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Resumen 

 

Estudio celular de la inmunosenescencia en adultos mayores vacunados y en 

pacientes con cáncer de mama 

 

Introducción: La mejora continua de las condiciones de saneamiento básico ha 

aumentado la esperanza de vida de la población en la mayoría de los países, lo que se 

traduce en una mayor prevalencia de las enfermedades crónicas no transmisibles. El 

envejecimiento es un proceso heterogéneo de salud-enfermedad caracterizado por el 

deterioro progresivo de la capacidad funcional de las células que componen el organismo, 

incluidas las que componen el sistema inmune. Este deterioro de las células compromete 

la capacidad proliferativa, promueve la detención del ciclo celular, la expresión de 

marcadores asociados con la senescencia y el agotamiento, la producción de citocinas pro 

y antiinflamatorias y la acumulación de células senescentes. Además, el envejecimiento 

del sistema inmune (inmunosenesencia) se ha asociado con una menor capacidad de 

respuesta a la vacunación (parcialmente explicado por cambios en la frecuencia y fenotipo 

de los LT CD4+ foliculares helper (LTfh)) y una mayor susceptibilidad al cáncer, causado 

por inmunovigilancia deficiente del tumor.  

Materiales y Métodos: Para identificar el perfil de inmunosenescencia y su relación con 

una respuesta inmune deficiente a la vacunación y una mayor susceptibilidad al desarrollo 

de enfermedades como el cáncer, se analizó mediante citometría de flujo multiparamétrica 

el perfil fenotípico y funcional de diferentes subpoblaciones de leucocitos en sangre 

periférica de tres grupos de voluntarios: (i) adultos mayores sanos, (ii) adultos mayores 

sanos vacunados con toxoide tetánico y (iii) mujeres con cáncer de mama antes y después 

de la quimioterapia. Los datos recolectados se analizaron manualmente utilizando el 

software de análisis FlowJo y mediante algoritmos automatizados de reducción de 

dimensionalidad (t-SNE) y agrupamiento no supervisado (FlowSOM y CITRUS). Este 
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protocolo fue aprobado por el comité de ética de la facultad de medicina de la Universidad 

Nacional de Colombia No. 008-063. 

Resultados: (i) Los adultos sanos exhiben un incremento de monocitos proinflamatorios 

con una disminución en la respuesta al estímulo inflamatorio, y un número mayor de 

poblaciones senescentes de células asesinas naturales y linfocitos T, (ii) Los adultos 

mayores tienen una menor expansión de LTfhc después de la vacunación contra toxoide 

tetánico que los jóvenes, y una menor expresión de Bcl-6, CXCR3 y CD40L, moléculas 

importantes para la diferenciación de LTfhc y su interacción en los centros germinales con 

linfocitos B y (iii) las pacientes con cáncer de mama prequimioterapia exhiben cambios en 

la frecuencia y el fenotipo de diferentes poblaciones de leucocitos con características de 

inmunosenescencia y agotamiento celular, que pueden estar afectando su capacidad de 

inmunovigilancia. Después de la quimioterapia neoadyuvante hay cambios asociados con 

inmunomodulación, pero también un incremento en marcadores de senescencia. 

Conclusiones: Encontramos cambios asociados con la inmunosenescencia que podrían 

aumentar la susceptibilidad de los adultos mayores a enfermedades crónicas no 

transmisibles, infecciones y cáncer, una menor capacidad de expansión de Tfh en adultos 

mayores como lo demuestra la respuesta de vacunación al toxoide tetánico. Y en pacientes 

con cáncer de mama, las características de inmunosenescencia de los leucocitos pueden 

estar asociadas con un mecanismo de escape del tumor. Además, la quimioterapia podría 

tener un papel ambiguo sobre los leucocitos, por un lado, generando cambios funcionales 

para favorecer la reactivación de la inmunovigilancia y, por otro, aumentando la 

senescencia en las células asesinas naturales y los Linfocitos T. 

 

Palabras clave: (Inmunosenescencia, Agotamiento de LT, Citometría de Flujo, 

Cáncer de mama, Toxoide tetánico).  
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Abstract 

Cellular study of immunosenescence in vaccinated older adults and patients with 

breast cancer 

Introduction: The continuous improvement of sanitation conditions has increased the 

population's life expectancy (aging) and the higher prevalence of chronic non-

communicable diseases in most countries. Aging is a heterogeneous health-disease 

process characterized by the progressive deterioration of the functional capacity of the cells 

that make up the body, including those that make up the immune system. This deterioration 

on cells compromise proliferative capacity, promote cell cycle arrest, the expression of 

markers associated with senescence and depletion, the production of pro-and anti-

inflammatory cytokines, and the accumulation of senescent cells. In addition, aging of the 

immune system (Immunosenesence) has been associated with a lower capacity to respond 

to vaccination (partially explained by changes in the frequency and phenotype of CD4 + T 

follicular helper cells (LTfh)) and greater susceptibility to cancer, caused by poor 

immunosurveillance of the tumor. 

Materials and Methods: To identify the immunosenescence profile and its relationship 

with an inadequate immune response to vaccination and greater susceptibility to the 

development of diseases such as cancer, the phenotypic and functional profile of different 

subpopulations of leukocytes was analyzed using multiparametric flow cytometry in 

peripheral blood samples from three groups of volunteers: (i) healthy older adults, (ii) 

healthy older adults vaccinated with tetanus toxoid, and (iii) women with breast cancer 

before and after chemotherapy. The collected data were analyzed manually using FlowJo 

analysis software and automated algorithms for dimensionality reduction (t-SNE) and 

unsupervised clustering (FlowSOM and CITRUS). This protocol was approved by the 

ethics committee of Universidad Nacional de Colombia No. 008-063. 

Results: (i) Healthy older adults show an increase in pro-inflammatory monocytes with a 

decrease in response to the inflammatory stimulus and increased natural killer and T 
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senescent cells number of senescent populations (ii) Older adults showed less expansion 

of TFH after vaccination against tetanus toxoid than young people, and a lower expression 

of Bcl-6, CXCR3, and CD40L, essential molecules for the differentiation of TFH and its 

interaction in the germinal centers with B lymphocytes and (iii) the patients with pre-

chemotherapy breast cancer exhibits changes in the frequency and phenotype of different 

populations of leukocytes with characteristics of immunosenescence and cellular depletion, 

which may be affecting their immunosurveillance capacity. post-chemotherapy, there are 

changes associated with immunomodulation, but also an increase in senescence markers. 

Conclusions: We found changes associated with immunosenescence that could increase 

the susceptibility of older adults to chronic non-communicable diseases, infections, and 

cancer — a lower expansion capacity of TFH in older adults as shown by vaccination 

response to tetanus toxoid. And in patients with breast cancer, the immunosenescence 

characteristics of leukocytes may be associated with a tumor escape mechanism. 

Furthermore, chemotherapy could have an ambiguous role on leukocytes, on the one hand, 

generating functional changes to favor the reactivation of immunosurveillance and, on the 

other, increasing senescence in natural killer cells and T cells. 

 

Keywords: (Immunosenescence, T cells exhaustion, Flow Cytometry, Breast cancer, 

Tetanus toxoid).  
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Introducción 

El crecimiento de la población mundial ha sido acompañado de un incremento en la 

esperanza de vida. En este momento, el 10% de la población corresponde a adultos 

mayores de 60 años y se calcula que para el 2050 el porcentaje será del 21%, es decir, un 

aumento de 600 a 2000 millones de adultos mayores (persona de 60 años o más edad (1)) 

(2). La población colombiana sigue la tendencia de los países desarrollados como 

resultado de avances tecnológicos y científicos, mejores condiciones de saneamiento 

básico y salud, con una mejora en la esperanza de vida al nacer y mayor supervivencia de 

personas mayores de 60 años. En el año 2013 en el país habían 4.962.491 de adultos 

mayores (10.53% del total de la población) y se estimaba una tasa de crecimiento de 3,76% 

para el año 2020, la más alta de la población total. Estos cambios en la dinámica 

poblacional demandan nuevas políticas de salud pública y destinación de un mayor 

presupuesto para el sistema de seguridad social en salud, debido a la susceptibilidad de 

la población mayor a sufrir enfermedades crónicas no transmisibles e infecciones (3). 

Como se ha demostrado con la alta incidencia de morbi-mortalidad por covid-19 en este 

grupo poblacional en nuestro país. 

El envejecimiento produce cambios en las células y tejidos que afectan el desempeño de 

los diferentes órganos y sistemas biológicos. El sistema inmune al igual que otros sistemas 

sufre cambios con el envejecimiento lo cual favorece por un lado, una mayor 

susceptibilidad a las infecciones por ciertos patógenos, y por el otro, el desarrollo de 

enfermedades crónicas no transmisibles responsables de la alta morbilidad como 

enfermedades cardiovasculares, el cáncer y enfermedades autoinmunes (4). La efectiva 

competencia del sistema inmune a lo largo de la vida para responder a múltiples patógenos 

es resultado del trabajo coordinado de la inmunidad innata y adaptativa (5). Durante el 

envejecimiento estos dos componentes del sistema inmune experimentan cambios en el 

fenotipo y función de diferentes poblaciones celulares conocidos como 

inmunosenescencia.  
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La inmunosenescencia es un proceso que se ha caracterizado principalmente por: (i) 

Incapacidad para responder a nuevos agentes infecciosos, (ii) respuestas de linfocitos de 

memoria no sostenidas, (iii) Disminución de las poblaciones de linfocitos vírgenes o 

inmaduros y aumento de los linfocitos terminalmente diferenciados, y (iv) una inflamación 

crónica de bajo grado, definida en inglés con el término “inflammaging” (6, 7).  

En la última década, abundante evidencia científica señala que el envejecimiento del 

sistema inmune está asociado a cambios en el fenotipo y función de distintos subtipos de 

leucocitos como monocitos, neutrófilos, células dendríticas, células asesinas naturales 

(NK) linfocitos T y linfocitos B (8). En la actualidad, se considera que el envejecimiento de 

las células del sistema inmune es responsable de una susceptibilidad inmunológica que 

predispone a individuos de la tercera edad a una menor capacidad de respuesta a las 

vacunas y a una mayor incidencia de enfermedades infecciosas con altas tasas de 

mortalidad (9). Así mismo, la inmunosenescencia está asociada a un mayor riesgo de 

desarrollo de cáncer con la edad, lo cual puede estar asociado a la deficiente capacidad 

de eliminar células senescentes y apoptóticas, que favorece la acumulación de células con 

capacidad de secretar factores que estimulan la tumorogénesis (2, 10, 11). A pesar de 

estas observaciones alrededor del probable efecto que tiene la inmunosenescencia en la 

morbi-mortalidad del adulto mayor, no existe información precisa acerca de las bases 

celulares del envejecimiento de las células del sistema inmune en la población general y 

menos en nuestra población. A pesar de la enorme investigación en el área aun es 

necesario profundizar y esclarecer cuestiones como: (i) Identificar bio-marcadores 

celulares que permitan tipificar un fenotipo senescente; (ii) establecer si hay relación entre 

inmunosenescencia y agotamiento inmune; (iii) investigar el papel que puede jugar la 

inmunosenescencia en cáncer y (iv) describir características senescentes en los leucocitos 

que pueden afectar la respuesta del adulto mayor a las vacunas, son preguntas pendientes 

por resolver y cuyas respuestas son importantes para el diseño de estrategias  a 

salvaguardar la calidad de vida y la salud de individuos de la tercera edad. En este proyecto 

fueron diseñados una serie de experimentos orientados a: (i) monitorear cambios de 

inmunofenotipo de algunas poblaciones de leucocitos asociadas a la edad; (ii) examinar 

respuesta alteraciones en las células del sistema inmune del adulto mayor que quizás 

expliquen la respuesta deficiente de estos individuos a la vacunación; (iii) identificar un 

fenotipo celular senescente que predisponga al desarrollo del cáncer de mama, y (iv) 
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evaluar si el fenotipo celular senescente en estas pacientes es reversible en pacientes que 

experimentan una respuesta clínica favorable al tratamiento antitumoral.   

En Colombia, existe el Programa Ampliado de Inmunizaciones (PAI) que “tiene como 

objetivo la eliminación, erradicación y control de las enfermedades inmunoprevenibles en 

el país” (12). En Bogotá, se realiza la vacunación contra influenza estacional de manera 

gratuita en adultos mayores de 60 años (identificado como grupo de alto riesgo) (12). 

Además de la influenza, dentro del esquema nacional de vacunación, las vacunas 

recomendadas para la tercera edad son tétanos y difteria, herpes zoster y neumococo (13). 

No obstante, pese a los programas de inmunización esta población sigue siendo de alto 

riesgo para el desarrollo de estas enfermedades, lo cual se atribuye al fenotipo senescente 

de su sistema inmune. Por esta razón, es necesario identificar marcadores y posibles 

blancos de inmunosenescencia terapéuticamente modificables, que quizás permitan 

mejorar la eficacia protectora de las vacunas en esta población (9). El grupo de 

inmunología y medicina traslacional (I&MT) ha realizado estudios comparando la respuesta 

a la vacuna contra el tétanos (TT) entre individuos jóvenes y adultos mayores de 65 años, 

en este último grupo, encontró una deficiente expansión de linfocitos T foliculares helper 

(LTfh), una población de linfocitos T CD4+ importante para la producción de anticuerpos 

(14). Con base en estos resultados, en una cohorte de voluntarios jóvenes y adultos 

mayores sanos que recibieron la vacuna contra TT, se comparó el grado de expansión de 

LTfh con fenotipo stem (LTscm) en respuesta a la vacunación ex vivo y en respuesta a la 

estimulación in vitro con el antígeno (TT) (15). 

Por otro lado, en Colombia, la primera causa de muerte por cáncer en mujeres es el cáncer 

de mama con un 14% de mortalidad total (16) con una incidencia del cáncer que 

incrementa con la edad (17).  Estudios realizados por el grupo de I&MT en pacientes con 

cáncer de mama han permitido identificar algunos marcadores en células dendríticas y 

Linfocitos T que sugieren disminuida capacidad funcional de estas células cuando se 

compara su desempeño funcional con las de mujeres sanas (18). De manera interesante, 

la deficiencia funcional de estas células en pacientes con cáncer de mama se recupera 

luego de la terapia antitumoral (19, 20). En la presente investigación nos propusimos 

evaluar si estos marcadores hacen parte de un fenotipo senescente y si marcadores 

sugestivos de senescencia descritos por otros investigaciones como: (i) la disminución de 

la población de LT vírgenes, (ii) incremento de monocitos con perfil proinflamatorio (21) y 

(iii) si linfocitos T efectores senescentes (detectados por la producción de B-galactosidasa 
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y aumento de p16 y p21), son características de LT de mujeres recién diagnosticadas con 

cáncer de mama y cómo evolucionan estos marcadores luego del tratamiento antitumoral. 

Consideramos, que un mejor entendimiento de los cambios fisiológicos que ocurren con el 

envejecimiento y la identificación de marcadores de senescencia de células del sistema 

inmune asociados a la aparición del cáncer de mama, quizás permitan mejorar las 

estrategias del tratamiento de estas pacientes. 

Este estudio, es una investigación biomédica de carácter preclínico con un diseño 

experimental comparativo (22). Utilizando muestras de sangre periférica de varios grupos 

de estudio se analizaron diferentes subpoblaciones de leucocitos con el propósito de 

mejorar el conocimiento acerca de las bases celulares de la inmunosenescencia y su 

relación con la pobre respuesta a la vacunación y al cáncer de mama en nuestra población. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Identificar marcadores celulares de inmunosenescencia que se correlacionen con la pobre 

respuesta a la vacunación en adultos mayores y a la susceptibilidad al cáncer de mama 

en mujeres. 

 

Objetivos específicos 

1. Identificar marcadores de senescencia en células de los componentes del 

sistema inmune innato y adaptativo en adultos mayores sanos. 

 

2. Analizar la respuesta a la vacunación de linfocitos T CD4+ Foliculares Helper 

(LTfh) en individuos adultos mayores sanos. 

 

3. Asociar la deficiencia funcional de Linfocitos T (LT) y células presentadoras de 

antígeno (APC) en mujeres con cáncer de mama con un fenotipo 

inmunosenescente y su respuesta a la terapia neoadyuvante. 
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Metodología 

Este trabajo es una investigación biomédica con un diseño experimental comparativo (22).  

En este estudio, mediante muestras de sangre periférica de tres grupos de voluntarios se 

realizó el análisis de diferentes poblaciones de leucocitos con el propósito de mejorar el 

conocimiento acerca de las bases celulares de la inmunosenescencia y su relación con la 

respuesta a las vacunas y la susceptibilidad al cáncer de mama. 

Diseño experimental 

En el presente proyecto de investigación se utilizaron PBMCs aisladas de sangre periférica, 

mediante ensayos ex vivo e in vitro se evaluaron marcadores asociados con senescencia 

en distintas células del sistema inmune. Los grupos de estudio fueron: (i) jóvenes y adultos 

mayores (≥60 años) sanos, (ii) jóvenes y adultos mayores (≥65 años) sanos vacunados 

con toxoide tetánico y (iii) mujeres con cáncer de mama y contrapartes sanas.  

Universo de estudio y selección de la muestra 
poblacional 

Las instituciones donde se presentó el proyecto para la recolección de las muestras de 

estudio fueron: (i) Unisalud y Facultad de Medicina-UNAL (ii) Hospital Universitario 

Nacional de Colombia (HUN) y (iv) Instituto Nacional de Cancerología (INC). Después de 

la aprobación del protocolo de investigación en cada institución, las personas que 

aceptaron participar firmaron el consentimiento informado y donaron muestras de sangre 

periférica de 60 ml/toma en tubos heparinizados previa asepsia y antisepsia. Las muestras 

fueron procesadas en el laboratorio de Inmunología y Medicina traslacional de la Facultad 

de Medicina. Las PBMCs se obtuvieron mediante separación por gradiente de densidad 

con Ficoll® hipaque; de acuerdo con la actividad experimental se analizaron ex vivo o 

fueron congeladas en vapores de nitrógeno líquido hasta su uso. Un registro del número 

de viales congelados, número de células por vial y viabilidad (evaluada con azul de tripán), 

fue registrado bajo un código en base de datos. 
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Muestra no probabilística por conveniencia: Las muestras obtenidas de los individuos 

voluntarios fueron utilizadas para hacer los ensayos experimentales. 

Las muestras obtenidas de los individuos voluntarios correspondieron a los siguientes 

grupos: 

Tabla 1. Numero de muestras de sangre periférica obtenidas de cada grupo 
Grupo # de sujetos  

Adultos mayores ≥ 60 años sanos 1 punto/tiempo (n= 10) 

Adultos jóvenes ≥ 18 y hasta 30 años sanos 1 punto/tiempo (n= 10) 

Adultos mayores ≥ 65 años sanos vacunados (Toxoide Tetánico) 3 puntos/tiempo (n= 5) 

Adultos jóvenes ≥ 18 y hasta 30 años sanos vacunados (Toxoide Tetánico) 3 puntos/tiempo (n= 5) 

Mujeres con cáncer de mama 2 puntos/tiempo (n= 10) 

Mujeres sanas contrapartes de la misma edad de pacientes 1 punto/tiempo (n= 10) 

Total 80 muestras 

 

Citometría de flujo 

En ensayos con PBMCs de individuos jóvenes e individuos ≥60 años se compararon:  

Primero: Las subpoblaciones de monocitos que expresan diferencialmente los 

marcadores (CD14 y CD16), la respuesta de monocitos a dos tipos de estímulo 

proinflamatorio (agonistas de TLRs y citoquinas proinflamatorias), mediante la producción 

de citoquinas por CBA, la expresión de TLR 2, 3, 4 y 9, y el grado de diferenciación de 

monocitos a DCs maduras midiendo la expresión de HLA-DR, CD83, CD80 y CD40. 

Segundo: Las subpoblaciones de NKs (CD56/CD16) y la expresión de marcadores 

asociados con senescencia y activación de NKs como CD57, NKG2D, NKp30 y KLRG1. 

Tercero: La expresión diferencial de los marcadores: KLRG1 y CD57 en células vírgenes, 

de memoria y efectoras (determinadas por la expresión diferencial de los marcadores 

(CD45RA y CD62L) en Linfocitos T (CD3+) tanto CD4+ como CD8+. 

En el grupo que recibió la vacuna con TT se evaluó el compartimento de LT CD4+ y el 

grado de expansión de LTfh ex vivo en respuesta a la vacunación e in vitro en respuesta a 

la estimulación con el antígeno (TT). 

Finalmente, en leucocitos de pacientes con cáncer de mama antes y después de 

quimioterapia se midió: Primero: Las subpoblaciones de monocitos que expresan 
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diferencialmente los marcadores (CD14 y CD16), y la expresión de PD-L1 y HLA-DR, el 

grado de diferenciación de monocitos a DCs maduras midiendo la expresión de HLA-DR, 

CD83, CD80 y CD40. Segundo: Las subpoblaciones de NKs (CD56/CD16) y la expresión 

de marcadores asociados con maduración y memoria como CD57, NKG2D, NKp30 y 

KLRG1 (23). Tercero: La expresión diferencial de los marcadores: KLRG1, CD57, PD1, 

CTLA4, LAG3 y TIM3 en células vírgenes, de memoria y efectoras (determinadas por la 

expresión diferencial de los marcadores (CD45RA y CD62L) en Linfocitos T (CD3+) tanto 

CD4+ como CD8+ utilizando citrus (análisis multiparamétrico automatizado de datos de 

citometría de flujo) y FlowSOM. Cuarto:  La capacidad de internalización del CD3+, la 

fosforilación de pZAP70 y la proliferación como medida indirecta de la expresión de Ki-67, 

después de la estimulación in vitro con perlas acopladas a anticuerpos anti CD2/CD3 y 

CD28. Quinto: la producción de β-galactosidasa y la expresión de p16 y p21 (marcadores 

de senescencia celular) en Linfocitos T. 

 

Figura 1. Estrategia metodológica 
La gráfica resume las actividades experimentales realizadas en cada grupo de estudio que corresponden a los 
objetivos uno, dos y tres, respectivamente. Creado con BioRender.com. 
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Tabla 2. Paneles de anticuerpos 

Población celular Panel 

Monocitos FITC anti-CD14 (M5E2), PE/Cy5 anti-CD16 (3G8), PE/Dazzle594 anti-HLA-

DR (L243) y APC anti-PD-L1 (29E.2A3) 

Monocitos TLRs APC anti-CD14, PE/Cy5 anti-CD16, FITC anti-TLR2 o PE anti-TLR4. Para 

TLR3 y TLR9 se utilizarón FITC anti-CD14, PE/Cy5 anti-CD16, APC anti-

TLR3 o PE anti-TLR9, 

DCs derivadas de 

Monocitos 

FITC anti-CD14 (M5E2), PE/Cy5 anti-CD16 (3G8), PECy7 anti-CD83, 

PE/Dazzle594 HLA-DR, PE anti- CD80 y APC anti-CD40. 

Natural Killer Pacific blueTM anti-CD3, FITC anti-CD56 (5.1H11), APC anti-CD57 (HNK-1), 

APC/FireTM750 anti-KLRG1(SA231A2), PECy7 anti-NKp30 (P30-15), PE 

anti-NKG2D (1D11) 

Linfocitos T foliculares 

helper 

Biolegend: PE anti-CD40L (24-31), Pacific blueTM anti-CD3 (HIT3a), Brillant 

violet 510TM anti-CD4+ (SK3), APC/Cy7 anti-CD45RA (HI100), FITC anti-

CCR7 (G043H7), Alexa fluor 647 anti-CD95 (Dx2), Alexa fluor 700 anti-ICOS 

(C398.4A), PerCP/Cy5.5 anti-PD1 (EH12.2H7), PE/Cy7 anti-CXCR5 

(J252D4), Brillant violet 650 anti-CXCR3 (G025H7) y PE/Dazzle594 anti-Bcl-

6 (7D1). 

Linfocitos T Pacific blueTM anti-CD3, Brillant violet 510TM anti-CD4+ (SK3), PE/Dazzle594 

anti-CD8 (SK1), FITC anti-CD45RO (UCHL1), PerCP/Cy5.5 anti-PD1 

(EH12.2H7), PE/Cy7 anti-CTLA4 (L3D10), PE anti-TIM3 (F38-2E2), y 

APC/FireTM750 anti-KLRG1(SA231A2). BD bioscience: BV711 anti-CD62L 

(DREG-56), APC anti-CD57 (NK-1) y BV786 anti-LAG3 (T47-530). 

Fosforilación de ZAP70 y 

proliferación de Linfocitos T  

PE/Dazzle594 anti-CD8 (SK1), FITC anti-CD45RO (UCHL1), Alexafluor700 

anti-CD62L (DREG-5b), PE anti-Ki-67 (11F6) y Alexafluor647 anti-pZAP70 

(1503310). 

Producción intracelular de 

citoquinas en LT 

PE/Dazzle594 anti-CD8 (SK1), APC anti-CD28, APC/Cy7 anti-CD27, FITC 

anti-IL-2, BV605 anti-TNF y PE anti-IFNγ 

Actividad de la β-

galactosidasa y expresión 

de p16 y p21 

Brillant violet 510TM anti-CD4+ (SK3), PE/Dazzle594 anti-CD8 (SK1), APC 

anti-CD45RA y APC/Cy7 anti-CD27, PE anti-p16 (Biolegend), Alexa405 anti-

p21 (Santacruz), y el Senescence green Flow cytometry assay kit, de 

ThermoFisher. 

 

Los datos fueron analizados manualmente con FlowJo V10.0 y mediante análisis 

automatizado con tSNE, FlowSOM y Citrus. 
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Figura 2.  Resumen de la estrategia de análisis utilizada en cada subpoblación celular. 
La gráfica resume las estrategias de análisis utilizadas para cada una de las subpoblaciones celulares 

analizadas. Creado con BioRender.com. 
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Capítulo 1: Marcadores de senescencia en 
células de los componentes del sistema 
inmune innato y adaptativo en adultos 
mayores sanos. 

1.1 Estado del arte 

El aumento de la esperanza de vida al nacer y la disminución de la natalidad consecuencia 

de mejores políticas de salud pública y desarrollo socioeconómico, han favorecido la 

transición demográfica hacía un incremento de la población mayor de 60 años en todo el 

mundo. Sin embargo, la susceptibilidad de la población mayor a enfermedades crónicas e 

infecciones, demanda cambios en la sociedad y en las políticas públicas para garantizar la 

salud, la capacidad funcional y la calidad de vida de los adultos mayores (24). 

El envejecimiento es posiblemente el aspecto más familiar, aunque menos comprendido, 

de la biología humana (25). Los eventos celulares que subyacen al envejecimiento humano 

se han asociado con la senescencia replicativa, descrita como el estado de arresto 

irreversible del ciclo celular, experimentado por todas las células mitóticamente 

competentes después de una cantidad predecible de divisiones celulares (límite de 

Hayflick), una barrera intrínseca natural exhibida por todas las células del organismo a la 

división celular ilimitada (26). El mecanismo que monitorea la división celular y media las 

señales de senescencia replicativa es la longitud de los telómeros (27). Durante la división 

celular, la síntesis incompleta de la hebra de ADN genera la pérdida de 50 a 200 bases en 

cada división y el consecuente acortamiento de los telómeros hasta una longitud crítica lo 

cual estimula eventos de inestabilidad cromosómica que pueden activar la apoptosis o el 

arresto del ciclo celular (27). 

Así mismo, las células continuamente están experimentando estímulos estresores 

exógenos y endógenos incluyendo: telómeros disfuncionales, daño en el DNA, 
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estimulación excesiva por mitógenos y alteración de la cromatina, a los que pueden 

responder en un rango que va desde la completa recuperación hasta la muerte celular, 

entre estas respuestas está la senescencia celular, que permite proteger al organismo del 

desarrollo del cáncer. No obstante, las células senescentes adquieren cambios fenotípicos 

que pueden contribuir con el envejecimiento y enfermedades relacionadas con la edad, 

incluido el cáncer, en etapas tardías de la vida (11). Con el envejecimiento la regeneración 

y la reparación tisular disminuyen consecuencia de una mayor cantidad de células 

senescentes. El hecho de que la senescencia celular en un organismo joven sea 

beneficiosa (previene el cáncer) mientras que, en organismos viejos sea perjudicial 

(promueve el cáncer), es lo que se ha denominado como pleiotropía antagonista (11). 

1.1.1 Inmunosenescencia 

En el año 2000, la población mayor de 60 años representaba el 10% de la población según 

datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS), y se proyecta que para el 2050 los 

mayores de 65 años representen el 22% de la población total (5). El envejecimiento 

representa un estado paradójico de inmunodeficiencia e inflamación que favorece la 

autoinmunidad en la mayoría de los casos no-órgano específica, el cual está ligado a la 

alteración de diferentes componentes del sistema inmune (células inmunes, órganos 

linfoides y factores solubles) asociados a una mayor susceptibilidad a adquirir infecciones, 

a desarrollar enfermedades crónicas, menor respuesta a la vacunación y una mayor 

incidencia de cáncer. A este conjunto de cambios del sistema inmune ligados a la edad 

que tienen como resultado una deficiente vigilancia de los tumores, de los agentes 

infecciosos y una mayor susceptibilidad a la autoinmunidad se le ha denominado 

inmunosenescencia (4). 

La inmunosenescencia es multifactorial, depende en gran medida de factores ambientales, 

retos antigénicos y modificaciones epigenéticas inherentes a la experiencia del sistema 

inmune de cada individuo (Inmunobiografía) (28). La acumulación en órganos linfoides de 

células efectoras y de memoria, causada por la estimulación y exposición continua a 

antígenos se caracteriza por: (i) falla en la habilidad para responder a nuevos antígenos, 

(ii) respuestas de memoria no sostenida y expansión de células terminalmente 

diferenciadas, (iii) contracción del repertorio de células inmaduras y (iv) Inflamación crónica 

de bajo grado (6, 10).  
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La heterogeneidad de las respuestas del sistema inmune para responder a los antígenos 

depende de las experiencias previas del individuo, el género, los estilos de vida, el estado 

funcional e incluso el nivel socioeconómico y el bienestar psicológico. Con el 

envejecimiento se incrementa esta heterogeneidad, resultado del remodelamiento del 

sistema inmunológico a lo largo de la vida lo que contribuye al aumento en el riesgo de 

infecciones, cáncer y enfermedades autoinmunes (29). Estos cambios asociados con la 

edad afectan tanto a la inmunidad innata como adaptativa, y generan deterioro en las 

funciones y actividades del sistema inmune. Aunque muchos aspectos del sistema inmune 

se deterioran con el envejecimiento, existe evidencia de un incremento en la activación de 

algunas células en un intento por mantener respuestas inmunes efectivas, lo cual puede 

ser beneficioso para responder contra el cáncer e infecciones, pero puede acarrear un 

aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes y enfermedades crónicas 

en la vejez (30). La OMS desde el año 2000, ha propuesto políticas de salud para la 

prevención o compensación de los defectos inmunológicos como objetivo del 

envejecimiento saludable. En este sentido, la investigación sobre el envejecimiento inmune 

busca encontrar características de la senescencia susceptibles de ser manipuladas o 

revertidas, para mejorar la calidad de vida de los adultos mayores.  

El compromiso funcional de diferentes subpoblaciones celulares del sistema inmune con 

la edad se evidencia en células inmunes innatas, en el caso de monocitos y células 

dendríticas, por el aumento de subpoblaciones proinflamatorias, la disminución en la 

expresión de TLRs y una menor capacidad para procesar y presentar los antígenos; y en 

el caso de las células asesinas naturales (células NK), por el aumento de su capacidad 

citolítica, citotóxica y disminución del número de células NK inmaduras (31). En células de 

la inmunidad adaptativa como linfocitos T, la edad avanzada está asociada a la disminución 

de poblaciones de linfocitos T vírgenes, disminución de la expresión de CD28 y diversidad 

del TCR, aumento de la expresión de CD57, KLRG1 y PD1, y aumento de la sensibilidad 

a señales pro-apoptóticas. En el caso de linfocitos B de los adultos mayores producen 

anticuerpos con menor especificidad  por el antígeno, menor capacidad de recombinación 

de clase y una alta expresión de los genes p16 y ARF asociados con la activación de vías 

de senescencia (Tabla 3. Características del envejecimiento inmunológico.) (32). A 

continuación, se describen los principales cambios reportados en la literatura en las 

subpoblaciones celulares de interés.  
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Tabla 3. Características del envejecimiento inmunológico. 
Tipo 

celular 
Modelo Cambios asociados con el envejecimiento Referencia 

Monocitos Humano 

↓ función de los TLR 1/2, ↓ producción de citoquinas post-estimulación, ↓ expresión 
de los TLR 1 

(33) 

↑ monocitos proinflamatorios, ↓ función de los TLR 1/2, ↓ producción de citoquinas 
post-estimulación, ↓ expresión de los TLR 1, ↓ fosforilación de ERK1/2 

(34) 

↓ expresión de HLA-DR y CX3CR1, ↑ monocitos proinflamatorios, ↑ CCL2 en suero (35) 

↓ expresión de CCR2 y CX3CR1, ↑ monocitos proinflamatorios, ↑ interleucinas 
proinflamatorias en suero 

(36) 

↑ expresión de genes asociados con el inflamosoma (NLRC4, NLRC5 e IL1B) (37) 

↑ expresión de receptores TAM (38) 

↓ expresión de TRAF 3, alteración en la señalización RIG-I, ↓ activación de IFN I (39) 

Macrófagos Humano ↓ Quimiotaxis, ↓ proliferación (40) 

Neutrófilos Humano ↓ Quimiotaxis, ↓ proliferación (40) 

Células 
dendríticas 

Humano 

↓ pDCs, ↓ producción de IFNα, (41) 

↓ pDCs, ↓ producción de citoquinas post-estimulación TLRs, ↑ producción de 
citoquinas sin estimulación, ↓ expresión de TLRs 

(42) 

Ratón 

↓ pDCs, ↓ producción de citoquinas (TNFα, IL-6, IL-10) después de la estimulación 
con LPS 

(43) 

↓ la capacidad de procesar y presentar el antígeno, ↓ la capacidad de presentación 
cruzada y consecuente activación de CD8+ 

(44) 

↓ la expresión de CD141 y GARP en respuesta a la estimulación con ácido 
retinoico, en consecuencia ↓ la producción de IL-10 y ↓ en la activación de LT 
reguladoras 

(45) 

Natural 
Killer  

Humano  

↑ subpoblación CD56dim, ↓ subpoblación CD56bright, ↓ expresión de NKp30, NKp46 (44) 

↑ expresión de CD57, NKG2C (46) 

↓ actividad citotóxica antitumoral  (40) 

MDSC Humano ↑ número de células circulantes  (47) 

Linfocitos T 
CD4+ 

Humano 

↓ expresión de CD28 (48) 

↑ de las poblaciones terminalmente diferenciadas, ↑ expresión de KLRG1, CD57, 
↑ expresión nuclear de γH2AX 

(49) 

↑ expresión de p38, ↓ Actividad de la telomerasa y la proliferación (50) 

Ratón  

↑ expresión receptores inhibitorios (PD1, ICOS, CTLA4, TIM3, LAG3, KLRG1 Y 
NKG2A) 

(51) 

↓ capacidad de generar memoria (49) 

↓ la capacidad de activación de las CD4+ y ↓ la habilidad de contribuir con la 
respuesta de linfocitos B y la generación de anticuerpos 

(52) 

↑ La variabilidad transcripcional y desestabilización de la cromatina (53) 

Linfocitos T 
CD8+ 

Ratón 

↓ población virgen, ↓ capacidad de activar linfocitos T específicos a nuevos 
antígenos 

(54) 

↓ población virgen, ↓ diversidad y función (55, 56) 

Humano 

↓ población virgen, ↓ diversidad y función, ↑ población efectora de memoria (57, 58) 

↑ expresión de KLRG1, CD57, γH2AX, p38 y p16, ↓ expresión de CD28,  (57-59) 

Los LT de memoria centrales y vírgenes exhiben patrones de transcripción más 
diferenciados ↑ eucromatina, ↓ NRF1, ↓ capacidad de fosforilación oxidativa 

(60) 

↑ apoptosis inducida por TNF-α en los LT vírgenes (N) y de memoria central (CM), 
↓ expresión de TRAF-2 y RIP, ↓ fosforilación de JNK, IKKα/β, and IκBα y ↓ 
activación de NF-κB en LT N y CM 

(61) 
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▪ Línea monocito-macrófago 

Los monocitos son células de la inmunidad innata capaces de iniciar respuestas contra 

patógenos invasores y de activar la respuesta inmune adaptativa a partir de la presentación 

de antígenos (62). Los monocitos pueden ser diferenciados en tres subpoblaciones de 

acuerdo con la expresión diferencial de los marcadores CD14 (receptor de 

lipopolisacáridos) y CD16 (receptor FcγRIII). La primera población CD14++CD16- conocidos 

como monocitos clásicos, representan el 80 a 90% del total de monocitos periféricos, 

expresan CD62L, CD64 y CCR2 con bajo nivel de CX3CR1. La segunda población, 

monocitos intermedios que expresan CD14+CD16+, expresan CD64 y CD32 tienen 

actividad fagocítica, expresan altos niveles de CX3CR1, tienen un perfil proinflamatorio 

caracterizado por la alta producción de TNFα en respuesta a estímulos TLR2 y TLR4 y 

representan el 5 al 10% del total de monocitos de sangre periférica (31). Y una tercera 

población de monocitos no clásicos que expresan bajos niveles de CD14, CD14low CD16+, 

carecen de la expresión de otros receptores Fc, son pobremente fagocíticos y no producen 

TNFα o IL-1β en respuesta a la estimulación con LPS (63). 

Algunos estudios sobre los monocitos de adultos mayores han identificado un aumento en 

la subpoblación de monocitos CD16+ con perfil proinflamatorio, y disminución en la 

expresión de moléculas MHC clase II alterando la presentación antigénica de estas células. 

Se ha encontrado que los monocitos en reposo de las personas mayores de 60 años 

presentan altos niveles de IL-6 e IL-8 y menor producción de citoquinas TNFα e IL-6 

después de estimular los TLR1/TLR2 (34). Además, disminución en la expresión de TLR4 

y TLR8 y aumento en la expresión de TLR1 y TLR2 (33).  

Por otro lado, también se ha encontrado en los monocitos de este grupo etario, aumento 

en la expresión de receptores TAM (Tyro 3, Axl, and Mer), lo cual tiene implicaciones en la 

desregulación de la respuesta inmune asociada con el envejecimiento. Particularmente la 

vía Mer que es fundamental en el aclaramiento de células apoptóticas asociado con el 

desarrollo del envejecimiento inflamatorio (38). Molony y cols. (2017) identificaron también 

en estos monocitos, una disminución en la expresión de la molécula TRAF3, que afecta 

directamente las vías primarias y secundarias de señalización de RIG-1, encargadas de 

modular la transcripción de genes de IFN tipo I, sugiriendo que los monocitos de adultos 

mayores tienen deficiente producción de IFN tipo I (39). 
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Estas investigaciones demuestran que el fenotipo y el número de los monocitos se altera 

con el envejecimiento y se pueden correlacionar con la inflamación crónica de bajo grado 

y algunas enfermedades de la vejez (36). Sin embargo, se necesita mayor investigación 

para identificar si estos cambios contribuyen al desarrollo de las enfermedades o por el 

contrario son causados por estas. Considerando que los cambios sobre el sistema inmune 

dependen de diferentes factores externos e internos, este trabajo evaluó si estos cambios 

observados en otras poblaciones se presentan en la población colombiana. 

▪ Células Dendríticas 

Las células dendríticas (DCs) son células profesionales presentadoras de antígeno 

capaces de activar los linfocitos T vírgenes, son un vínculo clave entre la inmunidad innata 

y adaptativa (31). Las DCs se derivan de precursores mieloides y linfoides de tal manera 

que se pueden clasificar en células dendríticas mieloides (mDCs) y células dendríticas 

plasmacitoides (pDCs) (42). La activación de las DCs depende del reconocimiento de 

patógenos a través de los receptores de reconocimiento de patrón como los Receptores 

Toll (TLR por sus siglas en ingles), las mDCs se caracterizan por expresar TLR 1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7 y las células pDCs expresan TLR 7 y 9, cuando son estimuladas secretan IL-12, IL-

6 y TNFα e IFN tipo I y TNFα respectivamente (42). Las mDCs se encuentran en tejidos 

periféricos, órganos linfoides secundarios y circulando en sangre, mientras que las pDCs 

se encuentran circulando en sangre y entran a los órganos linfoides a través de las vénulas 

endoteliales. 

Las DCs disminuyen con el envejecimiento, disminuye la expresión de moléculas co-

estimuladoras y la producción de citoquinas afectando su capacidad de activar linfocitos T 

y estimular la proliferación (64). Panda y cols. (2010) compararon el número y función de 

las células dendríticas en individuos jóvenes y adultos mayores, encontrando en estos 

últimos: (i) disminución de la cantidad de células dendríticas, específicamente las pDCs 

circulantes de 3725 a 1975 células/ml, (ii) menor producción intracelular de citoquinas  

después de ser estimuladas con ligandos específicos para los TLRs (iii) aumento en la 

producción basal de citoquinas en las DCs y (iv) disminución de la expresión de los TLRs 

(42).  

De igual manera, en diferentes estudios se ha identificado que con el envejecimiento 

disminuye la capacidad de las DCs de capturar cuerpos apoptóticos. La falta de remoción 

de estos cuerpos promueve una necrosis secundaria con subsecuente inflamación tisular, 
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lo cual puede ocasionar autoreactividad por antígenos endógenos como consecuencia de 

una alta y variada cantidad de autoanticuerpos (64). Adicionalmente, las DCs de adultos 

mayores que aún tienen la capacidad de capturar los cuerpos apoptóticos tienden al 

parecer a producir mayor cantidad de citoquinas proinflamatorias y menor cantidad de 

antiinflamatorias (31). 

Con el envejecimiento también se ha identificado la disminución de la fosforilación de Akt 

y aumento en la fosforilación de p38 (MAPkinasa), en respuesta a la estimulación con 

lipopolisacáridos (LPS). Los defectos en esta vía de señalización están asociados con 

deterioro en la capacidad de fagocitosis, migración y aumento en la producción de 

citoquinas. La vía PI3K/Akt al parecer puede ser un regulador negativo de la respuesta 

inflamatoria mediada por TLR (31). En resumen, durante el envejecimiento las DCs 

disminuyen su capacidad de: (i) capturar antígenos, (ii) fagocitar patógenos y células 

apoptóticas, (iii) Migrar hacia los ganglios linfáticos, (iv) expresar moléculas co-

estimuladores (CD80/CD86), activar linfocitos T CD4+ y CD8+ y (v) producir de IFN tipo I 

e IFN tipo III (31, 42, 64). La alteración funcional de las DCs con el envejecimiento es de 

interés para el grupo de investigación debido a los trabajos de inmunoterapia del cáncer y 

vacunas basadas en células dendríticas diseñadas para estimular la activación y 

expansión de linfocitos T CD8+ con capacidad citotóxica sobre las células tumorales que 

permita su efectiva erradicación. Por lo tanto, dentro de este proyecto se evaluó la 

influencia de la edad sobre la capacidad de maduración de DCs derivadas de monocitos. 

▪ Natural Killer 

Las células NKs comprenden el 10-15% de la población de linfocitos circulantes, son 

células linfoides innatas caracterizadas por su habilidad de reconocer y eliminar células 

infectadas, células estresadas y células cancerígenas. Las NKs tienen dos grandes 

funciones: la citotoxicidad y la secreción de citoquinas y quimioquinas (65). Las NKs se 

identifican por la expresión de CD56 y CD16 y la ausencia de TCR/BCR en superficie. De 

acuerdo con el nivel de expresión de CD56 y CD16, se pueden clasificar en tres 

subpoblaciones principales: CD56bright CD16-, CD56dim CD16+ y CD56neg/- CD16+, y la 

expresión de CD57 en estas dos últimas subpoblaciones, se asocia con estadios 

senescentes y altamente citotóxicos (23, 66).  El envejecimiento fisiológico se acompaña 

de cambios en la composición, función y fenotipo de las subpoblaciones de NKs (65). En 

los adultos mayores se ha encontrado un aumento significativo del número de células NKs, 
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principalmente expansión de las células CD56dim y disminución de las células CD56bright, lo 

que sugiere una expansión de células maduras con la edad. Las subpoblaciones maduras, 

además expresan CD57 y KLRG1, y se caracterizan por ser células menos respondedoras 

a la estimulación con citoquinas y altamente citotóxicas (28, 31). 

Funcionalmente, las NKs son claves en la respuesta inmune innata por su capacidad de 

secretar múltiples citoquinas inmunomoduladoras como IFNϒ, TNFβ, GM-CSF, IL-10 e IL-

13. Sin embargo, las células NKs disminuyen la producción de citoquinas (<CD56bright) con 

la edad (44). La remodelación de subpoblaciones de células NKs también puede contribuir 

a la desregulación de la inmunidad adaptativa e innata, ya que las citoquinas producidas 

por las células CD56bright no solo son críticas para la activación de las DCs, sino que 

además interactúan con los monocitos que promueven la inflamación (31). 

La disminución en la producción de citoquinas con la edad, puede ser el resultado de 

alteraciones en la expresión de receptores de membrana. En individuos mayores de 60 

años se ha identificado una disminución en la expresión de NKp30 y NKp46, estos 

receptores están involucrados en el reconocimiento celular y la muerte de las células 

blanco, así como la interacción con las células dendríticas (31). De igual manera se ha 

encontrado disminución de la expresión de CD94 y DNAM-1, estas moléculas están 

involucradas en la regulación de la citotoxicidad y la producción de IFNϒ (23, 44). Estas 

alteraciones en el fenotipo y función de las NKs, se ha asociado a defectos del sistema 

inmune como: (i) incremento en la reactivación de Mycobacterium tuberculosis latente, (ii) 

baja respuesta a las vacunas, (iii) Respuesta inflamatoria sostenida y (iv) acumulación de 

células senescentes (65).En este trabajo se evaluó cambios en las NKs circulantes y la 

distribución de subpoblaciones con la edad. 

▪ Linfocitos T 

Los linfocitos T se someten a un remodelamiento continuo como resultado de la interacción 

constante con múltiples estresores en el medio interno y externo. En consecuencia, se 

genera una reorganización del sistema inmune a lo largo de la vida (67). Dada la 

importancia de la células vírgenes, una disminución en el tamaño de este compartimento 

tiene un efecto en la respuesta inmune debido a que son necesarias para responder tanto 

a las infecciones crónicas/latentes como a las nuevas infecciones mediante la expansión 

clonal y la diferenciación a subpoblaciones efectoras (4). En la edad adulta la homeostasis 

de las células T depende de la producción homeostática de los LT vírgenes, el recambio 
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permanece estable, cercano al 0.04%. Sin embargo, en adultos mayores se ha observado 

una aceleración del recambio de LT CD8 a partir de células T de memoria que favorece 

una expansión de células de memoria en estadios terminalmente diferenciados (67). 

Con la edad disminuye la población de linfocitos T vírgenes, resultado de la involución 

tímica, la acumulación de defectos en el ADN y el aumento de la expresión del factor de 

transcripción Batf, que limita la auto renovación de las células linfoides hematopoyéticas 

en respuesta al daño del DNA, y esta disminución se acompaña de aumento en las 

poblaciones de LT de memoria efectora (EM) (4-6). Así mismo, los adultos mayores 

exhiben una reducción en la diversidad del repertorio TCR y una alteración en las vías de 

señalización (alteración en la fosforilación de ERK, expresión a la baja de moléculas co-

estimuladoras como CD28/CD27 y regulación al alta de receptores inhibitorios) que afectan 

la consecuente activación y expansión de la población efectora y disminuye la 

polifuncionalidad del sistema (67).  

La diversidad del repertorio del TCR puede tornarse oligoclonal en las personas mayores 

con infeccionen latentes como el CMV. El impacto de estos cambios se manifiesta en 

respuestas inmunes menos potentes lo que implica una menor eficacia de las vacunas y 

mayor susceptibilidad a infecciones y al cáncer (68).  Los LT CD8+ diferenciados que 

pierden la expresión de receptores de superficie CD27 y CD28 exhiben características de 

senescencia que incluyen: (i) baja actividad proliferativa, (ii) acortamiento de los telómeros, 

(iii) disminución de la actividad de la telomerasa y (iv) expresión de marcadores asociados 

con senescencia (CD57 y KLRG1) y moléculas intracelulares (p38 y γH2AX) (58). La 

convergencia de características de la inmunidad innata y adaptativa en los LT CD8+ CD28- 

CD57+, es una particularidad de un sistema inmune senescente (69). Estos LT CD8 con 

fenotipo de NK también expresan a la alta receptores inhibitorios de NKs (KLRG1 y 

NKG2A) y activadores (NKG2C y NKG2D) (58). Diferentes estudios sugieren que las 

células T CD8+ terminalmente diferenciadas se vuelven menos dependientes de señales 

específicas del antígeno y más sensibles a señales innatas. Se ha propuesto que estos LT 

CD8+ senescentes pueden ser activados de manera independiente del TCR (en ausencia 

del antígeno especifico) a través de la acción de las citoquinas: IFN de tipo I, IL-15, IL-12 

e IL-18 y está activación es mediada por los NKRs (NKG2D yNKG2C).  Este mecanismo 

ha sido identificado en las respuestas contra infecciones y vigilancia antitumoral. No 

obstante, puede favorecer el desarrollo de inflamación y autoinmunidad (30). Finalmente, 
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es posible evaluar la edad de los linfocitos T circulantes a través del análisis en la expresión 

de CD27, CD28, CD57, KLRG-1 y una de las isoformas CD45 (RA / RO) (58, 70). 

▪ Infección crónica por Citomegalovirus  

El citomegalovirus (CMV) es un herpes virus ubicuo, latente en la mayoría de la población 

en todo el mundo. En adultos inmunocompetentes la infección está controlada, mientras 

que en pacientes inmunocomprometidos el CMV puede inducir una enfermedad grave (55). 

Sin embargo, se ha encontrado que, individuos mayores sanos CMV+ se caracterizan por 

la expansión de LT CD8 terminalmente diferenciados a expensas de una disminución del 

repertorio de LT vírgenes. Las células inmunes específicas a CMV se acumulan durante la 

persistencia del virus a lo largo de la vida y esta acumulación ocurre principalmente en el 

compartimento de LT CD8. Dicha expansión de células específicas resulta en un fenómeno 

denominado “inmunodominancia”, que compromete la capacidad de la respuesta inmune 

a nuevos antígenos. Por esta razón, se ha sugerido que la infección por CMV acelera el 

proceso de envejecimiento del sistema inmune (56). En la infección por CMV hay una 

disminución en la diversidad de LT caracterizada por una expansión de LT específicos para 

CMV, acumulación de LT CD8+CD28- de ME, con alteración funcional y menor capacidad 

proliferativa. Las personas CMV+ con altos niveles de proteína C reactiva en sangre tienen 

menor expectativa de vida independientemente de la edad. Así mismo, individuos adultos 

mayores CMV+ tienen mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedad cardiovascular y 

cáncer (71). Las infecciones virales latentes (CMV y Epstein Barr (EBV)) muchas veces 

adquiridas desde la infancia no sólo tienen efectos sobre el proceso de envejecimiento 

inmunológico sino también sobre el desarrollo de patologías con alta carga de 

morbimortalidad en el paciente adulto mayor (69). 

▪ Revisión sistemática: Estudio de inmunosenescencia de LT  

Debido al alto número de estudios de inmunosenescencia se realizó una revisión 

sistemática de la literatura para identificar los mejores marcadores de inmunosenescencia 

en LT medidos por citometría de flujo (ver ¡Error! No se encuentra el origen de la r

eferencia.). Para esto, consultamos las bases de datos de PubMed, MEDLINE, EBSCO y 

se incluyeron un total de 36 estudios realizados en los últimos 20 años, la información se 

clasificó en cuatro variables principales (i) Subpoblaciones de memoria de LT, (ii) 

Marcadores de senescencia y agotamiento, (iii) citoquinas y (iv) longitud de telómeros.  
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Subpoblaciones de memoria de LT  

La generación y el mantenimiento de la memoria antígeno-especifica de LT es crucial para 

la protección inmune a largo plazo. Han sido descritos cuatro principales subpoblaciones 

de memoria: N: Virgen, CM: Memoria central, EM: Memoria efectora y E: Efectoras 

terminales, las cuales pueden ser caracterizadas por la expresión en superficie de 

proteínas como CCR7, CD45RA / RO, CD27, CD28, CD62L y CD95, entre otros (72, 73). 

A pesar de que el número total de LT permanece relativamente constante con la edad, se 

han observado cambios significativos en la distribución de las poblaciones de memoria con 

el envejecimiento (74). Entre los 36 estudios elegidos, 15 caracterizaron subpoblaciones 

de memoria de LT con diferentes combinaciones de marcadores. Estos estudios reportaron 

una disminución significativa en la población de LT vírgenes tanto en LT CD4+ (75-81) 

como en LT CD8+ (75-79, 82-84). Sin embargo, nosotros encontramos que estos estudios 

tenían un alto riesgo de sesgo debido a la heterogeneidad de los protocolos utilizados, los 

rangos de edad y la forma de presentar los resultados entre otros. 

Lograr una reducción de la variabilidad de los estudios podría ayudar a comprender mejor 

la distribución de las poblaciones de memoria ya que, a diferencia de los LT vírgenes, los 

subpoblaciones de memoria mostraron resultados contradictorios en los estudios incluidos, 

lo que imposibilitó evaluar el efecto global del envejecimiento en estas poblaciones (85). 

Uno de los factores que podría afectar la modulación de estas poblaciones es la presencia 

de infecciones crónicas como el CMV (86). Como se mencionó anteriormente, la infección 

por CMV induce la diferenciación y el agotamiento de los LT, actuando en muchos casos 

como un factor de confusión de la edad en los estudios de inmunosenescencia (87). 

Estos estudios reportaron diferencias en la distribución de las subpoblaciones de memoria 

con la edad dependiendo de la serología por CMV de los voluntarios. Aunque la 

disminución de LT vírgenes y el incremento de los LT efectores fue una característica 

compartida entre los voluntarios de la tercera edad y los individuos CMV+, las 

subpoblaciones de CM y EM tienen comportamientos diferentes cuando se comparan los 

voluntarios CMV+ Vs. CMV- (88).  En conclusión, los estudios reportan una disminución 

en las subpoblaciones de LT vírgenes y un aumento de los LT efectores con el 

envejecimiento que podría favorecer un ambiente proinflamatorio y mayor fragilidad en 

esta población (88, 89). 
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Tabla 4.  Características de las subpoblaciones de memoria reportadas en los estudios. 
  

No. Referencias Año Linfocitos 

A. Mayor Joven 

CMV 
Definición de 

Memoria 

A. Mayor (media ± SD, %) Joven (media ± SD, %) 

n n N CM EM E N CM EM E 

1 Xu et al. (87) 2019 γ/δ  12 12 Si CD27 CD45RA ↓ NS NS ↑ ↑ NS NS ↓ 

2 Sizzano et al. (75) 2018 CD4/CD8 7 7 No CCR7 CD45RO NS NS NS NS NS NS NS NS 

3 Bajwa et al. (90) 2017 CD4/CD8 103 48 Si CD27 CD45RA NC NC NC NC NC NC NC NC 

4 Riddell et al. (88) 2015 CD8 125 Si CD27 CD45RA ↓ NS NS ↑ ↑ NS NS ↓ 

5 Henson et al. (57) 2015 CD8 8 8 No CD27 CD45RA NC NC NC NC NC NC NC NC 

6 Britanova et al. (76) 2014 CD4/CD8 7 10 No CD27 CD45RA 18,8±12,6 NM NM NM 37,5±8,1 NM NM NM 

7 Larbi et al. (77) 2014 CD4/CD8 15 15 No CD27 CD45RA ↓ NS ↑ ↑ ↑ NS ↓ ↓ 

8 Dolfi et al. (82) 2013 CD8 5 5 No CD27 CD45RA ↓ NC NC NC ↑ NC NC NC 

9 Lee et al. (89) 2012 CD8 43 62 Si CCR7 CD45RA NC NC NC NC NC NC NC NC 

10 Libri et al. (80) 2011 CD4+  ±67 ±40 Si CD27 CD45RA ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ 

11 Czesnikiewicz-Guzik et al. (78) 2008 CD4/CD8 26 31 No CCR7 CD45RA ↓ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ 

12 Nasi et al. (79) 2006 CD4/CD8 10 12 No CCR7 CD45RA ↓ ↑ ↑ NS ↑ ↓ ↓ NS 

13 Alberti et al. (81) 2006 CD4 20 12 No CD28 CD95 35,6+/- 2,3  45,9+/- 2,8 11,8+/- 1,3 55 +/- 3,6 34,8+/- 2,8  8+/- 2,4 

14 Hong et al. (83) 2004 CD8 17 17 No CCR7 CD45RA  9.5 +/- 2.6 NS 51.3 +/- 3.4 32.3 +/- 3.7 46.4 +/- 4.1 NS 28.2 +/- 2.8 18.0 +/- 2.5 

15 Zanni et al. (84) 2003 CD8 10 10 No CD28 CD95  3.6 +/- 1.4 42.3 +/- 6 54 +/- 6 40.6 +/- 5 36.6 +/- 5   16.8 +/- 9 

La tabla de memoria resume los datos reportados en los artículos seleccionados que medían cambios en la distribución de las subpoblaciones de memoria en 
dos grupos jóvenes Vs. adultos mayores. N: Virgen CM: Memoria central. EM: Memoria efectora. E: Efectoras terminales. ↑: aumentado. ↓: disminuido NS: Sin 
cambios o cambios no significativos entre los grupos. NM: No medido, NC: no comparado entre los grupos, NR: No informado 
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Marcadores de agotamiento y senescencia 

En nuestra revisión, 21 de los 36 artículos evaluaron marcadores asociados con 

agotamiento y/o senescencia. Los principales marcadores evaluados fueron CD57 

(47.6%), CD28 (42.8%), KLRG1 (23.8%), CD95 (19%), PD1 (19%), CTLA4 (9.5%), p16 

(9.5%), p21 (9.5%), γH2AX (9.5%), CD85j (9.5%) y CD11a (9.5%) (85).La expresión de 

CD57 fue mayor en los adultos mayores en comparación con los jóvenes, tanto en LT 

CD4+ como CD8+ (57, 59, 78, 82, 91-93); y se expresa principalmente en las 

subpoblaciones efectoras de LT de todas las edades, pero en menor proporción en los 

adultos más jóvenes (57). En el caso de KLRG1, los estudios reportaron un incremento de 

su expresión en LT CD8+ con la edad (57, 59, 82, 87, 94). A sí mismo, la expresión de 

CD95 incrementó en los LT de adultos mayores cuando se comparó con los LT de adultos 

jóvenes (95-97) y es mayor en los LT efectores cuando se comparó con los otras 

subpoblaciones de memoria (91).  

Por otro lado, los estudios reportaron que la expresión de CD28 disminuyó en los LT CD8+ 

de adultos mayores en comparación con los LT de adultos jóvenes y se correlacionó con 

la infección por CMV+ (59, 78, 91-93, 98-100). La pérdida de la expresión de CD28 es más 

frecuente en los LT CD8+ que en los LT CD4+ (78). Libri y cols. mostraron una disminución 

en la expresión de CD28 en las subpoblaciones más diferenciadas (EM y E) al compararlos 

con las subpoblaciones menos diferenciadas (N y CM) en los LT CD4+ (80). En general, 

los LT CD4+ son más resisten a los cambios fenotípicos asociados con la edad que los LT 

CD8+ (78). 

Entre los estudios seleccionados para esta revisión, que midieron la expresión de PD1  (57, 

82, 91, 101). Dos reportaron aumento en la expresión de PD1 en adultos mayores en 

comparación con adultos jóvenes (57, 82). Curiosamente, Canaday y cols. mostraron una 

menor expresión de PD1 y TIM3, y una mayor expresión de CTLA4 en adultos mayores 

(101). Dolfi y cols. encontraron un aumento de la expresión de LAG3 en los LT de los 

adultos mayores en comparación con los adultos jóvenes (82). De otra parte, las proteínas 

p16, p21 y γH2AX se midieron en pocos artículos (57, 59, 91). Sin embargo, los artículos 

que los midieron mostraron una mayor expresión de estas moléculas en adultos mayores. 

Teniendo en cuenta la falta de estudios sobre estas moléculas, no fue posible asumir su 

utilidad para identificar LT senescentes, incluso cuando estas moléculas se han 

considerado distintivas de la senescencia replicativa en otros tipos de células. 



24 Estudio celular de la inmunosenescencia 

 

Tabla 5. Características de los estudios que reportaron marcadores de agotamiento y senescencia. 

No. Referencias Año Linfocitos 

A. 

Mayor 
Joven 

CMV 
Marcadores en adultos mayores 

N n CD28 CD57 KLRG1 CD95 PD1 CTLA4 TIM3 p16 p21 Otros 

1 Xu et al. (87) 2019 γ/δ  12 12 Si NM ↑ ↑ NM NM NM NM NM NM 
↑CD85j, ↑CD244+, 

NC:γH2AX 

2 Ross et al. (98) 2018 CD4/CD8 10 9 Si ↓ NM NM NM NM NM NM NM NM ↓CD31 

3 Onyema et al. (91) 2015 CD8 11 11 No ↓ ↑ NM NC NC NM NM NC ↑ ↑CD245, NC Bcl-2 

4 Henson et al. (57) 2015 CD8 8 8 No NM ↑ ↑ NM ↑ NM NM NM NM ↑ p38, ↑γH2AX 

5 Canaday et al. 2013 CD4/CD8 24 24 No NM NM NM NM ↓ ↑ ↓ NM NM ↓ ICOS in CD4+ ex vivo 

6 Dolfi et al. (82) 2013 CD8 ±38 ±37 No NM ↑ ↑ NM ↑ NM NM NM NM 
↑LAG3 ↑2B4, ↑T-bet, 

↑Eomes 

7 Onyema O et al. (59) 2012 CD8 11 11 Si ↓ ↑ ↑ NM NM NM NM ↑ ↑   

8 Libri et al. (80) 2011 CD4+  25 Si NC NC NM NM NM NM NM NM NM IL-7Rα, Bcl-2 

9 Agius et al. (102) 2009 CD4 ±9 ±11 No NM NM NM NM NM NM NM NM NM NS: CLA, CD11a, CCR4 

10 
Herndler-Brandstetter et al. 

(103) 
2008 CD8 NR NR Si NM NS NM NM NM NM NM NM NM NS:CD62L, CD11a, CD126,  

11 
Czesnikiewicz-Guzik et al. 

(78) 
2008 CD4/CD8 41 68 No ↓ ↑ NM NM NM NM NM NM NM ↑ CD85j, ↓ CD26  

12 Nasi et al. (79) 2006 CD4/CD8 7 7 No NM NM NM NM NM NM NM NM NM NS:CD127  

13 Sawhney et al. (95) 2006 CD4/CD8 25 20 No NM NM NM ↑ NM NM NM NM NM 
CD4: ↑CD95L; CD8: NS 

CD95L    

14 He et al. (92) 2006 CD8 15 22 Si ↓ ↑ NM NM NM NM NM NM NM   

15 Pinti et al. (96) 2004 CD4/CD8 14 13 No NM NM NM ↑ NM NM NM NM NM   

16 Ouyang et al. (99) 2003 CD4/CD8 5 5 Si ↓ NM NM NM NM NM NM NM NM 
NS: HLA-DR, CD69, 

CD45RO/RA 

17 Machado et al. (104) 2003 CD4/CD8 ±10 ±20 No NM NM NM NM NM NM NM NM NM ↓ P-glicoproteína 1 

18 Ouyang et al. (94) 2003 CD8 70 11 Si NM NM ↑ NM NM NM NM NM NM   

19 Trzonkowski et al. (93) 2003 CD8 91 63 Si ↓ ↑ NM NM NM NM NM NM NM   

20 Trzonkowski et al. (100) 2002 CD8 65 31 No ↓ NM NM NM NM ↓ NM NM NM  

21 Sandmand et al. (97) 2002 CD4/CD8 15 26 No NM NM NM ↑ NM NM NM NM NM   

La tabla de marcadores de agotamiento y senescencia resume los datos reportados en los artículos seleccionados que medían cambios en la expresión de 
proteínas asociadas con agotamiento/senescencia en LT de adultos mayores. ↑: aumentado. ↓: disminuido NS: Sin cambios o cambios no significativos entre los 
grupos. NM: No medido, NC: no comparado entre los grupos, NR: No informado. 
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Citoquinas 

De los 36 artículos de la revisión, 15 realizaron mediciones de diferente citoquinas y serinas 

proteasas como IFNγ, TNFα, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, granzima y perforina. De estos estudios 

12 midieron al menos una de estas citoquinas en LT CD8 y siete en LT CD4. Estos, 

mostraron que con el envejecimiento hay una tendencia a producir altos niveles de 

citoquinas proinflamatorias (IFNγ, TNFα, IL-2, IL-6) y antiinflamatorias (IL-4 e IL-10); y una 

menor producción de granzima y perforina en los LT. 

El envejecimiento se ha asociado con un incremento de citoquinas proinflamatorias 

principalmente IL-6 y TNFα, que dan lugar al fenotipo de inflamación crónica de bajo grado 

que se relaciona con la etiología de diferentes enfermedades crónicas (105). La medición 

de citoquinas proinflamatorias se realiza principalmente en LT CD8 y las citoquinas que se 

miden con mayor frecuencias son IL-6, TNFα, IL-2, IL-1B, IL-8, IL-18 e IFNγ. (106). No 

obstante, en la revisión encontramos que la mayoría de los estudios miden principalmente 

cuatro de estas citoquinas, siendo el IFNγ la citoquina medida con mayor frecuencia. Por 

otro lado, las citoquinas antinflamatorias (IL1-Rα, IL-4, IL-10 y TGFβ) se miden tanto en LT 

CD4+ como en LT CD8+ (106); cinco de los artículos incluidos midieron IL-4 o IL-10.  

Finalmente, solo dos estudios midieron las moléculas citotóxicas en LT CD8+. La 

producción de estas moléculas parece estar modulada principalmente por la edad, dado 

que los adultos mayores CMV+ secretan niveles más bajos que los adultos jóvenes tanto 

CMV- como CMV+ (87).  

La técnica de medición de citoquinas considerada en este estudio fue la citometría de flujo, 

para medir las citoquinas intracelulares inhibiendo el transporte vesicular. Sin embargo, la 

medición de citoquinas también se puede realizar por citometría de flujo utilizando una 

matriz de perlas citométricas en una muestra de sobrenadante de cultivo celular, o 

utilizando otras técnicas como ELISA o ELISPOT que pueden detectar moléculas en el 

plasma, sobrenadante de un cultivo o directamente en células reactivas. La evidencia ha 

demostrado que estas técnicas son complementarias más que comparables, ya que no 

tienen una correlación directa con sus resultados (107). Se puede concluir entonces, que 

no existe un método estandarizado de medición de citoquinas, por lo que los estudios 

basados exclusivamente en una de estas técnicas no representan la perspectiva de las 

citoquinas como marcador de inmunosenescencia (85). 
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Tabla 6. Características de los estudios que midieron citoquinas. 

No

. 
Referencias Año Linfocitos 

A. 

Mayor 
Joven 

CMV 
Citoquinas 

n n IFNγ TNFα IL-2 IL-4 IL-10 Granzima B  Perforina Otros 

1 Xu et al. (87) 2019 γ/δ  12 12 Si ↑ ↑ ↓ NM NM NM NM ↑MIP-1α 

2 Riddell et al. (88) 2015 CD8 

8 8 

Si 

NS NS 
↑ 

CD8 
NM NM NM NM   

7 7 NS NS NS NM NM NM NM   

3 Henson et al. (57) 2015 CD8 8 8 No ↑ ↑ NM NM NM ↓  ↓    

4 Larbi et al. (77) 2014 CD8 15 15 No ↑ ↑ NM NM NM NM NM   

5 Dolfi et al. (82) 2013 CD8 44 54 No ↑ ↑ ↑ NM NM ↓ NM ↓MIP-1β 

6 Agius et al. (102) 2009 CD4 ±8 ±8 No NS NM NM NM NM NM NM   

7 Alberti et al. (81) 2006 CD4 20 12 No ↓  ↓ NM NS NM NM NM   

8 Deng et al. (108) 2004 CD4/CD8 11 5 No NS NM NM NM NM NM NM   

9 Ouyang et al. (94) 2003 CD8 70 11 Si ↓KLRG1+ NM NM NM NM NM NM   

10 
Pietschmann et al. 

(109) 
2003      CD4/CD8 79 75 No ↑CD8 NM NM ↑ NM NM NM  

11 
Trzonkowski et al. 

(93) 
2003 CD8 91 63 Si NM NM NM NM ↑ NM NM   

12 Zanni et al. (84) 2003 CD8 10 10 No ↑ ↑ ↑ ↑  ↑ NM NM ↑ IL-6 

13 
Sandmand et al. 

(110) 
2003 CD4/CD8 14 25 No NM ↑ NM NM NM NM NM   

14 Sandmand et al. (97) 2002 CD4/CD8 14 24 No 
↓ NM NM ↑ NM NM NM   

↑ NM NM ↑ NM NM NM   

La tabla de citoquinas resume los datos reportados en los artículos seleccionados que medían cambios en la expresión citoquinas intracelulares 
de LT de adultos mayores después de la estimulación. ↑: aumentado. ↓: disminuido NS: Sin cambios o cambios no significativos entre los 
grupos. NM: No medido, NC: no comparado entre los grupos, NR: No informado. 
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Longitud de los telómeros 

Los estudios que midieron la longitud de los telómeros en los LT CD8+ (88, 103, 111, 112) 

mostraron que las diferentes subpoblaciones de memoria y los LT CD8+ totales tenían una 

reducción significativa de la longitud de los telómeros en los adultos mayores en 

comparación con los adultos jóvenes. Riddell y col. estratificaron a los adultos jóvenes y 

mayores en función de su serología por CMV y encontraron que los adultos jóvenes CMV+ 

tenían telómeros más cortos en todas las subpoblaciones de memoria en comparación con 

sus contrapartes CMV-. En los adultos mayores, hay un aumento de los LT TEMRA, pero 

no hay diferencias en la longitud de los telómeros entre CMV+ y CMV- (88). Son y cols. 

mostraron una disminución de la longitud de los telómeros en los LT CD4+ en función de 

la edad (112). El acortamiento de los telómeros puede ser un marcador útil para describir 

la inmunosenescencia de los LT, pero otros mecanismos también están involucrados en la 

restricción de su capacidad proliferativa. (88). 

En conclusión, nuestra revisión sistemática permitió observar una disminución significativa 

en la subpoblación de LT vírgenes en adultos mayores en comparación con adultos 

jóvenes. Los marcadores primarios utilizados para identificar las células senescentes 

fueron la pérdida de CD28 y el aumento de la expresión de CD57 y KLRG1 especialmente 

en la subpoblación de LT efectores. Además, observamos un aumento de las citoquinas 

proinflamatorias y una disminución de la longitud de los telómeros en los LT de personas 

de edad avanzada. No fue posible realizar una síntesis cuantitativa de los marcadores de 

agotamiento/senescencia, de las citoquinas y la longitud de los telómeros debido a las 

variaciones significativas entre los grupos resultado de las diferencias en los protocolos y 

mediciones no reportadas, lo que genera un alto riesgo de sesgo. 

La tendencia acelerada del envejecimiento de la población mundial promueve como 

objetivo esencial para el mantenimiento de la prosperidad y la estabilidad política de la 

comunidad mundial el envejecimiento saludable, de ahí la necesidad de comprender las 

características de envejecimiento de cada población. Por lo tanto, es esencial entender los 

mecanismos que contribuyen a la alteración de la inmunidad en los adultos mayores para 

identificar posibles blancos terapéuticos, como primer objetivo de esta tesis nos 

propusimos realizar una línea de base de características de inmunosenescencia en adultos 

mayores sanos de la población bogotana. 
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Tabla 7. Características de los estudios que reportan la longitud de los telómeros. 

No Referencias Año Linfocitos 
A. Mayor Joven 

CMV  
A. Mayor (media ± SD) Joven (media ± SD, %) 

n n N CM EM E N CM EM E 

1 Xu et al. (87) 2019 γ/δ  9 Si NC NC NC NC NC NC NC NC 

2 Riddell et al. (88)  2015 CD8 27 38 Si 5,7±1,92 4,6±1,42 4,0±1,26 4,1±1,32 10,1±2,82 8,2±2,78 7,0±2,57 7,7±2,73 

3 Herndler-Brandstetter et al. (103) 2008 CD8 NR NR Si 5.1±0.4 7.1±0.1 

4 Mariani et al. (111) 2003 CD8 10 18 No ↓ ↑ 

5 Son et al. (112) 2000 CD4/CD8 30 22 No 
CD4+: 6.7±2  

CD8+:5.5±1.7 

CD4+: 8.7±1.7 

CD8+: 6.9±1.8 

La tabla de longitud de telómeros resume los datos reportados en los artículos seleccionados que medían cambios en la longitud de los telómeros 
de LT con la edad. N: Virgen CM: Memoria central. EM: Memoria efectora. E: Efectoras terminales. ↑: aumentado. ↓: disminuido, NC: no 
comparado entre los grupos. 
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1.2 Materiales y métodos 

1.2.1 Participantes 

Todos los participantes vivían de forma independiente en la comunidad, sin problemas de 

salud o con discapacidad. Se definieron los siguientes criterios de inclusión: voluntarios 

sanos de 18 a 30 años y adultos mayores de 60 años sanos residentes en la ciudad de 

Bogotá, colombianos. Criterios de no inclusión: Infección aguda reciente, consumo de 

antibióticos 3 semanas previas a la toma de la muestra, consumo de medicamentos 

antiinflamatorios y corticoides, enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, cáncer, 

Diabetes mellitus, cirrosis, alcoholismo y tabaquismo. Los participantes se abstuvieron de 

realizar actividad física extenuante 24 horas antes de la muestra. Un grupo de jóvenes 

(N=10 de 18 a 28 años con una media de edad de 24, 5 ± 2,98 años, 5 hombres y 5 

mujeres) y un grupo de adultos mayores (N=10 de 60 a 85 años con una media de edad 

de 67,9 ± 9,07 años, 5 hombres y 5 mujeres) fueron reclutados para el estudio. 

Este proyecto de investigación se rige según la resolución No. 008430 de 1993 por la cual 

se establecen las “Normas Científicas, Técnicas y Administrativas para la Investigación en 

Salud”. Se realizo de acuerdo con la declaración de Helsinki y fue aprobado por el comité 

de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y todos los 

participantes firmaron el consentimiento informado. 

1.2.2 Separación de PBMCs 

Se tomaron muestras de sangre periférica de 60 ml/toma en tubos heparinizados previa 

asepsia y antisepsia. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Inmunología y 

Medicina traslacional de la Facultad de Medicina. La separación de células mononucleares 

de sangre periférica (PBMCs) se realizó mediante separación por gradiente de densidad 

(Limphoprep) por 40 minutos a 700g, ± 5 x 107 de PBMCs fueron obtenidas de la interfaz 

por muestra. A continuación, las PBMCs se centrifugaron y se lavaron dos veces con medio 

RPMI 1640 (Gibco). Las PBMCs se resuspendieron en medio AIMV (Gibco) para los 

experimentos. 1 x 107 y fueron analizadas inmediatamente o sembradas para estimulación, 

las PBMCs sobrantes se dispensaron en crio-viales a una densidad de 1 x 107 células/ml 

en medio de congelación (50% de RPMI-1640 + 40% de suero fetal bovino (SFB) + dimetil 
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sulfóxido al 10% (DMSO)) fueron crio-preservadas primero por 24 horas a -70°C y luego 

en vapores de nitrógeno líquido. 

1.2.3 Evaluación ex vivo 

Las subpoblaciones de monocitos y natural killer se evaluaron ex vivo así. Un volumen de 

1 x 106 células en 50 ul de PBS se marcaron con los siguientes anticuerpos monoclonales 

marca biolegend: Monocitos con FITC anti-CD14 (M5E2), PE/Cy5 anti-CD16 (3G8), 

PE/Dazzle594 anti-HLA-DR. Natural killer: Pacific blueTM anti-CD3, FITC anti-CD56 

(5.1H11), APC anti-CD57 (HNK-1), APC/FireTM750 anti-KLRG1(SA231A2), PECy7 anti-

NKp30 (P30-15), PE anti-NKG2D (1D11) se incubaron durante 20 minutos en la oscuridad. 

Posteriormente se lavaron con 1ml de PBS y se resuspendieron en 50 ul de FACS Flow, 

al menos 50.000 eventos fueron leídos por muestra en el citómetro de flujo FACS Aria III. 

1.2.4 Estimulación de TLRs 

Se sembraron 1 x 106 células/pozo de PBMCs en placas de 96 pozos, se dejaron adherir 

por tres horas y se lavaron con PBS a 37°C dos veces. Las células fueron estimuladas con 

ligandos específicos para TLR2, TLR3, TLR4 y TLR9 (Pam3CSK 100 ng/ml, Poly I:C 5 

ug/ml, LPS 100 ng/ml y CPG 5 ug/ml) por 24 horas. Se recogieron los sobrenadantes y 

fueron almacenados a -20 °C hasta la medición de citoquinas por Cytometric Bead Array 

(CBA). Los monocitos fueron marcados con APC anti-CD14, PE/Cy5 anti-CD16, FITC anti-

TLR2 o PE anti-TLR4. Para TLR3 y TLR9 se utilizaron FITC anti-CD14, PE/Cy5 anti-CD16, 

APC anti-TLR3 o PE anti-TLR9, la marcación intracelular de estos receptores se realizó 

con el kit de fijación y permeabilización de DAKO según las instrucciones de manejo del 

fabricante. 

1.2.5 Serología CMV 

El plasma de los participantes fue congelado y posteriormente se midió la presencia de 

anticuerpos IgG anti-CMV, según las instrucciones del kit diagnóstico. 

1.2.6 Maduración de células dendríticas  

Un volumen de 1 x 106 células/pozo de PBMCs se sembraron en placas de 96 pozos fondo 

plano, se dejaron adherir por tres horas y se lavaron dos veces con PBS a 37°C. Los 
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monocitos cultivados en medio AIM-V suplementados con 750U/mL de IL.4 y 1000U/mL 

del factor estimulante de colonia granulocito macrófago (GM-CSF) (Cellgenix) a 37ºC con 

atmosfera húmeda al 5% de CO2 por 72 horas y un segundo estimulo con IL-4 + GM-CSF 

por 48 horas más. Posteriormente, se estimularon con el coctel proinflamatorio de células 

dendríticas estándar stDCs (IL-1β 10ng, TNFα 1000 UI, IL6 1000 UI y PGE2 1µg), durante 

48 horas. Se recogieron los sobrenadantes y fueron almacenados a -20 °C hasta la 

medición de citoquinas por CBA. Las células dendríticas fueron marcadas con los 

siguientes anticuerpos monoclonales: PECy7 anti-CD83, PE/Dazzle594 HLA-DR, PE anti- 

CD80 y APC anti-CD40. 

1.2.7 Medición de citoquinas por CBA 

Los sobrenadantes de la estimulación de TLRs y la maduración de DCs se diluyeron 1/1 

en PBS antes de la incubación con perlas de CBA recubiertas con anticuerpos anti-IL-1β, 

IL-12p70, IL- 8, IL-6, IL-10 y TNF-α (Human Inflammatory Cytokine Kit; BD Biosciences) 

(ver Figura 3). Las perlas se lavaron y se tiñeron con el anticuerpo secundario conjugado 

con PE. Las concentraciones de cada citoquina en los sobrenadantes se analizaron 

utilizando el software CBA (BD Biosciences). 

 

Figura 3. Esquema de maduración de células dendríticas derivadas de monocitos. 
a. Resumen del protocolo de maduración de cuatro días de stDCs derivadas de monocitos. b. Gráfica 
representativa de una muestra de las poblaciones de las perlas individuales en el kit de citoquinas inflamatorias 

humanas BD CBA. Cada población corresponde a una citoquina individual. 
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1.2.8 Linfocitos T 

Se sembraron 1 x 106/pozo de PBMCs en platos de 96 pozos fondo plano y se estimularon 

con perlas antiCD3/CD28 durante 24 horas. Después las células se lavaron con PBS y se 

marcaron con los siguientes anticuerpos monoclonales de biolegend: Pacific blueTM anti-

CD3, Brillant violet 510TM anti-CD4+ (SK3), PE/Dazzle594 anti-CD8 (SK1), FITC anti-

CD45RO (UCHL1), Alexafluor700 anti-CD62L (DREG-5b), APC anti-CD57 (HNK-1) y 

APC/FireTM750 anti-KLRG1(SA231A2). Se incubaron durante 20 minutos en la oscuridad, 

al menos 100.000 eventos fueron leídos por muestra. 

1.2.9 Citometría de flujo  

Después de la marcación las células fueron lavadas con PBS y resuspendidas en liquido 

FACS, se leyeron en ARIA FACS III. En el programa FACS Diva posteriormente los datos 

fueron analizados en FlowJo V10.9 

1.2.10 Análisis estadístico 

El análisis de los resultados se realizó con el programa GraphPad Prism (v9.0), para 

encontrar diferencias entre los grupos se aplicó una prueba t de Student (prueba no 

paramétrica de Mann-Withney) con valores de “p” < 0,05 que fueron considerados 

estadísticamente significativos. 

1.3 Resultados 

1.3.1 Los adultos mayores exhiben un incremento de monocitos 
intermedios y no clásicos. 

Los monocitos juegan un papel fundamental en el inicio y resolución de los procesos 

inflamatorios. Con base en la expresión diferencial de CD14 y CD16, el análisis por 

citometría de flujo de monocitos permite definir tres subpoblaciones de monocitos: clásicos 

(~85%), intermedios (~5%) y no-clásicos (~10%). Las proporciones de estas 

subpoblaciones pueden cambiar con la edad o en enfermedades crónicas. Por ejemplo, 

los monocitos intermedios incrementan en enfermedades que cursan con inflamación 

crónica y en enfermedades cardiovasculares (113). Con el fin de examinar cambios que 

experimentan las subpoblaciones de monocitos de sangre periférica de individuos de 
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nuestra población con la edad, se compararon por citometría de flujo los porcentajes de 

las tres subpoblaciones, en muestras de leucocitos de individuos jóvenes (n=10) y adultos 

mayores (n=10), definidas ex vivo por los parámetros de tamaño y complejidad, el marcaje 

de los monocitos con anticuerpos fluoro-marcados específicos para las proteínas CD16 y 

CD14 (Figura 4a). Los adultos mayores muestran un incremento significativo de los 

monocitos intermedios y no clásicos y una disminución en los monocitos clásicos, este 

hallazgo es compatible con el fenotipo pro-inflamatorio o “inflammaging” característico de 

la inmunosenescencia. 

 

Figura 4. Subpoblaciones de monocitos.  
a. Estrategia de selección análisis utilizada para identificar las subpoblaciones de monocitos. Las PBMCs de 
cada individuo fueron escogidas mediante los parámetros de FSC-H vs FSC-A seguido del análisis por SSC-H 
vs SSC-W para seleccionar células únicas. Posteriormente, la selección de monocitos se hizo por tamaño y 
complejidad de las células (FSC-A vs SSC-A, respectivamente). Finalmente, las subpoblaciones de monocitos: 
clásicos, intermedios y no clásicos se identificaron con base en la expresión diferencial de CD14 y CD16 b. 
Gráfica de barras que muestra el porcentaje de las subpoblaciones de monocitos clásicos, intermedios y no 
clásicos en los grupos de jóvenes (barras blancas) y adultos mayores (barras grises) (n=10). Los valores en 
todos los paneles son la media ± SEM. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-
Whitney test con un valor p. significativo ≤ 0,05.  

1.3.2 Expresión de TLRs en monocitos en respuesta al estímulo in 
vitro con sus agonistas. 

Los TLRs son receptores de reconocimiento de patrón que reconocen patrones 

moleculares conservados en microbios y son clave para desencadenar respuestas de 

defensa antimicrobianas del huésped (42). Los TLR son un componente crítico de la 

vigilancia del sistema inmune innato para detectar patógenos invasores y se expresan en 

múltiples tipos de células, incluidos monocitos circulantes, neutrófilos y otros glóbulos 

blancos (114, 115). Deficiencias en la señalización de los TLRs se asocian con el desarrollo 

de algunas enfermedades como la sepsis, inmunodeficiencias, aterosclerosis y asma (42). 

Algunos estudios han observado que durante el envejecimiento hay un déficit de la 
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producción de citoquinas inducida por los TLRs la cual está asociada a una menor 

expresión en superficie de los TLRs (33).  

La activación de los TLRs da como resultado una multitud de eventos proinflamatorios y 

antiinflamatorios que incluyen la regulación positiva de algunos TLRs, la producción de 

citoquinas y moléculas co-estimuladoras mediadas por la traslocación la núcleo de NF-κB 

y las señales de transducción mediadas por MAP kinasas (116). El nivel de expresión de 

TLRs fue comparado por citometría de flujo entre monocitos de un grupo de jóvenes sanos 

y un grupo de adultos mayores. Esta medición se hizo ex vivo (Figura 5a) y después de la 

estimulación in vitro con agonistas de TLRs (Pam3CSK, LPS, Poly I:C y CPG) durante 24 

horas (Figura 5y Figura 6). Adicionalmente, la respuesta al estímulo con los agonistas se 

midió en términos de la producción de citoquinas pro- y anti-inflamatorias, cuantificadas en 

los sobrenadantes mediante el uso de un estuche comercial (CBA-inflamación). Cuando 

se estimula el TLR4 se evidencia una mayor respuesta en términos de la expresión positiva 

en los jóvenes que en los adultos mayores, tanto en los monocitos totales como en las 

subpoblaciones de monocitos (Figura 5). Sin embargo, el estímulo de monocitos con 

agonistas para TLR2, TLR3 y TLR9, no evidenció diferencias significativas entre los grupos 

de individuos (Figura 6 y Figura suplementaria 1, Figura suplementaria 2, Figura 

suplementaria 3, respectivamente) con excepción de los monocitos intermedios 

estimulados con Poly I:C que mostraron un mayor cambio en la expresión en el grupo de 

jóvenes comparado con los adultos mayores. En conjunto estos resultados muestran que 

mientras se detecta una deficiencia en los monocitos del adulto mayor para regular al alta 

la expresión del TLR4 en respuesta a LPS, no se identificaron diferencias en la expresión 

de los TLRs 2, 3 y 9 en monocitos de los dos grupos de voluntarios.  
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Figura 5. Cambios en la expresión del TLR4 después de la estimulación con LPS. 
a. Gráfica de puntos que muestra el porcentaje de monocitos que expresan TLR4 aislados de un grupo de 10 
jóvenes sanos contra un grupo de 10 adultos mayores sanos.  b. Gráficas de símbolos y líneas que muestra el 
cambio en la expresión de TLR4 (MFI intensidad media de fluorescencia) con la estimulación con LPS 100 
ng/ml en el grupo joven. c. En el grupo adulto mayor. d. e. f. Gráficas de símbolos y líneas que muestra cambios 
en la expresión de TLR4 con la estimulación en los dos grupos de estudio, en las diferentes subpoblaciones de 
monocitos: clásicos, intermedios y no clásicos, respectivamente. g. Gráfica de barras que muestra el fold 
change de la expresión de TLR4 en las subpoblaciones de monocitos con la estimulación. Una prueba t no 
paramétrica, wilcoxon test para datos pareados se aplicó en b, c, d, e y f. Los valores en todos los paneles son 
la media ± SEM. Una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test fue aplicada en a y 
g. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10). 

 

Figura 6. Cambios en la expresión de TLRs después de la estimulación de monocitos con los agonistas 
de TLR2, TLR3 y TLR9.  
a. Grafica de barras que muestra el fold change de la expresión de TLR2, b. TLR3 y c. TLR9 en las 
subpoblaciones de monocitos con la estimulación en un grupo de 10 jóvenes y en grupo de 10 adultos mayores. 
Los valores en todos los paneles son la media ± SEM. Se aplicó una prueba t no paramétrica, Mann-Whitney 

test un valor p significativo ≤ 0,05. 
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1.3.3 Los monocitos de los adultos mayores producen una menor 
cantidad de citoquinas cuando son estimulados con 
agonistas de TLRs. 

Una vez se ha dado el reconocimiento de PAMP y DAMP por los TLRs, estos receptores 

reclutan proteínas adaptadoras que contienen dominios TIR como MyD88 y TRIF, que 

inducen la actividad de vías de transducción de señales que culminan en la activación de 

NF-κB, IRF o MAP quinasas que regulan la producción de citoquinas, quimiocinas e 

interferones tipo I. Esta producción temprana de mensajeros químicos (citoquinas  y 

quimiocinas) es un componente esencial de la respuesta inmune contra la infección 

microbiana (116). Sin embargo, ha sido descrito que el envejecimiento está asociado a una 

disminución en la capacidad de los monocitos de producir citoquinas en respuesta a la 

estimulación de los TLRs y a un patrón de inflamación crónica de bajo grado y en 

consecuencia, son más susceptibles a desarrollar infecciones graves y/o a generar 

procesos autoinmunes (115). En este contexto, para evaluar si en esta muestra de adultos 

mayores se detecta una disminución en la producción de citoquinas, después de la 

estimulación in vitro de los monocitos con los diferentes agonistas de TLRs, se midió en 

los sobrenadantes de los monocitos estimulados la producción de citoquinas por CBA y se 

comparó entre jóvenes y adultos mayores luego del estímulo. Estos análisis mostraron que 

los adultos mayores exhiben la tendencia a un nivel basal de citoquinas proinflamatorias 

mayor que el de los jóvenes (Figura 7a, c y d) lo cual está acorde con lo descrito en la 

literatura (42). No obstante, después de la estimulación, los monocitos de los jóvenes 

producen una mayor cantidad de citoquinas proinflamatorias comparados con los 

monocitos de los adultos mayores, esto es especialmente cierto cuando se estimulan con 

agonistas del TLR2 y el TLR4.  Además de lo anterior, llama la atención la elevada 

producción de IL-10 en células de los jóvenes después de su estimulación con un agonista 

del TLR4 (Figura 7b). 
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Figura 7. Los monocitos de adultos mayores son menos respondedores a la estimulación de los TLRs.  
Las barras indican la cantidad de citoquinas medidas en el sobrenadante de los cultivos después de 24 horas 
de estimulación con LPS 100ng/ml, Pam3CSK 100ng/ml, Poly I:C 5 ug/ml y CPG 5 ug/ml individualmente. La 
medición se realizó con CBA (Human inflammatory cytokine kit). a. Interleuquina 1beta, b. Interleuquina 10, c. 
Interleuquina 6 y d. Factor de Necrosis tumoral alfa. Se realizó una ANOVA de dos vías, (***p<0.001; **p<0.01; 
*p<0.05). Los valores en todos los paneles son la media ± SEM. El n en todos los experimentos fue 10 por 
grupo. 

1.3.4 Se detectan diferencias asociadas a la edad en la respuesta 
a un estímulo proinflamatorio de DCs inmaduras. 

Por su capacidad para procesar y presentar el antígeno y otras funciones, las DCs han 

sido utilizadas ampliamente para la inmunoterapia de distintos tipos de cáncer (117). En 

este sentido, el grupo de investigación de Inmunología y Medicina Traslacional (I&MT) ha 

venido implementando en nuestro medio el uso de DCs obtenidas de monocitos de sangre 

periférica para la inmunoterapia del cáncer. Diferentes protocolos de maduración de DCs 

para su uso en inmunoterapia han sido descritos, los cuales originan DCs con diferentes 

fenotipos y capacidades para estimular distintos tipos de respuesta de los linfocitos T.  Una 

variedad de cocteles manejados para maduración utilizan diferentes citoquinas y factores 

como agonistas de los TLRs como estímulo proinflamatorio (118).  Teniendo en cuenta 

que con frecuencia los pacientes con cáncer son individuos de edad avanzada y que los 

monocitos de sangre periférica son base de la generación de DCs (moDCs), en este trabajo 

se consideró importante comparar el desempeño de monocitos de personas de edad 
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avanzada con los de individuos jóvenes como base de la generación de moDCs. De 

acuerdo con los cambios descritos previamente en las subpoblaciones de monocitos y la 

mayor expresión del TLR4 en monocitos de individuos jóvenes cuando estos son 

estimulados con LPS, se consideró importante evaluar si este tipo de diferencia pudiese 

también evidenciarse en la capacidad de maduración in vitro de DCs cuando estas son 

expuestas a un estímulo proinflamatorio. Por lo tanto, se aislaron monocitos de personas 

sanas jóvenes y mayores de 60 años y luego de su cultivo con GM-CSF e IL-4 se indujo la 

maduración a células dendríticas mediante el tratamiento con un coctel de maduración que 

contenía TNFα, IL-1β, IL-6 y PGE-2 (coctel de citoquinas que origina DC maduras 

conocidas como DC-estandar (stDCs)). Si bien las células dendríticas maduras de 

individuos jóvenes muestran una tendencia a expresar en mayor proporción los 

marcadores de maduración cuando se les compara con las DCs maduras de los adultos 

mayores, esta diferencia no fue estadísticamente significativa (lo cual pudo obedecer al 

bajo número de muestras analizadas por grupo (n=10), Figura 8). Sin embargo, con 

respecto al nivel de expresión de los marcadores en monocitos y DCs inmaduras, las DCs 

maduras de los jóvenes experimentaron un aumento significativo de los marcadores de 

maduración en respuesta al estímulo proinflamatorio lo cual no pudo ser evidenciado en 

DCs maduras de adultos mayores.  A pesar de la menor respuesta al coctel de maduración 

de las DCs inmaduras en los adultos mayores la cuantificación de citoquinas en el 

sobrenadante mostró que las DCs maduras de adultos mayores secretaron una mayor 

cantidad de citoquinas proinflamatorias comparadas con las DCs maduras de los jóvenes, 

especialmente TNFα (Figura 9c). Esto último puede estar asociado con una mayor 

frecuencia de monocitos proinflamatorios presentes en los adultos mayores como se 

demostró en la Figura 4b, los cuales tienen en la capacidad de secretar altos niveles de 

TNFα, una de sus propiedades más características (119). No obstante, aunque las DCs 

maduras de los adultos mayores secretaron una mayor cantidad de TNFα, estas células 

también secretaron una mayor cantidad de IL-10 (una citoquina que participa en la 

inducción de tolerancia de linfocitos T). 
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Figura 8. Cambios en la expresión de marcadores de maduración de las DCs.   
Gráficas de barras que muestran el cambio en la expresión de marcadores de maduración en tres condiciones 
diferentes Mo: Monocitos, iDCs: Células dendríticas inmaduras (GM-CSF + IL-4) y stDCs: células dendríticas 
estándar (TNFα, IL-1β, IL-6 y PGE-2) en los dos grupos de comparación jóvenes (barras blancas) y adultos 
mayores (Barras grises). MFI (intensidad media de fluorescencia) de a. CD40, b. CD83, c. CD80 y d. HLA-DR. 
Los valores en todos los paneles son la media ± SEM. Se aplicó una ANOVA de 2 vías. (***p<0.001; **p<0.01; 
*p<0.05) (n=10). 
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Figura 9. Cambios en la secreción de citoquinas en células dendríticas maduras de jóvenes y adultos 
mayores. 
Las gráficas de barras indican la cantidad de citoquinas en pg/ml medidas en el sobrenadante de las tres 
condiciones de cultivo Mo: Monocitos, iDCs: Células dendríticas inmaduras (GM-CSF + IL-4) y stDCs: células 
dendríticas estándar (TNFα, IL-1β, IL-6 y PGE-2) en los dos grupos de comparación jóvenes (barras blancas) 
y adultos mayores (Barras grises). La medición se realizó con CBA (Human inflammatory cytokine kit). a. 
Interleuquina 1beta (IL-1B), b. Interleuquina 6 (IL-6) c. Factor de Necrosis tumoral (TNF) y d. Interleuquina 10 
(IL-10). Se realizó una prueba t no paramétrica, Mann-Whitney test. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10). 
Los valores en todos los paneles son la media ± SEM.  

1.3.5 Incremento de las células natural killer (NK) circulantes en 
los adultos mayores. 

Las NKs son células del sistema inmune innato encargadas de eliminar las células 

infectadas, malignas o senescentes, representan cerca del 5 al 20% del total de linfocitos 

periféricos (120). En humanos, las subpoblaciones de NKs se clasifican de acuerdo con el 

nivel de expresión del marcador de citotoxicidad CD56 (23). Se han descrito principalmente 

dos subpoblaciones de NKs, la primera comprende el 90% de las NKs circulantes son 

CD56dimCD16+ y altamente citotóxicas y las segundas, son CD56bright CD16+ productoras 

de citoquinas como IFNγ y TNFα (120). Se ha reportado una población adicional que es 

CD56- CD16+,  que se encuentra principalmente en pacientes con infecciones latentes por 

virus (121). El envejecimiento afecta el número, la distribución de las subpoblaciones y la 

función de las NKs; en línea con lo anterior, a través de un panel multicolor se evaluó los 

cambios en estas células en nuestra muestra de voluntarios. Como resultado de estos 

análisis se evidenció que los adultos mayores tienen una mayor cantidad de células NKs 

circulantes en sangre periférica en comparación con los jóvenes (Figura 10a). Además, se 

encontró una disminución en las subpoblaciones de CD56bright y una expansión en las 

células CD56- CD16+, (Figura 10b). 

 

Figura 10. Cambios en células NKs asociados a la edad.  
a. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de NKs totales circulantes en los grupos de estudio. b. Gráfica 
de barras que muestra el porcentaje de las tres subpoblaciones principales. Se aplicó una prueba t no 
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paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10). Los valores 
representados son la media ± SEM. 

1.3.6 Cambios en la expresión de receptores de NKs con la edad.   

La funcionalidad de las NKs depende de un equilibrio entre las señales de activación e 

inhibición detectadas por los receptores de citotoxicidad (NKp30, NKp46, NKp44 y NKG2D) 

y los receptores inhibitorios tipo KIR (killer immunogobulin-like receptors) (120), y el 

envejecimiento puede afectar la expresión de  estos receptores de NKs. En tal sentido, se 

ha descrito una disminución con el envejecimiento en la expresión de receptores de 

citotoxicidad natural como NKp30 y NKp46 (122), y un incremento en la expresión de 

receptores inhibitorios tipo KIR (123). Adicionalmente, una mayor expresión de CD57 con 

la edad se ha asociado con NKs maduras (23). No obstante, este aumento en la expresión 

de CD57 se presenta también en infecciones virales crónicas (123). A pesar de la cantidad 

de investigaciones al respecto aún hay discrepancias frente al comportamiento de los 

receptores con la edad. De acuerdo con estos antecedentes realizamos la evaluación de 

la expresión de NKG2D, NKp30, KLRG1 y CD57 en las diferentes subpoblaciones de NKs 

en nuestros grupos de estudio. Con la edad encontramos una disminución en la expresión 

de NKp30 y KLRG1, y un aumento en la expresión de CD57 principalmente en las 

subpoblaciones CD56dim y CD56neg (Figura 11). 

 

Figura 11. Jóvenes y adultos mayores exhiben diferencias en la expresión de receptores en 
subpoblaciones de NKs. 
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a. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de NKs que expresan CD57, b. KLRG1, c. NKG2D y d. NKp30 
en las diferentes subpoblaciones de NKs. Barras blancas (Jóvenes) y barras grises (adultos mayores).  Se 
aplicó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test (**p<0.01; *p<0.05) (n=10). Los 

valores representados son la media ± SEM. 

1.3.7 El análisis multidimensional evidenció diferencias en la 
distribución de poblaciones de NKs entre adultos mayores y 
jóvenes. 

En la actualidad, la mayoría de los experimentos en citometría de flujo utilizan paneles 

multicolor con más de siete fluorocromos, cuya co-expresión se dificulta mediante el 

análisis manual. FlowSOM (SOM: self-organizing map) (124) es una herramienta para el 

análisis automatizado no supervisado de agrupamiento y reducción de la dimensionalidad 

que reduce la complejidad de la distribución de células marcadas presente en una muestra 

a gráficos en dos dimensiones. En estos, la distribución de eventos obedece a la 

distribución de poblaciones celulares que co-expresan los marcadores evaluados y permite 

establecer - de manera jerárquica - la distribución semicuantitativa de subpoblaciones de 

células que co-expresan todos los marcadores, algo difícil de establecer mediante el 

análisis manual. El algoritmo consta de cuatro pasos: (i) lectura de los datos, (ii) la 

construcción de un mapa autoorganizado, (iii) la construcción de un árbol de expansión 

mínima y (iv) la computación de un meta-agrupamiento. FlowSOM se puede utilizar como 

punto de partida para un análisis datos o se puede utilizar después de que se haya 

realizado un análisis manual, para confirmar y visualizar los resultados (124). 

En este contexto, el análisis por FlowSOM de NKs en las muestras analizadas (marcadas 

con anticuerpos contra siete distintos receptores de membrana marcados con 

fluorocromos distintos como se describe en materiales y métodos), permitió acorde con la 

expresión diferencial de estos receptores identificar ocho subpoblaciones de NKs. 

Comparando las diferentes subpoblaciones, la población dos es una población negativa 

para todos los marcadores incluidos en el panel la cual se encuentra significativamente 

aumentada en los jóvenes (Figura 12); por su parte, la población 0 (CD3-

CD56dimCD16++CD57-KLRG1+NKG2D+NKp30Low) y la población 3 (CD3-

CD56dimCD16++CD57+KLRG1+NKG2D+NKp30Low) que corresponden a subpoblaciones de 

NKs citotóxicas con fenotipo maduro se encontraron incrementadas en los adultos 

mayores. 
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Figura 12. Análisis de subpoblaciones de NKs por FlowSOM. 
a. Mapa de calor que muestra el perfil de expresión relativa de cada marcador en los ocho clústeres 
identificados en el archivo concatenado de las muestras analizadas (n=10). b. Gráfica de barras que muestra 
el porcentaje de células NKs en cada grupo en los principales clústeres identificados por FlowSOM. Jóvenes 
(Azul oscuro), adultos mayores (Marrón). Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-
Whitney test. Barra de error indica SEM. (*p<0.05) (n=10). 

1.3.8 Las poblaciones identificadas en FlowSOM se confirmaron 
en el análisis automatizado con CITRUS. 

Un algoritmo adicional para el análisis de los datos de citometría de flujo generados en 

PBMCs marcados con paneles multicolor fue Citrus (cluster identification, characterization, 

and regression) (125). Citrus realiza de manera no supervisada la identificación y la 

estratificación de subpoblaciones celulares presentes en una muestra como resultado del 

procesamiento del conjunto de datos obtenidos de muestras de células marcadas con un 

panel multicolor y analizadas por citometría de flujo. Citrus aplica el agrupamiento 

jerárquico para la identificación de clúster de células dentro de un conjunto de datos, 

calcula las características descriptivas de cada clúster y luego aplica métodos de 

aprendizaje no supervisado regularizado con el fin de determinar como punto final de 

análisis en la muestra, no solo los subconjuntos de células más representativos de cada 

muestra sino que además permite establecer comparaciones acerca de la presencia 

relativa de las subpoblaciones de células representativa de cada muestra entre grupos de 

individuos analizados, en nuestro caso entre jóvenes y adultos mayores. En consecuencia, 

citrus permite identificar poblaciones de células cuyo comportamiento es predictivo de 

criterios de valoración clínicos y/o experimentales (125).  

Al procesar por citrus los datos de las muestras de los dos grupos de análisis en nuestro 

estudio (jóvenes y adultos mayores), citrus permitió identificar tres clústeres de NKs que 

exhiben expresión diferencial entre los dos grupos. Mientras que los clústeres 119987 y 
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119994 con un perfil de expresión de marcadores similar al de las poblaciones 0 y 3 

establecido por FlowSOM (Figura 12) tuvieron una expresión significativamente mayor en 

los adultos mayores, el clúster 119998 (caracterizado por una expresión negativa de todos 

los marcadores), se encontró significativamente disminuido en los adultos mayores (Figura 

13). 

 

Figura 13. Fenotipo y abundancia de los clústeres asociados al fenotipo NKs en jóvenes y adultos 
mayores.  
Cada corrida de Citrus se realizó con 10.000 eventos por muestra, el número mínimo de células para considerar 
un grupo fue de 2.500 células. Los gráficos de caja y bigotes representan la abundancia de un grupo en 
términos de porcentaje del total de eventos (**p<0.01). Los histogramas muestran la expresión de los 
marcadores celulares considerados en el panel multicolor analizado (CD57, KLRG1, CD56, NKG2D, NKp30, 
CD3, CD16) en la muestra global (histograma azul: fondo, histograma rojo: expresión de grupo). a. clúster 1 y 
b. clúster 2, incrementados en adultos mayores. c. Clúster 3 negativo para todos los marcadores aumentado 
en jóvenes. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar 

los jóvenes y los adultos mayores. Barra de error indica SEM (n=10). 

1.3.9 Disminución de las subpoblaciones vírgenes de LT en los 
adultos mayores 

La involución tímica que se produce a lo largo de la vida genera una disminución en el 

recambio de LT; en consecuencia, con el envejecimiento se hace evidente una disminución 

importante del pool de LT vírgenes y una expansión significativa de las poblaciones de LT 

terminalmente diferenciadas con características senescentes. El fenotipo senescente de 
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LT se caracteriza por el aumento en superficie de la expresión de marcadores de 

maduración CD57 y KLRG1 (32, 57) y la disminución en la capacidad de respuesta del 

TCR al antígeno (58). Evaluando las poblaciones de LT en la muestra analizada 

encontramos que efectivamente estos cambios se encuentran asociados a la edad 

avanzada principalmente en LT CD8+ que muestran una disminución significativa de la 

subpoblación de LT vírgenes (N) y un incremento significativo de la subpoblación efectora 

(E). Por su parte, en los LT CD4+ los principales cambios asociados a la edad avanzada 

fueron la disminución de la subpoblación de LT vírgenes (N) y el aumento de los LT de 

memoria central (MC) (Figura 14). 

 
Figura 14. Cambios en las poblaciones de memoria de LT con el envejecimiento.  
Gráfica de barras que muestra el porcentaje de cada subpoblación de LT vírgenes (N), de memoria central 
(MC)de memoria efectora (EM) y efectoras terminales (E) en los dos grupos de individuos en estudio jóvenes 
(barras blancas) y adultos mayores (barras grises) tanto en LT CD4+ ex vivo (a) como en LT CD8 ex vivo (b). 
Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los grupos. 
Barra de error indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   

1.3.10 Los LT CD8 vírgenes expresan marcadores de 
senescencia. 

Al comparar la expresión diferencial de marcadores de senescencia (CD57 y KLRG1) entre 

LT de adultos mayores y jóvenes, encontramos un incremento significativo de la expresión 

de estos marcadores en la subpoblación de LT CD8+ vírgenes en los individuos adultos 

mayores (Figura 15). En contraste con lo encontrado en LT CD8+ no encontramos cambios 

significativos en la expresión de estos marcadores en las subpoblaciones de LT CD4+ 

entre jóvenes y adultos mayores (Figura suplementaria 4). 
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Figura 15. Expresión de marcadores de senescencia en las poblaciones de memoria de LT CD8+.  
Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT CD8+ que expresan CD57 (a.) y KLRG1 (b.) en la superficie 
de distintas subpoblaciones de LT CD8+: vírgenes (N), de memoria central (MC), memoria efectora (EM) y 
efectoras terminales (E), en los dos grupos de estudio jóvenes (barras blancas), adultos mayores (barras 
grises). Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los 

grupos. Barra de error indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   

1.3.11 Análisis automatizado de subpoblaciones de LT por 
FlowSOM y CITRUS 

Para confirmar los hallazgos del análisis manual, se realizó el análisis automatizado del 

panel multicolor de LT mediante FlowSOM, se encontraron cuatro clústeres aumentados 

en los adultos mayores. (i) La población 3 (Pop3: CD3+CD4+CD45RO+CD62low) que 

corresponde a una población de LT CD4+ de memoria efectora que no expresa 

marcadores de senescencia, (ii) la población 4 (Pop4: CD3+CD8+KLRG1+) que 

corresponde a una población de LT CD8+ efectores terminalmente diferenciados que 

expresan KLRG1, (iii) la población 5 (Pop5: CD3+CD8+KLRG1+CD57+) que corresponde 

a una población terminalmente diferenciada que expresa los dos marcadores de 

senescencia y (iv) la población 6 (Pop6: CD3+KLRG1+ negativa para CD4+ y CD8). 

Mientras los hallazgos de las poblaciones 4 y 5 coinciden con lo encontrado en el análisis 

manual (Figura 15), la población 6 podría corresponder a una población NKT excluida en 

dicho análisis. En contraste con el aumento de estos cuatro clústeres celulares de manera 

selectiva en el adulto mayor, un clúster de LT CD8+ (pop0 CD3+CD8+CD62L+), resulto 

aumentado selectivamente en los jóvenes. El aumento de esta población de LT CD8+ 

virgen detectada por FlowSOM en los jóvenes coincide con el incremento significativo de 

esta población encontrado en el grupo de individuos jóvenes en el análisis manual (Figura 

14). 
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Figura 16. Análisis automatizado de LT por Flow SOM.  
a. Mapa de calor que muestra el perfil de expresión de cada marcador en los 8 clústeres identificados en el 
archivo concatenado de las 10 muestras. b. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT de cada grupo 
en los principales clústeres identificados por FlowSOM. Jóvenes (Azul oscuro), adultos mayores (Marrón). Se 
realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test. Barra de error indica SEM. 
(***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   

A diferencia de lo encontrado en FlowSOM, Citrus identificó principalmente un clúster que 

esta significativamente aumentado en los jóvenes (Figura 17), que tiene características en 

común con la población 0 (pop0 CD3+CD8+CD62L+) identificada en FlowSOM la cual 

también esta incrementada en los jóvenes (Figura 16). En conjunto estos resultados 

sugieren que el cambio más representativo en LT asociado al envejecimiento es la 

disminución de la subpoblación de LT CD8+ vírgenes. 

 

Figura 17. Fenotipo y abundancia del clúster identificado en LT.  
Cada corrida de Citrus se realizó con 10.000 eventos por muestra, el número mínimo de células para considerar 
un grupo fue de 2.500 células. Los gráficos de caja y bigotes representan la abundancia de un grupo en 
términos de porcentaje del total de eventos (**p<0.01). a. Grafica de cajas y bigotes que muestra la diferencia 
del clúster entre los grupos. b. Los histogramas muestran la expresión de los marcadores celulares 
considerados en el panel multicolor analizado (CD57, CD3, CD8, CD62L, CD4, CD45RO, KLRG1) en la 
muestra global (histograma azul: fondo, histograma rojo: expresión de grupo). Se realizó una prueba t no 
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paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los jóvenes y los adultos mayores. Barra 
de error indica SEM (n=10).  

1.3.12 Influencia de las diferencias sexuales en la distribución 
de diferentes poblaciones de leucocitos. 

Mujeres y hombres difieren en varios aspectos fisiológicos, incluyendo la respuesta 

inmune. Estas diferencias pueden estar relacionadas con las hormonas esteroideas 

sexuales (estrógenos, progesterona y testosterona), genética (efecto del cromosoma X) y 

factores medioambientales (126). La evidencia epidemiológica muestra que mientras los 

hombres mayores son más susceptibles a padecer enfermedades infecciosas 

complicadas, y a la muerte por cáncer (127), las mujeres mayores tienden a generar una 

respuesta inmune más vigorosa que favorece una mayor incidencia de autoinmunidad 

(128). Las diferencias entre mujeres y hombres pueden identificarse en muchos niveles de 

la respuesta inmune. Sin embargo, la susceptibilidad a enfermedades infecciosas, el 

cáncer y la autoinmunidad históricamente han sido analizadas desde el punto de vista 

biológico subestimando el papel que el género pueda jugar como factor que predispone a 

algunas enfermedades (126).  Estas diferencias en la respuesta inmune entre hombres y 

mujeres pueden obedecer a cambios en la distribución de poblaciones de leucocitos, y la 

producción de citoquinas. Algunos estudios han mostrado, por ejemplo, que el porcentaje 

de NKs es mayor en hombres que en mujeres (122). Otros estudios han mostrado 

aumentos de la producción de citoquinas proinflamatorias tanto en hombres como en 

mujeres, con resultados no concluyentes (126). Un análisis completo del efecto de las 

diferencias sexuales en la respuesta inmune es un tema difícil y complejo de estudiar en 

una muestra pequeña de individuos y a pesar de que esta observación no estaba dentro 

del alcance de los objetivos de la presente investigación, en este trabajo evaluamos entre 

hombres y mujeres diferencias en la distribución en sangre periférica de subpoblaciones 

de monocitos, NK y LTs cuantificables por citometría de flujo.  

▪ Los hombres adultos mayores tienen un mayor porcentaje de monocitos 
intermedios que las mujeres. 

Utilizando la misma estrategia de selección de la Figura 4, se comparó entre hombres y 

mujeres la distribución de las subpoblaciones de monocitos definidas a partir de la 

expresión diferencial de CD14 y CD16 en una muestra de monocitos de hombres jóvenes 

y de edad avanzada Vs. monocitos de mujeres jóvenes y de edad avanzada, total (Figura 

18) y separados de acuerdo con la edad (jóvenes Figura 18b y adultos mayores Figura 
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18c). A nivel de monocitos totales (jóvenes y adultos mayores sumados), se encontró que 

los hombres tienen un porcentaje significativamente mayor de monocitos intermedios que 

las mujeres (Figura 16a) y esta diferencia es probablemente atribuible al porcentaje 

significativamente mayor de esta subpoblación de monocitos detectada en la sangre de 

hombres adultos mayores cuando se compara con los porcentajes de esta subpoblación 

de células presente en la sangre de mujeres adultas mayores. Es de anotar que también 

se detectó una disminución significativa de los monocitos clásicos en la sangre de hombres 

adultos mayores con respecto a los niveles de estos monocitos detectados en mujeres 

adultas mayores.  

 

Figura 18. Los hombres adultos mayores tienen un mayor porcentaje de monocitos intermedios en 
comparación con las mujeres de edad avanzada. 
a. Gráfica de puntos de dispersión que muestra el porcentaje de las subpoblaciones de monocitos clásicos, 
intermedios y no clásicos en los dos grupos mujeres (círculos negros) y hombres (cuadrados blancos) muestra 
total (n=10) b. grupo joven (n=5) y c. Grupo adulto mayor (n=5). Se realizó una prueba t no paramétrica con 
datos no pareados Mann-Whitney test (**p<0.01; *p<0.05). Los valores representados son la media ± DS.  

▪ Influencia de las diferencias de sexo en los porcentajes de células NKs 
detectados en sangre. 

Utilizando la misma estrategia de selección de la Figura 10, se comparó el porcentaje de 

NKs totales circulantes y la distribución de las subpoblaciones CD56bright, CD56dim y 

CD56neg entre hombres y mujeres participantes en la muestra total y separando los jóvenes 

de los adultos mayores. No se encontraron diferencias significativas entre hombres y 

mujeres en el porcentaje total de NKs circulantes; tampoco se detectaron diferencias al 

separar los hombres y mujeres por edad (Figura 19a). El análisis de las subpoblaciones de 

NKs, reveló una tendencia al incremento de la subpoblación CD56dim en los hombres tanto 

jóvenes como adultos mayores y una disminución significativa de la subpoblación CD56bright 

principalmente en los hombres jóvenes. 



50 Estudio celular de la inmunosenescencia 

 

 

Figura 19. Hombres y mujeres exhiben diferencias en el porcentaje de células NKs. 
a. Gráfica de puntos de dispersión que muestra el porcentaje de NKs totales circulantes en mujeres (círculos) 
y hombres (cuadrados) en la muestra total, grupo joven y grupo adulto mayor. b. Gráfica de puntos de 
dispersión que muestra el porcentaje de las tres subpoblaciones de NKs CD56bright, CD56dim y CD56neg en 
mujeres (círculos negros) y hombres (cuadrados blancos) en la muestra total, grupo joven y grupo adulto 
mayor. Se aplicó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test (**p<0.01; *p<0.05). 
Los valores representados son la media ± DS. 

▪ Análisis de la distribución de subpoblaciones de LT en hombres y 
mujeres. 

La distribución porcentual de las distintas subpoblaciones de LT CD4+ y de LT CD8+ fue 

comparada entre hombres y mujeres participantes en el estudio. Este análisis reveló 

porcentajes similares de cada una de las subpoblaciones tanto de LT CD4+ como de LT 

CD8+ en las muestras de hombres y mujeres analizadas (Figura 20a y b). Sin embargo, al 

comparar hombres y mujeres en el grupo de adultos mayores encontramos que mientras 

las mujeres tenían un porcentaje significativamente mayor tanto de LT CD4+ como LT 

CD8+ vírgenes (Figura 20a y b, panel A. MAYOR), los hombres tenían un aumento 

significativo tanto de LT CD4+ de memoria central como de LT CD8+ efectores (Figura 20a 

y b, respectivamente). 
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Figura 20. Diferencias asociadas al sexo y a la edad en la distribución de distintas poblaciones de LT. 
Gráfica de dispersión de puntos donde se muestra el porcentaje de cada subpoblación de células vírgenes y 
de memoria en mujeres (círculos negros) y hombres (cuadrados blancos) detectada ex vivo en la muestra total, 
grupo de individuos jóvenes y grupo de adultos mayores en LT CD4+ (a) y en LT CD8 (b) Se realizó una prueba 
t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los grupos. (**p<0.01; *p<0.05). Los 
valores representados son la media ± DS. 

1.4 Discusión 

El envejecimiento es un proceso caracterizado por un deterioro progresivo de las funciones 

cognitivas, fisiológicas y metabólicas que conlleva, en la mayoría de los casos, a un 

incremento de la susceptibilidad a enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares e 

inflamatorias crónicas (129). Este proceso se traduce a nivel celular en la disminución de 

la capacidad proliferativa, arresto del ciclo celular, expresión de marcadores asociados con 

senescencia/agotamiento y acumulación de células senescentes. Para analizar el efecto 

del envejecimiento a nivel celular, se determinó mediante citometría de flujo 

multiparamétrica el perfil fenotípico y funcional de diferentes subpoblaciones leucocitos a 

partir de PBMCs en un grupo de individuos sanos. Dentro de las poblaciones celulares 

presentes en sangre, los monocitos, células esenciales en la respuesta inmune por su 

capacidad fagocítica útil para el procesamiento y presentación del antígeno y para la 

producción de citoquinas, resultan ser células claves en la disfunción inmune relacionada 

con la edad (119). En nuestro estudio, se observó que los adultos mayores presentan una 

disminución de monocitos clásicos CD14++CD16- y un incremento de monocitos 

intermedios CD14+CD16+. Los monocitos intermedios son células proinflamatorias 

productoras de citoquinas como TNFα e IL-6. Estas citoquinas juegan un papel importante 
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en el envejecimiento de origen inflamatorio o inflammaging (130). Además, algunos 

estudios han encontrado asociación entre la variación en las subpoblaciones de monocitos 

circulantes y el desarrollo de enfermedad coronaria (131) y varios tipos de cáncer (130). 

Del mismo modo que otras células del sistema inmune, los monocitos se activan por el 

reconocimiento de agentes extraños a través de los TLRs. En este trabajo se evaluó la 

respuesta de los monocitos a distintos estímulos inflamatorios utilizando agonistas de 

TLRs. Si bien, los adultos mayores tienen una mayor expresión ex vivo de TLR4, fue en 

los adultos jóvenes donde se observó una mayor variación en la expresión de este receptor 

en todas las subpoblaciones de monocitos luego de la estimulación con LPS. Además, se 

encontró que los monocitos de los adultos jóvenes producen una mayor cantidad de 

citoquinas como IL-6, TNFα e IL-10 que los adultos mayores. Esto puede deberse a 

alteraciones en la reprogramación metabólica asociada a la edad, ya que la activación de 

los monocitos en respuesta a LPS requiere un incremento importante en la producción de 

ATP (131). Distintos estudios han mostrado que la edad disminuye la capacidad 

respiratoria mitocondrial de los monocitos e induce cambios en las modificaciones de 

histonas que afectan su capacidad transcripcional y de respuesta a la estimulación (129, 

130). En cuanto a la estimulación con otros agonistas de TLRs no se observó un cambio 

significativo en la expresión de los receptores evaluados entre los dos grupos de edad, 

pero sí una disminución significativa en la producción de IL-6 y TNFα en individuos 

mayores de 60 años, resultados coincidentes con estudios previos en los cuales se evaluó 

la producción de estas citoquinas después de la estimulación de monocitos de adultos 

mayores con Pam3CSK4 (34). 

Dado el papel clave que tienen las DCs en la inducción de una respuesta inmune 

específica, desde hace más de 30 años se viene trabajando en estrategias de 

inmunoterapia basadas en este tipo de células para el tratamiento de distintas patologías, 

en particular el cáncer (118). Teniendo en cuenta que en estos pacientes el microambiente 

tumoral afecta la funcionalidad de las DCs naturales, la terapia celular basada en DCs 

autólogas obtenidas ex vivo resulta ser una estrategia prometedora (117). No obstante, la 

efectividad de este enfoque de inmunoterapia de obtener una respuesta clínica favorable 

y de regresión tumoral es tan solo del 10 al 15% (132). Esta limitada eficacia se ha asociado 

a una maduración incompleta de las DCs autólogas (118). En línea con estas 

observaciones, en este trabajo se evaluó la expresión de las moléculas co-estimuladoras 

CD40, CD80 y CD83 en respuesta al estímulo de maduración con un coctel proinflamatorio 
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de citoquinas estándar (TNFα, IL-1β, IL-6 y PGE2) en DCs inmaduras derivadas de 

monocitos en los dos grupos de edad. Si bien las DCs derivadas de los adultos jóvenes 

tienden a expresar un mayor porcentaje de moléculas co-estimuladoras que las células 

derivadas de los adultos mayores, estas diferencias no fueron estadísticamente 

significativas.  Se debe tener en cuenta que la óptima maduración de las DCs depende de 

su capacidad de reprogramación en respuesta al estímulo proinflamatorio. Por ejemplo, 

TNFα, IL-1β, IL-6 y PGE2 se unen a diferentes receptores, pero sus cascadas de 

señalización confluyen en la activación del complejo NF-κB Re1A/B. Taveniers y cols 2020, 

mostraron que la activación de los monocitos dependiente de NF-κB tras la estimulación 

con LPS o TNFα se encuentra afectada en adultos mayores, lo que podría alterar su 

capacidad de generar respuestas inmunes efectivas. No obstante, llama la atención que 

las DCs de los adultos mayores producen una mayor cantidad de TNFα que puede 

favorecer su actividad proinflamatoria. A pesar de que muchos estudios han evaluado 

distintos cocteles de citoquinas con el fin de mejorar la calidad de la maduración de las 

células dendríticas, muy pocos han tenido en cuenta la influencia del envejecimiento en los 

pacientes de donde se obtienen estas células. Pará obtener resultados concluyentes al 

respecto, es necesario realizar estudios con una muestra más amplia e incluir análisis del 

perfil transcripcional y ensayos funcionales. 

Las NKs son células polifuncionales y entre las muchas tareas que realizan tienen a cargo 

la eliminación de células senescentes, infectadas por virus, de controlar la inflamación y 

activar la respuesta inmune adaptativa (120). Cerca del 90% de las NKs circulantes son 

CD56dim CD16+, células maduras y citotóxicas; el 10% restante CD56bright CD16+ son 

productoras de citoquinas como el IFNγ y el TNFα (120). Recientemente se ha descrito 

una tercera subpoblación CD56neg CD16+ asociada a la respuesta crónica contra 

infecciones virales por CMV y HIV (133, 134). Teniendo en cuenta que el 80% de los 

adultos mayores analizados en nuestro estudio tuvieron serología positiva para CMV+ y 

que el envejecimiento puede afectar la función y la distribución de las subpoblaciones de 

NKs (23), se determinó por citometría de flujo la distribución de las distintas subpoblaciones 

de NKs en dicha muestra poblacional. Se evidenció un aumento significativo del total de 

NKs circulantes, un incremento de las células CD56neg, mayor expresión de CD57 y una 

disminución significativa de las células CD56bright en los adultos mayores. Estos hallazgos 

coinciden con estudios previos de envejecimiento del sistema inmune donde se observa 

una disminución de las NKs inmaduras y un incremento de las CD56dim con expresión de 
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CD57 (23, 66, 133, 134). Müller y cols. encontraron que estas células CD56neg son menos 

funcionales en términos de citotoxicidad, capacidad de degranulación y producción de IFNγ 

cuando se compara con las CD56dim especialmente en personas CMV+ (133). Este 

remodelamiento de las subpoblaciones de NKs, la disminución de células inmaduras y la 

acumulación de células maduras con expresión de CD57 pueden explicar algunos cambios 

funcionales observados en individuos de la tercera edad (120). En resumen, en nuestro 

grupo de adultos mayores se observaron cambios en las principales subpoblaciones de 

NKs, dados especialmente por una expansión de células CD56neg que pueden contribuir a 

la disfunción inmune durante el envejecimiento.  

El equilibrio entre los receptores de activación e inhibición determina el correcto 

funcionamiento de las NKs (66). En este estudio se evaluó la expresión de los receptores 

NKG2D, NKp30, CD57 y KLRG1. Se encontró una disminución en la expresión de KLRG1 

y NKp30 en las células CD56dim de los adultos mayores, pero no se observaron cambios 

en la expresión de NKG2D en ninguno de los dos grupos evaluados. La expresión de 

KLRG1 está correlacionada con la disminución en la capacidad proliferativa, en la 

secreción de IFNγ y el incremento de la apoptosis de las células NK (135). Müller y cols. 

encontraron además, que una mayor expresión de KLRG1 en NKs de adultos mayores 

incrementa su umbral de activación y atenúa la función efectora (66). Aunque este puede 

ser un mecanismo de tolerancia periférica, también puede aumentar la susceptibilidad a la 

infección y al cáncer (66). Es probable que el aumento de KLRG1 en nuestro grupo de 

individuos jóvenes pueda estar relacionado con su estado CMV+. Estudios han encontrado 

que la infección por CMV puede modular la función de las NKs, afectando la expresión de 

receptores inhibitorios y de receptores de activación (136). Por otro lado, Hayhoe y cols. 

encontraron una disminución en la expresión de KLRG1 en los adultos mayores y 

argumentan que dicho cambio puede ser el resultado de compensación funcional a células 

más citotóxicas, productoras de citoquinas, cuyo efecto inmunomodulador contrarrestaría 

la disminución de células productoras de citoquinas CD56bright (137).   

La literatura no es concluyente en lo que respecta a la expresión de receptores KIR. Se 

necesitan estudios comparativos que consideren distintos grupos de edad y el estado de 

infección por CMV para determinar la influencia de KLRG1 en nuestra población. La 

expresión de NKp30 en los individuos evaluados coincide con lo reportado en la literatura. 

Si bien con el envejecimiento hay una disminución en la expresión de receptores de 

citotoxicidad natural que disminuye la citotoxicidad contra blancos clásicos de NKs, la 
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citotoxicidad dependiente de anticuerpos se encuentra intacta (122). Se realizó un análisis 

multidimensional automatizado de NKs y se encontró la expansión de dos poblaciones 

maduras CD56dimCD16+ CD57+ y CD56dimCD16+ CD57- las cuales expresan NKp30low y 

KLRG1. La población CD57+ ha sido descrita como células maduras disfuncionales que 

expanden durante infecciones virales crónicas como el CMV (120). Por el contrario, la 

población CD57- puede indicar un aumento en la reactividad, siendo células altamente 

adaptadas para combatir la reactivación del CMV (138). Si bien la infección por CMV es un 

factor confusional importante en los estudios de correlación inmune y envejecimiento, es 

necesario realizar más estudios con una muestra de individuos mayor que permita 

diferenciar el efecto del CMV vs. el del envejecimiento fisiológico sobre el sistema inmune. 

Los efectos del envejecimiento son especialmente evidentes en el compartimento de las 

subpoblaciones de memoria de los LT, asociados a una menor capacidad de respuesta a 

nuevos antígenos y una disminución en la inducción de memoria a largo plazo (13). La 

capacidad de generar y mantener LT de memoria antígeno-específicos es esencial para la 

protección inmune a largo plazo (139). Se han descrito cuatro grandes subpoblaciones de 

LT (Vírgenes (N), memoria central (CM), memoria efectora (EM) y efectores terminalmente 

diferenciados (E) de acuerdo con la expresión diferencial de moléculas de superficie como 

CCR7, CD45RA/RO, CD27, CD28, CD62L y CD95 (72, 73). Con base en la expresión 

diferencial de CD62L y CD45RO en este trabajo se determinó la distribución de las 

subpoblaciones de memoria en PBMCs de los individuos analizados. Se encontró una 

disminución significativa en la subpoblación de células vírgenes tanto de los LT CD4+ 

como en los CD8+ en el grupo de los adultos mayores. A pesar de que el número total de 

LT permanece relativamente constante con el envejecimiento, la disminución de la 

población virgen es una característica clave de la inmunosenescencia (140). En una 

revisión sistemática de la literatura sobre marcadores de inmunosenescencia de LT 

realizada por el grupo de Inmunología y Medicina Traslacional, encontramos 36 artículos 

que comparaban la distribución de las poblaciones de memoria entre jóvenes y adultos 

mayores (85). Estos estudios encontraron una disminución significativa de LT vírgenes 

tanto en CD4+ (75-81) como en CD8 (75-79, 82-84). La disminución de las poblaciones 

vírgenes puede explicar parcialmente el incremento de la susceptibilidad de los adultos 

mayores a enfermedades infecciosas, crónicas inflamatorias y al cáncer (141, 142).  
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Así mismo, en nuestra muestra poblacional encontramos un incremento significativo de los 

LT CD8+ efectores terminalmente diferenciados en los adultos mayores. El aumento de LT 

CD8 efectores ha sido descrito tanto en envejecimiento como en infecciones crónicas como 

el CMV (86). En la revisión sistemática arriba mencionada, solo una tercera parte de los 

estudios incluían la serología de CMV como una variable de análisis (80, 87-90). Acorde 

con estos estudios el presente trabajó evidenció un incremento en las subpoblaciones EM 

y E en los adultos mayores CMV+ en comparación con el grupo de adultos jóvenes CMV+ 

(80, 88). Y en tanto que en los individuos CMV- no se observa dicho aumento de los LT E 

se puede concluir que la infección por CMV promueve un mayor grado de diferenciación 

con la edad como ha sido descrito por otros (80, 88, 90).  

En la literatura se han reportado distintos marcadores para evaluar la inmunosenescencia 

de LT. Dentro de ellos, dos de los más aceptados son CD57, un marcador de diferenciación 

terminal cuya expresión se incrementa con la edad en los LT (32), y KLRG1, un receptor 

de membrana inhibitorio (58). En este trabajo se encontró que la expresión de ambos 

marcadores se incrementa significativamente con la edad, especialmente en las 

subpoblaciones EM y E. Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura donde 

la población de LT CD57+KLRG1+ se encuentra incrementada en los adultos mayores (57, 

59, 82, 87, 91, 94). Mediante un análisis multidimensional con FlowSOM se identificó que 

los adultos mayores exhiben un mayor porcentaje de LT CD8 terminalmente diferenciados 

que expresan marcadores de senescencia, soportando de este modo la evidencia que 

sugiere que estos marcadores reflejan un fenotipo de LT inmunosenescente. Por otro lado, 

el análisis por CITRUS permitió identificar un clúster de LT vírgenes que sólo se encuentra 

aumentado en los adultos jóvenes, resultado que apoya la disminución de los LT vírgenes 

como característica clave de la inmunosenescencia. 

Discrepancias entre los sexos contribuyen a las diferencias en la función inmune que 

determinan el estado de salud-enfermedad y la esperanza de vida  (143). Las mujeres, por 

ejemplo, inducen respuestas inmunes más fuertes que los hombres, lo que se traduce en 

un aclaramiento más rápido de los patógenos en las infecciones agudas y una mejor 

respuesta a la vacunación; no obstante, también presentan mayor susceptibilidad a 

enfermedades inflamatorias y autoinmunes (128). Estas diferencias se han asociado a las 

hormonas esteroides sexuales y a factores  genéticos como la influencia del cromosoma 

X (126). Aun así, no se ha elucidado completamente si el envejecimiento afecta 

diferencialmente las células del sistema inmune de mujeres y hombres. Para intentar dar 
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respuesta a este interrogante, en este trabajó se analizaron los cambios en las 

subpoblaciones de monocitos, células NKs y LT en la muestra total y por grupos de edad 

de los voluntarios sanos según su sexo. Se encontró un incremento de la subpoblación de 

monocitos intermedios en los hombres adultos jóvenes y mayores. Estudios han observado 

que los hombres tienen un mayor porcentaje de monocitos clásicos que las mujeres y una 

mayor expresión de genes asociados a vías inflamatorias, sugiriendo una significativa 

susceptibilidad a enfermedades inflamatorias crónicas como la ateroesclerosis y la 

fragilidad durante el envejecimiento (127, 143).  

Respecto a las células NK, no se encontraron diferencias asociadas al sexo en el total de 

NKs circulantes; pero sí se evidenció que las mujeres exhiben un mayor porcentaje de la 

subpoblación CD56bright y menor frecuencia de CD56dim que los hombres. Estos resultados 

coinciden con lo reportado por Al-Attar y cols (127). Estos investigadores encontraron 

también, que las células CD56dim de las mujeres muestran una capacidad citotóxica mucho 

más potente que las de los hombres.  

En relación con las subpoblaciones de memoria de LT, se encontró una disminución del 

componente virgen tanto en LT CD4+ como en LT CD8+ en los hombres respecto a las 

mujeres. Esto puede explicarse porque las mujeres tienen una elevada actividad tímica 

comparada con los hombres en todos los grupos de edad (143). Se observó además,  un 

mayor porcentaje de LT CD4+ de memoria central en los hombres, lo cual puede sugerir 

una mayor capacidad de respuestas antígeno-especificas respecto a las mujeres (127). En 

resumen, a pesar de la disminución de las hormonas sexuales con las edad, las PBMCs 

de los hombres difieren significativamente de las de las mujeres después de los 65 años 

(143). Nuestros hallazgos indican que el sexo tiene un rol clave en el envejecimiento 

diferencial del sistema inmune. Se necesitan más estudios que permitan identificar factores 

de correlación entre el envejecimiento, el sexo y las enfermedades crónicas. 





 

 
 

Capítulo 2. Respuesta a la vacunación de 
linfocitos T CD4+ Foliculares Helper (LTfh) 
en individuos adultos mayores sanos. 

1.5 Estado del arte 

El envejecimiento del sistema inmune se caracteriza por: (i) la disminución de la habilidad 

para responder a nuevos agentes infecciosos, (ii) alteraciones en la respuesta de linfocitos 

T y B de memoria, (iii) mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedades autoinmunes y 

(iv) inflamación crónica de bajo grado (6). Estas alteraciones, aumentan la susceptibilidad 

de adultos mayores a infecciones graves y a la muerte causada por agentes infecciosos 

(144). Una de las principales consecuencias de la inmunosenescencia es la deficiente 

respuesta a las vacunas (67). En la actualidad, se recomiendan cuatro vacunas para 

prevenir infecciones que afectan gravemente la salud de individuos de la tercera edad 

causadas por varios agentes infecciosos: Influenza, herpes zoster, neumococo, y tétanos 

y difteria (13). Pese a los programas de inmunización, esta población continúa estando 

dentro del grupo de alto riesgo para el desarrollo de estas enfermedades. Por lo anterior, 

resulta importante conocer el impacto que la inmunosenescencia tiene en la respuesta a 

las vacunas lo cual puede contribuir a descubrir nuevos adyuvantes y vacunas. 

La efectividad de la mayoría de las vacunas depende de la inducción de anticuerpos 

protectores contra antígeno-específicos mediada por LB y células plasmáticas que brinden 

protección a largo plazo (144). La generación de células productoras de anticuerpos de 

larga duración es esencial para una eficiente respuesta a las vacunas (145). Para esto, los 

LB deben someterse a recombinación de cambio de clase, hipermutación somática y 

diferenciación a células plasmáticas de larga vida. Estos procesos que requieren la 

cooperación de una subpoblación de LT CD4+ especializado, denominado LTfh (Linfocitos 

T Foliculares Helper) (144). 
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1.5.1 Linfocitos T Foliculares Helper (LTfh) 

Los LTfh son una subpoblación de LT CD4+ que se especializa en brindar ayuda a los LB 

foliculares dentro de los centros germinales (GC), donde se establece la respuesta de LB 

de alta afinidad y cambio de clase característica de LB de memoria y células plasmáticas 

secretoras de anticuerpos (146). La diferenciación de los LTfh se produce en tres fases 

principales: (i) cebado extra folicular, (ii) maduración folicular; y (iii) desarrollo de GC (144). 

El proceso de diferenciación comienza con la interacción de un LT CD4+ virgen con una 

célula dendrítica y un LB a través de un microambiente propicio de señales específicas de 

receptor-ligando, incluidas las citoquinas y sus receptores (147). En conjunto, estas 

señales inducen la expresión de factores de transcripción que provocan la diferenciación 

del LT CD4+ hacia el fenotipo LTfh (144). Las moléculas principales que regulan la 

formación de LTfh son: CD28, ICOS, CD40L, SAP y STAT3, y citoquinas como IL-6 e IL-

21 que activan la expresión de factores de transcripción maestros de la diferenciación TFH 

como Bcl-6, cMAF, y BATF (148). Los LTfh pueden identificarse a partir de otros LT CD4+ 

por la expresión de CXCR5, ICOS y PD1; además de la expresión de Bcl-6 y por la 

producción de IL-21. Por lo tanto, el fenotipo de LTfh se define como LT CD4+ 

CXCR5hiPD1hiICOShiBCl-6+IL-21+ (148). 

Los LTfh interactúan con los LB mediante la secreción de factores solubles y el contacto 

directo célula a célula (147). La IL-21 es la principal citoquina secretada por los LTfh, 

promueve el cambio de clase de los LB y su diferenciación en células plasmáticas 

secretoras de anticuerpos (149). Los LTfh secretan otras citoquinas como IL-9, IL-10, IL-4, 

IL-17 e IFN-γ, que pueden alterar la calidad y magnitud de la respuesta de LB (147). 

Mientras que la expresión de CD40L, molécula que interactúa con el receptor CD40 en el 

LB y proporciona señales necesarias para el cambio y la diferenciación de clase (144). La 

expresión de ICOS y PD1 induce la producción de IL-21, citoquina que juega un rol clave 

en la activación y/o tolerancia de LT respectivamente, PD1 regula la interacción con el LB 

a través del bloqueo de la señalización del TCR  (150-153). 

Los LTfh son una población heterogénea, que consta de diferentes poblaciones fenotípicas 

y funcionales (Tfh1, Tfh2, Tfh17 y Tfh reguladoras) (154). Estos subconjuntos se distinguen 

por la expresión diferencial de receptores de superficie como CXCR3, CCR6 y CCR4, que 

se correlacionan estrechamente con los perfiles de secreción de citoquinas (154). Las 

subpoblaciones de LTfh varían en su capacidad para proporcionar ayuda a los LB; por 
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ejemplo, los linfocitos Tfh2 y Tfh17 tienen la capacidad funcional de ayudar a los LB en la 

producción de anticuerpos mientras que los linfocitos Tfh1 no lo hacen (144, 154). Los LTfh 

son importantes en la inmunidad a la tuberculosis (155) y al VIH (151); y expanden en 

respuesta a la vacunación con Toxoide Tetánico e influenza (151, 156). No obstante, 

también están asociados con numerosas inmunopatologías que se caracterizan por 

respuestas inmunes humorales aberrantes. Estas incluyen inmunodeficiencias primarias y 

adquiridas, enfermedades autoinmunes y neoplasias malignas de LT (148).  

Por su importancia para desarrollar la inmunidad humoral a largo plazo, los LTfh son un 

área de investigación de gran interés para monitorear la respuesta inmune inducida por las 

vacunas. Los LTfh pueden salir del GC y convertirse en LTfh de memoria circulantes, que 

potencialmente reflejan la inducción de respuestas inmunes antígeno-específicas y pueden 

ser un biomarcador accesible para determinar el éxito de las vacunas (144). Estos LT 

CXCR5+ circulantes expresan bajos niveles de ICOS comparados con sus semejantes del 

CG y carecen de la expresión de Bcl-6 como regulador maestro (156). Este grupo celular 

constituyen entre el 15 y 25% de los LT de memoria en humanos (151, 157-159). Sin 

embargo, aunque compartan la expresión de CXCR5, otros marcadores tienen un perfil de 

expresión bastante distinto. La gran mayoría de LTfh circulantes expresan CD62L y CCR7 

(similares a LT de memoria central) (160, 161) lo que probablemente permite su tránsito 

por órganos linfoides secundarios. Por el contrario, los LTfh del CG regulan a la baja CCR7 

cuando migran hacia el folículo linfoide B (162). Varios grupos de investigación han 

demostrado que las frecuencias de los LTfh circulantes (LTfhc) predicen positivamente las 

respuestas antígeno-específicas (163, 164). Por lo tanto, el estudio de la frecuencia y el 

estado de activación de las células LTfhc en sangre periférica pueden ser una opción para 

evaluar la eficacia de múltiples tipos de vacunas. 

1.5.2 LTfhc y la respuesta a las vacunas durante la vejez 

Los adultos mayores exhiben una disminución en las respuestas a las vacunas 

caracterizada por una menor producción de anticuerpos antígeno-específicos (144, 164). 

Esta reducción puede estar asociada con alteraciones en el compartimento LTfhc (144). 

De hecho, los estudios han encontrado que los adultos mayores no logran aumentar los 

LTfhc activados después de la vacunación contra la influenza, mientras que los adultos 

más jóvenes tienen un aumento significativo en esta subpoblación que se correlaciona 
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directamente con la producción de anticuerpos específicos contra la influenza (163, 164). 

La magnitud del cambio en el compartimento LTfhc después de la vacunación puede ser 

una variable para el seguimiento de la respuesta inmune en los adultos mayores. La falta 

de expansión de poblaciones de LTfhc después de la vacunación en personas mayores 

sugiere que el desarrollo de LTfh en el folículo o la activación de LTfh dentro del GC se ve 

comprometida durante el envejecimiento (144).  

Diferentes mecanismos pueden estar contribuyendo a la disminución de la respuesta 

inmune de LT a la vacunación con la edad (6). La disminución de poblaciones vírgenes, la 

pérdida de la capacidad proliferativa, la disminución de la función y diversidad de TCR son 

factores determinantes (58). Infecciones virales crónicas  causadas por CMV y el virus de 

Epstein-Barr (EBV) tienen un impacto significativo en la inmunosenescencia porque 

favorecen el remodelamiento de las subpoblaciones de memoria aumentando el porcentaje 

de LT terminalmente diferenciados con capacidad proliferativa reducida y características 

de  senescencia replicativa (85). La subpoblación de LT CD4+ vírgenes es particularmente 

sensible a los cambios descritos con la inmunosenescencia, lo que puede afectar la 

diferenciación de LTfh y su funcionalidad durante el envejecimiento (144). Los LT CD4+ 

activados exhiben una menor expresión de ICOS y CD40L (163). También muestran un 

sesgo de diferenciación a subpoblaciones inflamatorias en lugar de TFH; estas 

alteraciones pueden influir en el detrimento de las respuestas a las vacunas durante el 

envejecimiento (144). 

Durante la vejez hay una acumulación LB de memoria, mientras que la subpoblación de 

LB vírgenes disminuye progresivamente, sesgando el repertorio de LB y limitando el 

número de clones disponibles para responder a nuevos antígenos (165). Funcionalmente, 

los LB disminuyen su capacidad proliferativa y de diferenciación en células plasmáticas 

antígeno-especificas (166). Varios estudios han demostrado que los adultos mayores 

tienen respuestas de anticuerpos más bajas después de la vacunación en comparación 

con los adultos más jóvenes (164). Defectos intrínsecos de los LB, como la alteración en 

la hipermutación somática y el cambio de isotipo, así como el menor número de células 

plasmáticas explican parcialmente la menor eficacia de la vacunación durante la vejez (13, 

165). 

En Colombia, los adultos mayores de 60 años son un grupo que padece alta morbilidad 

por influenza y representan el 90% de las muertes asociadas (12). La vacuna contra la 
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influenza se ha establecido como la primera línea de defensa frente a las temporadas 

anuales de gripe y representa una importante herramienta de prevención dentro de las 

políticas de salud pública a nivel mundial (167, 168). Sin embargo, se estima que la 

eficiencia de la vacuna es de solo un 9%, probablemente consecuencia de un sistema 

inmune senescente (169). Dentro de las vacunas recomendadas durante la vejez están las 

vacunas contra el tétano y la difteria. Sin embargo, al igual como se ha descrito para la 

influenza, la respuesta inmune a esta vacuna también es subóptima (13, 163). Además de 

la menor concentración de anticuerpos, la protección es de corta duración y un segundo 

refuerzo después de 5 años no genera una inmunidad duradera en personas mayores 

(170). En general, las respuestas inmunitarias a las vacunas recomendadas actualmente 

no son eficaces en las personas mayores. La mayoría de las vacunas disponibles no logran 

provocar respuestas inmunes duraderas ni desencadenar inmunidad celular eficiente (13).  

Con el fin de evaluar si el envejecimiento modula el fenotipo del componente de LTfh, en 

estudios previos del grupo de Inmunología y Medicina Traslacional (I&MT) se comparó la 

respuesta a la vacuna contra toxoide tetánico (TT) entre un grupo de individuos adultos 

jóvenes sanos y un grupo de adultos mayores de 65 años. Los resultados mostraron que 

el día 0 de la vacunación no habían diferencias estadísticamente significativas en los 

niveles de expansión de LTfh entre los dos grupos de individuos (14). Sin embargo, a los 

días 11 y 21 (post-vacunación) - dos puntos tiempo en que estudios de vacunación con TT 

y otros antígenos modelo han evidenciado respectivamente un pico de expansión y otro 

de contracción de estas células - nuestros resultados evidenciaron que los LTfh de los 

individuos jóvenes experimentaron un cambio en respuesta a la vacunación con TT tanto 

en la frecuencia inicial como en su fenotipo.  En efecto, los adultos jóvenes mostraron una 

expansión de los LTfh asociada a la expresión de ICOS el día 11 después de la vacunación 

la cual ha sido asociada por otros autores a la expresión de CXCR5 e IL-21 mediado por 

C-Maf en estas células (171). Por el contrario, en adultos mayores no se observó una 

expansión clara de LTfh en el día 11 y la expresión de ICOS fue más bien sostenida a lo 

largo del tiempo. Este patrón diferente de expresión de ICOS puede ser un reflejo de una 

población de LTfh más plástica en la juventud, capaz de diferenciarse en respuesta al 

antígeno (172) frente a un grupo más diferenciado de células LTfh en individuos mayores 

de 65 años propio de un sistema inmune senescente. 
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Para evaluar la respuesta de los LTfh a un segundo encuentro con el antígeno y la 

expansión de distintas subpoblaciones de células T. Lalinde y cols.(14), realizaron ensayos 

de estimulación in vitro de las PBMC con TT y cuantificaron la frecuencia de cada 

subpoblación de memoria. Los adultos mayores, no mostraron diferencias en los perfiles 

de memoria entre el análisis ex vivo e in vitro, mostrando una vez más un predominio de 

las poblaciones de memoria (CM y EM) en comparación con la población virgen y E. Por 

el contrario, los adultos jóvenes mostraron una distribución mucho más dinámica de las 

diferentes subpoblaciones cuando se les estimulaba con TT. En el día 0 y 21, la población 

EM exhibió una frecuencia más alta, mientras que en el día 11 hubo una expansión 

dramática de la población virgen. Si bien la reducción del fenotipo EM en sangre periférica 

en la respuesta máxima podría explicarse por la migración de estas células a órganos 

linfoides secundarios debido a la regulación positiva de CXCR5 vinculada a la señalización 

ICOS (171), su predominio en el día 0 y 21 pueden ser característicos de un sistema 

inmune activo con células T altamente receptivas en términos de expresión de CD40L, 

formación sostenida de CG en nódulos linfoides y producción de IL-21 en respuesta a 

antígenos que ayudan eficazmente a las células B a secretar anticuerpos de alta afinidad. 

Uno de los hallazgos más sorprendentes de este trabajo fue el aumento significativo de la 

población con fenotipo virgen en adultos jóvenes en el día 11 después de la vacunación. 

Aunque se sabe que la población virgen es altamente proliferativa, al cebarse con el 

antígeno, estas células se diferencian en poblaciones de células T de memoria y efectoras 

(CM> EM> E). Recientemente, en pacientes con cáncer, en respuesta a la vacuna contra 

la fiebre amarilla y en respuesta a otros patógenos se ha descrito una subpoblación de 

células denominada células T de memoria con fenotipo de célula madre (Tscm) (173, 174). 

En respuesta inducida por la vacuna contra el virus de la fiebre amarilla. Estas células, que 

tienen un fenotipo virgen (CCR7+ CD45RA+) son capaces de mantener las capacidades 

proliferativas de las células vírgenes, evitar la diferenciación a través de un proceso de 

autorrenovación, expandirse de una manera dependiente de IL-15 y expresar marcadores 

de células madre tales como CD95 y CD58 (175). En consecuencia, nuevos hallazgos 

demuestran que estas células Tscm responden a IL-21 y llevó al grupo a proponer que una 

fracción de las células de fenotipo virgen en el compartimento LTfh puede pertenecen a 

esta población Tscm en términos de su expansión acelerada en individuos jóvenes, pero 

no en individuos mayores, y también a su alta producción de IL-21 (15). Mientras que, en 
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los adultos mayores, la gran abundancia de células de memoria y la alta expresión de PD1 

en células vírgenes inhibieron la formación de este fenotipo Tscm. 

Si bien hay creciente evidencia a favor de que la disfunción de LTfh explica parcialmente 

la pobre respuesta a la vacunación durante el envejecimiento. Aún no han sido 

completamente elucidados los cambios celulares y moleculares que le imprimen a estos 

linfocitos los entornos tisulares envejecidos (144). Entender cómo los adultos mayores 

reducen sus respuestas inmunes protectoras a la infección y a la vacunación es esencial 

para diseñar intervenciones efectivas para prevenir la morbi-mortalidad por infecciones en 

la población adulta mayor. Por consiguiente, en este capítulo se presentan los resultados 

de la evaluación de la respuesta de LT CD4+ a la vacunación con toxoide de una cohorte 

de individuos adultos mayores de 65 años.  

1.6 Materiales y métodos 

1.6.1 Participantes 

Para participar en este estudio los individuos cumplían los siguientes criterios de inclusión: 

tener entre 18 y 30 años para ser clasificado como adulto joven o mayor de 65 años para 

clasificarse como adulto mayor, residir en la ciudad de Bogotá, no padecer de 

enfermedades metabólicas, autoinmunes, cardiovasculares o renales y ninguna otra que 

condicione inmunosupresión. Se excluyeron del estudio aquellos individuos que hubieran 

recibido la vacuna contra el tétanos en los últimos diez años, que presentaran alguna 

infección aguda reciente, consumo de antibióticos en las 3 semanas previas a la toma de 

la muestra, el consumo de medicamentos antiinflamatorios y esteroideos, y aquellos con 

enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, cáncer, diabetes mellitus en tratamiento 

farmacológico, cirrosis, alcoholismo y/o tabaquismo. Condiciones para la preparación y 

toma de la muestra: los participantes firmaron el consentimiento informado y se abstuvieron 

de realizar actividad física extenuante 24 horas antes de la toma de la muestra. Las 

muestras de sangre se obtuvieron antes de la vacunación (día0) y al día 11 y 21 post 

vacunación. Se utilizó la vacuna TETAVAX, fabricante Sanofi Pasteur. Este proyecto de 

investigación se rige según la resolución No. 008430 de 1993 por la cual se establecen las 

“Normas Científicas, Técnicas y Administrativas para la Investigación en Salud”. Se realizo 
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de acuerdo con la declaración de Helsinki y fue aprobado por el comité de ética de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. 

1.6.2 Separación de PBMCs 

Previa asepsia y antisepsia se obtuvo de cada participante una muestra de 20 ml de sangre 

periférica en tubos heparinizados. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de 

Inmunología y Medicina Traslacional de la Facultad de Medicina. La obtención de células 

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se realizó mediante separación por 

gradiente de densidad (Ficoll®paque, Sigma Aldrich).  Las PBMCs obtenidas se lavaron 

dos veces con medio RPMI 1640 y se crio-preservaron a una densidad de 1 x 107 

células/ml en medio de congelación (50% de RPMI-1640 + 40% de suero fetal bovino (SFB) 

+ dimetil sulfóxido al 10% (DMSO)). Se mantuvieron a -70°C durante las primeras 24 horas 

y luego se almacenaron en nitrógeno líquido hasta su uso. 

1.6.3 Evaluación de LTfh 

La evaluación de los LTfh se realizó los días 0, 11 y 21 post vacunación. Para ello, se 

sembraron 5 x 105 PBMCS/pozo en platos de 96 pozos fondo en U. Las células se 

estimularon con 20μg/mL de Toxoide Tetánico (Statens Serum Institute) durante 24 horas 

a 37°C, como control positivo se utilizó la estimulación con 25ng/mL de PMA (Sigma 

Aldrich) y 1μg/mL de Ionomicina (Sigma Aldrich) durante 6 horas, y como control negativo 

no se usó ningún estímulo. Se adicionó PE anti-CD40L (24-31) en los pozos de TT y 

PMA+Ionomicina desde el momento de inicio de la estimulación. Finalizado el tiempo de 

estimulación las células se cosecharon y se lavaron con PBS. Para la marcación se 

utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales extracelulares de Biolegend: Pacific 

blueTM anti-CD3 (HIT3a), Brillant violet 510TM anti-CD4+ (SK3), APC/Cy7 anti-CD45RA 

(HI100), FITC anti-CCR7 (G043H7), Alexa fluor 647 anti-CD95 (Dx2), Alexa fluor 700 anti-

ICOS (C398.4A), PerCP/Cy5.5 anti-PD1 (EH12.2H7), PE/Cy7 anti-CXCR5 (J252D4), 

Brillant violet 650 anti-CXCR3 (G025H7), se incubaron durante 20 minutos en la oscuridad 

a temperatura ambiente. Para la marcación intracelular con PE/Dazzle594 anti-Bcl-6 (7D1), 

se utilizó el kit de fijación y permeabilización de DAKO según las instrucciones del 

fabricante.  
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1.6.4 Citometría de flujo  

Las células fijadas y permeabilizadas se analizaron por citometría de flujo. El equipo 

utilizado fue el BD ARIA FACS III.  Se obtuvieron al menos 100.000 eventos/tubo y el 

análisis se realizó con el software FlowJo V10 (BD). 

1.6.5 Análisis estadístico 

El análisis de los resultados se realizó con el programa GraphPad Prism (v9.0), para 

encontrar diferencias entre los grupos se aplicó una prueba de t de Student's (prueba no 

paramétrica de Mann-Withney) con valores de “p” < 0,05 fueron considerados 

estadísticamente significativos. 

1.7 Resultados 

1.7.1 Disminución de los LT vírgenes CD4+ en los adultos mayores 

Como se mencionó antes, la capacidad de diferenciación de LT CD4+ a LTfh depende de 

la población inicial de LT vírgenes. Para evaluar el componente de LT CD4+ en nuestra 

muestra, se realizó el análisis ex vivo de las subpoblaciones de memoria de LT CD4+ el 

día cero de la vacunación (Figura 21a). No se detectaron diferencias significativas en el 

porcentaje total de CD4+ entre jóvenes y adultos mayores (Figura 21b). No obstante, se 

observa una disminución significativa de la subpoblación de LT CD4+ virgen y un aumento 

significativo de las células de memoria central en los adultos mayores respecto a lo 

encontrado en los jóvenes (Figura 21c). Asimismo, para identificar células T de memoria 

con fenotipo de célula madre (Tscm) en la población CD4+ virgen, se midió la expresión de 

CD95. Aunque no es significativo, se observa una disminución de los linfocitos LTSCM CD4+ 

en los adultos mayores respecto al grupo de adultos jóvenes (Figura 21d).  
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Figura 21. Estado del componente CD4+ en adultos mayores. 
a. Ejemplo representativo del análisis ex vivo de LT. Se definió la población de linfocitos con base en sus 
características de tamaño y complejidad utilizando los parámetros (FSC-A y SSC-A), se delimitó la región de 
células CD3+ CD4+, seguido del análisis de la expresión de CCR7 y CD45RA para las poblaciones de memoria 
N (Naïve: CCR7+, CD45RA+), CM (Memoria central CCR7+, CD45RA-), EM (efectoras de memoria: CCR7-, 
CD45RA-) y E (Efectoras: CCR7-, CD45RA+). En la población virgen (Naïve: CCR7+, CD45RA+), se 
seleccionaron los LT CD95+ como LTscm.  b. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT CD4+ total 
en cada grupo de estudio. c. Gráfica de barras que muestra cada subpoblación de memoria en los dos grupos 
de estudio Jóvenes (barras azules) y adultos mayores (barras rojas) en LT CD4+ ex vivo y d. Porcentaje de 
LTSCM. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los 
jóvenes y los adultos mayores. (****p<0.0001, ***p<0.001) (n=10/grupo).  Los valores representados son la 
media ± SEM. 

1.7.2 Expansión de LTfhc después de la vacunación con Toxoide 
tetánico 

Diferentes estudios han descrito una menor expansión de LTfhc circulantes en los adultos 

mayores después de la vacunación (163). En línea con estos resultados, al evaluar el 

componente de LTfhc en nuestra muestra definidos por la expresión de CXCR5 y PD1 

(Figura 22a), el día 0 de la vacunación no se encontraron diferencias significativas en la 

frecuencia basal de LTfhc, ni en la expresión de ICOS, CXCR3 y Bcl-6 entre los grupos 

evaluados (Figura 22b). Sin embargo, con respecto al día 0, los LTfhc de ambos grupos 

evaluados tienen una capacidad de expansión significativa al día 11 post vacunación. 

Estos resultados también mostraron que las células de los adultos jóvenes tienden a 
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expandir más que las de los adultos mayores, y que la capacidad de expansión de estas 

células disminuye en ambos grupos y en todos los individuos evaluados después del día 

11 de vacunación (Figura 22c). 

 

Figura 22. Estado componente LTfhc en respuesta a la vacunación. 
a. Ejemplo representativo de la estrategia de análisis ex vivo de LTfhc. Se definió la población de linfocitos con 
base en sus características de tamaño y complejidad utilizando los parámetros (FSC-A y SSC-A), se delimitó 
la región de células CD3+CD4+, seguido del análisis de la expresión de PD1 y CXCR5, la población LTfhc 
identificada como PD+CXCR5+ al día cero (D0), once (D11) y veintiuno (D21) de la vacunación con toxoide 
tetánico (TT) b. Gráficas de barras que muestran el porcentaje de LTfhc ex vivo al D0 de la vacunación c. 
Porcentaje de células LTfhc expresando de ICOS, Bcl-6 y CXCR3 respectivamente. d. Gráficas de símbolos y 
líneas que muestran el porcentaje ex vivo de LTfhc al D0, D11 y D21 de la vacunación en el grupo de jóvenes 
(●), adultos mayores (●). e. La gráfica de barras muestra el porcentaje de expansión de LTfhc ex vivo al día 11 
de la vacunación en los dos grupos de estudio Jóvenes (barras azules) y adultos mayores (barras rojas) en LT 
CD4+ ex vivo. En b, c y d. se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test 
para comparar los jóvenes y los adultos mayores. En c. se realizó un ANOVA de múltiples comparaciones. 

Barra de error indica SEM. (****p<0.0001, ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   
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1.7.3 Los LTfhc de jóvenes tienen una mayor expansión en 
comparación con los adultos mayores cuando se aplica un 
segundo estimulo in vitro. 

Los LTfhc pueden ser utilizados como marcadores para evaluar la respuesta a la 

vacunación (171). Algunos estudios han mostrado que la disminución en la producción de 

anticuerpos se asocia con una menor expansión de LTfhc (164). Por esta razón, se evaluó 

la expansión antígeno-especifica de estos LTfhc con un segundo estimulo in vitro con 

toxoide tetánico. Se observa que los adultos jóvenes exhiben una expansión de LTfhc 

significativamente mayor que los adultos mayores al D11 post vacunación (Figura 23a). De 

igual forma, se encontró que después del D11 los LTfhc de adultos jóvenes tienen una 

mayor expresión del factor de transcripción Bcl-6 y del receptor de quimioquinas CXCR3 

(Figura 23b). En concordancia con resultados previos reportados por Lalinde y cols. (14). 

En este nuevo set de experimentos se pudo comprobar que los LTfhc de jóvenes tienen 

una mayor expresión de CD40L y no hay diferencias significativas en el porcentaje de 

células positivas por la detección intracelular de IL-21 (Figura 23c). 

 

Figura 23. Después de la vacunación con toxoide los LTfhc incrementan la expresión de Bcl-6 y CXCR3 
en jóvenes, pero no en adultos mayores.  
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a. Gráficas de símbolos y líneas que muestran el porcentaje de LTfhc al D0, D11 y D21 de la vacunación en el 
grupo de jóvenes (●) y adultos mayores (●), después de un segundo estimulo in-vitro con toxoide tetánico (TT). 
b. La gráfica de barras muestra el porcentaje de expansión de LTfhc al día 11 en los dos grupos después del 
estímulo in vitro (n=10/grupo).  c. Gráficas de barras que muestran el porcentaje de LTfhc expresando Bcl-6, 
CXCR3 y ICOS después de un segundo estimulo in vitro con TT al día cero (D0), once (D11) y veintiuno (D21) 
de la vacunación (n=5) d. Gráficas de barras que muestran el MFI de CD40L e IL-21 en LTfhc después de un 
segundo estimulo in vitro con TT al día cero (D0), once (D11) y veintiuno (D21) de la vacunación, Jóvenes 
(barras negras) y adultos mayores (barras grises) (n=5). Se realizó un ANOVA de múltiples comparaciones. 
Barra de error indica SEM. (**p<0.01; *p<0.05). 

1.7.4 Los LTfhc vírgenes expanden en respuesta a la estimulación 
con el antígeno en adultos jóvenes, pero no en adultos 
mayores. 

Como se mencionó previamente, la disminución de los LT vírgenes es una de las 

características de inmunosenescencia (67). El análisis de subpoblaciones celulares de LT 

CD4+ evidenció en los adultos mayores una disminución significativa de LT CD4+ vírgenes 

(Figura 21b) y una menor capacidad de expansión de LTfhc en respuesta a la estimulación 

con el antígeno (Figura 23a). Teniendo en cuenta que la limitada capacidad de expansión 

podría estar directamente relacionada con el perfil de memoria en los adultos mayores, 

Lalinde y cols. reportaron previamente en adultos jóvenes un aumento en la frecuencia 

tanto de LT vírgenes como de CM, y en los adultos mayores no encontraron cambios 

significativos en la distribución de las subpoblaciones. Esta expansión del fenotipo CM en 

la juventud puede sugerir que los LT CD4+ vírgenes específicas de TT comienzan a 

proliferar en respuesta a la vacunación y se diferencian en células CM el día 11 y 

posteriormente migran a GC o se convierten en células EM, que son el fenotipo más 

abundante el día 21 (Figura suplementaria 5). Con estos hallazgos anteriores del grupo, 

se planteó la hipótesis de que hay diferencias en la subpoblación de LTfhc vírgenes que 

puede estar además compuesta de LTscm. En consecuencia, en este estudio se realizó un 

análisis de las subpoblaciones de memoria del conjunto de LTfhc evaluando el perfil de 

expresión diferencial de los marcadores CCR7 y CD45RA. De acuerdo con la hipótesis 

planteada, se evidenció un aumento significativo de la subpoblación de LTfhc vírgenes en 

los adultos jóvenes en comparación con los adultos mayores (Figura 24a). Y dentro de 

estas células se detectó una mayor proporción de CD95+ (Tscm) que en las vírgenes de los 

adultos jóvenes (Figura 24b). 
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Figura 24.  Expansión de LTfhc vírgenes en jóvenes después de la vacunación. 
a. Gráfica de cajas y bigotes que muestra el porcentaje de las subpoblaciones de memoria N (Naïve: CCR7+, 
CD45RA+), CM (Memoria central CCR7+, CD45RA-), EM (efectoras de memoria: CCR7-, CD45RA-) y E 
(Efectoras: CCR7-, CD45RA+), en el compartimento de LTfhc al D11 de la vacunación en el grupo de jóvenes 
(Azules) y adultos mayores (Rojas), después de la estimulación in-vitro con toxoide tetánico (TT). Se realizó 
una ANOVA de múltiples comparaciones. (*p<0.05). (n=10/grupo).  b. Gráficas de barras que muestran el delta 
de cambio en los LTfhc vírgenes entre el D0 y el D11 en jóvenes vs adultos mayores. c. Gráfica de barras que 
muestra el porcentaje de células CD95+ (Tscm) en LTfhc vírgenes después de un segundo estimulo in vitro con 
TT D11. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los 
jóvenes y los adultos mayores. Los valores representados son la media ± SEM. (n=5). 

1.7.5 Análisis automatizado utilizando CITRUS confirmó la 
expansión de LTfhc vírgenes en jóvenes.  

Mediante el análisis automatizado se identificaron tres poblaciones celulares que se 

encuentran aumentadas selectivamente en los jóvenes más no en los adultos mayores. 

Mientras que el D0 ex vivo se encontró un clúster con un fenotipo CM (Figura 25a), el día 

11 ex vivo se identificó un clúster con fenotipo virgen (Figura 25b) ambas poblaciones 

incrementadas en los adultos jóvenes. El tercer clúster en el día 11 estimulado in vitro 

mostró una mayor abundancia de LTfhc vírgenes con altos niveles de expresión de CD40L 

e IL-21, lo cual sugiere que esta población celular quizás tenga un importante papel en la 

respuesta inmune a la vacunación con TT. Los modelos de error se muestran en la Figura 

suplementaria 6. 
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Figura 25. Fenotipo y abundancia de los clústeres asociados al fenotipo LTfhc en jóvenes y adultos 
mayores.  
Cada corrida de Citrus se realizó con 10.000 eventos por muestra, el número mínimo de células para considerar 
un grupo fue de 2.500 células. Los gráficos de caja y bigotes representan la abundancia de un grupo en términos 
de porcentaje del total de eventos (**p<0.01). Los histogramas muestran la expresión de los marcadores 
celulares considerados en el panel multicolor analizado (CCR7, CD40L, CD4, PD1, CXCR5, IL-21, ICOS, 
CD45RA, CD3) en la muestra global (histograma azul: fondo, histograma rojo: expresión de grupo). a. Clúster 
D0 antes de la vacunación entre adultos jóvenes y ancianos. b. Clúster D11 ex vivo después de la vacunación. 
d. Clúster D11 estimulado in vitro con TT. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-

Whitney test para comparar los jóvenes y los adultos mayores. Barra de error indica SEM (n=5). 

1.7.6 Análisis multidimensional con FlowSOM identifica una 
población folicular que está aumentada en los adultos 
mayores. 

Realizamos el análisis de la segunda cohorte con FlowSOM y confirmamos el hallazgo del 

clúster de LTfhc con fenotipo virgen CD95+ que está aumentado en los jóvenes, pero no 

en los adultos mayores (POP0). Un clúster (POP4) con fenotipo LTfhc que expresan 

CXCR3, ICOS y Bcl-6 y un clúster 7 que no es CD4+ TFH, que se encuentran aumentados 

en los jóvenes (Figura 26). No obstante, llama la atención un clúster (POP1) que no 

habíamos encontrado en el análisis manual, ni por citrus que se encuentra 

significativamente aumento en los adultos mayores con un fenotipo de CD3+CD4-

CCR7++CD45RA++PD1+CXCR5+.  
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Figura 26. Identificación de un clúster LTfhc CD4- que esta aumentado en los adultos mayores. 
a. Mapa de calor que muestra el perfil de expresión de cada marcador en los 8 clúster identificados en el archivo 
concatenado de las 10 muestras. b. Gráfica de cajas y bigotes que muestra el porcentaje de LT de cada grupo 
en los principales clústeres identificados en FlowSOM. Jóvenes (Azul oscuro), adultos mayores (Marrón). Se 
realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test. Barra de error indica SEM. 
(*p<0.05) (n=5). 

1.8 Discusión 

Uno de los efectos que más se asocia a la inmunosenescencia es la pobre respuesta a la 

vacunación (13). Si  bien, la mayoría de los estudios describen que en los individuos 

inmunosenescentes la producción de anticuerpos en respuesta a las vacunas es mucho 

menor que en los adultos jóvenes (164); es probable que una variedad de cambios en las 

células del sistema inmune contribuyan a disminuir la eficacia de las vacunas con la edad.  

Particularmente, los LT CD4+ juegan un papel importante en la generación de respuestas 

inmunes robustas y de alta calidad después de la vacunación (164). La inmunosenescencia 

que ocurre con el envejecimiento, compromete la habilidad de estos linfocitos de 

diferenciarse en las distintas subpoblaciones efectoras, lo que genera un retraso en el 

aclaramiento viral y prolonga la respuesta inflamatoria (mayor severidad de la patología) 

(176).  Nuestro estudio encontró que los adultos mayores analizados tienen un porcentaje 

de LT CD4+ vírgenes significativamente menor que el de los jóvenes, lo que sugiriere un 

compartimento de LT senescente. Algunos estudios han reportado que los LT CD4+ 

vírgenes de los adultos mayores no solo disminuyen en número, sino que también 

presentan una disminución en la activación del TCR y un sesgo de diferenciación hacía 

fenotipos inflamatorios (144, 177). Estos defectos pueden comprometer las respuestas 

inmunitarias a infecciones nuevas, como las provocadas por el virus de la influenza H1N1 

o el SARS CoV-2 y la respuesta a las vacunas en los adultos mayores. De igual manera 
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se encontró un aumento en la subpoblación de CM en LT CD4+ comparado con los 

jóvenes. Durante el envejecimiento la respuesta a las vacunas es dependiente de la 

memoria inmunológica preexistente, derivada principalmente de las células de memoria 

central antígeno específicas que pueden ser reclutadas en órganos linfoides secundarios 

y que bajo las señales especificas se activan y diferencian para cumplir su función efectora 

(144). No obstante, se ha descrito también que los LT CD4+ de memoria central de los 

adultos mayores después de la vacunación tienen una mayor expresión de moléculas 

DUSP4 que se correlaciona negativamente con la expresión de ICOS y CD40L. Cambios 

que pueden afectar la diferenciación a LTfhc y su capacidad de interacción con los LB para 

promover respuestas humorales (177). Por otra parte, también es conocido que la 

población de LT CD4+ vírgenes puede ser repoblada por LT de memoria que readquieren 

el fenotipo naïve (174). Los LTSCM se pueden identificar desde el compartimento virgen por 

la expresión de CD95 (173). Aunque dentro de la población de linfocitos T CD4+ vírgenes 

de la muestra analizada se encontró una menor frecuencia de LT CD95+ en los adultos 

mayores que en los jóvenes, la diferencia no fue estadísticamente significativa.  

En la evaluación del componente folicular ex-vivo al día cero de la vacunación con TT, no 

se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de LTfhc entre los jóvenes y los 

adultos mayores; así como tampoco en la expresión de ICOS, CXCR3 y Bcl-6. Si bien se 

evidenció una expansión significativa de los LTfhc al día 11 después de la vacunación en 

ambos grupos de estudio, el porcentaje de expansión fue mucho mayor en los adultos 

jóvenes que en los adultos mayores. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos 

que sugieren que la disminución en la frecuencia de LTfhc durante el envejecimiento se 

asocia a alteraciones de la respuesta GC-TFH con la edad y explican parcialmente la pobre 

respuesta a la vacunación en los adultos mayores (163, 164). 

El análisis del componente de LTfhc se realizó mediante un segundo estimulo in-vitro con 

TT para evaluar la especificidad de la respuesta. Se encontró que los adultos jóvenes 

tienen una expansión significativamente mayor de LTfhc al día 11 que la de los adultos 

mayores, con un porcentaje de LTfhc mucho mayor. Las células de esta población de LTfhc 

expresan niveles más altos de Bcl-6, CXCR3 y CD40L. Como se describió anteriormente, 

estas moléculas son importantes en la diferenciación de LTfh y su interacción en los CG 

con los LB (147, 148). Estas diferencias en la cantidad y calidad de la respuesta folicular 

helper confirma nuestra hipótesis de estudio que plantea que los adultos mayores 
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presentan defectos en la respuesta celular inmune asociados a la inmunosenescencia, 

particularmente en el compartimento de LT CD4+. Las alteraciones en la subpoblación 

virgen de estos linfocitos alteran su capacidad de activación y diferenciación hacia el 

fenotipo folicular helper y como consecuencia se evidencia un detrimento de la función 

colaboradora en los centros germinales para la inducción de respuestas humorales 

eficaces y sostenidas en respuesta a la vacunación.  

En el compartimento LTfhc se evaluó la diversidad del repertorio de memoria a partir de la 

expresión diferencial de CCR7 y CD45RA. Se evidenció que los adultos jóvenes tienen un 

porcentaje de LTfhc vírgenes significativamente mayor que los adultos mayores al D11 

post vacunación con TT. El análisis posterior por CITRUS identificó que los adultos jóvenes 

presentan un clúster de LT CD4+ con fenotipo TFH y expresión al alza de CD40 e IL-21. 

Esta disminución en la expresión CD40L y la producción de IL-21 en los adultos mayores, 

además de comprometer la creación de centros germinales, también está relacionada con 

alteración de los procesos de hipermutación somática y cambio de Isotipo. Por lo tantos, 

estos adultos mayores, que tuvieron una menor expresión de CD40L, podrían estar 

generando anticuerpos de corta vida (IgM) y con una afinidad menor que los adultos 

jóvenes. Estas diferencias pueden explicar parcialmente por qué la pobre respuesta 

antígeno-específica de las vacunas en los adultos mayores se debe a una disminución de 

células vírgenes y a la acumulación de células de memoria del compartimento de LTfhc 

con la edad (144). El adecuado funcionamiento de las subpoblaciones de LT de memoria 

está relacionado con su capacidad de reprogramación metabólica que depende a su vez 

de una serie de vías de señalización que regulan concomitantemente procesos como la 

biogénesis mitocondrial, la traducción de proteínas y las vías de glicosilación, así como, el 

transporte de proteínas y la autofagia (178). Estos procesos se han encontrado alterados 

en los adultos mayores y como resultado, se generan respuestas efectoras de baja calidad 

que, en comparación con las de individuos más jóvenes, son menos potentes y 

funcionales. mTOR es uno de los reguladores maestros del metabolismo y las vías de 

señalización que convergen en él han sido asociadas con el envejecimiento. Aunque 

algunos estudios han mostrado que la inhibición de este regulador maestro es capaz de 

revertir el proceso de inmunosenescencia en modelos animales, y otras investigaciones en 

humanos soportan que la regulación de mTOR mejora la respuesta a la vacunación en 

adultos mayores (179). Son necesarios más estudios que justifiquen la utilidad de 
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inhibidores de mTOR como agonistas de la vacunación en adultos mayores, así como 

estudios enfocados en el fenotipo y la función de LTfh durante el envejecimiento. 

Finalmente, mediante análisis multidimensional no supervisado con FlowSOM, se identificó 

una población con un fenotipo de CD3+CD4-CCR7++CD45RA++PD1+CXCR5+, que no se 

había encontrado en el análisis manual y que se encuentra significativamente aumentada 

en los adultos mayores. En un reciente estudio se describió una población de LT CD8+ 

PD1+CXCR5+ productora de IL-21, capaz de regular la respuesta autoinmune de los LB y 

la producción de autoanticuerpos (180). Estos LTfhc CD8+CXCR5+PD1+ pueden controlar 

la producción de anticuerpos autorreactivos, pero no son muy potentes ayudando a 

respuestas antígeno-especificas (180). Sin embargo, estos estudios se han hecho en 

modelo de ratón y son necesarios más estudios que permitan confirmar la presencia de 

esta población en los adultos mayores y su influencia en la mayor susceptibilidad de 

enfermedades autoinmunes. 

 

Figura 27.     Modelo de la respuesta de adultos mayores a la vacuna con Toxoide tetánico. 
Los adultos mayores tienen un menor compartimento de LT CD4+ vírgenes, en respuesta a la vacunación con 
TT muestran una menor expansión de LTfh que además expresan a la baja moléculas importantes en la 
interacción con el LB como CXCR3, CD40L y Bcl-6. Adicionalmente esta expansión de LTfh vírgenes tienen 
un menor porcentaje de células CD95+ definidas como stem cell like (Tscm).    Creado en Biorender.com



 

 
 

Capítulo 3. Deficiencia funcional de 
Linfocitos T (LT) y células presentadoras de 
antígeno (APC) en mujeres con cáncer de 
mama con un fenotipo inmunosenescente y 
su respuesta a la terapia neoadyuvante. 

1.9 Estado del arte 

En el mundo, en 2018 cerca de 2,1 millones de casos de cáncer de mama fueron 

diagnosticados, lo que representa casi uno de cada cuatro casos de cáncer entre las 

mujeres (181). En Colombia, el cáncer de mama es el de mayor incidencia y la principal 

causa de muerte por cáncer en las mujeres (12%) (16). La incidencia incrementa 

linealmente con la edad después de los 45 años, teniendo las tasas más altas después de 

los 60 años (182).  El cáncer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea, la 

supervivencia está directamente relacionada con el diagnóstico temprano (183). Sin 

embargo, en Colombia a pesar de las políticas de salud pública de detección temprana, 

aun se detecta el cáncer en estadios avanzados III y IV (182). Evidencia reciente indica 

que la obesidad y la inflamación incrementan el riesgo del cáncer de mama (182). El 

exceso de grasa corporal afecta la reprogramación metabólica de las células inmunes, en 

consecuencia son células con una inmunovigilancia alterada (184). Así mismo, estudios 

sugieren un vínculo entre cáncer y envejecimiento, es probable que los eventos genéticos 

(mutaciones oncogénicas) y epigenéticos (acumulación de células senescentes) sean 

responsables en parte del aumento exponencial del cáncer que ocurre con el 

envejecimiento (185).  Las células senescentes que se acumulan con el envejecimiento 

generan el ambiente propicio en el cual las células tumorales pueden proliferar (186). La 

respuesta inmune en el desarrollo del cáncer es dinámica, la inmunovigilancia del tumor 

permite en muchas ocasiones la erradicación completa del tumor (187) y se ha observado 

un mejor pronóstico en los tipos de cáncer que tienen una mayor infiltración por LT 
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citotóxicos (188). Sin embargo, el sistema inmune también puede facilitar el crecimiento 

tumoral a través de la inflamación crónica, el favorecimiento de la infiltración por células 

supresoras (Tregs y MDSC) (189) o a través de la disminución en la capacidad de las 

células de remover o destruir células tumorales (186).  

1.9.1 Senescencia celular 

Durante el proceso de envejecimiento los tejidos tienden a acumular células que albergan 

focos de daño al ADN (5). En los últimos años, ha tomado fuerza la hipótesis de que la 

acumulación de células senescentes puede inducir cambios en las células vecinas que 

favorecen el desarrollo de enfermedades como el cáncer (190). No es claro aún, qué 

determina que las células se sometan a senescencia y resistan la apoptosis, es posible 

que sea resultado de cambios en la expresión de proteínas que inhiben, promueven o 

activan la apoptosis (191). Se ha identificado que las señales que inducen senescencia, 

incluyendo las que disparan la respuesta al daño del ADN (DDR), así como muchos otros 

tipos de estrés, usualmente emplean dos vías de supresores tumorales p53 y p16-pRB 

(11): (i) La senescencia dependiente de p53: estímulos genotóxicos que activan las vías 

de DDR promueven la senescencia a través de p53, que activado induce la expresión de 

p21 un inhibidor de CDK que inhibe la fosforilación de pRB, la diminución en la fosforilación 

de pRB promueve el arresto del crecimiento y la senescencia. P53 es regulado 

negativamente por HDM2 el cual facilita su degradación y HDM2 es regulado 

negativamente por ARF. (ii) La senescencia dependiente de la vía p16-pRB: estímulos de 

estrés celular inducen la expresión de p16 otro inhibidor de CDK que previene la 

fosforilación de pRB y su inactivación. pRB detiene la proliferación celular por supresión 

de la actividad de E2F, un factor de transcripción que estimula la expresión de genes que 

son requeridos para la progresión del ciclo celular (11, 191). E2F puede disminuir la 

proliferación induciendo la expresión de ARF, el cual emplea la vía p53. Por lo tanto, se 

puede decir que hay una regulación reciproca entre p53 y p16-pRB. Interacciones entre 

ARF, HDM2, p53, p21, CDKs, pRB y E2F también ocurren en otros contextos celulares. 

Por ejemplo, durante la DDR y el arresto reversible del crecimiento (191). La senescencia 

celular por p16 se ha encontrado en características típicas del envejecimiento como la 

disminución de la neurogénesis, la disminución en la hematopoyesis y la función 

pancreática, sugiriendo una función pro-envejecimiento de p16 mientras que, su deleción 

en modelos experimentales de ratón, se asocia con muerte prematura por cáncer (192).  
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De igual manera, se ha visto aumento en el número de células senescentes en los tejidos 

asociados con enfermedades crónicas relacionadas con la edad como la artritis y la 

arterioesclerosis; y aunque las células senescentes por sí mismas no desarrollan cáncer, 

adquieren un fenotipo secretor que favorece las transformación maligna de las células 

vecinas (193).  

La adquisición de un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP), convierte a los 

fibroblastos senescentes en células proinflamatorias con la capacidad de promover la 

progresión tumoral (194). La célula senescente es metabólicamente activa, presenta 

cambios en la expresión y la secreción de proteínas, que favorecen el desarrollo del SASP. 

Los factores que componen el SASP se pueden dividir en: factores solubles 

(interleuquinas, quimiocinas y factores de crecimiento), factores insolubles (componentes 

de la matriz extracelular (ECM)) y proteasas secretadas (194). Los diferentes factores que 

componen el SASP tienen diversas actividades biológicas como: optimización de la 

reparación de tejidos, estimulación de la transición epitelio-mesenquimal (EMT), 

estimulación de la angiogénesis, estimulación o inhibición de la proliferación celular, 

inflamación crónica, quimio resistencia y alteraciones de la renovación y/o diferenciación 

de las células madre. Todas estas funciones son dependientes del contexto fisiológico 

(195). En consecuencia, se puede plantear que las enfermedades degenerativas e 

hiperplásicas del envejecimiento comparten la senescencia celular como característica 

común. Por un lado, disminuye la regeneración y reparación celular y por el otro, promueve 

la inflamación, la EMT y alteraciones en las células madre. 

Las células senescentes experimentan cambios morfológicos y moleculares específicos, 

se vuelven planas y agrandadas, y acumulan gránulos de estrés y vacuolas. Así mismo, 

las células senescentes muestran una mayor actividad de la β-galactosidasa, una enzima 

que cataliza la hidrólisis de galactósidos a monosacáridos (196). Las células senescentes 

en tejidos se han identificado por la expresión de proteínas asociadas a la DDR y el 

aumento en la actividad lisosomal de la β-galactosidasa con incremento de la masa 

lisosomal (196, 197). El método más utilizado y marcador confiable para caracterizar las 

células senescentes consiste en teñir cultivos celulares para visualizar células que 

expresan la β-galactosidasa. Este método se ha utilizado para demostrar que las células 

senescentes se acumulan en los tejidos con la edad (195). 
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1.9.2 Inmunovigilancia e inmunoedición del cáncer 

Existe evidencia que soporta el papel del sistema inmune en la prevención y control de la 

formación de los tumores (inmunoviligancia) (198). Pero el sistema inmune tiene una 

función variable ya que también puede promover el desarrollo de los tumores a partir de 

un mecanismo de escape inmunológico (199). La doble acción del sistema inmune en los 

tumores ha dado lugar al concepto moderno de inmunoedición del cáncer que incluye tres 

fases (las tres E) de eliminación, equilibrio y escape. (i) fase de eliminación 

(inmunovigilancia), el sistema inmune es capaz de destruir las células tumorales mediante 

un ataque inmunológico antitumoral eficaz, que inicia con la participación de células innatas 

(NK, NKT y LT γδ) que reconocen las células malignas, se activan y producen IFNγ. La 

cascada de activación del IFNγ induce: la producción de quimioquinas (CXCL10, CXCL9 y 

CXCL11) que bloquean la neovascularización del tumor; una acción anti-proliferativa sobre 

el tumor y estimula la actividad citolítica de macrófagos y NKs; estos eventos dan como 

resultado la muerte de las células tumorales, en ese momento las DCs pueden fagocitar 

las células cancerígenas y presentar los antígenos tumorales a los LT CD4+ y CD8+ en 

los nodos linfáticos. El tumor se mantiene bajo control por la actividad citolítica de las NKs 

y de los LT antígeno-específicos que pueden destruir las células que expresan estos 

antígenos distintivos del tumor (199). Sin embargo, durante (ii) la fase de equilibrio, de los 

tumores heterogéneos surgen nuevas células con una mayor cantidad de mutaciones que 

favorecen una mejor resistencia a la inmunidad.  La plasticidad del genoma de las células 

cancerosas es consecuencia de varios tipos de inestabilidad genética, incluyendo la 

inestabilidad por reparación de la escisión de nucleótidos, estabilidad de microsatélites e 

inestabilidad cromosómica; estas células mutantes pueden permanecer ocultas en nichos 

especializados dentro de los tejidos durante largos períodos (200); aunque el sistema 

inmune no puede erradicarlos, los mantiene bajo control. Finalmente, (iii) fase de escape, 

el crecimiento del tumor continua sin restricciones del sistema inmune, a partir de las 

células tumorales editadas que sobreviven a la fase de equilibrio y son capaces de eludir 

las defensas inmunes tanto innatas como adaptativas. Mediante una inestabilidad 

genómica cada vez mayor, el tumor crece, hace metástasis y se vuelve clínicamente 

evidente (199, 201).  La edición inmune del tumor es especifica de cada tejido. Por lo tanto, 

las metástasis pueden tener procesos de edición diferentes a los sitios de origen porque 

la presión inmune varia en cada sitio (200). Adicionalmente, la inmunoedición puede estar 
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directamente influenciada por los defectos inmunológicos descritos durante el 

envejecimiento. 

1.9.3 Inmunosenescencia y cáncer 

Las tasas de morbilidad y mortalidad de distintos tipos de cáncer aumentan con la edad 

(202). De ahí la asociación del cáncer con el envejecimiento, a pesar de que la senescencia 

celular ha sido considerada como un mecanismo supresor tumoral, eventos como la 

acumulación de células senescentes y la mayor exposición al daño del ADN con la edad 

favorecen la carcinogénesis (203). El sistema inmune tiene un papel ambiguo en el cáncer, 

por un lado, está encargado de la inmunovigilancia de las células malignas y por otro, 

puede favorecer el inicio y la progresión de los tumores (203). La relación entre el 

envejecimiento del sistema inmune y el desarrollo del cáncer no está completamente 

elucidada, en especial preguntas como: ¿Por qué las células senescentes se acumulan si 

normalmente son removidas a través de mecanismos del huésped como el sistema 

inmune?, ¿cómo el sistema inmune reconoce a las células senescentes?  y ¿el mecanismo 

de reconocimiento cambia con la edad o en enfermedades relacionadas con el 

envejecimiento? Son preguntas que no han sido completamente esclarecidas (191). Es 

posible hipotetizar que el envejecimiento del sistema inmune está asociado con la menor 

remoción de células senescentes, el desarrollo de enfermedades crónicas de la vejez y 

una mayor susceptibilidad al cáncer. Por otro lado, al parecer las células senescentes a 

través del SASP pueden evadir el aclaramiento por parte del sistema inmune, influyendo 

sobre la capacidad de reconocimiento y las vías de señalización que activan o inhiben la 

función de los macrófagos, NK y LT (204). 

Ha sido descrito que el sistema inmune tiene la capacidad de remover las células 

senescentes. No obstante, los LT con la diferenciación y la edad pierden la capacidad de 

proliferar y alcanzan la senescencia replicativa, resultado del acortamiento de los 

telómeros y la inactividad de la telomerasa (27). Con la senescencia replicativa los LT son 

menos eficientes en la remoción de células senescentes y además pueden adquirir un 

fenotipo proinflamatorio que contribuye al desarrollo de enfermedades degenerativas e 

hiperplásicas (26, 27, 190). Se han reportado en la literatura diversos mecanismos por los 

cuales el microambiente tumoral impacta la función y el fenotipo de los LT, que puede 

conducir a células con características de anergia, agotamiento y/o senescencia (205). Los 

LT anérgicos, son células con reducida expresión de moléculas co-estimuladoras y alta 
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señalización co-inhibitoria, no responden a la activación y producen limitada cantidad de 

IL-2 (205). Los LT agotados, son células efectoras que han perdido su función y la 

expresión de citoquinas, debido a la estimulación constante, y expresan varios receptores 

reguladores (70). Las células T senescentes, son células terminalmente diferenciadas con 

disminución en la expresión de CD28 y TCR (205, 206).  

Los LT senescentes y los LT agotados tienen semejanzas en algunos aspectos 

funcionales. No obstante, se han encontrado diferentes características fenotípicas. Los LT 

senescentes expresan los marcadores CD57 y KLRG1, indicadores de senescencia 

replicativa, son capaces de producir grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias, 

similar a un fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP), y son células que con 

frecuencia se encuentran en las subpoblaciones de memoria terminalmente diferenciadas 

(EM y E). Por el contrario, los LT agotados, expresan PD1, LAG3, TIM3 y CTLA4, son 

incapaces de proliferar y no producen citoquinas, estos LT agotados la mayoría se 

encuentran en las subpoblaciones de memoria (CM y EM)  (70). 

La supresión tumoral se traduce en una disfunción de los LT cuyo origen es multifactorial. 

La mayoría de los pacientes con cáncer tienen repertorios de LT con un número bajo de 

precursores que expresan TCRs con baja avidez y limitada respuesta antitumoral. La baja 

avidez de complejos MHC:TCR y la baja coestimulación afectan la función efectora, la 

proliferación y la tendencia a la anergia de los LT. El agotamiento celular resultado de la 

estimulación antigénica crónica y la deficiente coestimulación generan LT con perfiles 

epigéneticos y transcripcionales alterados (207). Las células T senescentes pueden 

adoptar un fenotipo proinflamatorio y comparten algunas características de fibroblastos 

senescentes, pero los estímulos y vías de señalización son diferentes. Actualmente se 

desconoce si las vías de senescencia celular son comunes a todos los tipos de células 

inmunes y este es un campo de activa investigación (70). 

Se ha propuesto también, que la senescencia replicativa es irreversible, mientras que el 

agotamiento celular si puede ser susceptible de revertir. Estudios han mejorado la 

producción de citoquinas en LT después de bloquear PD1(208). Así mismo, se han 

desarrollado algunas estrategias de inmunoterapia orientadas a restaurar y modular la 

respuesta inmune contra los tumores utilizando el bloqueo de los puntos de control 

inmunológico (el desarrollo de anticuerpos monoclonales que bloquean PD1 y CTLA4), 

ensayos clínicos que han sido exitosos mejorando la tasa de sobrevida a 5 años (209).Por 
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ejemplo, en un estudio realizado por Lanna y cols. (2014) al inducir la fosforilación de p38 

vía AMPK y Tab1, se inhibe la actividad de los telómeros y se genera células senescentes, 

al bloquear esta vía se restaura la capacidad proliferativa de las células senescentes (50).  

La posibilidad de revertir la senescencia es importante en el contexto del envejecimiento, 

mientras que revertir el agotamiento es importante en el contexto de enfermedad. Los 

marcadores del agotamiento y la senescencia pueden ser co-expresados en los LT (Tabla 

8), es decir que la célula puede ser senescente y agotada a la vez. El proceso no está 

completamente elucidado, es posible que una célula senescente sea más susceptible de 

agotarse o viceversa (70).  

Tabla 8. Comparación de las características de los LT agotados y senescentes. 

Categoría  Agotamiento Senescencia 

Causa Estimulación antigénica crónica 
Repetida estimulación, daño al ADN y señales de 
estrés 

Característica 
↓ Actividad proliferativa 
Arresto del ciclo celular:  ↑p27, p15; ↓ciclina E-
Cdk2, Cdc25A  

↓Actividad proliferativa 
Arresto del ciclo celular: ↑ p16, p21, p53  
↑Moléculas asociadas al daño del ADN  
↓Longitud de los telómeros y actividad de la 
telomerasa  
↑ Actividad de la SA-β-gal  

Marcador de 
superficie 

↑ PD1, CTLA4, TIM3, LAG3, BTLA, TIGIT, 
CD244, CD160, CD39 Y 4-1BB  

↓CD27, CD28, ↑ CD57, KLRG1, TIM3, TIGIT, 
CD45RA  

Maquinaria de 
señalización del TCR 

 ↓ Lck, ZAP70 ↓ Lck, ZAP70, DLG1, Lat, SLP-76  

Perfil de citoquinas 
Estadio temprano: ↓IL-2, 
Estadio intermedio: ↓TNF  
Estadio terminal: ↓IFN-γ, quimioquinas-β 

SASP  
Citoquinas proinflamatorias: ↑ IL-6, IL-8, IFN-γ, 
TNF  
Citoquinas antiinflamatorias: ↑ IL-10, TGF-β  

Perfil transcripcional 
↑NFAT, Nr4a, Blimp-1, BATF, FoxP3  
Progenitores: T-bethigh Eomeslow PD1int 
Terminales: T-betlow Eomeshigh PD1high 

↑FoxP3  

Cambio epigenético 
Programas de metilación del ADN asociados a 
agotamiento 

↑ SAHF  

Alteración Metabólica  
↓Glicolisis 
↓ Biogénesis Mitocondrial  
↑ ROS  

↑Glicolisis 
↓Biogénesis Mitocondrial   
↑ROS 

Alteración funcional 
↓Actividad citotóxica 
↓ Moléculas efectoras: ↓ granzima B 

↓ Actividad citotóxica  
↑ Funciones supresoras 
Moléculas efectoras: ↓ perforina y granzima B 

Tomada de Zhao y cols (2020) (210). 

Evidencia reciente sugiere que la inducción de LT senescentes es un mecanismo 

alternativo de evasión inmune utilizado por los tumores (211). Los LT agotados y 

senescentes coexisten en el microambiente tumoral (TME) lo que favorece la progresión 

de las células tumorales (210). Los LT agotados expresan al alta receptores inhibitorios 

que desregulan su respuesta efectora y favorecen un ambiente supresor, al aumento de 

estos LT agotados en pacientes con cáncer se ha relacionado con pobre pronostico en 

varios tipos de cáncer (212). Así mismo, los LT senescentes se han encontrado en el TME 

de pacientes con diferentes tipos de cáncer, incluido el cáncer de mama, células como los 
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LTregs derivados de tumor pueden inducir la senescencia de los LT (211). Estos LT 

senescentes tienen una menor capacidad antitumoral asociada a la baja expresión de 

moléculas co-estimuladoras (CD27 y CD28), regulación al alta de moléculas inhibitorias 

como TIM3 y baja producción de moléculas citotóxicas como granzima y perforina (213). 

Los LT senescentes pueden desregular la función de otras células inmunes mediante la 

secreción de citoquinas antinflamatorias como IL-4 y TGF-β que induce un ambiente 

inmunosupresor que colabora en el escape tumoral (203). Un mayor conocimiento de los 

mecanismo implicados en la generación y regulación funcional de la senescencia y el 

agotamiento de los LT en el TME debería abrir nuevas vías para la inmunoterapia en el 

tratamiento del cáncer (210). 

1.9.4 Quimioterapia neoadyuvante e inmunovigilancia 

A pesar de los avances en inmunooncología, la quimioterapia sigue siendo un pilar para el 

tratamiento de diferentes tipos de cáncer en diferentes etapas de la enfermedad (214). La 

quimioterapia neoadyuvante es la principal elección de tratamiento seguro y a menudo 

eficaz para el manejo del cáncer de mama. Dentro de sus principales ventajas esta la 

reducción de la etapa de la enfermedad, disminución de la extensión de la cirugía y que 

permite evaluar la eficacia de la terapia (215). Los regímenes de quimioterapia 

neoadyuvante se componen tradicionalmente de una antraciclina (doxorrubicina) en 

combinación o administrada secuencialmente con taxanos (paclitaxel o docetaxel). Los 

regímenes basados en antraciclinas también suelen incluir ciclofosfamida (215). Ensayos 

clínicos que evalúan la quimioterapia neoadyuvante en subgrupos sugieren que el grado 

de tumor y la edad pueden identificar poblaciones de pacientes que tienen un mayor 

beneficio de la quimioterapia neoadyuvante (216).  

Existe evidencia de que la efectividad de la quimioterapia no solo involucra los efectos 

citotóxicos sobre las células tumorales, sino que también se basa en la activación del 

sistema inmune (214). La eficacia de fármacos antineoplásicos como las antraciclinas, 

taxanos y algunos derivados del platino entre otros para lograr remisiones clínicas a largo 

plazo en pacientes con cáncer, se basa, al menos parcialmente, en el estímulo de estos 

compuestos a las células inmunes innatas y adaptativas. La activación del sistema inmune 

por estos fármacos se explica, por un lado, por su capacidad de revertir diferentes 

mecanismos inmunosupresores que actúan en el infiltrado tumoral como son: alteraciones 
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en la maduración de las DCs, el aumento de las poblaciones de LTreg y MDSCs, el 

deterioro en la funciones citotóxicas de NKs y la disfunción de los LT (217, 218), y por otro, 

la capacidad de inducir una muerte celular inmunogénica, que se caracteriza por la 

exposición superficial de chaperonas (calreticulina y HSP) y la liberación de HMBG1. La 

expresión de estas moléculas en la superficie de las células tumorales activa las DCs y 

favorece la presentación de antígenos tumorales a los LT citotóxicos que pueden destruir 

estas células cancerígenas (219, 220). 

De acuerdo con el proceso de inmunoedición, el crecimiento tumoral es resultado de la 

falta de vigilancia inmunitaria de las células tumorales (198-200). En un estudio reciente, 

Bernal y cols. diseñaron un sistema in vitro para monitorear en PBMCs de pacientes con 

cáncer de mama la respuesta antitumoral específica antes y después de la quimioterapia 

neoadyuvante, reportaron que la respuesta clínica favorable se correlaciona positivamente 

con la capacidad de respuesta de los LT específicos de tumor inducida por la terapia 

antitumoral (19). 

Para generar evidencia clínica de que los agentes quimioterapéuticos restauran la 

inmunovigilancia de los compartimentos de LT y APC, Bernal y cols. estudiaron un grupo 

de pacientes con cáncer de mama que recibieron terapia neoadyuvante con doxorrubicina 

y ciclofosfamida (A/C) con respuesta clínica favorable. Mediante citometría de flujo 

multicolor, monitorearon varias poblaciones celulares como LTregs, MDSC y LT CD4+ 

(Th1, Th2 Th17) y correlacionaron los niveles de estas poblaciones celulares y la quimio 

modulación inducida por agentes antineoplásicos de la función de DCs con la carga 

tumoral residual (19, 20). Concluyeron que la capacidad de respuesta de los 

compartimentos de LT y APC después de la terapia y la respuesta tumoral permiten 

argumentar que la terapia neoadyuvante restablece la comunicación entre los LT y las APC 

y que esto se correlaciona con la recuperación de la vigilancia inmunitaria tumoral (19, 20). 

De acuerdo con este contexto, en el que diferentes fenotipos inmunosupresores en células 

inmunes asociados con senescencia pueden estar relacionados con la perdida de la 

inmunovigilancia y el desarrollo del cáncer; este trabajo evaluó diferentes subpoblaciones 

de células inmunes de pacientes con cáncer de mama y la capacidad de revertir cualquiera 

de los fenotipos con el efecto inmunomodulador de la quimioterapia. 
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1.10 Materiales y métodos  

1.10.1 Tipo de estudio y diseño experimental 

Es una investigación biomédica de carácter preclínico con un diseño experimental 

comparativo (22).  En este estudio, mediante muestras de sangre periférica de pacientes 

con cáncer de mama y contrapartes sanas, se utilizaron PBMCs en ensayos ex vivo e in 

vitro en diferentes subpoblaciones de leucocitos con el fin de identificar posibles 

marcadores de inmunosenescencia en cáncer de mama y su respuesta al tratamiento con 

quimioterapia neoadyuvante. 

1.10.2 Participantes 

Para la selección de la cohorte de pacientes con cáncer de mama, se definieron los 

siguientes criterios de inclusión: Mujeres mayores de edad que no se encuentren en 

gestación ni en periodo de lactancia, con diagnóstico confirmado de carcinoma primario de 

mama de tipo ductal infiltrante o lobulillar, con clasificación TNM: IIA, IIB, IIIA o IIIB; a 

quienes como primera línea de manejo se les formuló quimioterapia neoadyuvante con 

Doxorrubicina y Ciclofosfamida por un mínimo de 3 ciclos (esquema A/C). Criterios de  no 

inclusión: Pacientes que hayan recibido algún tipo de terapia como tratamiento a su 

patología tumoral (radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia o terapia génica); pacientes 

con sarcomas mamarios, linfomas mamarios, sarcomas metaplásicos y coloides; 

enfermedad autoinmune activa requiriendo tratamiento o historia de enfermedad 

autoinmune, que podría ser exacerbada por el tratamiento; evidencia de una infección viral 

crónica o aguda; uso de inmunosupresores dentro de las 4 semanas anteriores al ensayo; 

pacientes esplenectomizadas y pacientes que no reciban el esquema de quimioterapia 

neoadyuvante con Doxorrubicina y Ciclofosfamida por tres ciclos. Fueron invitadas a 

participar en el estudio 31 pacientes de la consulta de oncología del Instituto Nacional de 

Cancerología (INC), de las cuales 14 aceptaron participar con la firma del consentimiento 

informado, pero únicamente se logró obtener muestras antes y después del esquema con 

quimioterapia A/C a 10 de ellas. Los datos clínicos de las pacientes incluidas se muestran 

en la Tabla 9. 

Este proyecto de investigación se rige según la resolución No. 008430 de 1993 por la cual 

se establecen las “Normas Científicas, Técnicas y Administrativas para la Investigación en 
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Salud”. Se realizo de acuerdo con la declaración de Helsinki y fue aprobado por el comité 

de ética del INC y de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. 

Todas las participantes firmaron el consentimiento informado. 

Tabla 9. Características clínicas de las pacientes. 

Característica clínica Media/porcentaje 

Edad 60,9 (42-84 años) 

Estado tumoral  

I 0 

II 4 (40%) 

III 6 (60%) 

Expresión de receptores 

ER o ER/PR positivo 8 (80%) 

HER2 Positivo 4 (40%) 

Triple-negativo 1 (1%) 

Quimioterapia Neoadyuvante con A/C 10 (100%) 

Expresión de Ki-67 8 (80%) 

1.10.3 Separación de PBMCs 

Se tomaron muestras de sangre periférica de aproximadamente 50ml/toma en tubos 

heparinizados previa asepsia y antisepsia. Las muestras fueron procesadas en el 

laboratorio de Inmunología y Medicina traslacional de la Facultad de Medicina. La 

separación de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se realizó mediante 

separación por gradiente de densidad (Limphoprep) por 40 minutos a 700g, el número de 

PBMCs obtenidas de la interfaz por muestra fue muy variable entre las pacientes. 

Posteriormente, las PBMCs se centrifugaron y se lavaron dos veces con medio RPMI 1640 

(Gibco). Las células obtenidas se dispensaron en crio-viales a una densidad de 1 x 107 

células/ml en medio de congelación (50% de RPMI-1640 + 40% de suero fetal bovino (SFB) 

+ dimetil sulfóxido al 10% (DMSO)) fueron crio-preservadas primero por 24 horas a -70°C 

y luego en vapores de nitrógeno líquido. 

1.10.4 Evaluación ex vivo de subpoblaciones  

Aproximadamente, dos viales de las PBMCs de cada participante del estudio en los dos 

tiempos (antes y después de la quimioterapia) fueron descongelados y lavados en medio 

AIM-V (Gibco, ThermoFisher), para ser utilizados en todos los experimentos. Las 

subpoblaciones de monocitos y natural killer se evaluaron ex vivo así. 1 x 106 células en 
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50 ul de PBS se marcaron con los siguientes anticuerpos monoclonales marca biolegend: 

Monocitos con FITC anti-CD14 (M5E2), PE/Cy5 anti-CD16 (3G8), PE/Dazzle594 anti-HLA-

DR (L243) y APC anti-PD-L1 (29E.2A3). Natural killer: Pacific blueTM anti-CD3, FITC anti-

CD56 (5.1H11), APC anti-CD57 (HNK-1), APC/Fire750 anti-KLRG1(SA231A2), PECy7 

anti-NKp30 (P30-15), PE anti-NKG2D (1D11). Se incubaron durante 20 minutos en la 

oscuridad. Posteriormente se lavaron con 1ml de PBS y se resuspendieron en 50 ul de 

FACS Flow, al menos 50.000 eventos fueron leídos por muestra en el citómetro de flujo 

FACS Aria III. 

1.10.5 Generación in situ de DCs maduras a partir de 
monocitos 

Se sembraron 1 x 106/pozo de PBMCs en placas de 96 pozos fondo plano, en medio AIM-

V suplementadas con 750U/mL de IL.4 y 1000U/mL del factor estimulante de colonia 

granulocito macrófago (GM-CSF) (Cellgenix) a 37ºC con atmosfera húmeda al 5% de CO2 

por 72 horas y un segundo estimulo con IL-4 + GM-CSF por 48 horas más. Posteriormente, 

para su maduración se estimularon con el coctel de citoquinas proinflamatorias (IL-1β 

10ng, TNFα 1000 UI, IL6 1000 UI y PGE2 1µg), durante 48 horas. Para evaluar el grado 

de diferenciación de monocitos a DCs maduras, las PBMCs fueron cosechadas y 

marcadas con los siguientes anticuerpos monoclonales fluoro marcados: FITC anti-CD14 

(M5E2), PE/Cy5 anti-CD16 (3G8), PECy7 anti-CD83, PE/Dazzle594 HLA-DR, PE anti- 

CD80 y APC anti-CD40. 

1.10.6 Expresión de marcadores de agotamiento/senescencia 
en LT e internalización del CD3. 

Se sembraron 1 x 106/pozo de PBMCs en platos de 96 pozos fondo plano por 72 horas 

con una mezcla de perlas acopladas a anticuerpos contra CD3, CD28 y CD2 (Miltenyi 

Biotec) en una proporción 2:1 (PBMCs:perlas) cultivadas en medio AIM-V (Thermo Fisher 

Scientific). Después de la incubación las células se lavaron con PBS y se marcaron con 

los siguientes anticuerpos monoclonales de biolegend: Pacific blueTM anti-CD3, Brillant 

violet 510TM anti-CD4+ (SK3), PE/Dazzle594 anti-CD8 (SK1), FITC anti-CD45RO (UCHL1), 

PerCP/Cy5.5 anti-PD1 (EH12.2H7), PE/Cy7 anti-CTLA4 (L3D10), PE anti-TIM3 (F38-2E2), 

y APC/FireTM750 anti-KLRG1(SA231A2). BD bioscience: BV711 anti-CD62L (DREG-56), 
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APC anti-CD57 (NK-1) y BV786 anti-LAG3 (T47-530). Se incubaron durante 20 minutos en 

la oscuridad y luego del lavado, al menos 200.000 eventos fueron leídos por muestra. 

1.10.7 Fosforilación de ZAP70 y expresión de Ki-67 en LT CD8 

Se sembraron 1 x 106/pozo de PBMCs en platos de 96 pozos fondo plano por cuatro días 

con una mezcla de perlas acopladas a anticuerpos contra CD3, CD28 y CD2 (Miltenyi 

Biotec) en una proporción 2:1 (PBMCs:perlas) cultivadas en medio AIM-V (Thermo Fisher 

Scientific). Después de la incubación las células se lavaron con PBS y se marcaron con 

los siguientes anticuerpos monoclonales extracelulares de biolegend: PE/Dazzle594 anti-

CD8 (SK1), FITC anti-CD45RO (UCHL1), Alexafluor700 anti-CD62L (DREG-5b). La 

marcación intracelular se realizó siguiendo las instrucciones del Kit intrastain de DAKO 

para PE anti-Ki-67 (11F6) y Alexafluor647 anti-pZAP70 (1503310). Se incubaron durante 

20 minutos en la oscuridad, al menos 100.000 eventos fueron leídos por muestra. 

1.10.8 Citoquinas intracelulares en LT CD8 

Se sembraron 1 x 106/pozo de PBMCs en platos de 96 pozos fondo plano por 24 horas 

con una mezcla de perlas acopladas a anticuerpos contra CD3, CD28 y CD2 (Miltenyi 

Biotec) en una proporción 2:1 (PBMCs:perlas) cultivadas en medio AIM-V (Thermo Fisher 

Scientific). Después de la incubación las células se lavaron con PBS y se marcaron con 

los siguientes anticuerpos monoclonales extracelulares de biolegend: PE/Dazzle594 anti-

CD8 (SK1), APC anti-CD28, APC/Cy7 anti-CD27. Posteriormente, las células se fijaron y 

permeabilizaron según el protocolo del kit intrastain de DAKO. Durante la permeabilización 

se marcaron los anticuerpos intracelulares: FITC anti-IL-2, BV605 anti-TNF y PE anti-IFNγ. 

Se incubaron durante 20 minutos en la oscuridad, al menos 150.000 eventos fueron leídos 

por muestra. 

1.10.9 Expresión de p21, p16 y β-galactosidasa en LT 

Las PBMCs de pacientes con cáncer de mama se cultivaron durante cuatro días con AIMV 

en platos de 96 pozos a una densidad promedio de 1x106 células viables en 200 µl, sin 

ninguna estimulación. Después de la incubación las células se lavaron con PBS y se 

resuspendieron en tubos de citometría en 100 µl de PBS con 1% de SFB. Las células se 

marcaron con los siguientes anticuerpos monoclonales extracelulares de Biolegend: 
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Brillant violet 510TM anti-CD4+ (SK3), PE/Dazzle594 anti-CD8 (SK1), APC anti-CD45RA y 

APC/Cy7 anti-CD27. Se incubaron durante 20 minutos en la oscuridad. Posteriormente, 

las células se lavaron y se incubaron durante 10 minutos con buffer de fijación (solución A, 

Kit intrastain de DAKO). Para la medición de la actividad de la β-gal, las células se lavaron 

con PBS con 1% de SFB y se resuspendieron en 100 µl de solución de trabajo 

(Senescence green Flow cytometry assay kit, ThermoFisher), se incubaron durante 2 horas 

a 37°C, sin CO2, protegidas de la luz. Después de la incubación se lavaron las células y 

se realizó la permeabilización celular (solución B, Kit intrastain de DAKO y la marcación 

celular con PE anti-p16 (Biolegend) y Alexa405 anti-p21 (Santacruz). Se incubaron durante 

20 minutos en la oscuridad, al menos 200.000 eventos fueron leídos por muestra. 

1.10.10 Citometría de flujo  

Después de la marcación las células fueron lavadas con PBS y resuspendidas en liquido 

FACS, se leyeron en ARIA FACS III. En el programa FACS Diva posteriormente los datos 

fueron analizados en FlowJo V10 (BD). 

1.10.11 Análisis estadístico 

El análisis de los resultados se realizó con el programa GraphPad Prism (v9.0). Para 

determinar las diferencias entre los grupos se realizaron las pruebas estadísticas, t de 

Student's para comparación de 2 grupos (prueba no paramétrica de Mann-Withney) y 

análisis de subgrupos de acuerdo con los marcadores de expresión y las diferentes 

subpoblaciones a través de una ANOVA de dos vías (prueba no paramétrica de Kruskal-

Wallis) para comparaciones múltiples.  

1.11 Resultados 

1.11.1 Poblaciones celulares de monocitos después de la 
quimioterapia neoadyuvante con esquema A/C. 

Los monocitos son células esenciales en la respuesta inmune por su capacidad fagocítica, 

presentación antigénica y producción de citoquinas, se clasifican en tres subpoblaciones 

según la expresión de los marcadores de superficie CD14 y CD16 (monocitos clásicos 

CD14++CD16-, intermedios CD14+CD16+, y no clásicos CD14Low/+CD16+) (221, 222) (Figura 
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28a). Las poblaciones de monocitos pueden cambiar en diferentes condiciones de salud y 

enfermedad, incluido el cáncer. Adicionalmente, se ha descrito que los monocitos de 

pacientes con cáncer pueden mostrar un fenotipo inmunosupresor caracterizado por: (i) 

Disminución en la expresión de la molécula HLA de clase II (HLA-DR) que es esencial para 

la presentación de péptidos a los linfocitos Thelper necesaria para desencadenar la 

respuesta inmune de estos linfocitos (223); y (ii) Aumento en la expresión de la proteína 

PD-L1 ligando del receptor PD1, que se asocia con la carga tumoral y el pronóstico de 

respuesta a la terapia (224, 225).  En este contexto, se evaluó en la muestra de pacientes 

con cáncer de mama antes y después de la quimioterapia la población de monocitos y se 

comparó este resultado con el de un grupo control de mujeres sanas de la misma edad. 

Las pacientes con cáncer de mama mostraron un aumento de la frecuencia total de 

monocitos después de la quimioterapia con A/C (Figura 28b). No se encontraron 

diferencias significativas entre el grado de expresión de HLA-DR en los monocitos totales 

(Figura 28c) ni en subpoblaciones de monocitos, al comparar entre las mujeres sanas y las 

pacientes antes y después de la quimioterapia (Figura 29c-e). Adicionalmente, el análisis 

de las subpoblaciones de monocitos evidenció por una parte, un aumento significativo de 

los monocitos intermedios en pacientes pre-quimioterapia comparadas con las controles y 

las pacientes posquimioterapia (Figura 29b); y por la otra, una expresión significativamente 

mayor de PD-L1 tanto en monocitos totales (Figura 28d) como en monocitos clásicos e 

intermedios solo en las muestras de las pacientes antes de la quimioterapia (Figura 29c-

d),. 
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Figura 28. Frecuencia de monocitos totales y expresión de HLA-DR y PD-L1 en mujeres con cáncer de 
mama antes y después de la quimioterapia.  
a. Estrategia de análisis y determinación de subpoblaciones de monocitos definidas mediante la expresión de 
CD14/CD16, y grado de expresión de PD-L1 (1) y HLA-DR (2) en monocitos totales.  b. Porcentaje de monocitos 
totales comparando entre grupos (controles: azul, pacientes pre-quimioterapia: Marrón y pacientes pos-
quimioterapia: crema) c. Porcentaje de expresión de HLA-DR y d. PD-L1 en monocitos totales.  Se realizó una 
prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar controles y pacientes. Y una 
prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error 
indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10).   
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Figura 29. Frecuencia de las subpoblaciones de monocitos y porcentaje de monocitos expresando 
HLA-DR y PD-L1 en mujeres con cáncer de mama antes y después de la quimioterapia.  
a. Estrategia de análisis para identificar las subpoblaciones de monocitos clásicos (CD14++CD16–), intermedios 
(CD14+CD16+) y no clásicos (CD14Low/+CD16+) y expresión de PD-L1 y HLA-DR. b. Porcentaje de 
subpoblaciones de monocitos en controles, pre y posquimioterapia. c. Porcentaje de expresión de HLA-DR y 
PD-L1 en monocitos clásicos. d. Monocitos intermedios y e. no clásicos. Se realizó una prueba t no paramétrica 
con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los grupos. Barra de error indica SEM. (***p<0.001; 
**p<0.01; *p<0.05) (n=10). 

En síntesis, luego de evaluar ex vivo en los tres grupos de muestras analizadas (mujeres 

controles sanas con las pacientes antes y después del tratamiento con A/C): (i) la 

distribución de las subpoblaciones de monocitos clásicos, intermedios y no clásicos, y (ii)  

la expresión HLA-DR y PD-L1 tanto en monocitos totales como en las diferentes 

subpoblaciones de monocitos, nuestros resultados muestran que las pacientes con cáncer 

antes de la quimioterapia tienen un aumento significativo de monocitos intermedios y un 

aumento en la expresión de PD-L1 en monocitos totales, en monocitos clásicos e 
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intermedios comparadas con sus contrapartes sanas y que de manera notable estas 

diferencias tienden a desaparecer luego de la quimioterapia.  

1.11.2 Maduración de células dendríticas derivadas de 
monocitos. 

Investigaciones previas del grupo de I&MT han permitido demostrar una deficiente 

capacidad de respuesta a un estímulo proinflamatorio de células dendríticas inmaduras 

derivadas de monocitos de mujeres con cáncer mama antes de la quimioterapia con A/C, 

la cual se reestablece después del tratamiento neoadyuvante (20). Con base en estos 

hallazgos, en este trabajo se derivaron y maduraron células dendríticas in situ a partir de 

monocitos presentes en PBMCs de las voluntarias sanas y de las pacientes antes y 

después de la quimioterapia cultivados en GM-CSF e IL-4 y tratados con un coctel de 

citoquinas proinflamatorias con el fin de cotejar, si la disminución en la capacidad de 

maduración observada antes de la quimioterapia está relacionada con el aumento de 

monocitos intermedios y la mayor expresión del PD-L1 encontrado en las pacientes pre-

quimioterapia y de comparar el grado de respuesta al estímulo pro-inflamatorio antes y 

luego de la quimioterapia. Utilizando los mismos marcadores CD14 y CD16 para identificar 

las poblaciones de monocitos, se encontró que después de la maduración la distribución 

de células cambia y la mayor frecuencia de DCs son CD14++CD16- y disminuye 

considerablemente el porcentaje de células que expresan CD14+CD16+ y CD14low/+CD16+ 

(Figura 30a). En línea con los hallazgos previos del grupo, hay una menor capacidad de 

maduración de los monocitos de pacientes antes de la quimioterapia (Figura 31a). Estas 

DCs derivadas de monocitos exhiben una menor expresión de marcadores de maduración 

como CD80 y CD83. Sin embargo, después de la quimioterapia los monocitos recuperan 

parcialmente la capacidad de maduración a niveles similares a los encontrados en las 

muestras de las mujeres control sanas (Figura 31b).  
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Figura 30. Estrategia de análisis para la evaluación de la maduración de células dendríticas estándar 
derivadas de monocitos.  
a. Estrategia de análisis para identificar DCs derivadas de monocitos y la expresión de marcadores de 
maduración después de la maduración in vitro con el coctel estándar (IL-1β, IL-6, TNFα y PGE2). b. 
Representación de una voluntaria mostrando el cambio en la expresión después de inducir la maduración con 

el coctel de citoquinas para DCs estándar, DCs inmaduras (histograma vacío), DCs estándar (histograma gris). 
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Figura 31. Las DCs derivadas de monocitos de las pacientes con cáncer de mama antes de la 
quimioterapia exhiben una limitada capacidad de maduración en respuesta a la estimulación in vitro.  
El delta (∆%) del porcentaje de expresión de CD80 (a) y CD83 (b), corresponde a la diferencia de porcentaje 
de células positivas para cada marcador en DCs maduras menos el porcentaje de expresión en las DCs 
inmaduras. Análisis pareado de la respuesta a la maduración in vitro de las pacientes antes y después de la 
quimioterapia de CD80 (c) y (d). CD83. En a y b. se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados 
Mann-Whitney test para comparar los grupos. Los valores representados son la media ± SEM. En c y d. se 
realizó una prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. 
(***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10).   

Con base en los hallazgos de las subpoblaciones de monocitos (Figura 29b), se realizó un 

análisis diferencial de la respuesta a la maduración in vitro de DCs separando las 

poblaciones de acuerdo con la expresión de CD14 y CD16 (CD14++CD16- y CD14+CD16+). 

De igual manera a lo visto en la población total, en respuesta al estímulo proinflamatorio 

se encontró una menor expresión de marcadores de maduración CD80, CD83 y CD40 en 

las DCs derivadas de monocitos tanto clásicos (CD14+CD16-) como monocitos intermedios 

(CD14+CD16+) en las pacientes antes de la quimioterapia (Figura 32a y b). Sin embargo, 

la expresión de estos marcadores se recupera luego de la quimioterapia (Figura 32b). 

 

Figura 32. Respuesta al estímulo proinflamatorio de DCs inmaduras originadas a partir de dos 
subpoblaciones de monocitos definidas por la expresión diferencial de CD14 y CD16.  
Expresión diferencial (∆%) de tres marcadores característicos de DCs maduras: CD80, CD83 y CD40 que co 
expresan además marcadores de monocitos clásicos (CD14++CD16-) (a) y monocitos intermedios CD14+CD16+ 
(b) detectada en PBMCs de mujeres CONTROL y pacientes antes (PRE) y después de quimioterapia (POS) 
que fueron cultivados por 72 h. en GM-CSF e IL-4 y estimuladas o no por 48 h. con un coctel de citoquinas 
proinflamatorias con el fin de evaluar en un ensayo in vitro la generación in situ de DCs maduras a partir de 
monocitos como se describió en materiales y métodos. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no 
pareados Mann-Whitney test para comparar los grupos. Los valores representados son la media ± SEM. 
(***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10).   



98 Cáncer e inmunosenescencia 

 

1.11.3 Evaluación de poblaciones de NKs y la expresión de 
receptores inhibitorios y activadores. 

Las NKs son células importantes en la vigilancia antitumoral, existe evidencia que durante 

enfermedades inflamatorias así como en el cáncer de mama las NKs son disfuncionales, 

lo que incluye una deficiente maduración, recuentos bajos de células NK circulantes y 

menor actividad citotóxica (226). Por ejemplo, el eje NKG2D ha sido descrito como esencial 

en la inmunovigilancia antitumoral por las NKs gracias a que las células estresadas o 

transformadas expresan de manera selectiva los ligandos de NKG2D, MICA y/o MICB. Sin 

embargo, este eje se ve afectado por el microambiente tumoral y citoquinas como el TGF-

β (227). Con el fin de comparar el desempeño de las células NKs de mujeres sanas con 

las de pacientes con cáncer antes y después de la quimioterapia, realizamos una 

evaluación por citometría multicolor de las células NK totales, de diferentes subpoblaciones 

y la expresión de algunos receptores expresados por estas células en los tres grupos de 

muestra (Figura 33a). Estos análisis mostraron: (i) que las pacientes con cáncer de mama 

después de la quimioterapia exhiben una frecuencia menor de NKs totales circulantes 

comparadas con la frecuencia de estas células observada en las voluntarias sanas. Sin 

embargo, no hubo diferencias significativas en el porcentaje de estas células entre las 

pacientes antes y después de la quimioterapia (Figura 33b); (ii) que después de la 

quimioterapia la subpoblación CD56dim disminuye significativamente mientras que las 

subpoblaciones CD56bright y CD56neg aumentan (Figura 33c). Finalmente, la expresión 

diferencial de receptores de NKs mostró: (i) una disminución significativa de la expresión 

de CD57 en NKs de las pacientes luego de la quimioterapia que no se detectó antes del 

tratamiento y de KLRG1 en las pacientes antes de la quimioterapia, la cual se restableció 

luego del tratamiento a un nivel de expresión similar al observado en las NKs de mujeres 

sanas y (ii) una disminución significativa de NKG2D en las pacientes con cáncer antes de 

la quimioterapia que no se recuperó luego de la quimioterapia (Figura 33d). 
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Figura 33. Evaluación de células NKs, subpoblaciones y expresión de receptores inhibitorios y 
activadores.  
a. Estrategia de análisis para la identificación de las células NKs y las subpoblaciones de CD56bright, CD56dim y 
CD56neg, b. Frecuencia de células NKs en los controles y las pacientes pre y pos-quimioterapia. c. Frecuencia 
de subpoblaciones de NK, d. Expresión de receptores CD57, KLRG1, NKG2D y NKp30 en las NKs totales de 
los tres grupos de estudio. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test 
para comparar los controles y las pacientes. Una prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar 
pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10).   

En el análisis manual no se encontraron diferencias significativas en la expresión de los 

distintos receptores de NKs evaluados en las diferentes subpoblaciones de NK (Figura 

suplementaria 8). Con el fin de examinar en los tres grupos de muestra diferencias 

adicionales a las detectadas mediante el análisis manual, se realizó un análisis de 

reducción de dimensionalidad con tSNE a los datos de citometría en donde se identificaron 

cambios cualitativos del perfil de expresión de las distintas subpoblaciones de NKs en las 
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pacientes en comparación con los controles (Figura 34 y Figura suplementaria 9). 

Posteriormente, se realizó análisis multiparamétrico a través de FlowSOM para identificar 

agrupaciones celulares o clústeres con un perfil de expresión diferente entre los grupos. 

Se identificó una población CD56dimCD57+ que disminuye significativamente en las 

pacientes con cáncer de mama, pero tiende a recuperarse pos-quimioterapia (POP5) y una 

población CD56brightNKG2D+ que incrementa con la quimioterapia (POP4) (Figura 35c). 

 

Figura 34. Reducción de dimensionalidad mediante tSNE.  
a. Subpoblaciones de NKs identificadas sobre el análisis concatenado y el perfil de expresión en histogramas 
de cada uno de los marcadores estudiados. b. Distribución de los agregados celulares en el mapa global de 
tSNE de las PBMCs CD3- negativos en todas las muestras (concatenado) y en cada grupo de muestras, control, 
pre y posquimioterapia. c. Intensidad de la expresión para cada uno de los receptores indicados bajo la 
distribución del mapa tSNE. 
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Figura 35. Análisis multiparamétrico de NKs con FlowSOM. 
a. Árbol de expansión que representa el perfil de expresión de las ocho poblaciones principales y sus 
subpoblaciones identificadas en FlowSOM para los tres grupos de estudio. b. Mapa de calor que muestra el 
perfil de expresión de cada marcador en los ocho clústeres identificados y su relación jerárquica c. Gráfica de 
barras comparando la frecuencia relativa de las poblaciones que tienen características de NKs entre los 
controles (barras azules) y las pacientes tanto pre (barras Marrón) como pos-quimioterapia (barras crema). Se 
realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y 
las pacientes. Una prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-
quimioterapia. Barra de error indica SEM. (**p<0.01; *p<0.05) (n=10).   

En conclusión, las pacientes con cáncer de mama exhiben cambios en las subpoblaciones 

de NKs y en la expresión de receptores de activación y senescencia antes y después de 

la quimioterapia en comparación con las mujeres sanas. 

1.11.4 Análisis funcional del compartimiento de LT en 
pacientes con cáncer de mama. 

En un trabajo previo del grupo de investigación, Bernal-Estévez y cols. encontró que 

pacientes con cáncer de mama tenían un compromiso funcional del compartimento APC y 
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de LT antes de la quimioterapia, que se recuperaba después de la terapia antitumoral con 

esquema A/C (20). En línea con estos hallazgos y para confirmar estos datos, las PBMCs 

de la nueva muestra de pacientes y el grupo de contrapartes sanas se estimularon con 

perlas acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2 durante 72 horas. El porcentaje de 

internalización del CD3 corresponde al delta de cambio del MFI entre el control y el 

estimulado (Figura suplementaria 10). Consecuente con lo reportado por Bernal-Estévez 

en respuesta a la estimulación in vitro, los LT de las voluntarias sanas mostraron una 

eficiente internalización del receptor de células T (TCR) evidenciada por la reducción de la 

intensidad de fluorescencia media (MFI) de CD3 (Figura 36a y b). El análisis pareado del 

MFI de CD3 en células obtenidas de donantes sanas estimuladas y no estimuladas mostró 

que la internalización provocada por el estímulo fue estadísticamente significativa en las 

mujeres sanas examinadas (Figura 36b). Por el contrario, las pacientes antes de la 

quimioterapia exhiben una menor capacidad de internalización del CD3, que tiende a 

recuperarse al nivel de las sanas después de la quimioterapia, estos resultados en esta 

nueva cohorte de pacientes coinciden con lo reportado previamente por Bernal-Estévez y 

cols. en una primera cohorte de 19 pacientes (20). 

 

Figura 36. La estimulación in vitro de PBMCs evidencia una deficiente capacidad funcional medida por 
la internalización del TCR en LT de pacientes con cáncer de mama. 
a. Gráfica de contornos (SSC-A vs CD3) en la que se cuantifica el MFI de CD3 en una muestra de PBMCs de 
una donante sana sin estimular (MFI de CD3 = 3083) y 72 horas luego de la estimulación in vitro con perlas 
acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2 (MFI de CD3 = 2655) (se presenta un ensayo representativo 
de 10 realizados). b. Análisis pareado de la cuantificación del MFI de CD3 en 10 donantes sanas antes (control) 
y luego de la estimulación por 72 horas in vitro con perlas anti-CD3/28/2 (panel izquierdo); cuantificación de % 
de internalización de CD3 en donantes sanas (Control – caja azul n=10), pacientes antes de la quimioterapia 
(Pre – caja Marrón, n=10) y muestras de pacientes posterior a la quimioterapia (Pos – caja gris con rayas, 
n=10). Se muestra la dispersión de los datos en cajas y bigotes (5-95%). Se realizó una prueba t no paramétrica 
con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba t pareada 
no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error indica SEM. 

(***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10).   
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1.11.5 Asociación de la capacidad de maduración de DCs y la 
internalización del CD3 con la respuesta clínica. 

Para el tratamiento del cáncer de mama de alto riesgo y tumores ≥ 2 cm la quimioterapia 

neoadyuvante se utiliza ampliamente como herramienta terapéutica (215). El principal 

objetivo de la quimioterapia A/C es la reducción del tamaño tumoral para que las pacientes 

puedan ser candidatas a cirugías más conservadoras. Este esquema de tratamiento 

permite monitorear la respuesta al tratamiento, que en parte depende de la respuesta 

antitumoral del sistema inmune (215). Estudios han mostrado que la quimioterapia 

citotóxica puede inducir cambios dinámicos en el microambiente inmunológico del tumor 

que varían según el subtipo y la respuesta patológica (214). Un estudio previo de nuestro 

grupo evaluó si existía alguna relación entre el estado funcional de las células del sistema 

inmune y el grado de respuesta clínica del tumor a la quimioterapia neoadyuvante. Estos 

análisis mostraron que el estatus funcional previo a la quimioterapia tanto de LT (medido 

por la internalización del TCR) como de DCs (medido por la expresión de CD83 de DCs en 

respuesta a un estímulo proinflamatorio) tiene una asociación significativa con la respuesta 

clínica del tumor a la quimioterapia neoadyuvante (20). En línea con estos hallazgos, en la 

nueva cohorte de pacientes con cáncer de mama se realizó la misma evaluación de la 

primera cohorte, previo al inicio de la quimioterapia, se cotejó el desempeño funcional de 

LT medido por la internalización de CD3 en respuesta in vitro y de DCs medido por la 

expresión de CD83 con el tamaño tumoral residual después de la quimioterapia 

neoadyuvante (tamaño tumoral: respondedoras <2,4 cm2 y no respondedoras >2,4 cm2). 

Si bien no se encontraron cambios significativos entre la respuesta clínica y el delta de la 

internalización del TCR, en respuesta al estímulo, las DCs de las pacientes que 

respondieron mejor a la terapia neoadyuvante tendieron a tener un mayor grado de 

expresión del CD83 (Figura 37). 
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Figura 37. Relación de la internalización del TCR y la expresión de CD83 en DCs con la respuesta clínica. 
a. Gráfica de cajas y bigotes que muestran el porcentaje de internalización de CD3 en relación con el tamaño 
tumoral (área en cm2). b. Gráfica de cajas y bigotes que muestran el delta del porcentaje de expresión de CD83 
en relación con el tamaño tumoral (área en cm2). Se muestra la dispersión de los datos en cajas y bigotes (5-
95%). Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar las 
pacientes respondedoras de las no respondedoras. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10). Barra de error 
indica SEM. 

1.11.6 Los LT CD8 efectores terminales exhiben una 
disminución en la capacidad proliferativa. 

Para evaluar la respuesta funcional de diferentes subpoblaciones de memoria de LT CD8 

a la estimulación in vitro con perlas acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2 por 72 

horas, se midió la fosforilación de ZAP70 un componente de la maquinaria de señalización 

del TCR y encontramos tal y como ha sido reportado en la literatura (58) una disminución 

lineal de la fosforilación de ZAP70 (pZAP70) especialmente en LT CD8+ a medida que se 

genera la diferenciación de estas células del repertorio virgen al de memoria y de LT 

efectores (Figura 38a). En el caso de las pacientes con cáncer antes de la quimioterapia, 

esta disminución fue solo significativa cuando se comparó la expresión de pZAP70 entre 

los LT vírgenes y los LT efectores terminales de estas pacientes (Figura 38a). Para evaluar 

la capacidad funcional de LT entre los tres tipos de muestra, se evaluó la capacidad 

proliferativa de estas células midiendo la expresión de Ki67 en LT cuyo TCR había sido 

estimulado in vitro con perlas acopladas a anticuerpos contra CD3, CD28 y CD2. Los LT 

efectores terminales de las voluntarias control y de las pacientes después de la 

quimioterapia exhibieron una disminución significativa de la proliferación cuando se 



Capítulo 3 105 

 

compararon con subpoblaciones menos diferenciadas después de la estimulación. Estos 

resultados contrastan con el grado de proliferación detectado en LT de las pacientes pre-

quimioterapia quienes no mostraron cambios estadísticamente significativos en la 

capacidad de proliferación entre las distintas subpoblaciones evaluadas (Figura 38b). 

 

Figura 38. Disminución en la capacidad proliferativa de LT CD8.  
a. Gráfica de puntos de dispersión que muestra el porcentaje de LT CD8 expresando pZAP70 en las 
subpoblaciones de memoria: N (Naïve: CD62L+, CD45RO-), CM (Memoria central: CD62L+, CD45RO+), EM 
(efectoras de memoria: CD62L-, CD45RO+) y E (Efectoras: CD62L-, CD45RO-) después de 72 horas de 
estimulación in vitro con perlas acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2 b. Gráfica de puntos de 
dispersión que muestra la evaluación de la proliferación en las subpoblaciones de memoria CD8 a través de la 
expresión de Ki67 después de la estimulación in vitro con perlas anti-CD3/28/2 durante cuatro días. Cada 
símbolo representa una donante: controles (círculos negros n=5), Pacientes pre-quimioterapia (cuadrados n=5) 
y pos-quimioterapia (triángulos negros n=5). Las comparaciones entre las subpoblaciones de memoria fueron 
calculadas usando una ANOVA de múltiples comparaciones con corrección de Turkey. (***p<0.001; **p<0.01; 
*p<0.05) (n=5).  

1.11.7 Polifuncionalidad de los LT CD8 vírgenes después de la 
quimioterapia 

Se ha descrito que el nivel de expresión de CD28 y CD27 disminuye de manera secuencial 

en LT CD8 a medida que ellos transitan de LT vírgenes (CD27+CD28+) a intermedios 

(CD27+CD28-) y a LT terminalmente diferenciados con características senescentes (CD27-

CD28-) (58). Con el fin de complementar los estudios funcionales de LT en los tres grupos 

de muestras analizadas, se adelantó en células estimuladas una tinción intracelular de 

citoquinas como herramienta para comparar entre los grupos la función efectora en las 

subpoblaciones de LT CD8+ clasificadas por su relativa expresión de CD27 y CD28.  Para 

esto se utilizó un panel que anticuerpos fluoromarcados con el fin de comparar entre LT 

estimuladas provenientes de los grupos de mujeres, la expresión intracelular 

simultáneamente o no de IL-2, IFNγ y TNF. Los resultados de este experimento mostraron 

de manera interesante que los LT CD8+ vírgenes de las pacientes mostraron una 
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polifuncionalidad considerablemente mayor que los LT CD8+ vírgenes de las mujeres 

control (Figura 39b). Lo cual sugiere que estas células CD27+CD28+ no son estrictamente 

hablando una población virgen. No encontramos, diferencias representativas entre los 

grupos, ni entre los subconjuntos intermedios (CD27+CD28-) ni terminalmente 

diferenciados (CD27-CD28-). Posteriormente, se analizó cada citoquina separadamente en 

los subconjuntos de LT CD8+ en los tres grupos (Figura 39c). Se encontró una tendencia 

de los LT vírgenes de las pacientes pos-quimioterapia a expresar altos niveles de 

citoquinas proinflamatorias, reforzando la idea de que estas células en las pacientes pos-

quimioterapia no son células verdaderamente vírgenes. Sin embargo, no hay diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos (Figura 39c). 

 

Figura 39. Los LT CD8 vírgenes exhiben polifuncionalidad después de la terapia neoadyuvante. 
a. Histogramas representativos de la expresión de citoquinas proinflamatorias IL2, TNF e IFNγ. Control 
(histograma gris), paciente pre-quimioterapia (Histograma blanco) y paciente pos-quimioterapia (histograma 
con línea punteada). b. Gráfica de tortas que muestran la distribución promedio de células que expresan 0, 1, 
2 o 3 citoquinas (IL-2, IFNγ y TNF) en los subconjuntos de LT CD8 CD27/CD28 después de la estimulación 
durante 24 horas in vitro con perlas acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2 dentro de cada grupo de 
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cinco donantes sanas y cinco pacientes antes y después de la quimioterapia. c. Gráfica de barras que muestra 
el porcentaje de los subconjuntos de LT CD8 expresando IL-2, IFNγ y TNF. Las barras muestran la media ± 
SEM por 5 donantes en cada grupo. Controles (Azul oscuro), pacientes prequimioterapia (Marrón) y pacientes 
pos-quimioterapia (gris). Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test 
para comparar los controles y las pacientes. Una prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar 
pacientes pre y pos-quimioterapia. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=5/grupo). Barra de error indica SEM 

1.11.8 Diferencias en la detección de subpoblaciones de LT 
CD4+ y LT CD8+ en pacientes con cáncer de mama. 

Si bien los LT CD8+ son más vulnerables al estrés originado por infecciones crónicas 

latentes como el CMV y el envejecimiento (228). Cuando analizamos la distribución de las 

subpoblaciones de memoria de LT, se detectó en el caso de los LT CD4+, una disminución 

de la población virgen y un incremento de la población de CM en los LT CD4+ en las 

pacientes pos-quimioterapia. Por el contrario, en el caso de LT CD8+ el análisis de la 

distribución de distintas subpoblaciones de memoria mostró un incremento en la población 

de células vírgenes y una disminución de la población de EM en las pacientes pos-

quimioterapia (Figura 40).  

 

Figura 40. Distribución de las distintas subpoblaciones de memoria en LT CD4+ y LT CD8+.  
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a. Ejemplo representativo del análisis ex vivo de LT. Se definió la población de linfocitos con base en sus 
características de tamaño y complejidad utilizando los parámetros (FSC-A y SSC-A), se delimitó la región de 
células CD3+ y dentro de éstas las poblaciones CD4+ y CD8 seguido del análisis de la expresión de CD62L y 
CD45RO para las poblaciones de memoria N (Naïve: CD62L+, CD45RO-), CM (Memoria central: CD62L+, 
CD45RO+), EM (efectoras de memoria: CD62L-, CD45RO+) y E (Efectoras: CD62L-, CD45RO-). b. Gráfica de 
puntos de dispersión que muestra el porcentaje de cada subpoblación de memoria en los tres grupos de estudio 
controles (círculos negros), pacientes pre-quimioterapia (cuadrados blancos) y pacientes pos-quimioterapia 
(triángulos negros) en LT CD4+ ex vivo y c. En LT CD8 ex vivo. Se realizó una prueba t no paramétrica con 
datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba t pareada no 
paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error indica SEM. 
(***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   

1.11.9 La quimioterapia induce una disminución del fenotipo 
de agotamiento en LT CD4+ y LT CD8+ detectado en 
pacientes con cáncer previo al tratamiento. 

La progresión del cáncer ocurre cuando el sistema inmune es incapaz de eliminar el 

crecimiento de células tumorales como consecuencia de una limitada capacidad de 

reconocimiento del antígeno, agotamiento inmune y alteraciones metabólicas que afectan 

la función de las células del sistema inmune (229). El tratamiento más utilizado en el 

manejo del cáncer es la quimioterapia, que puede tener efectos que favorecen la 

inmunovigilancia a través de la liberación de DAMPs por las células tumorales. Sin 

embargo, la quimioterapia también puede inducir senescencia (213). De acuerdo con lo 

anterior, en el presente trabajo además de los experimentos encaminados a analizar la 

distribución de distintas subpoblaciones de LT, se contrastó entre mujeres sanas, 

pacientes con cáncer antes y después de la quimioterapia, el nivel de expresión y 

distribución de varios marcadores de agotamiento y senescencia tanto en LT CD4+como 

LT CD8+. La evaluación del grado de expresión de los marcadores: CTLA4, LAG3, PD1 y 

TIM3 en LT mostró que las pacientes con cáncer de mama previo al tratamiento tienen un 

mayor número de LT tanto CD4+ como CD8+ que expresan todos estos receptores de 

membrana característicos de LT agotados. De manera interesante los resultados 

presentados en la Figura 41 sugieren que la expresión de todos los marcadores de 

agotamiento evaluados disminuye después de la quimioterapia neoadyuvante a un nivel 

similar al detectado en las mujeres sanas.  Este resultado nos lleva a argumentar que la 

quimioterapia neoadyuvante tiene la capacidad de disminuir el grado de agotamiento 

observado en LT de las pacientes con cáncer de mama recién diagnosticadas y previo a 

la instauración de este tipo de tratamiento. 
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Figura 41. Cambios en la expresión de marcadores de agotamiento en LT CD4+ y CD8.  
a. Histogramas representativos de la expresión de marcadores de agotamiento en LT CTLA4, LAG3, PD1 y 
TIM3. Control (histograma gris), paciente pre-quimioterapia (Histograma blanco) y paciente pos-quimioterapia 
(histograma con línea punteada). b. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT expresando cada uno 
de los marcadores de agotamiento, después de 72 horas de estimulación in vitro con perlas acopladas a 
anticuerpos contra CD3/CD28/CD2. Promedio de cada uno de los grupos de estudio controles (barras azules), 
pacientes pre-quimioterapia (barras cafés) y pacientes pos-quimioterapia (barras crema) en LT CD4+ y c. En 
LT CD8. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los 
controles y las pacientes. Una prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y 

pos-quimioterapia. Barra de error indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   

1.11.10 Aumento en la expresión de CD57 en LT CD4+ después 
de la quimioterapia. 

Además de la medición del grado de agotamiento de LT CD4+ y LT CD8+ se evaluó en 

estos linfocitos el grado de expresión de CD57 y KLRG1 cuya expresión en estas células 

ha sido definida como característica de LT senescentes (57). En la cohorte de estudio 

encontramos un incremento significativo de la expresión de CD57 en LT CD4+ en 

pacientes con cáncer antes y después de la quimioterapia (Figura 42Figura 42b). Aunque 

las diferencias no son estadísticamente significativas se observa una tendencia similar en 

KLRG1 tanto en LT CD4+ como en LT CD8+ (Figura 42).  
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Figura 42. Cambios en la expresión de marcadores de senescencia en LT CD4+ y CD8.  
a. Histogramas representativos de la expresión de marcadores de senescencia en LT CD57 y KLRG1. Control 
(histograma gris), paciente pre-quimioterapia (histograma vacío) y paciente pos-quimioterapia (histograma con 
línea punteada). b. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT expresando CD57 o KLRG1, después 
de 72 horas de estimulación in vitro con perlas acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2. En los tres 
grupos de estudio controles (barras azules), pacientes pre-quimioterapia (barras cafés) y pacientes pos-
quimioterapia (barras crema) en LT CD4+ y b. En LT CD8. Se realizó una prueba t no paramétrica con datos 
no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba t pareada no 
paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error indica SEM. 
(***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).  

Posteriormente se analizó la expresión de marcadores de agotamiento y senescencia en 

las subpoblaciones de LT vírgenes, de memoria y efectores tanto en LT CD4+ (Figura 43) 

y en LT CD8 (Figura 44). Los resultados de estas mediciones mostraron de forma 

consistente que en pacientes con cáncer previo al tratamiento tanto en las subpoblaciones 

de LT CD4+ como de LT CD8+ la expresión de marcadores de agotamiento está 

aumentada significativamente en todas las subpoblaciones de LT. De forma interesante, 

se evidenció que después de la quimioterapia al igual que sucede en LT CD4+ y LT CD8+ 

totales (Figura 41), la expresión de marcadores de agotamiento disminuye de manera 

significativa en las distintas subpoblaciones celulares (Figura 43 y 41) De otra parte, la 

medición de los marcadores de senescencia en LT CD4+ mostró que el incremento con 

respecto a mujeres sanas de CD57 en pacientes posquimioterapia se da principalmente 

en las poblaciones efectoras y de memoria efectora (Figura 43c y d), mientras que un 
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incremento significativo de KLRG1 con respecto a mujeres sanas solo se vio en LT 

vírgenes (Figura 43a). Por su parte, la expresión de CD57 y KLRG1 en subpoblaciones de 

LT CD8+ no mostró diferencias significativas entre grupos en la expresión de CD57 entre 

las distintas subpoblaciones analizadas, mientras que, la expresión significativa de KLRG1 

en pacientes luego de la quimioterapia con respecto a las mujeres sanas se evidenció solo 

en LT de memoria efectora y LT efectores terminalmente diferenciados (Figura 44c y d). 

 

Figura 43. Marcadores de agotamiento y senescencia en las subpoblaciones de memoria de LT CD4.  
a. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT expresando los marcadores de senescencia (CD57 y 
KLRG1) y de agotamiento (CTLA4, LAG3, PD1 y TIM3), después de 72 horas de estimulación in vitro con perlas 
acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2. En los tres grupos de estudio controles (barras azules), 
pacientes pre-quimioterapia (barras cafés) y pacientes pos-quimioterapia (barras crema) en LT CD4+ vírgenes 
(Naive), b. Memoria central, (MC) c. Memoria efectora (EM) y d. efectoras (E). Se realizó una prueba t no 
paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba 
t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error indica 

SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   
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Figura 44. Marcadores de agotamiento y senescencia en las subpoblaciones de memoria de LT CD8. 
a. Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT expresando los marcadores de senescencia (CD57 y 
KLRG1) y de agotamiento (CTLA4, LAG3, PD1 y TIM3), después de 72 horas de estimulación in vitro con perlas 
acopladas a anticuerpos contra CD3/CD28/CD2. En los tres grupos de estudio controles (barras azules), 
pacientes prequimioterapia (barras cafés) y pacientes pos-quimioterapia (barras beige) en LT CD4+ vírgenes 
(Naïve), b. Memoria central (MC), c. Memoria efectora (ME) y d. efectoras (E). Se realizó una prueba t no 
paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba 
t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error indica 
SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   

1.11.11 Análisis de alta dimensión de citometría de flujo en LT 

Nosotros examinamos mediante tSNE la distribución general de los perfiles inmunes de LT 

de mujeres voluntarias sanas (grupo CONTROL), pacientes con cáncer de mama recién 

diagnosticado (grupo PRE) y después de la quimioterapia neoadyuvante con esquema A/C 

(grupo POS). Utilizando un panel de 10 parámetros (Figura 45c), el grupo PRE se 

diferencia del grupo CONTROL y POS (Figura 45Figura 45a). Dentro del diagrama 

concatenado se identificaron algunas subpoblaciones que son CD4low, definidas como 

1:CD4lowCD3+CD62L+LAG3+, la 2:CD4lowCD3+CD62L+CD45RO+LAG3+ que no se 

evidencian claramente en el tSNE de las pacientes pre-quimioterapia. Y una población 

CD8 definida como 3:CD8lowCD3+CD57+KLRG1+ que sobresale principalmente en el grupo 

pos-quimioterapia (Figura 45b).  
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Figura 45. Reducción mediante tSNE de dimensionalidad en LT. 
a. Distribución de los agregados celulares en el mapa global de tSNE de las PBMCs CD3 positivos en todas 
las muestras (concatenado) y en cada grupo de muestras, control, pre y pos-quimioterapia b. Subpoblaciones 
de LT identificadas sobre el análisis concatenado y el perfil de expresión en histogramas de cada uno de los 
marcadores estudiados CD8 (rojo), CD4+ (azul), 2 subpoblaciones CD3+ que son CD4low, y una población 
CD8low que cambian entre los grupos identificadas como 1 (verde claro), 2 (verde oscuro) y 3 (fucsia) 
respectivamente, c. Intensidad de la expresión para cada uno de los receptores indicados bajo la distribución 
del mapa tSNE. 

1.11.12 Análisis de identificación por clúster a través de 
FlowSOM 

Posteriormente, cuando realizamos el análisis de identificación por clúster a través de 

FlowSOM, encontramos que el clúster que contiene la mayoría de LT, es 

CD3+CD4+CD62L+, y disminuye significativamente después de la quimioterapia. Dentro del 
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clúster 0 se encuentra contenido el clúster 7 (CD3+CD4+CD62L++CD45ROlowLAG3+) que 

disminuye después de la quimioterapia y se puede asociar con la disminución encontrada 

en el análisis manual en los LT CD4+ vírgenes. Un tercer clúster dentro del compartimento 

CD4+ identificado como clúster 6 (CD3+CD4+CD62LlowCD45RO++PD1lowCD57++KLRG1low). 

Que está significativamente aumentado en el grupo de pacientes antes de la quimioterapia 

y disminuye significativamente después del tratamiento, pero no al nivel del grupo control 

(Figura 46). 

Dentro del compartimento de LT CD8 se encontraron tres clústeres principales:  

(i) Clúster 1 (CD3+CD8++CD62L+CD45ROlowTIM3lowLAG3low) que incrementa 

significativamente después de la quimioterapia y puede estar comprendido dentro de la 

población de LT CD8 vírgenes que en el análisis manual también incrementó 

significativamente después de la quimioterapia.  

(ii) Clúster 4 (CD3+CD8++CD62L+CD45RO+TIM3+CTLA+LAG3+CD57++KLRG1+). Esta 

aumentado en pacientes con relación al control y disminuye después de la quimioterapia. 

Aunque en el análisis manual no encontramos diferencias significativas entre los grupos, 

los hallazgos del análisis automatizado coinciden con la tendencia observada de recuperar 

un fenotipo más cercano a los controles después de la quimioterapia.  

(iii) Clúster 5 (CD3+CD8++CD62LlowCD45ROlowCD57++KLRG1+), que esta disminuida 

significativamente en las pacientes y se recupera después de la quimioterapia puede estar 

relacionada con las poblaciones efectoras que expresan marcadores de senescencia del 

análisis manual que incrementan después de la quimioterapia. 

FlowSOM identificó dos clústeres adicionales dentro del compartimento de LT CD8. Sin 

embargo, dentro de estas poblaciones la MFI de CD8 es menor que en Pop1, 4 y 5. El 

clúster 2 (CD3+CD8lowCD62L+CD45ROlowPD1+CD57++KLRG1++), que incrementa en 

pacientes antes y significativamente después de la quimioterapia con relación al grupo 

control. Lo cual podría estar relacionado con la tendencia observada en el análisis manual 

en relación con el incremento de marcadores de senescencia observado después del 

tratamiento.  
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Finalmente, el clúster 3 (CD3lowCD8lowCD62L+CD45ROlowCTLA4+TIM3+LAG3+), una 

población con características de agotamiento celular que disminuye significativamente 

después de la quimioterapia. 

 

Figura 46. Análisis multiparamétrico de LT mediante FlowSOM.  
a. Árbol de expansión que representa el perfil de expresión de las ocho poblaciones principales y sus 
subpoblaciones identificadas en FlowSOM para los tres grupos de estudio. b. Proyección de tSNE de los 
clústeres de LT CD4/CD8 identificados por FLowSOM y mapa de calor que muestra el perfil de expresión de 
cada marcador en los ocho clústeres identificados y su relación jerárquica, identificados en el archivo 
concatenado de las 30 muestras. c. Gráfica de cajas y bigotes que muestra el porcentaje de LT de cada grupo 
en cada uno de los clústeres identificados en FlowSOM. Controles (Azul oscuro), pacientes pre-quimioterapia 
(Marrón) y pacientes pos-quimioterapia (gris). Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados 
Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon 
test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. Barra de error indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; 

*p<0.05) (n=10). 
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1.11.13 Expresión de β-gal, p16, p21 en LT CD4+ y CD8. 

Diferentes reportes en la literatura han mostrado que la quimioterapia provoca un aumento 

en la expresión de marcadores moleculares asociados a la senescencia celular. En 

particular, Sanoff y cols. encontró que en LT periféricos de 33 pacientes con cáncer de 

mama después de la quimioterapia adyuvante la expresión de p16 aumentaba en un 75%, 

incremento que equivale de 10 a 15 años de envejecimiento cronológico (230). En línea 

con estos antecedentes, quisimos evaluar si la quimioterapia como agente citotóxico 

promueve el envejecimiento molecular de LT. Además de la medición de p16, evaluamos 

la expresión de p21 y la enzima β-galactosidasa cuya actividad también es considerada 

característica de células senescentes. En nuestra cohorte, encontramos que efectivamente 

en las pacientes con cáncer se evidencia una tendencia al incremento en la expresión de 

estos tres marcadores de envejecimiento (Figura 47b). Analizando las subpoblaciones de 

memoria CD27/CD45RA en LT CD4+ y LT CD8+ también se esbozó esta tendencia (Figura 

48). Sin embargo, probablemente debido a la alta variabilidad de estas mediciones 

registradas por nosotros en las muestras de las donantes de los tres grupos no fue posible 

establecer diferencias estadísticamente significativas en el grado de expresión de estos 

tres marcados en células de mujeres sanas y pacientes con cáncer tratadas o no con 

quimioterapia neoadyuvante (Figura 48).  

 

Figura 47. La quimioterapia puede inducir características de envejecimiento molecular en LT.  
a. Histogramas representativos de la expresión de características moleculares de envejecimiento celular β-gal, 
p16 y p21. Control (histograma gris), paciente pre-quimioterapia (histograma blanco) y paciente pos-
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quimioterapia (histograma con línea punteada). b. Gráfica de barras que muestra la MFI promedio de β-gal, 
p21 y p16 en LT CD4+ y CD8. En los tres grupos de estudio control (Azul oscuro), pacientes pre-quimioterapia 
(Marrón) y pacientes pos-quimioterapia (Gris claro). Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no 
pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba t pareada no paramétrica 
Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   

 
Figura 48. Características de envejecimiento celular en las subpoblaciones de memoria de LT. 
a. Gráfica de puntos de dispersión que muestra el MFI de β-gal, p21 y p16 en las subpoblaciones de memoria 
de LT CD4+ y CD8. Cada símbolo representa una donante: controles (círculos negros n=10), Pacientes pre-
quimioterapia (cuadrados n=10) y pos-qumioterapia (triángulos negros n=10). Se realizó una prueba t no 
paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles y las pacientes. Una prueba 
t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-quimioterapia. (***p<0.001; 
**p<0.01; *p<0.05). 

1.12 Discusión 

Algunos estudios sugieren que niveles elevados de estrés en etapas tempranas de la vida 

generan alteraciones en el sistema inmune tales como, el incremento en los niveles de 

citoquinas proinflamatorias y el desarrollo de senescencia temprana (231). Teniendo en 

cuenta que con el envejecimiento de la población a nivel mundial se ha incrementado la 

incidencia de distintos tipos de cáncer (202), se hace necesario comprender cómo los 
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cambios asociados con el envejecimiento influyen en la progresión de los tumores. 

Específicamente, la inflamación crónica de bajo grado (altos niveles circulantes de IL-6 y 

TNFα) y la disminución de los procesos de inmunovigilancia, podrían estar dentro de las 

causas  responsables del incremento en la susceptibilidad de los adultos mayores al cáncer 

(17).  En este sentido, distintas alteraciones asociadas al desarrollo tumoral, tales como, 

la disminución en la expresión de HLA-DR, la generación de DCs tolerogénicas, las 

alteraciones metabólicas en los LT, la disminución de la proliferación celular y la mayor 

expresión de marcadores de agotamiento (PD1, TIM3 y LAG3) y senescencia (CD28-, 

CD57+ y KLRG1+), hacen parte del listado de posibles candidatos a biomarcadores de 

inmunosenescencia (232). 

En este capítulo se describe el fenotipo de diferentes poblaciones celulares del sistema 

inmune en una muestra de pacientes con cáncer de mama antes y después de la 

quimioterapia, la presencia de marcadores de inmunosenescencia y su asociación al 

desarrollo de cáncer y el efecto de la quimioterapia neoadyuvante en dicho fenotipo. 

De las células de la inmunidad innata se analizaron los monocitos y las NKs. En primer 

lugar, se encontró un incremento de los monocitos circulantes después de la quimioterapia. 

Estas células se derivan de precursores mieloides provenientes de células madre 

hematopoyéticas (HSCs). Las HSCs se encuentran en un estado quiescente, son más 

resistentes al efecto citotóxico de la quimioterapia y tienen la capacidad de regenerar las 

poblaciones inmunes luego de una leucopenia inducida por noxas como la quimio o la 

radioterapia. Además, los monocitos tienen la posibilidad de recuperarse más fácilmente 

que las células de linaje linfoide, ya que, el proceso de maduración de estas últimas se ve 

afectado por la involución tímica (221). Es probable, que la leucopenia inducida por la 

quimioterapia estimule la producción de precursores mieloides y como consecuencia haya 

un incremento en el número de monocitos circulantes. Los monocitos se clasifican en tres 

subpoblaciones según la expresión de los marcadores de superficie CD14 y CD16. Los 

monocitos clásicos (CD14++CD16-) comprenden el 80 al 95% de los monocitos circulantes. 

Estas células son efectivas fagocíticas y son importantes para la resolución de la 

inflamación. Los monocitos intermedios (CD14+CD16+) comprenden del 2 al 8% de los 

monocitos circulantes. Sus funciones incluyen la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), presentación de antígenos, participación en la proliferación y estimulación 

de los LT, respuestas inflamatorias y angiogénesis. Los monocitos no clásicos comprenden 

del 2 al 11% de los monocitos circulantes. Son móviles por naturaleza y patrullan el 

endotelio en busca de lesiones, son proinflamatorios y secretan citoquinas inflamatorias en 
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respuesta a la infección (233). Nuestros resultados muestran que las pacientes con cáncer 

pre-quimioterapia tienen un mayor porcentaje de monocitos intermedios en comparación 

con las pacientes pos-quimioterapia y las mujeres sanas. No se encontraron cambios 

significativos en las subpoblaciones de monocitos clásicos y no clásicos en las diferentes 

condiciones evaluadas. Los monocitos intermedios CD14+CD16+ son células 

proinflamatorias que producen altos niveles de IL-1β y TNFα en respuesta a la estimulación 

con LPS, tienen menor actividad peroxidasa que las otras dos subpoblaciones de 

monocitos y expresan el receptor de quimioquinas CCR2 que le confiere la capacidad de 

quimiotaxis. El incremento de monocitos intermedios circulantes se ha asociado al 

desarrollo de enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, la enfermedad 

coronaria, la aterosclerosis y la enfermedad de Crohn (119). Incluso se ha propuesto el 

incremento de monocitos inflamatorios CD14+CD16+ como un indicador útil para el 

diagnóstico temprano de cáncer de mama (222). Foulds y cols. encontraron que una 

muestra de pacientes con cáncer de mama en estadios 3 y 4 presentaba un fenotipo 

inmunosupresor caracterizado por el incremento en el porcentaje de monocitos 

proinflamatorios, de MDSCs y LTregs (234). Es probable, que el aumento de este tipo de 

células favorezca un ambiente proinflamatorio propicio para la progresión del cáncer. 

Algunos estudios han encontrado que los monocitos circulantes de pacientes con 

infecciones crónicas o cáncer presentan un fenotipo inmunosupresor caracterizado por la 

expresión a la baja de HLA-DR y al alta de PD-L1 (224, 232, 235). En nuestra investigación 

encontramos que los monocitos de las pacientes con cáncer (pre y post quimioterapia) 

muestran un aumento significativo en la expresión de PD-L1 (pero no de HLA-DR) 

comparado con las voluntarias sanas. Aunque la expresión de PD-L1 en células tumorales 

se ha utilizado como predictor de la respuesta al tratamiento con inhibidores de puntos de 

control inmunitarios en diferentes tipos de cáncer, pocos estudios han evaluado la 

expresión de este marcador en células infiltrantes de tumor como los monocitos y su 

repercusión en el curso de la enfermedad. Algunos estudios han encontrado, por ejemplo, 

que el porcentaje de monocitos PD-L1+ circulantes se correlaciona con el mal pronóstico 

de pacientes con cáncer de mama o linfoma T/NK (224, 225). Estos estudios sugieren 

entonces, que la expresión de PD-L1 en monocitos puede ser un biomarcador clave para 

el pronóstico y la respuesta al tratamiento en pacientes con cáncer.  

La inmunovigilancia hace referencia a los mecanismos celulares y moleculares existentes 

para el control del crecimiento tumoral y se caracteriza por presentar tres fases de 
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inmunoedición que determinan el destino del mismo, a saber: (i) fase de eliminación, donde 

la respuesta inmune innata y adaptativa son suficientes para erradicar las células 

tumorales; (ii) fase de equilibrio, caracterizada por la presión selectiva que ejerce el sistema 

inmune sobre el tumor y (iii) la fase de escape, donde las células tumorales resisten a la 

eliminación del sistema inmune, se replican y crecen fuera de control (199). Dentro de los 

mecanismos celulares de inmunovigilancia, las DCs son esenciales para el inicio, 

programación y regulación de la respuesta inmune específica contra el tumor (118). Con 

base en lo anterior, se ha propuesto que las DCs son una herramienta ideal que permite 

inducir la respuesta inmune necesaria para conseguir la erradicación del tumor.  

El uso de DCs maduras derivadas de monocitos con fines de vacunación o para la 

expansión in-vitro de linfocitos T antígeno específicos es uno de los enfoques más 

utilizados en inmunoterapia (236). El grupo de I&MT ha realizado varios ensayos clínicos 

con vacunas basadas en DCs y aunque algunos estudios han mostrado que los métodos 

de purificación de monocitos no tienen efectos significativos en el resultado final (118) y  

los métodos de purificación de monocitos (enriquecimiento por adherencia Vs perlas 

magnéticas) no parece influir en la maduración de las DCs derivadas de ellos, la calidad 

de las células de partida quizás sí resulte ser un factor importante a ser tenido en cuenta 

en la eficacia terapéutica que se persigue con el uso de estas células en la inmunoterapia 

de distintos tipos cáncer. Si bien este resultado no permitió detectar una deficiencia 

selectiva para responder al estímulo proinflamatorio de DCs inmaduras derivadas de 

monocitos intermedios comparadas con las derivadas de monocitos clásicos en las 

pacientes prequimioterapia, vale la pena resaltar que el resultado de la Figura 32b sugiere 

que DCs derivadas de los monocitos intermedios CD14+CD16+ (los cuales están 

aumentados de manera selectiva en las pacientes pre-quimioterapia (Figura 29b),  en los 

tres grupos analizados, se caracterizan por una falta de respuesta medida en términos de 

la expresión del CD40 en respuesta al estímulo proinflamatorio (Figura 32b). En el presente 

estudio se encontró que las DCs derivadas de monocitos proinflamatorios tienen una 

menor expresión de moléculas coestimuladoras CD80/CD83. Esta alteración en el perfil de 

maduración de las DCs se revierte en las pacientes post-quimioterapia casi al nivel de las 

voluntarias sanas: este hallazgo refuerza la idea de que la quimioterapia tiene un papel 

restaurador de la respuesta inmune previamente propuesto por el grupo I&MT (19, 20). 

Esta recuperación coincide con una disminución en la frecuencia de monocitos 

proinflamatorios y de monocitos PD-L1+ casi al mismo nivel observado en las mujeres 

sanas. Nuestros resultados sugieren que el fenotipo de los monocitos en las pacientes con 
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cáncer y en pacientes de edad avanzada (Capítulo 1: Marcadores de senescencia en 

células de los componentes del sistema inmune innato y adaptativo en ) podría afectar la 

capacidad de respuesta a la maduración de las DCs y consecuentemente su eficiencia en 

la activación inmune cuando se utilizan como herramienta de inmunoterapia. 

Un segundo componente del sistema inmune innato analizado fueron las células NKs, 

estas células tienen un papel importante en la respuesta antitumoral controlando la 

progresión y las metástasis (217, 237); al punto que algunos estudios sugieren que el grado 

de infiltración por NKs en los tumores puede ser un predictor importante de la respuesta al 

tratamiento (quimio/radioterapia)  (238). Si bien estas células expresan una variedad de 

receptores inhibitorios y activadores que están involucrados en el reconocimiento de las 

células diana y la actividad citotóxica (217), algunos estudios sugieren que los tumores 

pueden alterar la funcionalidad de las NKs mediante mecanismos intrínsecos que incluyen 

la disminución en la expresión de ligandos de receptores de reconocimiento y activación, 

la secreción de factores inhibitorios solubles y la resistencia a la apoptosis (239). Por otro 

lado, se ha reportado que la quimioterapia neoadyuvante puede afectar sus 

subpoblaciones celulares (CD56bright, CD56dim y CD56neg) (240). En este trabajo se evaluó 

mediante citometría de flujo multiparamétrica el porcentaje y el fenotipo de las 

subpoblaciones de células NK. Se encontró que las pacientes con cáncer de mama post 

quimioterapia presentan una disminución en el número total de células NKs respecto a las 

otras condiciones evaluadas. Nuestros resultados indican que este cambio es 

caracterizado principalmente por la disminución en la subpoblación CD56dim y el aumento 

de las células CD56bright. Adicionalmente encontramos que, las pacientes pre y post 

quimioterapia tienen un aumento significativo de la población CD56neg en comparación con 

las voluntarias sanas. CD56 es una molécula de adhesión que regula activamente la 

funcionalidad de las NKs, se acumula en la sinapsis inmunológica mejorando las 

interacciones con la célula diana que también expresa CD56 y media la transferencia de 

la granzima-B que induce la muerte celular en las células blanco por activación de la 

caspasa-3 (239).  Esta molécula también se expresa normalmente en otros tejidos y 

durante el desarrollo embrionario, por ejemplo, el 80% del tejido mamario normal expresa 

CD56. No obstante, algunos tumores regulan a la baja la expresión de CD56 como posible 

mecanismo de escape de la inmunidad dependiente de NKs (239). Nuestros hallazgos 

sugieren que el incremento de estas células CD56neg en las pacientes con cáncer de mama 

quizás contribuya como mecanismo de escape de las células tumorales. Nuestra 
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investigación reveló además, que los adultos mayores presentan una reducción en la 

subpoblación CD56bright mientras que las células CD56dim y CD56negCD16+ se mantienen o 

aumentan; sugiriendo que con el envejecimiento se incrementa el porcentaje de NKs de 

larga vida (237). Estos resultados nos llevan a proponer que el aumento de la población 

CD56neg en las pacientes con cáncer de mama antes y después de la quimioterapia esté 

asociado con procesos de senescencia temprana y que la quimioterapia puede inducir aún 

más estas poblaciones NKs senescentes.  

No hay muchos estudios que describan el efecto que tiene el cáncer o la quimioterapia 

neoadyuvante en la expresión de los receptores de las células NK. Concordante con la 

literatura, encontramos que las células NK de las pacientes con cáncer de mama post 

quimioterapia disminuyen la expresión de CD57, KLRG1 y NKG2D; condición que puede 

afectar su actividad antitumoral (217, 241). Por ejemplo, las funciones efectoras activadas 

por el receptor NKG2D dependen del reconocimiento de los ligandos MIC sobre las células 

blanco; no obstante, algunos estudios han descrito que el incremento de los niveles séricos 

de proteínas MIC solubles en pacientes con cáncer regula a la baja la expresión de este 

receptor afectando la funcionalidad de las NKs. Más aún, se ha reportado que la 

disminución en la actividad citotóxica de estas células se correlaciona con un mayor riesgo 

de desarrollo de cáncer y se han asociado los altos niveles séricos de proteínas MIC 

solubles con un pronóstico clínico desfavorable en este tipo de pacientes. Diversos 

estudios han confirmado que las células NK son esenciales para el control del cáncer; no 

obstante, también se conoce que tanto el microambiente tumoral como la quimioterapia 

impactan negativamente en la capacidad efectora de estas células, condición que 

contribuye a la progresión del cáncer.  Foulds y cols. describen, por ejemplo, que las 

células NK de un grupo de pacientes con cáncer de mama, mostraron una disminución 

significativa en la expresión de los receptores de activación NKp30, NKp46 y 2B4 y en el 

receptor de inhibición NKG2A después del primer ciclo de neoadyuvancia con A/C (234).    

El análisis no supervisado de reducción de dimensionalidad (t-SNE) y el agrupamiento de 

clúster (FlowSOM) permitieron identificar dos poblaciones de interés, unaCD56dimCD57+ y 

otra con fenotipo CD56brightNKG2D+. CD57 es una glicoproteína que tiene una expresión 

variable en las células NK CD56dim en los adultos, incrementa de manera lineal con la edad 

y se ha asociado con infecciones crónicas como CMV. A pesar de que las NKs CD57+ 

exhiben actividad lítica, su capacidad de infiltración tumoral, proliferación, sobrevida en el 

nicho tumoral y respuesta a la estimulación con citoquinas se encuentra disminuida (238). 

El bajo número de esta subpoblación de células poco eficientes en la respuesta antitumoral 
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encontrado en la muestra de las pacientes analizadas podría ser un factor de buen 

pronóstico.  El clúster CD56brightNKG2D+ se encontró aumentado únicamente en las 

muestras de las pacientes post quimioterapia. Las CD56bright son células inmaduras con 

alta capacidad proliferativa y de producción de citoquinas (237). La expresión simultánea 

del receptor NKG2D sugiere un fenotipo activado, con un papel regulador inmunitario en 

las pacientes con cáncer de mama. Estos resultados se deben tomar con precaución, ya 

que otros estudios han encontrado que el incremento de células NK CD56bright CD11a+ 

CD38+ CD95+ circulantes en pacientes con melanoma avanzado se correlaciona con una 

pobre supervivencia a largo plazo.  Se hacen necesarios más estudios para profundizar en 

el papel de las NKs y su potencial como biomarcadores de la respuesta a la terapia en 

cáncer. 

Las pacientes con cáncer de mama exhiben varios defectos en la inmunidad antitumoral 

tales como, alteraciones en la maduración de las DCs, el aumento de las poblaciones de 

LTreg y MDSCs, el deterioro en la funciones citotóxicas de NKs y la disfunción de los LT 

(217). Teniendo en cuenta que estos defectos también se han asociado al envejecimiento 

del sistema inmune, la dicotomía de si los tumores son los responsables de los estados de 

inmunosupresión e inmunosenescencia; o si, por el contrario, la progresión del cáncer es 

consecuencia del envejecimiento del sistema inmune, aún no ha sido resuelta.  

Como se mencionó anteriormente, en un trabajo publicado por nuestro grupo se reportó 

que las pacientes con cáncer de mama exhiben una supresión general de los 

compartimentos de LT y APC, que revierte con la quimioterapia neoadyuvante 

correlacionándose con una mejor respuesta clínica (20). En este trabajo utilizamos un 

modelo similar para monitorear la respuesta de LT a la estimulación in vitro con perlas anti-

CD3/CD28/CD2. Al evaluar la expresión de CD3 (MFI) como medida de la internalización 

del TCR en respuesta a la estimulación, se encontró que los LT de las pacientes con cáncer 

de mama presentan una disminución significativa de respuesta a la estimulación in-vitro, 

la cual se recupera post quimioterapia casi al mismo nivel que el grupo control (20). No se 

encontraron cambios significativos que permitan correlacionar la internalización del TCR 

con la carga tumoral residual, lo cual puede explicarse por el tamaño muestral de este 

estudio. Sí se encontraron diferencias significativas en la expresión de CD83 en DCs 

maduras derivadas de monocitos entre los grupos evaluados y la carga tumoral residual; 

lo que concuerda con lo reportado por Bernal y cols (20). Estos datos sugieren que CD83 
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puede ser un marcador más sensible para estudiar la recuperación de la vigilancia 

inmunológica y predecir la respuesta tumoral a la quimioterapia A/C. 

Estudios sobre la inmunosenescencia han descrito que la disminución en la respuesta del 

TCR a la estimulación, principalmente en LT terminalmente diferenciados, es 

consecuencia de alteraciones en la expresión y/o en la fosforilación de moléculas de la vía 

de señalización como CD3ζ y ZAP70 o de la participación de receptores inhibitorios como 

CTLA4 (58, 242, 243). Teniendo en cuenta que los LT de las pacientes con cáncer de 

mama evaluadas exhiben una menor respuesta del TCR a la estimulación, analizamos la 

fosforilación de ZAP70 en las subpoblaciones de memoria de LT CD8+ después de un 

estímulo in vitro con perlas. Si bien no encontramos diferencias significativas entre las 

pacientes y las mujeres sanas, es importante resaltar que la fosforilación de ZAP70 

disminuye significativamente entre las subpoblaciones de memoria a medida que las 

células se diferencian. Este hallazgo sólo fue significativo entre los LT vírgenes y los 

efectores de las pacientes con cáncer. Lo anterior indica la necesidad de realizar más 

estudios que permitan esclarecer por qué los LT de los pacientes con cáncer de mama 

tienen una menor respuesta a la estimulación y cómo la senescencia y el agotamiento 

influyen en su capacidad de activación.  

Teniendo en cuenta que la disminución en la capacidad proliferativa de las células T es 

una característica clave de la senescencia y del agotamiento (57, 206), en este trabajo se 

determinó la expresión de Ki67 en las subpoblaciones de memoria de LT CD8+ después 

de la estimulación con perlas como una medida de su capacidad de proliferación. 

Encontramos que los LT efectores terminales de las mujeres sanas como de las pacientes 

con cáncer tienen una menor capacidad proliferativa en respuesta a la estimulación en 

comparación con las subpoblaciones menos diferenciadas. Así mismo se evidenció, que 

los LT de memoria central de las pacientes con cáncer tienen una actividad proliferativa 

menor que el grupo control. Se ha reportado que la disminución en la capacidad 

proliferativa de los LT puede estar controlada simultáneamente por vías de señalización 

de inmunosenescencia y agotamiento. Henson y cols describen, por ejemplo, que 

inhibiendo la expresión de PD1 (agotamiento) o p38 MAPK (senescencia) en los LT, se 

puede recuperar la capacidad proliferativa de estas células (57). En conclusión, las 

distintas subpoblaciones de memoria de los LT de las pacientes evaluadas se caracterizan 

por presentar un fenotipo agotado con una marcada disminución de su capacidad de 

proliferación. 
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La expresión de CD27 y CD28 se pierde secuencialmente a medida que los LT se 

diferencian de vírgenes a efectores terminales (58). En línea con la evaluación funcional 

de LT, se midió la expresión de IL-2, IFNγ y TNFα después de la estimulación in vitro con 

perlas. Los LT intermedios y terminales muestran un perfil funcional similar en las pacientes 

con cáncer y en los controles. Es interesante anotar que los LT CD8+ vírgenes aislados de 

las pacientes con cáncer son más polifuncionales que los LT vírgenes de las mujeres 

sanas. Este hallazgo debe tomarse con cautela ya que sugiere que los LT de las pacientes 

podría no ser una población verdaderamente virgen (57, 221). Aunque ha sido reportado 

en la literatura que los LT de las pacientes que tienen un fenotipo de agotamiento celular 

que se caracteriza por la disminución de su capacidad citotóxica y una menor producción 

de citoquinas como IL-2, IFNγ y TNFα (210), no se observan diferencias significativas en 

la expresión de citoquinas en respuesta a la estimulación in vitro cuando se comparan las 

pacientes con las mujeres sanas en nuestra muestra. Es probable que los LT de las 

pacientes estén transitando de un fenotipo agotado a uno senescente, puesto que los LT 

senescentes pueden producir citoquinas en respuesta a la estimulación. 

El agotamiento y la senescencia de los LT son estados disfuncionales que difieren 

fenotípica y funcionalmente de los estados efectores y de memoria (210). Utilizando un 

panel de anticuerpos multicolor se determinó mediante citometría de flujo la distribución de 

las subpoblaciones de LT y la expresión o no de marcadores de agotamiento y/o 

senescencia en las muestras de las pacientes con cáncer de mama. En primer lugar, 

encontramos que las pacientes pos-quimioterapia tienen un porcentaje menor de LT CD4+ 

vírgenes y un porcentaje mayor de linfocitos T CD8+ vírgenes que las mujeres sanas. Este 

hallazgo es particular, debido a que se ha reportado que la homeostasis de LT CD8 es 

más vulnerable a estresores como el envejecimiento y el efecto citotóxico de la 

quimioterapia (67, 78). La regeneración de la subpoblación virgen ocurre a través de 

diferentes mecanismos como: (i) la producción tímica, (ii) la proliferación homeostática y 

(iii) la infiltración de la población virgen con células de memoria que tienden a readquirir el 

fenotipo naïve (stem-like memory cells) (221). Gustafson y cols. encontraron que la 

quimioterapia induce una recuperación a niveles normales de los LT CD8+ vírgenes e 

incrementa la expansión  de las células stem-like memory (CD95+): en tanto que, el 

compartimento CD4+ virgen tiene una regeneración limitada (221). En línea con lo anterior, 

otros estudios han reportado, además, que la tasa de reconstitución de los LT vírgenes 

después de la quimioterapia es mayor que la de los LT de memoria (244). Los hallazgos 
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en nuestra muestra coinciden con los resultados de Gustafson, especialmente por la 

polifuncionalidad observada en los LT vírgenes de las pacientes, que podría corresponder 

en realidad a una repoblación por parte de LTscm. 

Aunque los LT agotados y senescentes comparten características disfuncionales similares 

en la inmunidad antitumoral, su comportamiento difiere en términos de generación, 

desarrollo y regulación metabólica durante la progresión del tumor (210). Cuando 

evaluamos la expresión de marcadores de agotamiento (CTLA4, LAG3, PD1 Y TIM3), 

encontramos que todas las subpoblaciones de memoria de los LT CD4+ y CD8+ de las 

pacientes con cáncer de mama exhiben un incremento significativo de estos marcadores. 

Mediante análisis de reducción de multidimensionalidad y agrupamiento de clúster se 

confirmaron algunos de los hallazgos del análisis manual. El clúster que se presenta con 

mayor frecuencia es CD4+ de memoria central que está aumentado en las pacientes con 

cáncer de mama y tiende a disminuir después de la quimioterapia. También se identificó 

un clúster CD8+ virgen con expresión de TIM3 y LAG3 que está aumentado en las 

pacientes y se incrementa después de la quimioterapia. Aunque algunos estudios han 

reportado que el agotamiento afecta principalmente los LT CM y EM (70), nuestros 

hallazgos sugieren que las alteraciones funcionales descritas anteriormente podrían 

explicar el agotamiento observado en todas las subpoblaciones de memoria analizadas. 

Se ha reportado que los LT agotados se acumulan en los pacientes con infecciones 

crónicas y/o diferentes tipos de cáncer (205).  Al parecer la exposición prolongada de los 

LT a su antígeno cognato inducen señales de activación permanente del TCR que 

incrementa sostenidamente la expresión de receptores inhibitorios (245). La principal 

característica fenotípica de los LT agotados es la alta expresión de receptores inhibitorios 

como PD1, CTLA4, TIM3 y LAG3. BTLA, TIGIT, 2B4 y CD160 también han sido descritos 

como marcadores de agotamiento celular., Estas células pierden la jerarquía de sus 

funciones efectoras, proliferan menos en respuesta a la estimulación y presentan varios 

cambios metabólicos y transcripcionales (70, 210, 245, 246). La fracción de LT que 

simultáneamente expresan estos receptores inhibitorios aumenta durante el proceso de 

disfunción (245). PD1 y CTLA4 han sido los receptores inhibitorios más estudiados. PD1 

bloquea la activación del TCR inhibiendo la fosforilación de ZAP70 y Lck; inhibe, además, 

la vía PI3K/AKT/mTOR que es esencial en la reprogramación metabólica y disminuye la 

proliferación y la producción de citoquinas efectoras como IL-2, IFN y TNF (210, 212). Los 

distintos marcadores asociados al agotamiento celular han permitido describir distintos 

fenotipos funcionales de LT agotados como los LT progenitores agotados (T-
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bethighEomeslowPD1int) y los LT agotados terminales (T-betlowEomeshighPD1high) que difieren 

en sus programas transcripcionales (210, 247). Es probable que esta heterogeneidad esté 

relacionada con la variabilidad de la respuesta a la terapia anti-checkpoint (210). CTLA4 

se une a moléculas co-estimuladoras como CD80/86 y activa la fosfatasa PP2A que inhibe 

directamente la señalización de Akt/mTOR generando la detención del ciclo celular en los 

LT (210). El bloqueo combinado de receptores inhibitorios como la coadministración de 

anticuerpos anti-PD1/PD-L1 y anti-CTLA4, ha sido probado para revertir el agotamiento de 

LT y mejorar las respuestas inmunes en varios tipos de cáncer (248). A diferencia de estos 

dos receptores, las vías de señalización intracelular de TIM3 y LAG3 no han sido 

completamente dilucidadas. TIM3 tiene el potencial de interactuar con múltiples 

componentes del complejo de señalización intracelular del TCR y el nivel de afectación de 

las funciones celulares depende de ese ligando de unión (246). LAG3 se asocia con el 

CD3 e inhibe la proliferación, la producción de citoquinas y el flujo de calcio (246). Algunos 

estudios han encontrado correlación entre la respuesta clínica desfavorable al tratamiento 

antitumoral y la presencia de LT agotados infiltrantes de tumor (249). Aunque no hay 

reportes claros del valor pronóstico de la presencia de LT agotados circulantes, sí es claro 

que encontrar una firma inmune en sangre periférica medible por citometría de flujo podría 

facilitar la selección de pacientes candidatos a recibir cierto tipo de tratamiento (249).  

El aumento en la frecuencia de LT agotados se ha asociado a un mal pronóstico en varios 

tipos de cáncer; de ahí la importancia de intervenciones de inmunoterapia que 

reestablezcan la función de los LT (250). En este trabajo se hace plausible el efecto de la 

quimioterapia neoadyuvante como pilar fundamental del tratamiento del cáncer de mama, 

ya que en los pacientes sometidos a ella se observó una disminución en la frecuencia de 

LT agotados circulantes comparable al de las voluntarias sanas. Esto es concordante con 

lo reportado por Massa y cols. quienes encontraron una diferencia significativa en la 

expresión de PD1 en los respondedores frente a los no respondedores, después de dos 

ciclos de quimioterapia neoadyuvante en pacientes con cáncer triple negativo (TNBC) 

(218). No obstante, en otro estudio realizado en pacientes con leucemia linfocítica crónica 

se evidenció que la quimioterapia incrementa la frecuencia de LT agotados, sugiriendo que 

este enfoque de tratamiento podría obstaculizar la vigilancia inmunológica en este tipo de 

tumor (251). Nuestros resultados concuerdan con otros estudios que sugieren que la 

activación del sistema inmune está relacionada con una mejor respuesta clínica del tumor 

a la terapia neoadyuvante.  
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La senescencia de los LT se ha descrito como un mecanismo de evasión tumoral a la 

respuesta inmune (210, 252). Estos LT senescentes se caracterizan por: (i) una 

disminución en la expresión de moléculas co-estimuladoras como CD27 y CD28, (ii) la 

expresión de CD57 y KLRG1 y (iii) la regulación al alza de la β-galactosidasa asociada a 

senescencia (SA-β-Gal) (32, 210, 253). A diferencia de los LT agotados, los LT 

senescentes son metabólicamente activos y pueden secretar un amplio rango de 

citoquinas como IL-2, IL-6, IL-8, TNF, IFNγ, IL-10 y TGF-β (57, 70). No obstante, al igual 

que los LT agotados, las células senescentes tampoco pueden proliferar, regulan a la baja 

moléculas claves de la señalización celular como Lck y LAT e incrementan la expresión de 

NKRs y de moléculas de arresto del ciclo celular como p16 y p21 (58, 59, 91, 254). En este 

trabajo se evidenció por citometría de flujo una mayor expresión del marcador CD57 en los 

LT CD4+ de las pacientes con cáncer de mama y un incremento no significativo de la 

expresión de KLRG1 en los LT CD8+. Ambos grupos celulares presentaron un incremento 

no significativo de β-Gal, p21 y p16. Posteriormente se realizó un análisis de reducción de 

multidimensionalidad y agrupamiento de clúster que permitió identificar poblaciones con 

fenotipo senescente en las poblaciones de ME de los LT CD4+ y en las células N y ME de 

los LT CD8+ de las pacientes con cáncer de mama pre-quimioterapia. Las subpoblaciones 

CD4+ senescentes disminuyen con la quimioterapia, mientras que las CD8+ aumentan. Ha 

sido descrito que las células tumorales pueden inducir respuestas al daño del ADN en los 

LT, dando como resultado la detención del ciclo celular y senescencia celular (254).   

Incluso hay estudios que sugieren que un envejecimiento prematuro puede inducir el 

desarrollo del cáncer de mama. En un estudio realizado por Trintinaglia y cols. mostraron 

que mujeres con antecedente de maltrato infantil tenían LT con características 

senescentes que podían estar induciendo el desarrollo del cáncer (231). 

Independientemente del mecanismo que induce la senescencia, el incremento de LT 

senescentes es crítico para la disminución de la inmunovigilancia, el desarrollo de tumores 

y su progresión (17, 254).  La capacidad de las células tumorales de inducir agotamiento y 

senescencia en LT favorece el escape tumoral y la progresión. Por ejemplo, estudios 

recientes han demostrado que la fosfatasa SHP2 reclutada por PD1 prefiere el receptor 

co-estimulador CD28 para la desfosforilación, lo que sugiere que CD28 es necesario para 

una eficaz respuesta del tratamiento anti-PD1 en cáncer (255, 256). La acumulación de LT 

CD28- senescentes en pacientes con cáncer puede ir en detrimento de la terapia anti-

checkpoint. El mejor conocimiento de los mecanismos responsables de la inducción de 
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senescencia y agotamiento en las pacientes con cáncer es necesario para el desarrollo de 

estrategias personalizadas para el tratamiento y el control de la enfermedad. 

Para finalizar, algunos estudios han reportado que la quimioterapia neoadyuvante puede 

acelerar el envejecimiento y activar mecanismos de senescencia celular (230). 

Concordante con lo reportado por Onyema y cols, en nuestro estudio se observó que, las 

pacientes post-quimioterapia presentan un incremento en la expresión de marcadores de 

inmunosenescencia como CD57 en LT CD4+ y KLRG1 en LT CD8, principalmente en las 

subpoblaciones de memoria terminalmente diferenciadas (LT efectores) (257). Una 

explicación alternativa a la inducción de senescencia celular es el efecto citotóxico de la 

quimioterapia sobre las subpoblaciones de linfocitos con alta capacidad replicativa 

(vírgenes y de memoria central), que deriva en un incremento de las subpoblaciones con 

menor tasa proliferativa como los LT de ME y E (257). En consonancia con algunos 

estudios, el análisis por FlowSOM identificó subpoblaciones de LT CD8+ senescentes (N 

y ME) que están aumentados en las pacientes con cáncer de mama y que se incrementan 

después de la quimioterapia.   Bruni y cols, reportaron un incremento de LT γδ TEMRA 

senescentes (CD57+CD28-CD16+) con alteraciones funcionales después de la 

quimioterapia en pacientes con cáncer colorrectal metastásico (258). De igual manera, las 

investigaciones de Sanoff y cols. encontraron que los LT de los pacientes con cáncer de 

mama expuestos a quimioterapia neoadyuvante con doxorrubicina y ciclofosfamida tienen 

un incremento en la expresión de marcadores de senescencia celular como p16 y secretan 

citoquinas asociadas a senescencia como VEGFA y MCP1 (230).  La exposición a 

quimioterapia no se ha relacionado con acortamiento de la longitud de los telómeros en LT 

(hallmark del envejecimiento) al contrario parece que su efecto sobre el envejecimiento 

celular se da a través de la inducción de daño al ADN y senescencia celular (259). Nuestros 

hallazgos coinciden con otros estudios que señalan hacia el incremento de la senescencia 

del sistema inmune en las pacientes con cáncer de mama como una consecuencia de la 

citotoxicidad inducida por la terapia neoadyuvante. No obstante, el beneficio de la 

quimioterapia como estrategia exitosa para la erradicación del cáncer sigue siendo mayor 

al riesgo de incrementar el envejecimiento celular (230, 260). 

En resumen, este estudio ha mostrado que las subpoblaciones celulares (monocitos, NKs 

y linfocitos) de pacientes con cáncer de mama evaluadas exhiben un fenotipo 

inmunosupresor (agotamiento y senescencia) que revierte con el uso de la quimioterapia 

neoadyuvante y que favorece el control de la progresión tumoral. No obstante, la 
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quimioterapia también impacta negativamente los LT y las células NK, induciendo la 

transición a fenotipos senescentes. Es posible además que la quimioterapia en sí misma 

no sea responsable del daño del ADN de las células del sistema inmune; sino que éste, 

sea una estrategia del microambiente tumoral para escapar a los mecanismos de 

inmunovigilancia. La inmunosenescencia en pacientes sobrevivientes al cáncer es un 

campo de estudio que debe considerarse dentro de las perspectivas de la investigación 

necesaria para la innovación en nuevos tratamientos y como insumo importante para el 

diseño de nuevas estrategias de tratamiento derivadas de la medicina de precisión 

importante para la medicina personalizada en cáncer y otras enfermedades. 

 

Figura 49.  Modelo de senescencia en mujeres con cáncer de mama. 
Las mujeres con cáncer de mama exhiben alteraciones en el fenotipo celular como aumento de la subpoblación 
de monocitos intermedios (CD14+CD16+) que expresan al alta PD-L1. Un aumento de la subpoblación NK 
CD56neg con expresión a la baja del receptor de activación NKG2D. Y un fenotipo agotado (expresión al alta 
de LAG3, CTLA4, TIM3 y PD1) en LT con alteración en la internalización del CD3 y expresión de un marcador 
de senescencia como CD57. Después de la quimioterapia se da un efecto inmunomodulador, los monocitos 
inflamatorios retornan a nivel de los controles sanos y disminuye la expresión de PD-L1.  En los LT baja la 
expresión de los marcadores de agotamiento y se recupera la capacidad de internalización del CD3. No 
obstante, aumenta la expresión de CD57 en LT y NKs sugiriendo un efecto senescente de la quimioterapia.



 

 
 

 

Conclusiones y perspectivas 

1.13 Conclusiones 

▪ En la muestra de nuestra población encontramos cambios asociados con 

senescencia en células de los componentes del sistema inmune innato (monocitos 

y NKs) y adaptativo (LT) en personas sanas mayores de 60 años como: (i) Cambios 

en las subpoblaciones de monocitos, especialmente un incremento de monocitos 

intermedios CD14+CD16+. Menor respuesta de los monocitos y de células 

dendríticas inmaduras al estímulo in vitro con LPS o con un coctel de citoquinas 

para inducir maduración in vitro, respectivamente. (ii) cambios en las principales 

subpoblaciones de NKs, especialmente una expansión de células CD56neg e 

incremento de la expresión de CD57 que pueden contribuir a la disfunción inmune 

de estas células durante el envejecimiento y (iii) disminución de los LT vírgenes 

CD4+ y CD8+, aumento de LT CD8+ efectores y expresión de marcadores de 

senescencia CD57 y KLRG1. Estos cambios encontrados en los adultos mayores 

coinciden con lo reportado en la literatura; el envejecimiento puede estar afectando 

la capacidad de respuesta del sistema inmune, incrementando el riesgo de 

autoinmunidad y la susceptibilidad a las infecciones, enfermedades crónicas 

degenerativas y el cáncer. 

▪ Los hombres exhiben un aumento en el porcentaje de monocitos inflamatorios y 

menor porcentaje de NKs CD56bright y LT vírgenes, cuando se comparan con las 

mujeres. Estas diferencias pueden explicar la mayor incidencia de enfermedades 

crónicas inflamatorias como la ateroesclerosis en los hombres. 

▪ Los adultos mayores tienen una menor frecuencia de LT CD4+ vírgenes, una menor 

expansión de LTfh después de la vacunación con TT que los jóvenes. 

Adicionalmente, estos LTfh de las personas de edad avanzada tienen una menor 

expresión de Bcl-6, CXCR3 y CD40L, moléculas importantes para la diferenciación 
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de LTfh y su interacción en los CG con LB. Estos hallazgos pueden explicar en 

parte la pobre respuesta a la vacuna observada en los adultos mayores. 

▪ Las pacientes con cáncer de mama exhiben cambios en el número y fenotipo de 

diferentes poblaciones de leucocitos que pueden estar afectando su capacidad de 

inmunovigilancia como: (i) Aumento de los monocitos proinflamatorios con 

expresión de PD-L1, (ii) disminución de la capacidad de los monocitos de responder 

al coctel porinflamatorio para madurar DCs (iii) disminución en la frecuencia de NKs 

circulantes e incremento de poblaciones maduras con expresión de CD57, (iv) 

alteración funcional y fenotípica de LT CD4+ y CD8 que exhiben menor capacidad 

de responder a la estimulación in vitro y expresan marcadores de agotamiento y 

senescencia. Estas alteraciones funcionales pueden ser consecuencia 

mecanismos de escape del tumor que favorecen la progresión tumoral.  

▪ Adicionalmente, después de la quimioterapia, las pacientes exhiben cambios 

dinámicos como la mejor capacidad de respuesta al estímulo de maduración en 

monocitos y capacidad de internalización del CD3 en LT, que pueden estar 

favoreciendo la reactivación de la inmunovigilancia del tumor. No obstante, la 

quimioterapia puede incrementar la inducción de senescencia en células NKs y LT. 
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Figura 50. Resumen de los cambios asociados a la edad y al cáncer de mama. 
A. Principales cambios evidenciados en los adultos mayores en las diferentes poblaciones celulares 
analizadas. B. Principales cambios encontrados en las mujeres con cáncer de mama. El aumento de monocitos 
proinflamatorios y de las NKs CD56neg son características compartidas entre los adultos mayores y las 

pacientes con cáncer de mama. 
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1.14 Perspectivas 

Las conclusiones obtenidas en este trabajo plantean nuevas preguntas de investigación 

para la comprensión de la inmunosenescencia y su influencia en la etiología de 

enfermedades crónicas asociadas con el envejecimiento. 

▪ En primer lugar, se propone realizar ensayos funcionales que permitan explicar los 

cambios observados en la frecuencia y fenotipo de las células NKs y los LT y su 

influencia en la inmunosenescencia. 

▪ Evaluar cambios metabólicos en células del sistema inmune innato y adaptativo en 

diferentes condiciones de salud y enfermedad. El inmunometabolismo es un área 

de investigación reciente de la inmunología y en Colombia no hay muchos 

laboratorios que cuenten con la capacidad técnico-científica para llevar a cabo este 

tipo de investigación. Por lo que es todo un reto implementar protocolos y las 

técnicas de laboratorio necesarios para evaluar el inmunometabolismo en el 

contexto de la inmunosenescencia. 

▪ Previamente, contamos con los convenios y la aprobación por comité de ética para 

desarrollar dos proyectos de estudio de la inmunosenescencia en el contexto de la 

Fibrosis pulmonar idiopática (Fundación Neumológica Colombiana, acta No.243 de 

2019) y la sepsis (Hospital Universitario Nacional de Colombia acta No. 011-164-

18 de 2018 y Hospital Santa Clara E.S.E acta No. 04 de diciembre 2019). Sin 

embargo, por la pandemia estos proyectos están suspendidos. 

▪ El objetivo de cáncer hace parte de un proyecto titulado “Estudio del agotamiento y 

senescencia de células del sistema inmune, y su correlación con el antecedente de 

maltrato infantil, en pacientes con cáncer de mama en quimioterapia neoadyuvante” 

aprobado en el Instituto Nacional de Cancerología acta No 043 de 2018, con el cual 

se va a ampliar el tamaño de la muestra del objetivo 3. 
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A. ANEXO 1. Material suplementario. 

 

Figura suplementaria 1. Cambios en la expresión del TLR2 después de la estimulación con Pam3CSK. 
a. Porcentaje de monocitos totales que expresan TLR2 aislados de un grupo de 10 jóvenes sanos comparados 
con un grupo de 10 adultos mayores sanos.  b. Cambio en la expresión de TLR2 (MFI intensidad media de 
fluorescencia) con la estimulación con Pam3CSK 5 µg/ml en el grupo joven c. Cambio en la expresión de TLR2 
con la estimulación con Pam3CSK 5 µg/ml en el grupo adulto mayor. d. e. f. Cambios en la expresión de TLR2 
con la estimulación en los dos grupos de estudio, en las diferentes subpoblaciones de monocitos: clásicos, 
intermedios y no clásicos, respectivamente. Una t de student no paramétrica con datos no pareados Mann-
Whitney test fue aplicada en a. un valor p significativo ≤ 0,05. Una t de student no paramétrica, wilcoxon test 
para datos pareados se aplicó en b, c, d, e y f. un valor p significativo p≤ 0.05.  
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Figura suplementaria 2. Cambios en la expresión del TLR3 después de la estimulación con Poly I:C. 
a. Porcentaje de monocitos totales que expresan TLR3 aislados de un grupo de 10 jóvenes sanos comparados 
con un grupo de 10 adultos mayores sanos.  b. Cambio en la expresión de TLR3 (MFI intensidad media de 
fluorescencia) con la estimulación con Poly I:C µg/ml durante 24 horas en el grupo joven c. Cambio en la 
expresión de TLR3 con la estimulación con Poly I:C µg/ml durante 24 horas en el grupo adulto mayor. d. e. f. 
Cambios en la expresión de TLR3 con la estimulación en los dos grupos de estudio, en las diferentes 
subpoblaciones de monocitos: clásicos, intermedios y no clásicos, respectivamente. Una prueba t no 
paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test fue aplicada en a. un valor p significativo ≤ 0,05. Una 
prueba t no paramétrica, wilcoxon test para datos pareados se aplicó en b, c, d, e y f. un valor p significativo ≤ 
0.05.  
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Figura suplementaria 3.Cambios en la expresión del TLR9 después de la estimulación con CPG. 
a. Porcentaje de monocitos totales que expresan TLR9 aislados de un grupo de 10 jóvenes sanos comparados 
con un grupo de 10 adultos mayores sanos.  b. Cambio en la expresión de TLR9 (MFI intensidad media de 
fluorescencia) con la estimulación con CPG 20µg/ml durante 24 horas en el grupo joven c. Cambio en la 
expresión de TLR9 con la estimulación con CPG 20µg/ml durante 24 horas en el grupo adulto mayor. d. e. f. 
Cambios en la expresión de TLR9 con la estimulación en los dos grupos de estudio, en las diferentes 
subpoblaciones de monocitos: clásicos, intermedios y no clásicos, respectivamente. Una prueba t no 
paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test fue aplicada en a. un valor p significativo ≤ 0,05. Una 
prueba t no paramétrica, wilcoxon test para datos pareados se aplicó en b, c, d, e y f. un valor p significativo ≤ 
0.05 

 

 

.  
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Figura suplementaria 4. Expresión de marcadores de senescencia en las poblaciones de memoria de 
LT CD4+.  
Gráfica de barras que muestra el porcentaje de LT CD4+ que expresan CD57 (a.) y KLRG1 (b.) en la superficie 
de distintas subpoblaciones de LT CD4+: vírgenes (N), de memoria central (MC), memoria efectora (EM) y 
efectoras terminales (E), en los dos grupos de estudio jóvenes (barras blancas), adultos mayores (barras 
grises). Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los 
grupos. Barra de error indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10/grupo).   
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Figura suplementaria 5. Los LTfhc vírgenes se expanden en respuesta a la estimulación del antígeno 
en los adultos jóvenes, pero no en los adultos mayores. 
Tomado de Lalinde y cols.(14). Los subconjuntos de LTfhc se determinaron en los días 0, 11 y 21 entre la 
población CXCR5+ PD1+ dentro de los LT CD4+ tanto ex vivo (A) como en respuesta a la estimulación TT 
durante seis horas in vitro (C). Se comparó el porcentaje de subconjuntos de LT en los tres tiempos de muestreo 
entre los dos grupos de jóvenes y adultos mayores ex vivo (B) y después de la estimulación in vitro con TT (D). 
Se evaluaron diferentes subpoblaciones de LTfhc mediante citometría de flujo midiendo la expresión de CCR7 
y CD45RA; CCR7+ CD45RA+ (virgen), CCR7+ CD45RA- (Memoria central: CM), CCR7-CD45RA- (Memoria 
efectora: EM), CCR7-CD45RA+ (Terminal diferenciado: EMRA). 
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Figura suplementaria 6. Gráfica de validación del modelo predictivo de los clústeres LTfh identificados 
en Citrus.  
Curva roja, la tasa de error estimada del modelo y curva azul que corresponde a la tasa de falsos 
descubrimientos. Se muestran los dos modelos predictivos aplicables a los datos obtenidos: cv.min, - circulo 
verde (menor tasa de error) y cv.1se (tasa de error establecida de 1) – diamante naranja. a. clúster ex vivo D0. 
b. ex vivo D11 c. D11 estimulado con TT. 

 

 

Figura suplementaria 7. Diferencia en la expresión de CD40 y HLA DR en monocitos después de la 
maduración de detríticas in vitro. 
 a y b. La diferencia del porcentaje de expresión de CD40 y HLA-DR (∆%) corresponde a la diferencia de 
porcentaje de células positivas para cada marcador en Monocitos, presente en PBMCs estimulados o no con 
coctel de citoquinas. se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para 
comparar los grupos. No se encontraron cambios significativos entre los grupos. 

 

 



Anexo 1. Material suplementario 153 

 

 

 

Figura suplementaria 8. Diferencia en la expresión de receptores en las subpoblaciones de NKs. 

Porcentaje de expresión de CD57, KLRG1, NKG2D y NKp30 en a. CD56bright, b.CD56dim y en c. CD56neg. 
Se realizó una prueba t no paramétrica con datos no pareados Mann-Whitney test para comparar los controles 
y las pacientes. Una prueba t pareada no paramétrica Wilcoxon test para comparar pacientes pre y pos-
quimioterapia. Barra de error indica SEM. (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05) (n=10). 

 

 

 
Figura suplementaria 9. Análisis de reducción de dimensionalidad mediante tSNE. 
PBMCs CD3- para todas las participantes agrupados controles y pacientes pre y pos-quimioterapia 
concatenados y superpuestos. 
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Figura suplementaria 10.  Modelo   de internalización del CD3. 
La gráfica muestra un ejemplo del cálculo del MFI de CD3 control y estimulado. Y la ecuación para calcular el 
porcentaje de internalización. 
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Socialización de resultados en eventos 
científicos: 

• El papel de la ciencia tecnología en Innovación en la lucha contra el cáncer de la 

secretaria de Ciencia, Tecnología e Innovación de la Gobernación De Cundinamarca. 

Ponencia: Vacunas personalizadas para el manejo del cáncer de mama, 21 de marzo 

de 2019.  

• Congreso internacional Innovación, tecnología y humanización para el control 

del cáncer del Instituto Nacional de Cancerología, Póster: Estudio celular y molecular 

de la inmunosenescencia en mujeres con cáncer de mama, 27 y 28 de agosto de 2019. 

• III Jornadas de Investigación de la Facultad de Medicina de la Universidad 

Nacional. Poster: Evaluación de la expresión de marcadores de agotamiento y 

• senescencia en Linfocitos T de mujeres con cáncer de mama antes y después de la 

quimioterapia neoadyuvante. Ganador del primer puesto modalidad póster. 20 de 

noviembre de 2019. 

• 18° Día de la Investigación de la Fundación Cardioinfantil y la Fundación 

Neumológica Colombiana. Póster: Evaluación de marcadores de inmunosupresión 

en adultos mayores con sepsis. 13 de noviembre de 2020. 

• BSI virtual conference: Connecting immunology in the time of COVID-19 de la 

Sociedad Británica de Inmunología. Póster 1: Immunosuppression markers in older 

adults with sepsis y póster 2: High Dimensional analysis of the aging of NK cells in a 

cohort of Colombian adults over 60 years of age. 01- 02 de diciembre de 2020. 

• Sex Differences in the Immune System Influence of Sex Differences on the 

Distribution of Different Leukocyte Populations. 14-15 de abril de 2021. 

• Congreso Colombiano de Alergia, Asma e Inmunología ACAAI-ACOI. Ponencia 

oral 1: older adults exhibit a limited expansion of cd45ra+ccr7+ t follicular helper cells 

in response to tetanus vaccine. Ponencia oral 2: inmunosenescencia en mujeres con 

cáncer de mama y la respuesta a quimioterapia neoadyuvante. Ponencia oral 3: estudio 

celular de la inmunosenescencia en adultos mayores sanos.  9, 10 y 11 de septiembre 

de 2021. 

 

 

 


