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RESUMEN 

La vía de CD137 regula de manera diferencial las respuestas innatas y adaptativas 

en el contexto de la tuberculosis humana 

La protección frente a M. tuberculosis requiere del establecimiento una respuesta de 

citoquinas Th-1, dominada por la secreción de interferón (IFN)-. Varias proteínas de 

señalización participan en la regulación de la activación de los linfocitos T, modulando los 

niveles y el patrón de citoquinas producidos por dichas células durante la estimulación 

antigénica. Así, resultados de nuestro laboratorio han demostrado que el Coestimulador 

Inducible (ICOS) y la Molécula Linfocitaria Activadora de Señales (SLAM) estimulan la 

secreción de IFN-mientras que la proteína asociada a SLAM (SAP), CD31 y el receptor de 

muerte programada (PD)-1 inhiben la respuesta Th-1 durante la respuesta inmune del 

hospedador frente a M. tuberculosis (M.tb). El receptor CD137 (4-1BB), un miembro de la 

superfamilia de receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR), es otra de las 

moléculas de señalización que participan en la regulación de las funciones efectoras de las 

células T CD137, una molécula que puede expresarse de manera constitutiva o en forma 

inducida en varios tipos de células inmunes, puede desempeñar un rol coestimulatorio 

sobre las células T, uniéndose a su ligando CD137L, el cual a su vez se expresa sobre 

Células Presentadoras de Antígenos (CPA). 

Dado que CD137 y CD137L puede expresarse sostenidamente durante infecciones 

crónicas e inflamaciones prolongadas, nuestra hipótesis de trabajo fue que ambas 

moléculas podrían desempeñar un rol clave durante las respuestas inmunes innata y 

adaptativa en la infección persistente por M. tuberculosis. 

A través de cultivos in vitro, demostramos que la estimulación con M.tb de células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP), tanto de pacientes con tuberculosis como de 

individuos sanos, incrementa la expresión de CD137 y CD137L en monocitos y células NK, 
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y de CD137 en linfocitos T. Por otro lado, observamos que la señalización a través de la vía 

de CD137 disminuye los porcentajes de monocitos y células NK productoras de IFN- y 

TNF-estimulados con M.tb, mientras que, en contraste, aumenta las funciones efectoras y 

la sobrevida de las células T.  De esta manera, durante la respuesta temprana, el receptor 

CD137 inhibiría la producción de IFN-y TNF- por  células NK y macrófagos 

respectivamente. Por el contrario, durante la respuesta inmune más tardía, CD137 

estimularía la producción de IFN- por las células T, pero continuaría inhibiendo los 

niveles de TNF- secretados por los macrófagos. 

Dado que la señalización a través de CD137 modula de manera opuesta los niveles 

tardíos de IFN- y TNF-, se estudió la existencia de una posible regulación cruzada entre 

ambas citoquinas. Así, se demostró que la presencia de IFN- aumenta la secreción de 

TNF- por CMSP estimuladas con M.tb, mientras que esta citoquina dispara mecanismos 

pro- y anti-inflamatorios que regulan finamente los niveles de IFN-producidos por las 

células T en el contexto de la tuberculosis. 

A fin de comprender los mecanismos que regulan la señalización del receptor CD137 

se desarrolló un Modelo Bayesiano Computacional (MBC). La construcción de este modelo 

implicó traducir en ecuaciones diferenciales los diferentes procesos inmunológicos que 

ocurren en el sistema experimental con el objetivo de utilizar herramientas bayesianas 

para extraer una mayor información de los resultados experimentales de la que se podría 

obtener a través de un análisis estadístico tradicional. Los resultados del MBC predicen un 

efecto directo del receptor CD137 sobre las células T y sugieren que la regulación de los 

niveles de IFN-producidos por estos linfocitos, se basa en un aumento de la sobrevida de 

los mismos, más que en la inducción de la producción de dicha citoquina. Por otro lado, el 

MBC muestra que el mecanismo que da cuenta del efecto de CD137 sobre el TNF- estaría 

basado en una disminución de la tasa de producción de dicha citoquina por las CPA y 

posiblemente, en un incremento de la apoptosis de estas células. Así, el MBC demostró ser 
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una herramienta poderosa para comprender en profundidad los mecanismos de 

señalización del receptor CD137 durante la respuesta inmune humana frente a M. 

tuberculosis. 

El estudio de las vías de señalización a través de receptores linfocitarios durante la 

tuberculosis activa podría constituir un blanco potencial para la manipulación terapéutica, 

lo cual impactaría en el desarrollo de potenciales tratamientos contra la enfermedad.  En 

particular, en este trabajo se presenta evidencia que propone al receptor CD137 como un 

posible candidato en la terapia contra la tuberculosis humana. 

Sin embargo, se deben tener en cuenta algunas precauciones a la hora de manipular 

este receptor con fines terapéuticos, dado que los anticuerpos agonistas anti-CD137 

pueden causar severas anomalías en el sistema inmune del hospedador, tomando en 

consideración el hecho de que la vía CD137:CD137L opera de manera diferencial en las 

distintas células durante la respuesta inmune y adaptativa. 
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ABSTRACT 

CD137 differentially regulates innate and adaptive immunity against 

Mycobacterium tuberculosis 

Protective immunity against Mycobacterium tuberculosis requires a Th-1 response 

dominated by IFN- secretion. Several signaling proteins contribute to the active up- or 

down-regulation during the priming of a T cell, modulating the level and pattern of 

cytokines produced by those cells upon antigen-stimulation. For example, during the 

immune response of the host against M. tuberculosis, we have demonstrated that SLAM 

and ICOS enhanced IFN-secretion whereas the SLAM associated protein (SAP), CD31 and 

PD-1 interfered with Th-1 responses. Another signaling molecule that participates in the 

regulation of T cell effector functions is the receptor CD137 (4-1BB), a member of the 

TNFR superfamily that can play a costimulatory role for T cell immunity upon binding 

with its ligand CD137L. In particular, it was reported that CD137:CD137L interactions 

boost CD8 T cell responses, although the expression profile of CD137 is now known to be 

quite broad, being present or induced on various types of immune cells, and not solely 

restricted within T lineage cells. 

Since the expression of CD137 has been reported to be sustained under conditions 

of persistent infection in chronically infected individuals, we hypothesized that CD137 and 

CD137L would have a role during innate and adaptive human responses against M. 

tuberculosis.   

By using in vitro cultures, we demonstrated that M. tuberculosis antigen-

stimulation of Peripheral Blood Mononuclear Cells increased both CD137 and CD137L 

expression on monocytes and NK cells from tuberculosis patients and healthy donors, but 

only up-regulated CD137 on T lymphocytes.  CD137 pathway inhibits the levels of IFN-
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and TNF- produced by monocytes and NK against M. tuberculosis.  In contrast, CD137 

significantly enhanced T cells effector functions and survival. In this way, CD137 inhibits 

early IFN- and TNF-, produced mainly by NK cells and macrophages respectively, but, 

during late responses, stimulates IFN- produced by T cells, since continue inhibiting the 

major source of f TNF-, the macrophages. 

Since CD137 regulates in opposite ways late IFN- and TNF-, we studied a 

possible cross regulation between this two cytokines. We have demonstrated that IFN- 
increase TNF- secretion by M.tb stimulated-PBCM. On the other hand, TNF- triggered 

pro- and anti- inflammatory mechanisms that fine tune IFN-levels in the tuberculosis 

context. 

To make an insight in the possible mechanisms that account for the experimental 

data experimental data, we build a Bayesian Computational Model (BCM). The 

construction of this model implied to translate into differential equations those 

immunological processes occurring in the experimental system in order to use Bayesian 

tools to extract more information of the experimental results than the obtained through 

traditional statistical analysis. MBC results predict a direct effect of CD137 on T cells and 

suggest that the regulation of the levels of IFN- is based more on an increased survival of 

these cells, rather than the induction of the production of this cytokine. On the other hand, 

BCM shows that the mechanism that accounts the effect of CD137 on TNF- is based on a 

decrease in the rate of TNF- production by Antigen-Presenting Cells (APC), and possibly 

an increase in apoptosis of these cells. The MBC was shown to be a powerful tool for 

understanding the signaling mechanisms of CD137 in the human response to 

Mycobacterium tuberculosis. 
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The understanding of the signaling pathways through lymphocytes receptors 

during active tuberculosis may have important implications for potential human therapies. 

In particular, in this work we show evidence to support CD137 receptor as a possible 

candidate for human therapy against tuberculosis. 

Nonetheless, caution must be used when designing ways to manipulate CD137 in 

human therapy, given that the agonistic anti-CD137 antibodies can cause severe immune 

system abnormalities and taking into consideration the fact that the CD137:CD137L 

pathway may operate differently in distinct cells during the innate and adaptive immune 

response. 
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INTRODUCCIÓN 

Tuberculosis 

La tuberculosis es una enfermedad humana crónica causada por la bacteria 

intracelular Mycobacterium tuberculosis, un patógeno altamente exitoso.  A pesar de contar 

con más de 100 años de investigación, la tuberculosis sigue siendo la infección bacteriana 

más importante del mundo. Se calcula que un tercio de la población mundial se encuentra 

infectada.  Los últimos reportes de la Organización Mundial de la Salud (OMS) estimaron 

entre 8.5 y 9.2 millones de nuevos casos para el año 2011 y 1.1 millones de personas que 

murieron a causa de este patógeno 1.  La discrepancia entre el número de individuos 

infectados (en el orden de miles de millones y el número anual de muertes (en el orden de 

millones) se debe a que la mayoría de los individuos infectados con M. tuberculosis no 

progresan a enfermedad activa. 

La mayoría de las muertes asociadas a tuberculosis ocurren en países de medianos 

y bajos recursos (Figura 1), donde existen limitaciones significativas en los recursos para 

el diagnóstico y el tratamiento de esta enfermedad.  Los últimos datos de la OMS revelaron 

que alrededor del 80% de los casos reportados de tuberculosis en el mundo se 

concentraba en África, Sudeste Asiático y Oeste del Pacífico.  La incidencia anual de 

tuberculosis en Europa fue de 49 casos cada 100.000 habitantes, en Estados Unidos 

5/100.000 y en África 363/100.000.  Estas estadísticas variaron considerablemente entre 

los países de las mismas regiones, donde la mayor tasa se observó en Suazilandia (África) 

con 1.150/100.000 y la menor en Mónaco (Europa) con 2/100.000 1. Estos datos se 

correlacionan con las desventajas sociales y económicas de las regiones afectadas. En 

Argentina los últimos reportes notificaron 11.900 nuevos casos de tuberculosis en el 2008, 

con casi 700 muertes anuales 1. 
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FIGURA 1.  Incidencia de la tuberculosis.  Casos nuevos de tuberculosis detectados cada 100.000 
habitantes/año. (2011, Organización Mundial de la Salud)   

Las alteraciones en el sistema inmune, tales como las ocasionadas por el Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH), desnutrición, diabetes, entre otras, aumentan 

considerablemente la tasa de desarrollo de la Tuberculosis.  En particular, la interacción 

tuberculosis-VIH está ocasionando efectos devastadores 2,3: la infección por VIH ha 

emergido como el principal factor predisponente para el desarrollo de tuberculosis 

(primaria o reactivación), la co-infección VIH-M. tuberculosis constituye una combinación 

letal, ya que cada una de estas infecciones individualmente acelera el progreso de la otra4, 

5, siendo la infección por este patógeno intracelular una de las principales causas de 

muerte en individuos VIH positivos.  

La única vacuna disponible contra la tuberculosis es la BCG (M. bovis Bacillus 

Calmette-Guérin).  Si bien esta vacuna muestra eficiencia en la prevención de formas 

severas de tuberculosis infantil, ha sido demostrado que provee una escasa protección 

contra las formas más frecuentes de tuberculosis, especialmente la tuberculosis pulmonar 

en adultos 6. Como consecuencia, a pesar del uso de la vacuna BCG en ciertos países como 

la Argentina, la tuberculosis continúa siendo una epidemia global, por lo que el diseño de 

una nueva vacuna efectiva constituye una necesidad urgente.  Más aún, nuevas estrategias 

experimentales han mostrado ser prometedoras 6, pero el desarrollo de una vacuna 

eficiente contra la tuberculosis claramente depende de una completa comprensión de la 

respuesta inmune del huésped frente a la infección por este patógeno 7 
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Ciclo de infección 

En el ciclo de infección de la tuberculosis es posible distinguir cuatro etapas: 

infección primaria, latencia, reactivación y transmisión8,9.  La primera etapa se inicia con la 

inhalación de partículas conteniendo M. tuberculosis, y este contacto fértil con el bacilo 

puede conducir a evolución de la infección primaria hacia enfermedad.  Sin embargo, sólo 

el 10 % del inóculo inhalado llega a los alvéolos y bronquiolos, donde la bacteria es 

reconocida y fagocitada por los macrófagos alveolares o las células dendríticas 8, 17,10.  Una 

vez dentro de las células, el crecimiento intracelular de M. tuberculosis dependerá de la 

capacidad de evasión de los mecanismos de defensa por la bacteria y de los mecanismos 

microbicidas de los macrófagos.  

Existe considerable evidencia que indica que M. tuberculosis ha desarrollado 

múltiples mecanismos para manipular sus nichos celulares.  En primer lugar modula el 

tráfico y la maduración de los fagosomas en que reside para evadir los mecanismos 

lisosomales de restricción, muerte y degradación 17. En segundo lugar la micobacteria 

utiliza numerosos factores de virulencia para optimizar la colonización de nuevos nichos 

celulares.  Por ejemplo ESX1 (la ausencia del cual atenúa los efectos de M. bovis utilizada 

en la vacuna BCG) promueve la necrosis de las células infectadas y el reclutamiento de 

macrófagos17.  En tercer lugar, M. tuberculosis posee múltiples mecanismos para inhibir la 

apoptosis de las células hospedadoras, lo que permite la acumulación de un mayor 

número de bacterias en el interior de las células infectadas antes de ser liberadas por 

muerte celular 17.  

Los macrófagos expuestos a M. tuberculosis secretan citoquinas proinflamatorias 

(IL-1, TNF- e IL-6) que contribuirán a la formación de lesiones focales granulomatosas, 

proceso que lleva 2-3 semanas, y que generalmente conduce a la contención del patógeno 

11.  A las 3 semanas comienza la segunda etapa, desarrollándose una respuesta antígeno 

específica que contribuye a resolver la infección en un hospedador inmunocompetente.  

Estos individuos permanecerán infectados y serán portadores del bacilo, pero no 

presentarán signos de infección (individuos con tuberculosis latente).  Los macrófagos 

infectados, presentes en el interior del granuloma, serán eliminados; en tanto que a nivel 

periférico se producirá fibrosis 8.  Luego de 4-5 semanas de infección progresiva, los 

granulomas microscópicos aumentan de tamaño y se fusionan con otros granulomas, 

ocasionando grandes áreas necróticas rodeadas por capas de histiocitos epiteloides, 

células gigantes multinucleadas, fibroblastos, linfocitos y monocitos. A pesar del pH ácido, 

la baja concentración de oxígeno y la presencia de ácidos grasos tóxicos, M. tuberculosis 
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puede permanecer viable por décadas. La infección puede mantenerse en esta etapa o 

progresar hacia la siguiente etapa, según la inmunidad mediada por células. Si la misma es 

apropiada, el granuloma se resolverá, dejando pequeñas lesiones fibrosas calcificadas 8.  

La tercera etapa se produce por reactivación del bacilo latente, comenzando una 

infección aguda secundaria; si bien la infección secundaria también puede ocurrir por 

inhalación adicional de M. tuberculosis.  Actualmente se conocen, sólo dos mecanismos que 

explican la reactivación en humanos.  Ambos han adquirido relevancia recientemente.  El 

primer mecanismo involucra defectos cualitativos y cuantitativos en las células T CD4+ en 

personas infectadas con VIH12. Más aún, no sólo existe una importante depleción de las 

células T CD4+, sino que existe fuerte evidencia en estudios humanos que sugieren que el 

VIH elimina las células T CD4+ M. tuberculosis específicas, a una frecuencia mayor que a las 

células T CD4+  específicas para otros antígenos13.  Sin embargo a pesar de la evidencia que 

las deficiencias en células T CD4+ causan reactivación de M. tuberculosis, el mecanismo 

preciso que utilizan estas células para establecer y mantener el control inmune de M. 

tuberculosis en el estadío de latencia permanece desconocido. 

El otro mecanismo bien caracterizado que está claramente asociado con la 

reactivación de la tuberculosis es la neutralización terapéutica del TNF-, especialmente 

cuando se utilizan anticuerpos monoclonales14. A pesar de esta fuerte asociación, los 

efectos del bloqueo de TNF- que llevan a la reactivación de la tuberculosis no están 

debidamente caracterizados, pero incluyen: decrecimiento de la actividad anti-

micobateriana y la subsecuente muerte de macrófagos15; la inducción de un aumento en la 

frecuencia de las células T regulatorias16; y una depleción de un subconjunto de células T 

CD8+ CD45RA+ de memoria efectora que contribuyen a la muerte de M. tuberculosis in 

vitro17. 

En conjunto, la incrementada frecuencia de tuberculosis en individuos infectados 

con VIH o tratados con agentes bloqueantes del TNF- muestran que las células T CD4+ y 

el TNF- son dos elementos claves en la inmunidad protectiva frente a M. tuberculosis que 

previenen la reactivación. Sin embargo los mecanismos subyacentes no se han 

comprendido completamente.  

Otros factores asociados al sistema inmune del hospedador como las terapias con 

esteroides, edad avanzada y desnutrición, favorecen también el proceso de reactivación.  

En estos casos, los macrófagos infectados pueden escapar del granuloma ocasionando 
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diseminación hacia el ganglio linfático regional.  Si la inmunidad mediada por células es 

inadecuada, la respuesta de hipersensibilidad retardada tratará de combatir a los bacilos 

que se multiplican, pero a la vez ocasionará destrucción del tejido pulmonar llevando a la 

formación de cavidades macroscópicas que contienen numerosos bacilos de M. 

tuberculosis (tuberculosis cavitaria). 18.  La reactivación que progresa a formación de 

cavidades, con multiplicación extracelular en altísimos números de la bacteria, favorece la 

propagación de cepas de M. tuberculosis resistentes y de alta virulencia 8. 

 

Por último, un paso obligado en todas las enfermedades infecciosas es la 

transmisión a nuevos hospedadores (cuarta etapa en el ciclo infectivo).  En el caso de la 

tuberculosis, ocurre a través de aerosoles que son expulsados (usualmente tosiendo) de 

un individuo con enfermedad activa y son luego inhalados por un hospedador susceptible.  

En particular, individuos con tuberculosis cavitaria son especialmente contagiosos18.  La 

conexión entre las cavidades y las vías áreas facilita una eficiente expectoración de la 

bacteria. 

 

Respuesta inmune contra M. tuberculosis. 

Respuesta Inmune Innata 

La respuesta inmune innata es llevada a cabo  por varios tipos celulares con su 

propio sistema de receptores para reconocer la presencia de agentes patógenos, y es clave 

en el inicio de la respuesta inmune. No es de extrañar que diferentes patógenos exitosos 

hayan desarrollado formas de evadir la repuesta inmune innata con el fin de encontrar un 

nicho en el hospedador. Como ya mencionamos, la tuberculosis comienza con la inhalación 

de aerosoles que contienen a la bacteria. En los alvéolos pulmonares las bacterias se unen 

a receptores involucrados en la fagocitosis e ingresan en los macrófagos alveolares 

residentes, las células dendríticas 10 y los monocitos reclutados en el torrente sanguíneo.  

Los macrófagos alveolares residentes son el primer tipo celular involucrado en la 

fagocitosis de M. tuberculosis 19.  Luego de este primer encuentro, las CD y los macrófagos 

derivados de monocitos también forman parte del proceso fagocítico. Un gran número de 

receptores son críticos en el reconocimiento del patógeno.  La Figura 2 muestra los 

receptores involucrados en el reconocimiento y fagocitosis de M. tuberculosis.  Estudios in 

vitro han implicado al receptor del complemento CR3 como un receptor importante de los 

macrófagos para la fagocitosis de la bacteria 20.  Sin embargo, varios otros receptores de la 



Introducción 

25 

 

superficie de los macrófagos, tales como CR1, CR4, receptor de manosa, CD14, la proteína 

surfactante A (SP-A) y los receptores Scavenger también pueden reconocer y unirse a este 

patógeno in vitro 21-23.  Además de la expresión del receptor CR3 y el receptor de manosa, 

las CD expresan otros receptores adicionales para la fagocitosis de M. tuberculosis, como la 

lectina tipo C y DC-SIGN 24.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M. tuberculosis además es reconocido por receptores tipo Toll (TLR), receptores 

esenciales para el reconocimiento de componentes microbianos por parte de macrófagos y 

CD, y cuya activación  durante la respuesta inmune innata permitirá el subsiguiente 

desarrollo de la respuesta inmune adaptativa frente a distintos patógenos 19,25.  Varios 

estudios in vitro e in vivo sugieren que los TLRs son reguladores críticos de la respuesta 

inmune en tuberculosis. La importancia fisiológica de la señalización a través de los TLR 

en la tuberculosis está demostrada en los estudios realizados con ratones deficientes para 

la molécula MyD88, un componente crítico de la señalización de estos receptores.  Así, fue 

reportado que los ratones deficientes para MyD88 son altamente susceptibles a la 

infección aérea por M. tuberculosis 20,26,27.  Estudios in vitro indican que M. tuberculosis es 

reconocido por el TLR2/1/6, TLR9, y posiblemente también por TLR4 28,29. Ha sido 

propuesto que el TLR2 tiene un rol central en el reconocimiento de M. tuberculosis por los 

macrófagos 24.  La pared celular de las micobacterias contiene un gran número de ligandos 

proinflamatorios del TLR2, incluyendo lipoproteínas, peptidoglicanos complejos, lípidos, y 

lipoarabinomananos (LAM) 24.  Los LAM de M. tuberculosis poseen una terminación de 

manosa no estimulatoria (ManLAM), la cual está ausente en las micobacterias de 

FIGURA 2.  Fagocitosis y reconocimiento 

inmune de M. tuberculosis.  Varios receptores 
han sido identificados para el reconocimiento de 
M. tuberculosis por macrófagos y células 
dendríticas, incluyendo los receptores del 
complemento, el receptor de manosa, el receptor 
de la proteína surfactante A (Sp-A), el receptor ╉Scavenger╊ clase A, las lectinas de unión a manosa 
(MBL), el receptor DC-SIGN en las células 
dendríticas, y posiblemente la dectina-1.  Luego de 
la unión a los TLR, se activan vías de señalización 
comunes que llevan a la activación celular y la 
producción de citoquinas.  Los TLR se expresan no 
sólo en la superficie celular sino también en los 
fagosomas, por lo tanto la activación inmune 
puede ocurrir en presencia o ausencia de 
fagocitosis.  Sin embargo pareciera que la 
fagocitosis, no lleva a la activación inmune sin la 
acción de los TLR.  Sp: receptor de las proteína 
surfactantes, MBL: lectinas de unión a manosa, 
LAM: lipoarabinomananos.  (Adaptada de Clin 

Microbiol Rev.  2002.15:294-309). 
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crecimiento rápido (ara-LAM). Ha sido demostrado que ara-LAM pero no Man-LAM es un 

ligando del TLR2 24.  Trabajos recientes sugieren que el TLR1, TLR6 y TLR9 cooperarían 

con el TLR2 para el reconocimiento de la micobacteria por macrófagos y CD 24.  

Aunque el IFN- es sin duda necesario en la respuesta contra la infección por M. 

tuberculosis 30, existen vías anti-micobacterianas que son independientes de esta citoquina 

y que son inducidas en los macrófagos por los TLRs.  Ha sido demostrado que la activación 

de los macrófagos a través del TLR2 aumenta la expresión de los genes del receptor de la 

vitamina D y de la vitamina-D1-hidroxilasa, dando lugar a la inducción de péptidos 

antimicrobianos como catelicidina 31.  Más aún, la activación de la vía de la vitamina D3 

controla la replicación de M. tuberculosis en macrófagos humanos 32 y la deficiencia de esta 

vitamina es un factor de riesgo para la tuberculosis 33.  Asimismo, otros mecanismos de 

muerte inducidos por los TLRs pueden participar en la respuesta inmune innata frente a 

M. tuberculosis.  Por ejemplo, CPG, un activador de la vía de TLR9, también induce una 

rápida respuesta anti-micobacteriana en los macrófagos de una manera dependiente de la 

fosfolipasa D 34. 

Una importante consecuencia de la interacción de M. tuberculosis con los TLRs en 

los macrófagos y en las CD es el estallido de la secreción de citoquinas y quemoquinas. La 

inducción de estas moléculas efectoras regula la formación del granuloma e inicia y da 

forma a la posterior respuesta inmune adaptativa.  Claramente la inducción de la 

inmunidad celular Th1 es esencial para la protección contra M. tuberculosis, como se 

evidencia en pacientes co-infectados con VIH 35 y en individuos que presentan genes 

defectuosos para IFNR e IL-12R 36 los cuales son extremadamente susceptibles a 

patógenos intracelulares, incluyendo micobacterias.  Las citoquinas y quemoquinas 

reclutan células inflamatorias (células T, neutrófilos, y células NK) al área de infección y 

coordinan la respuesta inmune adaptativa contra M. tuberculosis 24.  Esta respuesta es 

regulada por una red compleja de citoquinas proinflamatorias, anti-inflamatorias y 

quemoquinas.  La mayoría de los mediadores en este punto (IL-なが, )L-12, IL-23, TNF-, IL-

15, IL-18, entre otros) son producidos por macrófagos o CD 19. 

IL-12 es una de las principales citoquinas que dirigen la diferenciación de las 

células T vírgenes hacia el fenotipo Th1 y a la secreción de IFN- (citoquina efectora de las 

respuesta Th1 por excelencia) 37, pero su acción no sólo se limita a la inducción de esta 

repuesta. Reportes recientes indican que IL-12 participaría tanto en la inducción como en 

el mantenimiento de la inmunidad Th1, por eso es necesaria la producción sostenida de 
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esta citoquina durante todo el curso de la infección. Interesantemente, en las CD, M. 

tuberculosis estimula la producción de IL-12, 7 que activa a células NK y células T, 

induciendo la secreción de más IFN- y creando así un sistema de retroalimentación 

positivo que favorece la polarización de linfocitos T precursores a linfocitos Th1 38. 

Aunque las células NK y las células T han sido consideradas por mucho tiempo como las 

fuentes exclusivas de IFN-, publicaciones más recientes han demostrado que esta 

citoquina Th1 podría también ser producida por monocitos y macrófagos 39,40. Más aún, ha 

sido demostrado que las CD humanas de individuos sanos producen IFN- en respuesta a 

la estimulación con BCG por un mecanismo dependiente de TLR2 41.   

El TNF- juega un rol importante en la regulación de la patología de la tuberculosis 

42 y su secreción es mediada por macrófagos, CD y células T 43.  Esta citoquina en conjunto 

con el IFN- estimulan la producción de la sintetasa inducible de óxido nítrico (NOS-2), 

responsable de los altos niveles de óxido nítrico y otros intermediarios reactivos del 

nitrógeno que poseen funciones bactericidas frente a M. tuberculosis en ratón 44.  Otra 

propiedad del TNF- es inducir la apoptosis de los macrófagos alveolares infectados con 

M. tuberculosis 45, y así contribuir indirectamente a la reducción de la carga bacteriana.  

Además, el TNF- dispara la expresión en macrófagos de un gran número de quemoquinas 

46, que atraen a las células al sitio de infección y son importantes en la formación y 

mantenimiento del granuloma.  Algunas de las principales quemoquinas liberadas por los 

macrófagos incluyen a CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10, y CXCL13 47. Además, las CD 

infectadas también secretan quemoquinas como CXCL9, CXCL10, CCL3, y CCL4 

colaborando en el reclutamiento de células al pulmón 48. En un modelo de tuberculosis en 

ratón, se ha demostrado que el primer paso, específicamente el reclutamiento de CD 

inmaduras y monocitos al sitio de infección, sería mediado por CCR2 49.  Sin embargo, 

ratones deficientes en CCL2/MCP-1, un ligando para CCR2, no mostraron mayor 

susceptibilidad a la infección por M. tuberculosis, lo que indicaría que in vivo otras 

quemoquinas como CCL7, CCL8 y CCL12 podrían compensar la falta de CCL2/MCP-1 50.  

Por otro lado, si bien, el TNF- ha sido tradicionalmente catalogado como una 

citoquina proinflamatoria clave involucrada en la inmunidad de tipo 1 antimicrobiana, su 

rol preciso en la respuesta Th1 antimicobacteriana no está debidamente dilucidado.  Se ha 

reportado que ratones deficientes en TNF-51 o donde el TNF-52 se ha neutralizado 

sucumben rápidamente luego de la infección pulmonar con micobaterias, debido a la 

apoptosis y necrosis de la estructura granulomatosa.  Pero, paradójicamente, esta 
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destrucción tisular es producto  de una respuesta de tipo 1 incontrolada caracterizada por 

la expansión de células T CD4+ y CD8+, el incremento de la frecuencia de células T antígeno 

específicas y la sobreproducción de IFN- e IL-12 51.  En relación con estos resultados, 

existe evidencia de que macrófagos murinos estimulados con IFN- y LPS, producen menos 

IL-12p70, IL-12p40 e IL-23 luego del tratamiento con TNF-.  El mismo trabajo muestra 

que la producción de IL-12 p40 también fue inhibida por el agregado de TNF- en células 

dendríticas. Esta inhibición es producida a través de TNFR1 53.  

Por lo tanto, pareciera que durante la infección temprana y probablemente latente, 

el rol proinflamatorio del TNF- es clave para aislar la infección dentro de los granulomas.  

Sin embargo, en estadíos avanzados de infección, el TNF- ejercería sus propiedades anti-

inflamatorias para limitar el daño tisular causado por los granulomas excesivos y 

desorganizados.  El mecanismo preciso de la actividad anti-inflamatoria del TNF- se 

desconoce, aunque se ha demostrado que el TNF-, es un potente activador de las células 

T regulatorias CD4+FoxP3+TNFR2+ y que la infección de macrófagos humanos por M. 

tuberculosis conduce a la apoptosis de células T en correlación con los niveles de TNF- 54. 

Asimismo, existe evidencia de que el TNF- puede promover directamente el crecimiento 

de M. tuberculosis en monocitos humanos55,56 y que, como mecanismo de virulencia, M. 

tuberculosis aumenta los efectos citotóxicos del TNF- sobre las células humanas 57.  

Finalmente existe una clara correlación entre altos niveles de TNF- en lavados 

bronqueoalveolares de pacientes infectados con M. tuberculosis y la formación de extensas 

cavidades.  Por lo tanto, un exceso de citoquinas pro-inflamatorias llevaría a daño tisular y 

lesiones necróticas producidas por la bacteria dando lugar a disfunciones en los órganos.  

Más aun, muchos de los signos patológicos y síntomas de la infección, como fiebre, pérdida 

de peso, anorexia y daño tisular, podrían ser atribuidos a los efectos patológicos del TNF- 

56.  

De esta manera el TNF- es una citoquina pleiotrópica que puede jugar roles tanto 

proinflamatorios como inmunosupresores, dependiendo del contexto, duración y estadío 

de una enfermedad. (Figura 3). 
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FIGURA 3. Beneficio frente a daño. Descripción esquemática de los contrastantes roles de TNF- en 
tuberculosis. 

En resumen, el TNF- representa un arma de doble filo, desempeñándo un rol 

clave en la modulación de la respuesta del hospedador frente a M. tuberculosis: por un 

lado, el TNF- es una citoquina necesaria para mantener la infección bajo control, pero por 

otro, si se produce a altos niveles puede causar daño tisular severo y varios de los 

síntomas de la enfermedad. 

Luego de las fagocitosis de M. tuberculosis por las CD inmaduras y su posterior 

activación a través de los TLR 58 el siguiente paso en el desarrollo de la inmunidad del 

hospedador es el transporte de agentes patógenos de los pulmones a los ganglios linfáticos 

de drenaje, donde las CD maduras pueden presentar antígenos a las células T vírgenes e 

iniciar el proceso de la respuesta inmune adaptativa 59. La migración de las CD parece 

estar regulada en cierta medida por homodímeros de IL-12p40 60.  Dado que la 

maduración y migración de las CD es un paso clave en la vinculación de la inmunidad 

innata y adaptativa, no es sorprendente que M. tuberculosis interfiera negativamente en 

este proceso. IL-10 impide la migración de las CD por un mecanismo que podría involucrar 

la disminución de IL-12p40 61.  La liberación IL-なが por CPA infectadas con micobacterias 
inhibe la maduración de las CD 62. Asimismo, se ha demostrado que una cepa virulenta de 

M. tuberculosis altera la maduración de las CD derivadas de monocitos 63.  

Además de los macrófagos y CD, las células Tげ y las células T restringidas a CDな 
participan en la respuesta inmune innata contra la tuberculosis 7.  Estudios recientes han 

demostrado que la inducción de células Tげ en la respuesta inmune contra la tuberculosis 

Control de M.tb

Activación de Macrófagos 

Apoptosis de células infectadas

Formación del Granuloma

Migración Leucocitaria

Maduración de CD (productoras 

de fenotipos Th1)

Inmunopatología

Promoción del crecimiento de 

M. tuberculosis

Daño tisular

Aumento de Tregs

Toxicidad aumentada de las células del 

hospedador

Síntomas clínicos de tuberculosis

TNF-



Introducción 

30 

 

precede a la de las células CD4 y CD8 convencionales y por lo tanto desempeña un papel 

importante en la modulación de la respuesta efectora contra la tuberculosis 64.  Una vez 

activadas, las células Tげ secretan )FN- y TNF-.  La producción de estas citoquinas 

fortalece la capacidad bactericida de los macrófagos a través de la inducción de NOS-2 64.  

En ratones deficientes en células Tげ infectados con M. tuberculosis se observó una mayor 

migración de neutrófilos y un aumento del tamaño del granuloma, lo que indicaría un 

importante rol de las células Tげ en la formación de granulomas y en la contención de la 

micobacteria 65.  Tradicionalmente, se han descrito dos mecanismos para la presentación y 

reconocimiento de antígenos proteicos.  Los linfocitos T CD4+ reconocen antígenos 

extracelulares presentados en el contexto del CMHII.  Los linfocitos T CD8+ reconocen 

antígenos proteicos presentados por el CMH de tipo I.  Sin embargo, se ha reconocido una 

vía diferente para el procesamiento y presentación de una familia conservada de lípidos y 

glicolípidos de diferentes orígenes, destacando aquellos antígenos derivados de la pared 

celular de micobacterias entre los que se incluye a: monomicolato de glucosa, ácidos 

micólicos y lipoarabinomanana (LAM).66  Esta vía de procesamiento de antígenos 

glicolipídicos, denominada vía de CD1, está compuesta por un grupo heterogéneo de moléculas que son glicoproteínas transmembranales unidas a la が–2 microglobulina ((3–
2m) y por proteínas adaptadoras heterotetraméricas denominadas AP1, AP2, AP3 y AP4.  

Las células T con receptores CD1 también participan en la generación de una respuesta 

inmune protectiva contra M. tuberculosis principalmente secretando IFN- 7.  

Otro tipo celular reclutado al pulmón durante la infección temprana por M. 

tuberculosis son las células NK, fuente primaria de IFN-.  Más aún, luego de su activación a 

través de los TLRs las células NK inducen la lisis de los macrófagos infectados 67.  Las 

células NK son linfocitos granulados y grandes, importantes en la inmunidad innata ya que 

tienen tanto funciones efectoras como regulatorias contra patógenos microbianos, 

contribuyendo a establecer la respuesta inmune adaptativa 68.  Como su nombre lo indica, son ╉asesinas por naturaleza╊ y pueden así matar células infectadas sin una previa 

sensibilización, mediando protección anti-bacteriana, viral y parasitaria a través de la 

destrucción de las células infectadas y de la secreción de citoquinas, particularmente IFN-ぐ 
69.  La IL-12 e IL-18 secretadas por CD y macrófagos pulmonares en respuesta a M. 

tuberculosis inducen la producción de IFN-ぐ y TNF-ゎ por parte de las células NK.  El 

fenotipo distintivo de las células NK es CD56+CD3-.  El receptor CD56 es una proteína de 

superficie celular llamada molécula de adhesión celular neural (NCAM).  Esta población 

representa aproximadamente el 10% de los linfocitos de la sangre periférica.  Existen al 
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menos dos subpoblaciones de células NK según la expresión de CD5670.  Las células NK 

CD56dim (baja expresión de CD56) expresan altos niveles de CD16 71, representan 

aproximadamente el 90% de las células NK de sangre periférica y funcionan 

principalmente como potentes células efectoras de citólisis.  Las células NK CD56bright (alta 

expresión de CD56), sólo representan una subpoblación menor en la sangre periférica, no 

expresan CD16 y se caracterizan por producir grandes cantidades de citoquinas, 

incluyendo IFN-ぐ, TNF-ゎ, TNF-が e )L-1070,72,73 luego de la activación.  Funcionalmente, 

entre los linfocitos que se encuentran en el fluido pleural, las células NK CD56bright son las 

que mayormente producen IFN- luego de la estimulación con M. tuberculosis a través de 

un mecanismo que involucra la interacción de las células NK con las CPA y a través del 

contacto directo de las células NK con la bacteria 74,75.  La regulación de la actividad de las 

células NK es lograda mediante un balance entre receptores activadores e inhibitorios 76,77 

y esta regulación puede ser, a su vez, diferencial entre las dos sub-poblaciones de células 

NK.  Las células NK son la tercera población de células linfoides que, a diferencia de los 

linfocitos T o B, no expresan receptores que requieran rearreglos somáticos de genes para 

generar la diversidad y especificidad de sus receptores.  Las funciones efectoras de las 

células NK son controladas por receptores codificados en la línea germinal, muchos de los 

cuales están expresados de manera estocástica y variada en las subpoblaciones.  

Recientemente se ha observado que las células NK exhiben varias características 

normalmente asociadas a la inmunidad adaptativa.  Éstas incluyen la expansión de células 

patógeno-específicas, la generación de células ╉de memoria╊ de larga duración que 
persisten luego de un encuentro de alta afinidad con el antígeno, y la habilidad de montar 

una respuesta de memoria secundaria mayor ante un nuevo desafío 78.  Más aún, ha sido 

demostrado que las células NK de fluidos pleurales de pacientes con tuberculosis activa 

pueden reconocer directamente los antígenos de M. tuberculosis y activarse para producir 

IFN- en un mecanismo aumentado por IL-12, dependiente de calcineurina, p38, y de vías 

de transducción de señales ERK, y que se modula por señales extracelulares provenientes 

de RRP y de la comunicación cruzada entres células NK y CPA 75.  También ha sido 

demostrado que las células NK de pacientes con tuberculosis expresan niveles 

incrementados de ICAM-1 (molécula expresada diferencialmente entre las subpoblaciones 

de NK) y que a través de esta molécula de adhesión, las células NK contribuyen en el sitio 

de inflamación, a la activación de células T autólogas y a la polarización de la respuesta 

hacia un perfil Th1 protectivo 79.  Estos dos hechos puntuales demuestran la gran 

capacidad y la potencial función de las células NK como un mecanismo de reconocimiento 
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del patógeno y como un eficiente link entre la respuesta inmune innata y adaptativa, como 

un puente evolutivo que participa en la generación de respuesta frente a un patógeno.   

En resumen, esta respuesta inicial determina el crecimiento local de M. tuberculosis 

o la contención de la infección. En particular, las células fagocíticas poseen un rol clave en 

el inicio de la respuesta local inflamatoria, así como también en la presentación antigénica 

y la iniciación de la inmunidad mediada por células. 

Respuesta inmune adaptativa 

La mayoría de las funciones de las ramas humoral y celular del sistema inmune 

adaptativo son llevadas a cabo por células T CD4+ o helper (Th).  Sin duda, los reguladores 

más potentes de la diferenciación de los linfocitos T hacia los diferentes linajes Th son  las 

citoquinas, pero el proceso de diferenciación puede estar influenciado por la 

concentración y vía de administración del antígeno, el tiempo de interacción entre el 

receptor de las célula T (TCR) y el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)-péptido, 

el tipo de CPA que estimula a la célula T y el perfil de moléculas co-estimulatorias 

presentes en las membranas celulares tanto de las CPA como de los linfocitos T.  

Tradicionalmente, se ha reportado que las funciones efectoras de los linfocitos Th son 

facilitadas por la habilidad de estas células para diferenciarse luego de su activación en 

diferentes subpoblaciones Th1 y Th2, favoreciendo así la inducción de funciones inmunes 

celulares y humorales, respectivamente, y permitiendo de esta manera al organismo 

responder a microorganismos intracelulares y extracelulares 80.   Las células diferenciadas 

hacia un fenotipo Th1 secretarán IL-2, IFN- y TNF- mientras que las células Th2 

producirán IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 81.  Sin embargo, si bien durante muchos años las 

células T CD4+ estuvieron limitadas a los linajes  Th1 y Th2, la reciente identificación de 

nuevas citoquinas permitió ampliar las subpoblaciones funcionales de células Th 

efectoras, las cuales actualmente representan una población muy heterogénea.  En 

particular, se han descripto  células Th17, Th9 y Th22 las cuales han sido asociadas con 

una gran variedad de respuestas inmunes 82.  Asimismo, los linfocitos T CD4+ incluyen 

células efectoras que protegen contra patógenos (Th) y células regulatorias (Tregs) que 

modulan las respuestas efectoras82.  Durante décadas se ha sugerido la existencia de una 

subpoblación adicional de células capaces de inducir inflamación tisular y autoinmunidad 

83.  Esta búsqueda llevó a la identificación de las células Th17 productoras de IL-17 84,85.  

Ha sido demostrado que IL-17 es secretada por una amplia gama de tipos celulares 86-91, 

sin embargo, son las células TCD4+ productoras de IL-17 las que han sido definidas como 
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el linaje Th17 92. La IL-17 es una citoquina con actividades pleiotrópicas que coordina la 

inflamación de los tejidos mediante la inducción de citoquinas proinflamatorias (como IL-

6 y TNF-), quemoquinas y metaloproteasas, las cuales median la infiltración y 

destrucción tisular 93. Esta citoquina también está involucrada en la proliferación, 

maduración y quimiotaxis de los neutrófilos 83.  Se ha reportado, que las células T CD4+ 

productoras de IL-17 e IL-22 contribuyen a la respuesta inmune adaptativa contra M. 

tuberculosis en personas expuestas al patógeno y en pacientes con tuberculosis 94 y si bien 

IL-17 es inducida rápidamente en las células Tげ durante la infección 88, la producción de 

IL-17 por los linfocitos TCD4+ es requerida para la eliminación de la infección primaria y el 

establecimiento de una respuesta de memoria efectiva 95.  Más aún, ratones deficientes en 

el receptor de IL-17 resultaron más susceptibles a infecciones pulmonares bacterianas 

debido al reclutamiento reducido de neutrófilos al pulmón 96.  Similarmente, la 

sobreexpresión de IL-17 en el pulmón indujo la expresión de quemoquinas y la 

inflamación tisular por leucocitos 97.  Por otro lado, ha sido demostrado que la IL-23 es 

esencial para la generación de la respuesta Th17 frente a la infección por micobacterias 98.  

IL-23 es también capaz de inducir células Th1 productoras de IFN-, en respuesta a M. 

tuberculosis, en ausencia de IL-12p70 99. Sin embargo, ni la respuesta Th1 ni la protección 

se pierden en ausencia de IL-23 99. Contrariamente, cuando se utilizó un adenovirus de IL-

23 previo a la infección, éste incrementó la respuesta de IFN- e IL-17 en el pulmón, 

confiriendo una mayor protección 100.  Así, estos resultados sugieren que la IL-23 podría 

tener un rol secundario a IL-12 en la inducción de la respuesta inmune protectiva mediada 

por IFN- 98. 

Una de las primeras observaciones sobre el desarrollo de las células Th17 ha sido 

que la diferenciación de estas células podría ser inhibida por citoquinas Th1 como IFN- 
101,102.  Más aún, nuestro grupo de trabajo demostró que la adición de IL-17 a células 

estimuladas con M. tuberculosis inhibe la producción de IFN- en pacientes con 

tuberculosis 103.  Sin embargo, el IFN- sería necesario para condicionar a las CPA a 

promover el desarrollo de linfocitos Th17 humanos 104.  Por otro lado, estudios recientes 

demostraron que las células Th17 podrían cambiar de fenotipo productor de IL-17 a 

productor de IFN- o co-expresión de ambas citoquinas, durante la respuesta inflamatoria 

in vitro e in vivo 105,106.  En correlación, existe amplia evidencia de la existencia de una 

población CD4+IFN-+IL-17+ que expresa los marcadores propios de las poblaciones Th1 y 

Th17 (T-bet, RORぐT respectivamenteょ 107-111.  Resultados recientes de nuestro laboratorio 

indicaron que M. tuberculosis induce específicamente células Th1/Th17 que secretan las 
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dos citoquinas (IFN-ぐ e )L-17) y que son reguladas por las mismas moléculas 

coestimulatorias y ciertas citoquinas que regulan la población Th1112.  Además, la 

proporción de esta subpoblación doble positiva correlaciona directamente con la 

severidad de la enfermedad (lesiones pulmonares severas y mayor tiempo de evolución de 

la enfermedad) 113.   En conjunto, estos resultados sugerirían nuevos roles del IFN- y de la 

IL-17 en el control de la inflamación cambiando el dogma de que el IFN- suprime a las 

células Th17 y la IL-17 inhibe a los linfocitos Th1. 

Como se mencionó, la identificación y clonado de nuevas citoquinas permitió 

incrementar la serie de subpoblaciones funcionales de células T CD4+ efectoras, como las 

células Th CD4+ Th9 y Th22. Si bien su significado pato-fisiológico aún es incierto82,114, se 

ha demostrado la existencia de células Th-22 ESAT-6 y CFP-10 específicas en fluidos 

pleurales de pacientes con tuberculosis115.  Por otro lado, resultados recientes de nuestro 

laboratorio han demostrado la existencia en tuberculosis de células T CD4+ secretoras de 

IL-9, que no producen ninguna de las citoquinas características de los perfiles Th1, Th2 o 

Th17(manuscrito remitido para su publicación). 

No sólo estas poblaciones de linfocitos actúan durante la respuesta inmune celular 

frente a M. tuberculosis. Como previamente mencionamos las células T restringidas CD1, 

las células Tげ y las células NK participan activamente frente a este patógeno 7.  La 

mayoría de los individuos responden inicialmente a la infección por M. tuberculosis 

mediante la producción de IFN-, y ha sido propuesto que estos subtipos de células T no 

convencionales 116,117, cuyos receptores son mucho menos variables que los de las células 

T tradicionales limitados por moléculas de CMH I y II, actúan como un puente entre la 

respuesta innata y la adaptativa 66,118. Las células Tげ y las células T restringidas CDな 
proliferan considerablemente durante las primeras fases de la infección por M. 

tuberculosis 66,118.  Mediante la secreción de IFN-, colaboran con la activación de las CPA, 

incrementando la expresión de moléculas de CMH y moléculas co-estimulatorias y la 

producción de IL-12 e IL-18, resultando en un ciclo de retroalimentación positiva para la 

producción de IFN- 119.  Por otro lado, estas poblaciones celulares también poseen 

mecanismos de citotoxicidad dependiente de gránulos similares al de los linfocitos T CD8+ 

7.  

La inmunidad contra micobacterias consiste en una compleja serie de 

interacciones entre varias poblaciones celulares que deben controlar y contener la 

infección, así como prevenir la reactivación de la misma. La inmunidad celular contra el 
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patógeno involucra una crítica interrelación entre linfocitos T, CPA (macrófagos y CD) y 

mediadores solubles (citoquinas y quemoquinas). La respuesta inmune protectiva en 

tuberculosis puede ser definida inicialmente como una respuesta Th1, ya que la 

inmunidad celular y la producción de IFN- por células T CD4+ y CD8+ es crítica para el 

control de la enfermedad 44,120,121.  Los eventos relacionados con la respuesta inmune 

innata y adaptativa del hospedador frente a la micobacteria empiezan con el arribo de M. 

tuberculosis al pulmón, motivo  por el cual resulta esencial una interacción coordinada 

entre la respuesta innata y la adaptativa. Como se mencionó anteriormente, una vez que 

las CD alcanzan los ganglios linfáticos, se inicia la activación de las células T vírgenes. El 

desarrollo y la función de todas las células efectoras dependerán de la capacidad de las CD 

para promover la supervivencia de estas células de manera eficiente. Así, cuando las 

células T se encuentran por primera vez en la periferia con el antígeno presentado por las 

CPA, se inicia un proceso de diferenciación celular que incluye el compromiso de las 

células T hacia la producción de un patrón de citoquinas específico 80.  

Dado que M. tuberculosis reside en vacuolas intra-citoplasmáticas, los antígenos 

son presentados a las células T principalmente en el contexto de CMH II. 

Consecuentemente, las células T CD4+ son de importancia crítica en el control de la 

infección, como ya ha sido demostrado exhaustivamente en modelos animales deficientes 

en células T CD4+ 7.  En humanos, el ejemplo más dramático está representado por los 

individuos VIH+ infectados con M. tuberculosis en forma latente. Estos pacientes tienen un 

riesgo anual del 8-10% de desarrollar tuberculosis activa, comparado con un 10% a lo 

largo de toda la vida en individuos latentes VIH negativos 7,120.  Los linfocitos T CD4+ no 

sólo cumplen la función de secretar citoquinas como el IFN-, nuevas evidencias sugieren 

que podrían tener funciones citotóxicas, particularmente en la respuesta inmunitaria en el 

pulmón 122,123. Por otro lado, las células T CD8 (restringidas a CMH I) tienen una 

importante participación en la fase crónica de la infección. Estas células podrían contribuir 

a la respuesta inmune frente al bacilo tuberculoso, al menos por tres mecanismos: 

secreción de IFN-, lisis de células infectadas por la interacción Fas/Fas-ligando o por la 

acción de perforinas y granzimas, y actividad micobactericida directa 124. Aunque, existe 

una fuerte respuesta humoral durante la tuberculosis, el rol de las células B no está bien 

definido. Más aún, en individuos con defectos en las vías clásica y alternativas del 

complemento, la vía de unión a lectinas, o neutropenia no se ha observado incremento de 

la susceptibilidad a la tuberculosis 125.  Por el contrario, las células T son de importancia 

fundamental en la resistencia frente a las micobacterias, como se observa en pacientes con 
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enfermedades hereditarias tales como inmunodeficiencias combinadas severas, en los 

cuales se observa infección por BCG diseminada o fatal, y en pacientes con tratamientos 

inmunosupresores de la función T que presentan mayores riesgos de enfermedades 

micobacterianas 125.   

Como se ha mencionado anteriormente el IFN- es la principal citoquina activadora 

de macrófagos y, en conjunto con el TNF-, estimulan la producción de NOS-2, 

responsable de los altos niveles de óxido nítrico y otros intermediarios reactivos del 

nitrógeno que poseen funciones bactericidas frente a M. tuberculosis en ratón 44. Sin 

embargo, el IFN- también estimula la expresión de LRG-47, una GTPasa que induce en los 

macrófagos la eliminación de M. tuberculosis, independientemente de NOS-2 126.  

Conjuntamente con el IFN-, LRG-47 induce procesos de autofagia en los macrófagos, y así 

estas células vencen el bloqueo de la maduración del fagosoma inducido por la 

micobacteria e inhiben la supervivencia intracelular de la misma 127.  Por lo tanto, aunque 

el IFN- solo no puede controlar la infección por M. tuberculosis, es sin lugar a duda 

necesario para la generación de respuestas protectivas frente a este patógeno.  Por último, 

sin bien esta citoquina podría también inducir inmunopatología, ha sido demostrado que 

existen mecanismos regulatorios que controlan su propia acción y limitan la respuesta 

inflamatoria exacerbada 44. 

A pesar de que el IFN- es importante en la inmunidad contra M. tuberculosis, hoy 

se sabe que no sería suficiente para la protección contra la tuberculosis128.  Al respecto, se 

ha demostrado el rol (protectivo o no) de varias otras citoquinas producidas por las sub-

poblaciones de LT CD4+ antes mencionadas, durante la respuesta del hospedador contra la 

bacteria128.  De hecho, los estadios avanzados de enfermedades por micobacterias se 

caracterizan por una pérdida de funcionalidad de LT, donde existirían alteraciones en la 

expresión de moléculas de señalización en LT que modularían el nivel/patrón de 

citoquinas producidos.  Así, las citoquinas resultan cruciales en la generación de 

inmunidad contra M. tuberculosis y las diferencias en las respuestas de citoquinas según el 

compromiso pulmonar del paciente, señalarían el rol de las mismas en los mecanismos 

inmuno-patológicos causantes de las diferentes formas clínicas de tuberculosis.  Por lo 

tanto, resulta de crucial importancia el análisis de las sub-poblaciones que participan en la 

respuesta del hospedador contra M. tuberculosis.  Más aún, es importante conocer cuál es 

el balance entre estas células en los individuos TBL, individuos sanos y pacientes con 

tuberculosis.   
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Diversos factores genéticos y ambientales contribuyen con el inicio y el desenlace 

de la tuberculosis humana 129.  Estos efectos son difíciles de identificar debido a su 

herencia compleja, al impacto de los factores ambientales y a los factores de virulencia 

asociados al patógeno.  Por ello, se necesitan estudios genéticos de susceptibilidad frente a 

la infección por M. tuberculosis que permitan definir las moléculas claves involucradas en 

la respuesta inmune anti-tuberculosa y provean nueva información 129.  Estudios con 

hermanos mellizos monocigóticos y dicigóticos demuestran que los factores genéticos del 

hospedador son importantes al determinar quién sucumbirá al patógeno y quién no130.  Ha 

sido demostrado que polimorfismos genéticos en un solo nucleótido (SNP) pueden 

influenciar los niveles de citoquinas y regular la resistencia y susceptibilidad a la 

tuberculosis131.  Se han observado SNP en los genes de IFN-, IL-10 y TNF-ゎ asociados a 
enfermedad en diferentes poblaciones131-139.  Para entender estos mecanismos, es 

importante delinear las vías de señalización que llevan a la activación en las células T CD4+ 

precursoras que participan en la respuesta contra M. tuberculosis.  Ante el encuentro con el 

antígeno, el linfocito T CD4+ dispara un programa genético específico que lleva a 

diferenciación de los distintos linajes T.  Este programa puede ser influenciado por 

moléculas co-estimulatorias, citoquinas, supresión directa mediada por células Tregs y los 

antecedentes genéticos, entre otros.  Así, el ingreso de M. tuberculosis al organismo podría 

conducir por diferentes mecanismos a la expresión inapropiada de citoquinas o vías de 

señalización de las mismas, y/o modificación del apropiado balance entre sub-poblaciones 

T CD4+, llevando a desarrollo y/o progresión de la tuberculosis.   

Para controlar la tuberculosis es necesario entender los mecanismos que inducen a 

una respuesta inmune celular que lleve a la remoción eficiente de la bacteria y no resulte 

en una inflamación exacerbada que podría matar al hospedador.  Con el creciente interés 

en las células T reguladoras (Treg), el potencial de las mismas para modular la respuesta 

inmune en la tuberculosis ha sido objeto de varias investigaciones.  Existen cada vez más 

evidencias que sugieren que las células Treg suprimen la inmunidad frente a M. 

tuberculosis y podrían por lo tanto contribuir a la patogénesis de la tuberculosis humana 

140-143. A este respecto, experimentos realizados en nuestro laboratorio en colaboración 

con el laboratorio del Dr. Peter Barnes demostraron que las CMSP de pacientes con 

tuberculosis tienen porcentajes incrementados de Treg 140. Más aún, las células Treg se 

expanden en respuesta a estimulación con M. tuberculosis a través de un mecanismo que 

depende de ManLAM y de PGE2 140.  Finalmente, ha sido demostrado que la frecuencia de 

células Treg CD4+CD25+FoxP3+ en los fluidos pleurales correlaciona inversamente con la 
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respuesta local específica contra M. tuberculosis 143. Diferentes estudios sugieren que las 

células Treg afectarían la capacidad de las células T efectoras que median la inmunidad, 

sin embargo, no está claro cuáles son las consecuencias de la depleción de la actividad 

regulatoria a largo plazo 144.  

Si la respuesta Th1 representa el patrón protectivo necesario para el control de la 

tuberculosis, principalmente a través de la secreción de IFN-, entonces citoquinas como 

IL-10, TGF-が, )L-4 y otras citoquinas supresoras de respuestas Th1 podrían estar 

involucradas en la progresión de la enfermedad. El potencial rol de la IL-10 en la 

regulación de la respuesta celular protectiva contra M. tuberculosis ha sido ampliamente 

estudiado en los últimos años.  En humanos, la presencia de polimorfismos específicos de 

IL-10 está asociada con una mayor susceptibilidad a la infección por M. tuberculosis 144,145.  

Un ejemplo es la tendencia hacia el desarrollo de la tuberculosis primaria progresiva en 

los seres humanos que poseen aumentada la producción de IL-10 145, y en algunos casos, 

este aumento ha sido correlacionado con una vacunación de BCG ineficiente 146.  Además, 

se ha observado que la IL-10 es capaz de inducir reactivación de la enfermedad en 

animales 138.  En forma similar a la IL-10, el TGF-がな regula negativamente la producción de 

IFN- y es también un factor inhibitorio de la activación de macrófagos producido en altas 

cantidades por los monocitos en pacientes con tuberculosis 147. Finalmente, la IL-4 y otros 

marcadores de actividad Th2 tales como IgE e IgG4, se encuentran frecuentemente en 

pacientes con tuberculosis avanzada 148.  Sin embargo, algunos estudios en animales no 

demuestran claramente una dicotomía del patrón Th1-Th2 en la respuesta inmune en 

tuberculosis 149.  Más aún, ratones deficientes en el gen de IL-4 e infectados con M. 

tuberculosis muestran cargas bacterianas similares a los ratones salvajes 150.  IL-4 y TNF- 

actúan de manera sinérgica, incrementando la patología de la enfermedad y la fibrosis, y 

esta función parecería ser más importante que los efectos inhibidores de las respuestas 

Th1 mediados por la IL-4 151.  Aún no ha sido dilucidado entonces, si IL-4 causa o 

simplemente refleja la actividad de la enfermedad en la tuberculosis humana.  Más aún, ha 

sido sugerido que la falla de la respuesta inmune en tuberculosis podría explicarse por una 

respuesta Th1 débil o suprimida más que por una fuerte respuesta Th2.   

El conocimiento de la respuesta celular en la infección por M. tuberculosis ha 

avanzado en los últimos años.  Pero aún no se ha definido el tipo de respuesta celular 

adquirida que debe ser inducida por la vacunación.  Por dicha razón, determinar si cada 

tipo de respuesta celular específica es protectiva o patológica, así como la mejor manera 
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de inducir a cada una de ellas, resulta de suma importancia para lograr desarrollar nuevas 

vacunas efectivas contra el patógeno. 

Moléculas Co-estimulatorias y Proteínas de Señalización 

La activación de las células T requiere la interacción del TCR con el antígeno 

peptídico cargado al CMH sobre la superficie de la CPA. Esta interacción denominada com’nmente como la ╉señal な╊ no sólo es insuficiente para la activación celular, sino que 
puede llevar a la célula a la apoptosis o a un estado de anergia 152.  Para una óptima 

activación, la célula T requiere de una segunda señal la cual es provista por la interacción 

de moléculas co-estimulatorias expresadas sobre la CPA, con sus ligandos específicos 

localizados sobre las células T.  Estas moléculas co-estimulatorias pueden emitir señales 

positivas o negativas que activan o inhiben la función de la célula T 152,153.  Datos recientes 

presentan un nuevo desafío a este modelo de dos señales (y dos tipos celulares), ya que 

revelan que la polarización Th1 requiere de la presencia de IFN- provista por un tercer 

tipo celular 154.  La señal ╉tres╊ o polarización dirige la diferenciación de las células T hacia 
varios fenotipos efectores, tales como Th1, Th2 y Th17, y es el resultado de la unión de 

productos microbianos o señales de peligro endógenas con receptores tales como los 

receptores tipo Toll (TLR) en las CD. Ha sido propuesto que las células NK o células Tげ, 
podrían ser las células productoras de IFN- para la polarización Th1.  En forma similar, 

células productoras de IL-4 como mastocitos, NKT, Tげ, basófilos y eosinófilos podrían 
determinar la diferenciación hacia el linaje Th2 155. 

La familia del receptor CD28 posee un rol clave en la regulación de la activación de 

células T. La interacción de CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) sobre las CPA con los receptores 

CD28 y CTLA-4 (Antígeno 4 de Linfocitos T Citotóxicos, CD152) sobre las células T, da 

como resultado eventos de señalización que regulan las respuestas inmunes, incluyendo la 

proliferación celular y el balance entre respuestas Th1 y Th2 156.  La co-estimulación de 

células T a través de CD28 es importante para la generación de respuestas inmunes 

antígeno-específicas, ya que dicha interacción incrementa la diferenciación hacia célula T 

efectora luego de la estimulación antigénica, la expansión clonal, la magnitud y la duración 

de las respuestas T, la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-xl y la producción de 

citoquinas como IL-2 156, previniendo la inducción de anergia y favoreciendo la formación 

de centros germinales 157.  Por otro lado, CTLA-4, una molécula que también interacciona 

con CD80 y CD86 con mayor afinidad y avidez que CD28 157, induce una señal negativa, 

limitando de este modo la activación T 158.  La generación de ratones deficientes en el gen 
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que codifica para CD28, demostró que esta molécula no es requerida para todas las 

respuestas de células T in vivo, ya que estos animales conservaban la capacidad de generar 

reacciones de hipersensibilidad retardada y respuestas de citotoxicidad mediada por 

linfocitos T (CTL) 159. 

El rol de las moléculas co-estimulatorias en la generación de respuestas inmunes 

protectivas también ha sido demostrado en distintas infecciones.  En la infección por M. 

leprae, ha sido observado que pacientes con lepra lepromatosa presentan una elevada 

expresión de CTLA-4 constitutiva ex vivo en CMSP en comparación con pacientes 

tuberculoides e individuos sanos 160.  Asimismo, ha sido reportado que la expresión de 

CD28 se encuentra disminuida en las células de pacientes lepromatosos 160. Estos 

resultados demostrando una expresión alterada de las moléculas co-estimulatorias en las 

formas polares de lepra, podrían explicar en parte la falla en la respuesta de linfocitos T de 

pacientes lepromatosos contra el antígeno específico. Con respecto a CTLA-4, Gong y col. 

observaron que la expresión de este receptor se encontraba disminuida en pacientes con 

tuberculosis en comparación con dadores sanos PPD+ 161. Asimismo, Merlo y col. 

demostraron que el bloqueo específico de CTLA-4 induce un incremento en respuestas 

citolíticas de clones T específicos (CD4+ y CD8+) para M. tuberculosis 162. Sin embargo, en 

ratones ha sido descripto que si bien el bloqueo de CTLA-4 induce un aumento en la 

respuesta inmune específica contra M. tuberculosis, no se genera incremento en la 

eliminación de la micobacteria en el pulmón 163.   

Descubrimientos recientes de nuevas moléculas homólogas a CD28/CTLA-4 y sus 

ligandos ha ampliado esta familia de proteínas que ahora incluyen a la molécula ICOS (co-

estimulador inducible de células T) y su ligando ICOS-L 152,164-166, y a PD-1 (receptor de 

muerte programada 1) con sus ligandos PD-L1 y PD-L2 167-170 (Figura 5).  Más aún, se han 

reportado otras moléculas co-estimulatorias que no forman parte de esta familia (Figura 

5), entre las que se encuentra la molécula linfocitaria activadora de señales (SLAM) y CD31 

molécula que interviene en una amplia gama de funciones, incluido el reclutamiento de 

leucocitos a los sitios de inflamación 171, la vasculogénesis 172, la angiogénesis 173, la 

regulación de monocitos, neutrófilos polimorfonucleares, y la activación de células T.  

Resultados de nuestro laboratorio demostraron que SLAM, una proteína de señalización 

rápidamente expresada en linfocito T post-activación que induce IFN- 174, promueve una 

respuesta inmune mediada por células contra M. leprae 175 y que existe una cascada de 

eventos moleculares durante la señalización de SLAM en lepra que cooperan en la 

inducción de IFN-ぐ 176. Otros resultados muestran que la molécula adaptadora SLAM, SAP 
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(proteína asociada a SLAM), ICOS, CD31 y PD-1 también participan en la regulación de la 

producción de citoquinas en infecciones micobacterianas 176-179.  Más aún, hemos 

demostrado que estas moléculas no sólo influencian la modulación de las funciones 

efectoras de las células T, sino que pueden participar en la regulación de células de la 

respuesta inmune innata180.  La otra familia de moléculas coestimulatorias, que cumplen 

un rol trascendental en la respuesta inmunológica y en la activación de las células es la 

superfamilia de los receptores de TNF (Figura 4), entre los que se pueden mencionar a 

OX40, CD137, CD27 y DR3 (Cuyos respectivos ligandos son OX40L, CD137L, CD70 y TL1A). 

Tradicionalmente se ha reportado que las interacciones ocurren entre diferentes factores 

de necrosis tumoral (TNF) presentes en las células presentadoras de antígeno y sus 

receptores expresados en la célula T. Hoy se han reportado diversos tipos celulares 

inmunes y no inmunes donde estos receptores pueden estar presentes de manera 

constitucional o inducida. De esta manera su expresión no está restringida solamente a las 

células T 181.    

 
 
FIGURA 4. Miembros de las superfamilia de B7 y TNF y otras moléculas con funciones regulatorias del sistema 

inmune.  Exceptuando algunas pocas, la mayoría de las moléculas están inducidas por activación. Una vez que 
se expresan, la señalización a través del par ligando/receptor transmiten señales estimulatorias o supresivas. 
Aunque el patrón de expresión de varios pares ligandos-receptores son aquí presentados sobre las células T y 
las CPA, existe evidencia de que dicha expresión no es exclusiva de los tipos celulares representados si no que 
puede encontrarse en una vasta variedad de células inmunes. 
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CD137, un receptor coestimulatorio de la superfamilia de TNF 

Expresión de CD137 y CD137L 

La superfamilia de TNFR/TNF representa un grupo clave de receptores/ligandos 

que controla la sobrevida celular en el sistema inmune 182. Dentro de los miembros de esta 

superfamilia, CD137 ha emergido como un importante mediador de señales de sobrevida, 

particularmente en las células T CD8+. Tradicionalmente, el estudio de CD137 se basó en el 

paradigma de este receptor como coestimulatorio de las células T respondiendo a su 

ligando presente en CPA.  La expresión de CD137 en células T depende de la activación 

celular y no es detectada en células T en reposo(<3%), pero cuando las células T son 

activadas por una variedad de agonistas (anti-CD3, Con A, PHA, IL-2, IL-4, anti-CD28, PMA 

e ionomicina) en presencia de CPAs, CD137 se expresa establemente 183. 

Sin embargo, se ha reconocido una expresión mucho más amplia de tipos celulares 

donde se expresa CD137, incluyendo células T regulatorias 184,185, células dendríticas 

foliculares186, células dendríticas187,188, células progenitoras del linaje mieloide 189, 

monocitos 190, mastocitos estimulados con inmunoglobulina IgE 191, eosinófilos 192, 

neutrófilos 193, células NKT 194 y NK activadas 195. 

La importancia relativa de la expresión deCD137  en células T frente a la de otros 

tipos celulares durante la respuesta inmune no ha sido completamente explorada.  Más 

aún, no están debidamente clarificadas las implicancias de un solo tipo celular expresando 

tanto el ligando como el receptor y el impacto de la señalización bidireccional por 

CD137/CD137L en la inmunidad. 

CD137L es inducible en CPAs activadas, incluyendo monocitos/macrófagos 190,196, 

células dendríticas197 y células B198 y también se encuentra presente en progenitores 

mieloides, células totipotenciales hematopoyéticas199 y células de carcinoma200.  

 

Mecanismos moleculares de la señalización de CD137 

La figura 5 muestra el paradigma actual de la señalización de CD137.  Los 

miembros de la superfamilia de TNFR que disparan señales de sobrevida celular, señalizan 

a través de los factores asociados al factor de necrosis (TRAFs) específicos, una familia de 

adaptadores de señalización que unen a los TNFR con las vías de señalización del factor 

nuclear (NF)-kB y de la quinasa de stress 201,202.  Trímeros de TRAF son reclutados por los 

motivos de unión a TRAF altamente conservados de las colas citoplasmáticas de los 
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miembros de la familia de TNFR, que también forman trímeros. Las proteínas TRAF 

reclutadas son específicas de cada receptor.  CD137 se asocia con TRAF1 y TRAF2, 

resultando en la activación de NF-B y las cascadas de señalización de la quinasa 

reguladora de la señal extracelular (ERK), la quinasa N-terminal de c-Jun (JNK) y la 

proteína quinasa asociada a la mitogénesis p38 203-209.  CD137 induce la supervivencia 

celular a través de la regulación positiva de los miembros de la familia asociada a la 

sobrevida celular Bcl-2, incluyendo Bfl-1 y Bcl-XL de manera dependiente de la 

señalización de NF-kB 204.  CD137 también puede promover la sobrevida celular a través 

de la regulación negativa de la molécula proapoptótica Bim de forma TRAF-1 y ERK 

dependiente 205,210. 

La cascada de señalización de la quinasa de fosfoinositol 3 fosfato (PI3K)/proteína 

quinasa B (PKB) contribuye a la sobrevida de las células T in vivo 211 .  Esta vía es inducida 

luego de la señalización por anti-CD3/anti-CD28 y es sostenida por la señalización a través 

de OX40.  Se ha demostrado que PI3K puede ser activada a través de la señalización por 

CD137 in vitro 212,213, contribuyendo a la progresión del ciclo celular.  Sin embargo, no es 

claro en estos estudios si este es un efecto directo de CD137 o un efecto debido a la 

señalización a través citoquinas secundarias a la señalización inicial.  La vía de 

señalización de PI3K es indispensable para la sobrevida inducida por CD137 en 

condiciones en los que el bloqueo NF-B interrumpe la sobrevida de las células T 204. 
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FIGURA 5. Transducción de señales por CD137 en células T.  (A) Luego de la activación de CD137 en células T, 
el TRAF1 1 y TRAF2 son reclutados llevando a la activación del NF-κB y las cascadas de quinasas de ERK, JNK y 
la proteína asociada a mitógenos p38 (MAP).  (Adaptada de Immunological Reviews 2009. 229: 192–215). 

 

Se ha reportado que CD137L puede también señalizar hacia al interior celular en 

un proceso que se ha denominado señalización reversa214,215.  Las vías de transducción de 

señales involucradas en la señalización reversa han sido estudiadas en varios tipos 

celulares. 

En monocitos humanos, la señalización de CD137L induce la translocación de NF-

B y activa a la proteínas tirosin-quinasas, ERK 1/2, p38 MAPK, MEK, y PI3K. La 

señalización reversa fue inhibida por PKA pero no por PKC 216. Diferentes resultados 

fueron obtenidos con la línea monocítica murina RAW 264.7, donde la señalización 

reversa no tiene efectos sobre la actividad de ERK1/2, p38 MAPK, JNK ni NF-kB. En 

cambio, incrementa la fosforilación de las tirosin-quinasas, que a su vez fosforilan Akt y 

p70S6.  

CD137 

Proteosoma 

= Sitios de 

unión a TRAF 
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Estudios que utilizan inhibidores sugieren que la señalización reversa a través de 

CD137L incrementa la viabilidad celular y la expresión de M-CSF vía la familia de tirosin-

quinasa Src/mTOR/p70S6K 217. Más aun, se ha reportado que la expresión de CD137L, es 

regulada positivamente por LPS, vía TLR-4 y subsecuentemente, inicia la señalización de 

vías río abajo de TLR-4 en macrófagos murinos.  La prolongación de la inducción de la 

secreción de TNF- inducida por LPS resultó independiente de CD137, MyD88 o del 

dominio  Toll/IL-1R pero se requirió de la activación de los factores de transcripción CREB 

y C/CREB inducida por TLR-4218. 

En células de médula ósea de ratón, donde la señalización de CD137L inhibe la 

diferenciación de los osteoclastos, también inhibe la fosforilación de Akt, mientras que no 

tiene efectos inhibitorios en la fosforilación de IB, ERK1/2, p38 MAPK y la quinasa jun 

189,199.  La señalización reversa a través de CD137L también suprime la expresión de NFAT-

2 pero no afecta la expresión de TRAF6 o c-FOS 199. Estos datos, contrastan en parte con un 

estudio reciente donde se encontró que CD137L induce la osteoclastogénesis (en lugar de 

inhibirla) y que se induce la expresión de los factores de transcripción c-FOS y NFATc1219. 

Un sitio de reconocimiento para caseín-quinasas se encuentra presente en el dominio 

citoplasmático de CD137L, sin embargo existen datos contradictorios en cuanto a su 

función en la señalización por CD137L199.  Algunos estudios muestran que la señalización a 

través de CD137L suprime el desarrollo de linfomas de células B, previniendo la expresión 

de moléculas asociadas con el crecimiento celular (Stat-1, Spi-B, Elf-1, Bcl-6, CIITA, Bach 2, 

AID, BCl-10, y Rad21). Sin embargo, a pesar del conjunto de datos existentes acerca de los 

mecanismos de transducción, el conocimiento actual acerca de la vía de señalización 

reversa por CD137L continúa incompleto, y aún falta un análisis más exhaustivo y 

sistemático. 

Rol de CD137 en la respuesta inmune  

Señalización a través de CD137 en células T 

Existe vasta evidencia de que la señalización por CD137 realizada a través de 

anticuerpos agonistas o por sistemas de sobreexpresión del ligando pueden aumentar la 

activación y la sobrevida de las células T203,220-224.  CD137 no se expresa en células T en 

reposo, pero puede ser inducido por una señal antigénica223,225.  Con antígenos no 

replicativos, como superantígenos u ovoalbúmina en presencia de LPS, CD137 se expresa 

transientemente in vivo, concomitantemente con el marcador de activación temprana 
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CD69 226,227.  Sin embargo cuando el antígeno persiste, como durante el rechazo a un 

aloinjerto cardíaco228 o durante una infección persistente de herpes virus simplex (HSV-1) 

229o en la infección severa por el virus influenza 230, la expresión de CD137 puede ser 

duradera.  Por lo tanto, los efectos de CD137 sobre las células T activadas dependen, en 

parte, de su patrón de expresión en un modelo particular de estudio.  En estudios in vitro 

se ha demostrado que CD137 puede ser inducido por la cadena  común a las citoquinas 

IL-2 e IL-15, en células T CD8+ de memoria,en ausencia de Ag, 231.  Se piensa que la 

inducción de CD137 en células T de memoria contribuye a su sobrevida luego de la 

eliminación del antígeno232. 

Como se mencionó anteriormente CD137L es inducible en CPAs activadas 187,222, y 

también es expresado en progenitores mieloides y células totipotenciales hematopoyéticas 

189,233,234.  La expresión de CD137L parece estar fuertemente regulada in vivo, dada la 

dificultad de encontrar su expresión a nivel proteico durante una respuesta inmune in 

vivo230.  Sin embargo, en condiciones crónicas e inflamatorias, CD137L resulta más 

fácilmente detectable tanto a nivel de mensajero como proteico 230,235,236.  Se ha reportado 

que la expresión de CD137L es inducida por LPS en macrófagos de manera TLR4 

dependiente 187,218,222.  Su expresión es rápida y transiente, con picos de expresión del 

mensajero a las 4 horas 218.  La expresión de CD137L también es regulada positivamente 

en células B y CDs vía CD40 221,237.  Los niveles bajos y transientes de expresión de CD137L 

han hecho arduo el estudio de los efectos inmediatos de las interacciones entre CD137L y 

CD137 in vivo.  Sin embargo, la utilización de anticuerpos agonistas de CD137, que pueden 

aumentar las expansión de células T nos han provisto de una herramienta útil para el 

estudio de los efectos inmediatos de CD137 in vivo 224. 

En modelos reduccionistas, en los cuales CD137L es el ligando coestimulatorio 

dominante, CD137L puede generar una señal independiente de CD28 que desencadene la 

división celular, la inducción de funciones efectoras y la sobrevida de las células T 203,204,238-

241.  En particular, se ha reportado que las interacciones entre CD137 y anticuerpos 

agonistas promueven las respuestas T CD8+, con menores efectos sobre las células T CD4+ 

224,227  El efecto de CD137L se encuentra retrasado en comparación con la coestimulación 

dada por CD28/B7 in vivo y, en algunos modelos se ha observado que CD137 juega un rol 

clave en la sobrevida de células T, sin efectos perceptibles sobre la división celular y las 

funciones efectoras de las células T 227 242,243.  
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Rol de CD137 en la respuesta inmune antiviral y antibacteriana  

Ratones deficientes en CD137 o CD137L han sido estudiados en numerosos 

modelos de infección viral. Se ha reportado que la deficiencia en CD137L o CD137 impide 

la respuesta primaria T CD8+ durante infecciones agudas con Virus de Estomatitis 

Vesicular (VSV) 244, Virus de la Coriomeningitis Linfocitaria (LCMV) 245, y algunas cepas de 

influenza 230,246.  Más aun, el efecto de CD137L pareciera estar limitado a las células T CD8+ 

en dichos modelos 243,245.  Sin embargo la coestimulación a través de la vía de CD137 afecta 

principalmente la respuesta T CD4+ en dos modelos de virus que causan infecciones 

latentes, HSV-1 229 y el Virus de Hepatitis Murina 68 (MHV-68) 247. 

El efecto de CD137L sobre la respuesta T CD4+ no se limita a las a infecciones 

virales latentes, dado que la enfermedad del injerto contra el hospedador está afectada por 

la deficiencia de CD137L 248, y la deficiencia de CD137L también afecta la respuesta de 

memoria de células CD4+ OT-II TCR-transgénicas al LPS/ovoalbúmina in vivo 226. Por otro 

lado, el bloqueo de CD137 inhibe el rechazo del aloinjerto mediado por células T CD8+ 

pero no por CD4+249.  Estudios in vitro, demuestran claramente que CD137L puede activar  

las células T CD8+ y CD4+ 238,240, aunque, en algunos modelos, se inducen mayores niveles 

de CD137 en células T CD8+, probablemente explicando sus efectos diferenciales entre las 

células T CD8+ y CD4+ 242,250,251.  La demanda de CD137/CD137L en una respuesta 

particular, su cinética y rol preciso puede depender de la inducción diferencial de 

CD137/CD137L en modelos diferentes, la abundancia relativa de otras moléculas 

coestimulatorias y la carga y persistencia antigénica. 

Muy poco es lo que se conoce acerca del rol de CD137 durante infecciones 

bacterianas252. Se ha demostrado que ratones deficientes en CD137 son más susceptibles a 

infecciones por Listeria monocytogenes que los ratones salvajes253, probablemente debido 

a una respuesta T CD8+ defectuosa254.  Además, se ha reportado que la estimulación con 

CD137 estimula la defensa del hospedador frente a este patógeno induciendo una rápida 

infiltración y activación de neutrófilos y monocitos252. Por otro lado, se ha demostrado que 

CD137L es necesario para que monocitos humanos mantengan los niveles de producción 

de TNF- en respuesta a LPS de E. Coli pero de manera independiente de CD137. Un 

estudio reciente ha confirmado que CD137 cumple un rol en la eliminación de Francisella 

tularensis por macrófagos humanos255  Contrariamente, otros autores han demostrado que 

la señalización a través de CD137 no tiene efecto sobre la inmunidad mediada por células 

durante infecciones con M. avium 256.  Debido a la escasa información que se cuenta, aún 



Introducción 

48 

 

resta establecer cuál es el rol de CD137 durante la respuesta a infecciones bacterianas.  Sin 

embargo, dado que se ha mostrado que la estimulación con CD137 en modelos murinos 

protege contra la muerte inducida por sepsis provocada por Listeria monocytogenes 252 y 

que, contrariamente, ratones CD137-/- y CD137L-/- son resistentes al shock séptico 

producido por LPS 257, se hipotetiza que CD137 cumpliría diferentes roles dependiendo del 

patógeno bacteriano.  Más aún se ha propuesto recientemente que CD137 tendría 

funciones opuestas en infecciones bacterianas Gram-negativas y Gram-positivas, en 

combinación con señales vía receptores de tipo Toll (TLRs) 257. 

Rol de CD137L en modelos latentes y crónicos de infección 

El requerimiento de CD137L para mantener la respuesta de las células T CD8+ a los 

virus de influenza, le permitió a Fuse y colaboradores 247 preguntarse si CD137L cumpliría 

un rol importante en un modelo de infección latente.  Ratones Infectados con MHV (-
herpesvirus murino-68, patógeno natural para los roedores),  desarrollan una enfermedad 

aguda en los pulmones que es controlada por la acción de células T CD4+ y CD8+ luego de 

las dos primeras semanas de infección 258.  Sin embargo la infección persiste como latente 

en células B, CDs, y células del epitelio pulmonar 259,260.  Ratones deficientes en CD137L 

incrementaronlatentemente las cargas virales en respuesta a infecciones con MHV-68 247.  

Este incremento en la carga viral no parece deberse a un defecto en el mantenimiento del 

número de las células T CD8+ en los hospedadores infectados sino a un decrecimiento de 

su función citotóxica (CTL) 247.  Dado que el antígeno (Ag)persiste en este modelo y se ha 

demostrado que CD137L es importante en mantener una respuesta de memoria T CD8+ 

Ag-independiente 242,261, se sugiere que otras señales Ag-dependientes mantendrían la 

sobrevida de células T CD8+ durante la infección latente con MHV. En ausencia de CD137L, 

el número de células T CD4+ decrece luego del día 20 de infección con MHV-68, pero 

recobra los niveles naturales al día 154.  Experimentos de transferencia adoptiva 

muestran que las células T CD8+ activadas en hospedadores CD137L-deficientes presentan 

una disminución significativa en la expansión secundaria al virus vaccinia comparado con 

células T activadas en hospedadores salvajes.  Más aún, se requiere de la presencia de 

CD137L en el hospedador para una expansión secundaria máxima de células T CD8+ MHV-

68-específicas 247.  La pérdida de CTL en ratones deficientes en CD137L durante la 

infección latente con MHV-68 podría ser debida a una programación temprana defectuosa, 

fallas en la colaboración de las células CD4+, o a una pérdida de un efecto directo de 

CD137L sobre la función CTL.  Células T CD8+ humanas de memoria específica de influenza 

o VIH, estimuladas con CD137L muestran elevados niveles de perforina, granzima A y 
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citoquinas producidas por estas células. 10,241, favoreciendo la hipótesis de un rol de 

CD137L en la modulación directa de esta función efectora.  De todas formas, no se puede 

descartar que, en dichos modelos, CD137L actúe permitiendo la sobrevida de las células T 

efectoras.  De hecho en modelos murinos de influenza, CD137L aparece influenciando el 

número de células T CD8+ antígeno específicas 243. 

Durante la infección crónica humana con VIH o murina con LCMV, las células T 

CD8+ muestran una progresiva disminución de sus funciones efectoras 262,263.  Resultados 

recientes muestran que CD137L puede expandir células con funciones restauradas a partir 

de una población de células T CD8+ funcionalmente deficientes de individuos crónicamente 

infectados con VIH.  Como estos estudios fueron realizados ex vivo, en ausencia de una alta 

carga viral, aún resta determinar si CD137L sería terapéuticamente útil en infecciones 

crónicas y latentes. 

CD137 se expresa en células T CD8+ luego de una infección crónica con LCMV 264. 

Aún se desconoce si esto implica un rol de CD137 sobre las células T CD8+ durante la 

infección crónica.  Sin embargo la presencia de CD137 en células T es claramente 

insuficiente para resolver la infección crónica con LCMV.  Se necesitan más estudios para 

determinar si la vía de CD137/CD137L es funcionalmente activa durante la infección por 

LCMV in vivo y si la manipulación de CD137/CD137L podría resultar terapéutica en 

infecciones humanas crónicas por VIH. 

La señalización de CD137 en células dendríticas, macrófagos y células NK 

La estimulación a través de CD137 en CDs usando anticuerpos o ligando 

transfectados induce la producción de citoquinas inflamatorias, incluyendo IL-12 

(p40/70) e IL-6, y estimula su habilidad de activar las células T 187,188,197.  Se desconoce la 

importancia relativa de la señalización a través de CD137 en CPAs frente a células T 

durante una repuesta inmune.  Sin embargo, se sabe que el aumento de la expansión de las 

células T inducido por anti-CD137 in vivo actúa primariamente a través de CD137 en las 

células T más que sobre las CPAs 205.  Concordantemente, la expansión de células T de 

memoria transferidas adoptivamente inducida por anti-CD137 requiere que el receptor se 

exprese en las células T pero no en el hospedador 261, favoreciendo la hipótesis de un 

efecto directo de CD137 sobre las células T.  Por otro lado, CDs aisladas de ratones 

deficientes en RAG y tratados con anti-CD137, muestran una mayor habilidad para 
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estimular alorespuestas 188. Por lo tanto, es claro que las interacciones de la vía de CD137 

pueden modificar la función de las CD. 

Si bien se ha reportado que los monocitos humanos no expresan mensajero de 

CD137 y que su expresión puede ser inducida por IL-1 o PMA 265, existen reportes que 

demuestran que CD137 se expresa en monocitos humanos primarios265,266. La 

estimulación de monocitos con anticuerpos agonistas anti-CD137 estimula la expresión de 

ARNAm de TNF-ゎ e IL-8, mientras que inhibe la expresión de IL-10 266.  En una línea 

monocítica CD137+ (THP-1), la estimulación con anticuerpos agonistas de CD137 estimula 

la expresión de CD54 y CD11b e incrementa la adhesión de estas células a las proteínas de 

la matriz extracelular, además del incremento en la secreción de IL-8 y TNF-ゎ 267.  

Interesantemente, los monocitos estimulados a través de CD137 promueven la apoptosis 

de células B dependiente de contacto celular 266.  Por lo tanto, CD137 inhibiría la respuesta 

humoral a través de la activación de los monocitos.  Esta observación es consiste con el 

hecho de que la administración de anticuerpos agonistas de CD137 puede inhibir la 

respuesta humoral a sRBC 268  y la respuesta en varios modelos de autoinmunidad 

sistémica 269,270. Los monocitos y macrófagos expresan tanto CD137 como CD137L y, 

ambos son capaces de trasducir señales hacia el interior celular.  Sin embargo, se 

desconoce el impacto de la señalización bidireccional durante la respuesta inmune, 

especialmente in vivo.   

Otra área a ser explorada es la interacción a través CD137-CD137L entre 

macrófagos y otros tipos celulares como CDs y NK que son capaces de expresar CD137 y/o 

CD137L. Mientras que las células NK en reposo no expresan niveles significativos de 

CD137, la activación de células NK por IL-2 o IL-15 lleva a la expresión de altos niveles de 

CD137 en su superficie 195.  El número de células NK y NKT decrece significativamente en 

ratones deficientes en CD137 244, sugiriendo que CD137 afectaría el desarrollo de las 

células NK.  La estimulación con células transfectadas con CD137L o anti-CD137 agonistas 

inducen una fuerte proliferación y secreción de IFN-ぐ en células NK murinas in vitro 271.  

Sin embargo, no se observaron  cambios en la actividad citotóxica de estas células. En 

contraste con los primeros estudios en modelos murinos, se ha demostrado recientemente 

que CD137 se expresa en células NK humanas activadas, pero esta interacción reduce la 

activación de las células NK (y la producción de IFN- Más aún, se ha demostrado que la 

actividad defectuosa de las células NK luego del gatillado de CD137 no es debida a un 

efecto sobre su sobrevida si no a señales inhibitorias 272.  
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Señalización reversa de CD137L en CPAs 

Existen una serie de trabajos sobre el estudio de la señalización reversa por 

CD137L 215,273, particularmente en CPAs. La estimulación de CD137L en células B humanas 

y de ratón aumentan su respuesta proliferativa a anti-IgM 186,274.  Monocitos humanos o 

macrófagos de medula ósea de ratón tratados con proteínas de fusión CD137-Fc o con 

anticuerpos monoclonales anti-CD137L también inducen su proliferación, resultando en 

un incremento de IL-6, IL-8, y TNF-, así como un decrecimiento de IL-10 190,275,276.  Por 

otro lado, CDs inmaduras derivadas de CD34+, estimuladas con CD137-Fc incrementan los 

niveles de CD11c, CD137L e IL-12 277, probablemente debido a un aumento de la 

producción de TNF- producido por la señalización de CD137L sobre las CDs, que lleva a 

un aumento en su maduración.  Sin embargo, la interpretación de los experimentos en los 

que se usa CD137-Fc o anti-CD137L para estudiar la señalización a través de CD137L en 

monocitos es complicada por el hecho de que dichos reactivos pueden bloquear las 

interacciones fisiológicas entre el receptor y el ligando pero también debido a que dichos 

reactivos agregan niveles supra-fisiológicos del receptor a los cultivos, lo cual podría estar 

induciendo niveles de citoquinas que pueden estimular o inhibir una respuesta particular.  

Estudio de la estimulación y la supresión de la respuesta efectora de células T 

por anticuerpos agonistas anti-CD137 

Se ha reportado que los anticuerpos agonistas anti-CD137 producen una expansión 

de células T, con mayores efectos sobre las células CD8+ que sobre las CD4+ 224,227.  Aunque 

los anticuerpos agonistas estimulan la inmunidad mediada por células T CD8+ en modelos 

de infección viral y terapias contra el cáncer 278-281, los mismos anticuerpos inhiben la 

inmunidad humoral y la autoinmunidad mediada por células T CD4+ y anticuerpos 

228,268,282-285.  

El mecanismo de acción del complejo de anti-CD137 luego de la unión a CD137 en 

células T CD8+, CD4+ y células mieloides,podría involucrar tanto la inducción de células 

regulatorias como efectos mediados por citoquinas.  A través de la unión al receptor, estos 

anticuerpos bloquearían la señalización reversa a través de CD137L.  La habilidad de los 

anticuerpos agonistas anti-CD137 de desencadenar respuestas supresoras y 

estimulatorias distingue a CD137 de otros miembros de la familia de TNFR como OX40 286. 
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Efectos de anticuerpos agonistas de CD137 durante la respuesta a infecciones 

virales y modelos de cáncer: rol de las citoquinas 

Los anticuerpos anti-CD137 pueden estimular o suprimir la respuesta a los virus, 

dependiendo del momento y la dosis de administración.  La co-inyección de una simple dosis de などどμg de anti-CD137 con superantígenos o virus de la influenza resultan en un 

aumento de la expansión de células T CD8+ y en menor medida, de células T CD4+ 227,235.  

Más aún, la administración de anti-CD137 en ausencia de antígeno resulta en una 

expansión de células T CD4+ y CD8+ de memoria 261.  Contrariamente a estos resultados en 

los que bajas dosis de anti-CD137 fueron suministradas simultáneamente durante la 

infección, la administración de anti-CDなぬ7 a にどどμg/ratón el día previo a la infección viral, 

inhibe las respuestas de células T CD4+ y CD8+, resultando en una depleción celular 287.  La 

administración de anti-CD137 previo a la infección produce altos niveles de IL-10 y TNF-.  

La IL-10 es crítica para la depleción de células T CD4+, mientras que la prolongada 

producción de TNF- e IL-10, y la inducción de Fas son responsables de la pérdida de 

células T CD8+287. Por el contrario, si se retrasa la administración de anti-CD137 hasta el 

inicio de la infección, se provoca una expansión de células T 287.  Es posible que cuando 

anti-CD137 es administrado previamente ala inmunización, las citoquinas inducidas por 

las células de la respuesta innata, como macrófagos y NK, alcancen niveles que lleven a la 

depleción de células T.  Interesantemente, anti-CD137 hace a los linfocitos T CD8+ resistentes a los efectos del factor de crecimiento transformante が ゅTGFがょ 288, por lo que si 

una célula T es señalizada a través de CD137 de manera previa a la acumulación de niveles 

inhibitorios de citoquinas, se prevendría la supresión mediada por citoquinas.  Por otro 

lado, en un modelo de influenza severa, aún una pequeña dosis de anti-CD137 exacerba la 

enfermedad 230, sugiriendo que el grado de inflamación inducida durante la infección 

afectaría el resultado de la terapia con anti-CD137. 

Ha sido observado un efecto inhibitorio de citoquinas en células T humanas 

CD8+que responden a antígenos virales con exceso de coestimulación ex vivo.  Bukczynski 

et al. 10 demostraron que la sobreexpresión de una combinación de B7.1 y CD137L resulta 

en un decrecimiento de la expansión de células T CD8+ de dadores sanos o sujetos 

recientemente infectados con VIH, mientras que la sobreexpresión de una sola molécula 

coestimulatoria resulta en un aumento de la expansión de células T. En contraste, 

individuos infectados crónicamente con VIH exhibieron una débil respuesta a una única molécula coestimulatoria, requiriendo ╉coestimulación dual╊ para la expansión de células 
CD8+ y no mostrando efectos inhibitorios sobre la producción de citoquinas por parte de 
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las células T CD4+ (probablemente porque tienen respuestas T CD4+ muy débiles). En 

conclusión, las citoquinas pueden impactar positiva o negativamente en la expansión Ag-

específica de células T dependiendo de la fuerza de la respuesta. 

En terapias anticancerosas y antivirales, anti-CD137 expande células efectoras que 

pueden producir altos niveles de IFN- y TNF- 224,287,289,290. Los efectos terapéuticos de 

anti-CD137 en algunos modelos de tumores son anulados por la depleción de células T 

CD4+, células T CD8+ T y células NK que expresan CD137 y pueden responder 

potencialmente de manera directa 195,279,281,289,291,292. Dicha depleción celular puede dar 

cuenta de la implicancia de un tipo celular particular en la respuesta antitumoral, pero no 

necesariamente implica un rol de CD137 sobre dichas células. 

Agonistas anti-CD137 y respuestas de linfocitos T CD4+ 

Contrariamente a los efectos que tienen sobre las células T, los anticuerpos anti-

CD137 bloquean la inducción de la inmunidad humoral 268.  La administración de にどどμg de 
anti-CD137 a los días 0, 2, y 4 post-inmunización lleva a una dramática reducción en la 

respuesta de anticuerpos T-dependiente 268.  Retrasar el tratamiento hasta el día 10 anula 

el efecto.  Los autores 268 sugieren que la inhibición de la inmunidad humoral en este 

modelo es debido a la inducción de anergia de las células T por el anticuerpo anti-CD137. 

Similarmente, la terapia anti-CD137 fue utilizada para tratar la enfermedad de lupus like 

dependiente de células T CD4+ en ratones NZB×NZW F1, y nuevamente esta terapia fue 

independiente de las células T CD8+ 282.  En un modelo de encefalitis experimental alérgica 

228, las células T CD4+ muestran una expansión aumentada en respuesta a anti-CD137 pero 

luego desarrollan una muerte inducida por activación.  Si esto se produce debido efectos 

mediados por citoquinas o por estimulación directa de CD137 en las células T no se ha 

determinado.  

Inducción de la supresión mediada por células T CD8+ por CD137 

En contraste con los modelos mencionados anteriormente de supresión mediada 

por anti-CD137, en los que se produce la inhibición o depleción de células T CD4+, algunos 

modelos de terapia con anticuerpos anti-CD137 involucran la expansión de células T CD8+ 

productoras de IFN- 283,284,290, que resulta en una supresión de la respuesta de células T 

CD4+ vía IFN-, TGFが y la inducción de indolamina に,ぬ-dioxigenasa (IDO).  El tratamiento 

con anti-CD137 del desorden linfoproliferativo en ratones resulta en la expansión de 
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células T CD8+ productoras de IFN-así como en la depleción de células T doble negativas 

anormales, células T CD4+ y las células B autoreactivas que se acumulan en estos ratones. 

284.  Similarmente, la terapia mediada por anti-CD137 en modelos murinos de artritis 

inducida por colágeno involucra la expansión de células T CD11c+ CD8+ y la inducción de 

IDO en CDs CD11c+ y macrófagos CD11b+283, mientras que la neutralización del IFN-o la 

inhibición de IDO anula los efectos de la terapia con anti-CD137 283.  La inducción de 

células T CD8+ ╉supresoras╊ también se ha observado en respuesta a la inmunización de 

ratones con antígenos más anti-CD137 en presencia de señales TLR 293.  Este tipo de 

inmunización lleva a una expansión de células T CD8+ pero a la supresión de las respuestas 

T CD4+.  Se ha demostrado que la supresión requiere que las células T CD8+ puedan 

responder al IFN- para producir TGFが 290.  La resistencia al TGFが por parte de las células 

T CD8+ tratadas con anti-CD137 podría explicar porque estas células se expanden en este 

modelo mientras que las T CD4+ son inhibidas 288.  

Los anticuerpos agonistas anti-CD137 son poderosos modularos de la respuesta 

inmune y han mostrado resultados prometedores en modelos terapéuticos de cáncer, 

enfermedades virales y autoinmunidad. Sin embargo, estos anticuerpos pueden causar 

severas anormalidades cuando son administrados sistemáticamente. Por lo tanto, en 

algunos casos podría resultar de gran utilidad expandir las células deseadas con anti-

CD137 (efectoras o supresoras) ex vivo y realizar una terapia adoptiva. 

Marco teórico computacional. La lógica bayesiana 

Uno de los grandes desafíos de la biología moderna es la integración del 

conocimiento de diversas fuentes experimentales en una imagen cohesiva del 

comportamiento celular a través del tiempo.  El modelado computacional de las vías 

celulares juega un rol clave para este propósito, permitiendo la posibilidad de examinar 

presunciones, identificar áreas de conocimiento incompleto, explorar los parámetros que 

definen un sistema biológico y poner a prueba hipótesis sobre el comportamiento del 

mismo.  En particular, durante estos últimos años, se ha utilizado el modelado 

computacional para dilucidar mecanismos celulares y/o moleculares de la respuesta 

inmunológica frente a M.tb de difícil abordaje experimental 294,295. 

El modelado matemático y computacional ofrece una herramienta ponderosa y 

complementaria para el estudio de las interacciones entre el hospedador y el patógeno. 
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Los modelos pueden ser utilizados para describir, simular, analizar y predecir el 

comportamiento de sistemas biológicos.  Describen, proveyendo  un marco para entender 

los sistemas experimentales, clarificar hipótesis y supuestos y consolidar e integran la 

información de diferentes fuentes experimentales o teóricas.  Simulan el comportamiento 

de un sistema o experimentos in silico.  Analizan, comparando diferentes teorías o 

mecanismos propuestos, generando nuevas hipótesis, identificando parámetros claves, 

moléculas, mecanismos o vías, estudiando aspectos dinámicos, interpretando datos 

experimentales.  Predicen, motivando nuevos experimentos, proponiendo nuevas blancos 

terapéuticos, sugiriendo como las intervenciones en una escala pueden afectar otra, 

ofreciendo nuevas explicaciones para datos experimentales.  

Al traducir lo que se conoce de un sistema biológico a ecuaciones y/o reglas, el 

modelado ofrece un marco de trabajo para describir y, finalmente, comprender un 

sistema.  Por ejemplo, para poder reproducir in silico el comportamiento de un sistema, se 

debe determinar cuáles son los procesos más importantes que ocurren, y qué determina 

las tasas de esos procesos.  La respuesta a este tipo de preguntas, que típicamente 

involucra la integración en detalle de diversas fuentes, puede ayudarnos a elaborar 

hipótesis y supuestos sobre un sistema (nótese que hablamos de modelos mecanísmicos, 

en contraposición a modelos empíricos que aproximan la forma de una relación, sin 

ninguna base mecanísitica).  Se puede simular el comportamiento de un sistema biológico 

realizando experimentos in silico, esto es, resolviendo numéricamente las reglas o 

ecuaciones que describen un modelo.  ¿Estos modelos reproducen el comportamiento 

conocido de moléculas, células u organismos de interés?.  Los resultados de esos 

experimentos in silico son la entrada de futuros análisis, por ejemplo la identificación de 

parámetros claves o mecanismos, interpretación de los datos, o comparación de la 

habilidad de diferentes mecanismos para generar los datos observados. Finalmente, un 

modelo que describe satisfactoriamente los datos existentes, puede ser usado para 

predecir los resultados de nuevos experimentos y generar nuevas hipótesis acerca del 

sistema. Por ejemplo, terapias novedosas pueden ser puestas a prueba, primero, por un 

análisis clínico virtual. 

El modelado tiene una larga historia en el estudio de las interacciones entre 

patógenos y hospedadores. Los primeros modelos datan de 1760 y se realizaron para 

estudios epidemiológicos de viruela, malaria y cólerara 296-299 enfocados en clarificar la 

dinámica de las epidemias y como se produce la expansión de la enfermedad.  Modelos 

epidemiológicos más recientes exploran la dinámica de poblaciones de individuos 
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susceptibles, infectados y recuperados para varias enfermedades y han sido utilizados 

como herramienta para establecer políticas de salud pública 300.  Haciendo foco en el nivel 

individual, los modelos fueron desarrollados para entender varios aspectos del sistema 

inmune en ausencia de infección, por ejemplo la generación de la diversidad en los 

anticuerpos, la homeostasis de las células T y dinámicas de citoquinas 301 302 303-305.  La 

primera generación de modelos que incluyeron patógenos a nivel del sistema inmune 

contribuyeron a nuestro mejor entendimiento de las infecciones con HIV, Mycobacterium 

tuberculosis and Leukemia cytomegalovirus (Perelson, 1999; Wigginton and Kirschner, 

2001; Ganusov and Antia, 2005).  Detalles acerca de las vías de señalización, han sido más 

recientemente incorporadas en modelos de células inmunes y de patógenos, con el 

potencial para identificar nuevos blancos terapéuticos 306 307,308 309.  

El desarrollo teórico de la presente tesis se inscribe en la disciplina de la 

inmunología computacional o inmunología de sistemas 310  El marco teórico se basa en la 

hipótesis de que es posible construir modelos computacionales que representen con 

creciente grado de aproximación cada uno de los conceptos, hipótesis y experimentos de 

la inmunología 311.  Estos modelos computacionales representarían no solo los 

mecanismos demostrados o hipotéticos, sino también otros mecanismos lógicamente 

posibles, dada la información a priori que se tiene (tanto de modelos experimentales como 

de análisis teóricos).  La idea detrás de este enfoque consiste en representar en modelos 

numérico-computacionales una simplificación representativa del sistema inmunológico 

que se trata de analizar y simular su evolución en el tiempo para compararlo con 

resultados experimentales.  Es decir que los modelos computacionales deben ser lo 

suficientemente complejos (deben tener un número suficiente de parámetros) como para 

poder ajustar dentro del error experimental los resultados obtenidos en el sistema 

experimental.  Esta aproximación ha sido aplicada con éxito por nuestro grupo de trabajo 

para determinar los parámetros que definen la cinética de receptores sinápticos 312,313. 

La bioinformática y la biología de sistemas están experimentando una revolución 

bayesiana similar a la producida por la genética. La razón es, quizás, la misma;  la biología 

es compleja y los datos presentan un alto grado de ruido. Las estadísticas tradicionales son 

incapaces de lidiar con modelos complejos no lineales.  Debido al hecho de que el 

paradigma de la estadística Bayesiana es enteramente probabilístico, no hay una 

distinción fundamental entre los factores conocidos y desconocidos de un modelo 

estadístico.  Los parámetros, las variables escondidas y las observaciones son tratados en 

conjunto de una manera consistente, de ahí deriva el poder de esta metodología314.  Dado 
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que se puede desarrollar un modelo estadístico relacionando información deseada con los 

datos que se pueden observar (probablemente vía varias variables no observadas 

intermedias), entonces se puede realizar la inferencia Bayesiana para extraer información 

presente en los datos para obtener información probabilística de las variables no 

observadas.  

El principal factor limitante para aplicar los métodos bayesianos es computacional.  

Para problemas no triviales, enfoques analíticos para la inferencia Bayesiana no es posible, 

y las soluciones numéricas se enfrentan al desafío de resolver problemas de integración de 

grandes dimensiones.  Los avances en la velocidad del hardware de las últimas décadas 

han permitido la aplicación de algoritmos intensivos para la inferencia Bayesiana. 

Un avance clave fue el desarrollo de un rango de técnicas basadas en la cadena de 

Markov Monte Carlo (CMMC).  Las ideas se originaron de la física estadística 315, pero 

actualmente son ampliamente utilizadas para la inferencia Bayesiana316. 

Aunque por razones históricas se ha utilizado especialmente en análisis 

filogenético 317, el análisis Bayesiano ha resultado un herramienta muy útil para el estudio 

de las complejas interacciones involucradas en la señalización celular 318.  Por otro lado los 

métodos de CMMC son comúnmente utilizados para muestrear la distribución a posteriori 

de parámetros relevantes de un sistema biológico 319.  Cuando la probabilidad se 

encuentra concentrada un espacio paramétrico pequeño, los métodos CMMC deben ser 

complementados con un algoritmo de máxima probabilidad y una estimación de la matriz 

de Covarianza, para facilitar que la convergencia ocurra en número manejable de 

iteraciones.  Los factores de Bayes comprenden una herramienta general para comparar 

hipótesis alternativas 320; dado que integran naturalmente nueva información obtenida 

experimentalmente con el conocimiento existente de un sistema 320.  Los factores de Bayes 

pueden ser estimados usando Integración Termodinámica, un método originalmente 

desarrollado para comparar la diferencia entre la energía libre de dos estados. La 

Integración Termodinámica permite calcular la diferencia entre las masas de probabilidad 

de las distribuciones a priori y a posteriori.  

Los métodos de la estadística tradicional no pueden ser aplicados para un número 

pequeño de muestras o para sistemas indeterminados, donde el número de variables 

desconocidas es más grande que el número de mediciones. Este es el caso de los modelos 

de la inmunología predictiva, que demandan un número grande de parámetros 
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desconocidos para describir adecuadamente los complejos mecanismos inmunológicos.  El 

análisis Bayesiano, por el contrario, puede enfrentar ambos desafíos.  En la medida que se 

eviten contradicciones lógicas en la formulación de un problema y se utilicen a prioris 

adecuados, la aplicación de la regla de Bayes conduce a conclusiones válidas 

independientemente del tamaño de la muestra.  Por otro lado, los sistemas que son 

indeterminados para la estadística tradicional se vuelven determinados luego de que se 

incorpora la información a priori al modelaje. 

El núcleo teórico de nuestro trabajo es, entonces, la inferencia Bayesiana 321. Se 

tiene un conjunto {Hi}322 de hipótesis, a las que se le asigna a priori una probabilidad de 

ser verdadera Pr(Hi).  En una observación experimental se observa un valor dentro de un 

conjunto {D j}  de resultados posibles. Cada hipótesis asigna a cada una de las 

observaciones posibles una probabilidad de ocurrir Pr(Dj/Hi). De acuerdo a la 

concordancia con las observaciones experimentales siguiendo el teorema de Bayes se 

calculan las probabilidades a posteriori Pr(Hi/Dj) de las hipótesis consideradas.  

 

 Esta fórmula es válida para hipótesis excluyentes. Sin embargo es posible 

convertir N hipótesis no excluyentes en 2N hipótesis excluyentes con el simple método de 

listar exhaustivamente todas las combinaciones de hipótesis.  Una versión de este teorema 

se puede aplicar a parámetros de un modelo donde la probabilidad a priori es una función 

densidad de probabilidad al vector de los parámetros.  

Es interesante señalar que en la asignación de los conjuntos de probabilidades 

Pr(Hi) y Pr(Dj/Hk) se elige como sintetizar todo el conocimiento que se tiene acerca del 

sistema en cuanto a los factores que afectan el resultado de los experimentos.  Es decir se 

tienen una serie de Hipótesis que otorgan diferentes probabilidades a cada uno de los 

resultados posibles de un experimento y se asigna un grado de probabilidad de ser 

verdadera Pr(Hi) a cada una de estas hipótesis.  Luego de realizado el experimento, (se 

conoce Dj) estas probabilidades son ajustadas según el teorema de Bayes y así representan 

el estado del conocimiento a posteriori.  

El teorema de Bayes se puede aplicar para cualquier conjunto de hipótesis que 

definan claramente probabilidades a cada uno de los posibles resultados de un 

experimento.  Generalmente, la formulación de hipótesis en inmunología no es 

 
k kjk
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iji HDH
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HDH
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suficientemente detallada como para asignar estas probabilidades.  Uno de los problemas 

que nos proponemos resolver es asignar estas probabilidades basándose en la 

información disponible de modo que describa fielmente el contenido de las hipótesis.  En 

esta tesis nos propusimos el desarrollo de modelos computacionales que describan 

numéricamente los mecanismos inmunológicos.  La comparación entre los resultados 

experimentales y los de las simulaciones permite (mediante la suma del cuadrado de los 

desvíos) encontrar una forma de asignar estas probabilidades. De este modo se podrá 

establecer numéricamente la plausibilidad relativa de hipótesis alternativas.  

Los algoritmos de la CMMC ejecutados en computadoras de alta velocidad son 

capaces de resolver un rango de problemas biológicos considerados completamente 

intratables solo algunos años atrás.  La CMMC es la técnica bayesiana por excelencia para 

estimar la distribución a posteriori de parámetros relevantes de un sistema biológico 319. 

Sin embargo, el enfoque bayesiano es más que el ajuste paramétrico. Siguiendo a 

James T Jaynes, el teorema de Bayes 321 es la base del razonamiento plausible. Para utilizar 

el razonamiento plausible se necesitan tres componentes: un grupo de hipótesis que 

queremos poner a prueba, un conjunto de observaciones experimentales relevantes para 

poner a prueba esas hipótesis y una función de probabilidad que relacione cada subgrupo 

de hipótesis con cada observación particular. Cuando tenemos esos tres componentes 

podemos aplicar el teorema de Bayes para actualizar la plausibilidad de cada una de las 

hipótesis que tenemos 321.  

La inmunología clásica usa modelos conceptuales para realizar predicciones y 

arribar a conclusiones sobre los datos experimentales basándose en el criterio profesional 

experto de los investigadores.  Los modelos computacionales conducen a la formalización 

de estos modelos conceptuales y el criterio experto de los investigadores en un juego 

definido de reglas que operan en representaciones simplificadas de los procesos 

inmunológicos.  

Modelo Bayesiano Computacional 

Aquí presentamos un Modelo Bayesiano Computacional (MBC) parametrizado que 

reproduce un conjunto de experimentos realizados para investigar la vía CD137 en el 

contexto de la tuberculosis humana.  Un MBC está diseñado para reproducir un conjunto 

de mediciones experimentales reales.  La función de probabilidad de las observaciones 

experimentales se obtiene utilizando la tasa de error de las mediciones.  El MBC formaliza 
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la relación entre una hipótesis cualitativa y los datos experimentales. Usualmente, el 

conjunto de hipótesis plausibles y los datos experimentales se encuentran disponibles. Los 

enfoques tradicionales utilizan modelos conceptuales para realizar predicciones y sacar 

conclusiones de los datos experimentales.  Sin embargo, la formalización matemática de 

esta relación se encuentra habitualmente ausente.  Los modelos computacionales juegan 

un rol clave, formalizando estas representaciones utilizando ecuaciones matemáticas.  

Cuando el modelo incorpora los errores de medición de los datos experimentales, se 

puede estimar la función de probabilidad de las observaciones.  A dichos modelos, 

nosotros los hemos denominado Modelos Bayesianos Computacionales (MBC).  Los MBC 

formalizan el vínculo entre las hipótesis cualitativas y los datos experimentales. 

Los MBC combinan de manera novedosa cuatro elementos: 

1) Un Sistema de Ecuaciones Diferenciales Ordinarias (EDO), que 

describe matemáticamente la dinámica del sistema biológico. 

2) El algoritmo de Levenberg-Marquardt que permite encontrar el 

conjunto de parámetros que maximiza la verosimilitud a posteriori. 

3) Una Cadena de Markov Monte Carlo que muestrea la distribución a 

posteriori de los parámetros  

4) Integración Termodinámica que  calcula la evidencia de hipótesis 

alternativas sobre el mecanismo de señalización. 

 

Sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias 

Una ecuación diferencial ordinaria (EDO) es una ecuación definida en función de 

una sola variable independiente (a diferencia de las ecuaciones diferenciales parciales que 

involucran derivadas parciales de varias variables), y una o más de sus derivadas.323 

Las EDO han sido recurso de la física, la ingeniería, la economía, la meteorología y 

particularmente en aplicaciones como las de modelado en ciencias.  Matemáticamente es 

de crucial interés el conjunto de funciones que satisfacen la ecuación y establecen sus 

soluciones.  Sin embargo, sólo las ecuaciones diferenciales más sencillas, como las lineales, 

admiten soluciones exactas dadas por fórmulas explícitas.  Por el contrario, las EDO no 

lineales raramente tienen soluciones analíticas, y por lo tanto, exactas.  Frecuentemente se 

utilizan aproximaciones con métodos numéricos y gráficos para los que se necesita gran 

http://es.wikipedia.org/wiki/Ecuaci%C3%B3n_en_derivadas_parciales
http://es.wikipedia.org/wiki/Derivada_parcial
http://es.wikipedia.org/wiki/Derivada
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADsica
http://es.wikipedia.org/wiki/Ingenier%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Econom%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Meteorolog%C3%ADa
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poder de cómputo.323,324.  El desarrollo del hardware en las últimas décadas ha permitido 

la expansión de este tipo de métodos.324 

Una herramienta muy utilizada en el modelado computacional, es la traducción de 

un modelo biológico a un sistema de ecuaciones diferenciales (modelo matemático).  Por 

ejemplo si se quiere simular el crecimiento de una población bacteriana B en el tiempo se 

puede escribir un modelo simple de la siguiente manera: 

 
Ab

dB
k B k B Ab

dt
      (1) 

 

donde B0 es el número de bacterias en t=0, k es la tasa de replicación de la bacteria, kAb es 

la tasa de muerte de la bacteria en presencia de antibióticos y Ab es la concentración de 

antibióticos. En este caso B y t son las variables y k y kAb son los parámetros de la ecuación. 

Un sistema de EDO es un conjunto de EDOs acopladas. Existen diversos métodos 

para la aproximación numérica de un sistema EDO no lineal. Entre ellos, discutiremos  el 

de Euler y el de Runge-Kutta.325. 

El método de Euler326 se basa en el hecho de que la derivada de una función ( )y x , 

evaluada en un punto 0x , es la pendiente de la tangente a la gráfica de ( )y x  en este punto.  

Si sabemos el valor inicial de la solución de la derivada 0 0( , )x y , se puede pensar en la 

ecuación diferencial como una fórmula que nos permite calcular la pendiente de la recta 

tangente a la curva en cualquier punto de la curva, siempre que el punto se conozca.  La 

idea es que a pesar de que la curva es desconocida en principio, su punto de comienzo 

0 0( , )x y  es conocido.  Entonces, de la ecuación diferencial se puede computar la pendiente 

de la curva en el punto inicial y por lo tanto la recta tangente a la curva.  Ahora, dando un 

pequeño paso sobre dicha recta, podemos tomarnos un nuevo punto 1 1( , )x y  y suponer 

que dicho punto pertenece a la curva, entonces seguimos el mismo razonamiento aplicado 

anteriormente y volvemos a calcular la pendiente de la recta tangente a la curva en el 

punto 1 1( , )x y .  Luego de varios pasos tendremos formada una curva poligonal 

0 0 1 1( , ; , ... , )n nx y x y x y .  En general esta curva que obtenemos al aplicar el método no 

diverge lejos de la curva original, además el error entre ambas curvas se puede minimizar 
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si se dan pasos muy pequeños al avanzar sobre la recta tangente a la curva y además el 

intervalo sobre el que trabajamos es finito. 

Para formalizar este procedimiento se emplea la linealización 

 0 0( ) (́ )L x Y x x Y    (2) 

 

de ( )y x  en 0x x . La gráfica de esta linealización es una recta tangente a la gráfica de 

( )y y x  en el punto 0 0( , )x y .  Ahora se define h como un incremento positivo sobre el eje 

x . Reemplazamos x  con 1 0x x h  = x0 + h en la ecuación (2) y llegamos a 

 1 0 0 0 0( ) (́ ) ( )L x y x x h x y hy       (3) 

 

O sea: 

 1 0 0 0( , )y y hf x y   (4) 

 

en donde 0 0 0 0´ (́ ) ( , )y y x f x y   y 1 1´ ( )y L x . El punto 1 1( , )x y  sobre la tangente es una 

aproximación al punto 1 1( , ( ))x y x   en la curva de solución; esto es, 1 1( ) ( )L x y x , o 

1 1( )y y x  es una aproximación lineal local de ( )y x  en 1x .  La exactitud de la 

aproximación depende del tamaño h  del incremento. Por lo general se escoge una 

magnitud de paso ╉razonablemente pequeña╊.  Si a continuación repetimos el proceso, 

identificando al nuevo punto de partida 1 1( , )x y  como 0 0( , )x y  de la descripción anterior, 

obtenemos la aproximación 

2 0 1 2 1 1 1( ) ( 2 ) ( ) ( , )y x y x h y x h y y hf x y        (5) 

 

La consecuencia general es que 

 1 ( , )n n n nY y hf x y    (6) 

 

en donde 
0nx x nh   
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Este método es especialmente útil para la simulación de la dinámica de un modelo 

biológico en el tiempo para el cual conozco el valor de las variables a tiempo (0)t . Este 

método necesita menor poder de cómputo que el Runge-Kutta, pero sus aproximaciones 

pueden presentar más error, especialmente si no se elige un h lo suficientemente pequeño. 

El método de Runge-Kutta325 de cuarto orden es probablemente uno de los 

procedimientos más difundidos y a la vez más exactos para obtener soluciones 

aproximadas para ecuaciones diferenciales no lineales donde se conoce el valor inicial 

0 0´ ( , ), ( )y f x y y x y  . Como indica el nombre, hay métodos de Runge-Kutta de distintos 

órdenes, los cuales se deducen a partir del desarrollo de ( )ny x h  en serie de Taylor con 

residuo: 

 

2 3

1

1
( 1)

( ) ( ) ( ) (́ ) ´́ ( ) ´́ (́ )
2! 3!

... ( )
( 1)!

n n n n n n

k
k

h h
Y x y x h y x hy x y x y x

h
y c

k


 

        
 

 (7) 

 

en donde ces un número entre nx  y nx h . Cuando 1k   y el residuo y╊ 

2

´́ ( )
2

h
y c  es 

pequeño, se obtiene la fórmula acostumbrada de iteración:  

 

 1 ´ ( , )n n n n n ny y hy y hf x y      (8) 

 

En otras palabras, el método básico de Euler es un procedimiento de Runge-Kutta 

de primer orden. Pasemos ahora al procedimiento de Runge-Kutta de segundo orden. 

Consiste en hallar las constantes a, b, ゎ y が tales que la fórmula 

 

 1 1 2n ny y ak bk     (9) 
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en la cual 1 ( , )n nk hf x y y 2 1( , )n nk hf x h y k    , coincide con un polinomio de 

Taylor de segundo grado. Se puede demostrar que esto es posible siempre y cuando las 

constantes cumplan con 1a b  , 
1

2
b    , 

1

2
b    

El procedimiento de Runge-Kutta de cuarto orden consiste en determinar las 

constantes adecuadas para que la fórmula 

1 1 2 3 4

1

2 1 1 1

3 2 2 1 3 2

4 3 4 1 5 2 6 3

,

( , )

( , )

( , )

( , )

n n

n n

n n

n n

n n

y y ak bk ck dk

k hf x y

k hf x h y k

k hf x h y k k

k hf x h y k k k

 
  
   

     

  
   
    

 

coincida con un polinomio de Taylor de cuarto grado. Con lo anterior se obtienen ll 

ecuaciones con 13 incógnitas. El conjunto de valores de las constantes que más se usa 

produce el siguiente resultado: 

1 1 2 3 4

1

2 1

3 2

4 3

1
( 2 2 ),

6
( , )

1 1
( , )

2 2
1 1

( , )
2 2

( , )

n n

n n

n n

n n

n n

y y k k k k

k hf x y

k hf x h y k

k hf x h y k

k hf x h y k

     

  
  
  

 

Si se observan estas fórmulas con cuidado se ve que 2k  depende de 1k ; 3k  de 2k  y 

4k  de 3k . También en 2k  y 3k  intervienen aproximaciones a la pendiente en el punto 

medio del intervalo entre nx .y 1nx  . 

Más allá del método utilizado para aproximar la solución del sistema EDO elegido, 

el arte de la traducción de un sistema biológico a un modelo matemático se encuentra en 

determinar el conjunto de ecuaciones (con sus parámetros) y variables que permitan 

reproducir in silico un sistema biológico. 
 



Introducción 

65 

 

Algoritmo de Levenberg-Marquardt y la Probabilidad Máxima a Posteri 

Como queda dicho anteriormente, en estadística Bayesiana, la probabilidad a 

posteriori de un evento aleatorio es la probabilidad condicional que es asignada después 

de que la evidencia es tomada en cuenta. 

Veamos un ejemplo: supongamos que en un colegio mixto el 60% de los 

estudiantes son chicos y el 40% son chicas. Las chicas llevan pantalón o falda en 

probabilidades iguales; los chicos siempre llevan pantalones. Un observador ve desde lejos 

a un estudiante; lo único que puede distinguir el observador es que el o la estudiante lleva 

pantalones. ¿Cuál es la probabilidad de que sea una chica? La respuesta correcta se puede 

hallar usando el Teorema de Bayes. 

Llamamos evento A  a que el estudiante observado sea una chica, mientras que el 

evento B  es que el estudiante observado lleva pantalones.  Para hallar ( | )P A B , es decir 

la probabilidad de que ocurra A, dado B necesitamos saber: 

 ( )P A , o la probabilidad de que un estudiante aleatorio sea una chica. Ya 

que el observador ve un estudiante aleatorio, y dado que todos los estudiantes tienen la 

misma probabilidad de ser observados, y el porcentaje de chicas entre los estudiantes es el 

40%, esta probabilidad es 0,4. 

 ( )́P A , o la probabilidad de que el estudiante observado sea un chico (A' es 

el complementario del evento A). Esto es el 60%, o 0,6. 

 ( | )P B A , o la probabilidad de que el estudiante que lleva pantalones sea 

una chica.  Como tienen la misma probabilidad de llevar falda o pantalones, esto es 0,5. 

 ( | )́P B A , o la probabilidad de que el estudiante que lleva pantalones sea 

un chico. Esto es 1. 

 ( )P B , o la probabilidad de que un estudiante (aleatorio) lleve pantalones. 

O sea la probabilidad de que se dé B dada la información que tenemos. Dado que hay solo 

dos posibilidades( A  y Á ) entonces ( ) ( | ) ( ) ( | )́ ( )́P B P B A P A P B A P A    , esto es 

0,5 0.4 1 0,6 0,8     
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Dados todos estos datos, la probabilidad de que el observador haya visto a una 

chica habiendo observado que lleva pantalones puede ser calculada sustituyendo estos 

valores en la fórmula: 

( | ). ( | ) 0,5.0,4
( | ) 0.25

( | ) 0,8

P B AX P A X
P A B

P B X
    (10) 

 

Pero en realidad la probabilidad de A  no existe en el vacío.  Sabemos la 

probabilidad de A , porque tenemos otra serie de conocimientos como el colegio, el turno, 

etc.  Esta serie de conocimientos se conoce en la jerga de la estadística bayesiana como 

priors o conocimiento a priori. En la ecuación precedente se los describe con una X, es 

decir en realidad la ( ) ( | )P A P A X  es de decir la probabilidad de A dado un bagaje de 

conocimientos previos.  De la misma manera ( ) ( | )P B P B X . 

Siguiendo este razonamiento, representado un sistema biológico experimental a 

través de un sistema de EDO y sus parámetros podemos reescribir el teorema de Bayes de 

la siguiente manera: 

 
( | ). ( | )

( | )
( | )

P D X P X
P DX

P D X

    (11) 

 

Donde   es un conjunto de valores numéricos cualesquiera para los parámetros 

(vector paramétrico). D  es el vector de  los datos experimentales observados y X  

representa todo el conocimiento previo con el que se cuenta de la literatura, tanto el 

explícito como el implícito. Este conocimiento permite determinar la distribución a priori 

de los valores de los parámetros (es decir los valores que se les asigna a priori a los 

parámetros según la literatura), así como el posible error de manipulación, y toda 

hipótesis que se formula acerca del modelo biológico necesaria para formular las 

ecuaciones diferenciales que describen el comportamiento esperado del sistema.  

( | )P D X  representa la probabilidad de que se observen dichos datos, dados 

determinados  y dada  la información a priori X .  A partir de y X puedo correr una 

simulación del modelo, dado que tengo el modelo representado por el sistema de EDO y 

una serie de valores para mis parámetros. De esta manera puedo comparar los valores de 
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los datos obtenidos de la simulación con los valores de los datos obtenidos 

experimentalmente. 

( | )P X  representa la probabilidad de que el  vector paramétrico tome el valor 

  a luz del bagaje de conocimiento previo X  (en particular en este caso adquiere 

importancia la distribución a priori de los parámetros).  

( | )P D X  
representa la probabilidad de observar los datos experimentales D dada 

un prior determinado.  Dado que el prior incluye el modelo, puedo calcular la Evidencia de 

un modelo dado a partir del cálculo de ( | )P D X . (Ver cálculo de la Evidencia más 

adelante). 

Los MBC son ╉alimentados" con datos experimentales, sus respectivos errores 

estándar y la distribución a priori de los parámetros definidos de la literatura.  La salida 

del MBC son los resultados de la simulación (a partir de la aproximación numérica del 

sistema de EDO), la distribución a posteriori de los parámetros a luz de los nuevos datos 

experimentales y la Evidencia del modelo (que es la probabilidad de obtener mis datos 

experimentales dado el conocimiento a priori, en este caso el modelo).  Para obtener la 

distribución a posteriori de los parámetros, primero se busca el valor del vector 

paramétrico β que maximice la probabilidad de observar mis datos experimentales dado 

el conocimiento a priori que se tienen acerca del sistema experimental (entre lo que se 

encuentra el modelo biológico –representado por el sistema de EDO- y la distribución a 

priori del vector paramétrico).  Es decir que quiero maximizar el producto de ( | )P D X  

por ( | )P X . 

Para dicho cálculo se utiliza el vector de los residuos normalizados para las 

predicciones de los datos experimentales y de los parámetros.  Los residuos normalizados 

de los datos yi  se obtienen tomando la diferencia entre los datos simulados y 

experimentales y dividiendo por el error de la medición experimental:  

 

   i i
yi

yi

y y 
 β

β
 (12) 
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Donde  yi β  son las predicciones de los valores para cada observación i-ésima 

como función del vector de parámetros β ; iy  es la medición experimental y yi 

representa el error estándar para cada medición i-esíma.  La probabilidad de los 

parámetros es evaluada vía: 

     21
logProb log 2

2

n

dato yi
i

SC          β β
 (13) 

 

donde, datoSC , la suma de cuadrados de los residuos para los datos, se define como 

 
    2n

dato yi
i

SS β β
; (14) 

 

Las predicciones de los valores surgen de la aproximación numérica del sistema 

EDO que describe el sistema biológico: 

 
    ,i

i

s t
f t

t

  s β  (15) 

 

La probabilidad a priori de los parámetros testeados se calcula utilizando residuos 

normalizados análogos a los residuos normalizados de los datos. Los residuos 

normalizados correspondientes al parámetro j-ésimo, j , se calculan tomando la 

diferencia entre las transformadas log o logit del parámetro j-ésimo ( j ) y el valor 

esperado a priori de las transformadas log o logit ( j ) y dividiendo ese valor por la 

desviación estándar de las transformadas log o logit del parámetro a priori (
j ):  

  
j

j j
j


  

β  (16) 
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La suma de cuadrados de los residuos normalizados de los parámetros se define de 

la siguiente manera: 

     2

j

k

param
j

SC β β  (17)  

 

y se utiliza para calcular el logaritmo de la probabilidad a priori del vector testeado β :  

      21 1
logPrior log 2

2 2 j

k

param
j

SC        β β  (18)  

 

El logaritmo de la función de la probabilidad a posteriori ( logPostProb) se obtiene 

de sumar logPriory logProb:  

 

         2 21
logPostProb log 2 log 2

2 j

k n

param dato i
j i

SC SC                 β β β (19)  

 

Como solo las sumas de cuadrados dependen del vector de parámetros β , cada 

vector paramétrico que minimice localmente la suma de cuadrados total 

total param datoSC SC SC   maximiza la probabilidad a posteriori.  Por lo tanto, se puede 

utilizar un método multivariado de cuadrados mínimos como el algoritmo de Levenberg-

Marquardt (LMA), para encontrar candidatos a la probabilidad máxima a posteriori (MAP).   

El algoritmo de Levenberg-Marquardt (LM) es un algoritmo iterativo de 

minimización en el que el método de iteración presenta una ligera modificación sobre el 

método tradicional de Newton.  

En cada etapa del algoritmo, se calcula un nuevo valor del vector paramétrico, 

nuevoβ , 
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     1

diagnuevo viejo           T Tβ β J W J J W J J ε  (20) 

 

donde J y W son las matrices Jacobiana y de pesos respectivamente; ε es el vector de 

residuos y  es el parámetro de amortiguamiento. Los elementos de la matriz Jacobiana 

son las derivadas parciales de los k parámetros transformados y de los n vectores de 

predicciones de las mediciones:  

      1
' 1 ' 1

1 0 ,

0 0 ,

,, , , , , , , 0 ' , '

ij

i j k i j k

i k i j

J i k i j

y y i n i i k       

             
β  (21) 

 

Los elementos de la matriz de pesos, W ij,  y los elementos del vector de residuos, 

ε i, se definen utilizando las ecuaciones 12 a 16:  
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 (22) 

 

Inicialmente, se fija un valor para el parámetro de amortiguamiento  . En cada 

iteración del LMA (Ec. 20) se calcula la totalSC  para un nuevo vector paramétrico.  Si la 

totalSC  disminuye,  se reduce un orden de magnitud v y el nuevo vector paramétrico es 

aceptado.  Por otro lado si totalSC  aumenta   es aumentada en v y se mantiene el viejo 

vector paramétrico.  Este algoritmo se corre hasta que los cambios en la totalSC  no son 

significativos.  

El vector gradiente de f evaluado en un punto genérico x del dominio de f, f , 

indica la dirección en la cual el campo f varía más rápidamente y su módulo representa el 

ritmo de variación de f en la dirección de dicho vector gradiente. 
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En la vecindad de cada mínimo local, se espera que el gradiente sea un número 

cercano a cero: 

     logPostProb 1
0

2
dato param

MAP MAP
i i

SC SC
i  

      β β  (23) 

 

Un valor chico tanto para   como para el gradiente (encontrado por la 

multiplicación matricial de J ε ) indica que se ha encontrado un mínimo local y no un 

punto de inflexión.  

De esta manera se pueden muestrear vectores paramétricos iniciales obtenidos al 

azar de su distribución a priori, con el fin explorar todo el espacio de la función para 

maximizar la posibilidad de encontrar un mínimo global (es decir el vector β que 

maximice la probabilidad máxima a posteriori) . Utilizando una expansión de Taylor de 

segundo orden, se obtiene la expresión que aproxima la logPostProbalrededor del 

máximo. 

       1
logPostProb logPostProb

2
T

MAP MAP MAP   β β β β H β β  (24) 

 

donde H  es la matriz hessiana, las derivadas de segundo orden de la logPostProb:  

        logPostProb

log log
ij

i j

H  
  β β  (25) 

 

Utilizando las ecuaciones 12, 14, 16, 17 y 19, aplicando la regla de la cadena, y 

despreciando las derivadas de segundo orden se obtiene la siguiente aproximación para la 

matriz hessiana: 
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log log
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    β β β
 (26) 



Introducción 

72 

 

 

donde ij  vale な cuando i=j y cero cuando i≠j.  Esta aproximación hessiana puede 

ser expresada también en función de las matrices Jacobianas y de pesos (Ecs. 20 y 21): 

   TH J W J  (27) 

 

La inversa de la matriz hessiana aproxima la covarianza de la distribución a 

posteriori de los parámetros, 
1post βΣ H  

 

Muestreo de la distribución a posterior utilizando Cadenas de Markov 

Metrópolis Monte Carlo 

Las métodos de la cadena de Markov Monte Carlo (CMMC) 327 son una clase de 

algoritmos utilizados para muestrear las distribuciones de probabilidad basados en la 

construcción de una cadena de Markov que tiene como distribución deseada la 

distribución en el equilibrio.  El estado de la cadena luego de un gran número de pasos es 

luego utilizado como una muestra de la distribución deseada.  La calidad de la muestra 

mejora en función del número de pasos. 

El mayor problema para construir una cadena de Markov reside en determinar 

cuantos pasos se necesitan para converger a la distribución estacionaria.  Una buena 

cadena debería alcanzar la distribución estacionaria rápidamente comenzando de una 

posición arbitrario.  

Las CMMC usualmente solo pueden aproximarse a la distribución deseada, dado 

que siempre un efecto residual de la posición inicial. CMMC más sofisticadas, como los que 

se basan en el algoritmo de acoplamiento desde el pasa pueden producir muestreos 

exactos a costa de un enorme costo computacional y, por lo tanto, de tiempo de corrida. 

CMMC es una técnica que simula una cadena de Markov cuyos estados siguen una 

probabilidad dada en un estado de espacios de grandes dimensiones.  Esencialmente 

genera muestras justas de una probabilidad.  Una cadena de Markov es un modelo 
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matemático de sistemas estocásticos donde los estados dependen de probabilidades de 

transición.  El estado actual solo depende del estado anterior. 

 

1 0 1 0 1| ,..., ~P( | ,..., ) ( | )t t t t t tX X X X X X P X X    (28) 

 

El método de Monte Carlo es un método no determinístico o estadístico numérico 

usado para aproximar expresiones matemáticas complejas y costosas de evaluar con 

exactitud.  A diferencia de los métodos numéricos que se basan en evaluaciones en N 

puntos en un espacio multidimensional para producir una solución aproximada, el método 

de Monte Carlo tiene un error absoluto de la estimación que decrece como 
1

x
 de 

acuerdo al teorema del límite central. 

La idea de este algoritmo es realizar un elevado número de repeticiones 

intentando reconocer el comportamiento del sistema.  Estas simulaciones siempre se 

hacen mediante un generador de números aleatorios. 

Es una técnica de propósito general para generar muestras justas de un espacio de 

probabilidades de grandes dimensiones.  Utiliza números aleatorios obtenidos de una 

probabilidad uniforme en cierto rango.  El algoritmo de Metrópolis es un mejoramiento de 

la idea de CMMC: Se inicializa una cadena de Markov, se corre la cadena hasta que sea 

estacionaria.  Todas las muestras vienen de una distribución estacionaria.  La idea del 

algoritmo es obtener la distribución deseada ( )x  a través de una distribución propuesta 

( , )́q x x .   

Los métodos de CMMC muestrean el espacio entero de parámetros realizando un 

recorrido aleatorio a partir de una distribución propuesta.  Este recorrido es gobernado 

por una Cadena de Markov donde la razón de las probabilidades de transición entre 

puntos diferentes del espacio paramétrico tiene que ser igual al cociente de las 

probabilidades de los parámetros.  Para fijar probabilidades de transición adecuadas, se 

garantiza que, en la corrida larga, se realizan los muestreos a partir de una distribución 

propuesta.  CMMC establece que la probabilidad de transición debe ser igual a la 

composición de una distribución de saltos simétricos y arbitrarios y la probabilidad de 
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aceptación que contiene la información actual acerca de la distribución propuesta.  Sin 

embargo, la velocidad de convergencia de los recorridos al azar es dependiente de una 

selección apropiada de las distribuciones de saltos. 

Utilizando Cadenas de Markov Metrópolis Monte Carlo se pueden obtener una 

serie de muestras de la probabilidad a posteriori, luego se puede estimar los intervalos de 

credibilidad (IC) de los parámetros y corriendo simulaciones a partir de los IC se pueden 

obtener los intervalos predictivos a posterior (IPP) de los datos simulados.  IC e IPP son 

análogos a los intervalos de confianza de la estadística frecuentista.  Por ejemplo, si la 

probabilidad de que el valor p se encuentre entre ╅a╆ y ╅b╆ es de 0.95, entonces a<p<b es de 

0.95 IC o IPP.   

Evidencia y Factores de Bayes. 

La comparación Bayesiana de modelos a través del Factor de Bayes328, a diferencia 

de otras herramientas comúnmente usadas como las pruebas de razón de verosimilitud 

(LRT), puede ser aplicada en condiciones más generales, dado que no necesita asumir que 

el error de la estimación paramétrica sigue una distribución normal. Los factores de Bayes 

integran la información a priori y establecen una penalidad para modelos muy 

estructurados, de esta manera protege frente a posibles efectos de sobre ajuste.  Sin 

embargo, son difíciles de calcular, dado que la marginalización involucra integrar la 

probabilidad a posteriori sobre el espacio multidimensional de los valores de los 

parámetros.  La comparación Bayesiana de modelos depende de estimar la Evidencia de 

los modelos, que se define como la probabilidad de obtener los datos dado que un modelo 

es verdadero y dada la información a priori existente acerca de los valores de los 

parámetros del modelo ( | )P D X , de donde si solo tengo en cuenta el modelo puedo 

reemplazar X  por M i . 

Formalmente, se marginaliza los parámetros β  del modelo M i : 

       (M ) P D|M P D| ,M P |M PostProbi i i iEvidencia       
β β

β β dβ β dβ (29) 

La evidencia de un modelo puede ser utilizada para comparar el respaldo que los 

datos experimentales les otorgan a modelos alternativos a través del cálculo del Factor de 

Bayes, que es el cociente de las evidencias de diferentes modelos: 
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  0

0,1
1

Evidencia M
FactorBayes

Evidencia M
  (30) 

El valor de la Evidencia provee una medida absoluta de la capacidad de un modelo 

para predecir los datos experimentales, independientemente del número de parámetros 

pero dependiente de la información a priori que se tiene de ellos.  Para aproximar 

numéricamente esta integral se puede utilizar un método basado en CMMC: La integración 

termodinámica 329, que construye una vía continua y diferenciable de distribuciones no-

normalizadas, q , entre los a priori y los a posteriori no normalizados (probabilidad a 

posteriori): 

       P D| ,M P |Mi iq


  β β β  (31) 

A =0, q  es el a priori, a =1, q  es la probabilidad a posteriori. El logaritmo de la 

Evidencia puede ser obtenido tomando el valor esperado de la logLikeProb muestreado a 

través de esta vía 329.  

  1

0

logEvidencia logProb | MiE d     β  (32) 

donde E es la expectativa bajo la distribución q .  Esta integral puede ser resuelta 

numéricamente dividiendo la vía  en N secciones, y corriendo la 

CMMC Metrópolis para la distribución jq  (Ec. 31) para cada valor j. Cada corrida de 

CMMC empieza en la última muestra de la corrida previa. 

Biología de sistemas y tuberculosis  

Las infecciones que producen largas y prolongadas interacciones entre el 

hospedador y el patógeno presentan un desafío importante para el control de la 

enfermedad.  Importantes avances han sido realizados en el control de una amplia gama 

de infecciones mediante intervenciones que se dirigen hacia blanco biológico particular, 

como por ejemplo la toxina de la difteria.  Sin embargo ha resultado más dificultoso 

predecir el impacto de una intervención específica sobre la compleja biología de 

enfermedades persistentes.  Las enfermedades infecciosas persistentes reflejan un 

equilibrio entre el huésped y el patógeno que se ha establecido y mantenido por una 
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amplia red de interacciones que se producen en escalas que van desde niveles moleculares 

y celulares, a todo el individuo y la población.  El mantenimiento y la evolución de estas 

interacciones durante un marco de tiempo prolongado marco añade mayor complejidad a 

las infecciones persistentes 330. Los abordajes experimentales que se aplican a cada uno de 

estos niveles individuales generan islas densas de información, por ejemplo, en términos 

de secuencias del genoma de patógenos o el mundial de transcripción, respuesta de una 

célula infectada, etc.  Pero los enfoques convencionales no pueden integrar la información, 

y menos aún, a través de escales y sistemas.  La capacidad de comprender la red de 

diversas integraciones a través de escalas espaciales y escalas temporales será clave para 

el diseño racional de mejores herramientas para el control de infecciones persistentes 

como, como HIV-1/AIDS, TB y la malaria, de alto impacto sanitario mundial. 

Aunque el modelado había sido utilizado ampliamente para la comprensión de la 

dinámica de las epidemias y de la transmisión. 299.  La primera generación de modelos que 

incluyeron al patógeno a nivel del sistema inmune ha aparecido recientemente y ha 

contribuido a la comprensión de las infecciones por HIV, M. tuberculosis y LCMV 302,331,332.  

Estos modelos fueron enfocados a un nivel particular de la escala biológica, típicamente la 

escala celular, siguiendo la dinámica de las poblaciones celulares a través del tiempo.  

Los modelos que utilizan ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO), son continuos 

y determinísticos.  Un modelo es continuo dado que se trabaja con poblaciones celulares y 

no tienen el espacio entre sus variables.  Un modelo es determinístico cuando el estado de 

las variables en el siguiente estado de tiempo se puede determinar con los datos del 

estado actual.  Se han utilizado este tipo de modelos para el estudio de las citoquinas y las 

células efectoras en la respuesta inmune a M.tuberculosis 333,334.  

En contraste a los modelos EDO, los modelos basados en agentes (ABMs) (Figura 

6) son modelos basados en algoritmos o reglas para la representación discreta y 

estocástica de las células 335.  Estos modelos representan las acciones e interacciones de 

agentes autónomos.  En estos casos no se puede determinar el estado de cada agente en el 

estado actual con los datos del estado anterior, porque utilizan reglas que contienen 

parámetros aleatorios. Este tipo de abordajes utilizan el espacio en 2D o 3D. Los 

compenentes de los ABMs son: agentes, el medioambiente donde los agentes residen, las 

reglas que gobiernan la dinámica de los agentes (movimiento, interacciones entre sí y con 

el medioambiente) y las escalas de tiempo en que se ejecutan las reglas. En un ABM, las 
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células, los receptores u otra entidad de interés son representadas como objetos discretos 

de software (agentes) y se sitúan en una grilla. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 6.  Ejemplo de la estructura de un ambiente para Modelos Basados en Agentes. Extraído de J Immunol 
2009;182;3706-3717. Una sección de una grilla de 100 x 100 microcompartimentos representa una sección 
del pulmón de 2x2mm2.  Las entidades discretas incluyen macrófagos y células T.  El TNF-, las quemoquinas y 
el M.tb extracelular son considerados entidades continuas.  Un porcentaje de microcompartimentos elegidos al 
azar son designados como fuente vascular que permite el reclutamiento de nuevos macrófagos y células T a la 
grilla. 

 

Este tipo de modelos se han utilizado para construir modelos 

matemmático/computacionales de tuberculosis en la última década294.  

El grupo de Denise Kirschner fue el primero en crear un modelo matemático 

describiendo la respuesta inmune a una infección bacteriana 331.  Luego se construyeron 

modelos comprehensivos que exploran la formación del granuloma y la dinámica entre el 

pulmón y el nódulo linfático 137,294,333,334,336-344.  En particular se ha modelado la formación 

del granuloma en de 2D. 294,344 y en 3D345.  Ambos modelos dieron los mismos resultados 

sugiriendo que el modelo 2 D puede capturar  importantes aspectos de la dinámica del 

granuloma.  

Para ilustrar como el modelado matemático y los datos experimentales pueden 

influir dinámicamente en nuestra comprensión sobre la tuberculosis, se ha estudiado los 

diferentes tipos de granulomas que se desarrollan durante la infección de humanos y 

primates no humanos 346. Los mecanismos que llevan a las diferentes configuraciones de 

células y contención de la bacteria no están debidamente comprendidos. Se han descripto 

histológica, inmunológica y bacteriológicamente diferentes tipos de granulomas en 
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primates no humanos.  Sin embargo, hay factores que no se pueden estudiar 

experimentalmente, como por ejemplo cómo afectan los cambios locales de concentración 

de citoquinas y quemoquinas en diferentes partes del granuloma al control de le infección.  

Para responder esta pregunta se ha desarrollado un ABM con el objetivo de estudiar la 

dinámica de células inmunes del hospedador en respuesta a una infección bacteriana 294.  

Para ello se realizó un primer modelo conel objetivo de capturar las observaciones 

experimentales 346 y luego se utilizó este modelo validado para realizar predicciones 

acerca, por ejemplo, del gradiente de TNF-, una citoquina central para el control de la 

tuberculosis.  En dicho trabajo se muestra como solo pequeñas diferencias en ciertos 

valores de los parámetros (relacionados con el TNF- o con la activación de los 

macrófagos) llevan a diferencias dramáticas en los tipos de granuloma que se forman, 

recapitulando aquellos que se observan en humanos.  Otros estudios realizados, incluyen 

compartimentos fisiológicos múltiples, estudiando específicamente el rol de la dinámica 

celular y el tráfico de CD y células T entre el nódulo linfático y el pulmón 339.  Otro ejemplo 

de proceso iterativo entre modelos in silico y experimentales, es un trabajo reciente que 

estudia la interacción entre TNF- e IL-10 usando un modelo compartimentalizdo 

construido sobre la base de datos experimentales obtenidos en modelos murinos de 

infección 347.  

En otros trabajos para destacar el grupo de Schlessinger explora en detalle los 

roles de la activación clásica y alternativa de macrófagos en la dinámica de la infección 348.  

Un grupo, en África, exploraron algunos aspectos del tratamiento durante la coinfección 

con M. tuberculosis y VIH349 .  Un último trabajo modela la respuesta inmune a 

tuberculosis como una red booleana295 

El tipo de preguntas que abordan estos trabajos pueden ser respondidas 

fácilmente a través del modelado, sin embargo algunas de ellas son imposibles de estudiar 

a través de experimentos de laboratorio.  La biología de sistemas así, ha resultado una útil 

herramienta para comprender, explicar y predecir fenómenos biológicos que surgen de las 

interacciones dinámicas de más de un componente 350. Estos componentes pueden ser 

moléculas, células, órganos u organismos en conjunto. El marco de la biología de sistemas 

combina modelado matemático y simulación para complementar los enfoques 

tradicionales empíricos y experimentales que se utilizan en investigación biomédica. Estos 

modelos y simulaciones son impulsados por observaciones empíricas y generan 

predicciones comprobables que permitan el perfeccionamiento de los modelos en 

respuesta a la validación experimental. Este iterativo desarrollo de modelos y 
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experimentos es la característica crucial de la biología de sistemas.351. Existen dos formas 

en las que la de biología de sistemas es utilizada para abordar el estudio de infecciones 

persistentes. En primer lugar, utilizando una escala biológica singular, las tecnologías de 

genoma entero producen conjuntos de datos que superan con creces la capacidad analítica 

del razonamiento reduccionista tradicional. Construyendo, validando y analizan modelos 

matemáticos y computacionales, la biología de sistemas ofrece una oportunidad de 

identificar las principales redes de interacciones, sugerir sus propiedades funcionales y 

predecir qué conjunto de futuros experimentos nos brindarían más información. Un 

segundo, y más difícil, papel de la biología de sistemas es aprovechar el lenguaje común 

que es inherente a la matemática para forjar vínculos entre los modelos que reflejan 

diferentes escalas, lo que nos permite explorar cómo propiedades de una escala biológica 

afectan a otras escalas. Por ejemplo, el diseño racional de un nuevo antimicrobiano 

requiere una comprensión a nivel molecular de la acción de la droga contra un blanco 

microbiano. Al nivel del hospedador la distribución de la droga y su farmacocinética, y a 

nivel poblacional el efecto de las mutaciones de resistencia en el microbio sobre 

individuos inmunocompetentes e inmunodeficientes. Un tercer rol para la biología de 

sistemas es propuesto en esta tesis. La integración de nuevos datos experimentales con la 

bibliografía preexistente.   

Aunque por ahora resulta utópico pensar en la integración en bases de datos 

mundiales de toda la bibliografía expresada en lenguaje matemático (experimental y 

teórica) el creciente desarrollo del hardware sumado a la revolución bayesiana podría 

indicarnos que la ciencia de las próximas décadas recorrerá ese camino, de manera 

análoga a lo acontecido con la información genómica. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

El objetivo general de esta línea de investigación consistió en desarrollar una 

estrategia teórico-experimental para determinar las bases celulares y moleculares que 

colaboran en el establecimiento y mantenimiento de una respuesta inmune efectiva contra 

Mycobacterium tuberculosis (M.tb). En particular, se estudió el rol regulatorio de la vía de 

señalización de las proteínas CD137:CD137L sobre la producción de citoquinas en la 

respuesta innata y adaptativa  desarrolladas durante la infección por M. tuberculosis. 

Nuestra Hipótesis de trabajo fue i) que la vía de CD137:CD137L cumpliría un rol en 

la respuesta innata del hospedador frente a M.tb; ii) que la vía de señalización de CD137 

participaría en la modulación de las funciones efectoras de los linfocitos T en la 

tuberculosis humana; iii) que la formalización matemática de las hipótesis y predicciones 

obtenidas experimentalmente permitirían  obtener mayor información sobre los 

mecanismos celulares de señalización de CD137 que  la descripción cualitativa. 

En base a nuestra hipótesis de trabajo, se plantearon los siguientes objetivos 

específicos a desarrollar en esta tesis doctoral: 
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Objetivos Específicos 

1. Investigación del efecto de la vía de CD137:CD137L sobre la producción de 

citoquinas durante la respuesta  inmune innata frente a Mycobacterium tuberculosis.  

Postulamos que CD137 y CD137L se expresarían en monocitos y células NK de 

pacientes con tuberculosis (TB), modulando la producción de citoquinas por dichas 

células. Para corroborar esta hipótesis, propusimos:  

1.1. Analizar la expresión de CD137 y CD137L en células NK y 

monocitos de pacientes con TB y DS luego de la estimulación con sonicado de 

Mycobacterium tuberculosis (M.tb). Estudiar si el microambiente de citoquinas 

modifica la expresión de ambos receptores. 

1.2. Determinar el porcentaje de células NK y de monocitos productores 

de citoquinas, luego del bloqueo de la vía de CD137 y CD137L en presencia de M.tb.  

1.3. Estudiar el impacto de la señalización a través de los receptores 

CD137 y CD137L en Células Presentadoras de Antígeno mediante la determinación 

delos niveles de TNF- producidos por dichas células frente a la estimulación  con 

M.tb luego del bloqueo de CD137 y CD137L.  

 

2. Estudio de la expresión y función de la vía CD137:CD137L sobre las 

respuestas efectoras de LT en la infección por M. tuberculosis.  

Nuestra hipótesis establece que M. tuberculosis induciría la expresión de CD137 en 

células T de pacientes TB.  Así, investigamos si la vía de CD137 cumpliría así un rol en la 

sobrevida y funciones efectoras de los LT.  Para demostrarlo propusimos:  

2.1. Analizar la expresión de CD137 y CD137L en respuesta a M.tb en LT 

de pacientes TB y de DS.  Estudiar si el microambiente de citoquinas modificaba 

dicha expresión. 

2.2. Determinar la proliferación y apoptosis de LT de pacientes TB y DS 

activados por M.tb, frente al bloqueo  de la vía CD137:CD137L.  

2.3. Determinar la producción de citoquinas y la actividad citotóxica de 

LT de pacientes TB y DS activados por M.tb, en respuesta al bloqueo de la vía 

CD137:CD137L.  
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3. Investigación de la regulación cruzada entre el la secreción de IFN- y TNF-

 durante la respuesta inmune del hospedador contra  M. tuberculosis. 

Nuestra hipótesis de trabajo plantea que la vía de CD137 podría tener un efecto 

sobre la producción de citoquinas de las células inmunes en respuesta a M.tb. Dado el rol 

crucial del IFN- y TNF- en tuberculosis, se propuso estudiar una posible regulación 

cruzada entre estas citoquinas.  Para ello se planteó: 

3.1. Estudiar el potencial efecto del IFN- sobre el TNF- y los efectos de 

ésta última citoquina sobre el IFN- producido por CMSP estimuladas con M.tb. 

3.2. Investigar los potenciales efectos pro- y anti-inflamatorios del TNF-

, sobre la regulación de la secreción de IFN- por CMSP estimuladas con M.tb. 

 

4. Desarrollar un modelo computacional que permita ampliar la información 

obtenida mediante los datos experimentales obtenidos en el desarrollo de los 

objetivos 1-3. 

Específicamente, en esta etapa de la investigación y en base a los datos obtenidos 

en los objetivos 1-3, se propuso desarrollar un modelo computacional que simulara los 

posibles mecanismos de señalización del receptor CD137 a través de los cuales esta 

molécula regularía la respuesta inmune contra M.tb.  Así, y a partir de comparar los 

resultados de las simulaciones generadas por el modelo con los resultados 

experimentales, propusimos:  

4.1. Cuantificar la información obtenida en los resultados 

experimentales. 

4.2. Predecir los perfiles cinéticos de variables observadas y no 

observadas. 

4.3. Discernir qué mecanismos darían cuenta de la señalización a través de 

la vía de CD137 durante la tuberculosis activa. Para determinar la contribución 

relativa de cada mecanismo propuesto se planteó utilizar técnicas de estadística 

Bayesiana, las cuales comparan la habilidad de los distintos mecanismos en 

predecir los resultados obtenidos.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Individuos participantes 

Participaron en este estudio individuos con tuberculosis pulmonar activa 

provenientes de la División de Tisioneumonología del Hospital F. J. Muñiz, los cuales 

fueron evaluados a su ingreso (rango etario: 18-59 años).  El diagnóstico de tuberculosis 

fue establecido según datos clínicos y radiológicos, conjuntamente con la identificación de 

bacilos ácido-alcohol resistente en esputo, mediante la coloración de Ziehl-Neelsen.  Todos 

los pacientes integrantes de este estudio no presentaban otras patologías y habían 

recibido menos de una semana de tratamiento con drogas anti-tuberculosas y no 

presentaban ninguna otra patología asociada al momento de la toma de la muestra. Como 

controles, participaron individuos sanos vacunados con BCG.  Los individuos sanos (rango 

etario: 24-58 años)  fueron diferenciados de los infectados latentes a través de un ensayo 

comercial específico para M. tuberculosis (Quantiferon TB Gold® test, Cellestis INC, 

Valencia, CA, USA). 

Se obtuvo sangre periférica de todos los individuos integrantes del estudio en 

tubos heparinizados, luego de recibir su consentimiento informado. Todos los estudios 

realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité de Ética del Hospital Muñiz. 

Antígeno 

En todos los experimentos de este trabajo se utilizó como antígeno un lisado de la 

cepa virulenta H37Rv de M. tuberculosis, obtenido a través del programa del National 

Institutes of Health, Biodefense and Emerging Infections Research Resources Repository, 

NIAID (Bethesda, Estados Unidos).  El antígeno fue re-suspendido en buffer fosfato salino 

libre de pirógenos, sonicado y concentrado a 108 bacterias/ml (DO600nm=1). 

Cultivos celulares 

Células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de TB y DS fueron aisladas 

mediante centrifugación en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (G.E Healthcare, 

Chalftont St. Giles, UK).  Las CMSP (1x106/ml) fueron cultivadas en presencia del sonicado 

de M. tuberculosis ゅなど μg/mlょ, LPSゅなどどng/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) o PMA 

(25ng/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en placas de 24 (TPP Renner Gmbh) o 96 (Cellstar, 
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Greiner Bio-One) pocillos con medio RPMI 1640 (GIBCO, Carlsbad, CA) suplementado con 

gentamicina, glutamina (2mM, Sigma-Aldrich) y suero humano al 10%; en estufa a 37ºC y 

con 5% de CO2. A distintos tiempos, las células así estimuladas fueron cultivadas en 

presencia/ausencia de anticuerpos monoclonales o proteínas recombinantes como se 

describe posteriormente.  

Se utilizaron los siguientes anticuerpos y proteínas recombinantes:  

Anticuerpos bloqueantes: anti-CD137 (clon 4B4-な, のμg/ml; BD Biosciences, CA, 
USA), anti-CD137L (clon C65-485, の μg/ml; BD Biosciences, CA, USAょ, anti-TNF-clon のμg/ml; eBioscience, CA, USAょ, anti-IFN- ゅclon N)Bねに; eBioscience, CA, USA など μg/mlょ. 

Proteínas recombinantes humanas: TNF- (10ng/ml, e-Bioscience USA), IFN- 

(7.5ng/ml; eBioscience, CA, USA). 

En todos los experimentos en los que se utilizaron anticuerpos específicos, se 

incluyeron cultivos paralelos con anticuerpos irrelevantes como control de unión 

inespecífica (controles de isotipo). 

Ensayos de proliferación 

Las CMSP fueron estimuladas por 5 días en presencia o ausencia de M.tb ± 

anticuerpos monoclonales anti-CD137 o anti-CD137L bloqueantes y se adicionó timidita 

tritiada ([3H]-T, のμCi/ml) durante las últimas 16 h. de cultivo. Posteriormente, las células 

fueron cosechadas y se midió la incorporación de [3H]-T en un contador de centelleo. 

ELISA 

En diferentes experimentos, CMSP o poblaciones celulares purificadas fueron 

estimuladas con M.tb en presencia o ausencia de citoquinas recombinantes o anticuerpos 

monoclonales a distintos tiempos. Seguidamente, utilizando Kits comerciales, se 

determinó la producción de IFN- (eBioscience), TNF- (eBioscience) o IL-17 

(eBioscience) en los sobrenadantes de cultivo libres de células siguiendo las instrucciones 

del fabricante. 
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Citometría de Flujo 

CMSP fueron estimuladas con M.tb en presencia o ausencia de citoquinas 

recombinantes o anticuerpos monoclonales por diferentes tiempos, según el diseño 

experimental.  A continuación se determinó la expresión de CD137 y CD137L en la 

superficie de los monocitos CD14+, NK CD3-CD56bright y CD3-56dim y en linfocitos T CD3+ y/o 

CD4+. En todos los casos la expresión de CD137 y CD137L se determinó a través de un 

método indirecto de detección. Así, las células fueron marcadas con sólo uno de los 

anticuerpos monoclonales específicos para cada una de estas moléculas (sin marca) por 30 

minutos a temperatura ambiente. Luego las células fueron lavadas mediante 

centrifugación a 2000rpm con buffer FACS (PBS 1 X + suero bovino fetal al 2%) y se 

descartó el sobrenadante. Seguidamente las células fueron incubadas por 30 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad con un anticuerpo anti-porción FC de ratón 

marcado. A continuación, las células fueron marcadas con anticuerpos monoclonales 

específicos (marcados) anti-CD3, anti-CD4, anti-CD56 y/o anti-CD14 por 30 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Se utilizaron los siguientes anticuerpos 

monoclonales específicos no marcados: anti-CD137 (clon 4B4-1; BD Biosciences, CA, USA), 

anti-CD137L (clon C65-485; BD Biosciences, CA, USA). 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales específicos marcados: anti-

CD3 (OKT3, eBioscience), anti-CD4 (OKT4, eBioscience), anti-CD14 (61D3, eBioscience), 

anti-CD56 (A12, eBioscience). 

Como control de unión inespecífica, todas las muestras experimentales fueron 

incubadas en paralelo en presencia de anticuerpos irrelevantes (controles de isotipo). 

Las muestras fueron analizadas en un citómetro de flujo FACScalibur (BD 

Biosciences), FacsAriaI (BD Biosciences) o FacsAriaII (BD Biosciences). 

Detección de IFN-, IL-17 y  TNF- intracelular 

Para determinar la expresión intracelular de IFN-, TNF-, IL-17, las CMSP fueron 

estimuladas con M.tb en presencia o ausencia de anticuerpos monoclonales durante 16 h., にねh., ね o の días.  A continuación, se adicionó GolgiStop® ゅなμl/ml, BD Biosciencesょ durante 
las últimas 5 h. de cultivo, a fin de inducir la acumulación intracelular de proteínas 

sintetizadas de novo.  Luego las células fueron marcadas en superficie como fue descripto 

anteriormente, con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-56, anti-CD14, anti-CD137 y anti-
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CD137L. La marcación intracelular fue realizada con anticuerpos anti-IFN- (clon 4S.B3, 

eBioscience), anti-TNF-(clon Mab11) y anti-IL-17 (clon eBio64CAP17, eBioscience) 

utilizando un kit comercial (eBioscience). Como control negativo se utilizaron células 

estimuladas, que fueron incubadas en presencia de un anticuerpo monoclonal irrelevante, 

a fin de comparar la unión inespecífica. Las muestras fueron analizadas en un citómetro de 

flujo. 

Detección de células T regulatorias 

Se utilizó un kit comercial de eBioscience, siguiendo las instrucciones del 

comerciante.  Brevemente, las células son primero marcadas en superficie como fue 

descripto anteriormente, con anticuerpos anti-CD25 y anti-CD4.  Luego las células son 

fijadas y permeabilizadas con búferes comerciales y marcadas intranuclearmente con anti-

FoxP3 (clon PCH101). 

Detección de Caspasa 3 activa 

Se utilizó el kit comercial de eBioscience, siguiendo las instrucciones del 

comerciante.  Brevemente las células fueron fijadas y permeabilizadas con buffer 

comerciales y marcadas intracelularmente con anti-Caspasa 3 activa. Luego las células 

fueron marcadas en superficie para CD3. 

Obtención de poblaciones Purificadas de monocitos 

CMSP fueron marcadas con anticuerpos monoclonales anti-CD14 y anti-CD3 y 

seleccionados por cell sorting. Los monocitos fueron seleccionados de acuerdo a su tamaño 

(FSC) y granularidad (SSC) y a su perfil de expresión CD3/CD14. Aquellas células CD3- y 

CD14+, fueron seleccionadas utilizando un citómetro de flujo FACS ARIA II Cell sorter. Se 

consideraron fracciones puras, cuando la proporción de células CD14+ obtenidas luego de 

la purificación fue mayor al 95%.  

Degranulación lítica 

Para medir la degranulación lítica de los linfocitos T CD8+, se utilizó la expresión de 

CD107a/b, la proteína lisosomal asociada a la membrana-1 (LAMP-1), como previamente 

fue descrito por Betts y col. 352. Brevemente, CMSP de pacientes con tuberculosis y dadores 

sanos fueron estimuladas con M.tb en presencia/ausencia de anticuerpos bloqueantes 
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anti-CD137.  En las últimas 6 h. del cultivo se adicionaron directamente a las células los 

anticuerpos anti-CD107a/b-F)TC ゅ(ねAぬ/(ねBね, にどμl/ml, BD Biosciencesょ y el reactivo 
GolgiStop® (durante las últimas 5 h. del cultivo), de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante (BD Biosciences). Finalmente, las células fueron lavadas, marcadas con 

anticuerpos anti-CD8 y anti-CD3 y analizadas por citometría de flujo, como ha sido 

descrito previamente. Todas las muestras experimentales fueron incubadas en paralelo 

con anticuerpos irrelevantes (controles de isotipo).  

Análisis de significancia de los resultados experimentales 

El test de Wilcoxon fue utilizado para el análisis de muestras pareadas y el test de 

Mann-Whitney para muestras no pareadas. Se realizó un análisis de regresión simple. 

Valores de p 0.05 fueron considerados significativos. 

Modelo Bayesiano Computacional (MBC) 

Para construir el MBC se tradujo en un sistema de 17 ecuaciones diferenciales 

ordinarias (EDO) la dinámica de las células estudiadas (CPA, NK y LT) y el medio de 

cultivo.  Este MBC parametrizado fue desarrollado para la predicción de los datos 

experimentales de esta tesis. Para construir el MBC, se han identificado los elementos 

relevantes de los procesos biológicos necesarios para reproducir el modelo experimental 

basándonos en el conocimiento a priori acerca del sistema. Se han incluido solo aquellas 

variables para las cuales se contaba con datos experimentales, excluyendo explícitamente 

aquellos tipos celulares o citoquinas que no cumplían este criterio. El abordaje Bayesiano 

implica que no se debe tener en cuenta la información existente en los datos que 

queremos ajustar. En este sentido, podemos cuantificar la información presente en los 

experimentos que no podía ser extraída del conocimiento previo (a priori). 

Simulación de los resultados experimentales y cálculos 

El MBC fue alimentado con los datos experimentales obtenidos en este trabajo y 

con los respectivos errores estándar.  Las predicciones de los valores surgen de la 

aproximación numérica de un sistema de 17 ecuaciones diferenciales ordinarias no 

lineales que describen la evolución temporal de las variables que describen el sistema 

experimental. 
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Las variables incluidas fueron el número de células en cada estadío (virgen, 

activada, señalizada) para cada una de las 3 células modeladas y la concentración de 

citoquinas y el antígeno en el medio de cultivo. Los parámetros utilizados para la 

descripción del sistema contabilizaron un número de 77 parámetros.  El número inicial de 

algunas de las variables del sistema también fue dependiente de algunos componentes del 

vector paramétrico.  Este sistema de ecuaciones EDO y los valores iniciales de las variables 

se representan en la sección resultados (Ecs. A1-5, N1-5, T1-4, M1-3).  Se tomó especial 

cuidado en elegir las variables y los parámetros para que cada una represente un proceso 

biológico. Solo hemos incluido una variable fenomenológica, la razón de proliferación, que 

representa la capacidad celular del sistema.  

Ecuaciones adicionales fueron incluídas para relacionar las variables del sistema 

con los valores esperados para cada dato experimental: El porcentaje de expresión del 

ligando y receptor de los tipos celulares incluidos, los niveles de IFN- y TNF-en el 

medio de cultivo, el porcentaje de células productoras de IFN- y TNF-, el número de 

células T en apoptosis y la incorporación de [3H]TdR por CMSP.  Estas ecuaciones también 

son descriptas más abajo (Ec. E1-14). 

Las simulaciones fueron realizadas para tres diferentes tratamientos virtuales: 

1) Tratamiento M.tb: CMSP son estimuladas con el antígeno de M.tb 

2) Tratamiento de bloqueo: CMSP son estimuladas con el antígeno de M.tb + 

anticuerpos bloqueantes anti-CD137 y 

3) Tratamiento Medio: experimentos control, donde las CMSP no son estimuladas. 

Desde el punto de vista del razonamiento plausible, la distribución a priori de los 

valores de los parámetros mide nuestro conocimiento experimental acerca del sistema. 

Por lo tanto, utilizamos datos experimentales obtenidos en diferentes modelos y contextos 

(incluyendo modelos in vivo e in vitro) y/o consideraciones teóricas para determinar la 

distribución a priori de los parámetros del MBC. 

Los parámetros que indican escalas de magnitud de algunas propiedades se 

describen mejor a través de una transformación logarítmica, donde incertezas 

equivalentes en escales son representadas adicionando o sustrayendo la misma constante 

321.  Alternativamente, en el caso de los parámetros que describen proporciones (las 

proporciones de cada tipo celular en la población total de CMSP, de las células que 

expresan el receptor y que producen citoquinas en el total de cada tipo celular), se realizó 
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una transformación diferente para linealizar la incertidumbre.  Se asumió que el 

mecanismo responsable de las razones, r, podrían ser modelados como una constante de 

equilibrio de primer orden, r=E/(1+E), por lo tanto E=r/(1-r).  De esta manera, aplicamos 

una transformación logit, log(r)-log(1-r).  En ambos casos, se describió nuestro 

desconocimiento del valor exacto de los parámetros con una distribución normal de la 

transformación logarítmica de los parámetros.   

La solución del sistema de EDO fue aproximada numéricamente implementando 

los métodos de Euler y Runge Kutta de cuarto orden en C++ (en el entorno Qt).  Cada una 

de las ecuaciones diferenciales fue aproximada asumiendo que todas las variables de 

estado permanecen constantes durante cada salto de tiempo. Se utilizaron saltos 

temporales de 6 segundos, dado que todos los procesos biológicos representados ocurren 

en escalas de tiempo mayores.  Como esas escalas de tiempo son también mayores que el 

tiempo que le lleva al sistema llegar al equilibrio, no tuvimos en cuenta variaciones locales 

de concentración de los diferentes componentes del sistema.  Se asumió equilibrio 

instantáneo de las células y citoquinas.  Por otro lado modelamos la evolución del sistema 

a través de un solo valor promedio para cada variable de estado.  Esta aproximación, no 

tiene en cuenta la estructura espacial, permitiendo una reducción en los tiempos 

computacionales y esfuerzos de programación.  

Nuestro modelo incluye tres tipos de poblaciones celulares: Células Presentadoras 

de Antígeno (clase CPA), células NK (clase NK) y linfocitos T (clase T).  Para simplificar el 

modelo, las CPA y NK expresan ambos, ligando y receptor, simultáneamente en la misma 

célula, dado que fue reportado que tanto CD137 como CD137L puede expresarse en la 

misma célula de la inmunidad innata 187 190.  Dado que los monocitos y macrófagos 

expresan tanto CD137 como CD137L y, ambos son capaces de transducir señales hacia el 

interior celular.  Sin embargo, dado que se desconoce el impacto de la señalización 

bidireccional durante la respuesta inmune y que existe mayor evidencia sobre la 

señalización reversa a través de CD137L nosotros incluimos solo este tipo de señalización 

214,215.  Por otro lado, hemos incluido solo señalización directa para las células NK y T, dado 

que no existe evidencia de señalización reversa en este tipo de células.  Se asume la 

señalización a través del ligando y el receptor como un evento único e instantáneo. 

Se ha demostrado que la estimulación de monocitos humanos con CD137L induce 

diferenciación a CD.  Estas CDs estimulan más fuertemente las respuestas T in vitro que las 

CD clásicas. Teniendo en cuenta estos datos, y el hecho de que solo se contaba con datos 
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experimentales de células CD14+, nosotros capturamos a monocitos, macrófagos y células 

dendríticas como una población única (CPA).  La importancia de estas células radica en el 

hecho de que los macrófagos son el hábitat preferido de M.tuberculosis 353, y los CDs son 

las principales presentadoras de antígenos 64,354.  

Durante una infección persistente como la producida por M. tuberculosis, la 

expresión de CD137 y CD137L puede prolongarse, por lo tanto nuestro modelo no 

describe la internalización de receptor o ligando 231. 

Dado que se focaliza en las citoquinas, solo incluimos a las células NK CD56bright , las 

más eficientes productoras de citoquinas entre las subpoblaciones de NK 71.  Se han 

excluido tanto las NK citotóxicas CD56dim  como las funciones citotóxicas de las células T. 

Finalmente, la clase T incluye a las células proinflamatorias CD4 y CD8.  

La probabilidad a priori de los parámetros testeados y de los datos fue calculada 

utilizando residuos normalizados. Los residuos normalizados correspondientes al 

parámetro j-ésimo, fueron calculados tomando la diferencia entre las transformadas log o 

logit del parámetro j-ésimo y el valor esperado a priori de las transformadas log o logit) y 

dividiendo ese valor por la desviación estándar de las transformadas log o logit del 

parámetro a priori. 

Para minimizar la suma de cuadrados total ( total param datoSC SC SC  ) y, por lo 

tanto, maximizar la probabilidad a posteriori. se utilizó el método multivariado de 

cuadrados mínimos de Levenberg-Marquardt (LMA), para encontrar candidatos a la 

probabilidad máxima a posteriori (MAP).  Un valor de 10-7 fue utilizado para el coeficiente 

de incremento  . Inicialmente, el parámetro de amortiguamiento  fue fijado en 1000. En 

cada iteración del LMA  se calculó la totalSC  para un nuevo vector paramétrico.  Si la totalSC  

disminuía,  se reducía un orden de magnitud v (en este caso 10) y el nuevo vector 

paramétrico era aceptado.  Por otro lado si totalSC  aumentaba   era aumentada en v y se 

mantenía el viejo vector paramétrico.  El algoritmo se corrió hasta que los cambios en la 

totalSC  fueran menores a 10-9 o hasta que se alcanzaran las 5000 iteraciones.  Se realizaron 

5000 optimizaciones diferentes comenzando cada una por un valor diferente inicial 

asignado a los parámetros a ajustar.  

Utilizando Cadenas de Markov Metrópolis Monte Carlo se obtuvieron una serie de 

muestras de la probabilidad a posteriori, luego se pudo estimar los intervalos de 
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credibilidad (IC) de los parámetros y corriendo simulaciones a partir de los IC se 

obtuvieron los intervalos predictivos a posterior de los datos simulados.  Se utilizó una 

distribución de salto multivariada normal.  Se fijó la covarianza de esta distribución como 

la inversa de la aproximación hessiana en la MAP multiplicada por un factor constante.  

Este valor fue ajustado empíricamente para que la razón de aceptación se aproxime al 

20%. Un factor de 0.02 cumplía con esta exigencia. 

Para el cálculo de la Evidencia del modelo se utilizó un método basado en CMMC: la 

Integración Termodinámica.  La Evidencia, así calculada, fue utilizada para comparar el 

respaldo que los datos experimentales les otorgan a modelos alternativos a través del 

cálculo del Factor de Bayes, que es el conciente de las Evidencias de diferentes modelos. 
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RESULTADOS 

La vía de CD137:CD137L regula diferencialmente las funciones 

efectoras de las células de la respuesta innata y adaptativa del 

hospedador durante la tuberculosis humana. 

Expresión de CD137 y CD137L en las células del sistema inmune durante la 

tuberculosis pulmonar activa. 

Dado que la cinética de interacción entre CD137 y CD137L, así como sus efectos 

sobre las funciones efectoras de las células T dependen de la disponibilidad del receptor y 

del ligando durante la respuesta inmune, consideramos de vital importancia conocer el 

perfil y la cinética de expresión de CD137 y CD137L en las distintas células que participan 

de la respuesta inmune innata y adaptativa durante la tuberculosis activa.  Así, en este 

trabajo de tesis, comenzamos estudiando en pacientes con tuberculosis activa (TB) y 

dadores sanos (DS), la expresión de CD137 y CD137L en monocitos y células NK 

(principales células productoras de TNF- e IFN- respectivamente), luego de la 

estimulación con Ag M.tb.  Nuestros resultados mostraron que la expresión de CD137L 

aumenta significativamente en monocitos, tanto de pacientes con tuberculosis como de 

individuos sanos, luego de 16 h. de cultivo con M.tb (Fig. 7B). Más aun, se encontraron 

niveles significativos de CD137L a los 5 días de cultivo. (Fig. 7D).  A pesar  de que es 

controversial la expresión de CD137 en monocitos humanos primarios 265,266, nosotros 

comprobamos que luego de estimular durante 16 h. con Ag M.tb se induce la expresión de 

CD137 en células CD14+ (Fig. 7A) .  En contraste, a los 5 días de cultivo, no se observaron 

niveles significativamente diferentes de expresión de CD137 en células estimuladas con Ag 

M.tb respecto a células no estimuladas. (Fig. 7C).  Más aún a través del bloqueo de TLRs, 

pudimos observar que la expresión de CD137 está mediada por TLR-2 pero es 

independiente de TLR-4 (Fig. 7E).  
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FIGURA 7. M. tuberculosis incrementa la expresión de CD137 y CD137L en monocitos de manera dependiente 

de TLR-2.  CMSP de pacientes con tuberculosis pulmonar activa (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas 
± Ag M.tb por 16 h. (A, B y D) o 0, 16 y 120 h. (C) y la expresión de CD137 (A, C, D, E) y CD137L (B) fue 
determinada por citometría de flujo. El análisis citométrico fue realizado seleccionando a los monocitos por 
tamaño y granularidad y luego seleccionando a las células CD14+ (A).  A, B (panel izquierdo); cada barra 
representa la media ± SEM para cada grupo (9 individuos por grupo). **p<0.01; *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum 
Test.  †p<0.05 Mann-Whitney U test.  A, B (panel derecho); se muestra un TB representativo de 9. También se 
muestran los controles isotipicos insertados en cada panel. C, D; cinética de expresión de CD137 (C) y de 
CD137L (D) en monocitos de TB.  Se muestra media ± SEM para cada tiempo (9 individuos por tiempo).  E; 
Expresión de CD137 en respuesta a señales de tipo Toll.  CMSP fueron estimuladas con Ag M.tb  ±  anticuerpos 
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monoclonales bloqueantes anti-TLR2 y anti-TLR4 y luego de 16 h.se determinó la expresión de CD137 en las 
células CD14+ por citometría de flujo.  Se muestra un TB representativo de cinco individuos.  

 

También pudimos comprobar que la estimulación con Ag M.tb durante 24 h induce 

porcentajes significativos de expresión de CD137 y CD137L en las células NK CD56bright 

(Fig. 8A y 8B). En contraste, no se detectaron niveles significativos de expresión de ambos 

receptores en células NK CD56dim.  Asimismo, no se observó expresión de CD137 y CD137L 

en células NK luego de 120 h. de estímulo antigénico. 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8. M. tuberculosis incrementa la expresión de CD137 y CD137L en células NK CD56 bright.  CMSP de 
pacientes con tuberculosis pulmonar activa (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas ± Ag M.tb por 24 h y 
la expresión de CD137 (A) y CD137L (B) fue determinada por citometría de flujo.  El análisis citométrico fue 
realizado seleccionando linfocitos por tamaño y granularidad y luego seleccionando a las células 
CD56bright+CD3-. A, B panel izquierdo, cada barra representa la media ± SEM para cada grupo (7 individuos por 
grupo).  **p<0.01; *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.  A, B, panel derecho, se muestra un TB representativo de 
7.  Los controles isotípicos se muestran insertados en cada panel.  

 

Seguidamente, estudiamos la expresión de CD137 en la superficie de linfocitos T de 

pacientes con tuberculosis y dadores sanos.  Los resultados obtenidos demostraron 

claramente que los LT expresan CD137 en respuesta a la estimulación antigénica durante 

5 días.  Contrariamente, no se observaron niveles significativos de CD137 a tiempos 

tempranos de estimulación (16, 24 h.) (Fig. 9A y C).  Estos hallazgos concuerdan con la 

bibliografía 231, ya que está ampliamente reportado que CD137 sólo se expresa en 

linfocitos T activados.  Más aún, se encontraron niveles mayores de expresión del receptor 

CD137 en células T CD3+ de pacientes con tuberculosis pulmonar activa que en dadores 

sanos (Fig. 9A).  En contraste, no detectamos porcentajes significativos de células T 

CD3+CD137L+ en ninguno de los tiempos estudiados (Fig. 9B y 9D). 
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FIGURA 9. M. tuberculosis incrementa la expresión de CD137 en linfocitos T.  A, B; CMSP de pacientes con 
tuberculosis pulmonar activa (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas ± Ag M.tb por 5 días y la expresión 
de CD137 (A) y CD137L (B) fue determinada por citometría de flujo. El análisis citométrico fue realizado 
seleccionando los linfocitos por tamaño y granularidad y luego seleccionando a las células CD3+. Panel 
izquierdo, cada barra representa la media ± SEM para cada grupo (11 individuos por grupo).  ***p<0.005 
**p<0.01; *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.  †p<0.05 Mann-Whitney U test.  Panel izquierdo; se muestra un TB 
representativo de 11.  Los controles isotípicos  También se muestran insertados en el panel (panel derecho). C, 
D; cinética de expresión de CD137 y de CD137L en linfocitos de pacientes con tuberculosis. Se muestra media ± 
SEM para cada tiempo (7 individuos por tiempo).  

 

A continuación investigamos si el microambiente de citoquinas podía 

afectar la expresión de CD137 y CD137L en monocitos y linfocitos T.  Como 

muestra la figura 10, el agregado exógeno de TNF- recombinante (TNF-r) o la 

neutralización del IFN- endógeno en el medio de cultivo de CMSP estimuladas con 

Ag M.tb, aumentó los niveles de expresión de CD137L en células CD14+, indicando 

que ambas citoquinas tendrían roles opuestos en la regulación de la expresión del 
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ligando.  Por otro lado, y a pesar del leve aumento observado en la expresión de 

CD137 en monocitos luego del agregado de TNF-r a las 16 h., el microambiente de 

citoquinas no moduló significativamente los niveles de CD137 en células CD14+ y 

CD3+  (Figs. 10 A y B).  Finalmente, el agregado o el bloqueo de citoquinas tampoco 

modificó la expresión de CD137 y su ligando en LT (Figs. 10C). 

 
FIGURA10 . El microambiente de citoquinas modifica la expresión de CD137L en superficie de células 

CD14+. M. tuberculosis incrementa la expresión de CD137 en linfocitos T.  CMSP de pacientes con tuberculosis 
pulmonar activa fueron estimuladas ± Ag M.tb ± TNF- recombinante (TNF-r) o anticuerpos bloqueantes 
anti-IFN- por 16 h. (A) o 5 días (B,C) y la expresión de CD137 y CD137L fue determinada por citometría de 
flujo. A, B; el análisis citométrico fue realizado seleccionando los monocitos por tamaño y granularidad y luego 
seleccionando a las células CD14+.  C; el análisis citométrico fue realizado seleccionando los linfocitos por 
tamaño y granularidad y luego seleccionando a las células CD3+. Cada barra representa la media ± SEM para 
cada grupo (A, B 6 individuos por grupo, C 8 individuos por grupo).  **p<0.01; *p<0.05; ns= no significativo 
Wilcoxon Rank Sum Test.  
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Rol de la vía de CD137 en la regulación del microambiente de citoquinas 

durante la respuesta inmune a la tuberculosis humana. 

Dado que las citoquinas poseen un rol crucial en la respuesta inmune del 

hospedador frente a M. tuberculosis, investigamos la función potencial de las interacciones 

entre CD137:CD137L en la modulación de la producción de citoquinas por las células de la 

respuesta inmune innata y adaptativa.  Así, se analizaron dos citoquinas centrales en la 

respuesta inflamatoria  producida durante la tuberculosis: TNF-e IFN-. Para esto, 

utilizamos los anticuerpos monoclonales anti-CD137 (clon 4B4-1) y anti-CD137L (clon 

C65-485) previamente reportados como anticuerpos bloqueantes de CD137 197,200.  

Nuestros resultados demostraron que el bloqueo de CD137 aumentó significativamente la 

producción de TNF-e IFN-por CMSP de TB y DS estimuladas con Ag M.tb durante 16 h. 

(Figs. 11 y B).  Así, estos datos indican que la vía de CD137 ejercería un rol inhibitorio en la 

producción de ambas citoquinas durante la respuesta temprana contra M. tuberculosis.  En 

contraste, a los 2 y 5 días de estimulación antigénica, el bloqueo de CD137 incrementó la 

producción TNF- pero inhibió la secreción de IFN- por CMSP de TB y DS. (Figs. 11 A y B).  

Resultados similares se obtuvieron cuando se bloqueó CD137L. Estos hallazgos sugirieron 

que las interacciones CD137:CD137L inducirían efectos diferentes sobre la secreción de 

citoquinas por los distintos tipos celulares durante las fases iniciales y tardías de la 

respuesta inmune.  Para evaluar si los resultados obtenidos respondían a un efecto 

específico de M. tuberculosis, estimulamos CMSP con otros dos estímulos  (PMA y LPS), en 

paralelo a la estimulación con Ag M.tb.  Así, CMSP de pacientes con tuberculosis fueron 

estimuladas con Ag M.tb, PMA o LPS en presencia/ausencia de anticuerpos bloqueantes 

anti-CD137 o anti-CD137L.  Luego de 16h y 5 días, la producción de IFN- y TNF- fue 

analizada por ELISA en sobrenadantes libres de células.  En contraste a la estimulación con 

Ag M.tb, el bloqueo de la vía de CD137 disminuyó la producción de IFN- y TNF- por 

CMSP luego de estimulación con PMA por 16h (Tabla 1)  Contrariamente, el bloqueo de 
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CD137 aumentó los niveles de ambas citoquinas a las 16 h. de estimulación con LPS, 

mientras que de manera similar a los resultados obtenidos para el Ag M.tb, inhibió la 

producción tardía de IFN-(Tabla 1).  De esta manera, nuestros datos nos permiten 

concluir que la vía de CD137 funcionaría diferencialmente según el estímulo que reciban 

las células, es decir,  en relación directa a la naturaleza del antígeno. 

 

FIGURA 11. Rol de la vía de CD137:CD137L en el microambiente de citoquinas durante la tuberculosis humana.  

CMSP de pacientes con tuberculosis (A) y dadores sanos (B) fueron estimuladas con Ag. M.tb, en presencia o 
ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-CD137. Luego de 16 h, 2 o 5 días se recolectaron los sobrenadantes 
libres de células y se midieron los niveles de TNF- (panel izquierdo) e IFN- (panel derecho) por la técnica de 
ELISA.  Para cada tiempo, se muestran la media ± SEM (15 individuos por grupo) de los niveles de secreción de 
IFN- y TNF-**p<0.01, *p<0.05, Wilcoxon Rank Sum Test. 
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TABLA 1. Producción de IFN-γ y TNF-α frente a M. tuberculosis, LPS and PMA.  CMSP de pacientes con 
tuberculosis fueron estimuladas con Ag M.tb a una concentración final de 10µg/ml, LPS (100ng/ml) o PMA 
(25ng/ml), en presencia o ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-CD137 o anti-CD137L.  Luego de 16h, la 
producción de IFN- y TNF-ゎ fue medida por EL)SA.  Los valores representan la media ± SEM del total de 
pacientes con tuberculosis analizados. * p<0.05, **p<0.01. Se comparó Medio vs. Estímulo o Estímulo vs. 
Estímulo+anti-CD137 o anti-CD137L; Wilcoxon Rank Sum test.  Estímulo= M.tb; PMA o LPS. 

 

Rol inhibitorio de las interacciones entre CD137 y CD137L sobre la producción 

de citoquinas por las células de la respuesta inmune innata. 

Para profundizar los resultados precedentes, seguidamente determinamos el 

porcentaje de monocitos CD14+ y células NK CD3-CD56bright productoras de citoquinas 

luego de la estimulación con  Ag M.tb en presencia o ausencia de anticuerpos 

monoclonales bloqueantes de CD137.  Tanto en pacientes TB como en DS la estimulación 

antigénica por 16 h indujo un número significativo de monocitos CD14+ productores de 

TNF-+ (Fig. 12A). Interesantemente, el bloqueo de CD137 aumentó el porcentaje de 

TNF- (pg/ml)
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Medio 16 h. 3830.5  844.7
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monocitos que producen dicha citoquina en ambos grupos de individuos, con más altos 

porcentajes de células CD14+TNF-+ en los pacientes con tuberculosis.  De la misma 

manera, el estímulo con Ag M.tb incrementó significativamente los monocitos CD14+IFN-+ 

y el bloqueo CD137 produjo un aumento considerablemente mayor de células CD14+IFN-+ 

tanto en DS como en TB (Fig. 12B).  Más aún, se observaron niveles significativamente 

mayores de células CD14+TNF-+ inclusive luego de 5 días de estimulación con M. tb 

(Medio: 4,9%±0.8; Ag M.tb:8,05%±1.6, **p<0.01 (Ag vs Medio);, y el bloqueo de CD137 

continuó aumentando de manera significativa el número de monocitos productores de 

TNF- (Ag M.tb +anti-CD137: 13.51%±2,3), .* p<0.05 (Ag+anti-CD137 vs. Ag M.tb).  

Asimismo, se observaronniveles significativos de células productoras de IFN- en 

respuesta a M.tb a los 5 días de estímulo y el bloqueo de CD137 afectó de la misma manera 

el porcentaje de células productoras (Medio: 2.73%±1.05, M.tb:4.35%±0.72, M.tb + anti-

CD137:8.64%±2.06; *p<0.01 (Ag vs Medio); * p<0.05 (Ag+anti-CD137 vs. Ag M.tb). 

Dado que los monocitos son los principales productores de TNF- y que la 

estimulación durante 16 h induce tanto expresión de CD137 como de CD137L en esas 

células, nos preguntamos si la regulación de la secreción de TNF- a través de la vía de 

CD137 podría estar mediada, al menos en parte, por la interacción monocito:monocito. 

Para probar esta hipótesis, bloqueamos los receptores CD137 y CD137L en monocitos 

purificados por citometría de flujo ゅ╉cell sorting╊ょ y estimulamos con M.tb para luego 

medir la producción de TNF-. La figura 12C muestra claramente que la interacción 

CD137:CD137L conduce a una disminución de la secreción de TNF-. 
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FIGURA 12. Efecto de la vía CD137:CD137L sobre la producción de citoquinas por monocitos. A-B; CMSP 

de pacientes con tuberculosis (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas con Ag M.tb en presencia o 
ausencia de anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-CD137.  Luego de 16 h, la expresión intracelular de 

TNF- (A) e IFN- (B) fue determinada por citometría de flujo, seleccionando a los monocitos por tamaño y 

granularidad, y luego seleccionando a las células CD14+.  Cada barra corresponde a la media ± SEM del 
porcentaje de CD14+citoquina+ para cada grupo (11 individuos por grupo).  **p<0.01, *p<0.05 Wilcoxon Rank 
Sum Test. †p<0.05 Mann-Whitney U test. C; Monocitos de pacientes con tuberculosis purificados por ╉cell 

sorting╊ (95% de pureza) fueron estimulados con Ag M.tb en presencia o ausencia de anticuerpos 

monoclonales bloqueantes anti-CD137 o anti-CD137L.  Luego de 16 h, los niveles de  TNF- fueron 

determinados por ELISA.  Se presenta un ejemplo representativo de 4.  

 

Dado que otra fuente temprana de TNF-, son las células NK, analizamos la función 

de CD137:CD137L en estas células.  La figura 13A muestra que de manera similar a los 

monocitos, el bloqueo de las interacciones entre CD137 y CD137L incrementa 

significativamente el número de células CD3-CD56bright productoras de TNF-, indicando 

que esta vía disminuye la producción de TNF- también por las células NK.  Es importante 
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remarcar que el porcentaje de células NK CD3-CD56bright productoras de IFN- también 

aumentó significativamente al bloquear CD137 (Fig. 13B), denotando un rol inhibitorio de 

la vía de CD137 sobre estas células de la inmunidad innata.  Nosotros postulamos que 

durante la infección temprana con M. tuberculosis, las interacciones entre CD137 y CD137L 

expresados en las células de la respuesta inmune innata del hospedador estarían 

regulando la secreción de TNF-e IFN-, previniendo una excesiva producción de estas 

citoquinas, lo cual causaría daño tisular, pero permitiendo la producción de los niveles 

protectivos necesarios para el control de la infección.  Sin embargo, no podemos descartar 

que otras vías de señalización pudieran estar modulando la secreción de TNF-e IFN- 
por las células aquí estudiadas u otras células de la respuesta inmune innata. 

 

FIGURA 13. CD137 inhibe la producción de citoquinas por las células NK. CMSP de TB y DS fueron estimuladas 
con Ag M.tb por 24 h. en presencia o ausencia de anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-CD137 y la 
expresión intracelular de TNF- (A) e IFN- (B) fue determinada en células NK CD56bright por citometría de 
flujo, seleccionando primero los linfocitos por tamaño y granularidad, y luego seleccionando las células CD3- y 
CD56bright. Cada barra representa la media ± SEM (10 individuos). **p<0.01, *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test. †p<0.05 Mann-Whitney U test. 

 

Efecto de la vía de CD137 y CD137L sobre la producción de citoquinas por 

linfocitos T durante la respuesta inmune frente a M. tuberculosis. 

Seguidamente, analizamos el potencial rol de la vía CD137/CD137L sobre la 

producción de IFN-IL-17 y TNF-por células T de pacientes TB y DS.  Así, CMSP fueron 

estimuladas con M. tb durante 4 días, en presencia o ausencia de anticuerpos 
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monoclonales bloqueantes de la vía CD137:CD137L.  En primer lugar, demostramos por 

marcación intracelular, que el bloqueo de CD137 produce una marcada disminución del 

número de células T productoras de TNF- específicas para el antígeno (Fig. 14).  

FIGURA 14. Efecto de la vía de CD137:CD137L sobre la producción de TNF-por linfocitos T.  CMSP de 
pacientes con tuberculosis (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas con Ag M.tb por 4 días en presencia o 
ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-CD137.  Se determinó la expresión de TNF- por citometría de flujo 
en células T, seleccionando los linfocitos por tamaño y granularidad y las células CD3+. A, Cada barra 
representa la media ± SEM (9 individuos por grupo). *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.  B, Se muestra un 
paciente representativo de 9. 

 

Asimismo, observamos que al bloquear CD137, el porcentaje de linfocitos T CD3+ 

productores de IFN- disminuyó (Figs. 15 A, B, C y D).  Más aún, demostramos, que el 

bloqueo de CD137 indujo una disminución similar del porcentaje de linfocitos CD4+ y CD8+ 

secretores de IFN-
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FIGURA 15. Efecto de la vía de CD137:CD137L sobre la producción de IFN- en linfocitos T.  CMSP de pacientes 
con tuberculosis (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas con Ag M.tb por 4 días en presencia o ausencia 
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de anticuerpos bloqueantes anti-CD137.  A, La expresión intracelular de IFN- fue determinada por citometría 
de flujo en linfocitos T seleccionando la región de linfocitos por tamaño y granularidad y luego a las CD3+.  
Cada barra representa la media ± SEM (16 individuos por grupo).  **p<0.005; Wilcoxon Rank Sum Test.   †p<0.05 Mann-Whitney U test. B, C, D El número de células productoras de IFN-  fue también determinado 
para las células CD3+CD4+ y CD3+CD8+. B, C; Se muestra la media de 8 experimentos ± SEM. **p<0.005; 
Wilcoxon Rank Sum Test. D, Se muestra un TB representativo de 8 individuos. Los controles isotípicos se 
encuentran insertados en cada panel. 

 

Finalmente se estudió el efecto de CD137 sobre la producción de IL-17 por LT (Fig. 

16B).  Inicialmente, se determinó el porcentaje de células T CD4 productoras de IL-17 en 

respuesta al antígeno específico de M.tb.  La figura 16A muestra que la estimulación con Ag 

indujo un número significativo de linfocitos T productores de IL-17 en pacientes con 

tuberculosis y que el bloqueo de la vía CD137:CD137L disminuyó los mencionados 

porcentajes.  Más aún, en concordancia con estos resultados, los niveles de IL-17 

disminuyeron en los sobrenadantes de cultivo por efecto del bloqueo de la interacción 

CD137/CD137L (Fig. 16B), demostrando así que esta vía posee un rol estimulatorio sobre 

la producción de IL-17 frente a M. tuberculosis. 

Dado que la vía de CD137 aumentó tanto el número de células T productoras de 

IFN- como de IL-17, se decidió estudiar hacia qué tipo de perfil Th polarizaría la 

señalización a través de este receptor.  Parta esto, analizamos la coexpresión de CD137 

con IFN- e IL-17 respectivamente.  Nuestros resultados indicaron que casi el 80 % de las 

células CD137+ presentan un fenotipo Th-1 o Th-17.  Más aún, las figuras 17A y B 

demuestran que la gran mayoría de las células T productoras de IFN- e IL-17 fueron 

CD137+ demostrando así que CD137 posee un rol en la diferenciación hacia estos linajes 

(Fig. 17 C). 
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FIGURA 16.  Efecto de la vía de CD137:CD137L sobre la producción de IL17 por linfocitos T. CMSP de pacientes 
con tuberculosis (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas con Ag M.tb por 5 días en presencia o ausencia 
de anticuerpos bloqueantes anti-CD137. A, Se determinó la expresión de IL-17 por citometría de flujo en 
células T de pacientes con tuberculosis, seleccionando los linfocitos por tamaño y granularidad y las células 
CD3+ CD4+.  Cada barra representa la media ± SEM (8 individuos por grupo).  **p<0.005; Wilcoxon Rank Sum 
Test.   B, Los niveles de IL-17 fueron determinados por ELISA en sobrenadantes de cultivo libres de células de 
TB y DS.  Cada barra representa la media ± EEM (12 individuos por grupo).  *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.    

 

Estos resultados, en conjunto con aquellos obtenidos en monocitos y células NK, 

demuestran que la vía de CD137:CD137L regula de manera diferencial la producción de 

citoquinas por las células de la respuesta innata y adaptativa durante la respuesta inmune 

del hospedador frente a  M. tuberculosis. 
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FIGURA 17.  Efecto de la vía de CD137:CD137L sobre la polarización de las células T.  CMSP de pacientes con 
tuberculosis (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas con Ag M.tb por 5 días. A, B La expresión de 
superficie de CD137 e intracelular de IL-17 (A), IFN- (B) fue determinada por citometría de flujo en linfocitos 
T CD4, seleccionando dentro de la región de linfocitos a las CD3+ CD4+. Cada barra representa la media ± SEM 
(9 individuos por grupo).  C, La expresión de superficie de CD137 e intracelular de IL-17 (Th-17), IFN- (Th-1) 
fue determinada por citometría de flujo en linfocitos T CD4, seleccionando dentro de la región de linfocitos a 
las CD3+ CD4 y se determinó el porcentaje de células que coexpresan CD137 e IFN-(Th1) o IL-17 (Th17).   

 

Otras funciones efectoras de los linfocitos T reguladas por la vía de 

CD137B:CD137L.  

Dado que demostramos que la vía de CD137 modula la producción de citoquinas 

por células T en respuesta a M.tb y considerando que se ha reportado un rol importante de 

CD137sobre la sobrevida y otras funciones efectoras de los linfocitos T 231 , a continuación 

se investigó la potencial función  de la vía de CD137 sobre la supervivencia celular y la 

citotoxicidad durante la tuberculosis pulmonar activa.  Así, inicialmente analizamos la 

proliferación de CMSP y la apoptosis de células T estimuladas con Ag M.tb en presencia o 

ausencia de anticuerpos bloqueantes de CD137 y CD137L.  Nuestros resultados mostraron 

que la estimulación con M. tb incrementó la proliferación de CMSP en DS en comparación 

con TB (Fig. 18A).  Más aún, el bloqueo de CD137 o CD137L produjo una disminución 

significativa de la proliferación celular inducida específicamente por el antígeno en ambos 

grupos de individuos (Fig. 18A), demostrando claramente que la vía CD137:CD137L 

participa en la expansión celular contra M. tuberculosis.  
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Luego, estudiamos el rol potencial de la vía CD137:CD137L sobre la apoptosis de 

las células T CD3+, a través de la técnica de marcación de Anexina V e Ioduro de Propidio.  

Nuestros resultados confirmaron de manera concluyente que la estimulación con M. 

tuberculosis desencadena la apoptosis de linfocitos T en pacientes con tuberculosis (Fig. 

18B y C), en concordancia con reportes previos 54.  Más aún el bloqueo de CD137 (o 

CD137L) aumentó significativamente el porcentaje de células apoptóticas CD3+ T (Fig. 18B 

y C), demostrando que la señalización a través CD137 previene la muerte celular 

programada de células T específicas para el antígeno durante la enfermedad activa.  Por 

otro lado, demostramos que CD137 previene de manera similar la apoptosis de las células 

CD4+ y CD8+.  Dado que el TNF- es un factor soluble pro-apoptótico, estos resultados 

están en directa correlación con nuestros datos que demuestran que la vía de CD137 

disminuye la secreción de TNF-.  Así, tomados en conjunto nuestros hallazgos en 

tuberculosis humana  son congruentes con la extensiva literatura que demuestra, en 

diferentes modelos, que la señalización a través de CD137 aumenta la sobrevida de células 

T 231.   

Dado que el bloqueo de CD137 incrementa el número de células T apoptóticas y a 

su vez disminuye el porcentaje de células productoras de IFN-, nos preguntamos si el uso 

de anticuerpos bloqueantes anti-CD137 podría producir un aumento en la apoptosis de las 

células productoras de IFN-.  Para ello, CMSP fueron cultivadas durante 5 días y se evaluó 

la coexpresión de anti-caspasa 3 e IFN-. La figura 19 muestra que el bloqueo de CD137 

aumentó el número de células productoras de IFN- en apoptosis. 
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FIGURA 18. Efecto de la vía de CD137:CD137L sobre la sobrevida de las células T frente a M. tuberculosis. A, 
CMSP de pacientes con tuberculosis (TB) y dadores sanos (DS) fueron cultivadas en presencia de Ag M.tb ± 
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anticuerpos bloqueantes anti-CD137 o anti-CD137L.  Luego de 5 días, se adicionó [3H]TdR (1 µCi/pocillo) y las 
células fueron cosechadas 16 h. más tarde.  La incorporación de [3H]TdR fue medida en un contador de 
centelleo.  Cada barra representa la media ± SEM de cada grupo (9 individuos por grupo).  B-C, CMSP de 
pacientes con tuberculosis fueron cultivadas en presencia de Ag M.tb ± anticuerpos bloqueantes anti-CD137 o 
anti-CD137L.  Luego de 5 días, las células fueron marcadas con Anexina V e ioduro de propidio (IP), en 
conjunto con anticuerpos anti-CD3 conjugados a fluorocromos.  El porcentaje de células 
apoptóticas/necróticas fue determinado por citometría de flujo, seleccionando a las células T CD3+.  B, Se 
muestran datos de 7 experimentos independientes (media ± SEM).  Los valores de p fueron calculados usando 
el Wilcoxon Rank Sum Test comparando la media del porcentaje de células T Anexina V+ o Anexina V+IP- T 
cultivadas con Ag M.tb  vs. medio, Ag M.tb + anti-CD137 o Ag M.tb + anti-CD137L.  C, El número de células 
apoptóticas/necróticas fue determinada en células CD3+CD4+ y CD3+CD8+.  Se muestra un ejemplo 
representativo de 7 pacientes TB analizados.  **p<0.01; *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test. †p<0.05 Mann-
Whitney U test.  

 

 

FIGURA 19. Efecto de la vía de CD137:CD137L sobre la apoptosis de las células T productoras de IFN-

la tuberculosis.  CMSP de pacientes con tuberculosis fueron cultivadas en presencia de Ag M.tb ± anticuerpos 
bloqueantes anti-CD137. Luego de 4 días, las células fueron marcadas con anticuerpos anti-Caspasa 3 y anti-
IFN- presión intracelular de esta citoquina por citometría de flujo en linfocitos T CD3+.  
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A, Se muestra un experimento representativo de 5.  B, Cada barra representa la media ± SEM de cada grupo (5 
individuos).  *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.   

 

A continuación, investigamos si la señalización a través de la vía de CD137:CD137L 

podía regular la degranulación lítica específica de las células T CD8+ contra M. tuberculosis.  

Para ello, CMSP de TB y DS estimuladas con Ag M.tb fueron incubadas en presencia o 

ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-CD137 y/o anti-CD137L.  Luego de 5 días, se 

determinó la degranulación lítica de los linfocitos T CD8+ mediante el análisis de la 

expresión de las moléculas CD107a/b, como se describe en Materiales y Métodos.  La 

estimulación con Ag M.tb produjo un aumento significativo de la degranulación lítica por 

los linfocitos T CD3+CD8+ en pacientes TB.  Más aún, el bloqueo de CD137 redujo 

significativamente el porcentaje de células T CD3+CD8+ que expresaban CD107a/b (Fig. 

20A y B).  Los linfocitos T CD8+ de DS mostraron una débil degranulación frente al 

antígeno (Fig.20A), aunque la misma disminuyó luego del bloqueo de la vía de 

CD137:CD137L (Fig. 20A).  De esta manera, nuestros datos demostraron que la 

señalización a través de CD137 regula positivamente la degranulación de linfocitos T 

CD3+CD8+ en respuesta a M. tuberculosis. 

   

FIGURA 20.  Rol de la vía de CD137 sobre la degranulación lítica frente a M. tuberculosis. CMSP de pacientes 
con tuberculosis (TB) y dadores sanos (DS) fueron estimuladas con Ag M.tb en presencia o ausencia de 
anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-CD137.  Luego de 5 días, la expresión de CD107a/b fue 
determinada en células T CD3+CD8+ por citometría de flujo seleccionando previamente la región de linfocitos 
por tamaño y granularidad.  A, Cada barra representa la media ± SEM del porcentaje de células 
CD3+CD8+CD107a/b+ (7 individuos por grupo).  B, Se muestra un paciente TB representativo de 7. **p<0.01; 
*p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.  †p<0.05 Mann-Whitney U test.  
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El TNF- induce señales anti y pro-inflamatorias que regulan 

de manera indirecta la producción de INF- durante la tuberculosis 

humana. 

Regulación cruzada entre el TNF- y el IFN- durante la tuberculosis activa. 

Nuestros resultados demuestran que la vía de señalización de CD137 modula de 

manera opuesta la secreción de IFN- y TNF-Por lo tanto,  investigamos la existencia de 

una probable regulación cruzada entre estas 2 citoquinas en el contexto de la tuberculosis.  

Con dicho fin, evaluamos los efectos de la adición de IFN- o TNF- exógeno o el bloqueo 

de los niveles endógenos de dichas citoquinas, sobre la secreción de cada mediador por 

CMSP estimulados con Ag M.tb.  Altos niveles de TNF- fueron secretados por CMSP de TB 

en respuesta a la estimulación con Ag M.tb durante 2 y 5 días (Fig. 21A), y  el agregado de 

IFN- recombinante, aumentó aún más la producción de TNF- (Fig. 21A).  

Concordantemente, el bloqueo del IFN-endógeno disminuyó los niveles de TNF- 

secretados (Fig. 21A). 

Por otro lado, el TNF- exógeno (TNF-r) disminuye marcadamente la producción 

de IFN- inducida por M. tuberculosis (Fig. 21B), reduciendo tanto el porcentaje de células 

T CD3+IFN-+ (Fig. 21C) como los niveles de IFN-secretados por cada célula T individual 

(Fig. 21D).  Sorprendentemente, el bloqueo de TNF- produjo los mismos efectos sobre la 

disminución del IFN- (Figs. 21C y D).  
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FIGURA 21. Regulación cruzada entre IFN- y TNF-. en el contexto de la tuberculosis.  CMSP de pacientes con 
tuberculosis (TB) fueron estimuladas con Ag M.tb por 2 o 5 días en presencia o ausencia de anticuerpos 
bloqueantes anti-TNF- o anti-IFN- o en presencia o ausencia de TNF- o IFN- recombinantes humanos.  A, 
B, se determinaron los niveles de TNF- (A) e IFN- (B) en sobrenadantes de cultivos libres de células por 
ELISA.  Cada barra representa la media ± SEM (8 individuos). **p<0.005 ; *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test; C, 
La expresión intracelular de IFN- fue determinada por citometría de flujo en células T de pacientes con 
tuberculosis a los 5 días, seleccionando a las células CD3+ dentro de la región de linfocitos por tamaño y 
granularidad.  Se muestra un ejemplo representativo de 6 TB.  D, Se determinó la intensidad de fluorescencia 
media (IFM) para cada tratamiento.  Se muestra la media ± SEM (6 individuos).  *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum 
Test.  
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Si bien este último resultado aparentemente parecería contradictorio, ha sido 

reportado que el TNF- es una citoquina pleiotrópica que puede desempeñar roles tanto 

proinflamatorios como inmunosupresores, dependiendo del contexto, duración y estadio 

de una enfermedad.  Debido a que las bases celulares de estas acciones del TNF- 

aparentemente discordantes no has sido aún clarificadas, menos en el contexto de una 

infección por bacterias intracelulares, seguidamente  se estudiaron los efectos del TNF- 

sobre mecanismos que podrían afectar los niveles de IFN- secretados pos los LT: la 

sobrevida y la activación celular y niveles de células T regulatorias (Tregs).  

Sobrevida de células T mediada por TNF- 

Inicialmente, estudiamos el efecto del TNF- sobre la proliferación y la apoptosis 

de células T activadas.  Nuestros resultados  demostraron que el bloqueo del-TNF- 

endógeno inhibía la proliferación de CMSP estimuladas con Ag M.tb (Fig.22A ). En 

contraste,  el agregado exógeno de TNF-r al medio de cultivo no alteró significativamente 

la proliferación de dichas células (Fig.22 A), sugiriendo un rol estimulatorio de TNF-

sobre la proliferación celular. 

Seguidamente analizamos la función del TNF- sobre la apoptosis de LT. Utilizando 

la técnica de marcación con Anexina, demostramos que el agregado de TNF- 

recombinante a CMSP estimuladas con Ag M.tb aumentó significativamente los porcentajes 

de células apoptóticas (Fig. 22B).  En concordancia, el bloqueo del TNF- endógeno inhibió 

la apoptosis de dichas células.  De esta manera, confirmamos resultados previos que 

reportaron que la infección de macrófagos por M. tuberculosis conduce a la apoptosis de 

células T, en correlación con los niveles de TNF- 54.  Más aún, a través de la coexpresión 

intracelular de IFN- y caspasa 3 demostramos que el bloqueo del TNF- endógeno 

produjo una importante disminución de la apoptosis de células T CD3+IFN-+ antígeno-

específicas. (Fig. 22C), mientras que el agregado de TNF- exógeno aumentó su apoptosis 

(Fig. 22C).  Estos hallazgos sugieren que la disminución del número de células T CD3+ 

productoras de IFN-+ y  los niveles de IFN- producidos, podría ser una consecuencia de 

los efectos del TNF-sobre la apoptosis de células T antígeno-específicas.  Para dilucidar 

esta hipótesis, CMSP fueron estimuladas con Ag M.tb conjuntamente con inhibidores de 

caspasas, en presencia o ausencia de TNF-r o anticuerpos bloqueantes anti-TNF-.  A 

diferencia de los resultados obtenidos previamente, el agregado de TNF-r en presencia 

de inhibidores de caspasas aumentó significativamente los niveles de IFN- producidos 
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por CMSP a los 5 días de estimulación antigénica (Fig. 22D), demostrando que el TNF- 

recombinante reduce los niveles de IFN- debido a una disminución en la sobrevida de las 

células T productoras de IFN-. 

Efectos del TNF-sobre la activación de Linfocitos T en la tuberculosis humana 

Habiendo establecido el rol de TNF- sobre la sobre la sobrevida de las células T, 

estudiamos a continuación el efecto del TNF- sobre la activación de los linfocitos T 

durante la estimulación con M. tuberculosis.  Para ello estimulamos CMSP con Ag M.tb y 

analizamos los niveles de expresión de CD25  

( ampliamente reportado como un marcador de activación de LT355) luego del 

agregado de TNF- exógeno o el bloqueo del TNF- endógeno.  .  La figura 23 muestra que 

la adición de TNF- al medio de cultivo de CMSP estimuladas con M.tb aumentó el 

porcentaje de células T activadas, mientras que el bloqueo de dicha citoquina disminuyó el 

número de LT activados. Por lo tanto, estos hallazgos demuestran que el TNF-tendría un 

rol en la activación de las células T. 
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FIGURA 22. Efecto del TNF- en la sobrevida de células T.  CMSP de pacientes con tuberculosis (TB) fueron 
cultivadas en presencia de Ag M.tb ± anticuerpos bloqueantes anti-TNF- (-TNF-) o TNF- recombinante 
(rTNF-).  A, Luego de 5 días, se les adicionó [3H]TdR (1 µCi/pocillo) y fueron cosechadas 16 h. después.  La 
incorporación de [3H]TdR fue medida en un contador de centelleo.  Cada barra representa la media ± SEM de 
cada grupo (6 individuos por grupo).  *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.  B, Luego de 5 días, las células fueron 
marcadas con Anexina V e ioduro de propidio (IP) en conjunto con anticuerpos anti-CD3 conjugados a 
fluorocromos. El porcentaje de células apoptóticas/necróticas fue determinado por citometría de flujo, 
seleccionando a los linfocitos por tamaño y granularidad y luego a las células CD3+.  Se muestra un paciente 
representativo de 5 individuos.  C, Luego de 4 días, las células fueron marcadas con anticuerpos anti-Caspasa 3 
y se analizó la expresión intracelular de IFN- por citometría de flujo en linfocitos T seleccionando dentro de la 
región de linfocitos a las CD3+.  Se muestra un experimento representativo de 4 experimentos.  D, Donde se 
indica, se agregaron inhibidores de caspasas 8+9 (inh).  Luego de 5 días los niveles de IFN- fueron 
determinados por ELISA en sobrenadantes de cultivo libres de células de pacientes TB.  Cada barra representa 
la media ± SEM (4 individuos).  *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test.   

 

 

 

Expansión de células Tregs por TNF-en cultivos de CMSP estimuladas con M.tb 

Por último, se estudió el efecto de TNF- sobre el número de Tregs inducidas en 

respuesta a M. tuberculosis.  Para ello, se estimularon CMSP con Ag M.tb en ausencia o 

presencia de TNF-r o anticuerpos bloqueantes anti-TNF-.  A través de la triple 

marcación de CD4, CD25 y FoxP3 observamos que la estimulación con antígeno moduló 

los porcentajes  de Tregs en cultivos de CMSP, en concordancia con reportes previos 356. Más 

aún, la figura 24 muestra que el agregado de TNF-r produjo un marcado aumento del 

número de células T regulatorias FoxP3+, mientras que el bloqueo del TNF- disminuyó 

significativamente la expansión de dichas células. De esta manera, nuestros resultados  
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sugieren que el TNF- actuaría como un importante inductor de las células Tregs en el 

contexto de la infección con M. tuberculosis. 

 

 

FIGURA 24. Regulación del número de células T regulatorias por TNF-.  CMSP de pacientes con tuberculosis 
(TB) fueron cultivadas en presencia de Ag M.tb ± anticuerpos bloqueantes anti-TNF- o TNF- recombinante 
(TNF-r). A, Luego de 5 días, se determinó el porcentaje de células T regulatorias CD4+CD25+FoxP3+ 
seleccionando dentro de la región de linfocitos a las CD4+.  Cada barra representa la media ± SEM de cada 
grupo (6 individuos por grupo).  **p<0.01, *p<0.05 Wilcoxon Rank Sum Test,  
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Del experimento a la teoría: Simulación cinética de la señalización del 

receptor CD137 durante la respuesta inmune a M. tuberculosis. 

Construcción de un Modelo Bayesiano Computacional que reproduce el modelo 

biológico subyacente a los resultados experimentales. 

Con el objetivo de reproducir in-sílico los resultados experimentales presentados 

en esta tesis acerca del rol de CD137 durante la infección tuberculosa in vitro, se construyó 

un modelo computacional determinístico utilizando un sistema de 17 ecuaciones 

diferenciales ordinarias (EDO) que describen la evolución de las variables de los distintos 

estados celulares de los 3 tipos estudiados: CPA, NK y LT y la concentración de citoquinas 

y de antígeno en el medio de cultivo.  Las ecuaciones que describen dicha evolución se 

presentan a continuación.  Una descripción detallada de los parámetros correspondientes 

a las ecuaciones diferenciales se encuentra en la tabla 2.  

Dinámica de las CPA 

Se describieron 5 subpoblaciones diferentes de CPA (Figura 25, Ecuaciones A1-

A5): vírgenes (A0); activadas (Aa); activadas y señalizadas por CD137 (As); activadas y 

unidas a anticuerpos bloqueantes anti-CD137 (AAb) y activadas, señalizadas por CD137 y 

unidas a anticuerpos anti-CD137 (As_Ab).   

La subpoblación A0 incluyó monocitos indiferenciados y células dendríticas 

inmaduras.  Luego de la interacción con M.tb, se producen en las células dendríticas una 

serie de cambios fenotípicos, un proceso llamado maduración64.  Sin embargo es necesario 

un contexto inflamatorio (reflejado en el modelo por presencia de TNF- e IFN- para la 

activación de macrófagos por el antígeno357. Por lo tanto, en nuestro modelo las CPA 

vírgenes se activan luego de la internalización antigénica de manera TNF- e IFN- 
independiente (CD, término K(AxAg)) o dependiente (macrófagos, término K(AxAg)).  La 

pérdida de A0 se modeló con la internalización antigénica o por la muerte celular a una 

tasa µA0 Ecuación (Ec. A1).  Una proporción pequeña de A0 expresa el receptor y el ligando 

y produce niveles basales de citoquinas.  Por simplicidad, solo se ha incluido la vía de 

activación clásica de los macrófagos. 

La Ec. A2 describe la dinámica de Aa, mostrando un balance entre la internalización 

antigénica (producción de Aa), muerte (a una tasa de µAa) y apoptosis inducida por TNF- 

(con una tasa de µA).   
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Como el modelo hace foco en la señalización por CD137, los valores de los 

parámetros (tasas de producción de citoquinas, proliferación y apoptosis) definen dos 

tipos de células activadas, por un lado aquellas que están señalizadas (As,As_Ab) y por otro 

las que no (Aa, AAb). 

Siguiendo la literatura265, CD137 se expresa en nuestro modelo de manera 

dependiente de activación.  Dados nuestros datos experimentales, nosotros asumimos que 

todas las CPA activadas expresan el ligando y el receptor y producen TNF-, pero solo una 

fracción produce IFN- 
Existen reportes que muestran que la vía de CD137 induce activación, migración, 

sobrevida y diferenciación en células monocíticas (monocitos, macrófagos y CD) 214 358.  Sin 

embargo, CD137 jugaría roles diferentes dependiendo de las bacterias infectantes.  De 

hecho, se ha propuesto que CD137 cumple roles opuestos en infecciones bacterianas 

Gram-negativas y Gram-positivas 257.  Por lo tanto nuestra estimación inicial para la 

inducción de apoptosis (IA) y secreción de citoquinas (IA, IA) por CD137 no fue ni 

positiva ni negativa (es decir que toma el valor de 1). 

En contraste a nuestro creciente conocimiento acerca del rol de CD137 en la 

inducción de respuestas Th1, el estudio del efecto de la vía de CD137 en la inmunidad 

innata se encuentra en sus etapas tempranas.  En la parte experimental de esta tesis 

utilizando cultivos purificados de monocitos se demostró que CD137 interactúa con 

CD137L, ambos expresados en CPA, causando un decrecimiento en la secreción de TNF-.  

Como se ha demostrado que CPA y NK se activan respectivamente durante la respuesta 

humana a M.tb 359 el modelo permite la interacción entre el ligando expresado en las CPA y 

el receptor expresado sobre las NK.   

La Ec. A3 describe la dinámica de las As.  Una vez que Aa interactúa con otra CPA o 

NK que expresa CD137 se señalizan a través del ligando (deviniendo en As).  Las Aa son 

también señalizadas a través del ligando si presentan el antígeno a células T vírgenes, al 

menos que esta interacción se encuentre bloqueada por el anticuerpo. 

Tradicionalmente se asumido que los monocitos no son capaces de proliferar.  Sin 

embargo se ha mostrado que CD137 induce la proliferación de monocitos periféricos 190.  

Por lo tanto, el modelo permite que proliferen las As.  La dinámica de estas células también 

incluye muerte natural y apoptosis dependiente de TNF- 
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La Ec. A4 refiere a la dinámica de AAb.  Estas células provienen de las Aa cuando se 

une su receptor al anticuerpo bloqueante.  Como no están señalizadas los valores de sus 

parámetros son los mismos que para Aa.  Aunque tienen el receptor bloqueado, estas 

células pueden ser señalizadas de manera reversa por el ligando (As_Ab).  Las As_Ab  también 

provienen de As que se unen al anticuerpo anti-CD137 (Ec. A5).  Sus valores paramétricos 

son los mismos que para As. 

 

 

FIGURA 25. Dinámica de la CPA en cultivos in vitro. Se describen 5 subpoblaciones de CPA: en reposo (A0); 
activadas (Aa); activadas y señalizadas por CD137 (As); activadas y unidas al anticuerpo bloqueante anti-
CD137 (AAb) y activadas y señalizadas a través de CD137L y unidas a anti-CD137 (As_Ab). Las flechas indican los 
mecanismos posibles para cada subpoblación. 
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CPA activada unida al anticuerpo bloqueante anti-CD137 (AAb) 

 

 
 

 
a(AxAb) A

A (AxA)
α

(TxAb)
(AxN) (AxT) 0

(TxAb)
a

 k  μ

μα  k 2  
k

k
k ( ) k   

k

μΑ

rRLN

Ab
a Ab

Ab a s Ab

a a s Ab

dA
Ab A A

dt

A A A A

A N N T A
Ab




  
       

        

 
  

 

 (A4) 

 
 
 
CPA activada, señalizada por CD137::CD137L y el receptor unido al anticuerpo bloqueante 
anti-CD137 (As_Ab) 

 

 

a

_
(AxAb) (AxA) (AxN)

A _ A _ _

a

α

k k ( ) k ( )

 μ μIA μα

rRLN

κ
K

A
μA

s Ab
s a s Ab a s Ab

s Ab s Ab s Ab

dA
Ab A A A A N N A

dt

A A Ar



        

    

   
       

(A5) 

 
 
 
 
 

Dinámica de las NK  

La actividad de las células NK está regulada por un balance entre receptores 
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circulantes (CD56dim) son citotóxicas y no producen IFN-mientras que solo el 5–10% de 

las células NK son productoras de IFN- (CD56bright).  En la parte experimental de la 

presente tesis, hemos demostrado que CD137 y CD137L se expresan solamente en células 

NK CD56bright 360.  Por este motivo, y porque se focalizó el análisis en la modulación de 

citoquinas por CD137, solo se incluyó a las células NK CD56bright en el modelo.  

De manera similar a la dinámica de las CPA, el modelo incluye cinco estadíos de 

células NK (Fig. 26, Ecs. N1-N5): en reposo (N0), activadas (Na), activadas y señalizadas por 

CD137 (Ns), activadas y bloqueadas (NAb) y activadas, señalizadas y unidas a anticuerpos 

anti-CD137 (Ns_Ab). 

La activación de las células NK CD56bright requiere de IL-12, interacción entre las 

células NK y las CPA y contacto directo NK-M.tb 74 75.  En el modelo, IL-12 fue 

indirectamente modelado a través de la presencia de CPA activadas.  Por lo tanto, como se 

muestra en la Ec. N1, la pérdida de N0 fue modelada como activación de células NK (a una 

tasa de k(N0,Na)A) y muerte (a una tasa de μN0).  Durante la activación de las células NK, 

puede darse la interacción entre NK-CD137:CD137L-CPA, pero no existe información del 

mecanismo de esta posible interacción.  Por lo que, por claridad y simplicidad, se ha 

preferido incluir la activación y la señalización en dos pasos diferentes y consecutivos.  Por 

otro lado, dado que se ha demostrado que existe la interacción NK-NK y la NK expresa 

tanto el ligando como el receptor, el modelo permite esta posible interacción.  De esta 

manera la dinámica de Na  (Ec. N2) incluyó la señalización de CD137 por CPA o células NK, 

muerte natural, apoptosis inducida por TNF-y proliferación. 

La Ec. N3 describe la dinámica de Ns. Estas células provienen de las Na luego de ser 

señalizadas por el receptor.  La Ec. N4 describe las NAb, definidas por los mismos valores 

de los parámetros que las Na, pero con el receptor unido a los anticuerpos bloqueantes 

anti-CD137.  La Ec. N5 describe Ns_Ab que se comporta como Ns, pero el receptor está 

bloqueado.  Dados nuestros datos experimentales, se ha asumido que todas las células NK 

producen IFN-, pero solo una fracción produce TNF- y expresan el par ligando receptor.  
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FIGURA 26. Dinámica de las células NK. Se han incluido cinco subpoblaciones diferentes de NK: en reposo/no 
comprometidas (N0), activadas (Na), activadas y señalizadas por CD137L (Ns), activadas, señalizadas y 
bloqueadas por anticuerpos monoclonales anti-CD137 (Ns_Ab) y activas y bloqueadas (NAb). Las flechas indican 
los mecanismos posibles para cada subpoblación. 
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NK activada, señalizada por CD137::CD137L y el receptor unido a anticuerpos bloqueantes 
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Dinámica de los linfocitos T. 

La respuesta inmune adaptiva mediada por células T juega un rol vital en la 

eliminación de M.tb361.  Se han modelado cuatro subpoblaciones T diferentes (Fig. 27, Ecs. 

T1-T4): células T no antígenos específicas (Tns), células T antígeno específicas vírgenes 

(T0), activadas con coestimulación de CD137 (Ts) y activadas pero no señalizadas por 

CD137 (debido al bloqueo por anticuerpos) (Tbl).   

Las células T no antígeno específicas (Ec. T1), fueron incluidas debido a que son las 

células más numerosas dentro de las CMSP y por lo tanto de importancia en el recuento de 

las células totales.  Su población prolifera a una tasa de T0 y mueren a una tasa de μT0.  

La dinámica de T0 es descripta en la ecuación T2.  Proliferan y mueren a la misma 

tasa que Tn, pero pueden activarse y diferenciarse en presencia de CPA activadas (Aa, As, 

As_Ab y AAb).  Durante la activación, las células T expresan el receptor y pueden unir al 

ligando expresado en la CPA.  Dependiendo de la concentración de anticuerpos 

bloqueantes anti-CD137 en el medio de cultivo, una proporción de las células T se 

activarán en ausencia de la señalización por CD137. 

Existe vasta evidencia que muestra que las señales a través de CD137 enviadas por 

anticuerpos agonistas o por células con ligandos sobreexpresados aumentan la activación 

y la sobrevida de las células T. 238 222 223 203.  Por esta razón, se asumió para los valores de 

los parámetros a priori que el bloqueo de CD137 induce la apoptosis e inhibe la 

proliferación y la producción de citoquinas por LT.  Por otro lado CD137 no se expresa en 

células T en reposo, sino que es inducido durante la activación antigénica. 222 203 225.  Más 

aún, se propuso a CD137 como un marcador de activación de las células T 181.  Por lo tanto, 

se ha asumido que todos los LT activados expresan el receptor.  Resultados 

experimentales mostraron que solo el 43.82% ± 1.63 y el 23.95% ± 3.85 de las células T 

Proliferación de NKs_Ab  Muerte de NKs_Ab 

Apoptosis dependiente del  

TNF- en NK 
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CD137+ son IFN-+ y TNF-+ respectivamente (de esta manera se les asignó dichos valores 

a rTs y rTs).  

La Ec.T3 modela la dinámica de los Ts.  Se representa la diferenciación de los LT0, la 

proliferación (a una tasa de Ts), la muerte (μTs) y la apoptosis inducida por TNF-.  La 

ecuación Ec.T4 describe la dinámica de los Tbl, incorporando la inducción de la apoptosis y 

la proliferación debida al bloqueo de CD137.  Se ha modelado la apoptosis ocurriendo en 

un tiempo tA (tiempo de duración de la apoptosis), por lo que para la predicción de los 

resultados de unión a Anexina se han sumado todas las células que entran en apoptosis en 

una venta de tiempo tA previa a la medición experimental. 

 

FIGURA 27. Dinámica de las células T.  Se describen cuatro subpoblaciones de LT: células T no antígeno 
específicas T (Tns), células T antígeno específicas vírgenes (T0), células T activadas y coestimuladas por CD137 
(Ts) y células T activadas pero bloqueadas para la señalización por CD137 (debido al bloqueo por anti-CD137) 
(Tb). Las flechas indican los posibles mecanismos para cada subpoblación. 
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LT específicos vírgenes (T0) 
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Dinámica del medio de cultivo. 

Las citoquinas son producidas por una amplia variedad de tipos celulares 

involucradas tanto en la respuesta innata como adaptativa 362.  Dado que en la parte 

experimental de esta tesis se ha medio los niveles de IFN- y TNF- en medios de cultivo 

de CMSP y el porcentaje de células que expresan intracelularmente dichas citoquinas, se 

han modelado estas dos citoquinas claves en el contexto de la tuberculosis.  
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Las ecuaciones que describen la dinámica de dichas citoquinas tienen una tasa de 

degradación representada por un coeficiente .  Las estimaciones a priori indican que el 

TNF- (Ec. M1) es secretado mayoritariamente por CPA activadas (a una tasa de Aa). 

Dado que se había reportado previamente que CD137 tendría efectos opuestos en la 

regulación de TNF- dependiendo de la bacteria infectante 257, se le asignó a la media de la 

distribución paramétrica el valor de uno (es decir ni activación, ni inhibición) para la 

inducción de TNF- (IA) por CD137, admitiendo valores positivos (activación) y valores 

negativos (inhibición).  La presencia del antígeno estimula la producción de TNF- por AA.  

Las células T y NK también secretan TNF-, pero la estimación de los a prioris indican una 

menor contribución de estos tipos celulares en los niveles totales de TNF- en el medio de 

cultivo.  

Existe amplia evidencia de que las NK humanas son la mayor fuente de IFN- 
temprano luego de la estimulación con M.tb in vitro 75.  Las estimaciones a priori indican 

que CD137 inhibe la producción de citoquinas por células NK humanas363. Por otro lado, se 

ha demostrado que los macrófagos producen bajos niveles de IFN- durante la respuesta a 

M.tb 364.  Por lo tanto las estimaciones a priori indican que las CPA activadas producen una 

pequeña cantidad de IFN- 19.  Una vez que la respuesta adaptativa se ha establecido, el 

IFN- es mayoritariamente secretado por linfocitos T activados (TS)361.  Se ha reportado 

que CD137 aumenta los niveles de citoquinas producidos por los LT 224 287.  En la parte 

experimental de esta tesis se ha mostrado que CD137 es un fuerte inductor de respuestas 

Th1, sin embargo, dado que en otros modelos se ha demostrado que CD137 juega un rol 

clave en la sobrevida de células T, sin efectos observables sobre las funciones efectoras de 

las células T 227 242,243, se utilizó una distribución a priori amplia para la inducción de IFN- 

por CD137 en células T.   

El antígeno fue modelado con una tasa de degradación de Ag (Ec. M3).  La 

incorporación de timidina tritiada fue calculada como la integral de la proliferación de 
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todos los tipos celulares ocurridos durante las últimas 16 h (Ec. R16).  Un parámetro de 

escala Tym relaciona esta integral con los niveles de timidina incorporada medidos en 

cpm. 

 

Ecuaciones que describen la dinámica del medio de cultivo. 
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Concentración antigénica 

 (tratamiento Medio) 

  (tratamientos M.tb y de bloqueo) 

 

Ag μdAg
Ag

dt
    (M3) 

 

 

 Nombre Referencia unidades Descripción 

1 rA 365 ------ Proporción de CPA en CMSP 
2 rN 366 ------ Proporción de NK CD 56bright en CMSP 
3 rT 366 ------ Proporción de LT en CMSP 
4 rTsp 367 368 ------ Proporción de LT M.tb específicos 

 A0 Estimado ng A0-1 h-1 Tasa de producción de IFN- por A0 por hora 

 Aa Estimado ng Aa-1 h-1 Tasa de producción de IFN-por Aa por hora 

(0) 0Ag 
(0) 10 /Ag ng ml

(M1´) 

(M1) 

(M1´´) 

(M1´´´) 

(M2) 

(M2´´) 

(M2´´´) 

(M2´) 
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 IA 252,257 ------ Factor de inducción por CD137::CD137L sobre la tasa de  
producción de IFN-por las CPA  A0 347 ng Aa-1 h-1 Tasa de producción de TNF-por las A0 por hora  Aa 347 ng Aa-1 h-1 Tasa de producción de TNF-por las Aa por hora  IA 252,257 ------ Factor de inducción de CD137::CD137L sobre la tasa 

producción de TNF-por las CPA 
11 μA0 347 h-1 Tasa de muerte para A0 por hora 
12 μAa 347 h-1 Tasa de muerte para Aa por hora 
13 μIA 196 275 ------ Factor de inducción de muerte por CD137::CD137L en CPA 
14 μαA 333 h-1 Tasa máxima de apoptosis de las CPA por hora 

dependiente de TNF- 
15 KαμA 347 ng Saturación media para la tasa de apoptosis 

dependiente de TNF-en las CPA  A 275,276 h-1 Tasa de proliferación para As por hora 
17 rA0 Estimado ------ A0IFN+/A0  
18 rAa Estimado ------ AaIFN+/Aa  
19 rA0 Estimado ------ AaTNF+/Aa 
20 rRLA0 Estimado ------ A0 CD137+ CD137L+ / A0 

21 k(AxA) 347 cél-1 h-1 Tasa de interacción CPA-CPA por hora 

22 k(AxN) Estimado cél-1 h-1 Tasa de interacción CPA-NK por hora 

23 k(AxT) 347 cél-1 h-1 Tasa de interacción CPA-LT por hora 
24 k(AxAg) 347 μg-1 h-1 Tasa de activación de las CPA por el antígeno por hora 
25 k(AxAg) 347 μg-1 h-1 Tasa de activación de las CPA por el antígeno 

(contexto inflamatorio) por hora 
26 k(AxAb) Estimado μg-1 h-1 Tasa de unión al Ab para CPA por hora 
27 KA0,Aa) Estimado μg-1 Saturación media de IFN- en la activación de 

las CPA 
28 K(A0,Aa) Estimado μg-1 Saturación media de TNF-en la activación de 

las CPA  N0 333 ng-1 h-1 Tasa de producción de IFN- por las N0 por hora  Na 333 ng-1 h-1 Tasa de producción de IFN por las Na por hora  IN 272  Factor de inducción de CD137 sobre la producción de IFN 
por las NK  N0 Estimado μg-1 h-1 Tasa de producción de TNF-por las N0 por hora 

 Na 369 μg-1 h-1 Tasa de producción de TNF-por las Na por hora 

 IN Estimado ------ Factor de inducción sobre la producción de TNF- 
por CD137 en las NK 

35 μN0 370 h-1 Tasa de muerte para N0 por hora 
36 μNa 370 h-1 Tasa de muerte para Na por hora 
37 μαN Estimado h-1 Tasa máxima de apoptosis dependiente de 

TNF- para las NK por hora 
38 KμN Estimado ng Saturación media de TNF- para la apoptosis 

dependiente de TNF- en NK  N0 370 h-1 Tasa máxima de proliferación para N0 por hora 
 Na 370 h-1 Tasa máxima de proliferación para Na por hora 
41 rN0 180 ------ Na IFN-+/Na 
42 rN0 371 ------  N0 TNF-+/N0  
43 rNa Estimado ------ Na TNF-+/Na  
44 rRLN0 272 ------ N0 CD137+ CD137L+/N0 
45 rRLNa 272 ------ Na CD137+ CD137L+/Na  
46 k(NxN) Estimado cél-1 h-1 Tasa de interacción NK-NK por hora 
47 k(NxAb) Estimado μg-1 h-1 Tasa de unión al Ac para NK por hora 
48 k(N0,Na)A Estimado μg-1 h-1cél-1 Tasa máxima de activación para NK, por hora 

dependiente de CPA e IL-12 
49 KA(N0,Na) Estimado μg cél Saturación media de CPA en la estimulación 

de la activación de NK 
50 K(N0,Na) Estimado ng Saturación media de IFN- en la activación de  NK 
51 K(N0,Na) Estimado ng Saturación media de TNF- 

en la activación de NK  T0 331 ng-1 h-1 Tasa de producción de IFN-por las LT0 por hora 

 Ts 333 ng-1 h-1 Tasa de producción de IFN- por las LTs por hora  IT 224 287 ------ Factor de inducción de CD137 sobre la 
producción de IFN-  T0 Estimado ng-1 h-1 Tasa de producción de TNF-por las T0 por hora  Ts 333 372 373 ng-1 h-1 Tasa de producción de TNF-por las Ts por hora  IT 287 ------ Factor de inducción de CD137 sobre la 

producción de TNF- 
58 μT0 370 347 h-1 Tasa de apoptosis de T0 por hora 
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59 μTs 347 h-1 Tasa de apoptosis de Ts por hora 
60 μIT 231 ------ Factor de Inducción de CD137 sobre la 

tasa de apoptosis en LT 
61 μαT 347 h-1 Tasa máxima de apoptosis TNF- dependiente 

de los LT por hora 
62 KT 347 ng Saturación media de TNF para la apoptosis de LT 
 T0 370 h-1 Tasa de proliferación para T0 por hora 
 Ts 347 h-1 Tasa de proliferación para Ts por hora 
 IT 231 ------ Factor de inducción sobre la proliferación de LT por CD137 
66 rT0 374 ------ T0 IFN-+/T0  

67 rTs UD* ------ Ts IFN-+/Ts  

68 rT0 Estimado ------ T0 TNF-+/T0  

69 rTs UD* ------ Ts TNF-+/Ts  

70 rRT0 231 ------ T0CD137+/T0  
71 K(TxAb) Estimado μg-1 h-1 Tasa de unión LT-Ac por hora  Ap 375 h Tiempo de duración de la apoptosis en horas 
73 μ  h-1 Tasa de degradación de TNF- 
74 μ 376 377 h-1 Tasa de degradación de IFN- 
75 μAg  h-1 Tasa de degradación/internalización antigénica  Tym Estimado cpm cél-1 Factor de escala [H3]timidina-proliferación 
77 mCels Estimado cél Número máximo de células soportado 

por el medio de cultivo 

 
TABLA 2. Lista de parámetros, descripción, unidades y distribución a priori y a posteriori. La distribución 

paramétrica se presenta en rangos. 

 

Por otro lado, se han desarrollado ecuaciones adicionales que relacionan los 

valores de las variables obtenidos a través de la simulación del modelo con los valores 

esperados para cada dato experimental: porcentaje de expresión del ligando/receptor 

(para los tres tipos celulares), niveles de IFN- y TNF-en el medio de cultivo, porcentaje 

de células productoras de IFN- y TNF- (para los tres tipos celulares), apoptosis de 

células T e incorporación de timidina tritiada ([3H]TdR) por CMSP.  

Dichas ecuaciones se presentan a continuación: 

Número total de CPA 

0 _     tot a Ab s s AbA A A A A A      (R1); 
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       (R2); 
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0 0 _ rαA  
 100a Ab s s Ab

A
tot

A A A A A
r

A
       (R3); 

Porcentaje de CPA que expresan receptor y ligando: 

0 0 _ rRLA
 100a Ab s s Ab

tot

A A A A A
rRLA

A

    
 (R4); 

Número total de células NK 
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Porcentaje de células NK que expresan el receptor y el ligando 
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Número total de LT 
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Porcentaje de LT que expresan el receptor  
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Número total de células 
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Incorporación de timidina tritiada 
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 (R16); 



Resultados 

136 

 

El Modelo Bayesiano Computacional ajusta los resultados experimentales. 

El menor mínimo local obtenido de totalSC luego de las 5000 corridas del LMA fue 

de 60.67. El mismo se obtuvo luego de  un número de iteraciones que osciló entre 287 y 

807. Este valor corresponde 35.17 a dataSC y 25.5 a paramSC , con un gradiente de 0.02-002 

y un valor de   de 0.02 o más bajo.  La diferencia entre los valores de los parámetros de 

los 3 mínimos fue menor a 1:3000 indicando que el mismo mínimo fue el alcanzado en 3 

oportunidades.  Para poner a prueba la validez del Método de se resolvió el sistema de 

EDO con el método de Runge Kutta de cuarto orden para este mínimo. Ambos métodos 

difirieron entre sí en menos de 0.36 % para las predicciones de los datos.  Por simplicidad 

se utilizó solo el método de Euler de aquí en adelante.  Luego se realizaron 10 corridas del 

Metrópolis MCCM para este mínimo, tomando 10000 muestras de la distribución a 

posteriori de los parámetros del modelo para cada corrida. La distribución a posteriori de 

los datos se muestra en las figuras 31-41. 

Perfil cinético de la expresión de CD137 en las células del sistema inmune 

innato y adaptativo en respuesta a M.tb. 

El patrón temporal de las interacciones de CD137:CD137L y sus efectos sobre las 

células inmunes pueden depender de la disponibilidad y la inducción del ligando y el 

receptor durante una respuesta inmune particular 231.  Por lo tanto, nosotros hemos 

estudiado el perfil cinético de expresión de CD137 y su ligando en células inmunes innatas 

y adaptativas durante la respuesta in vitro a M.tb.  Nosotros habíamos medido 

previamente a través de la técnica de citometría de flujo, la expresión del receptor en 

monocitos CD14+, células NK CD56bright y células T CD3+ T a diferentes tiempos de 

estimulación con Ag M.tb.  Dichos resultados se muestran en la parte experimental de esta 

tesis. La simulación del MBC permitió reproducir el patrón experimental y predijo un 

perfil temporal particular.  La expresión de CD137 en monocitos estimulados con M.tb 

demora 11 h. para duplicar los niveles basales de expresión pero solo 4 h. más para 

duplicarlo nuevamente. El pico se produce a las 30-35 h. de estimulación antigénica, 

tomando 47 h más para reducir los niveles del pico a la mitad. Luego de 120 h los niveles 

de expresión continúan duplicando los niveles basales. (Fig. 28A) 

La simulación de la expresión de CD137 en NK predice que el pico se produce a las 

24 h, el tiempo de medición experimental (Fig. 28B).  La simulación muestra que durante 

la estimulación antigénica la expresión de CD137 duplica los niveles basales luego de 17 h 
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y solo demora 3 h para duplicarlos nuevamente. Contrariamente a lo que sucede con las 

CPA, los niveles de CD137 en NK retornan rápidamente a los niveles basales, tomando solo 

21 h para reducir la expresión a solo el doble que en los niveles basales.  15 h. después la 

expresión de CD137 es solo un 10% mayor que en sus niveles basales demostrando un rol 

temprano para este receptor expresado en NK durante la respuesta in vitro a M.tb.  

La dinámica de la expresión de CD137 en LT muestra un perfil diferente (Fig. 28C). 

La expresión del receptor presenta un retardo de 57 horas hasta duplicar los niveles 

basales, concordantemente con su rol en la respuesta adaptativa. Seguidamente continúa 

aumentando hasta la hora 120. 

 

FIGURA 28. Ajuste del modelo a los datos para la expresión de CD137/CD137L. A, Expresión de 
CD137/CD137L en APC. B, Expresión de CD137/CD137L en NK, C, Expresión de CD137 en TL.  Las curvas 
representan el mejor ajuste a los datos de nuestro modelo matemático.  Se muestra la mediana y el 50% del 
IPP. La media de los datos experimentales se representa con     ± MES para cada tratamiento.  Los datos 
experimentales fueron obtenidos de cultivos de CMSP de pacientes con tuberculosis estimulados con Ag M.tb 
por 0, 16 y 120 h. (A), 0, 24 y 120 h. (B) o 0, 16, 24 and 120 h. (C).  La expresión de CD137 fue determinada por 
citometría de flujo.  El análisis citométrico fue realizado seleccionando las células CD14+ dentro de la región de 
monocitos (A), o primero seleccionando la región de linfocitos y luego a las células CD3-CD56bright para las 
células NK (B), o a las CD3+ para los linfocitos T (C). Se realizó la representación gráfica de las siguientes 
ecuaciones: A: R4, B: R8, C: R10. 

Predicciones del MBC sobre la modulación de citoquinas por CD137. Perfiles 

cinéticos. 

Como se describe en la parte experimental de la tesis el bloqueo de la vía de 

CD137:CD137L aumenta significativamente la producción de TNF- por CMSP de 

pacientes con tuberculosis a las 16, 48 y 120 horas de estímulo antigénico. El MBC pudo 

ajustar este patrón exitosamente. 

Los valores de TNF- predichos por la simulación durante el ╉tratamiento M.tb╊ 
(Fig. 29A) muestran una curva exponencial, luego de un retardo inicial.  Dado que los 

valores iniciales fueron fijados en cero, se comparan a los mismos tiempos los valores 

predichos para los niveles de citoquinas producidos por CMSP en presencia de M.tb o en su 
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ausencia ゅ╉tratamiento medio╊ょ.  Luego de 9 horas de estímulo con M.tb, los niveles de 

TNF-duplicaron aquellos alcanzados al mismo tiempo en el ╉tratamiento medio╊.  A 

continuación, los niveles de TNF-se duplicaron 4 veces durante las siguientes 9 horas, 

alcanzándose el pico a la hora 22 de estimulación con Ag M.tb.  Seguidamente, comienza a 

disminuir hasta aproximadamente un valor similar a la mitad del valor máximo alcanzado. 

Las simulaciones predicen que el bloqueo de CD137 reduce el retardo de la 

producción de TNF-.  Toma solo 3 h duplicar los niveles de TNF- de los valores del 

tratamiento de medio, duplicándose luego 5 veces en 11 horas.  El máximo aparece a las 

18 h., reduciéndose lentamente hasta un valor de aproximadamente el 50% del valor 

máximo al final del experimento. 

Para el caso de los niveles de IFN- producidos por CMSP estimulados con Ag M.tb, 

las simulaciones predicen que el bloqueo de la vía de CD137 aumenta significativamente la 

producción de IFN- luego de las 16 h (ON) de estimulación antigénica (Fig. 29B), pero, 

luego de 2 y 5 días de estímulo, el agregado de anticuerpos bloqueantes anti-CD137 

decrece la secreción de IFN- (Fig. 29B).  Este patrón se ajusta a los datos obtenidos 

experimentalmente.  Contrariamente al crecimiento exponencial predicho para los niveles 

de TNF-durante el ╉tratamiento M.tb╊, los niveles de IFN- incrementan casi linealmente 

luego de un retardo de 3 horas hasta duplicar los niveles basales de producción ゅ╉tratamiento medio╊ょ. 
La Figura 29C muestra que el bloqueo de CD137 produce un pico temprano en los 

niveles de producción instantáneos de TNF- por monocitos, mostrando el rol que cumple 

CD137 en cambiar el patrón temporal de la respuesta de TNF- contra M.tb. Las 

simulaciones muestran que ni las NK ni los LT producen niveles significativos de TNF-. 

La Figura 29D muestra la cinética de producción de IFN- por NK y LT.  En línea con la 

bibliografía, nuestro modelo predice que la producción temprana de IFN- es realizada por 

las células NK, y luego de las primeras 26-35 h, son las células T las mayores productoras 

de esta citoquina. Las CPA no producen niveles significativos de IFN-. 
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FIGURA 29. Efecto de la vía CD137:CD137L sobre el microambientes de citoquinas durante la tuberculosis 

humana. A,B; Ajuste del modelo a los datos (citoquinas en el medio).  Las diferentes curvas representan el 
mejor ajuste del modelo matemático a los datos.  Se muestra la mediana y el 50% del IPP. La media de los 
datos experimentales se muestra con     ± MES. Los datos experimentales fueron obtenidos de CMSP de 
pacientes con tuberculosis estimuladas con Ag M.tb en presencia o ausencia de anticuerpos monoclonales 
bloqueantes anti-CD137.  Luego de 16 h. (ON) 2 o 5 días sobrenadantes de cultivo libres de células fueron 
recolectados y se midieron los niveles de TNF- (A) e IFN- (B) por ELISA.  Se muestra la media ± MES (15 
individuos por grupo) para cada tiempo.  C, Perfil cinético de la simulación de la tasa de producción de TNF- 
por APC totales.  Se muestra la mediana y el 50% del IPP. D, Perfil cinético de simulación de la tasa de 
producción instantánea de IFN- por células NK y linfocitos T totales. Se muestra la mediana y el 50% del IPP.  
Se realizó la representación gráfica de las siguientes ecuaciones: A: M2, B: M1, C: M2´, D: M1´´ and M1´´´. 

 
 

Simulación de la expresión intracelular de citoquinas rol de CD137 

Nuestros resultados experimentales indicaban que las interacciones de 

CD137:CD137L inducirían efectos distintos en la secreción de citoquinas por diferentes 
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tipos celulares durante las etapas iniciales y tardías de la respuesta inmune.  Como se 

muestra en las figuras 30A y B, el bloqueo de CD137 aumenta el porcentaje de células 

CD14+TNF-+ and CD14+IFN-+ a las 16 y 120 horas en respuesta a Ag M.tb.  La simulación 

del MBC reprodujo dichos resultados.  

Por otro lado, nuestros resultados experimentales indicaban que el bloqueo de la 

vía CD137:CD137L también aumenta las células NK CD3-CD56bright productoras de TNF- e 

IFN- contra Ag M.tb (Figuras 30C y D).  El MBC fue también capaz de ajustar los datos. 

Previamente, también habíamos estudiado el efecto de las interacciones entre 

CD137 y CD137L sobre el porcentaje de linfocitos productores de IFN- y/o TNF-.  Como 

se muestra en la figura 30E y F, el bloqueo de CD137 disminuye significativamente el 

porcentaje de linfocitos específicos productores de IFN- y TNF-.  Como en los casos 

anteriores el MBC pudo ajustar exitosamente los datos. 
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FIGURA 30. Ajuste del modelo para los efectos de la vía de CD137 sobre el número de células productoras de 

citoquinas durante la tuberculosis activa.  Las diferentes curvas representan el mejor ajuste del modelo 
matemático a los datos experimentales. Se muestra la mediana y el 50% del IPP. La media de los datos 
experimentales se muestra con     ± MES. 
Los datos experimentales fueron obtenidos de CMSP de pacientes con tuberculosis estimuladas con Ag M.tb en 
presencia o ausencia de anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-CD137.  
A-B; Luego de 16 y 120 h, la expresión intracelular de TNF- (A) e IFN- (B) fue determinada por citometría de 
flujo, seleccionando dentro de la región de monocitos a las células CD14+.  Cada   representa la media ± MES del 
porcentaje de células CD14+citoquina+ (11 individuos).  C-D; CMSP fueron estimuladas con Ag M.tb por 24 h en 
presencia o ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-CD137 y se determinó la expresión intracelular de TNF- (C) e IFN- (D) en células NK CD56bright seleccionando dentro de la región de linfocitos a las células CD3-

CD56bright. Cada    representa la media ± MES (10 individuos).  E-F; CMSP fueron estimuladas con Ag M.tb por 4 
días en presencia o ausencia de anticuerpos bloqueantes anti-CD137.  La expresión intracelular de TNF- (E) e 
IFN- (F) fue determinada por citometría de flujo en células T, seleccionando a las células CD3+  dentro de la 
región de linfocitos. Cada    representa la media ± MES (16 individuos). Se realizó la representación gráfica de 
las siguientes ecuaciones: A: R3, B: R2, C: R7, D: R6, E: R12, F: R11. 

  

Otros datos ajustados 

También hemos incluido en el análisis del MBC otros datos relaciones con el efecto 

del bloqueo de CD137.  Como se ha mostrado anteriormente el bloqueo de CD137 reduce 

la proliferación de CMSP estimuladas con Ag M.tb.  El MBC fue capaz de reproducir dichos 

datos experimentales (Tabla 3). Las simulaciones también ajustaron el efecto del bloqueo 

de CD137 sobre la apoptosis de las células T (Tabla 3).  Por último, una estimación 

aproximada del número de células también fue incluida en el MBC.  

Tipo de dato 
ajustado 

Medio M.tb M.tb + aCD137 

Experimental Simulado Experimental Simulado Experimental Simulado 

Proliferación 
CMSP (120 h) 

2356-4675 3933-4914 12600-15700 11710-13331 1414-9976 374-11105 

Apoptosis LT 

(120h) 

11.3 ± 21.8 11.3-15 24.3-30.9 28.3-31.5 38.2-48.1 36.7-42.1 

Nº células (24 
h) 

1.00E6 ± 
5.00E5 

7.30E5-8.85E5 1.00E6 ± 
5.00E5 

7.28E5-8.81E5 1.00E6 ± 
5.00E5 

8.85E5-1.17E6 

Nº células 

(120 h) 

1.00E6 ± 
5.00E5 

.: 7.38E5-
9.82E5 

1.00E6 ± 
5.00E5 

8.85E5-1.17E6 1.00E6 ± 
5.00E5 

7.88E5-1.04E6 

 

Tabla 3. Otros datos ajustados por el MBC.  Se presentan los intervalos de confianza (0,25-0,75) para los datos 

experimentales y los intervalos predictivos posteriores de las simulaciones (0,25-0,75). 

 

Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo. 

El análisis bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza en el valor de 

los parámetros del MBC (Figuras. 31-42).  El volumen de la distribución a priori (medido 

como el logaritmo del determinante de la covarianza) fue de 16.4dB.  El volumen de la 

distribución a posteriori se redujo a -962dB, con una disminución promedio por 

parámetro de 12.5 dB.  La reducción promedio en la varianza de cada parámetro fue de 
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6.91dB, la diferencia entre ambas reducciones indicando una importante correlación entre 

los parámetros.  Esto quiere decir que en promedio, el rango logarítmico promedio de los 

parámetros se redujo por un factor de 2.21 (3.46dB).  Esta reducción no fue homogénea: 

no ocurrieron cambios en 7 parámetros, se observó muy poca reducción (menos que 1dB) 

en 21, una reducción moderada (entre 1 y 5 dB) 31 y, finalmente, una reducción 

substancial (entre 5 y 13dB) ocurrió en 22 parámetros.  

 

FIGURA 31. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la inducción de CD137 sobre 

la producción de citoquinas y tasas de apoptosis y proliferación.  El análisis Bayesiano de los datos 
experimentales reduce la incerteza en los valores de los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la 
distribución a priori de los parámetros.  Las áreas negras representan la distribución a posteriori.  IA 
(Inducción de la producción de IFN-por CD137::CD137L en las APC), IA (Inducción de la producción de 
TNF-por CD137::CD137L en las APC), IA (Inducción de muerte por CD137::CD137L en APC), IN (Inducción 
de la producción de IFN- por CD137::CD137L en NK), IN (Inducción de la producción de TNF- por 
CD137::CD137L en NK), IT (Inducción de la producción de IFN-por el bloqueo de CD137 en LT), IT 
(Inducción de la producción de TNF-por el bloqueo de CD137 en LT), IT (Inducción de muerte por el 
bloqueo de CD137 en LT), IT (Inducción de la proliferación por el bloqueo de CD137 en LT). 
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FIGURA 32. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la proporción de cada tipo 

celular sobre la población total de células.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza 
en los valores de los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los 
parámetros. Las áreas negras representan la distribución a posteriori. rA (PC/APC+NK), rN (NK/APC+NK), rT 
(T/células totales), rTsp (Tsp/T). 

 

FIGURA 33. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la proliferación de los 

distintos tipos celulares.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza en los valores de 
los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los parámetros. Las áreas 
negras representan la distribución a posteriori. No (proliferación de No), To (proliferación de To),  
(proliferación de A),.Na (proliferación de Na),s (proliferación de s). 
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FIGURA 34. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la muerte de los distintos 

tipos celulares. El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza en los valores de los 
parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los parámetros.  Las áreas negras 
representan la distribución a posteriori. o (muerte de Ao), No (muerte de No), To (muerte de To), a 
(muerte de Aa), Na (muerte de Na), Ts (muerte de Ts), (apoptosis dependiente de TNF- en APC), N 
(apoptosis dependiente de TNF- en NK), T (apoptosis dependiente de TNF- en LT). 
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FIGURA 35.  Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la producción de citoquinas 

por los distintos tipos celulares.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza en los 
valores de los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los parámetros.  
Las áreas negras representan la distribución a posteriori. o (producción de IFN- por Ao), o (producción 
de IFN- por No), o (producción de IFN- por To), a (producción de IFN- por Aa), a (producción de 
IFN- por No), a (producción de IFN- por Ts),o (producción de TNF- por Ao), o (producción de TNF- por No), o (producción de TNF- por To), a (producción de TNF- por Aa), a (producción de TNF- 
por No), a (producción de TNF- por Ts). 
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FIGURA 36. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la proporción de células 

productoras de citoquinas/células totales.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza 
en los valores de los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los 
parámetros.  Las áreas negras representan la distribución a posteriori. r (  productoras de IFN-/ 
totales), r (N productoras de IFN-/N totales), r (T0 productoras de IFN-/ totales), ra (a 
productoras de IFN-/a totales), rs (Ts productoras de IFN-/s totales), r0 (0 productoras de TNF-/ totales), r0 (N0 productoras de TNF-/No totales), r0 (células T0 productoras de TNF-/0 totales), 
ra (a productoras de TNF-/a totales), rs (células Ts productoras de TNF-/s totales). 
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FIGURA 37. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la proporción de células que 

expresan el receptor-ligando/células totales.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la 
incerteza en los valores de los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los 
parámetros.  Las áreas negras representan la distribución a posteriori. rRL ( que expresan receptor-
ligando/ totales), rRT (T que expresan el receptor/T totales), rRLN (N0 que expresan el receptor-
ligando/N totales), rRLNa (Na que expresan el receptor-ligando/Na totales). 

 

 

FIGURA 38. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la asociatividad entre 

células.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza en los valores de los parámetros 
del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los parámetros.  Las áreas negras representan 
la distribución a posteriori. K(AxA) (tasa de asociatividad APC-APC), K(AxT) (tasa de asociatividad APC-LT), K(AxN) 
(tasa de asociatividad APC-NK), K(NxN) (tasa de asociatividad NK-NK).  
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FIGURA 39. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la tasa de unión al antígeno 

y a al anticuerpo para cada tipo celular.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza 
en los valores de los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los 
parámetros.  Las áreas negras representan la distribución a posteriori. K(AxAb) (tasa de unión APC-anticuerpo -
CD137), K(NxAb) (tasa de unión NK-anticuerpo -CD137), K(TxAb) (tasa de unión LT-anticuerpo -CD137), K(AxAg) 
(tasa de unión APC-M.tb y posterior activación independiente de TNF- e IFN-), K(AxAg) (tasa de unión APC-
M.tb y posterior activación dependiente de TNF- e IFN-). 

 

 

FIGURA 40. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen la tasa de degradación del 

antígeno y citoquinas.  El análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza en los valores de 
los parámetros del MBC.  Las áreas grises representan la distribución a priori de los parámetros.  Las áreas 
negras representan la distribución a posteriori.  Ag(tasa de degradación del antígeno), g(tasa de 
degradación del TNF-), (tasa de degradación del IFN-).
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FIGURA 41. Reducción en la incerteza de los parámetros del modelo que describen tasas de saturación. El 
análisis Bayesiano de los datos experimentales reduce la incerteza en los valores de los parámetros del MBC.  
Las áreas grises representan la distribución a priori de los parámetros.  Las áreas negras representan la 
distribución a posteriori.  KA (tasa de saturación de TNF- para la apoptosis de APC), K (tasa de 
saturación de TNF- para la apoptosis de NK), K (tasa de saturación de TNF- para la apoptosis de LT), 
K (tasa de saturación de TNF- para la activación de APC dependiente de contexto inflamatorio), 
K (tasa de saturación de IFN- para la activación de APC dependiente de contexto inflamatorio),  KN0,Na) 
(tasa de saturación de IFN- para la activación de NK), KN0,Na) (tasa de saturación de TNF- para la activación 
de NK), KA(N0,NA) (tasa de saturación de APC para la activación de NK). 

 

FIGURA 42. Reducción en la incerteza de otros parámetros del modelo. El análisis Bayesiano de los datos 
experimentales reduce la incerteza en los valores de los parámetros del MBC. Las áreas grises representan la 
distribución a priori de los parámetros. Las áreas negras representan la distribución a posteriori. mCels 
(número máximo de células soportado por el medio de cultivo), Tym (tasa de incorporación de timidina 
tritiada), Ap (tiempo de duración de la apoptosis). 

La reducción en el rango de la distribución paramétrica indica que el MBC pudo 

extraer con éxito de los datos experimentales nueva información, distinta a la que se 

contaba a priori.  Algunas veces, la información obtenida de los datos pudo ser extraída sin 

un modelo sofisticado.  Por ejemplo, el parámetro, rRLN0 (que sufrió una reducción de 
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8dB) se pudo obtener directamente de la medida de la expresión del receptor en células 

NK no estimuladas; un procedimiento similar se pudo realizar para todas las proporciones 

de las células no estimuladas.  Sin embargo, en la mayoría de los otros casos (k(AxN), IAa, 

IT) el parámetro depende de los datos de una manera más compleja, por lo que solo 

usando el MBC (o un análisis similar) es posible extraer su valor. 

La ausencia completa en la reducción del rango es indicativa de un parámetro 

pobremente definido, algo natural dado que hay más parámetros que datos.  Una pequeña 

reducción es indicativa de que los resultados experimentales contienen poca información 

acerca del rango del parámetro.  Otras veces, como para N0, Na, Aa,Ts los datos no 

contienen información acerca del parámetro dada su nula influencia sobre los datos. Sin 

embargo, en otros casos (IN, rA,Ap), el efecto del parámetro es substancial pero la 

información a priori es lo suficientemente buena por lo que hay relativamente poca nueva 

información en los datos experimentales. 

Aquellos parámetros que no redujeron el rango a posteriori podrían ser 

inidentificables y por lo tanto, ser removidos del modelo sin consecuencias significativas. 

Es interesante hacer notar que se puede transferir la responsabilidad de elegir el mínimo 

conjunto de parámetros al MBC.  Esto es una ventaja del presente enfoque, en caso de 

duda se puede incorporar un parámetro al modelo y éste sigue en capacidad de ajustar los 

datos y llegar a conclusiones significativas. Sin embargo, habría que tener en cuenta un 

posible incremento cuadrático en el tiempo computacional. 

Mecanismo de la señalización de CD137 sugerido a partir del análisis de los 

datos. 

El efecto de CD137 sobre la producción de citoquinas y las tasas de apoptosis y 

proliferación es descripto a través de los 9 parámetros presentados en la figura 31.  En 

cuatro casos (IA,IN, IN, IT) las distribuciones a priori y a posteriori se solapan, 

indicando que los datos experimentales producen muy poca información acerca de los 

mecanismos que representan dichos parámetros.  Utilizando intervalos de confianza 

bayesianos se calculó la probabilidad de los otros parámetros de ser distintos de 1 (valor 

que indica no inducción por CD137).  En primer lugar, el modelo predice que las 

consecuencias del bloqueo de CD137 sobre los niveles tardíos de IFN- está mediada por 

un efecto sobre la sobrevida de las de células T (p(IT<1)<0.00001 y p(IT>1)<0.00001)  

más que sobre una inducción del IFN- (IT≠な ns).  Aunque hubo una gran reducción en la 
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incerteza de este parámetro, la distribución a posteriori está centrada en 1.  Por otro lado, 

los efectos de CD137 sobre los niveles de TNF- están relacionados con un efecto 

inhibitorio directo sobre la tasa de producción de TNF- por las APC (p(μIA >1)<0.005 ) y 

probablemente  por la sobrevida de estas células (p(μIA<1)~0.06). 

Comparando modelos 

A partir de los resultados experimentales de la tesis surgieron dos hipótesis:  

1) El bloqueo de la vía de CD137 impide una señalización directa sobre las células 

T, con la consecuente disminución en la sobrevida y producción de IFN-.  Tal es el caso del 

modelo originalmente desarrollado y hasta aquí presentado. 

2) El incremento en los niveles de TNF-producidos por el bloqueo de la vía de 

CD137/CD137L promueve la apoptosis de las células T (y por lo tanto disminuye la 

proliferación y la producción de citoquinas por parte de estas células).  

Por lo tanto, se compararon el modelo original con un nuevo modelo donde la 

señalización directa sobre las células se encuentra ausente.  Para estudiar este otro posible 

mecanismo desarrollamos un nuevo MBC excluyendo aquellos parámetros que describen 

la señalización directa sobre los LT (IT, IT, IT, IT).  

Para determinar cuál de estos dos mecanismos predice con mayor precisión los 

datos experimentales, se compararon el modelo original ゅ╉modelo directo╊ょ con este 
nuevo modelo donde la señalización directa sobre T se encuentra ausente ゅ╉modelo 

indirecto╊ょ. Luego de 5000 corridas del LMA seguido de la Metrópolis CMMC (todos 

comenzando con un vector distinto obtenido de la distribución a priori de los parámetros) 

se encontró una totalSC  de 84.79 para el mínimo global encontrado para el modelo 

indirecto; 24.12 unidades más de totalSC  que para el mínimo obtenido para el modelo 

directo. 

Este nuevo MBC, de 73 parámetros, pudo ajustar la mayoría de los datos 

experimentales (aunque no con la precisión del modelo directo) pero falló en reproducir 

los efectos de CD137 sobre los LT y los consecuentes niveles de IFN- (Figura 43).  En 

cuanto los efectos sobre la sobrevida celular las simulaciones de este modelo predice los 

siguientes porcentajes para células T apoptóticas: tratamiento Mt.b: 28.90-37.58 % CD3+ 

Anexina V+, tratamiento de bloqueo: 24.40-35.85% CD3+ Anexina V+. Para la incorporación 
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de [3H]TdR: tratamiento M.tb: 10855.7-15341.1 cpm, tratamiento de bloqueo: 9527.9-

14729.4 cpm. 

 

FIGURA 43.  Ajuste del modelo indirecto.  Las diferentes curvas representan el mejor ajuste del modelo 
matemático a los datos experimentales. Se muestra la mediana y el 50% del IPP.  La media de los datos 
experimentales se muestra con     ± MES. 
Los datos experimentales fueron obtenidos de CMSP de pacientes con tuberculosis estimuladas con Ag M.tb en 
presencia o ausencia de anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-CD137.  
A, Ajuste de los datos para la expresión de CD137 en células T (los datos experimentales fueron tomados a las 
0, 16, 24 y 120 h. por citometría de flujo analizando dentro de la región de linfocitos a las CD3+); B, niveles de 
IFN- en el medio de cultivo  (los datos experimentales fueron obtenidos por ELISA de sobrenadantes de 
cultivo libres de células a las 16, 48 y 120 h.); C, expresión de IFN- en LT (datos experimentales obtenidos por 
citometría de flujo analizando dentro de la región de linfocitos a las CD3+) . Se realizó la representación gráfica 
de las siguientes ecuaciones: A: R10, B: M1, C: R11. 

 

Finalmente calculamos la Evidencia de ambos modelos por Integración 

Termodinámica.  La evidencia del modelo directo fue de -284.00±1.68, mientras que la del 

modelo indirecto fue de -294.10±0.68 (Figura 44).  
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FIGURA 44. Comparación de mecanismos alternativos. 

Evidencia Decisiva a favor de la señalización directa 

sobre las células T. Se calculó por Integración 
Termodinámica la Evidencia de dos modelos 
alternativos: 
1) Modelo Directo: El bloqueo de la vía de CD137 
impide una señalización directa sobre las células T que 
conlleva un aumento en la sobrevida y en la 
producción de IFN-.  
2) Modelo Indirecto: el incremento en los niveles de 
TNF- producidos por el bloqueo de la vía de 
CD137/CD137L promueve la apoptosis de las células T 
(y por lo tanto la disminución de la proliferación y la 
producción de citoquinas por parte de estas células 
durante el bloqueo de CD137 sería un efecto indirecto)  
A, se muestra la evidencia de ambos modelos obtenida 
por Integración termodinámica. 
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La diferencia entre ambas evidencias (10.07), corresponde a un factor de Bayes de 

43.7dB, lo que indica evidencia decisiva a favor de una señalización directa de CD137 

sobre las células T.  
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DISCUSIÓN 

El objetivo de la presente tesis fue abordar una misma pregunta biológica con 

herramientas tanto teóricas como experimentales: ¿Cuál es el rol de CD137 durante la 

respuesta inmunológica humana montada frente a M tuberculosis? Los modelos 

matemáticos han sido utilizados con éxito para formular hipótesis y teorías y realizar 

predicciones acerca de importantes aspectos de la respuesta inmune contra M.tb que han 

resultados difíciles de abordar experimentalmente 294,344.  En esta tesis, nosotros nos 

hemos planteado un objetivo diferente: integrar, aplicando un análisis bayesiano, la 

información contenida en nuevos datos experimentales a la información que se tenía del 

sistema a partir de la literatura. 

La novedosa propuesta conllevaba el difícil desafío de realizar un nexo entre la 

simulación Computacional, la Estadística Bayesiana y la inmunología experimental.  Para 

ello se presenta en esta tesis un novedoso abordaje, el Modelo Bayesiano Computacional, 

que combina técnicas bayesianas y algoritmos de minimización y que permite obtener 

nueva información de los datos experimentales que no surge de un análisis estadístico 

tradicional.  La construcción de este modelo implicó comprender cómo traducir en 

ecuaciones diferenciales los diferentes procesos inmunológicos que ocurren en el sistema 

experimental con el que se trabajó en la parte experimental.  Una vez diseñado, las 

simulaciones del MBC reprodujeron con éxito todos los datos experimentales.  Por otro 

lado el MBC nos ha permitido extraer nueva información acerca de varios parámetros 

biológicamente relevantes y completar los perfiles cinéticos de las variables 

experimentales.  Más aún, los resultados de la simulación permitieron postular un 

mecanismo responsable de la modulación de citoquinas por CD137.  

Se ha reportado tradicionalmente que las moléculas co-estimulatorias son 

requeridas para montar una respuesta inmune antígeno-específica eficaz durante la 

activación de las células T.  Estas señales co-estimuladoras pueden ser positivas o 

negativas y por lo tanto pueden determinar la naturaleza de la respuesta inmune. 

Considerando que las interacciones clásicas B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4 sirven como 

interruptores principales que regulan la composición clonal de las células T activadas, 

nuevos receptores co-estimulatorios, como CD137, SLAM, ICOS y PD-1, afinan la expansión 

y las propiedades de las células T activadas.  En estos últimos años se ha empezado a ver 
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que estas moléculas coestimulatorias no solo proveen señales de ╉encendido o apagado╊ 
sino que representan una compleja red interacciones ligando-receptor que influencian la 

respuesta inmune de manera cualitativa y cuantitativa, afectando a todas las células 

participantes desde linfocitos hasta células dendríticas.  

Dentro de estas moléculas co-estimulatorias ha emergido CD137, miembro de la 

superfamilia de receptores del TNF (TNFR), cumpliendo diversos roles en la respuesta 

inmune innata y adaptativa, pero poco se conoce acerca de su función en la regulación de 

la respuesta de la inmune del hospedador frente a una bacteria intracelular 252.  Por lo 

tanto durante el desarrollo de la presente tesis nos propusimos estudiar el rol de la vía de 

CD137:CD137L en la modulación de la respuesta innata y adaptativa frente a M. 

tuberculosis.   

Nuestros resultados experimentales mostraron que la estimulación por 16 h. con 

un sonicado de M. tuberculosis induce un marcado incremento en la expresión de CD137L 

en monocitos.  En línea con este resultado, se ha reportado que varios estímulos, 

incluyendo señales innatas y adaptativas pueden promover la expresión de CD137L u 

otros ligandos de TNFR en CPA 181.  Por otro lado, a pesar de que es controversial si CD137 

se expresa en monocitos humanos primarios 265,266, nosotros pudimos comprobar que M.tb 

induce la expresión de CD137 en células CD14+.  Más aún pudimos demostrar que la 

expresión de CD137 está mediada por TLR-2, concordantemente con los resultados que 

muestran un rol central para TLR2 en el reconocimiento de M. tuberculosis por los 

macrófagos 24.  Además, aunque la expresión de CD137 en células NK humanas ha sido 

descripta anteriormente 195, nuestros datos demuestran por primera vez que CD137L 

también se expresa en células NK CD56bright humanas.  En línea con estos resultados la 

señalización a través de CD137:CD137L induce la producción de IFN- en células NK, pero 

no tiene efectos sobre la citotoxicidad de estas células 378.  Nosotros también detectamos 

un aumento significativo de CD137 en células T de pacientes con tuberculosis luego de 5 

días de estimulación antigénica.  De acuerdo con este resultado, se ha demostrado que la 

expresión de CD137 es activación-dependiente y por ello se ha propuesto a este receptor 

como un marcador de células efectoras T 181.   

A pesar de que se había reportado previamente que CD137 no participaría en la 

inmunidad mediada por células T a infecciones micobacterianas 256, nosotros 

demostramos que M. tuberculosis induce expresión diferencial de CD137 y CD137L en 

células de la respuesta innata y adaptativa.  De esta manera, hipotetizamos que la vía de 
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CD137 y CD137L cumpliría un rol modulando la inmunidad del hospedador frente al 

patógeno.   

Para estudiar el efecto de esta vía de señalización sobre las distintas células del 

sistema inmune utilizamos anticuerpos monoclonales bloqueantes anti-CD137.  Cuando 

bloqueamos por 16 o 24h la vía de CD137, observamos un aumento significativo en el 

número de células CD14+ y CD3-CD56bright TNF-+ e IFN-+ M. tuberculosis-específicas, 

demostrando que la vía de CD137 inhibe la funciones efectoras de esas células de la 

inmunidad innata en tuberculosis.  Por el contrario, 4 días de bloqueo de CD137 decrece 

significativamente el número de linfocitos CD3+IFN-+ y TNF-+ frente a M. tuberculosis, 

demostrando que la señalización a través de CD137 promueve las funciones efectoras de 

las células T.  En línea con estos resultados se ha demostrados que en terapias antivirales y 

antitumorales, anticuerpos agonistas de CD137 expanden las funciones efectoras de las 

células T que producen altos niveles de IFN-231.  Gracias al análisis realizado con el MBC 

se pudo predecir un efecto directo de esta vía sobre las células T, en línea con resultados 

previos que demuestran que la expansión inducida por anti-CD137 de células T de 

memoria transferidas adoptivamente requiere que el receptor se exprese en las células T 

pero no en el hospedador 261.  Por lo tanto, un aspecto importante de nuestro estudio fue el 

hallazgo de que las interacciones entre CD137 y CD137L podrían producir distintos 

efectos en diferentes poblaciones celulares, inhibiendo o incrementando una citoquina 

particular secretada por un tipo celular.  

Profundizando el estudio del efecto de esta vía sobre las células T durante la 

respuesta inmune a M.tb, demostramos que CD137 no solo polariza la respuesta a perfiles 

TH1, sino también a perfiles TH17. 

En la parte experimental de esta tesis se ha mostrado que CD137 es un fuerte 

inductor de respuestas Th1.  Sin embargo, en línea con la literatura que propone que 

CD137 juega un rol clave en la sobrevida de células T, sin efectos observables sobre las 

funciones efectoras de las células T 227 242,243, el MBC predice que la vía de CD137 

participaría en la modulación de la sobrevida de estas células sin un efecto inhibitorio 

directo sobre la producción de IFN- por CD137 en células T.  Concordantemente con las 

predicciones del modelo, nuestros resultados experimentales mostraron que el bloqueo de 

CD137 aumenta la apoptosis de células T productoras de IFN- apoptóticas.  Estos 

resultados concuerdan con los reportes que demuestran que CD137 es una potente 

molécula coestimulatoria de células T, que induce su expansión y la producción de 
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citoquinas y regula positivamente la expresión de genes anti-apoptóticos previniendo la 

muerte celular inducida por activación. 238,239.  

Nuestros datos muestran que las interacciones entre CD137 y CD137L inhiben la 

apoptosis de las células CD4+ y CD8+ de manera similar.  Más aun demostramos que la vía 

de CD137 estimula la producción de IFN- por ambos tipos celulares, en contraste a 

reportes previos que muestran que la vía de CD137 tiene un impacto mayor sobre las 

funciones efectoras de las células T CD8+. 183 

Por otro lado, hemos demostrado que las interacciones entre CD137 y CD137L 

promueven la degranulación específica y por lo tanto la actividad citotóxica 352 contra 

antígenos de M. tuberculosis.  De forma similar, se había demostrado que ratones 

deficientes en CD137L muestran una pérdida de la función citotóxica durante la infección 

con gammaherpesvirus-68 247.  Más aún, se había reportado que células T CD8+ humanas 

específicas contra influenza o VIH estimuladas con CD137L muestran altos niveles de 

perforina, granzima A y citoquinas por célula que los controles 10,241.   

Mientras que se ha demostrado claramente el rol protectivo del IFN- en 

tuberculosis 379, el TNF- exhibe una compleja red de interacciones y muchas de sus 

actividades no se comprenden acabadamente 56.  Sin embargo, es sabido que el TNF- 

juega un rol trascendental en controlar la infección con M. tuberculosis, activando a los 

macrófagos durante la respuesta inmune temprana y participando en la formación del 

granuloma 51, aunque niveles excesivos de TNF- causarían daño tisular in vivo 56, 

incluyendo hiperinflamación, necrosis caseosa y caquexia380.  La función de TNF- en 

humanos es de interés clínico, debido a la asociación de drogas anti-TNF- con la 

reactivación de la tuberculosis latente.381,382.  Más aun, se ha reportado una correlación 

entre los niveles de TNF- y la severidad clínica de la tuberculosis humana 383.  

Nuestros resultados experimentales muestran que la señalización de CD137 

disminuye la producción de TNF- por CMSP a todos los tiempos estudiados.  En línea con 

estos resultados, la distribución a posteriori de los parámetros del modelo computacional 

predice que la señalización de CD137 sobre las CPA, principal fuente de TNF-, inhibe la 

producción de esta citoquina y aumentan su apoptosis.  Nuestros datos con monocitos 

purificados están en correlación con la cinética de expresión de CD137 y CD137L 

observada para las células CD14+ y CD3+.  Nuestros datos con monocitos purificados están 

en correlación con la cinética de expresión de CD137 y CD137L observada para las células 
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CD14+ y CD3+.  Es decir que a tiempos cortos de estimulación con el antígeno de M.tb, los 

efectos de la vía de señalización de CD137 estarían dados por el resultado de la interacción 

de CD137 y CD137L, ambos expresados en monocitos. Nosotros postulamos que M. 

tuberculosis induciría la producción de TNF- a través de la activación de macrófagos 

tempranamente durante la respuesta inmune del hospedador.  La interacción de CD137 

con su ligando,  ocurriría durante la inmunidad innata frente a M. tuberculosis, inhibiendo 

altos niveles patológicos de TNF-.  Luego, durante el desarrollo de la inmunidad 

adaptativa, la vía de señalización de CD137:CD137L induciría la producción de IFN- a 

través de la interacción entre las CPA y las células T.  Más aún, aumentaría la sobrevida y 

las funciones efectoras de estas células (Figura 45).  Altos niveles tempranos de TNF- 

regulan positivamente los niveles CD137L y CD137 en la superficie de monocitos. 

Nosotros proponemos que esta regulación conduciría a una retroalimentación negativa 

sobre la secreción de TNF-.  Es decir, altos niveles de TNF- inducirían la expresión de 

CD137 y su ligando.  Las interacciones entre estas moléculas, a su vez disminuyen estos 

niveles a fin de evitar daño tisular e hiperinflamación.  De manera similar, altos niveles de 

IFN- durante la respuesta adaptativa inhibirían la expresión de CD137L, limitando los 

niveles de estas citoquina producidos por los LT (Figura 45). 
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Figura 45. Modelo de modulación de citoquinas por la vía de CD137 durante la estimulación de CMSP 

con Ag M.tb.  Tempranamente durante la estimulación (0-48 h), la interacción de CD137 con su 
ligando, ambos expresados en monocitos regula negativamente la secreción de TNF-.  Altos 
niveles de TNF- regulan positivamente los niveles CD137L y CD137 en la superficie de monocitos 
inhibiendo su producción.  Durante el desarrollo de la respuesta adaptativa la vía de señalización de 
CD137:CD137L induce las funciones efectoras y la sobrevida de las células  T.  De manera similar, 
altos niveles de IFN- durante la respuesta inmune adaptativa inhiben la expresión de CD137L, con 
el objetivo de limitar los niveles de estas citoquina producidos por los LT. 

Esos niveles de IFN- específicos contra M. tuberculosis también estarían regulados por 
otras moléculas coestimulatorias como SLAM, ICOS y PD-1177,178,374, a fin de lograr la 

cantidad de IFN- requerida para combatir la enfermedad adecuadamente.  Como se puede 
hipotetizar a partir de nuestros resultados experimentales, la simulación computacional 

predice que CD137 disminuye la producción de IFN- por células NK a tiempos cortos de 
estimulación con Ag M.tb y, luego, durante la respuesta inmune tardía y a través de la 
interacción entre las células T y las CPA, la interacción CD137:CD137L aumenta los niveles 

de IFN-  producidos por las células T. 
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Altos niveles de IFN- incrementarían los niveles de TNF- dado que el agregado 

de IFN- recombinante al medio de cultivo, aumentó significativamente la producción de 

TNF- luego de la estimulación antigénica, en línea con resultados previos que muestran 

que el IFN- estimula la producción de TNF- por macrófagos a través de Stat-1384.  Más 

aún, existe evidencia de que co-cultivos de monocitos estimulados con M. tuberculosis + 

IFN-exógeno aumenta marcadamente la liberación de TNF- en respuesta al Ag de M.tb 

in vitro 385,386. 

Como surge de nuestros resultados, altos niveles de TNF- regularían 

negativamente la producción de IFN- a través de la apoptosis de las células T y por 

aumento del número de células Tregs.  Sin embargo no se puede descartar la existencia de 

un efecto directo del TNF- sobre la producción de IFN-.  Por otro lado, bajos niveles de 

TNF-, inhibirían la producción de IFN- debido a una disminución en la activación y 

proliferación de células T antígeno específicas.  Por lo tanto los niveles de IFN- estarían 

finamente regulados por una serie de procesos anti- y pro-inflamatorios disparados por el 

TNF-.  En este escenario y durante las diferentes etapas de la respuesta inmune, la vía de 

CD137 funcionaría regulando apropiadamente los niveles de IFN- y TNF- requeridos 

para combatir a M. tuberculosis, participando así en la homeostasis de las respuestas 

innatas y adaptativas frente al patógeno.  

Mientras que se ha establecido claramente el rol de la señalización a través de 

CD137 sobre la producción de IFN-por las células T 387, la función de esta vía sobre la 

secreción de TNF- se encuentra aún en discusión .  Aunque se ha reportado que la 

señalización a través de CD137 induce la expresión de TNF- en monocitos humanos 190, 

también se ha publicado información contradictoria sobre el rol de la vía de 

CD137:CD137L en la producción de TNF- durante diferentes infecciones bacterianas 

194,252.  Más aún, se sugirió  que CD137 podría desempeñar funciones opuestas 

dependiendo de la especie bacteriana infectante 388, e incluso el rol de CD137 podría ser  

opuesto en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas257.  Concordantemente, nuestros 

resultados demuestran que algunos aspectos de la señalización de CD137 y CD137L son 

específicos para M. tuberculosis, dado que los efectos de esta vía sobre los niveles de TNF- 

secretados por CMSP resultaron opuestos si las células eran estimuladas con LPS o M.tb. 

La presente tesis no sólo estableció el rol de la vía de señalización de CD137 

durante la respuesta inmune a la tuberculosis humana sino que también presentó un 
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nuevo abordaje teórico, el Modelo Bayesiano Computacional, para la integración de 

nuevos datos experimentales con literatura preexistente.   

El MBC se construyó a partir de dos conjuntos diferentes de ecuaciones: 1) una 

lista de ecuaciones diferenciales que describen la evolución del modelo biológico que 

describen, 2) una lista de ecuaciones que relacionan el estado del modelo con cantidades 

observables experimentalmente. El MBC tiene dos tipos de entradas: 1) la distribución  a 

priori de los parámetros de dichas ecuaciones y 2) un conjunto de datos observaciones 

experimentales con sus respectivos errores estándar. Las salidas del MBC son tres: 1) la 

distribución a posteriori de los mismos parámetros, 2) la distribución de probabilidad de 

los posibles resultados de variables observadas y no observadas y 3) la evidencia del 

modelo.  

El MBC ensambla cuatro algoritmos y métodos encuadrados dentro de la teoría 

Bayesiana: 1) Ecuaciones EDO para modelar la evolución del modelo biológico estudiado, 

2) la estimación del MAP, como una adaptación del método de Levenberg Marquardt que 

incorpora la información a priori 3) El método de Metrópolis CMMC para muestrear la 

distribución a posteriori 4) La Integración Termodinámica para la determinación de la 

evidencia del modelo.  

Este enfoque presenta diversas ventajas. Primeramente, utiliza el conocimiento a 

priori presente en la literatura para interpretar los resultados experimentales analizados.  

En un segundo lugar, computa cual es la nueva información que nos brindan los resultados 

experimentales que no se encontraba en la información a priori.  Además permite calcular 

los factores de Bayes para estudiar las probabilidades de modelos alternativos.  La 

distribución resultante de los parámetros puede ser utilizada como a priori de análisis de 

nuevos resultados experimentales.  Por otro lado el MBC permite incorporar nuevos 

mecanismos.  En este caso, los datos tienen que ser reanalizados bajo los nuevos 

mecanismos y se debería correr una nueva CMMC e Integración Termodinámica para 

obtener la evidencia del nuevo modelo para comparar con modelos alternativos. 

Otros métodos comparten algunas pero no todas las posibilidades del MBC.  Un 

análisis clásico de EDO podría ser complementario del MBC dado que permitiría explicar al 

menos en parte la reducción en el rango de la distribución paramétrica posterior.  Sin 

embargo, este tipo de análisis no está diseñado para ajustar y extraer información de los 

datos experimentales.  Esta tarea podría ser lograda por un clásico ajuste del tipo de 
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cuadrados mínimos no lineales.  Sin embargo, este método no incorpora la información a 

priori de una manera clara, y no tolera modelos con menor número de parámetros que de 

datos.  Finalmente, sin una estimación inicial de la covarianza cerca del MAP, la CMMC no 

podría aproximar la distribución a posteriori en tiempos manejables.  Esta estimación es la 

salida natural del algoritmo de MAP. 

El sistema de ecuaciones EDO del MBC es fácil de resolver por el método de Euler. 

Este método es conocido por ser inestable cuando la duración de los saltos temporales es 

lo suficientemente larga para que se produzcan cambios significativos en el estado de las 

variables en el transcurso de un salto temporal. Dada la naturaleza de los procesos 

biológicos simulados, no se espera que sea el caso del salto temporal elegido en este caso 

(6 segundos), por lo que consideramos que el método de Euler es adecuado.  Esta 

consideración fue corroborada por la mínima diferencia encontrada para este salto 

temporal entre los métodos de Euler y el Runge-Kutta de cuarto orden.  

El LMA es una técnica poderosa para converger a mínimos locales o puntos de 

inflexión.  En el primer caso, la norma del gradiente debe ser cercana a cero, mientras que 

en el segundo caso, habría un pequeño decrecimiento en la suma de cuadrados en las 

sucesivas iteraciones a pesar de un valor alto de gradiente.  Comenzando por distintos 

puntos al azar de la distribución a priori de los parámetros damos lugar a la posibilidad de 

comenzar en la cuenca de atracción del mínimo global.  Incrementando el número de los 

puntos iniciales incrementamos la probabilidad de encontrar este mínimo.  De las  5000 

corridas realizadas, 3 de ellas terminaron en el mismo punto con una suma de cuadrados 

que fue menor que en cualquier otro caso. 

EL MBC está basado en sistema de 17 ecuaciones diferenciales asociadas, 

comprometiendo 77 parámetros.  Un número más alto de parámetros que de ecuaciones y 

datos experimentales atentaría contra la credibilidad del modelo dado que la posibilidad 

de ajustes espurios se incrementa.  Por el otro lado, un número pequeño de parámetros 

podría no ser suficiente para describir apropiadamente el sistema.  En esta tesis se utiliza 

el menor conjunto de ecuaciones necesario para describir los procesos biológicos que 

explican los resultados experimentales.  Cada ecuación y la distribución a priori de cada 

parámetro se basó en la literatura y en consideraciones teóricas.  Dado que el sistema de 

EDO se construyó con la idea de reproducir los procesos biológicos que generaron los 

datos experimentales, no se evitaron intrincadas dependencias entre los estados de las 

APC, NK y LT y los niveles de citoquinas que hacen que sea más dificultoso ajustar los 
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datos.  Más aun, como los valores de los parámetros están limitados por la distribución a 

priori, nada garantiza que una combinación de valores para los parámetros reproduzca 

efectivamente los datos experimentales.  De hecho, con solo fijar los valores de 3 

parámetros  (los que describen la señalización directa de CD137 sobre las células T) el 

sistema no puede ajustar adecuadamente los datos.  Por otro lado, el elevado número de 

parámetros no es un impedimento para arribar a resultados válidos.  La estadística 

Bayesiana permite arribar a conclusiones que son válidas dentro de su marco teórico aun 

en situaciones subóptimas como la que nos ha ocupado en esta tesis.  La estadística 

ortodoxa, por otro lado, no puede manejar bajos valores de n, el número de muestras.  

Pero muchas veces solo se cuenta con información donde el número de n es bajo.  

Afortunadamente, el análisis Bayesiano puede lidiar con este tipo de situaciones. Si se 

evitan contradicciones lógicas en la declaración de un problema y se utilizan a prioris 

apropiados, se puede arribar a soluciones válidas [21] 

El MBC pudo ajustar todos los datos experimentales, con la excepción del tardío 

incremento de la expresión de CD137 en la superficie de células T no estimuladas.  La 

razón de este incremento podría ser atribuida a la activación inespecífica de las células T 

no contemplada en este modelo. 

La relevancia de la Modelización Bayesiana de las vías de señalización de la 

tuberculosis es fundamental para poder comprender cuantitativamente la compleja 

interacción entre los distintos mecanismos de regulación.  Es una línea de investigación 

pionera en unir la Biología de Sistemas con la Biología Experimental.   

Considerando nuestro trabajo en conjunto, se propone que el estudio de las vías de 

señalización en tuberculosis tendría importantes implicancias en potenciales tratamientos 

para la enfermedad.  En particular, los anticuerpos agonistas anti-CD137 son potentes 

moduladores inmunes y han mostrado resultados prometedores en modelos terapéuticos 

de cáncer, enfermedades virales y autoinmunes murinas. Más aún, existen actualmente 

ensayos clínicos de fase I y II para cánceres avanzados281.  Utilizando una herramienta 

teórico-experimental, se presenta evidencia que propone al receptor CD137 como un 

posible candidato en la terapia contra la tuberculosis humana. Sin embargo, se debe tener 

precaución a la hora de manipular CD137 en terapias humanas, dado que los anticuerpos 

agonistas anti-CD137 pueden causar anormalidades severas en el sistema inmune 389.  Más 

aún, la presente tesis demuestra que la vía CD137:CD137L opera diferente sobre las 

funciones efectoras de las células de la inmunidad innata y adaptativa.  Por lo tanto, se 
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requieren más estudios para considerar la manipulación de esta vía en tuberculosis, 

resultando crítico la comprensión en detalle de la regulación de CD137. 
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