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Staphylococcus aureus es un patógeno humano de gran importancia médica dado 

que coloniza e infecta a pacientes hospitalizados así como a individuos sanos 

inmunocompetentes de la comunidad. Entre las patologías que causa se encuentran las 

que afectan a piel y tejidos blandos y aquellas que poseen alta morbilidad y mortalidad 

como la sepsis. En la actualidad S. aureus es el patógeno más frecuentemente aislado en 

pacientes sépticos con infección bacteriana documentada. 

La sepsis es una enfermedad de gran impacto en la salud pública dada la alta 

tasa de morbi-mortalidad que posee. Durante muchos años ha prevalecido el concepto 

que la mortalidad asociada a la sepsis resultaba de la respuesta inflamatoria exacerbada 

durante el período inicial de la enfermedad. Sin embargo, los avances en los cuidados 

intensivos han permitido disminuir la mortalidad durante la fase aguda de la sepsis, 

observándose un aumento gradual de la mortalidad de los pacientes luego de la 

"recuperación" de los fenómenos agudos. Esto se debe, a que si bien algunos pacientes 

logran superar el estado inflamatorio, otros fallan en resolver esta condición y progresan 

hacia un estado de inflamación persistente, acompañado de disfunción celular inmune y 

metabolismo catabólico, condición para la cual las intervenciones actuales son 

ineficientes. La mortalidad en esta segunda etapa se debe fundamentalmente a la 

imposibilidad de controlar la infección primaria o a la adquisición de infecciones 

secundarias de origen intrahospitalario causadas por patógenos oportunistas. 

Entre los tipos celulares que podrían estar involucrados en la inmunosupresión 

durante la sepsis, estudios recientes han sugerido que la acumulación de células 

mieloides supresoras (MDSC) en órganos linfáticos secundarios y su presencia en 

circulación podría ser un componente importante de dicho proceso. Las MDSC 

constituyen una población heterogénea de células mieloides inmaduras originalmente 

descriptas en tumores y cuya característica principal es su capacidad de suprimir la 

funcionalidad de células T. Entre las moléculas que regulan la acumulación y 

funcionalidad de las MDSC, tanto en modelos tumorales como en infecciones 

polimicrobianas, se ha descripto la participación del TNF-α. 

Las infecciones por S. aureus se caracterizan por generar una fuerte respuesta 

inflamatoria, siendo el TNF-α, una de las citoquinas proinflamatorias inducida. Esta 

citoquina activa la cascada de señalización de NF-κB, al interaccionar con el TNFR1, la 

cual regula de forma positiva a otras citoquinas de gran importancia como IL-1β e IL-6, y 

al mismo TNF-α. Más aún, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que S. aureus a 

través de la proteína A mimetiza la acción de TNF-α en diferentes tipos celulares 

induciendo la producción de citoquinas proinflamatorias.  

Los eventos que conducen a la inmunosupresión asociada a la sepsis por           

S. aureus no han sido al presente completamente elucidados. Más aún, se desconoce el 
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rol que el TNF-α y la señalización por TNFR1 pudieran tener en la acumulación y 

funcionalidad de las MDSC presentes durante la sepsis por S. aureus.  

En base a los antecedentes antes expuestos, el objetivo general de este trabajo 

fue determinar si durante la sepsis por S. aureus se produce la expansión y posterior 

acumulación de MDSC en órganos linfoides periféricos y si este fenómeno contribuye a la 

disminución de la respuesta T durante la fase de inmunosupresión. Asimismo, se 

estableció el rol que la señalización mediada por TNFR1 podría tener en la expansión y 

adquisición del fenotipo inmunosupresor de las MDSC.  

El trabajo fue llevado a cabo utilizando un modelo experimental de sepsis por           

S. aureus de origen peritoneal. En el mismo fue posible observar características propias 

de la fase inicial pro-inflamatoria, como el incremento de la IL-6 circulante a tiempos 

tempranos luego de la inoculación y de la fase de inmunosupresión, como la presencia de 

niveles elevados de IL-10 en plasma y bazo a tiempos tardíos luego de la inoculación. La 

producción de IL-10 observada en plasma y bazo resultó ser un proceso dependiente de 

la señalización por TNFR1. 

Los resultados obtenidos permitieron determinar que durante la sepsis 

experimental por S. aureus se indujo la expansión y acumulación de MDSC en médula 

ósea, bazo y ganglios linfáticos. Al evaluar la contribución relativa de las MDSC en la fase 

de inmunosupresión se estableció que contribuyen significativamente a la anergia de las 

células T CD4 y a la patogénesis de la sepsis por S. aureus. Asimismo, se demostró que 

la señalización por TNFR1 no se encuentra implicada en el reclutamiento y expansión de 

las MDSC en el bazo pero es crítica en el proceso de adquisición de la funcionalidad 

inmunosupresora de dicha población celular modulando la expresión de arginasa y óxido 

nítrico sintasa inducible. El impacto de la señalización por TNFR1 en la actividad de las 

MDSC estaría dado principalmente por el microambiente generado in vivo en respuesta a 

las cascadas inducidas por dicho receptor.   

Por lo tanto, el presente trabajo permitió demostrar por primera vez que las MDSC 

participan de la inmunosupresión observada durante la sepsis por S. aureus, y que la 

señalización inducida por TNF-α, una citoquina inflamatoria, es crítica en dicho proceso. 

Nuestros hallazgos contribuirán a establecer la potencialidad de considerar a las MDSC 

como blanco de terapias inmunomoduladoras que complementen las terapias 

convencionales en pacientes sépticos.   
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1.1. Sepsis 

  

La sepsis se define como la disfunción orgánica potencialmente mortal causada 

por la respuesta inmunológica desregulada del huésped frente a una infección (The Third 

International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3)) (Singer M et 

al., 2016). La incidencia de sepsis ha aumentado en los últimos años debido al 

incremento en el porcentaje de la población que alcanza edades avanzadas, a los 

tiempos prolongados de internación y al mayor uso de procedimientos terapéuticos 

invasivos, lo cual ha generado gran interés a nivel epidemiológico en dicha entidad 

(Cabrera-Perez J et al., 2014). 

 Dentro de la sepsis de origen bacteriano, las bacterias gram negativas fueron los 

microorganismos predominantes que causaban dicha enfermedad hasta la década de los 

80. Sin embargo, la incidencia de sepsis por bacterias gram positivas ha ido aumentado 

en forma constante durante las últimas tres décadas. En un estudio realizado en Estados 

Unidos en el año 2000 las bacterias gram positivas representaron el 52,1% de los casos 

de sepsis siendo Staphylococcus aureus el patógeno más frecuentemente aislado (van 

der Poll T et al., 2008; Angus DC et al., 2013). Asimismo, en un estudio realizado en 2007 

se observó que S. aureus fue la principal bacteria gram positiva aislada en pacientes 

internados en cuidados intensivos (Vincent JL et al., 2009). El estudio retrospectivo 

realizado por Otto y colaboradores sobre pacientes internados en unidades de cuidados 

intensivos en un hospital de Alemania demostró que S. aureus fue el principal patógeno 

aislado en pacientes que cursaban la fase I de la sepsis, considerada como la etapa que 

comprende los 5 días posteriores al diagnóstico (Otto GP et al., 2011).  

En este contexto, es importante considerar que no ha habido un avance 

proporcional en el conocimiento de los eventos que se desencadenan durante la sepsis 

por S. aureus en comparación con los estudios realizados respecto de bacterias gram 

negativas o sepsis polimicrobianas. Más aún, investigaciones recientes demuestran que 

las respuestas inducidas por bacterias gram positivas difieren significativamente de las 

observadas con bacterias gram negativas (Horiuchi K et al., 2007; Secher T et al., 2009; 

Long C et al., 2010; McIlwain DR et al., 2012) lo cual señala la importancia de considerar 

la etiología de la sepsis en el estudio de la patogenia de dicha entidad clínica. 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26903338
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1.2. Focos primarios de infección asociados al desarrollo de sepsis 

 

En 2007 se realizó un estudio en las unidades de cuidados intensivos de 

instituciones de salud de 75 países para evaluar cual era el principal foco infeccioso en 

pacientes con sepsis. De los 7000 pacientes incluidos, el foco pulmonar presentó la 

mayor prevalencia (64%) seguido por el abdominal (20%) y la bacteriemia (15%) siendo 

los menos frecuentes el tracto renal o genitourinario (14%) (Vincent JL et al., 2009).  

Las cepas de S. aureus resistentes a meticilina que provienen de la comunidad 

(SAMR) han surgido durante la década de los 90 como un problema de gran importancia 

en la salud pública. Los principales aislamientos de SAMR de la comunidad fueron 

aislados a partir de infecciones de piel y partes blandas. La celulitis y la fascitis 

necrotizante son las infecciones prevalentes de piel y partes blandas en las unidades de 

cuidados intensivos (George SM et al., 2008). Estas cepas provenientes de la comunidad 

son conocidas por estar asociadas a infecciones invasivas (Fernandez S et al., 2013; 

Klevens RM et al., 2007; Skinner D et al., 1941). En este sentido, el 7% de los pacientes 

hospitalizados diagnosticados con sepsis tienen como foco de infección primaria, la piel 

(Vincent JL et al., 2009).  

En relación al modelo de sepsis monomicrobiana utilizado en el presente trabajo, 

es importante considerar que la infección abdominal es un foco primario causante de 

sepsis principalmente en pacientes que se encuentran bajo regímenes de diálisis 

peritoneal (DP). En estos pacientes las peritonitis por S. aureus son una complicación 

frecuente que puede dar origen al desarrollo de bacteriemias con elevada mortalidad 

(Szeto CC et al., 2011; Barretti P   et al., 2012). La DP es un tratamiento extensamente 

utilizado en pacientes pediátricos que se encuentran en el estadio final de enfermedad 

renal (Chiu YW et al., 2010). La frecuencia de peritonitis en niños bajo DP excede 

ampliamente la tasa de peritonitis en adultos y resulta el principal motivo por el cual se 

debe cambiar el régimen al de hemodiálisis (Klaus G, 2011; Piraino B et al., 2011; 

Warady BA et al., 2012). Entre los causales de peritonitis que presentan mayor morbilidad 

y mortalidad se encuentran: S. aureus (Troidle L et al., 1998; Peacock SJ et al., 2000, 

Troidle L et al., 2006), Pseudomonas aeruginosa (Bunke CM et al., 1997; Krishnan M et 

al., 2002), hongos (Goldie SJ et al., 1996; Wang  AY et al., 2000), micobacterias (Lui SL       

et al., 1996) y microorganismos endémicos (Tzamaloukas AH et al., 1993; Piraino B et al., 

1995; Harwell CM et al., 1997; Kern EO et al., 2002). Entre ellos, S. aureus se encuentra 

asociado a los cuadros de peritonitis más severos y a un mayor riesgo de peritonitis 

recurrentes (Leppänen H et al., 2006; Szeto CC et al., 2011). 
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1.3. Respuesta inmune innata asociada a las infecciones por S. aureus  

 

S. aureus es un coco gram positivo de gran importancia médica dado que es un 

importante patógeno humano que coloniza e infecta a pacientes hospitalizados así como 

a individuos sanos inmunocompetentes de la comunidad. Entre las enfermedades que 

causa se encuentran las que afectan a piel y tejidos blandos y aquellas que poseen alta 

morbilidad y mortalidad como neumonías, osteomielitis, endocarditis y sepsis (Lowy FD, 

2008: Lowy FD, 2007). A su vez, es un importante agente causal de infecciones 

asociadas a la presencia de prótesis, catéteres y a heridas quirúrgicas. La patogenicidad 

de S. aureus se debe a la acción coordinada de múltiples factores de virulencia, que 

permiten al patógeno adherirse a las células o tejidos, invadir y causar daño, así como 

evadir el sistema inmune (Lowy FD, 1998; Foster TJ et al., 2014). Asimismo, la expresión 

de los genes que codifican para factores de virulencia se encuentra rigurosamente 

regulada por sistemas regulatorios de dos componentes (Brunskill EW et al., 1996; 

Novick RP, 2003), ARNs pequeños regulatorios (Pichon C,et al., 2005; Felden B, 2011; 

Guillet J et al., 2013) y proteínas de unión al ADN (Cheung AL et al.,  2008; Lauderdale 

KJ et al., 2009). 

La sepsis por S. aureus es un problema creciente a nivel mundial y la mortalidad 

que ocasiona se atribuye a la desregulación del sistema inmune (Hotchkiss RS et al., 

2003, Hotchkiss RS et al., 2006). Las infecciones por S. aureus se caracterizan por la 

inducción de una importante respuesta inflamatoria. Luego del ingreso de la bacteria al 

sitio de infección, la misma es rápidamente reconocida por receptores celulares del 

sistema inmune innato del hospedador iniciando cascadas de señalización que conducen 

a la producción de citoquinas inflamatorias y quimioquinas las cuales dirigen el 

reclutamiento de neutrófilos al sitio de la infección. Las células del hospedador 

reconocen, mediante receptores específicos denominados PRRs (del inglés: “pathogen 

recognition receptors”) diversas moléculas producidas por bacterias las cuales son 

motivos conservados llamados MAMPs (del inglés: “microbe-associated molecular 

patterns”). Entre los receptores celulares que reconocen MAMPs se destacan, en el caso 

del reconocimiento de S. aureus, los receptores TLR2 (del inglés: “Toll- like receptor-2”) y 

NOD (del inglés: “nucleotide-binding oligomerization domain proteins”). 

La proteína A, una proteína presente en la superficie de la mayoría de los 

aislamientos clínicos de S. aureus, participa en la inducción de respuesta inflamatoria 

dado que es capaz de interaccionar con el receptor del factor de necrosis tumoral, 

TNFR1, en células epiteliales respiratorias y macrófagos y activar los mecanismos de 

transducción de señales normalmente inducidos por TNF-α, el ligando natural de TNFR1. 

La activación de TNFR1 por la proteína A induce la producción de citoquinas 
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inflamatorias y quimioquinas y el reclutamiento de neutrófilos a través de la activación de 

MAPKs y NF-κB (Gomez MI et al., 2004; Claro T et al., 2013). Además de ser reconocida 

por TNFR1, la proteína A induce la fosforilación del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico, EGFR, activando la señalización a través del mismo lo cual conduce a la 

fosforilación de los intermediarios intracelulares Erk1/2 y STAT3 y la producción de 

citoquinas (Gomez MI et al., 2007; Martin FJ et al., 2009). 

 

1.4. Fases de la sepsis 

 

Durante la sepsis la respuesta inmune innata y adaptativa se encuentran alteradas 

por períodos de tiempo sostenidos y la activación sistémica del sistema inmune innato 

resulta en una respuesta inflamatoria severa y persistente que eventualmente produce 

daño en los tejidos, lo cual puede provocar la disfunción orgánica e incluso la falla 

multiorgánica (Rittirsch D et al., 2008). Esta última, es la consecuencia más frecuente de 

la sepsis, la cual conduce a la muerte del individuo (Abraham E et al., 2007; Holthoff JH 

et al., 2013; Patil NK et al., 2014; Singer M    et al., 2016).  

Durante muchos años ha prevalecido el concepto que la mortalidad asociada a la 

sepsis resultaba de la respuesta inflamatoria exacerbada durante el período inicial de la 

enfermedad (Hotchkiss RS et al., 2009). Esto se debe en parte a que los primeros 

estudios en modelos animales experimentales se realizaron utilizando lipopolisacárido, 

principal componente de la membrana externa de las bacterias gram negativas, como 

inductor de sepsis para mimetizar la hiperinflamación característica de la enfermedad. Se 

observó que la respuesta proinflamatoria causaba un alto índice de mortalidad y que la 

neutralización de las citoquinas inflamatorias conducía a una mejora en la supervivencia 

(Tracey KJ et al., 1987). En base a los resultados obtenidos en dichos modelos 

experimentales los ensayos clínicos subsiguientes se orientaron hacia la neutralización 

de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, los ensayos clínicos realizados durante más 

de dos décadas, diseñados para neutralizar citoquinas inflamatorias, no mostraron ser 

eficaces en mejorar el desenlace de la sepsis (van Dissel JT et al., 1998; Opal SM et al., 

1997; Abraham E et al., 1998). Esto se debe en parte a que los niveles de citoquinas 

inflamatorias que se detectan en pacientes con sepsis son sumamente inferiores a los 

determinados en ratones inoculados con lipopolisacárido (Hotchkiss RS et al., 2003) y a 

que la presencia de niveles moderados de TNF-α, IL-1β y otras citoquinas inflamatorias 

es necesaria para la eliminación de los microorganismos (Lorente JA et al., 2005). En 

este sentido, la importancia del TNF-α y la IL-1β en la resolución de la etapa inicial de la 

infección sistémica por S. aureus ha sido demostrada por nuestro grupo de investigación 

y otros (Nakane A et al., 1995; Giai C et al., 2013; Giai C et al., 2016).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rittirsch%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18802444
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26903338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hotchkiss%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19424209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tracey%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3317066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakane%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7890367
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Los avances en los cuidados intensivos han permitido disminuir la mortalidad 

durante la fase aguda de la sepsis, observándose un aumento gradual de la mortalidad 

de los pacientes luego de la "recuperación" de los fenómenos agudos. Esto se debe a 

que si bien algunos pacientes se recuperan del estado inflamatorio, otros fallan en 

resolver esta condición y progresan hacia un estado de inflamación persistente, 

acompañado de disfunción celular inmune y metabolismo catabólico, condición para la 

cual las intervenciones actuales son ineficaces (Goodwin AJ et al., 2015). En dichos 

pacientes se observan manifestaciones metabólicas, inmunológicas y fenotípicas 

similares a la de los pacientes con cáncer avanzado. La mortalidad en esta segunda 

etapa se debe fundamentalmente a la imposibilidad de controlar la infección primaria o a 

la adquisición de infecciones secundarias de origen intrahospitalario causadas por 

patógenos oportunistas (Torgersen C et al., 2009; Otto GP et al., 2011). Los principales 

patógenos oportunistas que se aíslan en estos pacientes presentan variaciones en 

frecuencia según la epidemiología del centro de salud en cuestión, predominando las 

infecciones por bacilos gram negativos como Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella 

pneumoniae e infecciones por Candida spp. (Otto GP et al., 2011).  

Si bien antes se consideraba a la fase hiperinflamatoria como una etapa previa y 

diferenciada de la fase de inmunosupresión, el avance del conocimiento del tema ha 

permitido demostrar que la inmunosupresión o inmunoparálisis se inicia 

concomitantemente con la fase proinflamatoria inicial (Munford RS et al., 2011; Xiao W  et 

al., 2011; Stearns-Kurosawa DJ et al., 2011) y que se encuentra directamente 

relacionada con el mal pronóstico de la sepsis (Hotchkiss RS et al., 2006) (Figura 1, 

próxima página). En este sentido, estudios que involucran un alto número de pacientes 

sépticos así como modelos experimentales en animales han demostrado una asociación 

significativa entre la inmunosupresión y la mortalidad tardía (Boomer JS et al., 2011).  

 

1.5. Células del sistema inmune involucradas en la inmunosupresión asociada a la 

sepsis 

 

Entre los mecanismos que conducen a la inmunosupresión, se ha descripto un 

aumento de la apoptosis de células B, T y dendríticas así como la inducción de anergia 

en células T y el predominio de respuestas celulares de tipo T helper 2 en las células 

inmunes sobrevivientes (Hotchkiss RS et al., 2006). Una citoquina que resulta 

protagónica durante la inmunosupresión es la IL-10, la cual es producida por varios tipos 

celulares. La IL-10 suprime la producción de IL-6 e IFN-γ y estimula la producción de las 

formas solubles del receptor de TNF-α (sTNFR) y del antagonista del receptor de IL-1β  
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Figura 1. La activación de la respuesta inmune pro y antiinflamatoria ocurre en forma simultánea 

desde el inicio de la sepsis. Las células del sistema inmune innato liberan grandes cantidades de 
citoquinas proinflamatorias que provocan la respuesta inflamatoria (línea azul, día 1 al 3). La 
intensidad de la respuesta inflamatoria varía en cada paciente, y depende de múltiples factores. 
Las muertes tempranas (línea roja superior, día 3) se deben a una respuesta inflamatoria 
exacerbada. El sistema inmune innato y adaptativo se restablece en gran parte de los pacientes, 
de esta forma logran sobrevivir a la infección (recuperación, día 6). Si la sepsis persiste, puede 
ocurrir la falla de los elementos críticos del sistema inmune tanto innato como adaptativo de forma 
que los pacientes entran en un estado de inmunosupresión (líneas azules y rojas, luego del día 6). 
Las muertes se deben a la incapacidad del paciente para eliminar la infección primaria así como 
también al desarrollo de infecciones secundarias.  

 

(IL-1βra), los cuales actúan neutralizando a las citoquinas proinflamatorias, TNF-α e IL-

1β, respectivamente (Gilroy DW et al., 2005). 

En células inmunes obtenidas de bazo o pulmón de pacientes con sepsis en un 

período de entre 30 y 180 minutos luego de su muerte, se ha observado producción 

disminuida de citoquinas pro y antiinflamatorias, un aumento en la expresión de 

receptores inhibitorios y la expansión de células T regulatorias (Treg) y células mieloides 

supresoras (MDSC, del inglés: “Myeloid-Derived Suppressor Cells”) (Boomer JS et al., 

2011). 

Recientemente, se demostró que la expansión temprana de MDSC de tipo 

granulocítico es predictiva del desarrollo de infecciones nosocomiales secundarias en 

pacientes sépticos, lo cual sugiere un rol preponderante para dichas células en la 

supresión inmune inducida por la sepsis (Uhel F et al., 2017, Mathias B et al., 2017). En 

base a estos antecedentes y otros estudios previos (Sander LE et al., 2010; Cuenca AG 
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et al., 2011) es posible proponer un rol para la acumulación de MDSC en órganos 

linfáticos secundarios y su presencia en circulación en los fenómenos de 

inmunosupresión.  

Las MDSC son una población heterogénea de células mieloides inmaduras que 

fue originalmente caracterizada por su capacidad de suprimir la funcionalidad de células 

T en tumores (Gabrilovich DI et al., 2009). Más recientemente, se demostró un 

incremento de MDSC en enfermedades inflamatorias agudas y crónicas incluyendo 

trauma, quemaduras, infecciones de piel y sepsis (Cuenca AG et al., 2011; Ilkovitch D, 

2011) y se ha propuesto que podrían tener un rol protector en la regulación de la 

inflamación (Sander LE et al., 2010; Brudecki L et al., 2012; Poe SL et al., 2013; Arocena 

A et al., 2014). Sin embargo, dependiendo del modelo utilizado, se les ha atribuido un rol 

deletéreo por su capacidad de inducir un microambiente antiinflamatorio que no permite 

la erradicación de los microorganismos (Delano MJ et al., 2007; Brudecki L et al., 2012; 

Martire-Greco D et al., 2014; Heim CE et al., 2014). La descripción de los marcadores 

que definen esta población ha sido un desafío importante, pero en la actualidad existe 

consenso acerca de que las MDSC de ratón expresan en su superficie los marcadores 

CD11b y Gr1 (Peranzoni E et al., 2010; Lechner MG et al., 2010). En ratones, bajo 

condiciones normales, la médula ósea contiene un 20-30% de células con este fenotipo, 

pero estas células sólo constituyen una pequeña proporción (2-4%) de células del bazo y 

están ausentes de los nódulos linfáticos (Gabrilovich DI et al., 2009). A su vez, se ha 

propuesto que de acuerdo a la expresión de los marcadores Ly6G y Ly6C las MDSC 

murinas pueden ser subdivididas en MDSC de tipo granulocítico (G-

MDSC:CD11b+Gr1+Ly6G+Ly6Clow) o de tipo monocítico (Mo-MDSC: CD11b+Gr1+Ly6G-

Ly6Chigh) (Movahedi K et al., 2008). Las MDSC humanas han sido descriptas como 

células CD11b+CD33+HLA-DRlow/neg. Las MDSC de tipo granulocítico son CD14− y 

expresan tanto CD66b como CD15, mientras que la de tipo monocítico son CD14+ 

(Nagaraj S et al., 2010). A pesar del uso de múltiples marcadores, la caracterización 

fenotípica no es suficiente para identificar a las MDSC siendo necesario establecer 

mediante ensayos funcionales su actividad supresora. Esto se debe a que el término 

MDSC es una definición funcional de las células mieloides inmaduras (IMC, del inglés: 

“Immature Myeloid Cells”) que han adquirido una potente actividad inmunosupresora 

(Gabrilovich et al., 2009).  

Las IMC son parte del proceso normal de mielopoyesis, que tiene lugar en la 

médula ósea y es controlada por una compleja red de factores. Las células madres 

hematopoyéticas se diferencian en células progenitoras mieloides comunes y luego en 

IMC. Normalmente, las IMC migran a diferentes órganos periféricos donde se diferencian 

en células dendríticas, macrófagos y granulocitos. Sin embargo, los factores producidos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Movahedi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272812
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagaraj%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20693846
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en el microambiente tumoral y/o durante las infecciones agudas o crónicas, trauma o 

sepsis, promueven la acumulación de IMC en estos sitios, impidiendo su diferenciación e 

induciendo su activación (adquisición de la función supresora). Estas células exhiben 

funciones inmunosupresoras y son, por lo tanto, llamadas MDSC (Gabrilovich et al., 

2009) (Figura 2). 

 

Figura 2. Ante una demanda aumentada de células mieloides, las IMC se expanden en la médula 

ósea y migran hacia la periferia, un proceso conocido como mielopoyesis de emergencia. Cuando 
las IMC se exponen a factores producidos en condiciones patológicas, se produce el bloqueo en el 
proceso de diferenciación de esta población y, por lo tanto, se produce la acumulación de las IMC 
(Señal 1). Asimismo, el ambiente patológico genera señales para que las IMC se conviertan en 
células mieloides supresoras funcionalmente activas (Señal 2).  
 

Las MDSC bloquean la proliferación de células T mediante la privación de ciertos 

aminoácidos y la acción de sus metabolitos. La L-arginina es un aminoácido esencial 

utilizado en la biosíntesis de proteínas, creatina y espermina. Las MDSC expresan 

arginasa (Arg1) y óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), enzimas que utilizan la L-arginina 

para producir urea y óxido nítrico, respectivamente. Se ha reportado que la privación de 

dicho aminoácido causa la disminución de la biosíntesis de la cadena ζ del CD3, lo que 

provoca el arresto de las células T en la fase G0-G1 del ciclo celular. Además, el óxido 
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nítrico puede suprimir a las células T mediante la inhibición de la fosforilación y activación 

de JAK3 y STAT5, la disminución de la expresión de moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase II (MHC II) y la inducción de apoptosis en las mismas. La 

hidrólisis del triptofano, otro aminoácido esencial para las células T, mediante la 2,3-

dioxigenasa (IDO) y la privación de cisteína conducen además a la supresión de la 

activación de dicha población celular. Asimismo, la producción de peróxido de hidrógeno 

y fenilpiruvato a partir de L-fenilalanina, por parte de las MDSC, inhibe la expresión de la 

cadena δ del CD3 y la consecuente proliferación de los linfoc itos T (Chen J et al., 2016). 

 

1.6. Vías de señalización involucradas en la expansión y funcionalidad de las MDSC 

 

1.6.1. Señalización en tumores 

 

La acumulación y activación de las MDSCs es un proceso complejo para el cual 

se ha propuesto un modelo de dos señales: la primera es la responsable de la expansión 

de las células mieloides inmaduras, lo cual está asociado con la inhibición de su 

diferenciación terminal, y la segunda es la encargada de la activación funcional de estas 

células, convirtiendo las células mieloides inmaduras en MDSC (Figura 2) (Condamine T 

et al., 2011). En cáncer, la expansión de las MDSC puede ser inducida principalmente por 

factores de crecimiento derivados de tumores. Estos factores de crecimiento ejercen su 

función activando diferentes vías de señalización y empleando diferentes factores de 

transcripción, entre los que se encuentran STAT3, IRF8, C/EBPβ, Notch y la señalización 

por receptores de adenosina A2b. Los factores de crecimiento GM-CSF y G-CSF, 

además de la IL-6, están involucrados en la activación de STAT3 (Condamine T et al., 

2015). En este sentido, en modelos tumorales se ha demostrado la importancia de la 

activación de STAT3 y proteínas reguladas por dicho factor de transcripción como las 

proteínas de unión a calcio S100A8 y S100A9 en la expansión de las MDSC (Condamine 

T et al., 2011). La segunda señal, encargada de promover la actividad supresora de las 

MDSC, estaría mediada por factores producidos principalmente por el estroma del tumor, 

como son las citoquinas proinflamatorias e incluyen las vías de señalización de NF-kB, 

STAT1, STAT3, STAT6, así como también la prostaglandina E2 (PGE2) y la 

ciclooxigenasa 2 (COX2) (Condamine T et al., 2015).  

 

1.6.2. Señalización en modelos de sepsis polimicrobiana 

 

Los estudios tendientes a dilucidar el rol de las MDSC en sepsis y los factores que 

conducen a su expansión en dicha enfermedad han sido realizados utilizando el modelo 
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experimental de sepsis polimicrobiana por CLP (CLP del inglés: “cecal ligation puncture”) 

en el cual la sepsis es inducida por volcado del contenido intestinal al peritoneo 

(Wichterman KA et al., 1980). En dicho modelo se observó que las MDSC se expanden 

drásticamente en los animales sépticos a través de un proceso que requiere de la 

expresión del microRNA-21 y microRNA-181b. Los microRNA son reguladores claves en 

el control del desarrollo de enfermedades como el cáncer (Tang F et al., 2012; Zheng L et 

al., 2015) y la inflamación (Saravanan S et al., 2015; Zhang XM et al., 2015). En 

respuesta a la señalización mediada por IL-6, los factores de transcripción STAT3 y 

C/EBPβ (del inglés: “CCAAT/enhancer binding protein β”) se unen a los promotores de 

los microRNA-21 o 181b, activando su expresión (McClure C et al., 2017). Los microRNA-

21 y 181b regulan de forma positiva la expresión del factor de transcripción NFI-A, el cual 

es el responsable de bloquear la diferenciación mieloide y por lo tanto, generar la 

expansión de las MDSC (McClure C et al., 2015; McPeak et al., 2017).  

Recientemente se evaluó el rol que ejerce durante la sepsis el microRNA-375, el 

cual es conocido como un microRNA multifunctional involucrado en varias funciones 

celulares y en el desarrollo de tumores (Wang L et al., 2016; Xu L et al., 2016). Este 

microRNA bloquea la vía JAK2 (del inglés: “Janus kinase 2”)/STAT3, de esta forma los 

niveles del microRNA-21 disminuyen, regulando negativamente la acumulación de MDSC 

durante la fase tardía de la sepsis (Sheng B et al., 2017). 

 

1.6.3. Señalización en modelos de infección por S. aureus 

 

Existen escasas evidencias acerca de la forma en que el huésped o los productos 

bacterianos promueven la expansión y activación de las MDSC durante las infecciones 

por S. aureus (Heim CE1 et al., 2015). Utilizando un modelo experimental de infección en 

piel, se demostró que la producción local de IL-6 indujo el reclutamiento y la acumulación 

de MDSC provocando la supresión de la respuesta T (Skabytska Y et al., 2014). En 

estudios realizados en un modelo de infección ósea por S. aureus se demostró que la IL-

12 sería crítica para el reclutamiento de MDSC al sitio de infección (Heim CE2 et al., 

2015). Sin embargo, se desconoce cuáles serían las señales necesarias para que las 

células mieloides inmaduras adquieran el fenotipo inmunosupresor (señal 2, Figura 2).  

Más aún, hasta el presente, no se han descripto cuales serían las señales que conducen 

al reclutamiento y activación de las MDSC durante la sepsis por S. aureus. 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wichterman%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6997619
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1.6.4. Señalización inducida por TNF-α  

 

El TNF-α es una citoquina proinflamatoria, multifuncional e inmunomoduladora 

(Pfeffer K, 2003). Dicha citoquina se sintetiza como una molécula transmembrana (26-

kDa) la cual, puede ser clivada y convertirse en una citoquina soluble (17-kDa) por acción 

de la metaloproteasa ADAM17 (del inglés: “a disintegrin and metalloproteinase domain 

17”) o TACE (del inglés: “TNF converting enzyme”) (Moss ML et al., 1997; Black RA et al., 

1997). Es así que existen dos formas biológicamente activas, el TNF-α transmembrana 

(tmTNF-α) y el TNF-α soluble (sTNF-α). El TNF-α puede ejercer su rol biológico al 

interaccionar con dos receptores, el receptor de tipo 1 (TNFR1) y el receptor de tipo 2 

(TNFR2) los cuales son preferencialmente activados por sTNF-α y tmTNF-α, 

respectivamente (Cabal-Hierro L et al., 2012). Las dos formas del TNF-α desencadenan 

vías de señalización importantes para la proliferación y sobrevida celular y el desarrollo 

de la respuesta inmune (Yeh WC et al., 1997;Kelliher MA et al., 1998; Hehlgans T et al., 

2005; Vallabhapurapu S et al., 2009). La señalización por TNFR1 conduce a la activación 

y transcripción de genes que median la inflamación. A su vez, por medio de la activación 

de este receptor puede desencadenarse la activación de las caspasas con la 

consecuente inducción de apoptosis. El TNFR2 participa principalmente en la activación 

de señales proinflamatorias mediadas por NF-κB, JNK, p38, ERK y PI3K. Considerando 

el solapamiento entre las vías de señalización inducidas por ambos receptores, aún no 

está completamente claro, si el impacto del TNF-α sobre el huésped depende de un 

equilibrio entre la capacidad de TNFR1 y TNFR2 de inducir apoptosis o la supervivencia 

celular, en distintos tipos de células o en diversos ambientes inflamatorios (Zhao X et al., 

2012). 

Existen evidencias crecientes sobre el rol de TNF-α en la acumulación y 

funcionalidad de las MDSC en modelos tumorales. La activación de las MDSC a través 

del tm-TNF-α podría incrementar la actividad supresora de dichas células, dado que se 

observó la regulación positiva de la expresión de iNOS de forma dependiente de la 

activación NF-kB y MAPKs. A su vez, dicha interacción promovió la sobrevida de las 

MDSC al inhibir la actividad de la caspasa-8 (Zhao X et al., 2012; Hu X et al., 2014). 

Utilizando un modelo murino de inflamación crónica inducida con antígenos de 

micobacterias, se determinó que el TNF-α juega un rol clave en la inducción del ambiente 

inmunosupresor dado que induce la acumulación de MDSC mediante el bloqueo de la 

maduración de las células mieloides inmaduras y promueve su actividad supresora 

modulando entre otros factores la expresión de arginasa  y óxido nítrico sintasa (Sade-

Feldman M et al., 2013). Asimismo, se demostró en un modelo de infección 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Black%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9034190
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cabal-Hierro%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22374304
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yeh%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9390694
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kelliher%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9529147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hehlgans%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15819693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vallabhapurapu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19302050
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polimicrobiana que el TNF-α a través de su interacción con el TNFR2 induce la expansión 

y activación de MDSC de tipo monocítico (Poltz et al., 2014).  

Las infecciones por S. aureus se caracterizan por generar una fuerte respuesta 

inflamatoria la cual es necesaria para la erradicación del patógeno, pero puede presentar 

consecuencias deletéreas para el hospedador contribuyendo significativamente a la 

patogénesis de la enfermedad (Fournier B et al., 2005). Entre las citoquinas 

proinflamatorias que se inducen, el TNF-α es una de las principales citoquinas que 

participa en la erradicación de la bacteria (Cohen J et al., 1999; Nakane A et al., 1995). 

Durante la fase inflamatoria la vía TNF-α-TNFR1 activa la cascada de señalización de 

NF-κB, la cual regula de forma positiva a otras citoquinas de gran importancia como IL-1β 

e IL-6, y al mismo TNF-α. Más aún, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que            

S. aureus a través de la proteína A mimetiza la acción de TNF-α en diferentes tipos 

celulares induciendo la producción de citoquinas proinflamatorias (Gómez MI et al., 2004; 

Giai C et al., 2013).  

Los eventos que conducen a la inmunosupresión asociada a la sepsis por           

S. aureus no han sido al presente completamente elucidados. En este contexto, el rol que 

el TNF-α y la señalización por TNFR1 pudieran tener en la acumulación y funcionalidad 

de las MDSC presentes durante la sepsis por S. aureus se desconoce. 
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2.1. Hipótesis  

 

Durante la sepsis por S. aureus se produciría la expansión y posterior 

acumulación de MDSC en órganos linfoides periféricos lo cual podría contribuir a la 

disminución de la respuesta T durante la fase de inmunosupresión. Este proceso estaría 

modulado por la señalización inducida por TNF-α vía TNFR1 que podría participar en la 

expansión y/o adquisición del fenotipo inmunosupresor de las MDSC.  

 

2.2. Objetivos de la investigación 

 

A fin de demostrar la hipótesis propuesta, el objetivo general del presente trabajo 

de investigación fue establecer el rol de las MDSC en la fase de inmunosupresión de la 

sepsis por S. aureus y la participación que la señalización mediada por TNF-α vía TNFR1 

podría tener en dicho proceso. Para ello se propusieron los siguientes objetivos 

específicos que fueron desarrollados mediante ensayos in vitro y estudios in vivo.    

 

Objetivo 1: Establecer si durante la sepsis por S. aureus de origen peritoneal se produce 

la expansión y acumulación de MDSC.  

a. Se evaluó el número de precursores inmaduros en médula ósea y la acumulación de 

MDSC en bazo y ganglios linfáticos.  

b. Se realizó la caracterización fenotípica de las MDSC presentes en bazo.  

c. Se realizó la caracterización funcional de las MDSC provenientes de médula ósea y de 

bazo mediante la determinación de su capacidad inhibitoria sobre la proliferación de 

células T.  

 

Objetivo 2: Determinar la contribución relativa de las MDSC en la anergia de las células 

T durante la sepsis por S. aureus.  

Se estableció el impacto de la depleción farmacológica de MDSC en la capacidad 

proliferativa de células T y la evolución de la sepsis por S. aureus.  

 

Objetivo 3: Determinar el rol del receptor de TNF-α de tipo I en los procesos de 

expansión y acumulación de MDSC, así como en la adquisición del fenotipo supresor de 

las MDSC durante la sepsis por S. aureus. 

Mediante el uso de ratones tnfr1-/-, se evaluó la participación de la señalización a través 

de TNFR1 en:  
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a. La funcionalidad de las células T durante la sepsis por S. aureus. 

b. El incremento de precursores inmaduros en médula ósea y acumulación de MDSC en 

bazo y ganglios linfáticos periféricos.  

c. El fenotipo y la funcionalidad de las MDSC acumuladas en bazo.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Materiales y métodos 
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3.1. Soluciones y reactivos 

 

 PBS (10X): 10 mM Na2HPO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,8, mM KH2PO4, pH 7.4. 

 Buffer TBE 5X: Tris-Borato 0.45 M, EDTA 0.01 M, pH 8. 

 Buffer de tinción para citometría de flujo: PBS, 2% suero fetal bovino. 

 Buffer para purificación de MDSC (MACS): PBS, 2 mM EDTA, 0,5% suero fetal 

bovino.  

 Buffer de lisis de eritrocitos 10X: Agua destilada, 1,5 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 1 mM 

EDTA, pH 7.2-7.4. Para preparar una solución de trabajo 1X, diluir en agua destilada. 

 Buffer lisis de eritrocitos para células de médula ósea: 0,5 M NH4Cl.  

 Buffer de permeabilización: PBS, 0,5% saponina, 10% suero fetal bovino. 

 Buffer de anexina (10X): Agua destilada, 0,1 M HEPES/NaOH (pH 7.4), 1,4 M NaCl, 

25 mM CaCl2. Para preparar una solución de trabajo 1X, diluir en agua destilada.   

 Buffer de captura para ELISA: 0,1 M NaCO3 pH 9.5 (ELISA de IL-6, TNF-α, IFN-γ);  

0,2 M Na3PO4 pH 6.5 (ELISA de IL-10). 

 Buffer de lavado para ELISA: PBS, 0,05% Tween 20. 

 Buffer de bloqueo para ELISA: PBS, 10% suero fetal bovino. 

 Buffer citrato/acetato para ELISA: 0,1 M de acetato de sodio, 0,1M de ácido cítrico,  

pH 6.0. 

 Sustrato de revelado para ELISA: 3,3', 5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y peróxido de 

hidrógeno (H2O2).  

 Solución de corte de reacción para ELISA: 2 N H2SO4. 

 Solución Fisiológica (SF): 0,9% NaCl. 

 Medio completo para linfocitos: RPMI sin HEPES, 200 mM glutamina, 40 mg/ml 

gentamicina, 50 mM β-mercaptoetanol, 10% suero fetal bovino. 

 

3.2. Cepas bacterianas 

 

La cepa S. aureus FRP3757 (pulsotipo USA300, spa tipo t008) fue gentilmente 

cedida por la Dra. Alice Prince (Columbia University, New York, USA). La cepa de          

S. aureus Sa30 (ST30, SCCmec type IVc-spa type 019, PVL positivo) fue gentilmente 

cedida por la Dra. Marta Mollerach (Cátedra de Microbiología. Departamento de 

Microbiología, Inmunología y Biotecnología, Facultad de Farmacia y Bioquímica,  

Universidad de Buenos Aires). Las bacterias fueron crecidas en caldo tripteína de soja a 

37°C durante 16 horas. Para los experimentos in vivo, los cultivos iniciales fueron diluidos 

en 15 ml de caldo TSB a una densidad óptica a 600 nm (DO600) de 0,05 y se cultivaron a 
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37°C con agitación hasta una DO600=0,8. Posteriormente, los cultivos fueron 

centrifugados durante 10 minutos a 10.000 rpm, se lavaron una vez con PBS y luego las 

bacterias fueron resuspendidas en el mismo volumen de PBS para obtener un inóculo de 

2-4 x 108 UFC/ml. Los hemocultivos se realizaron inoculando 1 ml de caldo BHI con 20 μl 

de sangre. Los caldos se crecieron durante 48 horas, a 37°C con agitación. Se tomó una 

alícuota para ser sembrada en agar manitol salado para la realización del recuento 

bacteriológico. 

 

3.3. Ratones 

 

Los ratones C57BL6 salvajes y deficientes en TNFR1 (tnfr1-/-) fueron criados en el 

bioterio del Instituto de Microbiología y Parasitología Médica de la Facultad de Medicina 

(IMPaM, UBA-CONICET). Los animales se mantuvieron en grupos de 4-6 por jaula, 

recibieron la dieta habitual del bioterio (alimento balanceado) y se respetaron los ciclos de 

luz y de oscuridad. En todos los experimentos, la dieta y el agua fueron administradas ad 

libitum. El cuidado de los animales se llevo a cabo según normas institucionales y el 

diseño experimental fue revisado y aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado 

de Animales de Laboratorio (Resoluciones: 2737/14 y 2865/15).  

 

3.3.1. Modelo murino de infección 

 

Se estableció un modelo de sepsis subletal a partir de un foco infeccioso 

peritoneal por S. aureus. Dicho modelo fue utilizado para evaluar la capacidad de           

S. aureus de inducir la proliferación y activación de las MDSC en la fase de 

inmunosupresión característica de la etapa tardía de la sepsis. Se utilizaron ratones 

C57BL/6 salvajes y deficientes en la expresión de TNFR1 (tnfr1-/-) de 6 semanas de edad, 

con un peso de entre 18 y 20 gramos. Los animales fueron inoculados por ruta 

intraperitoneal con 4-8 x 107 UFC de S. aureus. Los ratones utilizados como control 

negativo fueron inoculados por ruta intraperitoneal con 200 μl de PBS. Las muestras de 

sangre para la obtención de plasma y para hemocultivos se obtuvieron a partir de la vena 

mandibular previo a la inoculación y a las 4 y 24 horas, 4, 8 y 14 días luego de la misma. 

A los 4, 8 y 14 días posteriores al desafío con S. aureus los animales fueron sacrificados. 

Se obtuvieron suspensiones celulares de médula ósea y a partir de homogenato de bazo 

y ganglios inguinales para la caracterización de poblaciones celulares por citometría de 

flujo, la purificación de células Gr1+ con perlas magnéticas y la realización de ensayos de 

proliferación celular. Paralelamente, alícuotas de homogenatos de bazo, hígado, riñón y 
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pulmón fueron utilizadas para realizar recuentos bacteriológicos en placas de medio agar 

tripteína de soja (TSA).  

 

3.3.1.1. Obtención de células de médula ósea 

 

Los animales fueron sacrificados y se realizó la extracción de fémur y tibia para la 

obtención de células a partir de médula ósea. Las células fueron eluidas mediante el 

lavado del canal medular con PBS y posteriormente centrifugadas durante 10 minutos a 

1.500 rpm. El sobrenadante se descartó y el sedimento celular se lo trató con 1 ml de 

NH4Cl 0,5 M para lisar los glóbulos rojos. Inmediatamente después se le agregaron 5 ml 

de PBS. Las células se centrifugaron nuevamente durante 10 minutos a 1.500 rpm, se 

descartó el sobrenadante y las células se resuspendieron en PBS para su posterior 

análisis por citometría de flujo (Sección 3.4.1.) o para la purificación de células Gr1+ 

(Sección 3.5.1.). 

 

3.3.1.2. Obtención de suspensiones celulares de bazo  

 

Luego del sacrificio de los animales se realizó la extracción del bazo. Se registró 

el peso del órgano y el mismo se disgregó de forma mecánica, utilizando una malla 

metálica. Se determinaron las UFC (unidades formadoras de colonias) presentes en el 

bazo mediante la siembra en placas de TSA y el posterior recuento bacteriológico. La 

suspensión celular se centrifugó a 2.000 rpm por 5 minutos y el sobrenadante fue 

extraído y guardado a -20°C para la cuantificación de citoquinas por ELISA. El sedimento 

celular se utilizó en los diferentes ensayos que se describen a lo largo de esta sección. 

 

3.3.1.3. Obtención de suspensiones celulares de ganglios inguinales 

  

 Luego del sacrificio de los animales se realizó la extracción de los ganglios 

inguinales. Los mismos se disgregaron de forma mecánica, utilizando una malla metálica. 

La suspensión celular se centrifugó a 2.000 rpm por 5 minutos y el sedimento celular se 

utilizó para su posterior análisis por citometría de flujo (Sección 3.4.1.). 

 

3.3.2. Depleción de MDSC in vivo 

 

Para la depleción farmacológica de MDSC, los ratones fueron inoculados con      

5-fluorouracilo (5FU, 50 mg/kg) por ruta intraperitoneal al día 4 luego del desafío con      

S. aureus, como se describió previamente (Vincent J et al., 2010). 
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3.4. Citometría de flujo 

 

3.4.1. Inmunomarcación de moléculas de la superficie celular 

 

Para la identificación de las células presentes en médula ósea, bazo y ganglios 

inguinales se realizó la tinción de antígenos de superficie y posterior análisis por 

citometría de flujo. Las suspensiones celulares provenientes de bazo y ganglios 

inguinales se centrifugaron durante 5 minutos a 2.000 rpm a 4ºC, se resuspendieron en    

1 ml de buffer de lisis para eritrocitos y se incubaron durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Luego de centrifugar las células durante 5 minutos a 2.000 rpm a 4ºC y lavar el 

sedimento con 1 ml de PBS, se continuó con el protocolo de tinción de antígenos de 

superficie: 

 

1. Luego de lavar el sedimento celular con 1 ml de PBS, se resuspendieron en 50 μl de 

buffer de tinción y se agregaron 5 μl de suero normal de ratón (SNR) para bloquear los 

receptores para Fc. Se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

2. Se agregaron los anticuerpos fluorescentes y se incubaron en oscuridad a 4ºC por    

30 minutos (Tabla 1). 

3. Se agregó a continuación 1 ml de buffer de tinción frío y se centrifugó durante              

5 minutos a 2.000 rpm a 4ºC. Se realizó un segundo lavado con buffer de tinción. 

4. Finalmente las células se resuspendieron en PBS y se adicionó un volumen igual de 

paraformaldehído al 2% en PBS. 

5. Las muestras se conservaron en oscuridad a 4°C hasta su análisis por citómetría de 

flujo.  

 

La marcación específica para la detección de MDSC presentes en médula ósea, 

bazo y ganglios inguinales se realizó mediante la utilización de los anticuerpos anti-

CD11b y anti-Gr1. Se calculó el porcentaje de MDSC respecto del total de células 

presentes en cada órgano evaluado, así como también el número total de MDSC 

presentes en el bazo. 

En las suspensiones provenientes de bazo se realizó la marcación específica para 

determinar la distribución de las MDSC en las dos subpoblaciones descriptas, de tipo 

granulocítico y monocítico. Para ello se utilizaron los anticuerpos anti-CD11b, anti-Ly6C y 

anti-Ly6G. En este caso, se calculó el porcentaje de cada población respecto al total de 

células CD11b+ para cada animal. En dichas suspensiones celulares se determinó 

además la presencia de las distintas poblaciones de linfocitos T utilizando los anticuerpos 

anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. Se calculó el porcentaje de cada población de linfocitos T 
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respecto al total de células CD3+ para cada animal. Asimismo, se determinó el porcentaje 

de células T regulatorias presentes en bazo, utilizando los anticuerpos anti-CD4, anti-

CD25 y anti-Foxp3 (previa permeabilización de las células, el procedimiento se explica en 

la sección 3.4.3.) para cada animal.  

 

Tabla 1: Anticuerpos monoclonales utilizados para el análisis de citometría de flujo 

Anticuerpo Clon Conjugado Fabricante 
Cant.* 

(µg) 

CD11b M1/70 PE Biolegend 0,2 

Gr-1 RB6-8C5 Alexa-488 Biolegend 0,25 

Gr-1 RB6-8C5 PECy7 Biolegend 0,25 

Ly6C HK1.4 APC Biolegend 0,2 

Ly6G 1A8 PECy7 Biolegend 0,2 

CD3ε 145-2C11  FITC Ligatis 1 

CD4 GK1.5  PE Ligatis 0,2 

CD8 53-6.7  APC Biolegend 0,2 

CD4 - FITC Kit detección de T reg. 

Miltenyi Biotec 

10 µl 

CD25 - PE 10 µl 

* Cantidades empleadas en la inmunomarcación de 1x106 células. FITC 

(isotiocianato de fluoresceína), PE (ficoeritrina), APC (Aloficocianina), PECy7 

(Ficoeritrina-Cianina7). 

 

3.4.2. Apoptosis 

 

A fin de evaluar la apoptosis de linfocitos provenientes de bazo se utilizó anexina-

V además de los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8. En este caso, se calculó el porcentaje 

de células apoptóticas respecto del total de células T CD4 o T CD8+ para cada animal.  

En una primera instancia, se realizó la marcación de las células de bazo utilizando 

los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 (hasta el paso 3 de la sección 3.4.1.). 

Posteriormente, para la marcación con anexina-V se procedió de la siguiente forma: 

 

1. Las células se resuspendieron en 100 µl de Buffer anexina 1X.  

2. Luego, se agregó 5 µl de anexina-V.  

3. Durante 15 minutos se realizó la incubación en oscuridad y a T° ambiente. 

Posteriormente, se realizó el análisis por citometría de flujo. 
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3.4.3. Detección de arginasa, óxido nítrico sintasa y Foxp3 

 

La detección de las enzimas arginasa y óxido nítrico sintasa en células 

CD11b+Gr1+ purificadas (Sección 3.5.1.) a partir de células de bazo de ratones infectados 

se realizó por inmunomarcación intracelular seguida de citometría de flujo. Las 

suspensiones celulares fueron tratadas con monensina (una molécula ionósfera, que 

altera la estructura del aparato de Golgi e impide el transporte vesicular en células 

eucariotas, a fin de permitir la acumulación intracelular de las proteínas a medir) a una 

concentración de 2 µM en medio completo para linfocitos durante 5 h a 37°C, 5% CO2. 

Para la identificación de células T regulatorias, en primer lugar se realizó la 

marcación de antígenos de superficie (Sección 3.4.1.). Posteriormente, la detección de 

Foxp3 se realizó por inmunomarcación intracelular seguida de citometría de flujo.  

 

1. Primero se realizó la marcación de antígenos de superficie (como se describió en la 

sección 3.4.1.) utilizando anticuerpos anti-CD11b y anti-Gr1, para la detección de Arg1 e 

iNOS.  En el caso de las células T reg, se realizó la marcación de superficie utilizando los 

anticuerpos anti-CD4 y anti-CD25. 

2. Luego, las células fueron lavadas con 1 ml de PBS y se procedió a centrifugar durante 

5 minutos a 2.000 rpm. 

3. Se descartó el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendió en el PBS 

remanente. Se agregó gota a gota 150 µL de paraformaldehído al 4% y se incubó durante 

15 minutos a temperatura ambiente.  

4. Luego se completó con PBS hasta un volumen final de 1 ml y se centrifugó a 2.000 

rpm durante 5 minutos. 

5. Las células fueron lavadas con 1 ml de PBS. En este punto las células pueden 

guardarse a 4°C hasta el día siguiente o continuar el protocolo. 

6. Se realizaron 2 lavados con 1,5 ml de buffer de permeabilización.  

7. Las células fueron resuspendidas en 50 µl de buffer de permeabilización conteniendo 

el anticuerpo (anti-Arg1 o anti-iNOS (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) o anti-Foxp3-

APC (Kit detección de T reg. Miltenyi Biotec)) e incubadas durante 30 minutos (para 

Foxp3) o 1 hora (para Arg e iNOS) a 4°C en oscuridad.  

Sólo en el caso de la detección de Arg e iNOS, se realizaron los pasos 8 y 9: 

8. Las células se lavaron con 1,5 ml de buffer de permeabilización.  

9. Las células fueron resuspendidas en 50 µl de buffer de permeabilización conteniendo 

el anticuerpo anti-IgG-Alexa488 de conejo (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) en una 

dilución 1:200. Las células fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente 

en oscuridad. 
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10. Se realizaron dos lavados con 1,5 ml de buffer de permeabilización. 

11. Luego se realizaron dos lavados con 1,5 ml de buffer de tinción para citometría. 

12. Las células fueron resuspendidas en 200 µl de PBS. 

13. Posterior análisis por citometría de flujo. 

 

3.4.4. Condiciones de adquisición de eventos celulares por citometría de flujo  

 

Las muestras fueron adquiridas en un citómetro FACSAria (BD Biosciences) del 

Instituto de Genética, Inmunología y Metabolismo ubicado en el Hospital de Clínicas José 

de San Martín o en un citómetro FACSCanto (BD Biosciences) de la Universidad 

Maimónides. Para la calibración de los voltajes del citómetro se utilizaron células 

provenientes de bazo marcadas con anticuerpos dirigidos contra antígenos expresados 

en forma constitutiva por las mismas y conjugados a los fluorocromos utilizados en cada 

caso.  

Los datos fueron analizados con el programa Cyflogic. Los resultados del análisis 

de citometría de flujo fueron expresados como la intensidad de fluorescencia media (IFM 

marca específica – IFM marca inespecífica) en caso de expresar los cambios en la 

densidad de moléculas en la superficie celular, o como el porcentaje de células que 

resultaron positivas para el marcador de superficie evaluado. 

 

3.5. Cultivos celulares 

 

3.5.1. Purificación de MDSC por selección inmunomagnética 

 

Se purificaron las células Gr1+ a partir de células de bazo y médula ósea 

obtenidas de ratones inoculados con S. aureus utilizando anticuerpo anti-Gr1, perlas y 

columnas magnéticas (Kit de purificación de MDSC murinas, Miltenyi Biotec). La 

viabilidad de las células purificadas se analizó por azul tripán. El protocolo empleado fue 

el recomendado por el fabricante: 

 

1. Una vez determinado el número de células en las suspensiones celulares, se 

centrifugaron 7x107-108 células (dependiendo de cada animal) durante 10 minutos a 

1.500 rpm. Luego se aspiró completamente el sobrenadante. 

2. El pellet fue resuspendido en 350 µl de buffer MACS. 

3. Se agregó 50 µl de reactivo de bloqueo del receptor para Fc y se incubó durante 10 

minutos en hielo. 
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4. Luego se agregaron 100 µl del anticuerpo anti-Gr1 biotinilado y se incubó durante 10 

minutos en hielo. 

5. Las células fueron lavadas agregando 5 ml de buffer MACS y se centrifugaron durante 

10 minutos a 1.500 rpm. El sobrenadante fue aspirado. 

6. Las células se resuspendieron en 900 µl de buffer MACS 

7. Luego se agregaron 100 µl de perlas magnéticas unidas a estreptavidina y se incubó 

durante 15 minutos en hielo. 

8. Las células se lavaron agregando 10 ml de buffer MACS y se centrifugaron durante 10 

minutos a 1.500 rpm. El sobrenadante fue aspirado. 

9. Las células fueron resuspendidas en 500 µl de buffer MACS. 

10. Se procedió a colocar la columna LS en el imán, el cual luego se colocó sobre el 

soporte. Las células a purificar se colocaron en la columna. Se procedió a lavar la 

columna utilizando 3 ml de buffer MACS, este procedimiento se repitió 3 veces. Luego la 

columna se retiró del imán y las células se eluyeron utilizando 5 ml de buffer MACS. Para 

aumentar la pureza de la muestra el paso 10 se repitió usando una nueva columna. 

11. Se realizó el recuento de las células retenidas.  

12. Se tomó una alícuota para analizar la pureza de la muestra por citometría de flujo. 

13. Las células Gr1+ purificadas fueron utilizadas en los ensayos de funcionalidad de las 

MDSC, donde se evaluó su función supresora sobre la proliferación de las células T 

(Sección 3.5.2.2.).  

 

3.5.2. Ensayos de proliferación celular 

 

3.5.2.1. Funcionalidad de los linfocitos T 

 

Las suspensiones celulares provenientes de bazo de ratones inoculados con       

S. aureus o con PBS (control) se centrifugaron durante 5 minutos a 2.000 rpm a 4ºC, se 

resuspendieron en 1 ml de buffer de lisis para eritrocitos y se incubaron durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Luego de centrifugar las células durante 5 minutos a 

2.000 rpm a 4ºC y lavar el sedimento con 1 ml de PBS, se determinó la concentración 

celular de la suspensión y se procedió a realizar la marcación con CFDA-SE (succinimidil 

éster diacetato de carboxifluoresceína, conocido como CFSE) según el protocolo 

recomendado por el fabricante (Biolegend). El CFDA-SE es un colorante permeable a las 

células. Los grupos acetato son escindidos mediante las esterasas intracelulares para 

formar un producto denominado CFSE, el cual produce una fluorescencia detectable. El 

CFSE queda retenido dentro de la célula y se acopla covalentemente a moléculas 

intracelulares a través de su grupo succinimidilo. Los niveles de colorante permanecen 

https://en.wikipedia.org/wiki/Intracellular
https://en.wikipedia.org/wiki/Carboxyfluorescein_succinimidyl_ester
https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence
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relativamente estables en las células que no se dividen. Si una célula teñida se divide, el 

tinte se divide por igual entre las dos células hijas. La fluorescencia se detecta 

típicamente en el detector FL1 del citómetro de flujo, y cada pico fluorescente resultante 

representa una ronda de división celular.  

Una alícuota de células sin marcar fue reservada para realizar los controles de 

calibración del citómetro.  

 

1. Se realizó la marcación de 4x106 células resuspendidas en 200 µl de PBS mediante el 

agregado de 200 µl de CFSE 5 µM. 

2. Las células fueron incubadas a 37º C en atmósfera de CO2 durante 10 minutos. 

3. Luego, se agregó 10 ml de RPMI 2% SFB. 

4. Las células se centrifugaron durante 5 minutos a 2.000 rpm. 

5. El sobrenadante se descartó y se agregó 5 ml de RPMI 2% SFB. 

6. Las células se centrifugaron durante 5 minutos a 2.000 rpm. 

7. Las células fueron resuspendidas en 2 ml de medio completo para linfocitos para 

obtener una concentración de 2x106 células/ml.  

8. Se colocaron 100 µl de células por well en placas de 96 wells fondo en “U” (2x105 

células/well).  

9. Las células provenientes de cada animal fueron cultivadas adicionando 100 µl de 

medio completo para linfocitos o 100 µl de medio conteniendo ConA (Concanavalina A, 5 

µg/ml) por 72 horas a 37°C y en atmósfera de 5% de CO2. 

10. A las 72 horas, la placa se centrifugó durante 5 minutos a 2.000 rpm y los 

sobrenadantes fueron guardados a -20°C para la detección de citoquinas mediante 

ELISA. 

11. Las células fueron marcadas con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 utilizando el 

protocolo marcación de antígenos de superficie y citometría de flujo antes descripto 

(Sección 3.4.1.). 

12. Para cuantificar la proliferación de las poblaciones de linfocitos T se determinó la 

intensidad de fluorescencia en el canal FL1 (para la detección de CFSE) en células T 

CD4 y T CD8. Se utilizó como control positivo esplenocitos provenientes de ratones 

inoculados con PBS estimulados con ConA y como control negativo esplenocitos 

provenientes de ratones inoculados con PBS cultivados en presencia de medio sin 

estímulos. 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Flow_cytometer
https://en.wikipedia.org/wiki/Flow_cytometer
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3.5.2.2. Ensayos de funcionalidad de MDSC 

 

Esplenocitos de ratón vírgenes fueron co-cultivados con MDSC purificadas 

(Sección 3.5.1.) de modo de obtener diferentes proporciones de célulasT:MDSC (1:0, 

1:10, 1:20). Los esplenocitos fueron marcados con CFSE utilizando el protocolo detallado 

anteriormente (Sección 3.5.2.1.) previo al cultivo. Los cultivos se estimularon con ConA y 

a las 72 horas las células fueron colectadas y marcadas con anticuerpos anti-CD4 y anti-

CD8 utilizando el protocolo marcación de antígenos de superficie y citometría de flujo 

antes descripto (Sección 3.4.1.). Para cuantificar la proliferación de las poblaciones de 

linfocitos T se determinó la intensidad de fluorescencia en el canal FL1 (para la detección 

de CFSE) en células T CD4 y T CD8 en respuesta a la estimulación con ConA. Se utilizó 

como control positivo esplenocitos vírgenes estimulados con ConA en ausencia de MDSC 

y como control negativo esplenocitos vírgenes cultivados en presencia de medio sin 

estímulos. Los sobrenadantes de los co-cultivos fueron recolectados y guardados a -20°C 

para la detección de citoquinas por ELISA. 

 

3.6. Cuantificación relativa de ARNm 

 

Para cuantificar los niveles de ARNm se realizaron las extracciones de ARN total 

de las muestras de interés, se llevaron a cabo las reacciones de retro-transcipción (RT) y 

finalmente la PCR en tiempo real. 

 

3.6.1. Extracción y cuantificación de ARN total 

 

Se siguió el protocolo de extracción de ARN del reactivo TRIzol (Invitrogen). Este 

reactivo contiene una solución monofásica de fenol y tiocianato de guanidina que 

permiten la ruptura celular, la disgregación de los componentes celulares y la protección 

del ARN para evitar su degradación. 

1. Se lisaron las células con el reactivo TRIzol pasando las suspensiones celulares varias 

veces a través la pipeta. 

2. Las muestras se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente, para completar la 

disgregación. 

3. Se agregó 0.2 ml de cloroformo por 1ml TRIzol utilizado inicialmente. 

4. Los tubos se agitaron vigorosamente por 15 segundos y se incubaron 3 minutos a 

temperatura ambiente. 

5. Se centrifugaron durante 15 minutos a 12.000 x g a 4ºC, para permitir la separación de 

la fase orgánica-interfase, de la fase acuosa conteniendo el ARN. 
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6. La fase acuosa se transfirió a un tubo eppendorf estéril (se recuperó aproximadamente 

60% del volumen de TRIzol utilizado inicialmente). 

7. Se precipitó el ARN con 0,5 ml alcohol isopropílico por 1ml TRIzol utilizado inicialmente 

y se mezcló por inversión, hasta obtener una única fase. 

8. Se incubaron las muestras durante toda la noche a -20°C. 

9. Se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 12.000 x g a 4ºC. 

10. Se lavó el sedimento celular con 1 ml de etanol 75% por 1ml TRIzol utilizado 

inicialmente. 

11. Se centrifugó durante 5 minutos a 7500 x g a 4ºC. 

12. Los sedimentos de ARN se dejaron secar a temperatura ambiente el tiempo 

necesario. 

13. A continuación el ARN se resuspendió en 15 µl de agua libre de ARNasa y se incubó 

10 minutos a 60ºC para favorecer la solubilidad en agua. Se homogeneizaron las 

muestras pasándolas a través de la pipeta varias veces. 

14. Se agregó la cantidad necesaria de buffer 10X para ADNasa, de agua libre de 

ARNasa y 1 unidad de ADNasa (Promega) por 1 µg de RNA tratado y se incubó 30 

minutos a 37ºC. 

15. Finalmente se agregó la cantidad necesaria de solución Stop (Promega) y se incubó 

10 minutos a 65ºC. 

16. Se cuantificó el ARN total obtenido midiendo la absorbancia a 260 nm (ácidos 

nucleicos). A fin de determinar el grado de pureza, se midió la absorbancia a 280 nm 

(proteínas). Se consideró que la purificación fue óptima si la relación Abs260nm/Abs280nm 

resultó entre 1.8 y 2. La concentración de ARN en las muestras se determinó mediante la 

siguiente relación: Abs260nm=1 equivale a 40 µg/ml de ARN. 

 

3.6.2. Preparación de ADNc a partir del ARN total 

 

Las reacciones de retrotranscripción (RT) se realizaron a partir de 1µg de ARN 

utilizando la enzima RT (M-MLV reverse Transcriptase, Promega) y hexámeros de 

primers. La reacción consiste de dos etapas: 

 

Etapa 1 (RT1): unión de los cebadores al templado. Se utilizan 2 µl de la solución de 

random primers (hexámeros de secuencias aleatorias) a 0,25ug/ml; 1 µg de ARN y la 

cantidad de agua libre de ARNasas para completar 16,4 µl. Esta mezcla se incubó a 70°C 

durante 5 minutos y se conservó en hielo por 5 minutos. 
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Etapa 2 (RT2): se preparó una pre-mezcla de los reactivos componentes de la reacción 

(ver tabla 2) y a 8,6 µl de la misma se le agregaron los 16,4 µl de la reacción RT1: Y se 

procedió con el siguiente programa: 

1. 37º C, 60 minutos. 

2. 10°C, hold. 

 

Tabla 2: Reactivos y volúmenes necesarios para la RT etapa 2. 

El volumen final luego de agregar la pre-mezcla al RNA será de 25 µl. 

Concentración 

Inicial 

Volumen 

necesario (µl) 

5X Buffer 5 

10mM dNTPs 2,5 

ARNsin 25 U 0,6 

RT 100 U 0,5 

Volumen final: 8,6μl 

 

Los ADNc obtenidos fueron testeados mediante PCR del gen GAPDH de ratón 

(Tabla 3 y 4). Se utilizó 2 µl de ADNc de una dilución 1:10 por reacción y agua como 

control negativo. 

 

Tabla 3: Reactivos y volúmenes necesarios para la PCR de GAPDH de ratón 

Mezcla para la PCR de GAPDH 

Concentración Inicial Concentración Final 

Agua 
 

5X PCR Buffer 1X 

10mM dNTPs 0,5 mM 

25 µM Cebador GAPDH Fw 0,25 µM  

25 µM Cebador GAPDH Rev 0,25 µM 

Go Taq 5U/ μl 1U 

Volumen final 18μl 
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Tabla 4: Programa utilizado para la realización de la PCR GAPDH en el termociclador. 

Las etapas 2 a 5 se repiten por 35 ciclos. 

Programa GAPDH 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo 

1 95 5 minutos. Desnaturalización inicial del ADN 

2 95 30 segundos. Desnaturalización del ADN 

3 57 45 segundos. Unión de los cebadores 

4 72 45 segundos. Síntesis de ADN 

5 72 10 minutos. Elongación de cadenas de ADN 

6 4 Mantenimiento 

 

Alícuotas de cada reacción de PCR (10µl) fueron analizadas en un gel de agarosa 

al 2% en TBE conteniendo 0.3 µl de bromuro de etidio (10 mg/ml). La corrida se realizó 

en buffer TBE a 80-90 V. Se corrió en paralelo el marcador de peso molecular “100 pb 

ladder” que permitió determinar el tamaño de cada fragmento amplificado. Tamaño del 

producto esperado para GAPDH: 473 pb (utilizando los cebadores indicados en la Tabla 

8). 

 

3.6.3. PCR de tiempo real 

 

La PCR de tiempo real permite visualizar el progreso de la reacción y al mismo 

tiempo cuantificar el producto de amplificación debido a que en la mezcla de reacción se 

encuentra incluído el reactivo EvaGreen® que es capaz de fluorecer cuando se une a 

ADN doble cadena. La fluorescencia se incrementa en cada ciclo debido a que se 

acumula el producto de amplificación de PCR. Durante la reacción se determina el 

número de ciclo al cual se incrementa la fluorescencia en forma exponencial. El punto en 

la curva al cual la fluorescencia cruza el umbral se lo denomina CT y este valor se 

comporta inversamente proporcional a la concentración de ARNm en la muestra. Para 

corroborar que la amplificación fue específica, se realiza una curva de disociación, donde 

cada par de cebadores y cada producto de amplificación, posee un valor particular de 

temperatura de disociación (Td). Esta curva permite visualizar dímeros de cebadores, los 

cuales presentaran un Td menor al producto de amplificación esperado ya que son 

fragmentos de menor cantidad de pares de bases, así como también se pueden visualizar 

fragmentos de ADN contaminantes. 

Para los genes a analizar se realizó una curva de calibración utilizando como 

templado ADN genómico. Se realizaron diluciones seriadas del ADN al décimo, partiendo 

de una concentración máxima de 150 ng/μl hasta una dilución 1/10000 equivalente a     
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15 pg/μl. Se realizó la reacción de PCR de tiempo real, utilizando 2 μl de ADN genómico 

o las diluciones en 18 μl de mezcla. Se graficó en escala logarítmica el valor de CT 

promedio obtenido para cada dilución en función de la dilución, obteniéndose una recta 

que permite extrapolar a partir del valor de CT la masa relativa de este gen en cada 

muestra. 

A continuación se muestran los reactivos y volúmenes necesarios (Tabla 5) y el 

programa de corrida para la realización de la PCR de tiempo real de GAPDH, arginasa e 

iNOS (Tablas 6 y 7). 

 

Tabla 5: Reactivos y volúmenes necesarios para la  

PCR de tiempo real de GAPDH, arginasa e iNOS. 

Mezcla para la PCR de tiempo real 

Concentración Inicial Concentración final 

Agua 

 5X Mezcla de PCR de tiempo real 1X 

25 µM Cebador Fw 0,25 µM 

25 µM Cebador Rev 0,25 µM 

Volumen final 18μl 

 

Tabla 6: Programa utilizado para la realización de la PCR de tiempo real para 

 los genes evaluados. Las etapas 2 a 4 se repiten por 40 ciclos. 

Programa de PCR de tiempo real 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo 

1 95 15 minutos. Desnaturalización inicial del ADN 

2 95 15 segundos. Desnaturalización del ADN 

3 Tu correspondiente 30 segundos. Unión de los cebadores 

4 72 
60 segundos. Síntesis de ADN, al final de este 

tiempo se mide la fluorescencia 
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Tabla 7: Temperaturas de unión (Tu) utilizadas para la 

PCR de tiempo real para los distintos genes medidos 

Cebadores Tu(°C) 

GAPDH 57 

Arginasa 57 

iNOS 60 

 

Para cada muestra se calculó el CT promedio obtenido en la PCR de tiempo real 

para GAPDH y se extrapoló este valor en su correspondiente curva de calibración, 

obteniéndose la masa relativa promedio de este gen. Para determinar los niveles de 

ARNm de arginasa e iNOS se calculó la masa relativa en función del CT obtenido en 

cada muestra y luego se relativizó cada una a su correspondiente valor de masa relativa 

promedio de GAPDH (arginasa/GAPDH, iNOS /GAPDH).  

 

Tabla 8: Secuencia de cebadores utilizados para PCR y PCR de tiempo real 

Gen Secuencia del cebador 

GAPDH 
Fw: 5´ - AAC TTT GGC ATT GTG GAA GGG CTC - 3  ́

Rev: 5´- ACC CTG TTG CTG TAG CCG TAT TCA - 3  ́

Arginasa 
Fw: 5´- GTC CCT AAT GAC AGC TCC TTT C - 3´ 

Rev: 5´- CCA CAC TGA CTC TTC CAT TCT T - 3´  

iNOS 
Fw: 5´- CAC AGC AAT ATA GGC TCA TCC A - 3  ́

Rev: 5´- GGA TTT CAG CCT CAT GGT AAA C - 3´ 

 

3.7. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) DE CAPTURA 

 

Se determinó la presencia de IL-6, TNF-α, IL-10 e IFN-γ en los sobrenadantes de 

bazo. Se determinó la presencia de IFN-γ en los sobrenadantes de cultivo de los ensayos 

de proliferación celular. En los sobrenadantes provenientes de los ensayos de co-cultivo 

se cuantificaron los niveles de IL-10. Se cuantificaron los niveles de IL-6 e IL-10 en 

plasma. La medición de citoquinas se realizó mediante el uso del kit OptEIA™ (BD 

Biosciencies), utilizando placas de 96 pocillos pequeños. En todos los casos se utilizó el 

protocolo detallado por el fabricante: 

 

1. Se cubrieron los pocillos con 50 μl del anticuerpo de captura. Se selló la placa y se la 

incubó a 4°C durante toda la noche. 
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2. Se descartó el líquido de cada pocillo y se lavó tres veces con 100 μl de buffer de 

lavado. Después de cada lavado se invirtió la placa y se la secó sobre papel absorbente 

para remover el buffer de lavado residual. 

3. Se bloqueó la placa con 100 μl de buffer de bloqueo y se incubó a temperatura 

ambiente durante 1 hora. 

4. Se descartó el líquido y se lavó tres veces como en el paso 2. 

5. Se prepararon diluciones del estándar y las muestras en buffer de bloqueo. 

6. Se agregaron 50 μl de cada estándar y de las muestras y se incubaron 2 horas a 

temperatura ambiente. 

7. Se descartó el líquido y se lavó cinco veces como en el paso 2. 

8. Se agregaron 50 μl del anticuerpo de detección biotinilado en cada pocillo.  

9. Se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. 

10. Se descartó el líquido y se lavó cinco veces como en el paso 2. 

11. Se agregó 50 μl de streptavidina-HRP (streptavidina conjugada a peroxidasa) en cada 

pocillo. Se cubrió la placa y se incubó 30 minutos a temperatura ambiente.  

12. Se descartó el líquido y se lavó siete veces como en el paso 2. Solo que esta vez en 

cada lavado se incubó 30-60 segundos.  

13. Se agregaron 50 μl de la solución sustrato (tetrametilbencidina (TMB) y peróxido de 

hidrógeno) en cada pocillo. Se incubó la placa durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y en oscuridad. 

14. Se agregaron 25 μl de la solución corte (2N H2 SO4) en cada pocillo. 

15. Se leyó la absorbancia a 450 nm dentro de los 30 minutos de agregada la solución de 

corte. 

 

3.8. Evaluación estadística 

 

Los datos de las muestras que presentaron distribución normal fueron analizados 

mediante la prueba t de Student. Los datos de las muestras que no presentaron una 

distribución normal se analizaron con la prueba de Mann-Whitney no paramétrica. Las 

proporciones fueron comparadas mediante la prueba exacta de Fisher y para el análisis 

de correlaciones se evaluó el coeficiente de Spearman para correlaciones no 

paramétricas. Para el análisis estadístico se utilizó el software GraphPad Prism. 
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4. 1. Inmunosupresión durante la sepsis por S. aureus 

 

Con el fin de comprender los eventos que rigen la disfunción inmune durante la 

sepsis por S. aureus y su relación con el período pro-inflamatorio inicial, en una primera 

etapa de la investigación, se caracterizó el microambiente de citoquinas en el bazo y se 

determinó la capacidad proliferativa de los linfocitos T esplénicos provenientes de ratones 

en los cuales la sepsis se indujo a partir de un foco de infección peritoneal por dicho 

microorganismo. 

 

4.1.1. Modelo de sepsis por S. aureus 

 

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando un modelo de infección sistémica 

subletal de origen peritoneal en el cual grupos de ratones C57BL/6 de 6 semanas de 

edad fueron inoculados por ruta intraperitoneal con 4-8 x 107 UFC de S. aureus. La 

mortalidad observada en este modelo fue del 10% y tuvo lugar predominantemente en las 

primeras 48 horas luego del desafío. Los animales sobrevivientes desarrollaron abscesos 

en la cavidad peritoneal así como también se observó la formación de abscesos en 

órganos como el riñón, bazo, hígado e intestino (rango: 1-3 abscesos/ratón). El estado 

séptico de los animales se confirmó por al menos 14 días en base a los parámetros que 

se describen a continuación. A las 4 horas luego del desafío se observó una tasa de 

bacteriemia del 80%, la cual descendió paulatinamente en los días subsiguientes hasta 

alcanzarse la negativización completa de los hemocultivos (Figura 3A). Al evaluar la 

colonización de bazo, pulmón, hígado y riñón por S. aureus se observó que a los 8 y 14 

días luego de la inoculación el 60% de los animales presentaba la colonización de al 

menos uno de los órganos evaluados (Figura 3B). A los 8 días luego de la inoculación el 

70 % de los animales desafiados con S. aureus presentaron abscesos en la cavidad 

peritoneal. El 75% de los animales presentaron abscesos en la cavidad peritoneal a los 

14 días luego de la inoculación (Figura 3C). Se registró una pérdida de peso del 12% al 

día 1 luego de la inoculación. Posteriormente, los animales recuperaron su peso 

alcanzando valores similares a los iniciales al día 14 luego del desafío (Figura 3D). Tanto 

a los 8 como a los 14 días luego de la inoculación se observó un aumento significativo en 

la masa esplénica (Figura 3E). 
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Figura 3. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con 4-8 x 

10
7
 UFC de S. aureus. (A) Se monitoreó la presencia de bacteria en sangre diariamente. (B-C) A 

los 8 días (barras negras) y 14 días (barras grises) luego de la inoculación se determinó el 
porcentaje de ratones que presentaron uno o más órganos colonizados (B) y aquellos que 
presentaron abscesos peritoneales (C). (D) Diariamente se monitoreó el peso corporal de los 
animales. **: p<0,01, ***: p<0,001; Prueba de Anova. (E) Se determinó el peso del bazo a los 8 y 
14 días luego de la inoculación con S. aureus. Las cajas y sus bigotes representan los valores 
obtenidos en cada grupo con sus respectivas medianas, máximo y mínimo. La línea punteada 
representa el valor medio del peso del bazo en el grupo de ratones control (inoculados con PBS). 
**: p<0,01, ***: p<0,001, respecto del peso de animales control; Prueba de Mann Whitney. 
 

Al evaluar la producción de citoquinas, se observó un aumento significativo en los 

niveles de IL-6 en circulación a las 4 horas luego del desafío (Figura 4A), lo cual coincidió 

con reportes previos en modelos experimentales de sepsis polimicrobiana (Remick DG et 

al., 2002) y en muestras de pacientes sépticos (Hack CE et al., 1989; Borrelli E et al., 

1996), retornando a los valores basales al día 1 y no observándose aumentos a los días 

4, 8 y 14 (resultados no mostrados). A los 8 días luego de la inoculación se evaluaron los 

niveles circulantes de IL-10, una citoquina crítica en los procesos de inmunosupresión, 

observándose niveles significativamente mayores en ratones desafiados con S. aureus 

respecto de los animales inoculados con PBS como control (Figura 4B). 
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Figura 4. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con       

S. aureus (barras grises) o PBS (control, barras negras). (A-B) Se determinaron los niveles de IL-6 
(A) y de IL-10 (B) en plasma a las 4 horas y 8 días luego de la inoculación, respectivamente 
mediante ELISA. Las cajas y sus bigotes representan los valores obtenidos en cada grupo con sus 
respectivas medianas, máximo y mínimo. *: p<0,05, ***: p<0,001; Prueba de Mann-Whitney. 

 

4.1.2. Funcionalidad de los linfocitos T durante la sepsis por S. aureus 

 

Entre los eventos que contribuyen a la inmunosupresión que caracteriza a la 

sepsis, se ha demostrado recientemente que las células T, población crítica para el 

control de la infección por S. aureus, pierden gradualmente su capacidad para responder 

a la estimulación antigénica y presentan un estado de anergia que contribuye a la 

progresión de la infección y a la persistencia bacteriana (Tebartz C et al., 2015). 

A fin de caracterizar los eventos que conducen a la anergia de las células T, en 

primer lugar se caracterizó la producción de citoquinas pro- y antiinflamatorias en el bazo 

de ratones inoculados con S. aureus. A los 8 días luego de la inoculación no se 

observaron incrementos en los niveles de TNF-α e IL-6 respecto de los niveles 

determinados en animales control (Figura 5A y 5B). Sin embargo, se observó un aumento 

significativo de los niveles de IL-10 en bazo en respuesta a la infección por S. aureus 

(Figura 5C). 

 
Figura 5. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con       

S. aureus (barras grises) o PBS (control, barras negras). A los 8 días luego de la inoculación, se 
cuantificaron los niveles de TNF-α (A), IL-6 (B) e IL-10 (C) en los sobrenadantes de homogenato 
de bazo obtenidos de cada animal. Las cajas y sus bigotes representan los valores obtenidos en 
cada grupo con sus respectivas medianas, máximo y mínimo. *: p<0,05; Prueba de Mann-Whitney.  
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Luego se evaluó la respuesta proliferativa frente a ConA de células T provenientes 

de bazo de ratones inoculados por ruta intraperitoneal con S. aureus. La funcionalidad de 

las células T se evaluó a los 8 días luego del desafío y se la comparó con la observada 

en células T provenientes de ratones inoculados con PBS (control). Para ello, los 

esplenocitos fueron marcados con CFSE y cultivados en presencia o ausencia de ConA. 

A las 72 horas luego de la estimulación, las células fueron cosechadas y teñidas con 

anticuerpos específicos anti-CD4 y anti-CD8. Se cuantificó la disminución de la intensidad 

de fluorescencia del CFSE a causa de la proliferación celular inducida por la estimulación 

con ConA en linfocitos T CD4 y T CD8. A los 8 días luego del desafío sólo el 40% de los 

animales presentó células T CD4 con capacidad proliferativa frente al estímulo con ConA 

equivalente a la del grupo control (Figura 6A). Al evaluar la respuesta de los linfocitos T 

CD8 se observó que el 60% de los animales presentó capacidad proliferativa frente a 

ConA comparable a la del grupo control (Figura 6A). Aquellos ratones cuyos linfocitos T 

no respondieron completamente a ConA mostraron aproximadamente el 60% de la 

capacidad proliferativa en comparación con los ratones control (respondedores) (Figura 

6B). Niveles similares de anergia de las células T fueron observados a los 14 días luego 

de la inoculación en experimentos realizados con un reducido número de animales 

(resultados no mostrados).  

 
Figura 6. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con       

S. aureus FRP3757 (barras grises) o PBS (control, barras negras). A los 8 días luego de la 
inoculación se evaluó la respuesta proliferativa frente a ConA (10 µg/ml) de células T provenientes 
de bazo de ratones infectados y control. (A) Los resultados se expresan como el porcentaje de 
ratones inoculados con S. aureus cuyas células T presentaron capacidad proliferativa frente a 
ConA. Se consideró ratones respondedores a ConA a aquéllos que tuvieron una respuesta 
proliferativa relativa mayor al 90% (se consideró la respuesta proliferativa de los ratones 
inoculados con PBS como 100%). *: p<0.05; Prueba exacta de Fisher. (B) Se determinó la 
respuesta proliferativa de linfocitos T provenientes de ratones inoculados con S. aureus o PBS en 
respuesta a la estimulación con medio y ConA a los 8 días luego de la inoculación. Los resultados 
se expresan relativos a la proliferación de los ratones inoculados con PBS considerada como 100 
% (control). El gráfico muestra para el grupo inoculado con  S. aureus los datos provenientes de 
aquellos ratones que mostraron respuesta T inferior a la observada con PBS. *: p<0,05, **: p<0,01; 
Prueba t no pareada.  
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Para confirmar el estado de anergia de las células T en el modelo de sepsis 

utilizado, se realizaron experimentos con un número reducido de animales utilizando una 

cepa diferente de S. aureus. Para ello se utilizó un aislamiento perteneciente al clon de   

S. aureus predominante en infecciones invasivas adquiridas en la comunidad en nuestro 

país (Sa30, Fernandez S et al., 2013). A las 4 horas luego del desafío se observó una 

tasa de bacteriemia del 80%. Acorde con las características invasivas de este clon, se 

observó que a los 8 días luego de la inoculación en el 100% de los animales hubo 

formación de abscesos en la cavidad peritoneal y en el 50% hubo colonización de bazo. 

A los 8 días luego del desafío sólo el 25% de los animales presentó células T CD4 

con capacidad proliferativa frente al estímulo con ConA equivalente a la del grupo control 

(Figura 7A), mientras que el 75% de los animales presentó células T CD8 funcionales 

(Figura 7A). Aquellos ratones que no respondieron completamente a ConA mostraron 

aproximadamente el 60% de la capacidad proliferativa de las células T CD4 y el 34% de 

la capacidad proliferativa de las células T CD8 en comparación con los ratones control 

(respondedores) (Figura 7B).  
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Figura 7. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal S aureus 

Sa30 (barras grises) o PBS (control, barras negras). A los 8 días luego de la inoculación se evaluó 
la respuesta proliferativa frente a Con A (10 µg/ml) de células T provenientes de bazo de ratones 
infectados y control. (A) Los resultados se expresan como el porcentaje de ratones inoculados con 
S. aureus Sa30 cuyas células T presentaron capacidad proliferativa frente a ConA. Se consideró 
ratones respondedores a ConA a aquéllos que tuvieron una respuesta proliferativa relativa mayor 
al 90% (se consideró la respuesta proliferativa de los ratones inoculados con PBS como 100%). 
Prueba exacta de Fisher. (B) Se determinó la respuesta proliferativa de linfocitos T provenientes 
de ratones inoculados con S. aureus Sa30 o PBS en respuesta a la estimulación con medio y 
ConA a los 8 días luego de la inoculación. Los resultados se expresan relativos a la proliferación 
de los ratones inoculados con PBS considerada como 100 % (control). El gráfico muestra los datos 
provenientes de aquellos ratones que mostraron respuesta T inferior a la observada con PBS. 
Prueba t no pareada. (C-D) Diagramas de densidad de puntos mostrando el porcentaje de células 
CD4

+
CFSE

+
 y CD4

+
CFSE

-
 (C) o CD8
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+
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-
 en las distintas condiciones ensayadas 

(D). 
 

La disminución de la capacidad proliferativa de las células T CD4 se correlacionó 

positivamente con los niveles de IFN-γ presentes en el bazo (Figura 8), resaltando la 

disfunción en dicha población celular.  
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Figura 8. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con       

S. aureus. Los datos incluyen los valores obtenidos en ratones inoculados con la cepa FRP3757 y 
la cepa Sa30. Se muestra la correlación lineal entre los niveles de IFN-γ en el sobrenadante de 
homogenato de bazo de ratones inoculados con S. aureus y el porcentaje de proliferación relativa 
de células T CD4 a los 8 días luego de la inoculación. Prueba de Spearman.  
 
4.1.3. Expansión y acumulación de MDSC durante la sepsis por S. aureus 

 

A fin de dilucidar los mecanismos involucrados en la anergia de los linfocitos T 

durante la sepsis por S. aureus y considerando que en otros modelos experimentales de 

sepsis y en pacientes sépticos se ha descripto la presencia de linfocitos T y B apoptóticos 

(Muenzer JT et al., 2010; Hotchkiss RS et al., 1999; Hotchkiss RS et al., 2001, Hotchkiss 

RS et al., 2002), se evaluó en primer lugar el número absoluto de células T CD4 y T CD8 

y su viabilidad en el bazo de los animales infectados. El número absoluto de células T 

CD4 y T CD8 esplénicas así como la apoptosis de las células T no se modificaron 

significativamente en animales inoculados con S. aureus respecto del grupo control 

(Figura 9A y 9B). 

 

 
Figura 9. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con       

S. aureus (círculos grises) o PBS (control, círculos negros). (A) A los 8 días luego de la inoculación 
el número de células T CD4 (CD3

+
CD4

+
) y T CD8 (CD3

+
CD8

+
) en bazo fue determinado por 

tinción con anticuerpos específicos y análisis por citometría de flujo. (B). El porcentaje de 
apoptosis al día 8 luego de la inoculación fue determinado en la población de células T CD4 y T 
CD8 utilizando anticuerpos específicos, anexina V y posterior análisis por citometría de flujo. Cada 
círculo representa un ratón individual y la línea horizontal la mediana para cada grupo. Prueba de 
Mann Whitney.  
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Estos resultados sugieren que la anergia en la respuesta T durante la sepsis por           

S. aureus no podría ser explicada por un aumento en la apoptosis de dicha población. 

Asimismo, estos resultados denotan que la expansión clonal de las células T, un proceso 

esperable durante la infección, se encuentra afectada. Por lo tanto, a fin de determinar las 

posibles causas de la respuesta T disminuida observada en el modelo de sepsis por      

S. aureus, se evaluó la posible expansión de células mieloides supresoras. Para ello, 

grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron desafiados por ruta intraperitoneal con         

S. aureus y se evaluó el porcentaje y número absoluto de MDSC, definidas como 

CD11b+Gr1+ en médula ósea y órganos linfoides secundarios. La sepsis inducida por      

S. aureus se acompañó de la expansión significativa de células mieloides inmaduras en 

la médula ósea al día 4 luego de la inoculación la cual se sostuvo hasta el día 8 luego del 

desafío (Figura 10A). Paralelamente, se observó un aumento significativo en el 

porcentaje de células CD11b+Gr1+ acumuladas en bazo a los 4, 8 y 14 días luego de la 

inoculación respecto de los animales control, inoculados con PBS (Figura 10B). El 

aumento en el porcentaje de células CD11b+Gr1+ se correspondió con un aumento 

significativo en el número absoluto de dicha población en bazo respecto de los animales 

control, a los 8 y 14 días luego de la inoculación (Figura 10C). A los 8 días luego de la 

inoculación se observó un aumento significativo en el porcentaje de células CD11b+Gr1+ 

presentes en ganglios linfáticos inguinales respecto el grupo control (Figura 10D). A fin de 

confirmar los resultados obtenidos, se evaluó la expansión y proliferación de MDSC en 

bazo durante la sepsis inducida por el aislamiento de S. aureus Sa30. A los 8 días luego 

de la inoculación se observó un aumento significativo en el porcentaje de células 

CD11b+Gr1+ en el bazo respecto a lo observado en los animales control (Figura 10E). 
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Figura 10. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus FRP3757 (A-D, círculos grises), S. aureus Sa30 (E, círculos grises) o PBS (control, A-E, 
círculos negros). (A) Se determinó el porcentaje de células CD11b

+
Gr1

+
 en médula ósea a los 4 y 

8 días luego de la inoculación. (B-C) Se determinó el porcentaje (B) y número absoluto (C) de 
MDSC en bazo a los 4, 8 y 14 días luego de la inoculación. (D) Se determinó el porcentaje de 
MDSC en ganglios linfáticos inguinales a los 8 días luego de la inoculación. (E) Se determinó el 
porcentaje de MDSC en bazo a los 8 días luego de la inoculación. Cada círculo representa un 
ratón individual y la línea horizontal la mediana para cada grupo. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: 
p<0,001; Prueba de Mann Whitney. 

 

4.1.3.1. Fenotipo de las MDSC que se expanden durante la sepsis por S. aureus 

 

Considerando que las MDSC son una población heterogénea de células 

inmaduras que se subclasifican, según la expresión de los marcadores Ly6G y Ly6C, en 

MDSC monocíticas (CD11b+Ly6ChighLy6G-) o MDSC granulocíticas 

(CD11b+Ly6ClowLy6G+), se caracterizó la distribución de dichos marcadores en las MDSC 

presentes en el bazo en condiciones fisiológicas y en las MDSC que se expanden 

durante la sepsis por S. aureus. En ratones control las MDSC de tipo monocítico 

representaron alrededor del 80% de la población mientras que durante la infección se 

observó una disminución significativa en la proporción de células de tipo monocíticas y un 

aumento significativo en la proporción de células de tipo granulocítico (Figura 11A y 11B).  

A fin de visualizar la heterogeneidad de las MDSC presentes en animales 

inoculados con S. aureus, se realizó la purificación de células Gr1+ a partir del bazo a los 

8 días luego de la inoculación mediante perlas magnéticas. La pureza de las células 
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purificadas fue del 99% (Figura 11C y 11D).  La tinción con Giemsa de las mismas reveló 

la presencia de células con núcleos circulares y en forma de anillo, confirmándose la 

heterogenicidad de la población expandida en bazo durante la sepsis por S. aureus 

(Figura 11E).  

 
Figura 11. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus (círculos grises) o PBS (control, círculos negros). (A) Expresión de CD11b, Ly6G y Ly6C 
en esplenocitos a los 8 días luego de la inoculación. Mo-MDSC: CD11b

+
Ly6C

high
Ly6G

-
. G-MDSC: 

CD11b
+
Ly6C

low
Ly6G

+
. (B) Diagrama de densidad representativo mostrando la expresión de los 

marcadores de superficie Ly6C y Ly6G en células CD11b
+ 

provenientes de un animal infectado. 
(C) Diagrama de densidad representativo mostrando la expresión de CD11b y Gr1 en esplenocitos 
de un animal infectado. (D) Diagrama de densidad representativo mostrando la expresión de 
CD11b y Gr1 en células purificadas utilizando anticuerpos anti-Gr1 y perlas magnéticas. (E) 
Tinción con giemsa de células CD11b

+
Gr1

+
 purificadas. ***: p<0,001; Prueba de Mann Whitney. 

 

4.1.3.2. Capacidad de las MDSC provenientes de bazo de ratones inoculados con  

S. aureus de inhibir la proliferación de células T 

 

Para confirmar fehacientemente la presencia de MDSC es necesario, además de 

realizar la caracterización fenotípica, evaluar parámetros funcionales. Es decir, 

determinar su capacidad de suprimir la funcionalidad de los linfocitos T. Para ello, a partir 

de las suspensiones celulares que se obtuvieron de médula ósea y bazo a los 8 días 

luego de la inoculación, se purificaron las MDSC mediante el uso de anticuerpos anti-Gr1 

y perlas magnéticas y se procedió a determinar sus propiedades inmunosupresoras. Para 

ello, esplenocitos de ratón vírgenes fueron marcados con CFSE y co-cultivados a razón 
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de 2 x 105 células por pocillo con diferentes proporciones MDSC (células T:MDSC: 1:0, 

1:10, 1:20). Las células fueron estimuladas con ConA y se cuantificó la proliferación de 

células T a las 72 horas. Las células fueron cosechadas y teñidas con anticuerpos 

específicos anti-CD4 y anti-CD8. Se determinó la capacidad de las MDSC de inhibir la 

proliferación de células T evaluando la intensidad de fluorescencia del CFSE en células T 

CD4 y T CD8 en los co-cultivos con diferentes proporciones de MDSC respecto de los 

cultivos en ausencia de MDSC.  

Se observó una disminución significativa en la capacidad proliferativa de células T 

CD4 en presencia de cantidades crecientes de células CD11b+Gr1+ purificadas tanto de 

médula ósea como de bazo (Figura 12A y 12E). Las MDSC provenientes de médula ósea 

tuvieron capacidad de supresión sobre las células T CD8 similar a la observada para las 

células T CD4 (Figura 12A-D). Sin embargo, las MDSC provenientes de bazo presentaron 

menor capacidad de supresión sobre las células T CD8 que la observada para las células 

T CD4 (Figura 12E y 12F). Las MDSC aisladas de bazo al día 14 luego de la inoculación 

también presentaron función supresora sobre la proliferación de células T (resultados no 

mostrados). 
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Figura 12. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus. A los 8 días luego de la inoculación las células CD11b
+
Gr

+
 presentes en médula ósea y 

bazo fueron purificadas y posteriormente co-cultivadas con esplenocitos de ratón vírgenes (2 x 10
5
 

células por pocillo) en una proporción 1:10 y 1:20 de linfocitos T:MDSC. Los cultivos fueron 
estimulados con ConA (10μg/ml). (A, E) Las barras grises representan la proliferación relativa 
observada para células T CD4 cultivadas en presencia de MDSC de médula ósea (A) o de bazo 
(E) respecto de la proliferación observada en ausencia de células MDSC considerada como el 
100% (barras negras). (C, F) Las barras grises representan la proliferación relativa observada para 
células T CD8 cultivadas en presencia de MDSC de médula ósea (C) o de bazo (F) respecto de la 
proliferación observada en ausencia de células MDSC considerada como el 100% (barras negras). 
(B, D) Diagramas de densidad de puntos representativos mostrando el porcentaje de células 
CD4

+
CFSE

+
 y CD4

+
CFSE

-
 (B) o CD8

+
CFSE

+
 y CD8

+
CFSE

-
 (D) en las distintas condiciones 

ensayadas. *: p<0,05, ***: p<0,001; Prueba t no pareada. 
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actividad inmunosupresora. Se observó un incremento pequeño de esta población en 

animales salvajes a los 8 días luego del desafío (Figura 13). 

 
Figura 13. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus (círculos grises) o PBS (control, círculos negros). A los 8 días luego de la inoculación el 
número de células Treg (CD4

+
CD25

+
Foxp3

+
) en bazo fue determinado por tinción con anticuerpos 

específicos y análisis por citometría de flujo. Prueba de Mann Whitney. 

 

4.1.5. Conclusiones parciales 

 

 Los parámetros evaluados permitieron validar el modelo de sepsis por S. aureus de 

origen peritoneal. Se observaron características propias de la fase inicial pro-

inflamatoria, como el incremento de la IL-6 circulante a tiempos tempranos (4 horas) 

luego de la inoculación y de la fase de inmunosupresión, como la presencia de niveles 

elevados de IL-10 en plasma y bazo a tiempos tardíos (8 días) luego de la inoculación. 

 La sepsis por S. aureus indujo la anergia de células T CD4. La población de células T 

CD8 presentó funciones levemente disminuidas. 

 La infección por S. aureus indujo la expansión y acumulación de MDSC en médula 

ósea, bazo y ganglios linfáticos, siendo el fenotipo mayoritario el de tipo granulocítico. 

 Las MDSC presentes en médula ósea y bazo durante la sepsis por S. aureus 

resultaron funcionalmente activas presentando capacidad supresora de la proliferación 

de linfocitos T. 

 

4.2. Contribución relativa de las MDSC en la inmunosupresión asociada a la sepsis 

por S. aureus 

 

Considerando la importancia de la expresión de IFN-γ en la proliferación de las 

células T, se determinaron los niveles de dicha citoquina producidos en respuesta a ConA 

por esplenocitos de ratones inoculados con S. aureus. Se observó un aumento en los 

niveles de IFN-γ en los cultivos de esplenocitos provenientes de ratones sépticos en 

comparación con aquéllos provenientes de animales control. Sin embargo, se observó 

una gran dispersión en los valores determinados para los diferentes animales. La 
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inducción diferencial de IFN-γ presentó una correlación inversa con el porcentaje de 

MDSC presentes en el bazo de ratones sépticos (Figura 14), sugiriendo un rol para esta 

población en la disfunción de células T durante la sepsis por S. aureus. 

 

Figura 14. Correlación lineal entre los niveles de IFN-γ producidos en respuesta al estímulo con 
ConA por esplenocitos obtenidos a los 8 días luego de la inoculación con S. aureus y el porcentaje 
de MDSC presentes en el bazo de cada animal a dicho tiempo. Prueba de Spearman. 

 
A fin de determinar el rol de las MDSC en la fase de inmunosupresión de la sepsis 

por  S. aureus, se estableció el impacto de la depleción farmacológica de dicha población 

celular en la funcionalidad de las células T esplénicas y el desarrollo de la infección. 

Estudios previos han demostrado que la droga 5- fluorouracilo administrada a 50mg/kg 

induce la apoptosis selectiva de MDSC sin efecto sobre otras poblaciones celulares 

(Vincent J et al., 2010). Por lo tanto, grupos de ratones fueron inoculados por ruta 

intraperitoneal con 5FU (50 mg/kg) al día 4 luego del desafío con S. aureus (Figura 15A). 

De forma consistente con la acción farmacológica esperada, el porcentaje y el número 

absoluto de células CD11b+Gr1+ en el bazo de ratones inoculados con S. aureus y 

tratados con 5FU fue significativamente menor al determinado en ratones inoculados con 

S. aureus y no tratados con 5FU y resultó comparable al observado en ratones control 

inoculados con PBS (Figuras 15B y 15C). Asimismo, se evaluó el efecto del 5FU sobre la 

población de linfocitos T CD4 y T CD8 en grupo de ratones inoculados con PBS respecto 

lo observado en ratones inoculados con PBS y tratados con 5FU. Como era de esperar, 

el 5FU no indujo apoptosis sobre esta población celular obteniéndose porcentajes de 

células CD3+CD4+ y CD3+CD8+ similares en ambos grupos [%CD3+CD4+: 15% (mediana 

grupo PBS), 14,85% (mediana grupo PBS tratado con 5FU); %CD3+CD8+: 5% (mediana 

grupo PBS), 6,2% (mediana grupo PBS tratado con 5FU)]. 
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Figura 15. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus o con PBS (control, círculos negros).  A los 4 días luego de la inoculación los ratones 
inoculados con S.aureus fueron tratados con 5FU (50 mg/Kg) (círculos blancos) o no tratados 
(círculos grises) por ruta intraperitoneal. (A) Esquema de inoculación. (B-C) El porcentaje (B) y el 
número absoluto (C) de MDSC presentes en bazo a los 8 días luego de la inoculación con            
S. aureus se determinó por tinción con anticuerpos específicos y posterior análisis por citometría 
de flujo. *: p <0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001; Prueba de Mann Whitney. 

 

Interesantemente, el bloqueo de la expansión de MDSC restauró la capacidad de 

células T CD4 (Figura 16A) y, en menor medida, de las células T CD8 provenientes de 

ratones sépticos de proliferar en respuesta a ConA (Figura 16B). 

 

Figura 16. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus o con PBS (control, barras grises) y posteriormente tratados con 5FU (barras blancas) o 
no tratados (línea punteada). A los 8 días luego de la inoculación con S. aureus se evaluó la 
respuesta proliferativa de células T esplénicas frente al estímulo con ConA (10 µg/ml). Los 
resultados se expresan como el porcentaje de ratones cuyas células T CD4 (A) y T CD8 (B) fueron 
capaces de proliferar frente al estímulo con ConA. Se consideró ratones respondedores a ConA a 
aquéllos que tuvieron una respuesta proliferativa relativa mayor al 90% (se consideró la respuesta 
proliferativa de los ratones inoculados con PBS como 100%). *: p<0,05 (respecto al grupo de 
animales inoculados con S. aureus no tratados con 5FU), n.s. (no significativo); Prueba exacta de 
Fisher. 
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El rol de las MDSC en la supresión de la funcionalidad de células T CD4 fue 

confirmado por análisis de correlación que mostraron una correlación inversa entre la 

capacidad proliferativa de células T CD4 y el porcentaje de MDSC presentes en el bazo 

(Figura 17A). Por el contrario, no se encontró correlación entre la capacidad proliferativa 

de células T CD8 y el porcentaje de MDSC (Figura 17B).  

 
Figura 17. Correlación lineal entre el porcentaje de proliferación relativa de células T CD4 (A) y de 

células T CD8 (B) provenientes de ratones inoculados con S. aureus y el porcentaje de MDSC 
presentes en bazo de cada animal a los 8 días luego de la inoculación. Prueba de Spearman. 

 
El tratamiento con 5FU y la consiguiente depleción de MDSC no sólo permitió 

recuperar la funcionalidad de las células T, sino que además impactó positivamente en 

parámetros de la infección. El grupo tratado con 5FU mostró una tasa menor de 

formación de abscesos peritoneales al día 8 luego del inicio de la sepsis (Figura 18A) y 

una reducción significativa de la esplenomegalia (Figura 18B).  

 
Figura 18. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus y posteriormente tratados con 5FU (barras blancas) o no tratados (barras grises). A los 8 
días luego de la inoculación se determinó el porcentaje de ratones con abscesos peritoneales (A) y 
el peso del bazo de los animales infectados (B). Las cajas y sus bigotes representan los valores 
obtenidos en cada grupo con sus respectivas medianas, máximo y mínimo. La línea punteada 
representa el valor medio del peso del bazo de ratones control (inoculados con PBS). **: p<0,01; 
Prueba de Mann Whitney. 

 
Interesantemente, la producción de IL-10 en plasma y en bazo no resultó afectada 

por la depleción de las MDSC (Figura 19A y 19B).  
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Figura 19. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes fueron inoculados por ruta intraperitoneal con     

S. aureus y posteriormente tratados con 5FU (barras blancas) o no tratados (barras grises). A los 8 
días luego de la inoculación se determinaron los niveles de IL-10 en plasma (A) y en el 
sobrenadante de homogenato de bazo (B). Las cajas y sus bigotes representan los valores 
obtenidos en cada grupo con sus respectivas medianas, máximo y mínimo. Prueba de Mann 
Whitney. 

 

4.2.1. Conclusiones parciales 

 

 Las MDSC son las responsables de la anergia observada en las células T CD4 

durante la sepsis por S. aureus. 

 La presencia de MDSC contribuye a la patogenia de la infección sistémica por            

S. aureus. 

 

4.3. Rol de la señalización por TNFR1 en la función inmunosupresora de las MDSC 

durante la sepsis por S. aureus 

 

El TNF-α ha sido implicado en los procesos de acumulación y modulación de la 

funcionalidad de MDSC durante procesos de inflamación crónica (Sade-Feldman M et al., 

2013). Asimismo, considerando que la señalización y regulación a través del receptor de 

TNF-α de tipo I (TNFR1) desempeñan un papel fundamental durante las infecciones 

sistémicas por S. aureus (Giai C et al., 2013) se realizaron estudios en ratones que 

carecen de la expresión de TNFR1 (tnfr1-/-) con el objeto de determinar la participación de 

la señalización vía dicho receptor en la inmunosupresión asociada a la sepsis por             

S. aureus. 

 

4.3.1. Sepsis por S. aureus en ratones tnfr1-/- 

 

Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1-/- de 6 semanas de edad fueron inoculados por 

ruta intraperitoneal con 4-8 x 107 UFC de S. aureus. La mortalidad para este grupo de 

animales fue del 11% y ocurrió dentro de las primeras 48 horas luego del desafío. 
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Respecto la tasa de bacteriemia, se observaron resultados similares a los obtenidos con 

ratones salvajes (Figura 20A). A los 8 y 14 días luego del desafío, se observó la 

presencia de S. aureus en órganos distales (bazo, pulmón, hígado o riñón) con 

colonización de al menos un órgano en el 50 % de los animales. En forma similar a los 

hallazgos en ratones C57BL/6 salvajes se observó la formación de abscesos en la 

cavidad peritoneal y en diferentes órganos como el riñón, bazo, hígado e intestino (rango: 

1-2 abscesos) a los 8 y 14 días luego de la inoculación (Figura 20B y 20C). A las 24 

horas luego del desafío, los animales sufrieron una pérdida de peso del 10% recuperando 

su peso inicial en los días subsiguientes (Figura 20D). A los 8 y 14 días luego de la 

inoculación se observó un aumento significativo en el peso del bazo respecto los 

animales control (Figura 20E).  

 
Figura 20. Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1

-/-
 fueron inoculados por ruta intraperitoneal con 4-8 x 

10
7
 UFC de S. aureus. (A) Se determinó la tasa de bacteriemia diariamente. (B-C) Se determinó el 

porcentaje de ratones que presentaron uno o más órganos colonizados (B) y abscesos 
peritoneales (C) a los 8 días (barras negras) y 14 días (barras grises) luego de la inoculación. (D) 
Diariamente se monitoreó el peso corporal de los animales.*: p<0,05, ***: p<0,001; Prueba de 
Anova. (E) Se determinó el peso del bazo a los 8 días (círculos negros) y 14 días (círculos grises) 
luego de la inoculación. La línea punteada representa el valor medio del peso del bazo para los 
animales control. *: p<0,05, **: p <0,01; Prueba de Mann-Whitney. 
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A las 4 horas luego de la inoculación los niveles de IL-6 circulantes fueron 

significativamente diferentes de los observados en animales inoculados con PBS (control) 

y similares a los observados en animales salvajes infectados con S. aureus (Figura 21A). 

Por el contrario, no se observó producción significativa de IL-10 en animales deficientes 

en la expresión de TNFR1 desafiados con S. aureus (Figura 21B).  

 
Figura 21. Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1

-/-
 fueron inoculados por ruta intraperitoneal con         

S. aureus (barras grises) o PBS (control, barras negras). (A-B) Se cuantificaron los niveles de IL-6 
en plasma a las 4 horas luego de la inoculación (A) y de IL-10 en plasma a los 8 días luego de la 
inoculación (B) mediante ELISA. La línea punteada representa el valor medio del nivel de IL-6 (A) 
e IL-10 (B) en plasma de animales salvajes infectados con S. aureus. Las cajas y sus bigotes 
representan los valores obtenidos en cada grupo con sus respectivas medianas, máximo y 
mínimo. *: p<0,05; Prueba de Mann-Whitney. 
 

4.3.2. Funcionalidad de los linfocitos T durante la sepsis por S. aureus en ausencia 

de TNFR1 

 

Posteriormente, se determinó el impacto de la ausencia de la señalización por 

TNFR1 en el microambiente de citoquinas del bazo durante la sepsis por S. aureus. Para 

ello, se cuantificaron los niveles de citoquinas pro- y antiinflamatorias en el sobrenadante 

de homogenato de bazo de ratones tnfr1-/- desafiados con S. aureus. La infección por      

S. aureus no indujo incrementos en los niveles de TNF-α e IL-6 a los 8 días luego de la 

inoculación (Figura 22A y 22B). A diferencia de lo observado en animales salvajes, 

durante la sepsis por S. aureus en ausencia de expresión de TNFR1, no se indujo la 

producción de IL-10 en bazo (Figura 22C). 
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Figura 22. Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1

-/-
 fueron inoculados por ruta intraperitoneal con         

S. aureus (barras grises) o PBS (control, barras negras). Se cuantificaron los niveles de TNF-α (A), 
IL-6 (B) e IL-10 (C) en el sobrenadante de homogenato de bazo a los 8 días luego del desafío. Las 
cajas y sus bigotes representan los valores obtenidos en cada grupo con sus respectivas 
medianas, máximo y mínimo. La línea punteada representa el valor medio del nivel de TNF-α (A), 
IL-6 (B) e IL-10 (C) en el sobrenadante de homogenato de bazo de animales salvajes infectados 
con S. aureus. Prueba de Mann-Whitney. 

 

Luego, en forma similar a los estudios realizados en animales salvajes, se evaluó 

la funcionalidad de los linfocitos T durante la sepsis por S. aureus en ausencia de la 

expresión de TNFR1. Para ello, grupos de ratones tnfr1-/- fueron inoculados por ruta 

intraperitoneal con S. aureus y a los 8 días luego de la inoculación se determinó la 

capacidad proliferativa de los linfocitos T esplénicos. Se observó que sólo el 12% de los 

animales presentó una respuesta T CD4 disminuida con respecto al grupo control (Figura 

23A) mientras que el 40% presentó una respuesta T CD8 disminuida (Figura 23B). Estos 

resultados, al ser comparados con los obtenidos en animales salvajes indican que en 

ausencia del receptor TNFR1 la sepsis por S. aureus no induciría la anergia de células T 

CD4. Por el contrario en el caso de las células T CD8, la anergia de dicha población no 

resultó dependiente de la señalización por TNFR1. 
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Figura 23. Grupos de ratones C57BL/6 tnr1

-/-
 fueron inoculados por ruta intraperitoneal con          

S. aureus (barras grises) o PBS (control, barras negras). A los 8 días luego de la inoculación se 
evaluó en células T esplénicas la respuesta proliferativa frente a ConA (10 µg/ml). (A-B) Los 
resultados se expresan como el porcentaje de ratones cuyas células T fueron capaces de 
proliferar frente al estímulo. Se consideró ratones respondedores a ConA a aquéllos que 
presentaron una respuesta proliferativa relativa mayor al 90% (se consideró la respuesta 
proliferativa de los ratones inoculados con PBS como 100%). La línea negra punteada representa 
el porcentaje de ratones salvajes inoculados con S. aureus cuyas células T fueron capaces de 
responder frente al estímulo con ConA. *: p<0,05 (en comparación con el grupo de ratones 
salvajes), n.s. (no significativo); Prueba exacta de Fisher.   
 

4.3.3. Expansión y acumulación de MDSC durante la sepsis por S. aureus en 

ausencia de la señalización por TNRF1 

 

Considerando que las células T CD4 provenientes de ratones carentes de la 

expresión de TNFR1 infectados con S. aureus no presentaron defectos en su función 

proliferativa (Figura 23A), a diferencia de lo que ocurre con las células T CD4 

provenientes de animales salvajes (Figura 6A) y luego de demostrar que las MDSC 

inhiben la función de las células T CD4 durante la sepsis por S. aureus (Figura 16), se 

evaluó en primer lugar, la participación de la señalización a través de dicho receptor en la 

expansión y acumulación de MDSC en médula ósea, bazo y ganglios linfáticos durante la 

infección por S. aureus. En médula ósea se observó una mayor expansión de MDSC en 

ausencia de la señalización por TNRF1 que la observada en animales salvajes (Figura 

24A). La sepsis por S. aureus indujo la acumulación de MDSC en bazo de ratones 

deficientes en TNFR1 a los 8 días luego de la inoculación, en forma similar a lo 

observado en animales salvajes (Figura 24B y 24C). A diferencia de lo observado en 

animales salvajes, a los 8 días luego de la inoculación no se detectaron células 

CD11b+Gr1+ en ganglios linfáticos inguinales de los animales deficientes en TNFR1 

(resultados no mostrados). 
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Figura 24. Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1

-/- 
fueron 

 
inoculados por ruta intraperitoneal con        

S. aureus (círculos grises) o PBS (control, círculos negros). (A) Se determinó el porcentaje de 
MDSC (CD11b

+
Gr1

+
) en médula ósea a los 4 y 8 días luego de la inoculación. Se determinó el 

porcentaje (B) y el número absoluto (C) de MDSC en bazo mediante tinción con anticuerpos 
específicos y análisis por citometría de flujo. La línea punteada representa la mediana de los 
valores determinados en animales C57BL/6 salvajes inoculados con S. aureus. *: p<0,05, **: 
p<0,01 (respecto animales control), (a): p<0.01 (respecto animales salvajes inoculados con          
S. aureus); Prueba de Mann Whitney.

  
 

En ausencia de la señalización por TNFR1 se observó una expansión modesta de 

células Treg en bazo (Figura 25), similar a la observada en animales salvajes (Figura 13). 

Considerando que las células T CD4 provenientes de ratones carentes de la expresión de 

TNFR1 no presentaron defectos en su función proliferativa (Figura 23A) y que los niveles 

de células Treg son equivalentes a los observados en ratones salvajes, estos hallazgos 

sugieren que dicha población no estaría centralmente involucrada en la anergia de las 

células T CD4 durante la sepsis por S. aureus.  

 
Figura 25. Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1

-/- 
fueron inoculados por ruta intraperitoneal con         

S. aureus (círculos grises) o PBS (control, círculos negros). A los 8 días luego de la inoculación el 
porcentaje de células Treg (CD4

+
CD25

+
Foxp3

+
) esplénicas fue determinado por tinción con 

anticuerpos específicos y análisis por citometría de flujo. *: p <0,05; Prueba de Mann Whitney. 

 

4.3.3.1. Fenotipo de las MDSC en ausencia de la señalización del TNFR1  

 

Con el fin de determinar si la ausencia de anergia de las células T en ausencia de 

expresión de TNFR1 se debía a diferencias en el fenotipo de las MDSC (monocítico o 

granulocítico) expandido durante la infección, se evaluó la expresión de los marcadores 

CD11b, Ly6G y Ly6C en las MDSC provenientes de bazo de ratones tnfr1-/- a los 8 días 
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luego de la inoculación con S. aureus. Se observó que en ausencia de señalización por 

TNFR1 la población expandida fue la de tipo granulocítico, al igual que lo encontrado en 

animales salvajes (Figura 26).  

 
Figura 26. Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1

-/- 
fueron inoculados por ruta intraperitoneal con         

S. aureus (círculos grises) o PBS (control, círculos negros). A los 8 días luego de la inoculación las 
células presentes en bazo fueron caracterizadas en cuanto a la expresión de CD11b, Ly6G y 
Ly6C. Mo-MDSC: CD11b

+
Ly6C

high
Ly6G

-
. G-MDSC: CD11b

+
Ly6C

low
Ly6G

+
. *: p<0,05; Prueba de 

Mann-Whitney.   

 

4.3.4. La función supresora de las MDSC durante la sepsis por S. aureus depende 

de la señalización vía TNFR1 

 

 Considerando que la acumulación de MDSC en respuesta a la sepsis por            

S. aureus en el bazo de los ratones tnfr1-/- fue equivalente a la observada en animales 

salvajes pero que la anergia de las células T CD4 durante la infección in vivo fue 

dependiente de la señalización por TNFR1, planteamos la hipótesis que las MDSC de 

ratones tnfr1-/- sépticos podrían tener un defecto en la actividad supresora in vivo. 

Considerando que las MDSC pueden ejercer su función supresora a través de la 

expresión de arginasa  y óxido nítrico sintasa inducible, se realizó la cuantificación 

relativa de la expresión de dichas enzimas en las MDSC acumuladas en bazo de 

animales salvajes en comparación con animales deficientes en TNFR1, a los 8 días luego 

de la inoculación. La sepsis por S. aureus indujo elevados niveles de expresión de Arg1 e 

iNOS en animales salvajes (Figura 27A y 27B). Por el contrario, los niveles de expresión 

de Arg1 e iNOS en MDSC provenientes de ratones tnfr1-/- resultaron bajos y menores a 

los observados en MDSC provenientes de ratones de tipo salvaje (Figura 27A y 27B). La 

expresión de las enzimas Arg1 e iNOS a nivel proteico en MDSC esplénicas de ratones 

salvajes se corroboró mediante tinción con anticuerpos específicos y posterior análisis 

por citometría de flujo. Se observó el incremento en la producción de Arg1 e iNOS en 

células CD11b+Gr1+ provenientes de bazo ratones infectados respecto de la observada 

en animales control (Figura 27C y 27D). Estos resultados sugieren que el microambiente 
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del bazo determinaría la expresión de Arg1 e iNOS y por consiguiente la funcionalidad de 

las MDSC in vivo. 

 

Figura 27. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes (wt) y tnfr1
-/-

 fueron inoculados por ruta 

intraperitoneal con S. aureus. (A-B) A los 8 días luego de la inoculación se purificaron las células 
CD11b

+
Gr1

+
 presentes en bazo. Se determinaron los niveles de expresión relativa de Arg1 (A) e 

iNOS (B) en dicha población mediante RT-PCR de tiempo real para ratones salvajes (wt, círculos 
negros) y ratones tnfr1

-/-
 (círculos grises). Prueba de Mann Whitney. (C-D) Se determinó la 

presencia de Arg1 e iNOS mediante citometría de flujo en las células CD11b
+
Gr1

+
 provenientes de 

ratones salvajes inoculados con S. aureus o PBS (control). (C) dIFM: Intensidad de Fluorescencia 
Media (IFM) infectado – IFM control. Barra gris: dIFM de Arginasa 1. Barra blanca: dIFM de iNOS. 
(D) Histograma representativo de la intensidad de fluorescencia media de Arg1 e iNOS. Línea 
negra, isotipo. Línea roja: control. Línea azul: inoculado con S. aureus. 

 

4.3.5. Posibles mecanismos de regulación in vivo de la acumulación y 

funcionalidad de las MDSC  

 

 De acuerdo a los estudios realizados, la infección por S. aureus induce la 

acumulación de MDSC en bazo a los 8 días luego de la inoculación en forma 

independiente de la expresión de TNFR1. Entre las moléculas que pueden participar en el 

proceso de expansión de las MDSC se ha descripto en tumores a la IL-6. Durante la 

sepsis por S. aureus, se observó una correlación significativa entre el porcentaje de 

MDSC acumulado en el bazo y los niveles de IL-6 al inicio de la sepsis (Figura 28).  

 
 
 

Arg1 iNOS
0

5

10

15

20

d
IF

M

C D

A
rg

in
a
s
a
 1

A

0

5

10

15

30
40
50

wt tnfr1-/- wt tnfr1-/-

iN
O

S

B

0
10
20
30
40

100
120
140
160
180p:0,0635

Arginasa 1

iNOS

IF
M

IF
M



RESULTADOS 

 
 

59 
 

 
Figura 28. Correlación lineal entre los niveles de IL-6 en plasma de ratones C57BL/6 salvajes 

(puntos grises) y tnfr1
-/-

 (puntos negros) a las 4 horas luego de la inoculación con S. aureus y el 
porcentaje de MDSC presentes en el bazo de cada animal a los 8 días luego de la inoculación. 
Prueba de Spearman. 

 

 Nuestros resultados indican además, que durante la sepsis por S. aureus, la 

señalización por TNFR1 resulta crítica en el proceso de adquisición de la funcionalidad 

inmunosupresora de las MDSC. A partir de este hallazgo, surgió el interrogante de si 

dicho proceso estaba relacionado con la señalización a través de TNFR1 en forma 

directa, o del microambiente que se generaba en el bazo en respuesta a la señalización 

vía TNFR1  durante la sepsis por S. aureus. A fin de comenzar a comprender dicho 

procesos se analizó la funcionalidad in vitro de las MDSC provenientes de animales 

deficientes en la expresión del TNFR1 infectados con S. aureus. Para ello, se purificaron 

MDSC a partir de suspensiones celulares de bazo provenientes de ratones tnfr1-/- a los 8 

días luego de la inoculación con S. aureus mediante el uso de anticuerpos anti-Gr1 y 

perlas magnéticas. Las MDSC purificadas se co-cultivaron con esplenocitos vírgenes 

provenientes de animales tnfr1-/-. Para ello, los esplenocitos fueron marcados con CFSE y 

co-cultivados a razón de 2 x 105 células por pocillo con diferentes proporciones de MDSC 

(célulasT:MDSC: 1:0, 1:20). Las células fueron estimuladas con ConA y se cuantificó la 

proliferación de células T a las 72 horas. Las células fueron cosechadas y teñidas con 

anticuerpos específicos anti-CD4 y anti-CD8. Se determinó la capacidad de las MDSC de 

inhibir la proliferación de células T evaluando la intensidad de fluorescencia del CFSE en 

células T CD4 y T CD8 en los co-cultivos con diferentes proporciones de MDSC respecto 

de los cultivos en ausencia de MDSC. Las células CD11b+Gr1+ provenientes de ratones 

tnfr1-/- presentaron capacidad supresora sobre las células T CD4 y T CD8 (Figura 29A y 

29B) en cultivos in vitro. El hallazgo que las MDSC provenientes de animales tnfr1-/- 

sépticos resultaran ser funcionales en los ensayos in vitro resultó sorprendente y sugiere 

fuertemente que el microambiente generado durante la infección por S. aureus define la 

funcionalidad de las MDSC. 
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Figura 29. Grupos de ratones C57BL/6 tnfr1

-/-
 fueron inoculados por ruta intraperitoneal con         

S. aureus. A los 8 días luego de la inoculación las células CD11b
+
Gr1

+
 (MDSC) presentes en bazo 

fueron purificadas y posteriormente co-cultivadas con esplenocitos de ratón vírgenes de animales 
tnfr1

-/-
 (2x10

5
 células por pocillo) en una proporción 1:20 de linfocitosT:MDSC. Los cultivos fueron 

estimulados con ConA (10μg/ml). Las barras grises representan la proliferación relativa observada 
para células T CD4 (A) y células T CD8 (B) cultivadas en presencia de MDSC respecto de la 
proliferación observada en ausencia de células MDSC (barras negras). *: p<0,05, **: p<0,01; 
Prueba t no pareada. 

 

 Entre las citoquinas que se ha propuesto que podría modular la funcionalidad de 

las MDSC se encuentra la IL-10 (Pinton L et al., 2016). Esta citoquina no se produjo en el 

bazo de ratones tnfr1-/- durante la sepsis por S. aureus (Figura 22C), a diferencia de lo 

observado en los animales salvajes sugiriendo que podría ser responsable de la 

activación de MDSC in vivo. A fin de esclarecer el rol de la IL-10 en la activación de 

MDSC, en una primera instancia, se cuantificaron los niveles de IL-10 en el sobrenadante 

de los co-cultivos tanto de MDSC de tipo salvaje como de tnfr1-/- con esplenocitos 

vírgenes. Se observó el aumento en los niveles de IL-10 en respuesta a ConA en ambos 

grupos (Figura 30A y 30B), consistente con la capacidad de ConA para estimular las 

células T de forma independiente de TNFR1. La presencia de IL-10 en los co-cultivos 

podría explicar la capacidad supresora de MDSC de ratones tnfr1-/- sobre las células T 

observada in vitro (Figura 29). 

 En base a estos hallazgos preliminares, estudios futuros permitirán dilucidar el rol 

de la IL-10 en la modulación de la función supresora de las MDSC in vivo. Asimismo, 

otras moléculas presentes en el bazo y moduladas por TNFR1 podrían participar en dicho 

proceso.  
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Figura 30. Grupos de ratones C57BL/6 salvajes (A) y tnfr1

-/-
 (B) fueron inoculados por ruta 

intraperitoneal con S. aureus. A los 8 días luego de la inoculación las células CD11b
+
Gr

+
 (MDSC) 

presentes en bazo fueron purificadas y posteriormente co-cultivadas con esplenocitos de ratón 
vírgenes (2x10

5
 células por pocillo) en una proporción 1:20 de linfocitos T:MDSC. Los cultivos 

fueron estimulados con ConA (10μg/ml). A las 72 horas luego del estímulo los niveles de IL-10 
fueron medidos en los sobrenadantes de los co-cultivos mediante ELISA. Prueba de Mann 
Whitney. 

 
4.3.6 Conclusiones parciales 
 

• La anergia observada en las células T CD4 durante la sepsis por S. aureus es 

dependiente de la señalización por TNFR1. 

• La expansión y acumulación de MDSC en médula ósea y ganglios linfáticos es 

dependiente de la señalización por TNFR1. 

• Por el contrario, la expansión y acumulación de MDSC en bazo inducida por la sepsis 

por S. aureus es independiente de la señalización por TNFR1 y podría estar regulada 

por la acción de IL-6.  

• La actividad supresora de las MDSC in vivo es dependiente de la señalización por 

TNFR1 al igual que la producción de IL-10 en plasma y bazo. 

• El microambiente generado in vivo, en respuesta a la señalización por TNFR1, 

determinaría la funcionalidad de las MDSC y la consiguiente anergia observada en las 

células T. 
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Staphylococcus aureus es un patógeno humano de gran importancia médica dado 

que coloniza e infecta a pacientes hospitalizados así como a individuos sanos 

inmunocompetentes de la comunidad. En la actualidad, S aureus se ha convertido en uno 

de los principales agentes causales de sepsis (Powers ME et al., 2014).  

La sepsis es una enfermedad de gran impacto en la salud pública dada la alta 

tasa de morbi-mortalidad que posee. Gracias a las mejoras en las medidas de cuidados 

intensivos en las últimas décadas, un porcentaje creciente de pacientes sobreviven 

durante el período inicial de respuesta inflamatoria sistémica, pero una proporción 

significativa de los pacientes finalmente sucumbe frente a infecciones nosocomiales 

tardías (Cuenca AG et al., 2012). La alta tasa de mortalidad de la sepsis y el limitado 

éxito de múltiples ensayos clínicos dirigidos a modular la respuesta inmune del huésped 

(Russell JA, 2006) indican que existe una comprensión muy limitada de la compleja 

interacción huésped-patógeno que tiene lugar durante esta patología. Aunque existe un 

consenso creciente de que las muertes asociadas a la sepsis tardía están relacionadas 

con la inmunosupresión, los múltiples factores que dirigen la supresión de la respuesta 

inmune aún no han sido completamente dilucidados. 

Entre los tipos celulares que podrían estar involucrados en la inmunosupresión 

durante la sepsis, estudios recientes sugieren que la acumulación de MDSC en órganos 

linfáticos secundarios y su presencia en circulación podría ser un componente importante 

de dicho proceso (Sander LE et al., 2010; Cuenca AG et al., 2011).  

En el presente trabajo, usando un modelo experimental murino, se demostró que 

durante la sepsis por S. aureus las células CD11b+Gr1+ se expanden y acumulan en 

médula ósea, bazo y ganglios linfáticos inguinales. La expansión de MDSC y su 

capacidad supresora sobre las células T durante la sepsis ha sido demostrada 

previamente utilizando un modelo murino de sepsis polimicrobiana por volcado de 

contenido intestinal en el cual la etiología del foco infeccioso difiere ampliamente de la 

estudiada en nuestro trabajo (Delano MJ et al., 2007). Recientemente, en tres estudios 

diferentes realizados en pacientes sépticos, con infección por bacterias gram negativas o 

gram positivas, se ha demostrado la presencia de MDSC en circulación y la capacidad de 

dicha población de suprimir la proliferación de las células T determinada mediante 

ensayos in vitro (Janols H et al., 2014; Uhel F et al., 2017; Mathias B et al., 2017). La 

expansión de MDSC observada durante la sepsis por S. aureus se confirmó utilizando, 

además de la cepa USA300 FPR3757, una cepa perteneciente al principal clon 

recuperado de pacientes de la comunidad con infecciones estafilocóccicas invasivas con 

resistencia a meticilina en nuestro país (Sa30, genotipo: ST30, SCCmec tipo IVc, spa tipo 

019, PVL positivo). En un estudio multicéntrico prospectivo realizado en Argentina en el 

cual se evaluaron las características clínicas y genotípicas de las cepas de S. aureus que 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Powers%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24550724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Russell%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17050894
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causan infecciones invasivas en la comunidad, se observó que dicho clon ha 

reemplazado al clon ST5, SCCmec tipo IVa, spa tipo 311 (Fernandez S et al., 2013). La 

cepa Sa30 ha sido recientemente caracterizada en modelos de infección pulmonar, ósea 

y cutánea (Fernandez S et al., 2017). En el presente trabajo se observó su capacidad de 

invadir desde un foco peritoneal, colonizando órganos distales. Este proceso se 

acompañó de la expansión y acumulación de MDSC en bazo y una marcada supresión 

de la respuesta T in vivo. 

Considerando que las MDSC son una población heterogénea de células, los 

resultados de este trabajo permitieron evidenciar que durante la sepsis por S. aureus la 

población que se expandió fue la de tipo granulocítico (G-MDSC: CD11b+Ly6G+Ly6Clow), 

lo cual coincidió con reportes previos sobre MDSC presentes en pacientes sépticos 

(Janols H et al., 2014; Uhel F et al., 2017; Mathias B et al., 2017). De manera similar, se 

ha descripto que en infecciones crónicas por S. aureus, las MDSC de tipo granulocítico 

se expanden en mayor proporción que las de tipo monocítico (Tebartz C et al., 2015). Sin 

embargo, durante la infección pulmonar por K. pneumoniae se observó la expansión de 

MDSC de tipo monocítico lo cual sugiere que el fenotipo que se expande dependerá del 

microambiente generado en cada nicho como resultado de la interacción de la bacteria 

con el huésped (Ahn D et al., 2016). 

Durante la infección crónica por S. aureus, de acuerdo a los estudios realizados 

en modelos experimentales de infección ósea, se observó que tanto la función de las 

células T CD4 como la de las células T CD8 resultó modulada negativamente por la 

actividad supresora de las MDSC (Tebartz C et al., 2015). En el modelo de sepsis 

utilizado en este trabajo, se observó anergia de las células T CD4 pero la funcionalidad 

de las células T CD8 se encontró sólo levemente disminuida. Independientemente de la 

capacidad inhibitoria intrínseca de las MDSC, determinada durante los ensayos in vitro, 

los experimentos de depleción in vivo demostraron que las MDSC acumuladas en el bazo 

eran responsables de la anergia de las células T CD4, pero tenían un papel menor sobre 

la modulación de la función de las células T CD8. En este sentido, se observó que las 

MDSC provenientes de médula ósea presentaron, en los ensayos de co-cultivo in vitro, 

capacidad supresora tanto sobre células T CD4 como T CD8. Sin embargo, las MDSC 

purificadas a partir de bazo mostraron actividad supresora sólo sobre células T CD4, de 

manera correspondiente a lo observado in vivo. Estos resultados sugieren que las células 

mieloides inmaduras que emigran de médula ósea poseen propiedades supresoras que 

podrían ser modificadas en el órgano periférico en el cual se reclutan. Asimismo, los 

hallazgos indican que es probable que otros mecanismos regulatorios, diferentes de la 

actividad de las MDSC, estén implicados en la modulación de la proliferación de las 

células T CD8. La ausencia de expansión clonal de las células T durante la infección por           
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S. aureus se acompañó de una capacidad variable de los esplenocitos de producir IFN-γ 

al ser estimulados in vitro con ConA. Interesantemente, los niveles de esta citoquina 

cuantificados en los sobrenadantes de cultivo de los esplenocitos provenientes de 

distintos animales se correlacionaron negativamente con el porcentaje de MDSC 

acumuladas en el bazo para cada animal. El impacto que la expansión de MDSC pueda 

tener sobre la producción de IFN-γ tanto por células T como por otros tipos celulares es 

de particular interés ya que se ha observado que la administración de esta citoquina 

puede revertir las secuelas adversas de la inmunosupresión en pacientes sépticos 

(Döcke WD et al., 1997). 

A diferencia de lo observado en tumores, donde la presencia de MDSC resulta 

deletérea para el hospedador ya que disminuye la acción de las células T e impide la 

eliminación de las células tumorales (Gabrilovich DI et al., 2009), el rol que las MDSC 

pueden tener en procesos infecciosos es variable y depende tanto del tipo de infección 

como del patógeno en cuestión (Ost M et al., 2016). En infecciones por micobacterias, la 

acumulación de MDSC se correlacionó con el desarrollo y la gravedad de la enfermedad 

(Tsiganov EN et al., 2014) demostrando el rol deletéreo de dicha población en 

tuberculosis. Por el contrario, en pacientes con infección pulmonar por P. aeruginosa se 

observó que el porcentaje de MDSC en circulación se correlacionaba positivamente con 

la función pulmonar, lo cual permitió sugerir que las MDSC podrían disminuir la 

inflamación exacerbada mejorando la funcionalidad del pulmón y destacando el posible 

rol protector que estas células podrían tener durante la neumonía. (Rieber N et al., 2013). 

K. pneumoniae es agente causal de neumonía severa en el ambiente hospitalario. En 

modelos experimentales, se observó que la infección por esta bacteria promueve la 

expansión de MDSC en pulmón y el aumento de los niveles de IL-10. La actividad de 

dicha población dependiente de IL-10 juega un rol clave en la recuperación de la 

infección por esta bacteria (Poe SL et al., 2013). En línea con el rol protector de las 

MDSC se encuentran los estudios realizados en infecciones parasitarias y fúngicas. En 

infecciones asociadas a parásitos de importancia clínica en Argentina, como 

Trypanosoma cruzi, utilizando un modelo de infección aguda se identificó que las MDSC 

son beneficiosas para el huésped ya que su presencia reduce la capacidad de replicación 

del parásito, promueve la resolución de la infección y disminuye la respuesta inflamatoria 

exacerbada (Arocena AR et al., 2014). Asimismo, utilizando un modelo de infección 

sistémica por C. albicans se describió que las MDSC tiene un rol protector en la 

candidiasis (Rieber N et al., 2015).   

El rol de las MDSC en la inmunosupresión asociada a la sepsis por S. aureus no 

ha sido establecido hasta el presente. Sin embargo, se ha descripto que las MDSC 

facilitan la persistencia de la bacteria en forma de biopelícula en un modelo de infección 
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ósea dado que su función supresora impide la actividad proinflamatoria de monocitos y 

macrófagos (Heim CE et al., 2014). Asimismo, la expansión de las MDSC durante la 

infección crónica por S. aureus se ha asociado con el aumento de la persistencia de la 

bacteria en el huésped (Tebartz C et al., 2015). Además, ha sido reportado que S. aureus 

regularía negativamente la respuesta inmune cutánea mediante la inducción de MDSC en 

piel (Skabytska Y et al., 2014). A fin de establecer el rol que las MDSC ejercen durante la 

inmunosupresión de la sepsis por S. aureus en este trabajo se realizaron ensayos de 

depleción farmacológica de dicha población celular observándose que en ausencia de las 

MDSC, las células T recuperaron su capacidad proliferativa. La restauración de la 

actividad de las células T in vivo, se acompañó de una menor formación de abscesos en 

la cavidad peritoneal y en órganos distales. Por lo tanto, los resultados obtenidos 

sugieren que durante la sepsis por S. aureus las MDSC tendrían un rol deletéreo 

impidiendo la resolución de la infección. En este sentido, en pacientes sépticos la 

expansión de las MDSC de tipo granulocitico se correlacionó con el mal pronóstico de la 

enfermedad (Mathias B et al., 2017). A fin de demostrar fehacientemente la asociación 

entre la expansión de MDSC, la inmunosupresión que las mismas generan y el mayor 

riesgo de infecciones secundarias serán de gran importancia estudios futuros de co-

infección con patógenos oportunistas. En ensayos preliminares de nuestro laboratorio se 

ha observado una mayor tasa de infección pulmonar por P. aeruginosa en ratones 

sépticos (con foco de infección peritoneal) respecto de ratones sanos. En este modelo 

será posible evaluar la participación de las MDSC en el desarrollo de infecciones 

secundarias mediante la depleción farmacológica de las mismas. 

Respecto las señales necesarias para la expansión y acumulación de las MDSC 

se ha propuesto un modelo de dos señales. La primera señal es la responsable de la 

expansión de las células mieloides inmaduras, lo cual está asociado con la inhibición de 

su diferenciación terminal, y la segunda es la encargada de la activación funcional de las 

células mieloides inmaduras convirtiéndolas en MDSC (Figura 2, Condamine T et al., 

2011). En cuanto a la primera señal que dirige la expansión y acumulación de las MDSC, 

se ha observado que el incremento en la proporción de MDSC se correlaciona con un 

aumento en los niveles de IL-6 durante el desarrollo de cáncer (Mundy-bosse BL et al., 

2011; Tsukamoto H et al., 2013; Chen MF et al., 2014). En pacientes sépticos se observó 

que el porcentaje de MDSC en circulación se correlacionaba con los niveles de IL-6 

cuantificados al momento del ingreso a la unidad hospitalaria (Darcy CJ et al., 2014). En 

este trabajo de investigación, se observó un aumento significativo en los niveles de IL-6 

en circulación a las 4 horas luego del desafío con S. aureus. Los niveles de IL-6 

circulantes se correlacionaron positivamente con el porcentaje de MDSC acumuladas en 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heim%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24646737
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tebartz%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25548227
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bazo a los 8 días luego del desafío sugiriendo un rol para esta citoquina en la expansión 

de dicha población durante la sepsis causada por S. aureus. 

Muchas de las vías de señalización activadas por TNF-α participan en el 

desarrollo de la respuesta inflamatoria sistémica característica de la sepsis (Fournier B et 

al., 2005). Nuestro grupo de trabajo y otros han demostrado previamente que el TNF-α es 

crítico para la eliminación de S. aureus (Nakane A et al., 1995; Giai C et al., 2013). Los 

resultados de este trabajo indican que la señalización de TNF-α a través de TNFR1 no es 

necesaria para la expansión y acumulación de MDSC en bazo. Sin embargo, se observó 

que el proceso de expansión de MDSC en médula ósea y su acumulación en ganglios 

linfáticos resultó dependiente de TNFR1. En ratones deficientes en TNFR1 se observó 

una gran expansión de MDSC en médula. Esto podría deberse en parte a la migración 

deficiente desde la médula a los ganglios linfáticos en los cuales no se detectaron MDSC. 

En este sentido, utilizando un modelo de sepsis por inoculaciones repetitivas de LPS, se 

demostró que en respuesta a la inflamación generada por la endotoxina, las MDSC 

adquieren su actividad supresora en médula ósea y luego migran a los ganglios linfáticos 

donde ejercen su función. El receptor que media el tráfico de MDSC hacia los ganglios es 

el CCR7, principal receptor involucrado en la migración de células hacia este órgano 

(Landoni VI et al., 2015). Recientemente, se demostró que el TNF-α induce la expresión 

de CCR7 en líneas celulares de tumores de vesícula biliar. Como consecuencia, se 

produce la movilización de células tumorales de vesícula biliar al ganglio linfático 

generando metástasis (Hong H et al., 2016). Por lo tanto, en base a estos trabajos y a 

nuestros resultados, es posible hipotetizar que durante la sepsis por S. aureus la 

señalización por TNFR1 podría estar involucrada en la modulación de la expresión de 

CCR7 promoviendo el tráfico de MDSC desde médula ósea hacia los ganglios linfáticos. 

Por el contrario, la migración de MDSC desde médula al bazo sería independiente de 

TNFR1. Asimismo, dado que el bazo en ratones es un órgano hematopoyético resta por 

determinar qué proporción de las MDSC que se encuentran en el órgano durante la 

sepsis por S. aureus corresponden a precursores que migran de médula ósea y cuántas 

son el resultado de la hematopoyesis local. 

Respecto de la segunda señal, que media la actividad de las MDSC, las cascadas 

de señalización iniciadas por TNFR1 resultaron críticas para que las MDSC adquieran su 

función supresora in vivo. Respecto el rol del TNF-α en la activación funcional de las 

células CD11b+Gr1+, se ha descrito que durante la inflamación crónica inducida por 

antígenos de micobacterias, participa en la inhibición de la diferenciación de las células 

mieloides inmaduras así como también en la adquisición de la actividad supresora de las 

MDSC (Sade-Feldman M et al., 2013). Ha sido propuesto que la señalización de TNF-α a 

través de TNFR2, inhibe la actividad de caspasa 8 promoviendo la supervivencia de las 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sade-Feldman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23477736
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MDSC en tumores. Asimismo, dicha interacción participa en la activación funcional de las 

MDSC ayudando a las células tumorales a evadir al sistema inmune (Zhao X et al., 2012). 

La señalización a través de TNFR2 está principalmente impulsada por el TNF-α asociado 

a la membrana, mientras que la señalización por TNFR1 está controlada por el TNF-α 

soluble (Cabal-Hierro L et al., 2012). En el modelo de sepsis, en respuesta a la 

inoculación de S. aureus se induce la activación de TACE y la produccción de TNF-α 

soluble (Gómez MI et al., 2007; Giai C et al., 2013). Por lo tanto, no es inesperado que el 

TNFR1 esté involucrado en la activación de las MDSC. Asimismo, nuestro grupo de 

investigación ha demostrado que la proteína A de S. aureus mimetiza al TNF-α activando 

a TNFR1 (Gómez MI et al., 2004; Giai C et al., 2013). Por lo tanto, durante la sepsis por 

S. aureus la proteína A podría participar de los procesos de activación de las MDSC. 

Un hallazgo sorprendente fue que a pesar de que la anergia de las células T 

durante la infección in vivo resultó ser dependiente de TNFR1, las MDSC acumuladas en 

el bazo de ratones deficientes en dicho receptor, al ser purificadas, presentaban actividad 

supresora in vitro sobre células T naive estimuladas con ConA. Este hecho sugiere que el 

microambiente generado in vivo en respuesta a la señalización por TNFR1 y no la 

expresión del receptor en las MDSC determinaría la funcionalidad de las mismas. Los 

resultados de este trabajo de tesis indican que durante la sepsis por S. aureus, la 

señalización a través de TNFR1 fue crítica para la inducción de IL-10 tanto sistémica 

como en el microambiente del bazo. Este hallazgo podría explicar la falta de actividad 

supresora de las MDSC en los ratones tnfr1-/- ya que se ha demostrado que la IL-10 

producida localmente está implicada en la activación de MDSC en el modelo de infección 

ósea por S. aureus (Heim CE et al., 2015). En este sentido, la IL-10 es una citoquina 

ampliamente asociada a procesos de inmunosupresión y se ha observado que en 

pacientes sépticos los niveles de la misma se encuentran elevados y que dichos niveles 

son predictivos de la mortalidad de los pacientes (Hotchkiss RS et al., 2003). En nuestro 

modelo, a diferencia de otros (Heim CE et al., 2015), las MDSC de bazo no serían la 

fuente de IL-10, ya que dicha citoquina no fue detectada en las MDSC purificadas 

(resultados no mostrados) y a su vez, los niveles de IL-10 no se vieron afectados cuando 

dicha población fue depletada farmacológicamente. Por lo tanto, el microambiente 

inducido en respuesta a las cascadas de señalización iniciadas por TNFR1 en células 

esplénicas podría proporcionar la "segunda señal" y determinaría la actividad de las 

MDSC durante la sepsis por S. aureus. Resta determinar qué células realizarían la 

señalización cruzada con las MDSC proveyendo la IL-10 y si otras citoquinas no 

evaluadas en este trabajo pero que se conoce se asocian a procesos de 

inmunosupresión como el TGF-β se encuentran involucradas. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cabal-Hierro%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22374304
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Los microorganismos patógenos han desarrollado diversas estrategias para 

sostener la expresión activa de los mecanismos inmunosupresores de forma tal de 

impedir la generación de la respuesta inmune apropiada para su eliminación (Tebartz C 

et al., 2015). Entre las células del sistema inmune que ejercen esta actividad, además de 

las MDSC, se encuentran las células Treg (Belkaid Y, 2007; Majlessi L et al., 2008), las 

células B regulatorias (Breg) (Majlessi L et al., 2008; Mauri C et al., 2008) y las células 

dendríticas tolerógenicas (Torres-Aguilar H et al., 2010). Dado que las células Treg 

participan en los procesos de inmunosupresión descriptos en el modelo de infección 

crónica por S. aureus (Tebartz C et al., 2015) se evaluó si esta población estaba 

involucrada en la inmunosupresión asociada a la sepsis estafilocóccica. Los resultados 

obtenidos sugieren que las Treg cumplirían un rol menor en la anergia de las células T ya 

que la pequeña expansión de esta población que se observó durante la infección con      

S. aureus fue independiente de la señalización a través de TNFR1 a diferencia de la 

supresión de la respuesta T. Es importante considerar, sin embargo, que la depleción 

farmacológica de las MDSC no restauró en su totalidad la respuesta T CD4, lo cual 

sugiere que otros mecanismos regulatorios, además de la expansión de MDSC, estarían 

involucrados en la inmunosupresión asociada a la sepsis por S. aureus. En este sentido, 

la anergia de las células T dependiente de TNFR1 podría deberse además al impacto 

directo de la expresión de este receptor en células T. 

El rol de la señalización por TNFR1 en células T durante la fase de 

inmunosupresión de la sepsis se desconoce. La actividad de los linfocitos T se encuentra 

regulada por un complejo sistema de señales iniciadas tanto por receptores 

estimulatorios como inhibitorios (Probst HC et al., 2005) lo cual le permite generar una 

respuesta ante antígenos foráneos e inhibirla frente a autoantígenos (Bardhan K et al., 

2016). Uno de los principales receptores inhibitorios es el PD-1 (del inglés: “programmed 

cell death-1”), el cual se expresa en células T y células B, células natural killer, monocitos 

y células dendríticas. Cuando PD-1 interacciona con su ligando, PD-L1 (del inglés: 

“programmed cell death-1 ligand”), se genera una señal inhibitoria, la cual tiene un rol 

clave en la inmunoregulación de la activación de las células T y en el mantenimiento de la 

tolerancia inmune (Okazaki T et al., 2013). El eje PD-1/PD-1L también participa en la 

atenuación en la respuesta inmune frente a virus, bacterias y tumores (Chamoto K et al., 

2017) y se ha descripto que se encuentra regulado de forma positiva durante la sepsis 

(Huang X et al., 2009; Zhang Y et al., 2011; Monaghan SF et al., 2012). La asociación 

entre niveles elevados de PD-1 y el incremento de infecciones nosocomiales y de la 

mortalidad en pacientes sépticos ha sido establecida (Guignant C et al., 2011). Más aún, 

en un modelo de sepsis murina la inhibición de la expresión de PD-1 y PD-L1 se asoció 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tebartz%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25548227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belkaid%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17948021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tebartz%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25548227
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con un aumento en la sobrevida (Huang X et al., 2009; Brahmamdam P et al., 2010; 

Young WA et al., 2017; Shindo Y et al., 2017).  

  El TNF-α es una molécula que puede afectar tanto la expresión de PD-L1, según 

se observó en líneas celulares de cáncer de colon y próstata (Wuang X et al., 2017), así 

como la expresión del PD-1 en linfocitos T, según se describió en infecciones virales 

(Beyer M et al., 2016). En pacientes con cáncer, se observó que la interacción de PD-1 

expresado en células T y el PD-L1 presente en las MDSC induce la disminución de la 

funcionalidad de las células T (Norde WJ et al., 2011). En este sentido, utilizando un 

modelo animal de tumores, se demostró el potencial terapéutico de los inhibidores de PD-

1 y PD-L1 los cuales bloquearon la inmunosupresión asociada a las MDSC (Ozao-Choy J 

et al., 2009).  

Por lo tanto, en base a los antecedentes y a nuestros resultados, es posible 

hipotetizar que durante la sepsis por S. aureus, a través de la interacción del TNF-α con 

TNFR1, se podría inducir la expresión de PD-1 en las células T y/o de PD-L1 en las 

MDSC o en otro tipo de esplenocitos, de forma que al interaccionar dichas moléculas se 

produzca la disminución de la respuesta T. Este mecanismo podría ser parte de las 

complejas interacciones que, junto con la acción inmunosupresora intrínseca de las 

MDSC, contribuyen a la inmunosupresión asociada a la sepsis por S. aureus. 

La expansión de MDSC en condiciones patológicas conduce a un estado de 

inflamación persistente y al mismo tiempo provoca la anergia de células T lo cual impide 

el montaje de la respuesta inmune adaptativa. En este trabajo se demostró que las 

MDSC tienen un papel principal en la supresión de la funcionalidad de las células T CD4 

durante la sepsis por S. aureus. Nuestro grupo de trabajo ha demostrado previamente 

que S. aureus impacta sobre el sistema TNF-α/TNFR1 a fin de evadir la respuesta 

inmune del hospedador. En etapas tempranas de la infección sistémica, induce el clivaje 

de TNFR1 de la membrana, un proceso dependiente de la proteína A, lo cual conduce a 

elevados niveles de receptor soluble en circulación y la consiguiente neutralización del 

TNF-α. Mediante este proceso, la bacteria escapa a los mecanismos de erradicación 

iniciados por TNF-α (Giai C et al., 2013). En el presente trabajo, al evaluar estadios 

posteriores de la enfermedad, se observa que la señalización de TNF-α vía TNFR1, 

induce al microambiente que sustenta la actividad supresora de las MDSC, demostrando 

la importancia de esta citoquina no sólo en la fase proinflamatoria inicial de la sepsis sino 

también durante la inmunosupresión concomitante y posterior. 

Hasta el presente, los reportes en la literatura que vinculan las MDSC con sepsis 

ascienden a sólo 29 publicaciones originales. Es de destacar que 24 de dichos trabajos 

fueron publicados dentro del período de desarrollo de esta tesis doctoral. Más aún, sólo 

recientemente se estudió a esta población en el contexto de las infecciones por S. aureus 
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con 9 trabajos publicados a partir del año 2014. Cabe entonces destacar que, nuestro 

trabajo constituye la primera evidencia acerca del rol immunosupresor de las MDSC 

durante la sepsis por S. aureus. Los resultados obtenidos sugieren la potencialidad de 

considerar a las MDSC como posibles blancos terapéuticos para modular la respuesta 

inmune en esta patología. No obstante, el conocimiento del tema es aún incipiente y es 

clara la necesidad de continuar profundizando el estudio de esta área en el futuro. 
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6.1. Conclusiones 

 

 La sepsis por S. aureus de origen peritoneal se acompaña de la expansión y 

acumulación de MDSC en médula ósea, bazo y ganglios linfáticos siendo el fenotipo 

mayoritario el de tipo granulocítico. 

 Las MDSC presentes en médula ósea y bazo durante la sepsis por S. aureus poseen 

capacidad supresora de la proliferación de linfocitos T contribuyendo en forma 

relevante a la inmunosupresión y la anergia de células T CD4 in vivo. 

 La expansión de MDSC contribuye a la patogenia de la infección sistémica por           

S. aureus.  

 La anergia de las células T CD4 inducida durante la sepsis por S. aureus es 

dependiente de la señalización por TNFR1. 

 La expansión y acumulación de MDSC en bazo durante la sepsis por S. aureus es 

independiente de la señalización por TNFR1 y podría estar modulada por la acción de 

IL-6. 

 La señalización por TNFR1 es necesaria para la inducción de la actividad supresora 

de las MDSC in vivo. 

 Las cascadas de señalización iniciadas por TNFR1 son críticas para la producción de 

IL-10 en plasma y bazo durante la sepsis por S. aureus. 

 El microambiente generado in vivo, en respuesta a la señalización por TNFR1, 

determinaría la funcionalidad de las MDSC y la consiguiente anergia observada en las 

células T. 
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6.2. Conclusión general 

 

El presente trabajo permitió demostrar por primera vez que las MDSC se 

encuentran implicadas en los procesos regulatorios que conducen a la inmunosupresión 

durante la sepsis por S. aureus. La expansión y acumulación de MDSC podría estar 

regulada por IL-6 mientras que el microambiente generado en el bazo en respuesta a la 

señalización por TNFR1 tendría un impacto significativo en el proceso de adquisición del 

fenotipo inmunosupresor de las MDSC.  

Los resultados obtenidos contribuyen al entendimiento de la patogenia de la 

sepsis por S. aureus y sugieren que las MDSC podrían ser consideradas como potencial 

blanco de terapias inmunomoduladoras que complementen las terapias convencionales 

en pacientes sépticos.  

 

6.3. Perspectivas futuras 

 

 Continuando con el propósito de evaluar la potencialidad de considerar a las 

MDSC como blanco terapéutico, es necesario obtener un mayor entendimiento de los 

mecanismos que determinan su funcionalidad durante la infección in vivo por S. aureus. 

Para ello, en la siguiente etapa de la investigación se propone establecer la participación 

del eje TNFR1/IL-10 en la adquisición del fenotipo inmunosupresor de las MDSC durante 

la sepsis por S. aureus. Asimismo, se considerará la participación de otras citoquinas 

asociadas a procesos de inmunosupresión como TGF-β y moléculas co-estimulatorias 

como PD-1/PD-L1 en la modulación de la actividad de las MDSC. Paralelamente, se 

evaluará el impacto de la depleción farmacológica de las MDSC sobre la evolución de la 

sepsis utilizando un modelo de co-infección con P. aeruginosa en ratones con sepsis 

causada por S. aureus. 
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