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1. Marco tedrico

1.1. Cancer de mama triple negativo

El cancer es una grave problematica a nivel mundial y un obstaculo a superar si se quiere

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

encuentra el cdncer de mama, la cual ocupo la primera y segunda posicién en el ranking

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

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

estas estadisticas, se observa que el cancer de mama en mujeres fue la neoplasia con

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

Lung 2480 675

Breast 22946 840

Colorectum 1926 425

Prostate 1467 854

9468784

Stomach

Liver 866 136

Thyroid 821214
Cervix uteri 662 301

Bladder 614 298

NHL 553 389

Oesophagus 511054
Pancreas 510 992
Leukaemia 487 294
Kidney 434 840
Corpus uteri 420 3468
1.0M 20M 30M )

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

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

Estos datos revelan la importancia de la prevencion y tratamiento del cidncer de mama.

Dentro de esta patologia, se destaca el subtipo denominado triple negativo porque es
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altamente invasivo (con un alto porcentaje de pacientes que desarrollan metastasis),
presenta tratamientos limitados y tiene un mal prondstico. Mediante la clasificacion usada
clinicamente para cdncer de mama seguin su expresion de receptores, el cincer de mama
triple negativo (CMTN) es el que se caracteriza por la ausencia de receptores de hormonas
(estrégeno y progesterona) y la baja expresion de receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER?2). Por la expresion 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 quirdrgico.
De acéd la importancia de buscar terapias mas efectivas y menos toxicas para este subtipo.
Dentro de los estudios de cdncer de mama triple negativo se encontrd una fuerte relacion
entre la via de sefializacion Ras-MAPK, PD-L1 y los niveles de linfocitos infiltrantes de
tumores (LIT), cuyos niveles bajos se asocian a una baja supervivencia. La inhibicién
combinada de MEK y PD-L1/PD1 mejor6 la respuesta inmune antitumoral en modelos
murinos. Asi también en el mismo eje, otro estudio probo la combinacién de inhibir PD1
junto a los receptores TAM en modelo murino de cidncer de mama triple negativo dando
como resultado la disminucién del crecimiento tumoral y la incidencia de metdstasis.
Estos resultados implican que un gran obstaculo a superar para la mejoria de tratamientos
de cdncer de mama es probablemente la conversién de neoplasias no inmunogénicas a
altamente inmunogénicas (Bates et al., 2018; Kasikara et al., 2019; Loi et al., 2016).

Los datos epidemioldgicos muestran que el CMTN ocurre principalmente en mujeres
jovenes premenopdausicas y representa entre el 15y 20% de todos los pacientes con cancer
de mama. En comparacién con otros subtipos de cdncer de mama, el tiempo de
supervivencia de los pacientes es mas corto, y la mortalidad es del 40% los primeros 5
afios luego del diagndstico. EI CMTN es altamente invasivo y aproximadamente el 46%
de los pacientes presentara metdstasis (Yin et al., 2020).

La nueva clasificacion de cancer de mama basado en un patrén de expresion 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
demostré que los tumores de mama de tipo basal representan la mayoria 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 comparacion a los no basales

(subtipo normal). Se descubrieron 6 subtipos de cancer de mama triple negativo siguiendo
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el andlisis de la expresion genética. Mds recientemente, se restringié el CMTN a solo 4
subtipos: tipo basal 1 (BL1), tipo basal 2 (BL2), tipo mesenquimatosos (M) y tipo luminal
receptor de andrégenos (LAR) (Borri & Granaglia, 2021).

No todos los CMTN comparten las mismas caracteristicas histopatoldgicas y las mismas
caracteristicas pronosticas, lo que lleva a considerar todos los CMTN como neoplasias
agresivas podria ser inexacto porque abarcan diferentes grados de lesiones (altos o bajos).
El CMTN genera metastasis preferentemente en las visceras, ademds otros sitios comunes
son la pleura, el higado y el hueso. El mecanismo involucrado en la generacién de
metdstasis estd relacionado con la inestable genética de las células del tumor primario, su
capacidad de escapar del sistema inmune y las caracteristicas del microambiente donde

se establecen (Borri & Granaglia, 2021).

1.2. Inmunologia del cancer

En el cancer de mama, el sistema inmunoldgico cumple una funcién importante en el
prondstico y evolucion clinica de la enfermedad. El papel del sistema inmune se extiende
mads alld de su interaccion directa con las células del tumor y su control sobre la progresion
del tumor, también tiene interaccién con los farmacos citotoxicos utilizados en
quimioterapia (Criscitiello & Curigliano, 2013). Con las terapias convencionales, algunos
farmacos tienen interacciones que estimulan el sistema inmunitario, mediante supresion
de mecanismos inmunosupresores o efectos estimulantes sobre los efectores
inmunolégicos. Pero en otros casos, muchos farmacos tienen efectos secundarios
inmunosupresores (Zitvogel, Apetoh, Ghiringhelli, & Kroemer, 2008).

El sistema inmune innato y adaptativo desempefian un papel importante en la regulacion
del crecimiento tumoral, los diversos tipos celulares del sistema inmune se encuentran
infiltrados en tumores malignos (por ejemplo, macréfagos, neutréfilos 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 cancer es la de una inflamacién crénica, 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 proliferacion celular. Inflamacion
comparable a la de cicatrizacion 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 proteinas



antigénicas expresadas en tumores y generar una inflamacién que resulte en la destruccién
de tejido tumoral, se encuentra en estado exhausto. Con base a las primicias anteriores,
las terapias contra el cdncer basdndose en la inmunologia requieren provocar un cambio
en este microambiente tumoral que favorezca el rechazo al tumor. De todas las células
del sistema inmunoldgico innato implicadas en la progresion del cancer los macréfagos
son la fuente primaria de citoquinas secretadas en el microambiente tumoral ademds de
ser la poblacion de células inmune mds abundante. Estas cldsicamente pueden clasificarse
como tipo 1 (M1) o como tipo 2 (M2), aunque hoy en dia se considera una visién 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 citotoxico en las células tumorales. En cambio, los M2 se encargan de la
resolucion 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 macréfagos 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 progresion neopldsica. Junto a las células tumorales los MAT son
capaces de liberar interleucina 10 que mitiga la respuesta antitumoral del sistema
inmunolégico adaptativo (Coussens & Werb, 2002; Disis, 2010; Zitvogel, Apetoh,
Ghiringhelli, André, et al., 2008).
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Figura 2. Representacion grafica de la clasificacion clasica de macréfagos junto a sus

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

No obstante, cuando se activan en el perfil correcto los macréfagos tienen el potencial de
matar células tumorales, pueden mediar en la citotoxicidad y fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos, provocar dafio vascular y necrosis tumoral, y ser
intermediarios con componentes del sistema inmune innato y adaptativo, al actuar como
células presentadoras de antigenos. Entonces, los macréfagos tienen un doble potencial
en el cancer debido a su plasticidad en respuesta a sefiales ambientales. Por estas razones
es una importante diana en las terapias contra esta enfermedad, teniendo las terapias
centradas en macréfagos el potencial de complementar y crear sinergia con las
herramientas actuales en la oncologia. Tres aspectos principales potencialmente
susceptibles de intervencion terapéutica son: inhibir su reclutamiento y/o supervivencia
en el microambiente tumoral; inhibir su efecto positivo en la angiogénesis; y reversion de
su inmunosupresion y restauracion de la citotoxicidad antitumoral (Allavena et al., 2008;

Mantovani et al., 2022).

1.3. Macrofagos

Se usan varias nomenclaturas para la diferenciacion de un macréfago provocada por un
agente exdgeno, que combinan términos como M1 y M2, activacion cldsica y alternativa,
y otras subdivisiones originadas de los términos anteriores. Estos términos surgieron de
cuando se describieron los efectos diferentes de IL-4 en comparacién con IFN-y y /o
lipopolisacarido (LPS) sobre la expresion génica. Entendiéndose como alternativa a la
activacion por medio de IL.-4 y clésica a la de los otros dos agentes exdgenos comparados.
Anos después se propuso el termino M1 y M2 para la diferenciacién de macréfagos, que
luego esta nomenclatura fue ampliada para tener en cuenta varios escenarios de
diferenciacion dando a conocer los términos M2a, M2c, entre otros. Dando la idea de que
los perfiles de diferenciacion forman parte de un espectro y no se pueden agrupar
facilmente (Murray et al., 2014). La idea de este espectro también se apoya con los
andlisis realizados en base al transcriptoma de los macréfagos frente a variantes en la

diferenciacion (Xue et al., 2014).
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Figura 3. Cuadro donde se observan subdivisiones funcionales segun el estimulo

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

Las poblaciones de macrofagos asociados a tumores (MAT) dentro un mismo tumor son
heterogéneas, los cuales presentan diferencias moleculares y de funcién segin el
microambiente intratumoral donde se ubique. Teniendo asi 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 direccién de sefales ambientales para que ocurra la
angiogénesis, la migracion e invasion de células cancerosas en cancer de mama (Williams
et al., 2016). Siendo asi una poblacion celular de importancia en las progresion y
sobrevida del tumor.

El tipo de célula de cancer de mama tiene la capacidad por si misma de activar al
macréfago 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
actian sobre el macréfago regulando vias metabdlicas, lo que puede originar diferencias
en los macréfagos como en la morfologia o en la expresion de moléculas de membrana

(Hollmén et al., 2015).



En la activacion 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).
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Figura 4. Representacion de un tumor primario de mama y su relacién con los

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

1.4. Receptores tirosina quinasa y receptores TAM

Los receptores tirosina quinasa (RTK) son un grupo de proteinas de membrana que
participan en la comunicacién entre células y en la regulacién de varios procesos
bioldgicos, como el crecimiento, la motilidad, la diferenciacion y el metabolismo celular.
Todos los receptores de este grupo comparten una estructura similar, compuesta por un
dominio de unién 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 dimerizacion y/u oligomerizacién del receptor por ligando
especifico (existen 4 modos de dimerizacién). Para la mayoria de estos receptores, el
cambio de conformaciéon permite la autofosforilacién trans de cada dominio tirosina
quinasa y la liberacién de la auto inhibicién cis. Estos cambios permiten que cada dominio
tirosina quinasa obtenga su conformacion activa. Todo este cambio de conformacién en
el receptor también recluta y activa una amplia variedad de proteinas de sefializacion (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 homeostaticos en
tejidos y sistemas de 6rganos adultos con constante renovacion. Destacan en el sistema
inmunolégico, reproductivo, hematopoyético, vascular y nervioso. Existen dos ligandos
que actian en estos receptores, Gas6 y Proteina S (Prosl). Los dominios extracelulares
de los receptores TAM estdn compuestos por dos moddulos extracelulares que se
configuran en una configuracién de dos mas dos. Las regiones aminos terminales de estos
ectodominios llevan dominios en tindem relacionados con inmunoglobulinas que median
la unién con el ligando. Luego presentan un dominio transmembrana que lleva a un
dominio con una proteina tirosina quinasa cataliticamente competente. Los dos ligandos
son proteinas grandes (alrededor de 80kDa), que comparten la misma disposicién
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 dimerizacidn y activacion del receptor. Ademds,
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 plasmadtica teniendo contacto con el citoplasma, pero en las células apoptdticas
esta disposicién cambia (por inactivacion de las flipassas) y PtdSer se muestra en la cara
externa. Siendo esto ultimo una sefial para fagocitar esa célula muerta (Lemke, 2013).
Existe una activacion atipica de los receptores TAM independiente del ligando, esta se
probd en estudios de sobreexpresion de Axl y Tyro3 donde ocurria la dimerizacion del

receptor a pesar de no tener presente ningin ligando (Linger et al., 2008).

11



Apoptotic cell
PR outer segment
virus envelope

Gla <« (Vitamin K-dependent
domain y-carboxylation)
EGF }
domains TAM ligands
SHBG Gasé
domain

Phosphatidylserine
(Mormally confined to
inner leaflet of membrane)

TAM receptors

.t‘ 1 >
Tyrod .

- A LG L2
(Brt, Dtk, Rse, Sky, Tif) ] | ¢

Protein S

Axl Domai
(Ark, Tyra7, Ufo)

Mer
(Eyk, Nyk, Tyro12)

FNII
domains

Tyrosine Dendritic cell

kinase macrophage
domain RPE cell m
target cell for infection Foos”

Figura 5. Representacion de los receptores TAM vy sus ligandos (Lemke, 2013).

La sefalizaciéon del receptor TAM tiene un papel importante en la fagocitosis y
eliminaciéon de células en apoptosis de tejidos adultos, por estos mismo, se los ve
presentes en los fagocitos del sistema inmune principalmente en los macréfagos. Pero,
ademds, intervienen en la inhibicidn por retroalimentacion de la respuesta inmune innata
a los patdgenos presente en los macréfagos y células dendriticas (Lemke, 2013).

El control celular de la atenuacién de la sefial de estos receptores es importante porque su
continua sefializacion puede ayudar a generar varios estados patologicos. Para realizar
este freno de sefal 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 estimulos de los receptores TAM producen diversas funciones celulares dependiendo
de la combinacién receptor/ligando, del tipo celular y del microambiente. Con el avance
de los estudios en esta drea, se hace evidente que los receptores TAM pueden desempefiar
funciones superpuestas y cooperativas. En macréfagos y células dendriticas los TAM
tienen funciones de eliminacion de células apoptéticas, donde las células apototicas
expresan fosfatidilserina en su superficie, la cual se une entre otras cosas a los ligandos
Gas6 y Proteina S. Los macréfagos expresan los tres receptores TAM, esto es lo que

sugiere un posible mecanismo mediante el cual los TAM Yy sus ligandos podrian mediar

12



en el reconocimiento de células apoptoticas. Ademas, los receptores TAM presentan la
funcién de secrecion de citoquinas en macréfagos y células dendriticas (Linger et al.,
2008).

Las anexinas son una familia de proteinas que comparten estructura y caracteristicas
funcionales. Dentro de esta familia, la Anexina V es una anexina extracelular que se une
con alta afinidad a fosfolipidos de carga negativa como la fosfatidilserina (PtdSer)
(Reutelingsperger & van Heerde, 1997). Debido esta unidn, en presencia de Anexina V
la PtdSer no podria interaccionar con ligandos GAS6 y PROSI1 evitdndose la unién 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 cancerigena 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 amplificaciéon y
mutaciones genéticas, la escision proteolitica y la expresion alterada de proteinas; Cada
una de estas opciones puede dar como resultado una enzima continuamente activa y/o
proteinas expresadas en exceso o ectdpicamente que no estin reguladas por los
mecanismos normales. Hoy en dia, a través de varias técnicas se demostré que los
receptores TAM se expresan ectopicamente o sobreexpresan en una amplia variedad de
canceres humanos (Linger et al., 2008).

La desregulacion de los receptores TAM se asocia con el crecimiento tumoral y la
metdstasis debido a su participacioén en vias oncogénicas, todo esto lleva a un creciente
interés en investigar el tratamiento del cdncer mediante la inhibicion de los receptores. Se
encuentran varios inhibidores de receptores TAM en desarrollo preclinico y clinico para
el céancer, siendo por ahora la inhibicion de Axl y MerTK las de mayor interés como
estrategia terapéutica por sus efectos antitumorales (Aehnlich et al., 2021; Miao et al.,
2023). Es dificil determinar el mecanismo preciso dentro del microambiente tumoral por
el cual esta inhibicion provoca efectos antitumorales, por esta razon en este trabajo se
tratard de conocer la accion de esta inhibicidén sobre los macréfagos 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 vy sus ligandos en los macrofagos del microambiente tumoral del cancer de mama

triple negativo.

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

e Comparar la diferenciacién de macréfagos por medio de estimulos conocidos con
la activacion dada por medio condicionado proveniente de una linea celular de
cancer de mama triple negativo, identificando a que perfil se asemeja mas

e Determinar la implicancia de la familia TAM en la diferenciaciéon de macréfagos
estimulados por medio condicionado proveniente de una linea celular de cincer
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

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

para su uso a 1X con agua destilada.
e Suero Fetal Bovino (FBS): Fetal Bovine Serum de Gibco™,
® Solucién Fisiolégica: Solucién Cloruro de Sodio 0,9% Tecsolpar.
e 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.
e Dimetilsulféxido (DMSO): Dimetilsufoxido p.a. de Biopack.

e Ficoll: Ficoll Paque Plus Cytiva.

3.2. Obtencion 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 fundacién Hemocentro Argentino, tras la firma del correspondiente
consentimiento informado. Los aislamientos se realizaron mediante centrifugacién de
gradiente de densidad utilizando ficoll, y siempre se trabajé bajo condiciones de

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

e Las muestras de sangre anticoagulada llegan en tubos falcon de 50ml.

e Serealiza una centrifugacion de 1200 RPM por 15 minutos, obteniendo dos fases:
una fraccion celular y un plasma rico en plaquetas.

e El sobrenadante (plasma rico en plaquetas) es descartado o trasvasado a otro tubo
si se lo quiso conservar.

e La fraccidn celular se diluye al doble del volumen inicial con solucién fisiolégica
y se homogeniza, para disminuir el peso de la sangre y no romper el ficoll.

e La fraccion celular diluida se trasvasa cuidadosamente a un tubo falcén de 50 ml

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

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

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

inferior de ficoll.
e Serealiza una centrifugacién 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 falcon 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).

e Entre la fase de plasma y ficoll se forma una interface compuesta por los
leucocitos mononucleares proveniente de la sangre periférica (CMT) (Figura 7).

e Setoma esta interface (anillo o halo) con cuidado para trasvasarla a un nuevo tubo
falcon donde se diluye con abundante PBS.

e Se realiza una centrifugaciéon a 2500 RPM por 15 minutos, se descarta el
sobrenadante dejando solamente el pellet. Primer lavado.

e Este pellet se vuelve a resuspender con PBS para volver a centrifugar en las
mismas condiciones que el paso anterior. Segundo Lavado.

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

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

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

contar las células.
Las CMT obtenidas son utilizadas ese mismo dia para el aislamiento de monocitos o

resuspendidas en FBS puro con el adicional de 10% de dimetil sulféxido (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 usé un kit de seleccion positiva (MojoSort™
Human CD14 Selection Kit) sobre la muestra de CMT previamente obtenida, utilizando
un imdn (EASYSEP™) y siguiendo el protocolo recomendado. El cual consiste en los

siguientes pasos:

e La muestra a procesar debe estar en 100ul y contener < 20x10° células.

e El medio recomendado para re suspender las células debe ser PBS + FBS 2% +
EDTA ImM.

e Se adicionan 5 ul del anticuerpo (Ac anti CD14 conjugado con biotina), se
homogeniza e incuba durante 15 minutos en hielo.

e FE] tubo contenedor de las particulas magnéticas conjugadas a estreptavidina se
homogeniza por 30 segundos con el vortex.

e Se adicionan 5 ul de las particulas magnéticas, se homogeniza e incuba durante
15 minutos en hielo.

e Se trasvasa la muestra a un tubo de sorting y se lleva a un volumen final de 2,5ml
con el medio recomendado.

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

e Se descarta el sobrenadante por inversion sin quitar el tubo del iman.

e Este ultimo paso de sorting se repitie una vez mas, resuspendiendo las células en
2,5 ml de medio recomendado y pasdndolas por el imén.

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

camara de neubauer (Figura 8).

Luego de obtener el nimero 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 diferenciacion a macrofago
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Las muestras purificadas de monocitos CD14+ fueron luego utilizadas para cultivo
celular y diferenciacion a macréfagos. Se trabaj6 con placas multiwell para cultivo celular
de 48 pocillos, utilizando una concentracion inicial de 250.000 células en 250ul de RPMI

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

e Primer dia: Se siembran 250.000 monocitos por cada pocillo necesario para el
experimento.

e Quinto dia: Se remueve la mitad del volumen inicial (125ul) y se adiciona nuevo
medio de cultivo, medio condicionado o vehiculo (DMEM completo) segiin
corresponda. A su vez, en este momento se afiaden los estimulos correspondientes
a cada perfil para los controles y los bloqueantes cuando sea necesario.

e Séptimo dia: Se despegan los macréfagos en frio utilizando PBS FBS 2% EDTA
ImM vy se trasvasan a tubos eppendorf para continuar con la marcacion de

antigenos de superficie.

En el transcurso de los dias de incubacion la placa multiwell permanece en estufa a 37°C
y 5% de CO2. A continuacion, se detalla en la tabla 1 las distintas condiciones

experimentales y como fueron realizadas.

Condicion experimental Concentracion de estimulos al dia 5
MO RPMI completo nuevo
M1 RPMI completo nuevo junto a interferon

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.

Vehiculo DMEM completo nuevo.
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Vehiculo + 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 DMEM proveniente del cultivo de

anti PROS1 + Anticuerpo anti GAS6 células MDA-MB 231 junto a Anticuerpo
anti PROS1 (2ug/ml) y Anticuerpo anti
GAS6 (2ug/ml).

Tabla 1. Relacion entre los perfiles de macréfagos y las condiciones que se utilizaron

para conseguir ese perfil.

3.5. Linea celular

En todo este trabajo utilizamos la linea celular MDA-MB 231 (Figura 10), la cual es una
linea celular tumoral de cdncer de mama triple negativo ya que no tiene receptores para
ER, PR ni sobreexpresa el factor de crecimiento HER2. La linea celular se cultiva en
medio DMEM con 10% FBS (Se mantiene en incubadora hiimeda a 37°C con atmosfera
de 5% de diéxido 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
utiliz6 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 linea MDA MB231 en cultivo con aproximadamente un 70%

de confluencia.

3.6. Citometria de flujo

Para evaluar la diferenciacion celular y viabilidad de los macréfagos se utilizé la
citometria 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

citometria de flujo se sigui6 el siguiente protocolo:

e De los pocillos de placa multiwell donde se cultivan los macréfagos se retira
cuidadosamente el sobrenadante para descartalo, con el fin de dejar solamente en
el pocillo los macréfagos que permanecian adheridos al fondo.

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

e Laplaca multiwell se deja 10 minutos en hielo.
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Luego de ese tiempo, mientras la placa multiwell permanecia 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 liquido
despegue los macréfagos adheridos al fondo de la placa.

Luego de verificar que los macréfagos 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 inversion.

En cada pocillo se adicionan 20 ul de una dilucién 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 inversion.

En cada pocillo se adiciona homogenizando 20 ul de un coctel de anticuerpos,
preparado en PBS/FBS 2% que contiene una dilucién 1/100 de cada anticuerpo

mencionado a continuacién (Tabla 2).

Clon de Concentracion
Antigeno ) Fluorescencia Marca
Anticuerpo madre
CDl11b M1/70 PECy7 BioLegend 200 ug/ml
HLADR L243 PE BioLegend 40 ug/ml
CD206 15-2 AF488 BioLegend 400 ug/ml
CDo64 10.1 AF647 BioLegend 150 ug/ml
CD163 GHI/61 PERCP BioLegend 200 ug/ml

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para marcar antigenos de superficie.

e Se deja la placa por 30 minutos sobre hielo.

e 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 inversion.
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e En cada pocillo se adiciona homogenizando 20 ul de fijador (CitoFix).

e 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 inversion.

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

por el citémetro de flujo.

Ademais de las muestras de macréfagos con las condiciones experimentales, también se
analizé en el citdmetro una muestra de macréfagos sin condicién experimental y sin la
marcacion con anticuerpos fluorescentes para tenerlo como control de la auto
fluorescencia propia de las células. Por otra parte, otro control realizado fue la marcacién
de macréfagos con cada uno de los anticuerpos fluorescentes individualmente para
determinar la propagacion de la fluorescencia de cada fluorocromo sobre los canales de
lectura de los demds fluorocromos y poder compensar este error.

Luego de pasar la muestra por el citdbmetro se nos entregd un archivo con los eventos
generados, que al abrirlo en el software nos marcaba los eventos en relacion de side scatter

(SSC) y forward scatter (FSC) (Figura 11).
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Figura 11. Eventos comparados segin SSC (complejidad celular) y FSC (tamafio

celular).

La estrategia que utilizamos para analizar las muestras consistia en un primer gate
llamado “singlets” el cual permite discriminar los eventos que representan una unica
célula de aquellos eventos que representan dos o mds células juntas para esto se
enfrentaron dos ejes dimensionales (altura y drea) de un mismo pardmetro (FSC) y se
seleccionan los eventos que mantienen una relacion 1:1 para ambas dimensiones. A partir
de la poblacién seleccionada anteriormente generamos un segundo gate donde se
enfrentaron el eje de tamafio 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 tltima poblacion seleccionada, se genera un
tercer gate donde los ejes seleccionados fueron el canal de lectura para el marcador de
CD11b y el tamaio 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.
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Figura 12. Representacion de la estrategia utilizada para llegar a los eventos de interés

para el anélisis.

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
macrofago), 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 antigeno de
superficie que utilizamos. Siendo el histograma A de CD64, B de CD16, C de CD206 y
D de HLADR.

3.7.  Analisis de datos y estadistica

Los datos numéricos obtenidos fueron cargados al software GraphPad Prism 8, desde
donde se generaron todos los gréficos de resultados y se obtuvieron todos los pardmetros

estadisticos. 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 multiples de
Dunn (cuando eran més de dos grupos de muestras a comparar) o a través del test mann
whitney (cuando eran solo dos grupos de muestras a comparar). Se considerd 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 evalud la
expresion de marcadores de perfil en macréfagos. En todos los gréficos utilizados en los
resultados se muestran tanto los valores individuales como la media y la variabilidad

expresada como error estandar de la media (SEM).

4.1.  Perfil de macroéfagos control

Con la intencién de tener controles de la expresion de los marcadores de perfil de
macréfagos como referencia, para asi poder compararlos con las condiciones
desconocidas de nuestro medio condicionado, se expuso macréfagos a condiciones
experimentales estdndar para cada perfil (Tabla 1). Los marcadores utilizados fueron
CD206, CD163, CD64 y HLADR. Para su andlisis se compar6 la media de intensidad de
fluorescencia (MIF) de estos marcadores y el porcentaje de positividad, pero se decidié
que la MIF discriminaba ligeramente mejor los perfiles.

Los controles obtenidos mostraron que la expresion de CD206 es mayor en perfiles como
M?2a y M2c (Dexametasona) como se observa en la Figura 14. La expresion de HLADR
(Figura 15) y CD64 (Figura 16) es mayor en el perfil M1. Por su parte, CD163 presenta

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

controles.
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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 expresion de marcadores de macroéfago

inducido por el medio condicionado

Se quiere conocer los cambios de expresion que provoca el medio condicionado sobre los
macréfagos y, ademds comparar esta expresion por medio condicionado con los controles
propuestos anteriormente y concluir a que perfil se asemeja.

Para lo primero, comparamos la expresion de los marcadores en medio condicionado
frente a DMEM que es el vehiculo. En este caso, el DMEM no tiene ningin componente
que active los macréfagos por lo que su perfil se asemeja al de MO de referencia. Como
resultado obtuvimos que el medio condicionado aumenta la expresiéon de CD206 (Figura
18) y disminuye la expresion de HLADR (Figura 19) en comparacion al vehiculo, por
otra parte, CD64 (Figura 20) y CD163 (Figura 21) no tuvieron cambios apreciables.
También notamos cambios morfolégicos caracteristicos en los macréfagos 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).
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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.
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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
comparé todos los resultados previos en una misma tabla. Resultados donde se puede
observar que el medio condicionado (MC) en la expresién 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 podria

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

condicionado, DMEM Yy los controles.
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Figura 23. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador HLADR de medio

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

condicionado, DMEM Yy los controles.
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Figura 25. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 de medio

4.3.

condicionado, DMEM Yy los controles.

Anexina V como molécula capaz de

revertir

la

diferenciacion de macrofagos inducida por medio condicionado
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Con el fin de observar cémo afectan los receptores TAM en la expresion de marcadores
de macrofagos se buscé formas de intervenir en la sefializacion 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 unién a fosfatidilserina con
lo ligandos PROS1 y GAS6, reduciendo el numero 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
expresion de marcadores de macréfagos se aplicd el control de DMEM con Anexina V'y
asi deducir que comportamiento tiene la anexina V por si 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 esta presente la Anexina V, y en cuanto a CD163
(Figura 28) se observa una tendencia a aumentar la expresion pero que es efecto propio
de la Anexina V. Donde si se observé una capacidad diferencial de la anexina V fue en el
marcador CD206 (Figura 29) teniendo una tendencia a aumentar de la MIF en
comparacion al DMEM solo y una disminucidn significativa en comparacion al medio
condicionado (MC) permitiéndonos concluir que la disminucién de este marcador
respecto al MC se debe al bloqueo de la anexina V en la sefializaciéon TAM.

Ademds, en presencia de anexina V se vio la reversion de los cambios morfoldgicos

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

DMEM, MC y Anexina V (AN5S).
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Figura 28. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 frente a

DMEM, MC y Anexina V (ANS).
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Figura 29. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD206 frente a
DMEM, MC y Anexina V (ANS). Teniendo diferencia significativa con *** p<0.001
(n=12) y * p<0.05 (n=8).

Figura 30. Cambios morfoldgicos de los macréfagos frente a las diversas condiciones

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

medio condicionado, y C la morfologia en medio condicionado con Anexina V.
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4.4. Bloqueo de ligandos de GAS6 y PROS1 como forma de
revertir la diferenciacion de macroéfagos inducida por medio

condicionado

Para conocer el efecto de la disminucién de los ligandos GAS6 y PROS1 de forma mas
especifica se utilizaron anticuerpos anti GAS6 y PROSI1, para poder bloquearlos y evitar
la activacion 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 PROSI llevando su expresion a niveles similares a los del DMEM
(MO).

En el caso del marcador de M1 HLADR (Figura 32) no se observan cambios
significativos de la MIF respecto al medio condicionado por si solo, indicando que los
ligandos TAM no son responsables del cambio en la expresion de este marcador por parte
del medio condicionado. Por su parte, el bloqueo de los ligandos generé una disminucién
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 disminucién 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).
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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).
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Figura 34. Media de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador CD163 frente a

DMEM, MC y anticuerpos bloqueantes.
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5.  Discusion y conclusion

Aunque desconocemos la composicion exacta del medio condicionado proveniente de la
linea celular MDA MB231 (con caracteristicas de cdncer de mama triple negativo), con
los resultados obtenidos podemos confirmar que uno o varios de los componentes del
medio condicionado estdn provocando cambios morfoldgicos, y un aumento de expresion
de CD206 o receptor de manosa (MMR) en macréfagos. Diferenciacién también
observada en otro trabajo donde utilizaron la misma linea celular, pero con una
metodologia diferente (Hollmén et al., 2015). Ademads, desde nuestros resultados
observamos una disminucion de la expresion de HLADR. Todos estos cambios nos hacen
creer que las células tumorales proveniente de tumores triple negativos, como nuestra
linea celular de estudio, tienen la capacidad de secretar moléculas al microambiente que
mantienen a los macréfagos con una diferenciacién protumoral, como en un perfil tipo
M2.

Con la intencidon de intervenir en la sefializacion 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 diferenciacion del macréfago, nos sirve
para obtener un primer acercamiento. De estos resultados observamos que la anexina V
por si sola en los macrofagos tiene una tendencia a aumentar la expresion de CD206,
resultado esperado (Kang et al., 2024), aunque en menor medida que el medio
condicionado. Pero cuando la anexina V estd presente con el medio condicionado
observamos que el gran aumento de la expresion de CD206 en macréfagos y los cambios
morfoldgicos causados por el medio condicionado se vieron revertidos con valores de
expresion de CD206 similares a los de un perfil MO y una morfologia también acorde a
este. Esto dltimo, nos da a entender que hay una interaccion de la anexina V con los
componentes del medio condicionado que evita la diferenciacién del macréfago a un
perfil tan marcado por su aumento de CD206 y morfologia caracteristica.

Por otra parte, la expresion de HLADR no se vio afectada por la presencia de anexina en
comparacion a los cambios provocados por el medio condicionado, lo que nos hace pensar
que los componentes del medio condicionado que afectan a la expresion de CD206 y

HLADR son diferentes, y actian por vias de sefializacion diferentes. Sugiriendo un
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vinculo entre la sefializacion de la familia TAM vy la expresion de CD206, pero no con la
de HLADR.

En cuanto a CD163 y CD64, con los resultados obtenidos no podemos confirmar ningin
aumento ni disminucién de su expresion debido al medio condicionado. Lo tnico que
podemos ver que la anexina V por si sola tiende a aumentar la expresion de CD163,
cambios de expresion 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
GASG6, observamos que el aumento de la expresion de CD206 provocado por el medio
condicionado se ve atenuado. Esto nos lleva a suponer que el aumento de la expresion de
CD206 en macrofagos se debe a la presencia de los ligandos GAS6 y/o PROS1 en el
medio condicionado proveniente de la linea MDA MB231, siendo la activacion de los
receptores TAM la sefial para provocar este cambio en la expresion. En resultados
preliminares no mostrados en esta tesis, el mayor efecto de atenuacion se observa cuando
bloqueamos PROS1, ddndonos a entender que este ligando tiene una mayor importancia
en la diferenciacion cuando se trabaja con esta linea celular. A su vez, esto se puede
respaldar con los resultados no publicados del grupo donde observaron por citometria de
flujo intracitoplasmdtica que la linea MDA MB231 tiene alta expresion del ligando
PROS1 en comparacién con una minima del ligando GAS6. Ademads, cada receptor TAM
tiene una respuesta distinta para cada ligando, siendo PROS1 mads potente en la activacion
de Tyro3 (Tsou et al., 2014) lo que respalda que el efecto de atenuacion de los ligandos
sea distinto segtin cual receptor TAM sea activado en la expresion de CD206.

En cuanto a HLADR, CD64 y CD163, en base a los resultados obtenidos con el bloqueo
de ligandos GAS6 y PROSI, solamente CD64 se ve afectado y tiene una disminucion
significativa. Es posible que la adicion de estos anticuerpos al medio condicionado este
afectando el balance de sefiales de los componentes del medio condicionado que
interviene en la expresion de CD64, pero los resultados no son claros como para afirmar
que la expresion de CD64 estd regulada por los receptores TAM.

En conclusion, la linea MDA MB231 genera un microambiente capaz de aumentar la
expresion de CD206 y disminuyen la expresion de HLADR en macréfagos, llevdndolos
a un perfil protumoral simil M2a. Los resultados surgieren que los receptores TAM y sus
ligandos estdn involucrados en los cambios de expresion en CD206, pudiendo ser el
bloqueo de estos receptores una forma de cambiar el microambiente tumoral y favorecer

la actividad antitumoral de los macréfagos.
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Figura 35. Conclusion final. En el sector A se representa el escenario inicial donde la
linea celular MDA-MB 231 tiene la capacidad de liberar PROS1/GAS6 al
microambiente tumoral donde estdn presentes macréfagos infiltrados. En el sector B
observamos como los ligandos PROS1/GAS6 se unen a la fosfatidilserina y asi activan
los receptores TAM presentes en los macréfagos infiltrados. En el sector C se representa
como la activacion de los receptores TAM induce a un aumento de la expresion de

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