondiera. Los post-tests que se utilizaron fueron los de Dunn 

y Tukey según correspondiera. Los resultados fueron significativos cuando p<0,05. 
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4. Resultados 

 
 4.1. Efecto de Mafosfamida sobre la proliferación de células L-TACB de tumor 

primario y metástasis 

Anteriormente se demostró que una dosis muy baja de Cy inhibe el crecimiento de las 

células metastásicas, por lo que no es factible estudiar el efecto in vivo de la droga 

sobre dichas células. Por ello debimos recurrir al estudio in vitro del efecto de Cy 

sobre las células metastásicas. Por otra parte, Cy es una droga que debe metabolizarse 

en hígado para generar los metabolitos activos. Dado que ello no es posible cuando se 

trabaja in vitro, se sustituyó Ciclofosfamida por Mafosfamida (Maf) ya que ésta es una 

droga que en solución da lugar a los mismos metabolitos activos que Cy luego de ser 

metabolizada en el hígado, en cantidades equimoleculares. 

 

Para estudiar el efecto de Maf sobre la proliferación de células tumorales primarias y 

metastásicas se prepararon suspensiones celulares que fueron incubadas con Maf 0 - 

2,5 - 5 - 10 y 20 M durante 48h. En ninguna de las dosis utilizadas Maf afectó la 

proliferación de las células L-TACB primarias. Por el contrario, se observó un efecto 

inhibidor de la proliferación celular, dosis-dependiente, de Maf sobre las células L-

TACB provenientes de metástasis ganglionares, siendo significativamente menores 

los valores de células metabólicamente activas correspondientes a las dosis de 5, 10 y 

20 µM comparados con el de las células incubadas sin Maf (p<0,001, ANOVA) (Fig. 

6). Los resultados muestran un efecto diferencial de Maf sobre células metastásicas, 

comportamiento que concuerda con los resultados obtenidos in vivo con Cy, en el 

mismo modelo experimental.  

 

 

 

 

 



49 
 

0 2.5 5 10 20
0

100

200

300

400

500

600

700

Mafosfamida (M)

Ab
so

rb
an

ci
a

m
ed

ia
±E

E

0 2.5 5 10 20
0

100

200

300

400

500

600

700

Mafosfamida (M)

Ab
so

rb
an

ci
a

m
ed

ia
±E

E

A) B)

              

Figura 6. Ensayo de proliferación. Células tumorales primarias y metastásicas incubadas 
durante 48h con distintas dosis de Mafosfamida. (A) Células de tumor primario; (B) Células 
metastásicas, (A) ANOVA n.s.; (B) ANOVA, p<0,05; Maf 0 versus Maf 10 y 20 (p<0,05, Test de 
Tukey). Se presenta el valor de Absorbancia (media  EE) del cuadriplicado de un juego de tumor y 
metástasis de cuatro realizados. 
 

4.2. Producción de IL-10 por células L-TACB de tumor primario y metástasis 

Previamente, en nuestro laboratorio, se demostró que IL-10 fue el principal factor 

responsable de la inducción y el desarrollo de inmunosupresión en animales 

portadores de L-TACB y que el efecto inmunomodulador antimetastásico de Cy 

estuvo mediado por una reducción en los niveles de IL-10 producidos por linfocitos T 

(Matar P, 2000; Matar P, 2001). En este modelo experimental también se demostró 

que las células metastásicas de L-TACB produjeron grandes cantidades de IL-10 y 

expresaron niveles mayores de IL-10R que las células tumorales primarias (Rico MJ, 

2005). Por otro lado, cuando se adicionó IL-10 in vitro al medio de cultivo, indujo 

solamente un incremento de la proliferación de las células metastásicas (Matar P, 

2002).  

 

La hipótesis planteada tras esos resultados fue que, además de su actividad 

inmunosupresora, Cy podría ser capaz de regular la secreción y/o actividad de IL-10 

producida por las células tumorales. Para confirmar o rechazar dicha hipótesis se 

investigó el efecto in vitro de los metabolitos activos de Cy sobre la secreción de IL-

10, tanto en células tumorales primarias como en células metastásicas.  
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Con el objeto de determinar la concentración de IL-10 producida por células L-TACB 

incubadas con distintas dosis de Maf, se obtuvieron los medios condicionados (MC) a 

partir de suspensiones celulares de tumor primario y de metástasis ganglionares 

incubadas con la droga. La concentración de IL-10 en los MC de las células tumorales 

primarias, medida con un ensayo de ELISA, estuvo por debajo de la sensibilidad del 

método con las cuatro dosis de Maf ensayadas. Por el contrario, en los MC de las 

células metastásicas, la concentración de IL-10 fue mayor en ausencia de Maf (media 

 EE: 555,8126,2 pg/ml) que con Maf 2,5 M (199  69,63 pg/ml; p<0,05), 5M 

(63,75  43,37 pg/ml; p<0,001), 10 M (21 21 pg/ml; p<0,001) y 20 M (10,5  

10,5 pg/ml; p<0,001) (Fig. 7).   
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Figura 7. Concentración de IL-10. Se determinó por ELISA la concentración de IL-10 en los 
MC de células tumorales primarias y metastásicas incubadas durante 48h con distintas dosis de Maf. 
(A) Células de tumor primario; (B) Células metastásicas. (A) Concentración no detectable. (B) 
ANOVA,  p<0,001; Maf 0 versus Maf 2,5 µM (p<0,05, Test de Tukey) y versus Maf 5, 10 y 20 µM 
(p<0,01, Test de Tukey). Se presenta el valor de Absorbancia (media  EE) del cuadriplicado de un 
juego de tumor y metástasis de cuatro realizados. 
 

4.3. Cuantificación de IL-10R (receptor de IL-10) en células L-TACB de tumor 

primario y metástasis 

Con el propósito de determinar la cantidad de receptor para IL-10 (IL-10R) expresado 

por las células tumorales primarias y metastásicas incubadas con diferentes dosis de 

Maf se realizó un CELISA (ELISA celular) sobre células tumorales primarias y 

metastásicas fijadas en policubetas. La cantidad de IL-10R no varió en los cinco 

grupos de células tumorales primarias. Por el contrario, la densidad óptica en los 
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pocillos de células metastásicas en ausencia de Maf (media  EE: 1156332,2) fue 

mayor que en los de las células incubadas con Maf 5 M (292,328,2; p0,05), 10 

M (176,752,85; p0,05) y 20 M (169,552,5; p0,05). Estos resultados muestran 

que Maf regula negativamente la expresión de IL-10R en las células L-TACB 

metastásicas. En la Figura 8 se grafican los resultados obtenidos.  
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 Figura 8. Expresión de IL-10R.  Se determinó por CELISA la expresión de IL-10R en células 
tumorales primarias y metastásicas incubadas durante 48h con distintas dosis de Maf. (A) Células de 
tumor primario; (B) Células metastásicas. (A) ANOVA n.s. (B) ANOVA,  p0,001; Maf 0 versus Maf 
2,5 - 5 - 10 y 20 M (p0,001, Test de Tukey). Se presenta el valor de Absorbancia (media  EE) del 
cuadriplicado de un juego de tumor y metástasis de cuatro realizados  

 

4.4. Efecto de Mafosfamida sobre la expresión de Galectina-1 (Gal-1) en células 

tumorales primarias y metastásicas 

En trabajos previos de nuestro laboratorio demostramos que el tratamiento con Cy 

regula negativamente la expresión de Gal-1 in vivo. Por ello se decidió estudiar la 

modulación de la expresión de Gal-1 en células tumorales primarias y metastásicas 

como resultado de la incubación con Mafosfamida, en diferentes concentraciones, no 

citotóxicas, y a diferentes tiempos de incubación.  

 

Se prepararon suspensiones de células tumorales primarias y metastásicas y se las 

incubó durante 18 y 24 horas con distintas concentraciones de Maf (0 - 2,5 y 5 M). 

Luego se prepararon los homogenados proteicos y se realizaron ensayos Western blot 

para estudiar la expresión de Gal-1. En el caso de las células tumorales primarias, la 

incubación con Maf durante 18 o 24 horas no produjo una modulación significativa en 
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la expresión de Gal-1, independientemente de la dosis utilizada. Sin embargo, con 24 

horas de incubación, Maf mostró una tendencia a regular negativamente la expresión 

de Gal-1, lo cual no fue dependiente de la dosis. Es de hacer notar la gran variabilidad 

encontrada en la expresión de Gal-1 de las muestras analizadas (Fig. 9A y 9B).  
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Figura 9. Modulación de la expresión de Gal-1 por Mafosfamida en células 
tumorales (I). Células tumorales primarias incubadas 18 y 24 horas con diferentes dosis de Maf. (A) 
análisis densitométrico de los ensayos Western blot. Se utilizaron geles al 15% de poliacrilamida y 
anticuerpo primario anti-Gal-1 (1:1000). Las membranas fueron incubadas con un anticuerpo 
secundario de cabra anti-IgG de conejo (1:3000) y se revelaron por quimioluminiscencia. Como control 
positivo se usó Gal-1 recombinante Las bandas obtenidas fueron semi-cuantificadas por densitometría y 
expresadas como valores densitométricos relativos. Se presenta la media ± EE del valor densitométrico 
relativo de las muestras analizadas (18 hs y 24 hs, ANOVA. n.s.). (B) Placas radiográficas de dos 
muestras incubadas con Maf 18 y 24 horas.  

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

El efecto de la incubación de células tumorales primarias con Maf sobre la expresión 

de Gal-1 quedó claramente definido cuando se incubó durante 96 horas. Maf 5μM 

inhibió la expresión de Gal-1 en un 44,32% en células tumorales primarias (Figs. 10A 

y 10B).  
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Figura 10. Modulación de la expresión de Gal-1 por Mafosfamida en células 
tumorales primarias (II). Células tumorales primarias incubadas 96 horas con diferentes dosis de 
Maf. El procedimiento fue el mismo que el indicado en la Fig. 9, analizándose un pool de muestras 
tumorales. Las bandas indicadas con la flecha fueron semi-cuantificadas por densitometría y expresadas 
como valores densitométricos relativos. (A) análisis densitométrico del ensayo Western blot. (B) Placa 
radiográfica del pool de muestras incubado con Maf 5M  
 
Con respecto a las células obtenidas de metástasis ganglionares espontáneas, la 

incubación con Maf produjo resultados poco homogéneos en las muestras, por lo que 

no se encontraron diferencias significativas en la expresión de Gal-1 para ninguna de 

las dosis de Maf con respecto al grupo incubado sin Maf, tanto a las 18 como a las 24 

horas de incubación (Figs. 11A y 11B).  
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Figura 11. Modulación de la expresión de Gal-1 por Mafosfamida en células 
metastásicas (I). Células metastásicas incubadas 18 y 24 horas con diferentes dosis de Maf. (A) 
análisis densitométrico de los ensayos Western blot. El procedimiento fue el mismo que el indicado en 
la Fig. 9. Las bandas indicadas con la flecha fueron semi-cuantificadas por densitometría. Se presenta la 
media ± EE del valor densitométrico relativo de dos muestras analizadas (18 hs y 24 hs, ANOVA. n.s.). 
(B) Placas radiográficas de dos muestras incubadas con Maf 18 y 24 horas.  
 
 

De manera similar a lo realizado con las células tumorales primarias, se aumentó a 96 

horas el tiempo de incubación de las células metastásicas con la dosis mayor de Maf, 

5μM. Se encontró que dicha concentración de Maf inhibe la expresión de Gal-1 en un 

22,23% con respecto a la de las células incubadas sin Maf (Fig. 12A y 12B).  
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Figura 12. Modulación de la expresión de Gal-1 por Mafosfamida en células 
metastásicas (II). Células metastásicas incubadas 96 horas con diferentes dosis de Maf. (A) 
Análisis densitométrico de los ensayos Western Blot. El procedimiento fue el mismo que el indicado en 
la Fig. 9, analizándose un pool de muestras tumorales. Las bandas indicadas con la flecha fueron semi-
cuantificadas por densitometría y expresadas como valores densitométricos relativos. (B) Placas 
radiográficas del pool de muestras incubado con Maf 5M.  
 

4.5. Efecto de Gal-1 sobre la viabilidad de esplenocitos de ratas portadoras de L-

TACB   

Está ampliamente demostrado que Gal-1 induce la apoptosis de linfocitos T activados. 

Por otro lado, por ensayos anteriores, se conoce que el tratamiento antimetastásico con 

Cy produce una disminución en la fragmentación del ADN de esplenocitos de ratas 

portadoras del linfoma y tratadas con una dosis baja de la droga; asimismo aumenta la 

expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2. Es decir que el  nivel de apoptosis de los 

esplenocitos de animales portadores de tumor podría disminuirse por el tratamiento 

con Cy. Por lo tanto, se quiso investigar el efecto de Gal-1 sobre las células esplénicas 

en el modelo del linfoma L-TACB, tanto en la inducción de la apoptosis temprana 

como sobre la viabilidad de los esplenocitos de animales tratados con Cy. Se trabajó 

con cuatro grupos experimentales: esplenocitos de ratas portadoras de L-TACB (grupo 

I), esplenocitos de ratas portadoras de L-TACB incubados con 4g/ml de Gal-1 

(grupo II), esplenocitos de ratas portadoras de L-TACB tratadas con Cy al día 14 

(grupo III) y esplenocitos de ratas  portadoras de L-TACB tratadas con Cy al día 14 e 

incubados con 4g/ml de Gal-1 (grupo IV). El agregado de Gal-1 exógena (grupo II) 
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produjo una disminución del 20,35% de la viabilidad de los esplenocitos comparada 

con la del grupo I (testigo) (p0,05). Por el contrario, en el grupo IV Gal-1 no tuvo 

efecto significativo sobre la viabilidad celular comparada con la de los esplenocitos 

del grupo III (animales portadores de L-TACB tratados con Cy), p=0,6229. Como 

resultado interesante se puede destacar que el tratamiento con Cy de animales 

portadores de L-TACB indujo un aumento significativo en la viabilidad in vitro de los 

esplenocitos (grupo I vs grupo III; p0,05), la que no fue afectada por el agregado de 

Gal-1 al medio de cultivo (Fig. 13). Los esplenocitos del grupo IV presentaron un 

aumento muy significativo de la viabilidad comparada con la del grupo II (p0,01). 

Finalmente, no se encontró diferencia significativa en la viabilidad de los esplenocitos 

del grupo III comparada con la del grupo IV.  
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Figura 13. Efecto de Gal-1 sobre la viabilidad de esplenocitos (Esp). Se evaluó la 
viabilidad de esplenocitos de animales portadores de L-TACB de cuatro grupos experimentales por el 
ensayo colorimétrico WST-1. Se presenta la media ± EE de la Absorbancia. ANOVA, p0,001; grupo I 
vs grupo II y vs grupo III (p0,05, test de Tuckey; grupo II vs grupo IV (p0,01, test de Tuckey). 
 

4.6. Efecto de Gal-1 sobre la apoptosis de esplenocitos de ratas tratadas con Cy  

De manera complementaria, se evaluó la inducción de apoptosis de los esplenocitos de 

animales portadores de L-TACB, tratados y sin tratar con Cy, incubados con Gal-1. La 

apoptosis temprana de dichas células se determinó a través de la utilización del test de 

Anexina V. Se observó, como previamente había sido demostrado, que los 

esplenocitos tratados con Gal-1 (grupo II) presentaban un aumento del porcentaje de 

células en apoptosis en comparación con el determinado en los esplenocitos del grupo 

I (33%  versus 11%; p0,0001). Sin embargo, el agregado exógeno de Gal-1 no 
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aumentó los niveles de apoptosis en los esplenocitos del grupo IV con respecto a su 

correspondiente grupo testigo sin Gal-1 (grupo III) (17% y 12%, respectivamente; χ2: 

n.s.). Por otra parte, se observó una disminución significativa en el número de células 

en apoptosis temprana en el grupo IV comparado con el grupo II (33% y 17% 

respectivamente; p0,01) (Fig. 14A). En la Figura 14B se muestran las fotografías 

correspondientes a la detección por fluorescencia de las células apoptóticas en 

esplenocitos de animales portadores de L-TACB incubados con Gal-1, tanto del grupo 

tratado con Cy (grupo IV) como del grupo sin tratar (grupo II). Estos resultados 

muestran que el agregado exógeno de Gal-1 no es capaz de revertir el efecto protector 

que tiene el tratamiento con Cy sobre la apoptosis de los esplenocitos del animal 

portador del tumor.  
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Figura 14. Apoptosis temprana de esplenocitos de ratas tratadas y sin tratar con 
Cy incubados con Gal-1. (A) % de células Anexina V+ en los cuatro grupos experimentales 
analizados. Grupo I vs grupo II (p<0,0001); grupo II vs grupo IV (p<0,01) (Test χ2). (B) Microscopía 
de fluorescencia de esplenocitos apoptóticos teñidos con Anexina V-FITC e Ioduro de Propidio de los 
grupos IV y II. Aumento 40X. 
 

Grupo II Grupo IV 
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Los resultados obtenidos al analizar el índice de apoptosis de las células esplénicas 

apoyan y complementan los logrados en el estudio de la viabilidad celular en los 

mismos grupos experimentales.  

 

4.7. Cinética de la expresión de Gal-1 en el linfoma L-TACB 

En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostró que el tratamiento con Cy en 

una dosis baja y única tiene efectos antimetastásicos y, al mismo tiempo, regula 

negativamente la expresión de Gal-1. Teniendo en cuenta estos resultados, pareció 

interesante estudiar la cinética de expresión de Gal-1 in vivo tanto en células 

tumorales primarias y metastásicas del linfoma L-TACB como en células esplénicas 

de animales portadores de tumor, así como también realizar el análisis de la forma en 

que se relacionaba esa expresión de Gal-1 con el proceso de progresión tumoral. Al 

mismo tiempo, se estudió la cinética de la modulación de la expresión de Gal-1 en 

células de tumor primario de animales tratados con una dosis baja de Cy. 

 

Se tomaron muestras de tumor primario y de bazo en los días 7, 10 y 14 posteriores al 

inóculo tumoral. En el día 14 se distribuyeron los animales en dos grupos, uno tratado 

con Cy (10mg/kg de peso) y el otro, testigo sin tratamiento. En el día 21 se 

sacrificaron los animales y se tomaron las muestras de tumor y de bazo de los dos 

grupos experimentales. También se tomaron en el día 0 muestras de bazo de animales 

normales. En la Figura 15A se muestran los resultados correspondientes al tumor 

primario. La expresión de Gal-1 no varió entre los días 7 y 10, aumentando a los 14 

días del desafío tumoral con respecto a los valores presentados a los 7 días (p0,05), 

momento en el que se realizó la primera medición del tumor inoculado. A los 21 días 

del desafío tumoral, los valores de expresión de Gal-1 se mantuvieron altos y no 

difirieron de los observados en el día 14. El tratamiento con una dosis baja y única de 

Cy en el día 14 del desarrollo tumoral produjo, en el día 21, una disminución 

significativa (p0,01) en la expresión de Gal-1 en las células de tumor primario 

cuando se la comparó con la observada en los animales testigos sin tratar, en el mismo 

día. La expresión de Gal-1 en los tumores tratados regresó a los niveles basales, que 

no difirieron de los correspondientes al día 7 (p=0,49).  
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Por otra parte, se estudió la cinética de expresión de Gal-1 en células esplénicas de 

animales portadores del tumor y se encontró que la expresión basal de Gal-1 en dichas 

células fue inferior a la determinada en células de tumor primario en el día 7 (Figura 

15B). Esta expresión se mantuvo estable hasta el día 10 y luego, a partir del día 14, se 

produjo una disminución significativa en el nivel de expresión, la cual continuó 

disminuída en el día 21. Ese valor fue significativamente menor que el 

correspondiente al día 0 (p0,05). De manera análoga a lo obtenido con células 

tumorales, el tratamiento con la dosis antimetastásica de Cy produjo un 

restablecimiento de los niveles basales de Gal-1 en los esplenocitos los cuales, en el 

día 21, no difirieron de los observados en el día 0 (p=0,4542). 

 

En las Figuras 15C y 15D se muestran las placas radiográficas de los Western Blots de 

tumor primario y de bazo, respectivamente. 
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Figura 15. Cinética de la expresión de Gal-1 en L-TACB. Se prepararon extractos 
proteicos de tumor primario (A) y bazo (B) y se procesaron por Western Blot. El procedimiento fue el 
mismo que el indicado en la Fig. 9. Las bandas indicadas con la flecha fueron semi-cuantificadas por 
densitometría. Se presenta la media ± EE del valor densitométrico relativo (n=4/grupo). (C) y (D) 
Placas radiográficas representativas de tumor y bazo, respectivamente Se realizó un control de carga 
por tinción de los geles con Coomassie blue y tinción de las membranas con Ponceau S.  
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4.8. Estudio de la expresión de Gal-1 en tejido tumoral y metastásico de L-TACB 

Posteriormente, se estudió por Western blot la expresión de Gal-1 en las metástasis 

ganglionares de los animales que las desarrollaron y la de sus respectivos tumores 

primarios. Se observó que la expresión de Gal-1 se encontraba significativamente 

disminuida en el tejido metastásico comparada con la del tumor primario, en el mismo 

día (p0,001, t de Student) (Fig. 16A y B).  

 

A) 

Tumor 1ario Metástasis
0

25

50

75

100

125

Va
lo

r d
en

si
to

m
ét

ric
o 

re
la

tiv
o

m
ed

ia
±E

E

 
B) 

 
 
Figura 16. Expresión de Gal-1 en tumor primario y metástasis. A) Se prepararon 
extractos proteicos de tumor primario y de metástasis y se procesaron por Western Blot. El 
procedimiento fue el mismo que el indicado en la Fig. 9. Las bandas indicadas con la flecha fueron 
semi-cuantificadas por densitometría. Se presenta la media  ± EE del valor densitométrico relativo. 
Tumor 1ario vs metástasis, (p0,001, t de Student). (B) Placa radiográfica representativa de un juego de 
tumor (T) y metástasis (M) de los animales analizados. Se realizó un control de carga por tinción de los 
geles con Coomassie blue y tinción de las membranas con Ponceau S.  
 

4.9. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Galectina-1 

Teniendo en cuenta la modulación de la expresión de Gal-1 evidenciada en los 

estudios de cinética de expresión, interesó conocer qué tipo de relación existía entre el 

volumen tumoral y la expresión de Gal-1. Utilizando un test de correlación de Pearson 

se obtuvo una correlación positiva y significativa entre ambas variables (r=0,5888; 

p=0,0129) (Fig. 17).  
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Figura 17. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Gal-1 para L-
TACB. Test de correlación de Pearson (r=0,5888, p=0,0129).  
 

4.10. Análisis inmunohistoquímico de la expresión de Galectina-1 

Previamente se estudió la cinética de la expresión de Gal-1 en muestras del linfoma L-

TACB primario, metástasis ganglionares y bazo procedentes de animales portadores 

del tumor, tratados y sin tratar con Cy. Se observó modulación de la expresión de Gal-

1 durante el crecimiento tumoral y reversión a los valores basales luego del 

tratamiento con Cy. Dado que el análisis de la expresión se realizó en un homogenado 

del tejido estudiado, se consideró conveniente estudiar dicha expresión en cortes del 

mismo tejido en los que la extructura celular y tisular se mantiene intacta. Para ello, se 

evaluó la expresión de Gal-1 por inmunohistoquímica en tejido tumoral, tratado y sin 

tratar con Cy y en tejido metastásico. En concordancia con los resultados obtenidos 

por Western Blot, Gal-1, se expresó con menor intensidad en el tejido tumoral de las 

ratas tratadas con Cy que la observada en el tumor de las ratas controles. Por otro lado, 

la expresión de Gal-1 fue menor en tejido metastásico comparado con la del tumor 

primario. Es de destacar que la localización de Gal-1 fue predominantemente 

citoplasmática (Fig. 18).  
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Figura 18. Expresión de Gal-1 en tejido tumoral y metastásico. Inmunohistoquímica 
para Gal-1 en secciones de tumor primario (A), nódulos linfáticos metastásicos (B) y tumor primario de 
ratas tratadas con Cy (C). Aumento 40X. La intensidad de la expresión de Gal-1 fue menor en el tumor 
de los animales tratados y en el tejido metastático comparado con el tumor de las ratas no tratadas. Los 
insertos corresponden a los respectivos controles negativos de las secciones de los tejidos expuestas al 
anticuerpo secundario en ausencia de anticuerpo anti- Gal-1. 
 

4.11. Determinación de la cinética de expresión de Gal-1 en tumor y bazo de 

animales portadores del linfoma L-DGE 

Con el propósito de investigar si los resultados obtenidos en el estudio de la cinética 

de expresión de Gal-1 en el linfoma L-TACB eran exclusivos de ese tumor o si era un 

comportamiento que se podía generalizar a otros linfomas, se realizó un experimento 

similar al descripto en la sección 4.6,  utilizando el modelo tumoral del linfoma de 

ratón L-DGE. Ratones BALB/c hembras se desafiaron con L-DGE s.c. (día 0) y se 

distribuyeron en dos grupos: I) sin tratamiento ulterior y II) tratados en el día 14 con 

Cy i.p. (25 mg/kg). Es de hacer notar que para el ratón, la dosis baja antimetastásica 

de Cy es mayor que la correspondiente a la rata. Esta dosis fue establecida en 

experimentos anteriores (Matar P, 1994; Matar P, 1999). Se sacrificaron animales del 

grupo I) en los días 0, 7, 14 y 21 y del grupo II) en el día 21, extirpándose tumor y 

bazo. La expresión de Gal-1 en tumor primario, determinada por Western Blot, fue 

mayor en el día 21 que en el día 7 (p<0,05), observándose un comportamiento inverso 

en bazo (p<0,05). Se observó una tendencia a la disminución de la expresión de Gal-1 

en los animales tratados comparados con los testigos en el tumor primario y un 

comportamiento inverso (en espejo) en el bazo (Fig. 19). Estos resultados coinciden 

con los obtenidos en el modelo de linfoma de rata L-TACB, lo que podría estar 

indicando un patrón de comportamiento de los linfomas, independientemente de la 

especie donde se desarrollen. 
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Figura 19. Cinética de la expresión Gal-1 en L-DGE. Se prepararon extractos proteicos de 
tumor primario (A) y bazo (B) y se procesaron por Western Blot. El procedimiento fue el mismo que el 
indicado en la Fig. 9. Las bandas indicadas con la flecha fueron semi-cuantificadas por densitometría. 
Se presenta la media ± EE del valor densitométrico relativo. (C) y (D) Placas radiográficas 
representativas de tumor y bazo, respectivamente. Se realizó un control de carga por tinción de los geles 
con Coomassie blue y tinción de las membranas con Ponceau S.  
 
4.12. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Galectina-1 en L-DGE 

Se estudió la correlación entre el volumen tumoral y la expresión de Gal-1 

determinados en el linfoma L-DGE. Utilizando el test de correlación de Pearson se 

obtuvo una correlación positiva y muy cercana al significado estadístico (r=0,6617; 

p=0,0522) (Fig. 20). Por lo tanto, se encontró que la correlación positiva entre la 

expresión de Gal-1 y el volumen tumoral era una característica común a los lifomas L-

DGE de ratón y L-TACB de rata. 
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Figura 20. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Gal-1 para L-
DGE. Test de correlación de Pearson (r=0,6617, p=0,0522). 
 

4.13. Cinética de expresión de Gal-1 en otros modelos tumorales 

Considerando la importancia de la molécula Gal-1 como inmunomoduladora, la 

concordancia en la regulación de Gal-1 durante el crecimiento tumoral de dos 

linfomas diferentes planteó el interrogante de si este comportamiento podría ser 

extrapolado a otros modelos tumorales. Con el objetivo de contestar esa pregunta, se 

analizó la cinética de expresión de Gal-1 en el fibrosarcoma de rata S-E100 y en el 

adenocarcinoma de mama de ratón, M-234p.  

 

En el modelo del S-E100 se trabajó con muestras de tumor y bazo tomadas en los días 

7, 14, 21. No se observaron cambios significativos en la expresión de Gal-1 durante la 

progresión tumoral. Sin embargo, en los días 14 y 21 las células de bazo de los 

animales portadores de S-E100 expresaron significativamente menos Gal-1 que la 

observada en el día 0 (Fig. 21).  
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Figura 21. Expresión de Gal-1 en S-E100. Se prepararon extractos proteicos de tumor 
primario (A) y bazo (B) y se procesaron por Western Blot. El procedimiento fue el mismo que el 
indicado en la Fig. 9. Las bandas indicadas con la flecha fueron semi-cuantificadas por densitometría. 
Se presenta la media±EE del valor densitométrico relativo. (C) y (D) Placas radiográficas 
representativas de tumor y bazo, respectivamente. Se realizó un control de carga por tinción de los geles 
con Coomassie blue y tinción de las membranas con Ponceau S.   
 

En el modelo del adenocarcinoma de mama M-234p se tomaron muestras de tumor y 

bazo en los días 10, 20, 30 y 40. En este modelo tumoral, la cinética de expresión de 

Gal-1 difirió sustancialmente de la observada en los modelos L-TACB, L-DGE y S-

E100. Se observó una disminución en la expresión de Gal-1 durante el crecimiento 

tumoral. Cuando se comparó el nivel observado en el día 30 con respecto al del día 10, 

se encontró que esa disminución era estadísticamente significativa (p<0,05). 

Asimismo, la comparación de los valores del día 40 con respecto al día 10 arrojó una 

diferencia marginalmente significativa (p=0,07). Por otra parte, no se observaron 

cambios en la expresión de Gal-1 en las células esplénicas de los animales portadores 

de M-234p (Fig. 22). Con estos resultados se pudo demostrar que en tres modelos 

tumorales diferentes y con distinta inmunogenicidad (L-TACB y M-234-p 

inmunogénicos y S-E100 débilmente inmunogénico) la cinética de expresión de Gal-1 

es distinta: en los modelos de linfoma la expresión aumentó durante el crecimiento 

tumoral, en el adenocarcinoma de mama disminuyó, mientras que en el sarcoma no se 

modificó.  
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Figura 22. Expresión de Gal-1 en M-234p. Se prepararon extractos proteicos de tumor 
primario (A) y bazo (B) y se procesaron por Western Blot. El procedimiento fue el mismo que el 
indicado en la Fig. 9. Las bandas indicadas con la flecha fueron semi-cuantificadas por densitometría. 
Se presenta la media±EE del valor densitométrico relativo. (C) y (D) Placas radiográficas 
representativas de tumor y bazo, respectivamente. Se realizó un control de carga por tinción de los geles 
con Coomassie blue y tinción de las membranas con Ponceau S.   
 

4.14. Análisis de la influencia del sistema inmune sobre el crecimiento tumoral y 

la expresión de Gal-1 en distintos modelos tumorales murinos 

Teniendo en cuenta los resultados descriptos en las secciones 4.7 a 4.13 se desarrolló 

una hipótesis de trabajo en la que se planteaba que la cinética de la expresión de Gal-1 

podría depender de la interrelación entre la inmunogenicidad tumoral y la respuesta 

inmune del huésped. Para aceptar o rechazar tal hipótesis se plantearon una serie de 

experimentos que se desarrollaron simultáneamente en animales inmunocompetentes e 

inmunodeficientes. En el día 0, ratas endocriadas e y m y ratones BALB/c fueron 

desafiados con L-TACB, S-E100 y M-234p s.c., respectivamente. Simultáneamente se 

realizó el mismo experimento desafiando ratones atímicos (nude) con los mismos 

tumores. Los animales fueron sacrificados de manera periódica. Se extirparon los 

tumores primarios y los bazos y se determinó la expresión de Gal-1 en esos tejidos.  

L-TACB. Las figuras 23A y B muestran el crecimiento del tumor L-TACB en ratas e 

y en ratones nude respectivamente. Los datos longitudinales volumen tumoral vs 

tiempo se ajustaron con un modelo exponencial creciente de la forma Vt=Vi*exp(k*t), 
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donde Vt es el volumen tumoral (mm3) en el tiempo t, Vi es el volumen tumoral 

inicial, k es la tasa de crecimiento exponencial y t el tiempo (días). De esta expresión 

puede derivarse el tiempo de duplicación del volumen tumoral (0,69/k) que representa 

un indicador de la velocidad de crecimiento. El tiempo de duplicación de los tumores 

en los ratones nude no difirió significativamente del de los huéspedes eutímicos (ratas 

e) (Figura 23C).  
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Figura 23. Crecimiento exponencial de L-TACB en animales eutímicos y 
atímicos. Curvas de crecimiento individuales en ratas e (A) y en ratones nude (B). C) Tiempo de 
duplicación de L-TACB en animales eutímicos y atímicos, test de Mann Whitney, n.s. 
 

En lo que respecta a la expresión de Gal-1, ésta fue menor en los tumores de los 

ratones nude que en los de las ratas e (p<0,05) a lo largo de la progresión tumoral, 

mientras que en bazo sólo fue cuantificable en los animales eutímicos. La expresión 

de Gal-1 en L-TACB creciendo en ratas e mostró un resultado similar al obtenido en 

el experimento mostrado en la Fig. 15A (Fig. 24A). Por otra parte, durante el 

crecimiento tumoral, la expresión de Gal-1 en ratones nude, disminuyó 

significativamente desde el día 7 al 21 (p<0,05; t de Student) (Fig. 24B).  
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Figura 24. Expresión de Gal-1 en L-TACB de animales eutímicos y atímicos. Se 
prepararon extractos proteicos de tumor primario en (A) ratas e y (B) ratones nude y se procesaron por 
Western Blot. El procedimiento fue el mismo que el indicado en la Fig. 9. Se presenta la media±EE del 
valor densitométrico relativo.  (A) p<0,05; ANOVA. B) día 7 vs 21: p<0,05; t de Student. 
 

Cuando se analizó la relación existente entre el volumen tumoral y la expresión de 

Gal-1 en ratas e se obtuvo un resultado similar al mostrado en la Fig. 17, es decir una 

correlación positiva y significativa (Fig. 25A). Por el contrario, cuando L-TACB 

creció en ratones nude, la correlación entre ambas variables fue no significativa, 

siendo r=-0,3033 (Fig. 25B).  

  

0 20000 40000 60000 80000
0

25

50

75

100

125

Volumen tumoral (mm3)

Va
lo

r d
en

si
to

m
ét

ric
o 

re
la

tiv
o

0 2000 4000 6000 8000
0

25

50

75

100

125

Volumen tumoral (mm3)

Va
lo

r d
en

si
to

m
ét

ric
o 

re
la

tiv
o

A) B)

Figura 25. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Gal-1 para L-
TACB en animales eutímicos y atímicos. A) L-TACB en ratas e: r=0,5888; p=0,0129. B) L-
TACB en ratones nude: r=-0,3033; p=0,4653 (Test de correlación de Pearson). 
 

S-E100. Las figuras 26A y B muestran el crecimiento exponencial del tumor S-E100 

en ratas m y en ratones nude respectivamente. La velocidad de crecimiento se estimó 

de la misma manera que para el crecimiento de L-TACB. El tiempo de duplicación de 
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los tumores en los ratones nude, no difirió significativamente del de los huéspedes 

eutímicos (ratas m) a pesar de mostrar una mediana menor que la de los animales 

eutímicos (Fig. 26C).  
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Figura 26. Crecimiento exponencial de S-E100 en animales eutímicos y atímicos. 
Curvas de crecimiento individuales en ratas m (A) y en ratones nude (B).  C) Tiempo de duplicación de 
S-E100 en animales eutímicos y atímicos, test de Mann Whitney, n.s. 
 

La expresión de Gal-1 en S-E100 creciendo en ratas m no sufrió modificaciones, al 

igual que lo obtenido en el experimento mostrado en la Fig. 21A (Fig. 27A). Por otra 

parte, durante el crecimiento tumoral, la expresión de Gal-1 en ratones nude fue 

semejante a la observada en las ratas m, sin mostrar variaciones (Fig. 27B), mientras 

que en bazo sólo fue cuantificable en los animales eutímicos.  
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Figura 27. Expresión de Gal-1 en S-E100 de animales eutímicos y atímicos. Se 
prepararon extractos proteicos de tumor primario en (A) ratas m y (B) ratones nude y se procesaron por 
Western Blot. El procedimiento fue el mismo que el indicado en la Fig. 9. Se presenta la media±EE del 
valor densitométrico relativo.  (A) ANOVA n.s. B) ANOVA n.s. 
 

Se analizó la relación existente entre el volumen tumoral y la expresión de Gal-1 en 

ratas m, lo que evidenció una correlación no significativa, r=-0,4532; p=0,1883 (Fig. 

28A). De la misma manera, la correlación entre el volumen del S-E100 creciendo en 

ratones nude y su expresión de Gal-1 fue no significativa, siendo r=-0,4441 y 

p=0,2311 (Fig. 28B). 
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Figura 28. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Gal-1 para S-E100 
en animales eutímicos y atímicos. A) S-E100 en ratas m: r=-0,4532; p=0,188. B) S-E100 en 
ratones nude: r=-0,4441; p=0,2311 (Test de correlación de Pearson). 
 

M-234p. Las figuras 29A y B muestran el crecimiento exponencial del tumor M-234p 

en ratones BALB/c y en ratones nude, respectivamente. La velocidad de crecimiento 

se estimó de la misma manera que para el linfoma L-TACB. El tiempo de duplicación 
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de los tumores en los ratones nude no difirió significativamente del obtenido en los 

huéspedes eutímicos (ratones BALB/c) (Figura 29C). 
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Figura 29. Crecimiento exponencial de M-234p en animales eutímicos y atímicos. 
Curvas de crecimiento individuales en ratones BALB/c  (A) y en ratones nude (B). C) Tiempo de 
duplicación de M-234p en animales eutímicos y atímicos, test de Mann Whitney, n.s. 
 

La expresión de Gal-1 en M-234p creciendo en ratones BALB/c mostró el mismo 

resultado similar al obtenido en el experimento mostrado en la Fig. 22A, es decir un 

descenso significativo a lo largo del crecimiento tumoral (p<0,01) (Fig. 30A). Por el 

contrario, la expresión de Gal-1 en los ratones nude no sufrió modificaciones 

significativas durante la progresión tumoral. El descenso transitorio observado en el 

día 20 no fue significatico (Fig. 30B). En bazo sólo fue cuantificable en los animales 

eutímicos.  
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Figura 30. Expresión de Gal-1 en M-234p de animales eutímicos y atímicos. Se 
prepararon extractos proteicos de tumor primario en (A) ratones BALB/c y (B) ratones nude y se 
procesaron por Western Blot. El procedimiento fue el mismo que el indicado en la Fig. 9. Se presenta la 
media±EE del valor densitométrico relativo.  (A) p<0,01; ANOVA B) ANOVA n.s. 
. 

Se analizó la relación existente entre el volumen tumoral y la expresión de Gal-1 en 
ratones BALB/c y se encontró una correlación no significativa, r=-0,4923; p=0,1782 
(Fig. 31A). De igual manera, la correlación entre las mismas variables para M-234p 
creciendo en ratones nude  fue no significativa, siendo r=0,0141 y p=0,9712 (Fig. 
31B).
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Figura 31. Correlación entre volumen tumoral y expresión de Gal-1 para M-234p 
en animales eutímicos y atímicos. A) M-234p en ratones BALB/c: r=-0,4923; p=0,1782. B) M-
234p en ratones nude: r=0,0141; p=0,9712. 
 

 4.15. Vías de transducción de señales implicadas en la modulación de Galectina-

1 Se ha demostrado concluyentemente que la expresión de Gal-1 por parte del tumor 

es un factor clave en el mecanismo de escape tumoral. La evasión de la respuesta 

inmune se lograría generando, en el entorno de la masa tumoral, una malla 

inmunoprotectora rica en Gal-1, la cual elimina, en parte, la respuesta inmune celular 
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(van den Brüle FA, 2001). Dada la importancia de la expresión de Gal-1 por el tumor 

en la historia de su evolución posterior se decidió estudiar las vías de señalización 

intracelulares que llevan a la expresión de Gal-1 en las células tumorales, y así 

dilucidar cuáles moléculas estarían involucradas en este fenómeno y cuáles serían 

sensibles a la acción de Cy en dosis baja y única. 

 

Se estudiaron las vías de señalización que conducen a la expresión de Gal-1 utilizando 

distintos inhibidores: Sulfasalazina (SZ), droga que inhibe NF-κB (factor nuclear de la 

cadena liviana κ de inmunoglobulina de las células B), Rapamicina (Rapa), compuesto 

utilizado para inhibir mTOR (blanco molecular de rapamicina), y SB20219 (SB), 

inhibidor de p38-MAPK (proteína quinasa p38 activada por mitógenos). Se 

prepararon suspensiones de células tumorales primarias y metastásicas de L-TACB y 

se incubaron con cada uno de los inhibidores en forma individual o con el agregado de 

Maf durante 96 h a 37ºC. Luego se prepararon homogenados proteicos y se determinó 

por Western Blot la expresión de Gal-1. La incubación de células tumorales primarias 

con SZ, Rapa o SB produjo inhibición de la expresión de Gal-1. Sin embargo, la 

incubación conjunta con Maf revirtió parcial o totalmente esa inhibición (Fig. 34A). 

Siguiendo la misma tendencia, aunque con menor intensidad, la incubación de las 

células metastásicas con SZ, Rapa o SB produjo inhibición de la expresión de Gal-1. 

Por lo tanto, la expresión de Gal-1 en células metastásicas es menos sensible a la 

acción de SZ, Rapa y SB que las células tumorales primarias. De manera semejante a 

lo observado con las células tumorales primarias, el agregado de Maf anuló la 

inhibición causada por SZ y, por el contrario, aumentó la inhibición de la expresión de 

Gal-1 producida por Rapa y SB (Fig. 32B).  
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Figura 32. Modulación de la expresión de Gal-1 con inhibidores de vías de 
transducción de señales. Se prepararon extractos proteicos de las células de tumor primario (A) y 
metástasis (B), incubadas con los distintos inhibidores y se procesaron por Western Blot. El 
procedimiento fue el mismo que el indicado en la Fig. 9. Las bandas indicadas con la flecha fueron 
semi-cuantificadas por densitometría. Se presenta la mediana del % del valor densitométrio relativo. 
(C)  y (D) placas radiográficas de tumor primario y metástasis, respectivamente. Calle 1: testigo, 2: Maf  
3: SZ, 4: Rapa, 5: SB, 6: Maf + SZ, 7: Maf + Rapa, 8: Maf + SB. Se realizó un control de carga por 
tinción de los geles con Coomassie blue y tinción de las membranas con Ponceau S.  
 

4.16. Estudio de las poblaciones linfocitarias reguladoras de la respuesta 

antitumoral 

4.16.1. Células T reguladoras 

Previamente, se demostró que el tratamiento con dosis bajas de Cy de animales 

portadores de L-TACB tenía un profundo efecto inmunomodulador, induciendo un 

cambio en el perfil de citoquinas TH2 (IL-10; TGF-β) hacia un perfil TH1 (IL-2; IFN-

). Por otra parte, actualmente se acepta que las células T reguladoras (Tregs) estarían 

involucradas en la supresión de la respuesta inmune antitumoral. Por ello, se decidió 

estudiar el efecto de Cy sobre esta subpoblación linfocitaria. Se desafiaron ratas e con 

el linfoma L-TACB vía s.c (día 0). En el día 14 los animales se distribuyeron en dos 

grupos: 1) Testigos: se inocularon con solución fisiológica i.p.; 2) Tratados: se 

inocularon con Cy vía i.p. (10 mg/kg de peso) Se tomaron muestras de sangre 
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periférica en los días 0, 14 y 21, y se procesaron para la determinación por citometría 

de flujo de los marcadores linfocitarios CD4, CD25, CTLA-4, Foxp3 e IL-10. En los 

animales testigo se observó, en el día 21, un aumento en el porcentaje de células 

CD4+CD25+CTLA-4+ con respecto al día 0 [mediana (rango); día 0: 0,04 (0-0,05) vs. 

día 21: 0,38 (0,23-1,44); p<0,01] (Fig. 33A), mientras que en los animales tratados no 

se produjo modificación en dicho porcentaje [día 0: 0,07 (0,04-0,12) vs. día 21: 0,27 

(0,06-0,94); n.s.] (Fig. 33B). La subpoblación de células CD4+CD25+Foxp3+ aumentó 

su porcentaje a lo largo del experimento, tanto en el grupo testigo (Fig. 33C) como en 

el tratado (Fig. 33D), siendo significativamente mayor el valor obtenido en el día 21 

que el del día 0  (p<0,01 y p<0,05, respectivamente). Sin embargo, estos incrementos 

fueron diferentes ya que, en el día 21, el porcentaje de células CD4+CD25+Foxp3+ 

correspondiente al grupo tratado fue significativamente menor que el del grupo testigo 

[0,23 (0,03-1,13) vs. 1,13 (0,29-3,27); p<0.01]. Al mismo tiempo, la población 

CD4+CD25+IL-10+ aumentó su porcentaje en el grupo testigo [día 0: 0,27 (0,1-1,03) 

vs. día 21: 6,3 (0,97-7,35); (p<0,05)] (Fig. 33E), pero no se modificó en el grupo 

tratado [día 0: 0,72 (0,5-0,93) vs. día 21: 0,73 (0,23-4,3); n.s.] (Fig. 33F). En el día 21, 

en el grupo tratado se observó una disminución marginalmente significativa en el 

porcentaje de células CD4+CD25+IL-10+ séricas.  
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Figura 33. Modulación de células Tregs durante el crecimiento tumoral. Se 
marcaron las células mononucleares de sangre periférica para determinar distintas poblaciones de 
células reguladoras y se cuantificaron por citometría de flujo. Se presenta la mediana del % de células 
positivas. Células CD4+CD25+CTLA-4+: A) testigos: p<0,01 (Test de Friedman), B) tratados: n.s. 
(Test de Friedman); Día 21: testigos vs tratados, n.s. (Test de Mann-Whitney). Células 
CD4+CD25+Foxp3+: C) testigos: p<0,01 (Test de Friedman), D) tratados: p<0,05 (Test de Friedman); 
Día 21: testigos vs tratados, p<0,01 (Test de Mann-Whitney). Células CD4+CD25+IL-10+: E) testigos: 
p<0,05 (Test de Friedman), F) tratados: n.s. (Test de Friedman); Día 21: testigos vs tratados: 
marginalmente significativa (p=0,0571) (Test de Mann-Whitney). 
 



77 
 

En experimentos anteriores, en los que se desarrolló un modelo experimental idéntico 

al descrito en esta sección, se determinaron los niveles de citoquinas séricas TH1 y 

TH2. Esos datos se utilizaron para graficar la variación en forma conjunta de la 

secreción de esas citoquinas y de los porcentajes de las células reguladoras naturales 

(CD4+CD25+Foxp3+) e inducibles (CD4+CD25+IL-10+) durante la evolución tumoral y 

luego del tratamiento con Ciclofosfamida. Se observó que la concentración sérica de 

IL-10 (citoquina TH2) aumenta durante la evolución tumoral, al igual que lo hacen las 

células Tregs naturales y que luego del tratamiento con Cy disminuyen 

significativamente ambos parámetros (Fig. 34). Por otro lado, mientras la 

concentración sérica de las citoquinas TH1 IL-2 e INF-γ disminuye durante la 

evolución tumoral y aumenta significativamente luego del tratamiento con Cy, 

regresando a los valores basales, las células Tregs presentan el comportamiento 

opuesto (Fig. 35). 
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Figura 34. Co-evolución de la concentración sérica de IL-10 y de células Tregs 
naturales durante el crecimiento tumoral.  (A) Animales portadores de L-TACB testigo; (B)  
animales portadores de L-TACB tratados con Cy (10 mg/kg) en el día 14.  
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Figura 35. Co-evolución de la concentración sérica de citoquinas TH1 y de células 
Tregs naturales durante el crecimiento tumoral.  (A) y (B) Concentración sérica de IL-2 y 
células Tregs naturales en animales portadores de L-TACB testigo y tratados con Cy (10 mg/kg) en el 
día 14, respectivamente. (C) y (D) Concentración sérica de INF-γ y células Treg naturales en animales 
portadores de L-TACB testigo y tratados con Cy (10 mg/kg) en el día 14, respectivamente.   
 
 
El mismo tipo de comparación mostrado en la Fig. 34 y 35, realizado esta vez con los 

niveles de IL-10 sérica y el % de células Tregs inducibles (Fig. 36 y 37), arrojó 

resultados similares a los descritos para las células Tregs naturales.  
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Figura 36. Co-evolución de la concentración sérica de IL-10 y de células Tregs 
inducibles durante el crecimiento tumoral. (A) Animales portadores de L-TACB testigo; 
(B)  animales tratados con Cy (10 mg/kg) en el día 14. 
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Figura 37. Co-evolución de la concentración sérica de citoquinas TH1 y de células 
Tregs inducibles durante el crecimiento tumoral.  (A) y (B) Concentración sérica de IL-2 
y células Tregs inducibles en animales portadores de L-TACB testigos y tratados con Cy (10 mg/kg) en 
el día 14, respectivamente. (C) y (D) Concentración sérica de INF-γ ycélulas Tregs inducibles y en 
animales portadores de L-TACB testigo y tratados con Cy (10 mg/kg) en el día 14, respectivamente.   
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4.16.2. Células NKT I 

Las células NKT co-expresan marcadores de células T y NK. Se han descrito dos 

poblaciones: células NKT tipo I, que favorecen la respuesta inmune antitumoral y 

NKT II que suprimen esta respuesta. Habiendo estudiado la modulación de las células 

Tregs durante el crecimiento tumoral y el tratamiento con una dosis antimetastásica de 

Cy, interesó estudiar si la población de células NKT I estaba involucrada en la evasión 

tumoral de la respuesta inmune y/o en el efecto terapéutico de una dosis baja de Cy.  

 

Tratamiento con una dosis antimetastásica de Cy. Los animales se desafiaron con el 

linfoma L-TACB y al día 14 del crecimiento tumoral se aplicó una dosis única y baja de Cy de 

10 mg/kg de peso. Se tomaron muestras de sangre en distintos días pre y post-tratamiento y se 

cuantificaron las células NKT I circulantes por citometría de flujo. Se observó un aumento 

de las células NKT I desde el día 0 al 7 (p<0,01, test de Wilcoxon), mientras que al 

día 14 ese valor había retornado al nivel basal (Fig. 38A). En el grupo de animales 

tratados, el porcentaje de las células NKT I siguió un comportamiento similar al del 

grupo testigo sin observarse, en el día 21 luego del tratamiento con Cy, modulación 

alguna de dicha población (Fig. 38B). En la Figura 39 se muestra la co-variación de 

células Tregs naturales y NKT I durante el crecimiento tumoral. Se observa 

claramente la diferencia en el comportamiento pre- y post-tratamiento para ambas 

poblaciones celulares. Durante la evolución tumoral, las células Tregs y las NKT I 

aumentaron hasta el día 7. Luego, se observó un comportamiento diferente en ambos 

tipos celulares: las células Tregs continuaron aumentando hacia el día 14 mientras que 

las NKT I disminuyeron. En el día 14 se realizó el tratamiento con Cy el cual produjo 

en el día 21 disminución de las células Tregs, mientras que no modificó el porcentaje 

de células NKT I. 
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Figura 38. Modulación de células NKT I durante el crecimiento tumoral y el 
tratamiento con una dosis antimetastásica de Cy. Se marcaron las células mononucleares 
de sangre periférica con los anticuerpos anti-TCR y anti-CD161 y se cuantificaron por citometría de 
flujo. Se presenta la mediana del % de células positivas. A) Testigos: p<0,05, B) tratados: p<0,01 (Test 
de Friedman). Día 21: testigos vs. Tratados: n.s. (Test de Mann-Whitney). 
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Figura 39. Co-evolución de las poblaciones celulares Treg naturales y NKT I. Se 
muestra la evolución conjunta de las células Tregs naturales y NKT I en: A) animales testigo y B) en 
animales tratados con Cy 

 
Tratamiento con una dosis antitumoral de Cy. Dada la ausencia de modulación de 

la población de células NKT I por la dosis antimetastásica de Cy se quiso averiguar si 

esa falta de respuesta se debía a las características del modelo tumoral con el que se 

trabajaba o si ese comportamiento estaba relacionado con la dosis administrada de la 

droga. En ensayos anteriores se había determinado que una dosis baja y única de Cy 

de 20 mg/kg de peso inhibía el desarrollo de tumores primarios en animales 
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portadores del linfoma L–TACB. Por ello, se desafiaron las ratas con el linfoma L-

TACB y al día 14 del crecimiento tumoral se aplicó una dosis única y baja de Cy de 

20 mg/kg de peso. Se tomaron muestras de sangre en distintos días pre y post-

tratamiento y se cuantificaron las células NKT I por citometría de flujo. En el grupo 

de los animales testigo, con los que se procedió de igual manera que en el experimento 

anterior, se observó la misma tendencia en la variación de los % de células NKT I 

circulantes, pero sin encontrar diferencias significativas entre el día 0 y el 7. Este 

resultado podría atribuirse a variancia de vueltas de un mismo experimento. En el 

grupo de animales tratados se observó una tendencia al aumento del % sérico de esta 

población celular (p= 0,0974, test de Mann Whitney) (Fig. 40). 
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Figura 40. Modulación de células NKT I durante el crecimiento tumoral y el 
tratamiento con una dosis antitumoral de Cy. Se marcaron las células mononucleares de 
sangre periférica con los anticuerpos anti-TCR y anti-CD161 y se cuantificaron por citometría de flujo. 
Se presenta la mediana del % de células positivas. A) Testigos: n.s., B) tratados: n.s., (ANOVA). 
 

Un resultado interesante se evidenció cuando se compararon los resultados obtenidos 

en los dos experimentos en los que se trató a los animales con dosis antimetastásica y 

antitumoral de Cy. El % de células NKT I obtenidas en el día 21, 7 días después de 

administrar la dosis antitumoral de Cy fue significativamente mayor que el obtenido 

en el mismo día con la dosis antimetastásica (p<0,01, test de Mann Whitney) (Fig. 

41).  
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Figura 41. Modulación de la células NKT I con diferentes dosis de Cy durante la 
evolución del linfoma L-TACB. Día 21: Grupo Cy 10 mg/kg vs grupo Cy 20 mg/kg, p<0,01 
(test de Mann Whitney).  
 
 
. 
 



84 
 

5. Discusión y Conclusiones 
 

Clínicamente, el cáncer no es una enfermedad única sino un conjunto de más de cien 

enfermedades que se originan en distintos tejidos del organismo y que difieren en su 

tasa de crecimiento, incidencia de acuerdo a la edad y sexo, detectabilidad 

diagnóstica, respuesta a los tratamientos y pronóstico, entre otras características. 

Desde el punto de vista de la biología celular y molecular, se trata de un grupo de 

enfermedades causadas por genes defectivos cuyos productos proteicos alterados, 

aumentados o ausentes, perturban una serie de señales intracelulares responsables de 

la conducta celular. 

 

A pesar de que se han propuesto diversas definiciones del cáncer, aún resulta difícil 

establecer una que sea precisa, debido a las diferencias que existen entre las variantes 

de esa enfermedad y sus diferentes estadios, que pueden darse en cualquier ser vivo 

multicelular, y a los diferentes enfoques desde los cuales puede analizarse. 

Tradicionalmente, se dice que el cáncer es un crecimiento relativamente autónomo de 

células que proliferan sin respetar los mecanismos de control normales, que invaden 

tejidos normales adyacentes y que, en algunas ocasiones, se diseminan a órganos 

distantes del de origen. Robert Weinberg ha definido ciertas características esenciales 

para que una célula pueda considerarse cancerosa, tales como poseer alteraciones a 

nivel de su ADN, proliferar indefinidamente, evadir el programa de muerte celular o 

apoptosis, producir sus propios factores de crecimiento o crecer en presencia de baja 

concentración de dichos factores, y crear su propia red vascular (angiogénesis) para su 

oxigenación y provisión de nutrientes (Ellis LM, 1996, Carmeliet P, 2000). A las 

características anteriores, se suman dos consideradas imprescindibles para que un 

tumor se convierta en maligno: la capacidad de invadir tejidos vecinos luego de 

desprenderse del sitio en que se originó primariamente y la de diseminarse y crecer en 

órganos distantes (fenómeno de metástasis). En el camino de conversión de la célula 

normal en cancerosa existen etapas intermedias en las cuales el fenotipo celular no 

corresponde al de normalidad ni al de malignidad, de acuerdo a las características 

definidas anteriormente. En este caso, se habla de “células transformadas” que, en 
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modelos animales experimentales, son incapaces de generar un crecimiento tumoral 

(Ruddon R W, 1995). 

 

El cáncer es una enfermedad genética con alta incidencia en nuestro país y en el 

mundo entero. Según previsiones de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 

www.who.int), la incidencia mundial del cáncer podría aumentar un 50% en las 

próximas dos décadas. En el último Informe Mundial del Cáncer de la OMS, del año 

2003, se predice que para el año 2020 se diagnosticarán 15 millones de casos nuevos. 

Esta tendencia se explicaría por un profundo cambio en los estilos de vida, que 

incorporaron hábitos poco saludables en los que se destacan dietas con altos 

contenidos calóricos y de grasas, el sedentarismo y el tabaquismo. En el año 2000, los 

tumores malignos fueron responsables del 12% de las aproximadamente 56 millones 

de muertes ocurridas en el mundo entero. 

 

A pesar de los grandes esfuerzos volcados hacia la investigación tanto básica como 

clínica en los últimos tiempos, especialmente en el último cuarto del siglo XX y en lo 

que va del XXI, los logros obtenidos en cuanto a la prevención, tratamiento y cura de 

esta enfermedad no han dado los resultados esperados, aunque sí se han logrado 

mejoras. Por lo tanto, resulta necesario tener un mayor entendimiento de las causas 

tanto ambientales como genéticas que llevan al desarrollo del cáncer y que afectan a 

su progresión, lo que facilitaría significativamente la terapia oncológica. Además, la 

necesidad de lograr terapias que se asemejen al concepto de bala mágica que Paul 

Ehrlich postuló a principios del siglo pasado, todavía sigue vigente. 

 

La mayor parte de los conocimientos obtenidos acerca de la biología de los tumores y 

de las metástasis proviene de ensayos en sistemas experimentales, generalmente no 

humanos. A su vez, esos conocimientos adquiridos han servido y sirven, actualmente, 

para plantear nuevas estrategias orientadas al tratamiento del cáncer humano. Para 

ello, se utilizan sistemas tanto in vitro como in vivo. En el primero de los casos, se 

emplean líneas celulares inmortalizadas derivadas de tumores animales o humanos 

que se mantienen en cultivo en el laboratorio. Si bien este sistema tiene la enorme 

ventaja de permitir el estudio de cada elemento integrante o factor participante por 
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separado, para luego analizar la importancia de su participación en el conjunto del 

proceso tumoral, posee la desventaja de no estar integrado por todos los elementos 

celulares y tisulares de cuya interacción resulta el crecimiento tumoral en el 

organismo. En los modelos in vivo, por su parte, suelen utilizarse tumores animales 

surgidos en forma espontánea o inducidos por carcinógenos químicos, físicos o 

virales. Por lo general, dichos tumores suelen mantenerse por transplantes seriados en 

animales singeneicos con aquél en el que se originaron. Este tipo de modelo posee la 

gran desventaja de que carece de las etapas de iniciación y promoción tumorales, y 

quizás, el inicio de la progresión, y de que genera el crecimiento de un tumor en un 

huésped normal que, en la mayoría de los casos, no presentaba un ambiente interno 

preparado para gestar un proceso carcinogénico. Otra variante del modelo in vivo 

consiste en el examen de tumores autóctonos, es decir, aquellos que surgen en forma 

espontánea o inducida en cada individuo, sin mediar transplante. Los modelos in vivo 

que involucran animales singeneicos entre sí poseen la ventaja de permitir el estudio 

del cáncer en poblaciones genéticamente homogéneas, por lo que la variabilidad 

individual es mínima. Por su parte, los animales exocriados (genéticamente diferentes 

entre sí) se asemejan a las poblaciones humanas por el hecho de presentar 

características individuales y tumores que difieren de hospedador a hospedador; sin 

embargo poseen la desventaja de que debe utilizarse un gran número de animales en 

cada experimento para obtener resultados concluyentes. Otra alternativa es el estudio 

de tumores humanos en sistemas xenogeneicos. En estos casos suelen utilizarse 

animales inmunodeficientes, tales como los ratones nude (congénitamente atímicos) o 

los SCID (con inmunodeficiencia combinada severa), como receptores de implantes 

de tumores que pueden derivar de cultivos primarios de cánceres humanos, de líneas 

inmortalizadas derivadas de ellos, o directamente de biopsias de pacientes. Los 

animales que obran como hospedadores son incapaces de reconocer y rechazar tejidos 

de otras especies que portan antígenos de histocompatibilidad diferentes a los propios 

(Bonfil RD, 2002). 

 

Los tumores han elaborado distintas estrategias para evadir una respuesta inmune 

efectiva. Se asume que la rama de la respuesta inmune adaptativa correspondiente a 

las células T citotóxicas CD8+, restringidas por las moléculas de clase I del Complejo 
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Mayor de Histocompatibilidad (MHC), está mejor equipada para reconocer el tumor 

como extraño e iniciar la cascada de eventos que resultan en la destrucción tumoral. 

En la actualidad, se han identificado diversos mecanismos posibles de escape tumoral 

al rechazo inmunológico. Entre ellos se pueden citar: a) mecanismos relacionados con 

la expresión de antígenos tumorales tales como: falta de antigenicidad, 

desprendimiento de antígenos, modulación antigénica y enmascaramiento de las 

moléculas de superficie; b) mecanismos relacionados con la expresión de moléculas 

del complejo mayor de histocompatibilidad de Clase I y II; c) ausencia de moléculas 

coestimuladoras; d) inducción de tolerancia; e) expresión de moléculas que inducen 

apoptosis tales como Galectina-1, o la regulación negativa de Fas; f) factores 

inmunosupresores tales como anticuerpos o factores supresores y células supresoras. 

Cualquiera de estos mecanismos favorece la proliferación de las células tumorales, 

dando como resultado la progresión tumoral (Gilboa E, 1999; Pawelec G, 1999; 

Bonfil RD, 2002). 

 

La respuesta inmune está regulada por dos tipos de células T helper CD4+, TH1 y TH2, 

las cuales producen dos grupos de citoquinas con propiedades marcadamente 

diferentes. Mientras las citoquinas de tipo 1 (IL-2, IFN-, etc.) están involucradas en 

las reacciones inmunes mediadas por células, las cuales son esenciales para una 

efectiva respuesta antitumoral, las de tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) se encuentran 

comúnmente asociadas con fuertes respuestas humorales que producen facilitación del 

desarrollo tumoral. Se sabe que las respuestas TH1 y TH2 se regulan de una manera 

recíproca, ya que el IFN- inhibe las células TH2, mientras que la IL-10 inhibe las 

células TH1 (Mosmann TR, 1996). Basadas en esta característica, se han propuesto 

diferentes modalidades terapéuticas que tienen como objetivo inducir un cambio en el 

perfil de citoquinas de forma tal que permita generar una respuesta antitumoral 

mediada por células.  

 

Interleuquina 10 (IL-10) es una citoquina anti-inflamatoria que interviene en la 

regulación de la respuesta inmune, inhibe la síntesis de citoquinas por células T 

activadas, células NK y monocitos/macrófagos, y bloquea la actividad de macrófagos 

como célula presentadora de antígenos. Esta citoquina es producida por distintos tipos 
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celulares, como linfocitos T y B, macrófagos y queratinocitos. Además de inhibir la 

producción de citoquinas tipo 1, IL-10 inhibe un amplio rango de funciones 

inmunológicas como la producción de citoquinas proinflamatorias por el macrófago 

(IL-1, TNF-α, GM-CSF), la presentación antigénica a través de la inhibición de la 

expresión de moléculas MHC de clase II en monocitos y macrófagos, y la 

proliferación de linfocitos T inducida por antígenos o mitógenos. Por lo tanto, la 

producción aumentada de IL-10 estaría asociada al estado de inmunosupresión 

característico del huésped portador de un tumor (Howard M, 1992; Kawamura K, 

2002). Recientemente, se ha demostrado que, además de las células del huésped, las 

células de algunos tipos de tumores pueden producir IL-10, tales como células de 

melanoma, carcinoma de pulmón y ciertos tipos de linfomas (Chen Q, 1994; Kim J, 

1995; Dummer W, 1996; Yue FY, 1997; Asselin-Paturel C, 1998; Bohlen H, 2000). 

La sobreproducción tumoral de citoquinas inmunosupresoras como IL-10, está 

considerada como uno de los mecanismos que emplean ciertos tumores para evadir el 

rechazo inmunológico (Gilboa E, 1999). Actualmente, los valores de IL-10 sérica se 

utilizan como factor pronóstico en pacientes portadores de melanomas o linfomas, ya 

que los niveles elevados están asociados con diseminación metastásica y mal 

pronóstico (Blay JY, 1993). 

 

Las diversas actividades biológicas de IL-10 están mediadas a través de su unión a un 

receptor específico ubicado en la superficie celular (IL-10R). Los IL-10R murino, 

humano y de rata son miembros de la familia de receptores de citoquinas clase II (Ho 

A S-Y, 1993; Liu Y, 1994; Ward H, 2001). IL-10R está expresado principalmente en 

linfocitos T y B, células NK, monocitos y macrófagos (Donnelly RP,  1999).                                 

 

En trabajos previos se encontró que el tratamiento antimetastásico con una dosis baja 

de Cy tenía como consecuencia una disminución en la producción de IL-10 por las 

células esplénicas del animal portador del tumor. También se demostró que el 

tratamiento producía una disminución en los niveles de IL-10 sérica de animales 

tratados en comparación con los de los no tratados (Matar P, 2001). Considerando la 

importancia de los efectos del sistema IL-10/IL10R sobre la respuesta inmune y 

teniendo en cuenta estos resultados, se planteó la hipótesis de que Cy podría también 
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ser capaz de regular la secreción y/o actividad de la IL-10 producida por las células 

tumorales. Por lo tanto, se propuso investigar los efectos in vitro de los metabolitos 

activos de Cy sobre la expresión de IL-10 y de su receptor específico tanto en células 

de tumor primario como en células metastásicas de L-TACB. Al mismo tiempo se 

estudió la acción de esta droga sobre la proliferación de ambos tipos celulares. 

 

Como se observa en la Fig. 6, Maf disminuyó la proliferación, de las células 

metastásicas, no ocurriendo lo mismo con las células de tumor primario, en las que no 

se observó efecto alguno. Este comportamiento estaría de acuerdo con el efecto 

diferencial que tuvo la administración de Cy in vivo sobre el crecimiento de las células 

metastásicas (Matar P, 1995).  

.  

La cuantificación de IL-10 no mostró valores detectables en los medios condicionados 

provenientes de células tumorales, mientras que en los medios condicionados 

provenientes de células metastásicas los niveles de IL-10 fueron cuantificables y 

mayores en el grupo testigo que en los grupos incubados con las distintas dosis de Maf 

(Fig. 7).  En este modelo experimental de linfoma, como en otros modelos de linfomas 

animales y humanos, IL-10 juega un rol central en la inhibición de la respuesta 

inmune antitumoral (Urosevic, M, 2003). Previamente, se demostró que el efecto 

antimetastásico del tratamiento con una dosis baja y única de Cy en ratas portadoras 

de L-TACB estuvo mediado por una inmunomodulación inducida por Cy, 

principalmente a través de la reducción de los niveles de IL-10 (Matar P, 2000; Matar 

P, 2001). Estudios posteriores indicaron que además de su actividad inmunosupresora, 

IL-10 podría actuar como un factor de crecimiento para las células metastásicas 

(Matar P, 2002). Se encontraron resultados similares en el modelo de melanoma de 

ratón B16, varias células de melanoma de ratón y tumores primarios y metástasis 

obtenidos de pacientes con melanoma (Yue FY, 1997; García-Hernández ML, 2002).  

 

El amplio espectro de actividades biológicas de IL-10 está mediado por la unión a su 

receptor específico (IL-10R). Por lo tanto, fue importante el estudio de los cambios 

concomitantes en su expresión durante el tratamiento con Cy. Los resultados 

obtenidos mostraron que las células de tumor primario expresaron niveles menores de 
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IL-10R, que no fueron significativamente modificados por ninguna de las dosis 

utilizadas de Maf. Por el contrario, las células L-TACB metastásicas expresaron 

cantidades mayores de IL-10R que las células tumorales primarias y la incubación con 

Maf disminuyó su concentración en las dosis de 5-20 µM (Fig. 8). Teniendo en cuenta 

que IL-10 induce la proliferación in vitro de células L-TACB metastásicas (Matar P, 

2002) y que las células metastásicas expresan simultáneamente IL-10R y producen IL-

10, podría establecerse un loop autocrino y/o paracrino de estimulación positiva la 

cual, en forma directa o indirecta, incrementaría la proliferación de las células 

metastásicas.  

La disminución en la expresión de IL-10 y de IL-10R obtenida al incubar con las dosis 

de Maf 10 y 20 μM superó en un 50%, aproximadamente, la inhibición de la 

proliferación celular causada por las mismas dosis de Maf. Por lo tanto, se puede 

asegurar que, independientemente de su efecto antiproliferativo, Mafosfamida actúa 

directamente sobre el sistema IL-10/IL-10R, inhibiendo su expresión.  

 

En este trabajo, se demostró un efecto novedoso de los metabolitos activos de Cy 

sobre la expresión de IL-10 y su receptor específico en células de linfoma. Se observó 

que Mafosfamida, un derivado de la 4-hidroxiciclofosfamida, indujo una regulación 

negativa de la producción de IL-10 y de la expresión de IL-10R en células 

metastásicas y, al mismo tiempo, inhibió la proliferación de dichas células. Los 

resultados discutidos más arriba sugieren que Maf podría inhibir el loop regulatorio 

mediado por el sistema IL-10/IL-10R y, como  consecuencia, la proliferación de las 

células metastásicas. Por lo tanto, ya que Maf produce in vitro los mismos metabolitos 

activos que Cy in vivo, se podría plantear la hipótesis de que Cy, in vivo, tendría un 

efecto similar al ejercido in vitro por Maf. En consecuencia, la inmunosupresión e 

inducción de la proliferación de las células metastásicas causadas por IL-10 en ratas 

portadoras de L-TACB, podrían ser suprimidos por el tratamiento con dosis bajas de 

Cy. Estos resultados hacen previsible un impacto importante en el desarrollo de 

nuevas terapias dirigidas a los linfomas metastásicos, considerando que la 

administración de una dosis baja de Cy, un tratamiento carente de toxicidad, podría 

actuar inhibiendo al menos dos mecanismos que contribuyen al crecimiento maligno y 
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a la progresión tumoral: escape de la respuesta inmune antitumoral y crecimiento 

autónomo de las células metastásicas. 

 

Uno de los mecanismos descubiertos en los últimos años por el cual los tumores 

contraatacan al huésped, teniendo como diana el sistema inmune, es la expresión y 

secreción de Galectina-1. Esta proteína endógena de unión a β-galactósidos es 

expresada en diferentes tejidos y por diferentes células del sistema inmune y tiene un 

rol importante en la homeostasis de los linfocitos T (Ravinovich GA, 2002c). En los 

procesos de maduración de linfocitos T tímicos, Gal-1 contribuye a los mecanismos 

de selección mientras que, luego de una respuesta inmune, induce la apoptosis de 

linfocitos T activados permitiendo así la terminación de la respuesta inmune 

(Ravinovich GA, 2002a). Estos últimos son mecanismos fisiológicos estrictamente 

regulados en los que interviene Gal-1. Sin embargo, los tumores, hacen un uso 

inapropiado de esta proteína y, aprovechándose de su capacidad pro-apoptótica sobre 

los linfocitos T activados, secretan Gal-1 al medio extracelular. Ésta se une a 

diferentes componentes de la matriz extracelular, localizándose así en las cercanías del 

tumor (Zhou Q, 1990). De esta manera, se genera una zona inmunoprivilegiada en la 

cual los linfocitos T antitumorales mueren cuando Gal-1 se une a los diferentes 

receptores de membrana, principalmente CD45RO, CD7 y CD43 (He J, 2004). CD43 

se expresa en todos los linfocitos T, presentado una isoforma diferente en los 

linfocitos T activados (Rosenstein Y, 1999). Interesantemente, CD45RO y CD7 tienen 

un patrón de expresión similar, expresándose en linfocitos T inmaduros y activados 

(Ralph SJ, 1987; Uittenbogaart CH, 1990; Reinhold U, 1996). Estos últimos 

receptores son los que participarían en la respuesta inmune antineoplásica. Es así que 

el tumor primario evade el ataque del sistema inmune y es capaz de crecer 

descontroladamente aumentando su tamaño y agresividad y, en  muchos casos, su 

capacidad metastásica. 

 

Habiéndose demostrado previamente que Cy tiene la capacidad de disminuir los 

niveles de expresión de Gal-1 por el tumor primario (Rabinovich GA, 2002b), se 

estudió el efecto de diferentes concentraciones de Maf sobre la expresión de dicha 

proteína en células tumorales primarias y metastásicas. Es de hacer notar que, como el 
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tratamiento impide la formación de metástasis, la única forma de estudiar el efecto de 

la droga sobre las células con fenotipo metastático fue realizando el estudio in vitro. 

Con este propósito, se realizaron incubaciones a distintos tiempos de células tumorales 

primarias y metastásicas en presencia de distintas concentraciones de Maf y se evaluó 

la expresión de Gal-1. La modulación de la expresión de Gal-1 por Maf luego de 18 y 

24 horas mostró variaciones según el tipo celular. Por un lado, en células tumorales 

primarias, la expresión de Gal-1, aunque no fue modulada significativamente, 

presentó una tendencia hacia la regulación negativa, siendo más marcada a las 24 

horas, aunque independiente de la dosis (Fig. 9). Por otra parte, en células 

metastásicas el comportamiento fue más heterogéneo (Fig. 11). Sin embargo, luego de 

96 horas de incubación, la acción de Maf fue más importante. En células tumorales 

primarias se inhibió la expresión de Gal-1 en un 44% (Fig. 10), mientras que en las 

metastásicas la inhibición fue del 22% (Fig. 12). De esta manera, se demostró que la 

expresión de Gal-1 fue modulada negativamente tanto en las células tumorales 

primarias como en las metastásicas y que esta inhibición fue mayor en las células 

provenientes del tumor primario. Nuevamente, estudiando una característica biológica 

de las células tumorales primarias y metastásicas distinta a las analizadas previamente, 

se hizo evidente el comportamiento diferente de ambas poblaciones celulares, 

diferencias que se manifiestan tanto en forma cualitativa como cuantitativa.  

 

En la bibliografía actual existe un gran número de estudios que relacionan la 

expresión  de Gal-1 por parte de las células de tumor primario con la progresión 

tumoral, el grado de agresividad y la adquisición del fenotipo metastásico. Se ha 

encontrado relación entre los niveles de expresión de Gal-1 y el crecimiento tumoral 

en distintos tipos de tumores. En cáncer de páncreas, se encontró Gal-1 en la mayoría 

de los fibroblastos que circundan la masa tumoral y dentro de ella. También, en 

tiroides, se encontraron altos niveles de Gal-1 en carcinomas papilares, pero no 

foliculares. En adenocarcinoma de endometrio, se observó un aumento significativo 

en la expresión de Gal-1 en células cancerosas comparadas con el endometrio normal 

adyacente. Un estudio de carcinomas de próstata humano mostró Gal-1 acumulada en 

el estroma y en los fibroblastos asociados, pero no en células normales, 

demostrándose una asociación entre la alta expresión de Gal-1 en el estroma del tejido 
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maligno y su agresividad (Danguy A, 2002). En el modelo de linfoma de rata L-

TACB, se demostró la expresión  de Gal-1 por parte de las células tumorales 

primarias. Además el tratamiento con una única dosis de 10 mg/kg de peso de Cy, la 

cual posee efecto antimetastásico y no citotóxico, produjo una disminución  de la 

expresión de Gal-1 (Ravinovich GA, 2002b). 

 

Con el objetivo de ampliar el estudio, a nivel molecular, sobre el modelo tumoral L-

TACB y, teniendo en cuenta la relación entre la expresión de Gal-1 y la progresión 

tumoral, se decidió estudiar la cinética de expresión de Gal-1 en tumor primario. Se 

encontró que la expresión de Gal-1 aumentó a los 14 días del desafío tumoral respecto 

al día 7 y se mantuvo en esos niveles altos en el día 21. Asimismo, la administración 

de Cy en una dosis antimetastásica en el día 14 produjo un descenso en la expresión 

de Gal-1. En el día 21 los animales portadores de tumor tratados con Cy presentaron 

niveles de expresión de Gal-1 similares a los basales, correspondientes al día 7 (Fig. 

15A). Sustentando aún más el modelo, al realizar un estudio de correlación de Pearson 

entre la expresión de Gal-1 y el volumen tumoral, se encontró que existe una 

correlación positiva y significativa entre estas dos variables (Fig. 18), lo que permite 

comprender mejor el fenómeno de progresión tumoral.   

 

Si se tiene en cuenta  que la expresión de Gal-1 por parte del tumor primario es uno de 

los mecanismos de los que se vale el tumor primario para contrarrestar la respuesta 

inmune y que la expresión de Gal-1 se correlaciona significativamente con el aumento 

de la masa tumoral surge, de manera directa, la participación de este mecanismo en el 

proceso de progresión tumoral. Por otra parte, habiéndose demostrado que la dosis de 

Cy es antimetastásica y confirmando que la misma disminuye los valores de Gal-1 

llevándolos a niveles comparables al día 7 del crecimiento tumoral (primer día de 

medición del tumor inoculado), se evidencia la concordancia entre los resultados 

obtenidos a nivel molecular, es decir modulación negativa de la expresión de Gal-1 en 

el tumor, y los obtenidos in vivo, esto es inhibición del desarrollo de metástasis. La 

correlación encontrada entre la expresión de Gal-1 y el volumen tumoral sugiere un 

nuevo interrogante: ¿podría Gal-1 ser utilizada como un marcador tumoral? Estudios 

futuros podrán contestar dicho interrogante. 
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Por otro lado, también se estudió la expresión de Gal-1 en las células metastásicas 

obtenidas de metástasis espontáneas ganglionares. Analizando muestras de tejido 

metastásico junto con el tumor primario correspondiente, se comprobó que la 

expresión de Gal-1 por las metástasis era significativamente menor que la del tumor 

primario respectivo (Fig. 16). Este cambio en la expresión de Gal-1 podría deberse a 

que estas células que, según hemos demostrado, poseen características fenotípicas que 

favorecen su crecimiento, prescindirían en parte de esta molécula y de sus funciones, 

en beneficio de la expresión de otros productos génicos aún no determinados. 

Probablemente, otras moléculas involucradas en la adquisición del fenotipo 

metastático competirían, para su expresión, por las mismas vías de expresión que 

utiliza el gen que codifica para Gal-1. Podría razonarse que una de las principales 

funciones de Gal-1 en lo que se refiere al tumor, es decir la inhibición de la respuesta 

inmune, ya fue en parte cumplida al producirse el escape de células tumorales desde el 

tumor primario para desarrollar tumores secundarios en los ganglios. Estas metástasis 

estarían constituidas por células menos sensibles al ataque inmune o menos 

inmunogénicas. Por lo tanto, la expresión de Gal-1 sería menos necesaria. Por otra 

parte, se sabe que la masa tumoral es un mosaico de células fenotípica y 

genotípicamente diferentes (Heppner GH, 1984). Por lo tanto, este cambio en el 

patrón de expresión podría deberse a que las células capaces de expresar y secretar 

Gal-1 no serían las mismas que adquieren el fenotipo metastásico. De esta forma, las 

células que colonizan y desarrollan metástasis expresarían menores cantidades de Gal-

1. Estudios realizados por Büchler y colaboradores en cáncer de páncreas, tanto en 

células tumorales primarias como metastásicas, revelaron un patrón de expresión de 

Gal-1 en dichas células que se asemeja al obtenido en nuestro laboratorio. Mediante 

análisis de Northern y Western Blot, hibridación in situ e inmunohistoquímica, estos 

investigadores encontraron una fuerte inmunoreactividad de Gal-1 en la mayoría de 

los fibroblastos en el tejido fibroso dentro y circundando a la masa tumoral, pero 

llamativamente, no encontraron Gal-1 en las células metastásicas (Berberat OP, 2001). 

 El estudio de la cinética de expresión de Gal-1 también se llevó a cabo en las células 

esplénicas en animales portadores de L-TACB. Se encontró que los niveles de Gal-1 

se mantienen constantes desde el día 0 hasta el día 7 y disminuyen en los días 10, 14 y 

21. La administración de una dosis única y baja de Cy restaura, en las células 
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esplénicas, los niveles de Gal-1, retornándolos a los niveles basales correspondientes 

al día cero (Fig. 15B). De esta manera, se encontró un comportamiento en espejo en la 

cinética de Gal-1 entre las células tumorales y las esplénicas. En las primeras etapas 

del crecimiento tumoral, la expresión de Gal-1 por las células esplénicas podría ser 

interpretada como un mecanismo de defensa del sistema inmune del hospedador ante 

las células linfoides tumorales, provenientes del linfoma L-TACB. Así Gal-1, 

expresada por los linfocitos esplénicos, podría inducir la muerte de los linfocitos 

tumorales. La disminución posterior de la expresión de Gal-1 por los linfocitos 

esplénicos, sería una consecuencia de la acción del tumor contra el hospedador 

generando, de esta manera, una menor capacidad de respuesta inmune antitumoral. 

Por lo tanto, el aumento de la expresión esplénica de Gal-1 logrado luego de la 

inoculación de Cy al día 14 podría considerarse como parte del restablecimiento de la 

capacidad inmune, que permitiría a las células esplénicas, junto con otras 

modificaciones concomitantes, ejercer su acción antitumoral. Una nueva incógnita que 

queda por resolver es develar cuáles son los mecanismos mediados por el tumor que 

estarían involucrados en la disminución de la expresión de Gal-1 por parte de los 

esplenocitos. 

 

Ya ha sido demostrado que Gal-1 es capaz de inhibir las funciones de las células T 

efectoras promoviendo tanto una disminución en su crecimiento como la apoptosis de 

las células T activadas (Perillo NL, 1995; Rabinovich GA, 1998; Blaser C, 1998; 

Rabinovich GA, 1999; Chung CD, 2000; Rabinovich GA, 2002; He J, 2004; 

Matarrese P, 2005). De manera interesante, estudios previos muestran una modulación 

bifásica del crecimiento celular y la supervivencia por Gal-1 recombinante humana 

(Adams L, 1996; Vas V, 2005). A pesar que las bajas concentraciones de esta proteína 

(en el orden de los 5–10 ng/ml) son mitogénicas y aumentan la formación de colonias 

de granulocitos-macrófagos durante la hematopoyesis, concentraciones altas de la 

misma (en el orden de los 5–10 μg/ml) reducen dramáticamente el crecimiento celular 

y promueven la apoptosis (Adams L, 1996; Vas V, 2005). Para investigar el 

significado funcional de la expresión regulada de Gal-1 por Cy, se examinaron los 

efectos de esta proteína de unión a carbohidratos sobre la viabilidad y la apoptosis de 

las células esplénicas por el agregado de Gal-1 recombinante (en una concentración de 
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4 g/ml, la cual se había mostrado previamente que promueve la muerte celular 

(Rabinovich GA, 1997; Rabinovich GA, 1999;  Rabinovich GA, 2002; Vas V, 2005). 

Interesó estudiar si la mayor viabilidad de las células esplénicas de animales 

portadores de tumor, obtenida luego de la administración de Cy al día 14 en la dosis 

antimetastásica, se debía sólo a la disminución en la expresión de Gal-1 por parte del 

tumor, o si involucraba otros procesos directamente relacionados a los esplenocitos. 

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio mostraron que el tratamiento 

con esta dosis de Cy produce un aumento en la expresión de la proteína anti-

apoptótica Bcl-2 en los esplenocitos, acompañado de una reducción en la 

fragmentación del ADN. Ambos efectos conducen a una disminución de los índices de 

apoptosis de dichas células, que participan de la respuesta inmune antitumoral 

(Rabinovich GA, 2002b). Se realizó una suspensión de células esplénicas provenientes 

de animales portadores de tumor, tratados con Cy y sin tratar (animales testigo), y se 

la incubó con Gal-1. Luego, se evaluaron tanto los niveles de apoptosis temprana 

como los de viabilidad de dichas células. 

 

De manera interesante, se demostró que el agregado de Gal-1 no modificó la 

viabilidad de los esplenocitos de animales portadores de L-TACB tratados con Cy, y 

que los valores obtenidos, no difirieron significativamente de los logrados con las 

mismas células en ausencia de Gal-1. Además, la viabilidad de dichas células fue 

significativamente mayor que la de los esplenocitos de animales portadores de tumor 

sin tratar (testigos) incubados con Gal-1 (Fig. 13). Los niveles de apoptosis temprana 

de los esplenocitos de animales portadores de L-TACB incubados con Gal-1 fueron 

significativamente menores en los animales tratados con Cy respecto a los animales 

sin tratar. A su vez, dentro del grupo de animales tratados con Cy, los esplenocitos 

incubados con Gal-1 no presentaron diferencias significativas con los que no fueron 

incubados con Gal-1 (Fig. 14). Enfocando el análisis en el efecto del tratamiento con 

Cy se puede decir que, a pesar de no haberse detectado, con el método utilizado, 

diferencias en el nivel de apoptosis en esplenocitos de animales tratados con Cy y sin 

tratar, se ve claramente que el tratamiento con Cy en el día 14 del inóculo tumoral 

protegió a los esplenocitos del efecto pro-apoptótico de Gal-1. Estos resultados 

podrían estar indicando que, a través del tratamiento con Cy las células esplénicas 
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cambian su fenotipo, dado que su sensibilidad a la apoptosis inducida por Gal-1 se ve 

disminuida significativamente. 

Por lo tanto, habiendo observado previamente en el modelo tumoral L-TACB que el 

tratamiento con Cy aumenta la viabilidad de los esplenocitos, con el experimento 

descrito se avanza en el conocimiento del efecto de dicho tratamiento sobre las células 

tumorales, demostrando que la incubación con Gal-1 de dichas células no puede 

revertir el efecto protector de Cy. Es decir que el aumento de la viabilidad de las 

células esplénicas logrado con el tratamiento con Cy, no se debe únicamente al hecho 

de que la misma induce una disminución en la expresión tumoral de Gal-1, dado que 

al agregarla exógenamente la viabilidad celular no desciende a los valores obtenidos 

sin tratamiento. Se podría decir que Cy tiene la habilidad de generar resistencia en las 

células T a la muerte celular inducida por Gal-1. A pesar que los mecanismos 

involucrados en esta resistencia quedan por ser dilucidados, se podría especular que 

Cy modularía el repertorio de glicanos específicos de las células T creado por la 

actividad regulada de la 2 -1,6-N-acetilglucosamiltransferasas (C2GnTs) y la 2,6 

sialiltransferasa (ST6Gal I) (Amano M, 2003; Galvan M, 2000). La glicosilación 

controlada de la superficie de las células T podría regular la unión de Gal-1 y la 

muerte celular inducida por Gal-1, como ha sido previamente demostrado (Amano M, 

2003; Rappl G, 2002; Roberts AA, 2003). Alternativamente, también se podría 

especular que la actividad inmunoestimuladora de Cy sería suficientemente fuerte para 

superar las vías de muerte de Gal-1 in vivo.  

 

Los resultados anteriores sugieren que Cy, además de modular negativamente la 

expresión de Gal-1 por el tumor primario, modularía otra/s molécula/s involucrada/s 

en la/s vías de apoptosis inducida/s por Gal-1 en esplenocitos. En trabajos futuros 

sería interesante determinar si otros blancos moleculares de Cy involucran a 

receptores de membrana para Gal-1, moléculas de las vías intracelulares de 

transducción de señales o factores de transcripción, entre otros. 

 

Se ha demostrado previamente que Gal-1, una proteína de unión a carbohidratos 

secretada por células tumorales y estromales, contribuye sustancialmente a las 

actividades inmunosupresoras de células cancerosas humanas y de ratón regulando la 
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supervivencia y diferenciación de las células T efectoras (Rubinstein N, 2004). Sin 

embargo, existe todavía escasa información acerca del estímulo endógeno y exógeno 

que podría controlar la expresión de esta proteína de unión a carbohidratos in vivo.  

 

Con la intención de investigar si los resultados obtenidos en el estudio de la cinética 

de expresión de Gal-1 en el linfoma L-TACB eran exclusivos de ese tumor o si era un 

comportamiento que se podía generalizar a otros linfomas, se repitió el experimento 

utilizando un modelo tumoral de linfoma de ratón (L-DGE). Se obtuvieron resultados 

similares a los obtenidos en el modelo de linfoma de rata L-TACB, lo que podría estar 

indicando un patrón de comportamiento de los linfomas, independientemente de la 

especie donde se desarrollen (Fig. 20). 

 

De manera interesante, la situación fue completamente diferente en otros dos modelos 

tumorales. La expresión de Gal-1 en el sarcoma S-E100 no mostró variaciones 

significativas durante la progresión tumoral en el período estudiado (Fig. 21A). 

Siguiendo la misma lógica, si se tiene en cuenta que el S-E100 es un tumor 

pobremente inmunogénico (Bay ML et al, comunicación personal), se podría 

especular que no habría necesidad de un aumento en la expresión de Gal-1 debido a 

que la amenaza de un ataque por parte del sistema inmune, aparentemente, no existe. 

Por otra parte, las células esplénicas de los animales portadores del sarcoma, 

mostraron una disminución significativa en la expresión de Gal-1 en los días 14 y 21 

comparado con lo observado en el día 0 (Fig. 21B). Este comportamiento fue similar 

al observado en el modelo del linfoma L-TACB. Por otro lado, en el adenocarcinoma 

de mama M-234p los resultados fueron inesperados, debido a que el crecimiento 

tumoral indujo una clara reducción en la expresión de Gal-1, la cual fue significativa 

en el día 30 y marginalmente significativa en el día 40 cuando se comparó con los 

niveles observados en el día 10 (Fig. 22A). Si la modulación de la expresión de Gal-1 

es explicada en el contexto de la relación entre el crecimiento tumoral y el sistema 

inmune, el comportamiento observado en este tercer modelo podría ser explicado por 

el fenómeno de “inmunoestimulación tumoral”. Prehn et al (Prehn RT, 1971) 

encontraron que niveles intermedios de reactividad inmune antitumoral podría 

frecuentemente estimular en lugar de inhibir el desarrollo de determinados tipos de 
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tumores (Prehn RT, 1980; Prehn RT, 1994). También se encontró evidencia en cáncer 

de mama humano que coincidía con los postulados de Prehn (Stewart THM, 1996; 

Stewart TH, 1997). Por lo tanto, si este fuera el caso en el modelo tumoral M-234p, 

una reducción en la expresión de Gal-1 conduciría a una respuesta inmune intermedia 

la cual, a través de la liberación de citoquinas y/o factores de crecimiento solubles 

podrían estimular el crecimiento tumoral. 

 

Teniendo en cuenta la hipótesis de que la cinética de expresión de Gal-1 podría 

depender de la relación entre la inmunogenicidad tumoral y la respuesta inmune del 

huésped, se desafiaron ratas e, m y ratones BALB/c con L-TACB, S-E100 y M-234p 

s.c., respectivamente. Simultáneamente se realizó el mismo experimento con ratones 

inmunodeficientes nude. Los animales fueron sacrificados de manera periódica. Se 

extirparon los tumores primarios y los bazos y se determinó la expresión de Gal-1. La 

velocidad de crecimiento de los tumores en los ratones nude no difirió 

significativamente de la de los huéspedes eutímicos, en los tres modelos tumorales. Es 

necesario aclarar que en el caso del adenocarcinoma de mama M-234p, para poder 

demostrar que una respuesta inmune intermedia estimula su crecimiento, se debería 

realizar el experimento con ratones SCID en los que la inmunodeficiencia es 

completa, a diferencia de los ratones nude en los que se ha demostrado la existencia de 

respuesta inmune inespecífica a cargo de las células NK (Minato N, 1979) y la 

presencia de algunas células T (Ikehara S, 1984). El resultado interesante que se 

obtuvo en esta serie de experimentos fue que la expresión de Gal-1 fue menor en los 

ratones nude que en los animales eutímicos a lo largo de la progresión tumoral. 

Además, la expresión de Gal-1 en bazo sólo fue cuantificable en los animales 

eutímicos desafiados con los tres tumores estudiados. Durante el crecimiento tumoral 

la expresión de Gal-1 en ratones nude permaneció constante o disminuyó. De estos 

resultados se puede deducir que la respuesta inmune del huésped inducida por el 

tumor reguló fuertemente la expresión de Gal-1, ya que en ausencia de respuesta 

antitumoral específica, su expresión no se modificó durante el crecimiento tumoral.  

 

Tomando en conjunto los resultados obtenidos con los tres modelos tumorales, estos 

sugieren que, hipotéticamente, Gal-1 podría actuar como un potenciómetro en un 
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servomecanismo. El tumor sería el motor eléctrico que transmite una señal que es 

enviada luego a través del potenciómetro (Gal-1), que se ajusta en una forma contínua, 

hasta lograr la exacta cantidad regulada por el tumor y que finalmente alcanza el brazo 

ejecutor que estaría representado por las células involucradas en la vigilancia 

inmunológica. Como un servomecanismo común, este sistema opera en un principio 

de regulación negativa. Cuando el tumor aumenta su expresión de Gal-1, hay una 

disminución de la respuesta inmune antitumoral; por el contrario, cuando el tumor 

necesita una respuesta inmune leve para crecer, el tumor disminuye la expresión de 

Gal-1, permitiendo de esta manera que la respuesta inmune funcione. Además, cuando 

no hay señales por parte del tumor, no se inducen cambios en la expresión de Gal-1 y 

la vigilancia inmune no es afectada. La disminución en la expresión de Gal-1 por las 

células esplénicas en las ratas portadoras de L-TACB y S-E100 (Fig 15B y 21B, 

respectivamente) y la ausencia de cambios en los ratones portadores de M-234p (Fig. 

22B) necesitan mayor investigación para explicar su significado biológico.  

 

La demostración de la existencia de una correlación positiva y significativa entre el 

volumen tumoral y la expresión de Gal-1, durante el crecimiento del linfoma L-TACB 

(Fig. 17), observado también en el linfoma L-DGE (Fig. 20), es un hallazgo que 

sugiere potenciales implicancias clínicas. Esto podría estar indicando un patrón de 

comportamiento de los linfomas, independientemente de la especie donde se  

desarrollen y que, por ende, podrían involucrar a la especie humana. Estos datos  

concuerdan con hallazgos recientes que muestran una asociación entre la alta 

expresión de Gal-1 y la agresividad de diferentes tipos de tumores (Danguy A, 2002; 

Lahm H, 2004; Liu FT, 2005). Otros autores encontraron resultados similares en 

modelos tumorales de carcinoma colorrectal, de laringe, de mama y de pulmón 

(Huang LJ, 2006; Zhu XL,  2007; Saussez S,  2007; Jung EJ, 2007).  

   

Por otra parte, se analizaron las vías de señalización intracelulares de expresión de 

Gal-1, tanto en las células tumorales primarias como en las metastásicas. A través de 

estudios llevados a cabo por Rabinovich y colaboradores en células T humanas, se 

demostró que la expresión de Gal-1 durante la activación de dichas células involucra 

las quinasas Lck y Fyn así como también la señalización a través de las moléculas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17094902&ordinalpos=43&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17390012&ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17304502&ordinalpos=31&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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ERK, p38 MAP quinasa (p38-MAPK) y la quinasa p70S6 (Fuertes MB, 2004). 

Teniendo en cuenta que L-TACB es un linfoma de tipo B y que las vías de 

señalización intracelular que se conocen en células B son múltiples, como se muestra 

en la Fig. 42, se decidió estudiar algunas de tales vías de señalización con el objeto de 

conocer si estaban implicadas en la expresión de Gal-1 en el modelo de L-TACB. Se 

eligieron tres vías en las que están involucradas las moléculas NF-B,  mTOR y p38-

MAPK, y se usaron inhibidores específicos de las mismas tales como Sulfasalazina 

(SZ), Rapamicina (Rapa) y SB202190 (SB), para cada una de estas moléculas, 

respectivamente, (Figura 42). Para esto, se incubaron células tumorales primarias y 

metastásicas en presencia de los diferentes inhibidores. 

 

 
Figura 42. Vías intracelulares de señalización de células B. Se muestran las diferentes 
vías y los inhibidores utilizados, señalando su blanco molecular específico. Esquema tomado de la 
Tesis de Grado del Licenciado en Biotecnología Mariano F. Zacarías Fluck, 2005. 
 

En células tumorales primarias, SZ, Rapa y SB, inhibieron la expresión de Gal-1 

siendo la acción de SZ algo superior a la de Rapa y estas dos superiores a la de SB, 

(85%, 78% y 69% de inhibición de la expresión, respectivamente). Llamativamente, 

en presencia de Maf, disminuyó o se anuló la inhibición lograda con tales compuestos 
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(38%, 44%, 0% de inhibición, respectivamente) (Fig. 32A). La supresión ejercida por 

Maf sobre la acción inhibitoria de la expresión de Gal-1, tanto de Rapa como de SZ, 

podría producirse a través de diferentes mecanismos. En la bibliografía actual no 

existen antecedentes de una interacción química entre Maf y los inhibidores utilizados, 

por lo cual podría descartarse como explicación del efecto encontrado. Otro 

mecanismo posible sería que Maf indujera la activación de factores de transcripción 

específicos para genes cuyos productos interfirieran en la acción de SZ, Rapa y SB. 

Este interrogante sugiere nuevas líneas de investigaciones futuras.  

 

Por otra parte, en las células metastásicas, la incubación con SZ, Rapamicina y SB 

produjo una inhibición de la expresión de Gal-1 (22,65%, 46,46%, 21,06% 

respectivamente), que fue de aproximadamente el doble en el caso de Rapamicina con 

respecto a los otros dos inhibidores. Además, el agregado de Maf al medio de cultivo 

aumentó la inhibición de la expresión de Gal-1 producida por Rapa y SB (58,76% y 

90,35% respectivamente) mientras que anuló completamente la acción de SZ (2,33% 

de inhibición) (Fig. 32B). 

 

Del análisis de esos resultados resulta claro que la expresión de Gal-1 en las células 

metastásicas es menos sensible a la acción tanto de SZ, como de Rapamicina y SB que 

en las células tumorales primarias. Por otro lado, Mafosfamida revierte parcialmente 

la inhibición de dichas drogas en células tumorales pero en las metastásicas la 

aumenta, levemente en el caso de Rapa y fuertemente en el de SB, mientras que 

revierte completamente la de SZ. Por lo tanto, en la expresión de Gal-1 de las células 

metastásicas estarían involucradas otras vías de transducción de señales, además de las 

estudiadas, resaltando así las diferencias existentes entre las células tumorales 

primarias respecto de las metastásicas. Además, las vías de señalización intracelulares 

que llevan a la expresión de Gal-1 fueron afectadas por Maf de diferente manera en 

ambas poblaciones celulares. Este resultado podría deberse a diferencias cuantitativas 

en la susceptibilidad a la inhibición o a la existencia de diferencias cualitativas, es 

decir que las células utilizarían vías de señalización que son, en parte, diferentes. Las 

diferencias en el genotipo de ambos tipos celulares podrían justificar ambas 

posibilidades.  
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A partir de los resultados obtenidos de los experimentos con los inhibidores de las vías 

intracelulares de transducción de señales se puede concluir que, en el modelo tumoral 

L-TACB, la expresión de Gal-1 en las células tumorales primarias involucra, al 

menos, a la familia de factores de transcripción NFB y a mTOR. Los miembros de la 

familia NFkB se encuentran en el citoplasma unidos a su inhibidor IB (del inglés, 

inhibitor of kappa B) y, luego de liberarse de él y de ser fosforilados, migran al núcleo 

activando la transcripción de una gran variedad de genes (Karin M, 2000). Existen tres 

vías que llevan al desacoplamiento entre NFB e IB y responden a diferentes 

estímulos extracelulares. La vía clásica de activación es disparada por TNF (Hsu H, 

1995; Devin A, 2000). La vía alternativa de activación es disparada por citoquinas 

como linfotoxina  (LT, el factor activador de células B y el ligando de CD40 

(Dejardin E, 2002; Claudio E, 2002, Coope HJ, 2002). La tercer vía, llamada la vía 

atípica, prescinde de las quinasas de IB, siendo la caseínquinasa 2 la que fosforila al 

inhibidor y media su degradación, permitiendo así, la migración del factor de 

transcripción al núcleo (Kato T, 2003). En el cáncer, la activación aberrante de NFB 

es un sello y puede estar causada por fosforilaciones desreguladas y, a veces, 

constitutivas, tanto de NFB como de IB. En diferentes modelos animales se ha 

demostrado la implicancia de la activación de NFB en el desarrollo tumoral 

(Romieu-Mourez R, 2001; Gasparian AV, 2002; Viatour P, 2005).  

 

Por otra parte, mTOR es una quinasa que se encuentra corriente abajo de Akt, también 

conocida como proteinquinasa B (Schmelze T, 2000). Activa a la quinasa p70S6, la 

cual fosforila a la proteína S6 (componente de la subunidad 40S del ribosoma). 

Además, mTOR inhibe a 4E-BP1, inhibidor de eIF4E, factor de transcripción que se 

une a la estructura de la caperuza, presente en el extremo 5’ de los ARNm, 

permitiendo así la traducción dependiente de caperuza  (Jefferies HB, 1997; Hara K, 

1998). mTOR, no sólo activa a p70S6 y eIF4E, sino que además controla la traducción 

de c-Myc, un factor de transcripción cuyos genes diana gobiernan una gran variedad 

de procesos relacionados al crecimiento, como por ejemplo la transcripción y 

procesamiento de ARNr, la transcripción de proteínas ribosomales y la traducción 

(West MJ, 1998). mTOR suele estar desregulado en los tumores. Está relacionado al 

cáncer a través de la enzima PI-3K (fosfatidilinositol-3 quinasa, del inglés 
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phosphatidilinositol-3 kinase), de Akt y de eIF4E, moléculas que han sido 

identificadas en versiones oncogénicas o de las cuales se ha demostrado su potencial 

transformante (Thomas G, 1997).  

 

En cuanto a las vías de expresión de Gal-1 en las células metastásicas, se demostró 

que, al igual que en las células tumorales primarias, tanto NFB como mTOR están 

involucradas en su expresión, Por otra parte, también la quinasa p38-MAPK está 

implicada en la expresión de Gal-1, ya que la misma es inhibida parcialmente por el 

agregado de SB, inhibidor específico de dicha quinasa. 

 

La superfamilia de las proteinquinasas activadas por mitógenos o MAPK,  consta de 

tres cascadas de quinasas serina/treonina: ERK (quinasas relacionadas a señales 

extracelulares), p38 MAPK y JNK (quinasa aminoterminal de c-Jun). La cascada de la 

p38 MAPK regula una variedad de respuestas celulares a stress, inflamación y otras 

señales (Han J, 1994; Lee JC, 1994; Rouse J, 1994). La p38 MAPK es relativamente 

inactiva en su forma no fosforilada y se convierte a la forma activa luego de su 

fosforilación (Wilson KP, 1996). La inactivación es llevada a cabo por diferentes 

proteinfosfatasas. En cáncer se ha encontrado que p38 MAPK activa al regulador del 

ciclo celular p53 a través de la fosforilación de dicha molécula (Bulavin DV, 1999). 

Las actividades corriente abajo que siguen a la activación de p53 involucran la 

detención del ciclo celular, apoptosis, producción de citoquinas, regulación del corte y 

empalme del ARN y diferenciación celular (Kumar S, 2003). Por otra parte, p38 

MAPK es regulada negativamente por Akt (Gianni M, 2002).  

 

Por los resultados descritos más arriba, podemos concluir que, en nuestro modelo 

tumoral, algunas de las vías de señalización involucradas en la expresión de Gal-1 son 

las que dependen de la activación de NFB y/o de mTOR para el caso del tumor 

primario, a las que se sumaría p38 MAPK en el tejido metastásico. Por lo tanto, la 

activación de esas moléculas induciría la expresión de Gal-1 la cual, por su parte,  

favorecería el crecimiento tumoral.  
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La investigación a lo largo de la última década ha brindado evidencia importante 

acerca del rol de Gal-1 en el crecimiento tumoral y en las metástasis in vivo 

(Rabinovich GA, 2005; van den Brüle F, 2004) sugiriendo que la inhibición selectiva 

de Gal-1 u otros miembros de la familia de las galectinas podrían tener implicancias 

profundas para la terapia del cáncer. Así, se ha predicho que los inhibidores de estas 

proteínas de unión a carbohidratos (Glinsky GV, 1996; André S, 2001; Nangia-

Makker P, 2002; Sorme P, 2002; Rabinovich GA, 2006) tendrían su lugar en los 

ensayos clínicos oncológicos, lo que conduciría a retrasos en la progresión tumoral y a 

mejoras en la supervivencia general. En este aspecto, la modulación de la expresión de 

Gal-1 in vivo tendrá implicancias terapéuticas claras. Sin embargo, existe todavía poca 

información acerca de los agentes endógenos y exógenos que regulan la expresión de 

Gal-1 en las células tumorales (Chiariotti L, 2004). Se ha demostrado que agentes que 

inducen diferenciación celular, incluyendo el butirato de sodio (Gillenwater A, 1998) 

y el ácido retinoico (Lu Y, 2000), pueden modular el contenido de Gal-1 en las células 

tumorales.  

 

En el presente estudio se provee evidencia que muestra que el tratamiento con una 

dosis baja de Cy, un agente inmunomodulador y antimetastásico, puede regular 

diferencialmente la expresión de Gal-1 en el tumor primario (L-TACB), en células 

metastásicas de L-TACB y en células esplénicas. El mayor conocimiento acerca del 

rol de Gal-1 en el cáncer y en la inflamación y los mecanismos de acción de esta 

proteína de unión a carbohidratos en diferentes etapas de la progresión tumoral 

brindan pistas acerca de cómo la regulación de su expresión y actividad podrían ser 

utilizadas con propósitos terapéuticos.  
 

En estudios previos, se demostró que el tratamiento con dosis bajas de Cy de animales 

portadores de L-TACB tenía un profundo efecto inmunomodulador, provocando un 

cambio en el perfil de citoquinas TH2 (IL-10; TGF-β) hacia un perfil TH1 (IL-2; IFN-

). Por otra parte, las células T reguladoras (Tregs) participan en la supresión de la 

respuesta inmune antitumoral. Teniendo en cuenta esto, se decidió estudiar el efecto 

de Cy sobre esta subpoblación linfocitaria. Durante la progresión tumoral se observó 

un aumento de las tres poblaciones estudiadas: CD4CD25CTLA-4+, CD4CD25Foxp3+ 
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y CD4CD25IL-10+. Como resultado interesante se observó que Cy sólo produjo una 

disminución significativa en el porcentaje de las células Foxp3+ y marginalmente 

significativa en las células IL-10+ (Fig. 35).  Por lo tanto, el tratamiento con Cy 

disminuyó el porcentaje de Tregs naturales e inducibles en ratas portadoras de L-

TACB.  Esta disminución fue concomitante con una disminución en los niveles 

séricos de IL-10 y un aumento de IL-2 e IFN- observados en estudios previos (Fig. 

36, 37, 38, 39). Este resultado, junto con el cambio en el perfil de citoquinas de TH2 a 

TH1 previamente demostrado, indica que el tratamiento está actuando sobre 

importantes mecanismos de escape tumoral, anulándolos o disminuyendo su acción, 

contribuyendo de esta manera a la inhibición inmunológica de las metástasis.  

 

Las células NKT co-expresan marcadores de células T y NK. Se pueden dividir en dos 

poblaciones: células NKT tipo I, que favorecen la respuesta inmune antitumoral y 

NKT II que suprimen esta respuesta. Habiendo estudiado la modulación de las células 

Tregs durante el crecimiento tumoral y el tratamiento con una dosis antimetastásica de 

Cy, interesó investigar si la población de células NKT I estaba involucrada en la 

evasión tumoral de la respuesta inmune y/o en el efecto terapéutico de una dosis baja 

de Cy. En el día 7 del crecimiento tumoral, se observó un aumento de las células NKT 

I, el cual coincidió con el aumento producido en el % de las células Tregs. Esto podría 

indicar un estado de equilibrio entre las dos poblaciones celulares: las NKT I, 

involucradas en la respuesta inmune innata antitumoral y las Tregs que participan en 

los mecanismos de escape tumoral. Sin embargo, hacia el día 14, las células NKT I 

retornan a los valores basales mientras que las Tregs continúan aumentando, lo cual 

inclinaría el balance de la respuesta inmune hacia un estado de inmunosupresión. El 

tratamiento antimetastásico con Cy no tuvo la capacidad de modificar el porcentaje de 

las células NKT I (Fig. 38). Por lo tanto, esta población celular no estaría involucrada 

en el efecto terapéutico de Cy administrada en dosis antimetastásica. Dada la ausencia 

de modulación de células NKT I se quiso averiguar si esa falta de respuesta se debía a 

las características del modelo tumoral con el que se trabajaba o si ese comportamiento 

estaba relacionado con la dosis administrada de la droga. En estudios previos del 

laboratorio se había determinado que una dosis baja y única de Cy de 20 mg/kg de 

peso inhibía el desarrollo de tumores primarios en animales portadores del linfoma L–
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TACB. Por ello, se desafiaron animales con el linfoma L-TACB y al día 14 del 

crecimiento tumoral se aplicó una dosis única y baja de Cy de 20 mg/kg de peso. Se 

observó una tendencia al aumento del porcentaje sérico de esta población celular en 

los animales tratados (Fig. 40). Al comparar las dos dosis de Cy utilizadas, se 

encontró que el porcentaje de células NKT I que se dosaron con la dosis antitumoral 

era significativamente mayor al obtenido con la dosis antimetastásica (Fig. 41). Este 

resultado sugiere el diseño de nuevas propuestas terapéuticas en las que se pudiera 

modular positivamente la concentración de esta población linfocitaria, agregando a los 

elementos celulares operantes, uno adicional que colaboraría con el montaje de la 

respuesta inmune antitumoral.  

 

Los resultados alcanzados en trabajos anteriores junto con los obtenidos en el presente 

trabajo para el linfoma metastásico L-TACB y sumados a los de otros laboratorios, 

van agregando nuevas piezas al complejo rompecabezas de la progresión tumoral. En 

base a los mismos desarrollamos un modelo teórico en el que se proponen algunas de 

las vías por las que, a partir del tumor primario, se avanza hacia la malignidad (Fig. 

43), como así también el probable mecanismo por el cual Cy ejercería su acción 

antimetastásica (Fig. 44). 

 

Los animales portadores de L-TACB presentan un perfil de citoquinas TH2 (Fig. 43a). 

Durante el crecimiento tumoral se observa un incremento de los niveles de IL-10 y 

TGF-β y bajos niveles de IL-2 e IFN-γ (Matar P, 2001; Matar P, 2002). Por otro lado, 

también se ve un aumento en la población de las células Tregs naturales e inducidas 

(Fig. 43b) y un incremento transitorio de la población de células NKT I, la cual 

retorna a su valor basal, coincidiendo con un aumento de la población reguladora (Fig. 

43c) (Rico MJ, 2007; Rico MJ, 2008). Al mismo tiempo la proliferación linfocitaria 

está significativamente inhibida (Fig. 43d) (Matar P, 2001). Por otro lado, aumenta la 

expresión tumoral (Fig. 43e) y disminuye la expresión esplénica de Bcl-2 (Fig. 43f), 

con la consiguiente disminución de la apoptosis de las células tumorales y aumento de 

la apoptosis de los esplenocitos (Fig. 43g). Además el incremento en la expresión de 

Gal-1 tumoral (Fig. 43h) induce la muerte de los linfocitos T activados (Rabinovich 

GA, 2002b), con un mayor detrimento de la respuesta inmune. La mayor producción 
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de Gal-1 estaría inducida por las necesidades del tumor, cuya inmunogenicidad 

despertaría una respuesta inmune que debe ser disminuida o evitada para que el tumor 

pueda seguir creciendo (Zacarías Fluck MF, 2007). La producción de Gal-1 por parte 

del tumor sería una estrategia más de escape tumoral, ya que la misma podría tener un 

rol activo en la protección de las células tumorales del ataque inmune. La respuesta 

inmune así deprimida permite el crecimiento del tumor y de las células con fenotipo 

metastático. Estas últimas, producen y liberan al medio IL-10 y también aumentan la 

expresión del receptor para IL-10 (Fig. 43i) (Rico MJ, 2005). De esta manera, las 

células metastásicas, que no pueden ser eliminadas por el sistema inmune por la 

inhibición linfocitaria existente, establecen un mecanismo de estimulación autocrina 

por el sistema IL-10/IL-10R produciendo un aumento de la tasa de proliferación de 

este tipo de células (Fig. 43j). Es de recordar, que este efecto es exclusivo de las 

células metastásicas de L-TACB, ya que no se observa con las células tumorales 

primarias. La IL-10 producida por linfocitos del sistema inmune también actúa sobre 

las células metastásicas a través de una estimulación paracrina (Fig. 43k). Es así que el 

crecimiento metastásico se ve favorecido tanto por estimulación autocrina como 

paracrina (Fig. 43l).  
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Figura 43. Modificaciones moleculares durante la progresión tumoral y la 

transición del fenotipo tumoral al metastático. 

 
El tratamiento con una dosis baja y única de Cy, cambia el perfil de citoquinas de TH2 

a TH1 (IL-2 e IFN-γ) (Fig. 44a) (Matar P, 2002). Al mismo tiempo produce una 

disminución de las poblaciones Tregs (Fig. 44b) sin modificar el porcentaje de las 

células NKT I séricas (Fig. 44c). De esta manera, se restaura la linfoproliferación 

necesaria para una respuesta inmune antitumoral efectiva (Fig. 44d). Se regula 

negativamente la expresión tumoral de Gal-1 (Fig. 44e) y aumenta la expresión de 

Bcl-2 en los esplenocitos (Fig. 44f), disminuyendo así la apoptosis de las células 

inmunes que recuperan su capacidad de actuar contra las células tumorales. A su vez, 

las células tumorales disminuyen su resistencia a la apoptosis al descender su 

expresión de Bcl-2 (Fig. 44g). Por otro lado, la disminución de IL-10 e IL-10R inhibe 
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la estimulación auto- (Fig. 44h) y paracrina (Fig. 44i) de las células metastásicas. La 

restauración de la respuesta inmune antimetastásica (Fig. 44j) y el efecto citotóxico 

directo de IFN-γ (Fig. 44k) (Matar P, 2002) inhiben el crecimiento metastático (Fig. 

44l).  
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Figura 44. Reversión del fenotipo metastásico por una dosis baja y única de 
Ciclofosfamida 
 

Este modelo teórico permite comprender algunos de los mecanismos por los cuales 

tumor y metástasis crecen, aún en presencia de una respuesta inmune. También 

describe parte de los mecanismos biológicos que explican el efecto antimetastásico de 

Cy. El modelo planteado es obviamente incompleto ya que, muy probablemente, otros 

factores celulares y moleculares sean responsables de la regulación de la progresión 

hacia la malignidad. Sin embargo, brinda una base importante que se podrá ir 

completando, a medida que se vayan identificando, en estudios futuros, los distintos 
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elementos que intervienen en el desarrollo y regulación del complejo proceso de la 

progresión tumoral. 
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