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1. Marco teórico 

 

1.1. Cáncer de mama triple negativo 

 

El cáncer es una grave problemática a nivel mundial y un obstáculo a superar si se quiere 

aumentar la esperanza de vida. Dentro de los tipos de neoplasias más frecuentes se 

encuentra el cáncer de mama, la cual ocupo la primera y segunda posición en el ranking 

de incidencia de los distintos tipos de cáncer en el 2020 y 2022 respetivamente, a nivel 

mundial sin discriminar por sexo ni por edad. Al realizar una discriminación por sexo a 

estas estadísticas, se observa que el cáncer de mama en mujeres fue la neoplasia con 

mayor mortalidad en ambos años (Ferlay J et al., 2024; Sung et al., 2021). 

 

 

Figura 1. Ranking de incidencia de los distintos tipos de cáncer sin discriminar por 

sexo ni edad en 2022. Número total de casos en millones (Ferlay J et al., 2024). 

 

Estos datos revelan la importancia de la prevención y tratamiento del cáncer de mama. 

Dentro de esta patología, se destaca el subtipo denominado triple negativo porque es 
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altamente invasivo (con un alto porcentaje de pacientes que desarrollan metástasis), 

presenta tratamientos limitados y tiene un mal pronóstico. Mediante la clasificación usada 

clínicamente para cáncer de mama según su expresión de receptores, el cáncer de mama 

triple negativo (CMTN) es el que se caracteriza por la ausencia de receptores de hormonas 

(estrógeno y progesterona) y la baja expresión de receptor 2 del factor de crecimiento 

epidérmico humano (HER2). Por la expresión negativa de estos receptores, es insensible 

al tratamiento endocrino y las terapias dirigidas disponibles hasta este momento. Por 

ejemplo, el paciente no puede beneficiarse del uso de tamoxifeno o de trastuzumab (Dent 

et al., 2007; Derakhshan & Reis-Filho, 2022; Yin et al., 2020). 

Los CMTN se tratan de manera tradicional con un régimen de quimioterapia y quirúrgico. 

De acá la importancia de buscar terapias más efectivas y menos toxicas para este subtipo. 

Dentro de los estudios de cáncer de mama triple negativo se encontró una fuerte relación 

entre la vía de señalización Ras-MAPK, PD-L1 y los niveles de linfocitos infiltrantes de 

tumores (LIT), cuyos niveles bajos se asocian a una baja supervivencia. La inhibición 

combinada de MEK y PD-L1/PD1 mejoró la respuesta inmune antitumoral en modelos 

murinos. Así también en el mismo eje, otro estudio probo la combinación de inhibir PD1 

junto a los receptores TAM en modelo murino de cáncer de mama triple negativo dando 

como resultado la disminución del crecimiento tumoral y la incidencia de metástasis. 

Estos resultados implican que un gran obstáculo a superar para la mejoría de tratamientos 

de cáncer de mama es probablemente la conversión de neoplasias no inmunogénicas a 

altamente inmunogénicas (Bates et al., 2018; Kasikara et al., 2019; Loi et al., 2016). 

Los datos epidemiológicos muestran que el CMTN ocurre principalmente en mujeres 

jóvenes premenopáusicas y representa entre el 15 y 20% de todos los pacientes con cáncer 

de mama. En comparación con otros subtipos de cáncer de mama, el tiempo de 

supervivencia de los pacientes es más corto, y la mortalidad es del 40% los primeros 5 

años luego del diagnóstico. El CMTN es altamente invasivo y aproximadamente el 46% 

de los pacientes presentara metástasis (Yin et al., 2020). 

La nueva clasificación de cáncer de mama basado en un patrón de expresión génica divide 

los tumores en 4 subtipos, de los cuales dos son reconocidos como triple negativo (subtipo 

basal, y el subtipo normal). Con el avance de los estudios de perfiles genéticos se 

demostró que los tumores de mama de tipo basal representan la mayoría de los CMTN, 

pero no todos los tumores de tipo basal albergan un fenotipo triple negativo. Estos CMTN 

basales se correlacionan con una peor supervivencia en comparación a los no basales 

(subtipo normal). Se descubrieron 6 subtipos de cáncer de mama triple negativo siguiendo 
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el análisis de la expresión genética. Más recientemente, se restringió el CMTN a solo 4 

subtipos: tipo basal 1 (BL1), tipo basal 2 (BL2), tipo mesenquimatosos (M) y tipo luminal 

receptor de andrógenos (LAR) (Borri & Granaglia, 2021).  

No todos los CMTN comparten las mismas características histopatológicas y las mismas 

características pronosticas, lo que lleva a considerar todos los CMTN como neoplasias 

agresivas podría ser inexacto porque abarcan diferentes grados de lesiones (altos o bajos). 

El CMTN genera metástasis preferentemente en las vísceras, además otros sitios comunes 

son la pleura, el hígado y el hueso. El mecanismo involucrado en la generación de 

metástasis está relacionado con la inestable genética de las células del tumor primario, su 

capacidad de escapar del sistema inmune y las características del microambiente donde 

se establecen (Borri & Granaglia, 2021). 

 

1.2. Inmunología del cáncer 

 

En el cáncer de mama, el sistema inmunológico cumple una función importante en el 

pronóstico y evolución clínica de la enfermedad. El papel del sistema inmune se extiende 

más allá de su interacción directa con las células del tumor y su control sobre la progresión 

del tumor, también tiene interacción con los fármacos citotóxicos utilizados en 

quimioterapia (Criscitiello & Curigliano, 2013). Con las terapias convencionales, algunos 

fármacos tienen interacciones que estimulan el sistema inmunitario, mediante supresión 

de mecanismos inmunosupresores o efectos estimulantes sobre los efectores 

inmunológicos. Pero en otros casos, muchos fármacos tienen efectos secundarios 

inmunosupresores (Zitvogel, Apetoh, Ghiringhelli, & Kroemer, 2008). 

El sistema inmune innato y adaptativo desempeñan un papel importante en la regulación 

del crecimiento tumoral, los diversos tipos celulares del sistema inmune se encuentran 

infiltrados en tumores malignos (por ejemplo, macrófagos, neutrófilos y linfocitos). Tanto 

las células inmune innatas como las adaptativas conforman un ambiente que puede 

funcionar para estimular o inhibir el crecimiento del tumor. Se sugiere que la respuesta 

inflamatoria en un cáncer es la de una inflamación crónica, lo que presenta un ambiente 

rico en células inmune innatas, en lugar de dar una respuesta antitumoral, con sus 

secreciones promueven la angiogénesis y la proliferación celular. Inflamación 

comparable a la de cicatrización de una herida pero que no tiene un final. A su vez, la 

respuesta adaptativa, que tiene el potencial de atacar en forma dirigida contra proteínas 
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antigénicas expresadas en tumores y generar una inflamación que resulte en la destrucción 

de tejido tumoral, se encuentra en estado exhausto. Con base a las primicias anteriores, 

las terapias contra el cáncer basándose en la inmunología requieren provocar un cambio 

en este microambiente tumoral que favorezca el rechazo al tumor. De todas las células 

del sistema inmunológico innato implicadas en la progresión del cáncer los macrófagos 

son la fuente primaria de citoquinas secretadas en el microambiente tumoral además de 

ser la población de células inmune más abundante. Estas clásicamente pueden clasificarse 

como tipo 1 (M1) o como tipo 2 (M2), aunque hoy en día se considera una visión muy 

simplificada del espectro de perfiles existentes. Los M1 secretan citoquinas como la 

interleucina 12 (IL-12), que pueden ayudar a generar inmunidad adaptativa Th1 e impartir 

un efecto citotóxico en las células tumorales. En cambio, los M2 se encargan de la 

resolución de los procesos inflamatorios, secretan citoquinas inmunosupresoras y factores 

de crecimiento y en consecuencia promueven el crecimiento de las células tumorales. Por 

eso, no sorprende que los macrófagos asociados a tumores (MAT) presentan un fenotipo 

similar a M2. Los cuales son capaces de producir potentes factores de crecimiento 

angiogénicos y linfangiogénicos, proteasas y citoquinas, todos los cuales son mediadores 

que potencian la progresión neoplásica. Junto a las células tumorales los MAT son 

capaces de liberar interleucina 10 que mitiga la respuesta antitumoral del sistema 

inmunológico adaptativo (Coussens & Werb, 2002; Disis, 2010; Zitvogel, Apetoh, 

Ghiringhelli, André, et al., 2008). 
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Figura 2. Representación gráfica de la clasificación clásica de macrófagos junto a sus 

marcadores y funciones (Sadeghi et al., 2024). 

 

No obstante, cuando se activan en el perfil correcto los macrófagos tienen el potencial de 

matar células tumorales, pueden mediar en la citotoxicidad y fagocitosis celular 

dependiente de anticuerpos, provocar daño vascular y necrosis tumoral, y ser 

intermediarios con componentes del sistema inmune innato y adaptativo, al actuar como 

células presentadoras de antígenos. Entonces, los macrófagos tienen un doble potencial 

en el cáncer debido a su plasticidad en respuesta a señales ambientales. Por estas razones 

es una importante diana en las terapias contra esta enfermedad, teniendo las terapias 

centradas en macrófagos el potencial de complementar y crear sinergia con las 

herramientas actuales en la oncología. Tres aspectos principales potencialmente 

susceptibles de intervención terapéutica son: inhibir su reclutamiento y/o supervivencia 

en el microambiente tumoral; inhibir su efecto positivo en la angiogénesis; y reversión de 

su inmunosupresión y restauración de la citotoxicidad antitumoral (Allavena et al., 2008; 

Mantovani et al., 2022). 

 

1.3. Macrófagos 

 

Se usan varias nomenclaturas para la diferenciación de un macrófago provocada por un 

agente exógeno, que combinan términos como M1 y M2, activación clásica y alternativa, 

y otras subdivisiones originadas de los términos anteriores. Estos términos surgieron de 

cuando se describieron los efectos diferentes de IL-4 en comparación con IFN-γ y /o 

lipopolisacarido (LPS) sobre la expresión génica. Entendiéndose como alternativa a la 

activación por medio de IL-4 y clásica a la de los otros dos agentes exógenos comparados. 

Años después se propuso el termino M1 y M2 para la diferenciación de macrófagos, que 

luego esta nomenclatura fue ampliada para tener en cuenta varios escenarios de 

diferenciación dando a conocer los términos M2a, M2c, entre otros. Dando la idea de que 

los perfiles de diferenciación forman parte de un espectro y no se pueden agrupar 

fácilmente (Murray et al., 2014). La idea de este espectro también se apoya con los 

análisis realizados en base al transcriptoma de los macrófagos frente a variantes en la 

diferenciación (Xue et al., 2014). 
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Figura 3. Cuadro donde se observan subdivisiones funcionales según el estímulo 

recibido por los macrófagos con el concepto de espectro M1-M2 (Murray et al., 2014). 

 

Las poblaciones de macrófagos asociados a tumores (MAT) dentro un mismo tumor son 

heterogéneas, los cuales presentan diferencias moleculares y de función según el 

microambiente intratumoral donde se ubique. Teniendo así diferentes tipos de MAT a los 

cuales dirigir las inmunoterapias e investigar el impacto que tienen cada uno sobre el 

tumor (Movahedi et al., 2010). Los MAT que residen en el microambiente tumoral 

pueden tener un rol en la dirección de señales ambientales para que ocurra la 

angiogénesis, la migración e invasión de células cancerosas en cáncer de mama (Williams 

et al., 2016). Siendo así una población celular de importancia en las progresión y 

sobrevida del tumor. 

El tipo de célula de cáncer de mama tiene la capacidad por si misma de activar al 

macrófago de una forma particular, sin importar otros componentes del estroma. Una 

forma de lograr esto es mediante factores solubles secretados por la célula cancerosa que 

actúan sobre el macrófago regulando vías metabólicas, lo que puede originar diferencias 

en los macrófagos como en la morfología o en la expresión de moléculas de membrana 

(Hollmén et al., 2015). 
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En la activación de los MAT, los marcadores como HLA-DR, CD64 o CD80/86 se los 

asocia a un perfil similar a M1, pero cuando presentan marcadores como CD206, CD163 

y CD204 se relaciona a un perfil similar a M2 (Larionova et al., 2020). 

 

 

Figura 4. Representación de un tumor primario de mama y su relación con los 

macrófagos asociados a tumores (Williams et al., 2016). 

 

1.4. Receptores tirosina quinasa y receptores TAM 

 

Los receptores tirosina quinasa (RTK) son un grupo de proteínas de membrana que 

participan en la comunicación entre células y en la regulación de varios procesos 

biológicos, como el crecimiento, la motilidad, la diferenciación y el metabolismo celular. 

Todos los receptores de este grupo comparten una estructura similar, compuesta por un 

dominio de unión a ligando extracelular, un dominio transmembrana y un dominio 

tirosina quinasa intracelular que presenta un extremo carboxilo terminal en forma de cola. 
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Los RKT se activan mediante dimerización y/u oligomerización del receptor por ligando 

especifico (existen 4 modos de dimerización). Para la mayoría de estos receptores, el 

cambio de conformación permite la autofosforilación trans de cada dominio tirosina 

quinasa y la liberación de la auto inhibición cis. Estos cambios permiten que cada dominio 

tirosina quinasa obtenga su conformación activa. Todo este cambio de conformación en 

el receptor también recluta y activa una amplia variedad de proteínas de señalización (Du 

& Lovly, 2018). 

En los RTK tenemos presente a la familia TAM (el nombre deriva de la primera letra de 

cada receptor que forma esta familia, Tyro3, Axl, y MerTK), que no tienen importancia 

en el desarrollo embrionario, pero si funcionan como reguladores homeostáticos en 

tejidos y sistemas de órganos adultos con constante renovación. Destacan en el sistema 

inmunológico, reproductivo, hematopoyético, vascular y nervioso. Existen dos ligandos 

que actúan en estos receptores, Gas6 y Proteína S (Pros1). Los dominios extracelulares 

de los receptores TAM están compuestos por dos módulos extracelulares que se 

configuran en una configuración de dos más dos. Las regiones aminos terminales de estos 

ectodominios llevan dominios en tándem relacionados con inmunoglobulinas que median 

la unión con el ligando. Luego presentan un dominio transmembrana que lleva a un 

dominio con una proteína tirosina quinasa catalíticamente competente. Los dos ligandos 

son proteínas grandes (alrededor de 80kDa), que comparten la misma disposición 

multidominio y son 42% idénticas. Estos ligandos presentan un dominio globulina 

transportadora de hormona sexuales (SHBG) el cual se une a los dominios 

inmunoglobulina del receptor e induce la dimerización y activación del receptor. Además, 

presentan un dominio Gla en el extremo amino el cual tiene presente carboxilaciones 

postraduccionales dependiente de vitamina K y esto permite unirse a la fosfatidilserina 

(PtdSer). Esta PtdSer debido a las flippasas se limita a estar en la cara interna de la 

membrana plasmática teniendo contacto con el citoplasma, pero en las células apoptóticas 

esta disposición cambia (por inactivación de las flipassas) y PtdSer se muestra en la cara 

externa. Siendo esto último una señal para fagocitar esa célula muerta (Lemke, 2013). 

Existe una activación atípica de los receptores TAM independiente del ligando, esta se 

probó en estudios de sobreexpresión de Axl y Tyro3 donde ocurría la dimerización del 

receptor a pesar de no tener presente ningún ligando (Linger et al., 2008). 
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Figura 5. Representación de los receptores TAM y sus ligandos (Lemke, 2013). 

 

La señalización del receptor TAM tiene un papel importante en la fagocitosis y 

eliminación de células en apoptosis de tejidos adultos, por estos mismo, se los ve 

presentes en los fagocitos del sistema inmune principalmente en los macrófagos. Pero, 

además, intervienen en la inhibición por retroalimentación de la respuesta inmune innata 

a los patógenos presente en los macrófagos y células dendríticas (Lemke, 2013). 

El control celular de la atenuación de la señal de estos receptores es importante porque su 

continua señalización puede ayudar a generar varios estados patológicos. Para realizar 

este freno de señal de los receptores tirosina quinasa la célula tiene varios métodos, de 

los cuales algunos se han explorado como posibles mecanismos regulares de TAM 

(Linger et al., 2008). 

Los estímulos de los receptores TAM producen diversas funciones celulares dependiendo 

de la combinación receptor/ligando, del tipo celular y del microambiente. Con el avance 

de los estudios en esta área, se hace evidente que los receptores TAM pueden desempeñar 

funciones superpuestas y cooperativas. En macrófagos y células dendríticas los TAM 

tienen funciones de eliminación de células apoptóticas, donde las células apototicas 

expresan fosfatidilserina en su superficie, la cual se une entre otras cosas a los ligandos 

Gas6 y Proteína S. Los macrófagos expresan los tres receptores TAM, esto es lo que 

sugiere un posible mecanismo mediante el cual los TAM y sus ligandos podrían mediar 
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en el reconocimiento de células apoptoticas. Además, los receptores TAM presentan la 

función de secreción de citoquinas en macrófagos y células dendríticas (Linger et al., 

2008). 

Las anexinas son una familia de proteínas que comparten estructura y características 

funcionales. Dentro de esta familia, la Anexina V es una anexina extracelular que se une 

con alta afinidad a fosfolípidos de carga negativa como la fosfatidilserina (PtdSer) 

(Reutelingsperger & van Heerde, 1997). Debido esta unión, en presencia de Anexina V 

la PtdSer no podría interaccionar con ligandos GAS6 y PROS1 evitándose la unión de 

estos ligandos a los receptores TAM. 

El potencial oncogénico de las quinasas del receptor TAM fue evidente ya que cada 

miembro de la familia fue clonado originalmente desde una célula cancerígena y los 

primeros estudios demostraron que estos receptores exhiben la capacidad de transformar 

fibroblastos NIH3T3 y Linfocitos BaF3 in vitro. Existen varias formas en que se pueden 

activar protooncogenes como los receptores TAM, entre ellas la amplificación y 

mutaciones genéticas, la escisión proteolítica y la expresión alterada de proteínas; Cada 

una de estas opciones puede dar como resultado una enzima continuamente activa y/o 

proteínas expresadas en exceso o ectópicamente que no están reguladas por los 

mecanismos normales. Hoy en día, a través de varias técnicas se demostró que los 

receptores TAM se expresan ectópicamente o sobreexpresan en una amplia variedad de 

canceres humanos (Linger et al., 2008). 

La desregulación de los receptores TAM se asocia con el crecimiento tumoral y la 

metástasis debido a su participación en vías oncogénicas, todo esto lleva a un creciente 

interés en investigar el tratamiento del cáncer mediante la inhibición de los receptores. Se 

encuentran varios inhibidores de receptores TAM en desarrollo preclínico y clínico para 

el cáncer, siendo por ahora la inhibición de Axl y MerTK las de mayor interés como 

estrategia terapéutica por sus efectos antitumorales (Aehnlich et al., 2021; Miao et al., 

2023). Es difícil determinar el mecanismo preciso dentro del microambiente tumoral por 

el cual esta inhibición provoca efectos antitumorales, por esta razón en este trabajo se 

tratará de conocer la acción de esta inhibición sobre los macrófagos que es una parte 

especifica del microambiente tumoral.  
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2. Objetivos 

 

El presente trabajo tiene como por objetivo general: Comprender el rol de los receptores 

TAM y sus ligandos en los macrófagos del microambiente tumoral del cáncer de mama 

triple negativo. 

 

Para llegar a este objetivo general se propusieron los siguientes objetivos específicos: 

 Comparar la diferenciación de macrófagos por medio de estímulos conocidos con 

la activación dada por medio condicionado proveniente de una línea celular de 

cáncer de mama triple negativo, identificando a que perfil se asemeja más 

 Determinar la implicancia de la familia TAM en la diferenciación de macrófagos 

estimulados por medio condicionado proveniente de una línea celular de cáncer 

de mama triple negativo a través del estudio del efecto de bloqueantes de los 

ligandos de los receptores TAM. 
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3. Materiales y métodos 

 

3.1. Reactivos generales 

 

 Buffer Fosfato Salino (PBS): PBS (10X) pH 7.4 de Gibco™, el cual se diluye 

para su uso a 1X con agua destilada. 

 Suero Fetal Bovino (FBS): Fetal Bovine Serum de Gibco™.  

 Solución Fisiológica: Solución Cloruro de Sodio 0,9% Tecsolpar. 

 Medio de cultivo RPMI: Medio RPMI 1640 de Gibco™. 

 Medio de cultivo DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium, High Glucose 

without L-Glutamine de Sartorius. 

 Dimetilsulfóxido (DMSO): Dimetilsufoxido p.a. de Biopack. 

 Ficoll: Ficoll Paque Plus Cytiva. 

 

3.2. Obtención de células mononucleares 

 

Las células mononucleares totales (CMT) fueron obtenidas a partir de muestras de sangre 

periférica recogidas con anticoagulante (citrato de sodio) de donantes sanos 

proporcionadas por la fundación Hemocentro Argentino, tras la firma del correspondiente 

consentimiento informado. Los aislamientos se realizaron mediante centrifugación de 

gradiente de densidad utilizando ficoll, y siempre se trabajó bajo condiciones de 

esterilidad en cabina de flujo laminar. El protocolo para el aislamiento fue el siguiente: 

 

 Las muestras de sangre anticoagulada llegan en tubos falcón de 50ml. 

 Se realiza una centrifugación de 1200 RPM por 15 minutos, obteniendo dos fases: 

una fracción celular y un plasma rico en plaquetas. 

 El sobrenadante (plasma rico en plaquetas) es descartado o trasvasado a otro tubo 

si se lo quiso conservar. 

 La fracción celular se diluye al doble del volumen inicial con solución fisiológica 

y se homogeniza, para disminuir el peso de la sangre y no romper el ficoll. 

 La fracción celular diluida se trasvasa cuidadosamente a un tubo falcón de 50 ml 

que contiene un volumen proporcional de solución de ficoll. De esta forma se 
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generan dos fases que mantienen la proporción 1 parte de Ficoll (12 ml): 3 partes 

de fracción celular diluida (36 ml) (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Tubo falcón con las dos fases formadas, la superior de sangre diluida y la 

inferior de ficoll. 

 

 Se realiza una centrifugación de 2500 RPM por 30 minutos, de la cual se obtienen 

tres fases (Figura 7): una amarilla (plasma), una blanca (ficoll) y otra roja 

(eritrocitos y polimorfonucleares). 
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Figura 7. En este tubo falcón se puede observar la fase de plasma (A), el anillo o halo 

(B), la fase de ficoll (C) y la fase de eritrocitos junto a polimorfonucleares (D). 

 

 Entre la fase de plasma y ficoll se forma una interface compuesta por los 

leucocitos mononucleares proveniente de la sangre periférica (CMT) (Figura 7). 

 Se toma esta interface (anillo o halo) con cuidado para trasvasarla a un nuevo tubo 

falcón donde se diluye con abundante PBS. 

 Se realiza una centrifugación a 2500 RPM por 15 minutos, se descarta el 

sobrenadante dejando solamente el pellet. Primer lavado. 

 Este pellet se vuelve a resuspender con PBS para volver a centrifugar en las 

mismas condiciones que el paso anterior. Segundo Lavado. 

 El sobrenadante se descarta y se resuspende el pellet en 5ml de PBS/FBS2%. 
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 De esta última muestra se toma una alícuota de 10 ul para diluir en trypan blue 

4% y contar en cámara de neubauer (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Imagen de uno de los sectores de la cámara de neubauer al momento de 

contar las células. 

 

Las CMT obtenidas son utilizadas ese mismo día para el aislamiento de monocitos o 

resuspendidas en FBS puro con el adicional de 10% de dimetil sulfóxido (DMSO) y 

criopreservadas en el freezer -80°C. 

 

3.3. Aislamiento de monocitos CD14+ 
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Para el aislamiento de monocitos CD14+ se usó un kit de selección positiva (MojoSort™ 

Human CD14 Selection Kit) sobre la muestra de CMT previamente obtenida, utilizando 

un imán (EASYSEP™) y siguiendo el protocolo recomendado. El cual consiste en los 

siguientes pasos: 

 

 La muestra a procesar debe estar en 100ul y contener ≤ 20x106 células. 

 El medio recomendado para re suspender las células debe ser PBS + FBS 2% + 

EDTA 1mM. 

 Se adicionan 5 ul del anticuerpo (Ac anti CD14 conjugado con biotina), se 

homogeniza e incuba durante 15 minutos en hielo. 

 El tubo contenedor de las partículas magnéticas conjugadas a estreptavidina se 

homogeniza por 30 segundos con el vortex. 

 Se adicionan 5 ul de las partículas magnéticas, se homogeniza e incuba durante 

15 minutos en hielo. 

 Se trasvasa la muestra a un tubo de sorting y se lleva a un volumen final de 2,5ml 

con el medio recomendado. 

 Se coloca el tubo de sorting en el imán durante 5 minutos (Figura 9). 
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Figura 9. Tubo de sorting con la muestra dentro del imán. 

 

 Se descarta el sobrenadante por inversión sin quitar el tubo del imán. 

 Este último paso de sorting se repitie una vez más, resuspendiendo las células en 

2,5 ml de medio recomendado y pasándolas por el imán. 

 Finalmente, se resuspenden las células en PBS/FBS2% para alicuotar y contar en 

cámara de neubauer (Figura 8). 

 

Luego de obtener el número de células se centrifuga la muestra, se descarta el 

sobrenadante y se lleva al volumen deseado con medio RPMI completo (RPMI 

suplementado con 10% FBS y 1mM penicilina/estreptomicina).  

 

3.4. Cultivo de monocitos y diferenciación a macrófago 
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Las muestras purificadas de monocitos CD14+ fueron luego utilizadas para cultivo 

celular y diferenciación a macrófagos. Se trabajó con placas multiwell para cultivo celular 

de 48 pocillos, utilizando una concentración inicial de 250.000 células en 250ul de RPMI 

completo por pocillo. El protocolo para la diferenciación celular fue el siguiente: 

 

 Primer día: Se siembran 250.000 monocitos por cada pocillo necesario para el 

experimento. 

 Quinto día: Se remueve la mitad del volumen inicial (125ul) y se adiciona nuevo 

medio de cultivo, medio condicionado o vehículo (DMEM completo) según 

corresponda. A su vez, en este momento se añaden los estímulos correspondientes 

a cada perfil para los controles y los bloqueantes cuando sea necesario.  

 Séptimo día: Se despegan los macrófagos en frio utilizando PBS FBS 2% EDTA 

1mM y se trasvasan a tubos eppendorf para continuar con la marcación de 

antígenos de superficie. 

 

En el transcurso de los días de incubación la placa multiwell permanece en estufa a 37°C 

y 5% de CO2. A continuación, se detalla en la tabla 1 las distintas condiciones 

experimentales y como fueron realizadas.  

 

Condición experimental Concentración de estimulos al día 5 

M0 RPMI completo nuevo  

M1 RPMI completo nuevo  junto a interferón 

gamma (50mg/ml) y LPS (10ng/ml). 

M2a RPMI completo nuevo  junto a 

interleucina 4 (40ng/ml). 

M2c (dexametasona) RPMI completo nuevo  junto a 

dexametasona (0,1uM). 

M2c (IL-10) RPMI completo nuevo  junto a 

interleucina 10 (50ng/ml). 

Medio condicionado (MC) Medio DMEM proveniente del cultivo de 

células MDA-MB 231. 

Vehículo DMEM completo nuevo. 
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Vehículo + Anexina V DMEM completo nuevo junto a Anexina 

V (1 ug/ml). 

Medio condicionado (MC) + Anexina V DMEM proveniente del cultivo de 

células MDA-MB 231 junto a Anexina 5 

(1 ug/ml). 

Medio condicionado (MC) + Anticuerpo 

anti PROS1 + Anticuerpo anti GAS6 

DMEM proveniente del cultivo de 

células MDA-MB 231 junto a Anticuerpo 

anti PROS1 (2ug/ml) y Anticuerpo anti 

GAS6 (2ug/ml). 

Tabla 1. Relación entre los perfiles de macrófagos y las condiciones que se utilizaron 

para conseguir ese perfil. 

 

3.5. Línea celular 

 

En todo este trabajo utilizamos la línea celular MDA-MB 231 (Figura 10), la cual es una 

línea celular tumoral de cáncer de mama triple negativo ya que no tiene receptores para 

ER, PR ni sobreexpresa el factor de crecimiento HER2. La línea celular se cultiva en 

medio DMEM con 10% FBS (Se mantiene en incubadora húmeda a 37°C con atmosfera 

de 5% de dióxido de carbono), se le realizan pasajes cuando llega a un nivel de 

confluencia del 80% y se trabaja siempre con pasajes menores a 5 a partir de que se 

descongelo la muestra. 

Cuando el flask de cultivo celular alcanza un nivel de confluencia del 80% y es momento 

de realizar el pasaje, se toma el sobrenadante con cuidado de no despegar las células 

adheridas al flask. Este sobrenadante se centrifuga con el fin de quitar la mayor cantidad 

de células. El sobrenadante resultante libre de células es el medio condicionado que se 

utilizó en este trabajo, el cual fue alicuotado y almacenado en freezer a -20°C hasta su 

uso. 
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Figura 10. Imagen de la línea MDA MB231 en cultivo con aproximadamente un 70% 

de confluencia. 

 

3.6. Citometría de flujo 

 

Para evaluar la diferenciación celular y viabilidad de los macrófagos se utilizó la 

citometría de flujo. El equipo que se uso fue el BD FACSCanto y los datos resultantes se 

analizar con el programa FlowJo v10. Para acondicionar la muestra y ser evaluada por 

citometría de flujo se siguió el siguiente protocolo: 

 

 De los pocillos de placa multiwell donde se cultivan los macrófagos se retira 

cuidadosamente el sobrenadante para descártalo, con el fin de dejar solamente en 

el pocillo los macrófagos que permanecían adheridos al fondo. 

 Se agregan 200 ul de PBS + FBS 2% + EDTA 1mM a cada pocillo. 

 La placa multiwell se deja 10 minutos en hielo. 
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 Luego de ese tiempo, mientras la placa multiwell permanecía en frio se procede a 

generar un movimiento continuo del PBS + FBS 2% + EDTA 1mM dentro del 

pocillo con micropipeta. Esto se realiza para que el movimiento del líquido 

despegue los macrófagos adheridos al fondo de la placa. 

 Luego de verificar que los macrófagos ya no se encuentran adheridos al fondo la 

placa, se trasvasa el contenido del pocillo a un eppendorf. 

 Los eppendorf se centrifugan 5 minutos a 800G. Se descarta el sobrenadante y el 

pellet se resuspende en PBS 1X para trasvasarlo a una placa de fondo en U. 

 La placa de fondo en U se centrifugo a 400G por 5 minutos y se descarta el 

sobrenadante por inversión. 

 En cada pocillo se adicionan 20 ul de una dilución 1/1000 de colorante 

fluorescente Zombie Violet (Zombie Violet™ Fixable Viability Kit de 

BioLegend) en PBS 1x, homogeneizando con la micropipeta. 

 Se deja en hielo por 20 minutos la placa. Cumplido ese tiempo, se adicionan 180 

ul de PBS por pocillo y se centrifuga la placa por 5 minutos a 400G con el fin de 

realizar un lavado. Se descarta el sobrenadante por inversión. 

 En cada pocillo se adiciona homogenizando 20 ul de un coctel de anticuerpos, 

preparado en PBS/FBS 2% que contiene una dilución 1/100 de cada anticuerpo 

mencionado a continuación (Tabla 2). 

 

Antígeno 
Clon de 

Anticuerpo 
Fluorescencia Marca 

Concentración 

madre 

CD11b M1/70 PECy7 BioLegend 200 ug/ml 

HLADR L243 PE BioLegend 40 ug/ml 

CD206 15-2 AF488 BioLegend 400 ug/ml 

CD64 10.1 AF647 BioLegend 150 ug/ml 

CD163 GHI/61 PERCP BioLegend 200 ug/ml 

 

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para marcar antígenos de superficie. 

 

 Se deja la placa por 30 minutos sobre hielo. 

 Cumplido el tiempo se adicionan 180 ul de PBS/FBS 2% para lavar y se centrifuga 

la placa por 5 minutos a 400G. Se descarta el sobrenadante por inversión.  
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 En cada pocillo se adiciona homogenizando 20 ul de fijador (CitoFix). 

 La placa queda por 20 minutos en hielo. Luego de esto se lava adicionando 180 

ul de PBS/FBS 2% y centrifugando la placa a 400 G por 5 minutos. Se descarta el 

sobrenadante por inversión.  

 El pellet se resuspendio en 200 ul de PBS 1X, listo para que la muestra se pase 

por el citómetro de flujo. 

 

Además de las muestras de macrófagos con las condiciones experimentales, también se 

analizó en el citómetro una muestra de macrófagos sin condición experimental y sin la 

marcación con anticuerpos fluorescentes para tenerlo como control de la auto 

fluorescencia propia de las células. Por otra parte, otro control realizado fue la marcación 

de macrófagos con cada uno de los anticuerpos fluorescentes individualmente para 

determinar la propagación de la fluorescencia de cada fluorocromo sobre los canales de 

lectura de los demás fluorocromos y poder compensar este error. 

Luego de pasar la muestra por el citómetro se nos entregó un archivo con los eventos 

generados, que al abrirlo en el software nos marcaba los eventos en relación de side scatter 

(SSC) y forward scatter (FSC) (Figura 11).  
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Figura 11. Eventos comparados según SSC (complejidad celular) y FSC (tamaño 

celular). 

 

La estrategia que utilizamos para analizar las muestras consistía en un primer gate 

llamado “singlets” el cual permite discriminar los eventos que representan una única 

célula de aquellos eventos que representan dos o más células juntas para esto se 

enfrentaron dos ejes dimensionales (altura y área) de un mismo parámetro (FSC) y se 

seleccionan los eventos que mantienen una relación 1:1 para ambas dimensiones. A partir 

de la población seleccionada anteriormente generamos un segundo gate donde se 

enfrentaron el eje de tamaño celular (FSC) y el canal de lectura de V450 con el fin de 

tomar los eventos que no presenten intensidad en V450 (Negativo a Z. Violet, colorante 

que penetra en las células muertas). De esta última población seleccionada, se genera un 

tercer gate donde los ejes seleccionados fueron el canal de lectura para el marcador de 

CD11b y el tamaño celular (FSC), seleccionando la nube de eventos que presenta 

intensidad para el canal de lectura de PECy7 (positivo a CD11b). Toda esta estrategia se 

representa en la figura 12. 

 

 

Figura 12. Representación de la estrategia utilizada para llegar a los eventos de interés 

para el análisis. 

 

Después de realizar todos estos gates llegamos a obtener los eventos que son de nuestro 

interés, eventos de células vivas individuales y que expresan CD11b (marcador de 

macrófago), para ser analizados por medio de histogramas con los canales de lecturas 

para los marcadores de CD206, CD163, HLADR, y CD64 (Figura 13). 
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Figura 13. Ejemplo de histogramas que fueron analizados para cada antígeno de 

superficie que utilizamos. Siendo el histograma A de CD64, B de CD16, C de CD206 y 

D de HLADR. 

 

3.7. Análisis de datos y estadística 

 

Los datos numéricos obtenidos fueron cargados al software GraphPad Prism 8, desde 

donde se generaron todos los gráficos de resultados y se obtuvieron todos los parámetros 

estadísticos. Las significancias de las diferencias entre los resultados se analizaron a 
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través del test de kruskal wallis seguido por el post-test de comparaciones múltiples de 

Dunn (cuando eran más de dos grupos de muestras a comparar) o a través del test mann 

whitney (cuando eran solo dos grupos de muestras a comparar). Se consideró significativo 

a aquellos p menores a 0,05. 
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4. Resultados 

 

A partir de un grupo de 14 muestras de dadores sanos de ambos géneros se evaluó la 

expresión de marcadores de perfil en macrófagos. En todos los gráficos utilizados en los 

resultados se muestran tanto los valores individuales como la media y la variabilidad 

expresada como error estándar de la media (SEM). 

 

4.1. Perfil de macrófagos control 

 

Con la intención de tener controles de la expresión de los marcadores de perfil de 

macrófagos como referencia, para así poder compararlos con las condiciones 

desconocidas de nuestro medio condicionado, se expuso macrófagos a condiciones 

experimentales estándar para cada perfil (Tabla 1). Los marcadores utilizados fueron 

CD206, CD163, CD64 y HLADR. Para su análisis se comparó la media de intensidad de 

fluorescencia (MIF) de estos marcadores y el porcentaje de positividad, pero se decidió 

que la MIF discriminaba ligeramente mejor los perfiles. 

Los controles obtenidos mostraron que la expresión de CD206 es mayor en perfiles como 

M2a y M2c (Dexametasona) como se observa en la Figura 14. La expresión de HLADR 

(Figura 15) y CD64 (Figura 16) es mayor en el perfil M1. Por su parte, CD163 presenta 

aumentada la expresión en ambas diferenciaciones a M2c (Figura 17). 
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Figura 14. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD206 en los 

controles. 

 

 

Figura 15. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador HLADR en los 

controles. 

 

 

Figura 16. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD64 en los 

controles. 
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Figura 17. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 en los 

controles. 

 

4.2. Cambios en la expresión de marcadores de macrófago 

inducido por el medio condicionado 

 

Se quiere conocer los cambios de expresión que provoca el medio condicionado sobre los 

macrófagos y, además comparar esta expresión por medio condicionado con los controles 

propuestos anteriormente y concluir a que perfil se asemeja. 

Para lo primero, comparamos la expresión de los marcadores en medio condicionado 

frente a DMEM que es el vehículo. En este caso, el DMEM no tiene ningún componente 

que active los macrófagos por lo que su perfil se asemeja al de M0 de referencia. Como 

resultado obtuvimos que el medio condicionado aumenta la expresión de CD206 (Figura 

18) y disminuye la expresión de HLADR (Figura 19) en comparación al vehículo, por 

otra parte, CD64 (Figura 20) y CD163 (Figura 21) no tuvieron cambios apreciables. 

También notamos cambios morfológicos característicos en los macrófagos expuestos al 

medio condicionado (Figura 30). 
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Figura 18. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD206 de medio 

condicionado y DMEM. Teniendo diferencia significativa con *** p<0.001 (n=12). 

 

 

Figura 19. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador HLADR de medio 

condicionado y DMEM. Teniendo diferencia significativa con * p<0.05 (n=12). 
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Figura 20. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD64de medio 

condicionado y DMEM. 

 

 

Figura 21. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 de medio 

condicionado y DMEM. 

 

Para determinar a qué perfil de los controles se asemeja el medio condicionado se 

comparó todos los resultados previos en una misma tabla. Resultados donde se puede 

observar que el medio condicionado (MC) en la expresión de CD206 (Figura 22), de 

HLADR (Figura 23), de CD64 (Figura 24), y de CD163 (Figura 25) se asemeja a un perfil 

M2, y no al perfil M1. Teniendo en cuenta los resultados de CD206 y CD163 se podría 

decir que se asemeja más específicamente a un perfil M2a. 
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Figura 22. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD206 de medio 

condicionado, DMEM y los controles. 

 

 

Figura 23. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador HLADR de medio 

condicionado, DMEM y los controles. 
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Figura 24. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD64 de medio 

condicionado, DMEM y los controles. 

 

 

Figura 25. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 de medio 

condicionado, DMEM y los controles. 

 

4.3. Anexina V como molécula capaz de revertir la 

diferenciación de macrófagos inducida por medio condicionado 
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Con el fin de observar cómo afectan los receptores TAM en la expresión de marcadores 

de macrófagos se buscó formas de intervenir en la señalización de estos receptores, una 

de esas formas fue utilizar un competidor de los ligandos de los receptores TAM (PROS1 

y GAS6). La anexina V tiene varias funciones, entre ellas, la capacidad de unirse a la 

fosfatidilserina. Por lo anterior, la anexina V compite por la unión a fosfatidilserina con 

lo ligandos PROS1 y GAS6, reduciendo el número de ligandos unidos a fosfatidilserina 

capaces de activar los receptores TAM. 

Para poder descartar cualquier cambio que produzca la anexina V por si sola en la 

expresión de marcadores de macrófagos se aplicó el control de DMEM con Anexina V y 

así deducir que comportamiento tiene la anexina V por sí sola, independiente a la familia 

TAM. En los resultados podemos observar que en HLADR (Figura 26) y CD64 (Figura 

27) no hay cambios apreciables cuando está presente la Anexina V, y en cuanto a CD163 

(Figura 28) se observa una tendencia a aumentar la expresión pero que es efecto propio 

de la Anexina V. Donde sí se observó una capacidad diferencial de la anexina V fue en el 

marcador CD206 (Figura 29) teniendo una tendencia a aumentar de la MIF en 

comparación al DMEM solo y una disminución significativa en comparación al medio 

condicionado (MC) permitiéndonos concluir que la disminución de este marcador 

respecto al MC se debe al bloqueo de la anexina V en la señalización TAM. 

Además, en presencia de anexina V se vio la reversión de los cambios morfológicos 

provocados por el medio condicionado (Figura 30). 
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Figura 26. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador HLADR frente a 

DMEM, MC y Anexina V (AN5). 

 

 

Figura 27. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD64 frente a 

DMEM, MC y Anexina V (AN5). 

 

 

Figura 28. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 frente a 

DMEM, MC y Anexina V (AN5). 
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Figura 29. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD206 frente a 

DMEM, MC y Anexina V (AN5). Teniendo diferencia significativa con *** p<0.001 

(n=12) y * p<0.05 (n=8). 

 

 

Figura 30. Cambios morfológicos de los macrófagos frente a las diversas condiciones 

experimentales. Siendo la imagen A la morfología en DMEM, B la morfología en 

medio condicionado, y C la morfología en medio condicionado con Anexina V. 
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4.4. Bloqueo de ligandos de GAS6 y PROS1 como forma de 

revertir la diferenciación de macrófagos inducida por medio 

condicionado 

 

Para conocer el efecto de la disminución de los ligandos GAS6 y PROS1 de forma más 

específica se utilizaron anticuerpos anti GAS6 y PROS1, para poder bloquearlos y evitar 

la activación de los receptores TAM. Se los utilizo en conjunto a ambos anticuerpos. 

En los resultados de CD206 (Figura 31) podemos ver como el aumento significativo que 

se da en medio condicionado se ve mitigado por la presencia de los anticuerpos 

bloqueantes de GAS6 y PROS1 llevando su expresión a niveles similares a los del DMEM 

(M0).  

En el caso del marcador de M1 HLADR (Figura 32) no se observan cambios 

significativos de la MIF respecto al medio condicionado por sí solo, indicando que los 

ligandos TAM no son responsables del cambio en la expresión de este marcador por parte 

del medio condicionado. Por su parte, el bloqueo de los ligandos generó una disminución 

significativa de CD64 en presencia del medio condicionado (Figura 33). 

En el marcador de perfil M2c, el CD163 (Figura 34) también observamos una tendencia 

a la disminución del marcador frente a los bloqueantes, pero al tener solo dos repeticiones 

no podemos ver su significancia. 
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Figura 31. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD206 frente a 

DMEM, MC y anticuerpos bloqueantes. Teniendo diferencia significativa con ** 

p<0.01 (n=12) y * p<0.05 (n=4). 

 

 

Figura 32. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador HLADR frente a 

DMEM, MC y anticuerpos bloqueantes. Teniendo diferencia significativa con * p<0.05 

(n=12). 
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Figura 33. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD64 frente a 

DMEM, MC y anticuerpos bloqueantes. Teniendo diferencia significativa con * p<0.05 

(n=4). 

 

 

Figura 34. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 frente a 

DMEM, MC y anticuerpos bloqueantes. 
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5. Discusión y conclusión 

 

Aunque desconocemos la composición exacta del medio condicionado proveniente de la 

línea celular MDA MB231 (con características de cáncer de mama triple negativo), con 

los resultados obtenidos podemos confirmar que uno o varios de los componentes del 

medio condicionado están provocando cambios morfológicos, y un aumento de expresión 

de CD206 o receptor de manosa (MMR) en macrófagos. Diferenciación también 

observada en otro trabajo donde utilizaron la misma línea celular, pero con una 

metodología diferente (Hollmén et al., 2015). Además, desde nuestros resultados 

observamos una disminución de la expresión de HLADR. Todos estos cambios nos hacen 

creer que las células tumorales proveniente de tumores triple negativos, como nuestra 

línea celular de estudio, tienen la capacidad de secretar moléculas al microambiente que 

mantienen a los macrófagos con una diferenciación protumoral, como en un perfil tipo 

M2. 

Con la intención de intervenir en la señalización de los receptores TAM, una primera 

prueba fue utilizar la anexina V la cual por su afinidad con fosfatidilserina es un 

competidor de los ligandos PROS1 y GAS6, aunque la anexina V tiene otras funciones 

no ligadas a los receptores TAM que afecta a la diferenciación del macrófago, nos sirve 

para obtener un primer acercamiento. De estos resultados observamos que la anexina V 

por si sola en los macrófagos tiene una tendencia a aumentar la expresión de CD206, 

resultado esperado (Kang et al., 2024), aunque en menor medida que el medio 

condicionado. Pero cuando la anexina V está presente con el medio condicionado 

observamos que el gran aumento de la expresión de CD206 en macrófagos y los cambios 

morfológicos causados por el medio condicionado se vieron revertidos con valores de 

expresión de CD206 similares a los de un perfil M0 y una morfología también acorde a 

este. Esto último, nos da a entender que hay una interacción de la anexina V con los 

componentes del medio condicionado que evita la diferenciación del macrófago a un 

perfil tan marcado por su aumento de CD206 y morfología característica.  

Por otra parte, la expresión de HLADR no se vio afectada por la presencia de anexina en 

comparación a los cambios provocados por el medio condicionado, lo que nos hace pensar 

que los componentes del medio condicionado que afectan a la expresión de CD206 y 

HLADR son diferentes, y actúan por vías de señalización diferentes. Sugiriendo un 
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vínculo entre la señalización de la familia TAM y la expresión de CD206, pero no con la 

de HLADR. 

En cuanto a CD163 y CD64, con los resultados obtenidos no podemos confirmar ningún 

aumento ni disminución de su expresión debido al medio condicionado. Lo único que 

podemos ver que la anexina V por si sola tiende a aumentar la expresión de CD163, 

cambios de expresión que no se ven afectados por la presencia de medio condicionado, 

por lo tanto, son propios de la anexina V. 

Al intervenir directamente con anticuerpos dirigidos al bloqueo especifico de PROS1 y 

GAS6, observamos que el aumento de la expresión de CD206 provocado por el medio 

condicionado se ve atenuado. Esto nos lleva a suponer que el aumento de la expresión de 

CD206 en macrófagos se debe a la presencia de los ligandos GAS6 y/o PROS1 en el 

medio condicionado proveniente de la línea MDA MB231, siendo la activación de los 

receptores TAM la señal para provocar este cambio en la expresión. En resultados 

preliminares no mostrados en esta tesis, el mayor efecto de atenuación se observa cuando 

bloqueamos PROS1, dándonos a entender que este ligando tiene una mayor importancia 

en la diferenciación cuando se trabaja con esta línea celular. A su vez, esto se puede 

respaldar con los resultados no publicados del grupo donde observaron por citometría de 

flujo intracitoplasmática que la línea MDA MB231 tiene alta expresión del ligando 

PROS1 en comparación con una mínima del ligando GAS6. Además, cada receptor TAM 

tiene una respuesta distinta para cada ligando, siendo PROS1 más potente en la activación 

de Tyro3 (Tsou et al., 2014) lo que respalda que el efecto de atenuación de los ligandos 

sea distinto según cual receptor TAM sea activado en la expresión de CD206. 

En cuanto a HLADR, CD64 y CD163, en base a los resultados obtenidos con el bloqueo 

de ligandos GAS6 y PROS1, solamente CD64 se ve afectado y tiene una disminución 

significativa. Es posible que la adición de estos anticuerpos al medio condicionado este 

afectando el balance de señales de los componentes del medio condicionado que 

interviene en la expresión de CD64, pero los resultados no son claros como para afirmar 

que la expresión de CD64 está regulada por los receptores TAM. 

En conclusión, la línea MDA MB231 genera un microambiente capaz de aumentar la 

expresión de CD206 y disminuyen la expresión de HLADR en macrófagos, llevándolos 

a un perfil protumoral simil M2a. Los resultados surgieren que los receptores TAM y sus 

ligandos están involucrados en los cambios de expresión en CD206, pudiendo ser el 

bloqueo de estos receptores una forma de cambiar el microambiente tumoral y favorecer 

la actividad antitumoral de los macrófagos. 
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Figura 35. Conclusión final. En el sector A se representa el escenario inicial donde la 

línea celular MDA-MB 231 tiene la capacidad de liberar PROS1/GAS6 al 

microambiente tumoral donde están presentes macrófagos infiltrados. En el sector B 

observamos como los ligandos PROS1/GAS6 se unen a la fosfatidilserina y así activan 

los receptores TAM presentes en los macrófagos infiltrados. En el sector C se representa 

como la activación de los receptores TAM induce a un aumento de la expresión de 

CD206 en la membrana de los macrófagos infiltrados (Imagen creada con biorender). 
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