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RESUMEN 

Durante la realización de la presente tesis doctoral se estableció un modelo 

terapéutico preclínico de administración intratumoral (i.t.) de polyadenylic–polyuridylic 

acid (poli A:U) desnudo, un análogo sintético de ARN doble cadena viral que es 

reconocido sólo por TLR3 y no por otros receptores citosólicos. Se demostró que el 

tratamiento terapéutico con poli A:U inhibe el crecimiento tumoral y aumenta la 

sobrevida en los ratones portadores de tumores de melanoma murino B16 tratados. 

Asimismo, se demostró que dicho tratamiento puede ser empleado con éxito en similares 

esquemas terapéuticos en distintos modelos murinos, tanto en el background genético 

C57BL/6 como en el BALB/c, aportando bases para una terapia alternativa antitumoral. 

También se estudió la contribución particular que las células del sistema inmune 

ejercen en nuestro modelo preclínico. Empleando ratones nude e IL-12 p40-/-, se demostró 

que tanto las células T (y/o NKT) así como la subunidad IL-12p40 (compartida por IL-

12 e IL-23) participan en el control del crecimiento tumoral y la sobrevida en los ratones 

portadores de tumores B16 tratados. Cuando se caracterizó ex vivo el infiltrado 

inmunológico en tumores de ratones tratados con poli A:U, se encontró un mayor 

infiltrado de células CD45+, de células dendríticas maduras CD11c+ (CD40+CD86+) 

productoras de IL-12 y de LiT CD8+, modificándose la relación CD4/CD8 en tumor. 

Empleando ratones reporteros Foxp3-GFP, se encontró que el tratamiento con poli A:U 

disminuye el número de células T reguladoras (Treg) en tumor y el porcentaje de células 

que expresan el marcador LAP, asociado a la producción de TGF-β. Además, se estudió 

la respuesta antitumoral antígeno específica empleando el modelo preclínico en ratones 

portadores de tumores B16 que expresan de forma estable ovalbúmina (OVA), mediante 

la transferencia adoptiva de células T CD4+ y CD8+ provenientes de ratones transgénicos 

OTI y OTII (que expresan TCR específicos para péptidos de OVA expresados en el 

contexto del CMH clase I y II respectivamente). Se evidenció que el tratamiento i.t. con 

poli A:U promueve el reclutamiento y la proliferación de LiT CD8+ antígeno específicos 

en ganglio drenante y favorece un perfil de respuesta Th1 antígeno específica en tumor. 

Por otra parte, mediante el empleo de nuestro modelo preclínico en ratones 

deficientes en el receptor de IFN-I (IFNAR1-/-) se demostró que se requiere la 

señalización de IFN-I sobre las células huésped para observar la inhibición del 

crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida generada por el tratamiento con poli 
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A:U. Además, cuando se caracterizó ex vivo el infiltrado leucocitario en tumor en ratones 

IFNAR1-/-, todas esas diferencias halladas entre los tratamientos en ratones wt se pierden. 

Para demostrar que el tratamiento con poli A:U induce la producción endógena de 

IFN-β, se emplearon ratones reporteros que expresan el gen de luciferasa en lugar de la 

secuencia codificante de IFN-β. El estudio de la cinética de la inducción de IFN-β in vivo 

demostró que el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo es capáz de inducir un pico de dicha 

citocina luego de 6 h y que este se produce a lo largo de sucesivas dosis. Empleando cepas 

de ratones reporteros de IFN-β específicos para distintos linajes como células mieloides, 

dendríticas, LiT y B (LysM+/loxβLuc, CD11c+/loxβLuc, CD4+/loxβLuc y CD19+/loxβLuc 

respectivamente), se demostró que luego del tratamiento con poli A:U las células de 

origen mieloide son responsables de producir la totalidad de IFN-β en el microambiente 

tumoral y que las células CD11c+ también contribuyen en gran parte con dicha inducción. 

Además, se reprodujo el modelo preclínico en ratones reporteros de IFN-β deficientes en 

UNC93B1 (molécula involucrada en el tráfico de TLR endosomales) y en IRF3, 5 o 7 

(factores de transcripción clave en las vías de señalización de TLR). De esta manera, se 

demostró que la producción de IFN-β en nuestro modelo preclínico, es dependiente de 

IRF3 y UNC93B1 pero no de IRF7 e IRF5, confirmando que poli A:U es ligando TLR3 

y contribuyendo también con algunos aspectos importantes de su señalización in vivo.  

Por último, se evaluó el empleo de poli A:U en combinación con un 

quimioterapéutico convencional como doxorrubicina, con el fin de disminuir su dosis, 

manteniendo la eficacia del tratamiento y disminuyendo sus efectos adversos. Para ello, 

se empleó doxorubicina en altas y bajas dosis i.v. en ratones portadores de tumores B16 

y se mantuvieron las condiciones y el esquema experimental de administración de poli 

A:U. La terapia combinada poli A:U y doxorubicina bajas dosis demostró tener un efecto 

sinérgico favorable, respecto a los demás tratamientos empleados, para el control del 

crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida de los ratones tratados, reduciendo 

además los efectos tóxicos secundarios de doxorubicina evaluados mediante niveles 

ezimáticos y parámetros bioquímicos. 

La presente tesis revela el rol crucial de la inducción endógena de IFN-β, luego de 

la administración i.t. de poli A:U, en la modificación del tipo de infiltrado, funcionalidad 

de células del sistema inmune y en la respuesta inmune antitumoral que promueve el 

control del crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida de los ratones tratados. 

Palabras clave: Inmunología tumoral  poli A:U  TLR3  IFN-β  Terapia antitumoral   
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

ADN ácido desoxiribonucleico 

ALR AIM2-like receptors 

AN ácidos nucleicos 

ARN  ácido ribonucleico 

ARNdc ARN doble cadena 

ARNi ARN interferente 

ARNr ARN ribosomal 

ARNsc ARN simple cadena 

ARNm  ARN mensajero  

BCG  Bacillus de Calmette y Guerin  

bFGF basic fibroblast growth factor 

CD  células dendríticas 

CDc  células dendríticas convencionales 

CDDM CD derivadas de monocitos humanos 

CDp  células dendríticas plasmacitoideas 

CD4 T cell co-receptor 

CD8 T cell co-receptor 

CD11c integrin alpha X chain protein  

CD19 B-lymphocyte antigen CD19 

CLR C-type lectin receptors 

CMH complejo mayor de histocompatibilidad 

CPA  células presentadoras de antígenos  

CpG desoxiribo citidina-fostato-guanosina  

DAMP damage-associated molecular patterns 

ELISA  Enzimoinmunoensayo 

FDA Food and Drug Administration 

GD ganglio drenante 

GND gânglio no drenante 

HIF-1α hypoxia-inducible factor1 

HMGB1  high-mobility group box1 
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HSE síndrome de encefalitis por virus del herpes 

Hsp   Heat shock protein 

HSV-1 virus del herpes simple tipo 1  

IFN-I  Interferones tipo I 

IL  interleucina 

i.t. intratumoral 

i.v. intravenosa 

IRAK   Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 isoform 1 

IRF   interferon regulatory factor 

LBS  LPS-binding protein 

Li Linfocitos  

LPS  lipopolisacárido 

LRR  regiones repetidas ricas en leucinas 

LysM lysozime M locus gene (myeloid cells) 

Mφ macrófagos 

MAMP  microrganism associated molecular patterns 

MAPK  mitogen activated protein kinase 

MDSC células mieloides supresoras 

MLS macrólidos, lincosamida y estreptogramina B 

MMP metaloproteinasa 

MyD88  Myeloid differentiation primary response gene 88 

MPLA monofosforil lípido A 

NF-κB  nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell) 

NK natural killer 

NLR  nucleotid-binding oligomerization domain (NOD)- like receptor 

OVA ovalbúmina 

p.i. post inyección 

p.t.  post transferencia 

PAMP  patrones moleculares asociados a patógenos 

PBS  solución de buffer fosfato 

PCR  reacción en cadena de la polimerasa 

poli A:U polyadenylic–polyuridylic acid 
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poli I:C polyinosine-polycytidylic acid 

PRR  receptores de reconocimiento de patrones  

RAGE   Receptor for Advanced Glycation End products 

RE retículo endoplásmico 

RLR Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptor 

RNS especies reactivas del nitrógeno 

ROS  especies reactivas del oxígeno 

s.c.  subcutáneo / subcutáneamente 

SDS-PAGE  electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de 

sodio 

SFB  suero fetal bovino 

SNP single nucleotide polymorphism 

Src sarcoma non-receptor tyrosine kinase 

STAT  signal transducer and activator of transcription 

T.A.  temperatura ambiente 

TAM Mφ asociados a tumor 

TAK1  TGF-beta activated kinase 1 

TBK1  TANK-binding kinase 1 

Th  T helper o T colaborador 

TILs leucocitos infiltrantes de tumor 

TIR  dominio Toll/receptor de IL-1 

TIRAP  TIR domain containing adaptor protein 

TLR  Toll like receptor 

TNF-    factor de necrosis tumoral alfa 

TRAF3 TNF receptor-associated factor 3 

TRAF6   TNF receptor-associated factor 6 

TRAM   Toll-like receptor adaptor molecule 2 

Treg células T reguladoras 

TRIF  Toll like receptor adaptor molecule 1 

UNC93b1 Unc-93 homolog B 1 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

wt wild type 
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LA INMUNOLOGÍA DEL CÁNCER 

La inmunología del cáncer ha hecho muchos descubrimientos importantes y ha 

establecisido una sólida base en el último siglo, a pesar de aquellos que ven el campo 

como nada más que una ilusión. Desde sus orígenes, esta área de estudio ha estado 

plagado de dificultades ya que, por un lado, la inmunología del cáncer es una disciplina 

híbrida (integra varias disciplinas) y por otro, el estudio del cáncer fue conducido por 

mucho tiempo por los genetistas, oncólogos, patólogos y otros especialistas médicos. Sin 

embargo, ya en la década de 1890, William B. Coley observó que algunos pacientes con 

cáncer experimentaban remisión espontánea de sus tumores cuando contraían infecciones 

agudas (Rammensee, 2014). Coley desarrolló una mezcla relativamente segura y eficaz 

de toxinas provenientes de bacterias muertas Gram-positivas (Streptococcus pyogenes) y 

Gram-negativas (Serratia marcescens) para el tratamiento de pacientes con cáncer 

(conocida como toxina de Coley). Este trabajo fue “marginado” por la llegada de 

tratamientos con rayos X y la radioterapia, y posteriormente, la quimioterapia. Luego de 

estos primeros años visionarios, el campo de la inmunología permaneció descuidado.  

Durante la primera mitad del siglo 20, Richmond Prehn y Joan Main demostraron 

el rechazo inmunológico de tumores inducidos químicamente y trasplantados a ratones 

singénicos (Prehn & Main, 1957; Parmiani, y col., 2015). Años más tarde, basados en el 

aumento de las observaciones en modelos de ratón, McFarlane Burnet y Lewis Thomas 

propusieron la teoría de “la vigilancia inmunológica del cáncer'', especulando que el 

Sistema Inmune podría ser capaz de destruir tumores malignos (Burnet, 1971; Thomas, 

1982). El concepto de inmunovigilancia del cáncer parecía desvanecerse tras el hallazgo 

de que los ratones atímicos nude no mostraban mayor susceptibilidad a desarrollar 

tumores inducidos por metilcolantreno (Stutman, 1974). Sin embargo, en ese momento 

aún no se conocía que  los ratones nude tienen altos niveles de células natural killer (NK) 

y otras células de la inmunidad innata (Dunn, y col., 2004). Independientemente de estos 

grandes descubrimientos, el campo de la inmunología del cáncer se volvió cada vez más 

controvertido, y la validez científica del diagnóstico de Coley fue cuestionada (Galon y 

col., 2013). 

Este punto de vista “pesimista” sobre la inmunidad del cáncer fue refutada 

gradualmente por muchas observaciones experimentales novedosas, tales como el 

descubrimiento del factor de necrosis tumoral  (TNF-) (Carswell y col., 1975) y la 

demostración de que la inmunización con tumores mutagenizados provocaba el rechazo 
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de tumores espontáneos poco inmunogénicos (Van Pel y col.,1983). En 1991, comenzó 

la era de la Inmunología Molecular con la identificación de las estructuras de antígenos y 

las secuencias de genes que codifican antígenos tumorales que son reconocidos por las 

células T (van der Bruggen y col., 1991). Este descubrimiento generó una ola de 

optimismo y esperanza para un enfoque inmunomodulador contra el cáncer y la 

vacunación. En 1995 y 1998, dos citocinas inflamatorias, el interferón (IFN)-α y la 

interleucina (IL)-2, fueron aprobadas para el tratamiento de melanoma (empleadas como 

adyuvante y en terapias antimetastásicas, respectivamente). Sin embargo, las 

inmunoterapias desarrolladas en estos años tuvieron un beneficio de supervivencia 

limitado, restringido a un grupo minoritario de los pacientes, comprometiendo 

nuevamente el campo en cuestión (Jeught, y col., 2014).  

El renacimiento de la inmunología tumoral comenzó realmente hace una década, 

impulsado por tres grandes logros. En primer lugar, fue la demostración de la 

inmunovigilancia (integrada en la Teoría de la Inmunoedición) empleando modelos de 

ratones knock out (KO) (Shankaran y col., 2001) y la demostración de la fase de equilibrio 

del cáncer (Koebel y col., 2007) (cuadro 1).  

En segundo lugar, fue la demostración de la importancia de la respuesta inmune 

antitumoral para la supervivencia de los pacientes. Se demostró que el infiltrado de 

células de la inmunidad adaptativa tiene un valor pronóstico superior a los criterios 

clásicos de extensión y grado de invasión del tumor (Galon y col., 2006). Por otra parte, 

se había demostrado que un microambiente tumoral activo conducente al reconocimiento 

por parte del sistema inmune, tiene un valor predictivo en la respuesta a la inmunoterapia 

(E. Wang y col., 2002).  

En tercer lugar, los éxitos notables de varias inmunoterapias generaron un enorme 

entusiasmo entre los oncólogos y los inmunólogos. De hecho, en los últimos cinco años, 

se ha demostrado que varios tipos de inmunoterapias tienen un gran impacto clínico. Estos 

avances incluyen: la terapia de transferencia adoptiva de células T (Kalos & June, 2013; 

Restifo, y col., 2012); el desarrollo de nuevas vacunas, como la primera vacuna celular 

aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos, Sipuleucel-T, 

para el tratamiento de distintos tipos de cáncer de próstata (Cheever & Higano, 2011; 

Quinn y col., 2014), y la vacuna gp100 en combinación con IL-2 para el tratamiento de 

melanoma (Schwartzentruber y col., 2011; Hailemichael & Overwijk, 2014). Además, 

los inhibidores por bloqueo, tales como el anticuerpo monoclonal aprobado por la FDA 

anti-CTLA4 (ipilimumab), y los anticuerpos monoclonales anti-PD-1/PD-1 ligando, entre 
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otros, han revolucionado el campo (Vacchelli, y col., 2014; Drake, y col., 2014). Por lo 

tanto, el área de la inmunología del cáncer sigue siendo un campo multidisciplinario 

siempre creciente y próspero, que trabaja en conjunto con otras disciplinas para salvar y 

mejorar la vida de pacientes con cáncer (D. S. Chen & Mellman, 2013; Galon, y col., 

2013; Jeught, y col., 2014).  

 

INMUNIDAD INNATA Y ADQUIRIDA FRENTE AL CÁNCER 

La primera rama del sistema inmune en activarse frente a la entrada de un agente 

extraño o agresor son las células y mediadores del sistema inmune innato. Algunas 

poblaciones celulares consideradas como parte de la inmunidad innata son los macrófagos 

(Mφ), monocitos, neutrófilos, otras células polimorfonucleares, células natural killer 

(NK), células mieloides supresoras (MDSC), etc. Dentro del sinnúmero de mediadores 

solubles más característicos que participan en esta etapa, se encuentran algunas de las 

citocinas proinflamatorias más conocidas: IL-1, IL-6, TNF-, etc (Hagerling y col., 

2014). Las células de la inmunidad innata poseen receptores cuya distribución no es 

clonal (todas las células de un mismo linaje expresan los mismos receptores). 

La activación de las células de la inmunidad innata frente a una situación de daño 

(infecciosa o estéril) es inmediata y crucial en el desencadenamiento de un fenómeno 

inflamatorio. La inmunidad adquirida, en contraste genera una respuesta específica contra 

antígenos en particular, algo más demorada y conduce a la memoria inmunológica 

(Gajewski y col., 2013). La activación de la inmunidad innata es fundamental para que se 

inicie la activación de la adquirida y ésta última, si se desregula, contribuye a la 

perpetuación de un estado inflamatorio crónico (Coussens y col., 2013; Goldszmid y col., 

2014).  

Cuadro 1. La Teoría de la Inmunoedición.                            

El sistema inmune puede reconocer y eliminar de manera natural las células tumorales, 

ejerciendo cierta presión selectiva que los tumores deben evadir para poder crecer. La teoría 

de la inmunoedición (o también conocida como Teoría de las “3 E”, Dunn y col., 2004) 
propone un proceso de 3 fases: eliminación, mediante la cual el sistema inmune puede 

reconocer y deshacerse de las células tumorales recientemente originadas 

(inmunovigilancia); equilibrio, se establece un balance entre el tumor y el sistema inmune y 

ambos ejercen presión sobre el otro, donde el sistema inmune puede seleccionar y/o promover 

variantes de células tumorales resistentes al control inmunológico; y escape, en la cual el 

tumor, a través del desarrollo de mecanismos de resistencia, puede evadir la respuesta 

inmune.  
Koebel y col., 2007 



Capítulo I                  Introducción 

 

David Andrés Nocera     17 
 

Tanto la inmunidad innata como adaptativa pueden contribuir en la eliminación 

del tumor. Las células NK y los LiT CD8+, o células citotóxicas, son algunos de los 

principales protagonistas en la eliminación de células tumorales. Citocinas tales como 

IFN-γ e IL-12, identificadas generalmente con células T cooperadoras tipo I (Th1), 

raramente matan directamente a las células cancerosas, pero son requeridas para la 

activación de estas poblaciones (Goc y col., 2014; Jeught y col., 2014).  

El análisis exhaustivo del infiltrado leucocitario en tumores sólidos o en sangre en 

pacientes (como así también en modelos experimentales de cáncer) ha demostrado que la 

funcionalidad de las células presentes no siempre corresponde a la esperada para combatir 

un tumor. Así, las poblaciones celulares predominantes son Mφ asociados a tumor 

(TAM), MDSC, neutrófilos y células Treg, todas ellas compatibles con una respuesta 

antitumoral inhibida e ineficiente (Condamine y col., 2015; Kitamura y col., 2015; 

Mantovani, 2014). 

Por el contrario, trabajos muy interesantes realizados en pacientes con cáncer 

colorectal establecieron una correlación significativa entre la presencia intratumoral de 

células T CD8+ y moléculas asociadas a su actividad (tales como IFN-γ y granzima B) y 

el tiempo libre de enfermedad y sobrevida de esos pacientes (Galon y col., 2006), 

indicando que cuándo se potencia la rama del sistema inmune adecuado, éste puede 

contribuir en el control del proceso neoplásico (Fridman y col., 2012; Galon y col., 2013). 

Las células de la inmunidad innata como los LiT y B a su vez, se pueden 

diferenciar fenotípica y funcionalmente en una miríada de subpoblaciones con distintos 

roles, incluso muchas veces antagónicos, tanto para la defensa contra agentes extraños así 

como en la inmunidad antitumoral. Un ejemplo paradigmático de la dualidad de funciones 

que puede ejercer una determinada subpoblación celular son los TAM (Biswas & 

Mantovani, 2010). Si bien está demostrado que los tumores están infiltrados por diversas 

poblaciones celulares del sistema inmune tales como células NK, Treg, Li B, LiTh1 y 

Th2, LiT senescentes, LiT exhaustos etc, los TAM representan una de las poblaciones 

más abundantes en el microambiente tumoral (Mantovani, 2014). Los Mφ pueden 

presentar diferentes estados de activación y se los ha clasificado como Mφ activados en 

forma clásica o M1 y Mφ activados en forma alternativa o M2. En cada uno de estos 

estados de polarización, los Mφ adquieren un fenotipo característico y sintetizan 

citocinas, quimiocinas y factores que complementan su identificación. En general, los 

TAM humanos o murinos generalmente presentan un perfil tipo M2 y secretan un número 

de factores de crecimiento y citocinas proangiogénicas como VEGF (vascular endothelial 
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growth factor), TNF-α, IL-8 y bFGF (basic fibroblast growth factor) y enzimas que 

promueven los procesos metastásicos como metaloproteínasas (MMP)-2, MMP-7, MMP-

9 y MMP-12 (Murray y col., 2014). Por lo tanto, los TAM presentan distintos perfiles de 

activación y que de acuerdo a ello adquirirán funciones pro- o anti-inflamatorias, 

modulando fuertemente la inmunidad antitumoral y/o la progresión del tumor (Chanmee 

y col., 2014).  

Una situación de dualidad similar se observa para muchas otras poblaciones 

celulares y se conoce que la funcionalidad adoptada por las células en el microambiente 

tumoral está comandada por las interacciones de las distintas células de sistema inmune 

con factores secretados por las propias células tumorales y otras células que conviven en 

el complejo microambiente tumoral (Caronni y col., 2015; Kitamura y col., 2015). 

RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES MOLECULARES (PRR) 

Las células de la inmunidad innata poseen receptores codificados en línea 

germinal o “pattern recognition receptors” (PRR), cuya distribución no es clonal y que 

no reconocen antígenos específicos en particular, sino estructuras químicas conservadas 

entre distintos tipos de microorganismos y que en general son esenciales para su 

sobrevida. Estas estructuras químicas se denominan “MAMP” (microrganism associated 

molecular patterns), y un ejemplo clásico de MAMP es el lipopolisacárido (LPS) presente 

en la pared celular de las bacterias Gram-negativas. La activación de las células de la 

inmunidad innata frente a una infección es inmediata y sus componentes se encuentran 

evolutivamente conservados tanto en animales superiores como en invertebrados (Kawai 

& Akira, 2010). Además de los MAMP, los PRR pueden reconocer “DAMP” (damage-

associated molecular patterns), mediadores endógenos de la inflamación liberados como 

consecuencia del estrés celular, la pérdida de la homeostasis o la integridad del 

organismo, tal es el caso de HMGB1 (high mobility group protein B1), una proteína 

nuclear no histónica de unión a la cromatina, que cuando se libera al exterior celular es 

reconocida como “señal de peligro” (Krysko y col., 2012; Goldszmid, y col., 2014). 

El reconocimiento de MAMP o DAMP es esencial para la iniciación de una 

respuesta inflamatoria. Tras el reconocimiento de los mismos, los PRR inician un 

programa que ejecuta la primera línea de defensa, necesaria para controlar la noxa. 

Además, la señalización a través de PRR simultáneamente induce la maduración de las 

células dendríticas (CD), proceso en el cual se produce un aumento de citocinas 

proinflamatorias y la expresión de moléculas coestimulatorias en su superficie (como 
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CD80, CD86 y CD40). De esta forma, las CD activadas o maduras son capaces de 

presentar eficientemente antígenos a la inmunidad adaptativa (Steinman, 2012).  

La mayoría de los PRR se pueden clasificar en una de las cinco familias, basadas 

en la homología estructural de sus dominios: la familia de los TLR (Toll like receptors), 

CLR (C-type lectin receptors), receptores RLR (retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-

like receptor), receptores NLR (nucleotid-binding oligomerization domain (NOD)- like 

receptor) y receptores ALR (AIM2-like receptors). A su vez, estas familias se pueden 

dividir en dos grandes grupos según su localización celular: los receptores de membrana 

y los receptores intracelulares libres (o citosólicos). Al primer grupo lo forman los TLR 

y CLR, que se encuentran anclados en la membrana plasmática o en la membrana de 

compartimentos endocíticos, y detectan la presencia de ligandos microbianos en el 

espacio extracelular. Mientras que el segundo grupo lo forman los RLR, NLR y ALR, 

que se encuentran en el citoplasma, donde censan la presencia de patógenos intracelulares 

(Brubaker y col., 2015). 

La familia de RLR está compuesta por tres miembros RIG-I, MDA5 (melanoma 

differentiation associated gene 5) y LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) los 

cuales reconocen ARN viral en el citoplasma. Los RLR pertenecen a una familia de ARN 

helicasa que específicamente detecta especies de ARN derivadas de virus en el citoplasma 

y coordinan un programa anti-viral a través de la producción de Interferones tipo I (IFN-

I) (Chattopadhyay & Sen, 2014).  

Los NLR constituyen una gran familia de PRR intracelulares tales como NOD1, 

NOD2, NLRP3 entre otros, que se activan tras el reconocimiento de MAMP. Algunos de 

los NLR forman una estructura supramolecular conocida como inflamasoma, esencial en 

la activación de caspasa 1 y por ende, en la conversión de la molécula inactiva pro-IL-1β 

a IL-1β. La estimulación de NOD1 y NOD2 además resulta en la translocación nuclear 

de NF-κB y la activación de MAPK (mitogen activated protein kinase) (Leemans y col., 

2014).  

Los ALR participan en la detección de ADNdc citosólico. Cada uno de estos 

receptores cuenta con un dominio PYHIN que permite interacciones proteína-proteína y 

un dominio HIN-200 de unión al ADNdc (Kawai & Akira, 2011). El miembro fundador 

de esta familia, AIM2 (absent in melanoma-2), interactúa con el adaptador ASC 

(apoptosis-associated speck-like protein) y promueve la formación del inflamasoma y 

media la producción de IL-1β tras la detección de ADNdc citosólico. Un conjunto más 

diverso de funciones se ha atribuido a un segundo miembro, IFI16 (interferon γ-inducible-
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16), que incluyen la activación de STING (stimulator of IFN genes) y consecuente 

producción de IFN-I, además de la formación del inflamasoma (Pandey, y col., 2015). 

Cientos de CLR forman una familia heterogénea que reconoce una amplia gama 

de microorganismos. Todos los CLR comparten un dominio característico lectina tipo C 

(CTLD) capaz de unirse a calcio y carbohidratos. La mayoría de los CLR actúan como 

opsoninas sin activar directamente una cascada de señalización vía NF-kB. Sin embargo, 

un subgrupo de estos receptores inicia cascadas de señalización que convergen en la 

translocación nuclear de NF-κB y desencadenan una respuesta proinflamatoria crucial 

para la defensa contra hongos. Dentro de los subgrupos de CLR más estudiados, se 

encuentran las subfamilias de receptores Dectin-1 y Dectin-2/3, que reconcen β-glicanos 

y α-mananos, respectivamente (Brubaker y col., 2015). 

Los TLR son glicoproteínas integrales de membrana formadas por un domino 

extracelular, un dominio de transmembrana y un dominio de señalización intracelular; y 

en base a la alta homología que presenta el dominio intracelular o citoplasmático, forman 

parte de una gran familia de receptores de transmembrana que incluye al receptor de IL-

1 (IL-1R) (Kawai & Akira, 2010). Éstos receptores comparten el dominio intracelular 

pero difieren en la estructura del dominio extracelular, ya que en el IL-1R la región 

extracelular está constituida por tres dominios similares a inmunoglobulinas (Ig), 

mientras que en los TLR el dominio extracelular contiene regiones repetidas ricas en 

leucinas (LRR). El dominio extracelular de los TLR se asocia a través de una única cadena 

de transmembrana al dominio citoplasmático, el cual, como se dijo anteriormente, 

comparte una alta homología con el dominio citoplasmático de IL-1R, lo que le confiere 

el nombre de dominio Toll/IL-1R (TIR) (Slack y col., 2000). Dentro de los dominios TIR, 

hay regiones conservadas que son cruciales para la interacción con moléculas 

involucradas en la señalización intracelular que desencadenan la inmunidad de plantas 

(Zipfel, 2014) y animales (Clemmons, y col., 2015; Rauta y col., 2014; Lewis & Obbard, 

2014) (Figura I.1). 

Cabe destacar que la molécula Toll fue originalmente descripta en la mosca de la 

fruta Drosophila melanogaster, como una proteína importante en el desarrollo en la 

embriogénesis (Hashimoto y col., 1988). En 1996 el grupo de Hoffman, demostró que 

Toll posee un rol clave en la respuesta inmune contra hongos en Drosophila (Lemaitre y 

col., 1996). Un año después, un homólogo de Toll en Drosophila fue descripto en 

humanos, subsecuentemente llamado receptor tipo Toll (Toll-like receptor, TLR) 

(Medzhitov y col., 1997). En 1998 el grupo de Beutler BA describió el primer TLR, 
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TLR4, una proteína expresada en Mφ que induce la expresión de genes involucrados en 

la respuesta inflamatoria (Poltorak y col., 1998). Estos descubrimientos sobresalientes 

por los grupos de Hoffman y Beutler los hicieron acreedores del premio Nobel en 

Fisiología y Medicina en el año 2011. 

 

TLR INTRACELULARES 

Los TLR han sido divididos en dos subgrupos, dependiendo de la localización 

celular. Uno de los grupos está compuesto por TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y 

TLR11, los cuales se encuentran expresados en la superficie celular, y reconocen 

principalmente componentes microbianos, tales como lípidos, lipoproteínas, proteínas y 

DAMP. El otro grupo está compuesto por TLR3, TLR7, TLR8 (este último funcional sólo 

en humanos), TLR9 y TLR13 (este último únicamente en ratón) y se encuentran 

exclusivamente expresados en la membrana de vesículas tales como endosomas, 

lisosomas y endolisosomas, donde reconocen ácidos nucleicos (AN) microbianos (Kawai 

& Akira, 2010). Los TLR intracelulares, son intrínsecamente capaces de detectar AN. Si 

Figura I.1. TLR: una familia muy conservada a lo largo de la evolución. Los TLR son 

glicoproteínas integrales de membrana tipo I, que consisten en un dominio extracelular, una 

región transmembrana y un dominio citoplasmático. EL dominio citoplasmático de los TLR 

muestra una alta homología entre distintas especies, compartiendo el dominio de señalización 

intracelular TIR. RPP5, N y L6 son ejemplos prototípicos de las proteínas vegetales de resistencia 

a enfermedades intracelulares que contienen un dominio TIR amino terminal, así como un 

dominio de unión a nucleótidos (ATP o GTP) y dominios LRR. Drosophila tiene dos tipos de 

proteínas con dominios TIR: Toll y MyD88. Los mamíferos tienen al menos cuatro tipos de 

proteínas con dominios TIR: los receptores TLR e IL-1R, MyD88 (myeloid differentiation 

primary response 88) y TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein). Imagen adaptada de 

Medzhitov, 2001. 
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bien los AN de los vertebrados poseen varias modificaciones que los diferencian de los 

ARN y ADN de microorganismos, conservan cierta capacidad para activar la respuesta 

inmune impulsada por la activación de TLR intracelulares (Gosu, y col., 2012). Por lo 

tanto, éstos receptores actúan en compartimientos endosomales, en donde usualmente los 

AN del huésped son excluidos, y por ende pueden distinguir entre los AN propios y 

foráneos, en un estadio de acidificación y maduración particular del endosoma (He y col., 

2015). Los TLR1 a TLR9 se conservan tanto en ratones como en humanos, mientras que 

el TLR10 de ratón pareciera ser no funcional y TLR11, TLR12 y TLR13 se han eliminado 

del genoma humano (Kawai & Akira, 2010). 

Existe un fuerte consenso respecto a que la función primaria de los TLR 

intracelulares es la detección de virus, aunque ha sido demostrado que también son 

capaces de detectar otros microorganismos. Muchos virus son sólo percibidos por los 

TLR endosomales, y son éstos particularmente importantes para su contención. La 

incorporación de microbios intactos por la vía endocítica puede ocurrir de distintas 

formas: endocitosis mediada por receptor, fagocitosis, o macropinocitosis (endocitosis no 

específica de derivados celulares solubles) (Blum, y col., 2013). Alternativamente, los 

virus pueden fusionarse con la membrana plasmática y posteriormente ser conducidos a 

endosomas tanto antes o durante el proceso de replicación como resultado de la autofagia. 

Asimismo, virus replicados totalmente pueden gemar a través del sistema endosomal y 

transitar a través de la vía de tráfico celular en endosomas para ser liberados al exterior 

celular (Jensen & Thomsen, 2012).  

TLR7, fue originalmente identificado por el reconocimiento de derivados de 

imidazoloquina tal como imiquimod (R-837) y resiquimod (R-848) y reconoce además, 

análogos de guanina, tal como loxoribine (el cual tiene propiedades antivirales y 

antitumorales). TLR7 reconoce ARN simple cadena (ARNsc) derivados de virus de ARN 

tal como el virus de la estomatitis vesicular, virus de la influenza A y virus de 

inmunodeficiencia humana, pero también ARNsc de algunas bacterias como Streptococo 

del grupo B (Pandey y col., 2015). TLR7 reconoce además el ARN sintético poliU y 

determinados ARN interferentes (ARNi). Existe una alta expresión de TLR7 en una 

población de CD denominadas plasmocitoideas (CDp) lo cual le permite a esta población 

producir gran cantidad de IFN-I después de una infección viral (Pulendran, 2015).  

Aunque se sabe poco acerca de los ligandos reconocidos por TLR8 

(filogenéticamente similar a TLR7), el TLR8 humano media el reconocimiento de R-848 

y ARNsc viral. Por otra parte, varios estudios han demostrado que TLR8 humano 
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responde a ARN total bacteriano, así como a las infecciones con varios patógenos 

bacterianos, mediando la inducción de la expresión de citocinas proinflamatorias e IFN-I 

(P. Broz & Monack, 2013). Mediante el uso de subpoblaciones de CD con distintos 

perfiles de expresión de TLR, se demostró que la detección de la bacteria inactivada por 

calor S. aureus es independiente de TLR2 y sólo requiere la presencia de TLR13. Los 

ARN ribosomales (ARNr) bacterianos, específicamente el motivo conservado 

CGGAGACC del ARNr 23S, fueron identificados como ligandos de TLR13. Cabe 

destacar que este motivo está altamente conservado entre las bacterias Gram-negativas y 

Gram-positivas: ARNr 23S de E. coli y S. pyogenes fueron capaces de inducir una 

respuesta transcripcional dependiente de TLR13, resultando en la inducción de pro-IL-

1β. Además, esta secuencia inmunoestimulante es blanco terapéutico del grupo de 

antibióticos “macrólidos, lincosamida y estreptogramina B” (MLS). También se 

demostró que la modificación de 23S ARNr en ciertos aislados clínicos de S. aureus 

resistentes a MLS, abolió su actividad inmunoestimulante (Hidmark, y col., 2012). Dada 

la importancia de TLR13 en la detección de bacterias, es sorprendente que este TLR no 

está presente en los seres humanos. Es posible que un PRR relacionado haya 

evolucionado en los seres humanos para reconocer especies de bacterias que han 

modificado su 23S ARNr (P. Broz & Monack, 2013). 

TLR9 reconoce motivos de ADN CpG (citosina-guanina) no metilados, los cuales 

se encuentran presentes en bacterias y virus, y raramente en mamíferos. Oligonucleótidos 

sintéticos de CpG funcionan como ligandos de TLR9 y directamente activan células tales 

como CD, Mφ y LiB, promoviendo una respuesta Th1 (Kaisho, 2012). Existe una alta 

expresión de este receptor en CDp y sirve como sensor de virus de ADN (Pulendran, 

2015). 

TLR3 fue originalmente identificado como responsable de reconocer análogos 

sintéticos de ARN doble cadena (ARNdc), tales como poli I:C o más específicamente poli 

A:U, los cuales simulan infecciones virales e inducen una respuesta inmune antiviral 

mediante la inducción de IFN-I y citocinas proinflamatorias. TLR3 además reconoce 

ARN genómico de reovirus, ARNdc producido durante la replicación de ARNsc, 

partículas virales tales como el virus respiratorio sincicial, el virus de la 

encefalomiocarditis, el virus del Nilo y ciertos ARNi (Pothlichet y col., 2013; Blasius & 

Beutler, 2010). La activación de TLR3 desencadena una respuesta inmune antiviral a 

través de la producción de IFN-I y citocinas proinflamatorias, lo que sugiere que TLR3 

tiene un rol esencial en prevenir las infecciones virales. Consistente con esta idea, ratones 
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deficientes en TLR3 son susceptibles a infecciones letales con citomegalovirus murino 

(Tabeta y col., 2004) y la deficiencia de TLR3 en humanos, está asociada a una mayor 

susceptibilidad al virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) (Kropp, y col., 2014; Zhang y 

col., 2007). 

Resumiendo, durante el curso de una infección viral, el virus de ARNsc puede 

emplear la replicación positiva de la cadena sentido a través de un intermediario ARNdc 

y también puede producirse ARNdc a partir de la transcripción bidireccional del genoma 

de virus de ADNdc. Como consecuencia en ambos casos, estos intermediarios de ARNdc 

podrán ser detectados por TLR3 (Son, y col., 2015), dando como resultado una 

redundancia en el sensado de virus de ARN a través de TLR7 y TLR3, y de virus de ADN 

vía TLR9 y TLR3. Aunque es importante destacar que la diversificación en las vías de 

señalización que activan TLR3 vs. TLR7 y 9 también permiten cierto grado de 

selectividad en la respuesta que se va a desencadenar luego de la infección por diferentes 

tipos de virus (Chattopadhyay & Sen, 2014). 

TLR3 

TLR3 es un receptor transmembrana tipo I con un dominio extracelular N- 

terminal, una simple hélice transmembrana, y un dominio de señalización citoplasmático 

C-terminal de la familia TIR. El ectodominio de TLR3 se localiza en el interior del 

endosoma y se une a ARNdc y produce así transducción de señales que desencadenan 

una respuesta inflamatoria y adaptativa antiviral (Matsumoto y col. 2015). 

Estudios cristalográficos demostraron que TLR3 reconoce ARNdc viral a nivel 

molecular (Y. Wang, 2010). El ectodominio de TLR3 se describe como motivo α hélice 

compuesto por 23 LRR en tándem, formando una herradura, cuya porción N-terminal se 

encuentra enriquecida con 15 glicanos y posee también una superficie libre de éstos capaz 

de interaccionar principalmente con las cadenas de azúcares más que con las bases 

púricas/pirimidínicas de la secuencia de ARNdc (Liu y col., 2008; Pirher y col., 2008) 

(Figura I.2). El correcto plegado del receptor y una buena interacción con su ligando 

requieren de condiciones medianamente ácidas, tales como los valores de pH encontrados 

en endosomas tempranos y tardíos (pH alrededor de 6,6 a 5,5 respectivamente) (Qi y col., 

2012). Dichas condiciones favorecen también la dimerización del receptor para formar 

un complejo estable, lo cual requiere que interaccionen ambos sitios de unión con un 

único oligonucleótido de entre 46 a 50 pares de bases de longitud (Pirher, y col., 2008). 

Es interesante el hecho de que la interacción ARNdc/TLR3 no produzca cambios 
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conformacionales en el receptor, sino que facilita y estabiliza la homodimerización, 

permitiendo que los dominios intracelulares de los monómeros de TLR3 se aproximen 

entre sí (Y. Wang y col., 2010). Por lo tanto, segmentos cortos de ARNdc, tales como 

aquellos presentes en ARN transferencia propios, micro ARN, y ribosomas, no podrían 

activar TLR3 debido a que el ARNdc sólo pueden formar complejos estables con TLR3 

interaccionando con ambos sitios de unión presentes en ambas moléculas del dímero, lo 

cual requiere una longitud mínima de 45 pares de bases (Chattopadhyay & Sen, 2014). 

 

 

POLIMORFISMOS EN TLR3 

Se han reportado hasta el momento 3 mutaciones naturales sin sentido 

autosómicas dominantes o recesivas en TLR3 (P554S, L360P, G743D+R811I), en 

pacientes que presentan un síndrome clínico caracterizado por encefalitis recurrentes 

(HSE) por el HSV-1 (Lim y col., 2014). Esta enfermedad se presenta principalmente en 

la primera etapa de la infancia, en niños de 3 meses a 6 años de edad, durante la infección 

primaria con HSV-1 (virus de ADNdc con intermediarios de ARNdc). Curiosamente, este 

síndrome de inmunodeficiencia conduce a una mayor susceptibilidad sólo para HSE y no 

a enfermedades causadas por otros patógenos (Zhang y col., 2007). El defecto funcional 

en pacientes con deficiencia en UNC93B1 (que codifica una molécula en la vía de 

procesamiento de TLR3) o en algún componente de la vía de señalización de TLR3 

(TLR3-TRIF-TRAF3) es el resultado de una menor capacidad de liberar IFN-I por parte 

de células residentes del sistema nervioso central y nervios periféricos. Asimismo, 

pacientes con mutaciones autosómicas dominantes en TRAF3 (TNF receptor-associated 

factor 3), mutaciones autosómicas recesivas en UNC93B1, y mutaciones autosómicas 

Figura I.2. Estructura de TLR3. Típicamente, 

tras la unión del ARNdc, dominios 

extracelulares de dos TLR3 se aproximan y 

dimerisan formando una estructura tipo "m", 

intercalando al ligando entre ellos. De esta 

manera, tanto los ectodominios transmembrana 

como los dominios citoplásmicos quedan en 

estrecha proximidad y permiten la interacción 

con las moléculas adaptadoras, desencadenando 

la cascada de señalización. Adaptado de Liu y 

col., 2008. 
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dominantes o recesivas en TRIF (Toll like receptor adaptor molecule 1), también son 

susceptibles a desarrollar HSE (Sancho-Shimizu y col., 2011). Ensayos in vitro con 

fibroblastos derivados de pacientes con HSE han demostrado que dicha inducción es 

dependiente de TLR3 (Netea y col., 2012; Lim y col., 2014). 

Recientemente se han reportado al menos dos polimorfismos de un solo 

nucleótido (SNP, single nucleotide polymorphism) en TLR3 (L412F y rs13126816) que 

están asociados con un mayor riesgo a desarrollar diabetes mellitus tipo 1. Ambos 

polimorfismos afectan la actividad de TLR3 en células hematopoyéticas de los pacientes 

y conllevan a una secreción deficiente de IFN-I en respuesta a infecciones virales con 

tropismo específico por el páncreas (como coxsackievirus B y enterovirus) (Assmann y 

col., 2014).  

En relación al cáncer, un estudio poblacional había demostrado previamente que 

pacientes con cáncer colorectal con estadío II, portadores del SNP en el gen TLR3 

(L412F, rs3775291), tenían una tasa de supervivencia disminuida en comparación con los 

pacientes portadores del genotipo wt (Castro y col., 2011). A su vez, nuevos reportes 

sugieren que la variación genética en moléculas involucradas en la vía de señalización de 

IFN-I desempeña un papel importante en la etiología, susceptibilidad y la supervivencia 

de pacientes con cáncer colorectal (Lu y col., 2014). 

Un reciente estudio poblacional de meta análisis sobre cuatro SNP en TLR3, 

indicó que el genotipo variante de TLR3 rs5743312 (C9948T, intrón 3) se asoció 

significativamente con un aumento del riesgo a contraer cáncer (carcinoma nasofaríngeo, 

melanoma, cáncer oral) en comparación con el alelo wt en la población asiática (B.-G. 

Wang y col., 2015). Aunque todavía se desconoce cómo y a qué nivel influenciaría 

negativamente dicho SNP sobre la funcionalidad de TLR3.  

Por otro lado, se ha reportado que la herencia homocigota del alelo G en el gen 

TLR3 que contiene el SNP rs10025405, se asocia con una marcada disminución del riesgo 

a contraer cáncer de mama en mujeres afroamericanas. Aún no está del todo claro si dicho 

SNP presente en la región flanqueante 3' del gen TLR3 podría modificar positivamente 

la expresión del ARNm o su procesamiento, resultando en efectos beneficiosos aguas 

abajo sobre el reconocimiento de AN microbianos, la señalización intracelular, y/o el 

procesamiento y la degradación endosomal/lisosomal de TLR3 (Yeyeodu y col., 2013).  

EXPRESIÓN DE TLR3 

TLR3 endosomal es principalmente expresado por una amplia gama de células del 
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sistema inmune tales como células mieloides, CD, células de origen linfoide (B, T y NK) 

y mastocitos, cuya activación tiene en su gran mayoría efectos pleiotrópicos 

inmunoestimulantes (Salem y col., 2014). 

El análisis de expresión de ARNm para TLR3 en distintas subpoblaciones de CD 

humanas demostró que este transcripto se expresa selectivamente en CD de linaje 

mieloide, incluyendo CD derivadas de monocitos humanos (CDDM) y CD BDCA1+ de 

sangre periférica, pero no en CDp (Gauzzi y col., 2010). En ratón, TLR3 se expresa 

fundamentalmente en subpoblaciones de CD convencionales (CDc) CD8α+ y CD 

migratorias CD103+ pero no en CDp (Kaisho, 2012). Tanto las CDc CD8α+ como 

CD103+ están altamente especializadas para producir IFN-β vía TLR3 y realizar 

eficientemente la presentación cruzada de antígenos (péptidos derivados de antígenos 

exógenos son presentados en el contexto de moléculas de complejo mayor  de 

histocompatibilidad “CMH” clase I) (Jelinek y col., 2011; Szeles y col., 2015). Se ha 

reportado que la activación de TLR3 en CD CD8α+, aumenta su sobrevida y promueve 

la presentación cruzada de antígenos tumorales a LiT CD8 citotóxicos (Joffre y col., 

2012). Recientemente, Broz y colaboradores reportaron tanto en modelos murinos como 

en 12 tipos diferentes de cáncer humanos, que la función de CD CD103+ es crucial para 

desarrollar una efectiva respuesta citotóxica antitumoral y además su presencia en tumor 

se correlacionó con un considerable aumento en la sobrevida de los pacientes (M. L. Broz 

y col., 2014).  

Otras poblaciones de origen mieloide como Mφ, también pueden expresar niveles 

considerables de TLR3. En un modelo de carcinoma de pulmón de Lewis, los ratones 

tratados con poli I:C tuvieron regresión tumoral mediada por la conversión de los Mφ M2 

(F4/80+Gr1-) en Mφ supresores de tumor M1, secretando grandes cantidades de citocinas 

proinflamatorias como TNF-α, promoviendo la necrosis hemorrágica del tumor y la 

consecuente supresión del crecimiento (Shime y col., 2012). 

Las células del linaje linfoide también han sido reportadas para expresar TLR3. 

En ratón, se ha descripto que luego de la estimulación del TCR, LiT CD4+ disminuyen 

la expresión de TLR2 y TLR4 mientras que aumentan la expresión de TLR3 y TLR9. 

TLR3 en LiT CD4+ humanos induce indirectamente la expresión de CD38 y CD69. 

Además la estimulación del TLR3 en las células T CD4+, es capaz de inducir NF-kB y 

MAPK, promoviendo su supervivencia, mejorando la producción de IFN-γ y quimiocinas 

como CXCL10, CCL3, CCL4 y CCL5 tras su activación vía TCR (Reynolds & Dong, 

2013). Del mismo modo, Tabiasco y colaboradores reportaron que LiT CD8 humanos 
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efectores pero no naïve o de memoria central, expresan constitutivamente TLR3 y que 

luego de la estimulación dependiente e independiente del TCR, aumenta directamente la 

producción de IFN-γ sin afectar su proliferación o actividad citotóxica (Tabiasco y col., 

2006). Por lo tanto los ligandos TLR3 no sólo pueden influir indirectamente en la 

respuesta inmune adaptativa a través de la modulación de la activación de las CD, sino 

también aumentar directamente la producción de IFN-γ por LiT CD8 antígeno 

específicos. También se ha detectado la expresión de TLR3 en LiT γδ humanos y sirve 

de señal coestimulatoria para la producción de IFN-γ (Reynolds & Dong, 2013). Además, 

células CD56+ NKT aisladas a partir de sangre periférica humana exhiben una expresión 

inducible de TLR3, importante para mediar su activación y favorecer la producción de 

citocinas proinflamatorias. 

Los mastocitos son células que derivan de células madre CD34+ capaces de 

migrar a sitios inflamación y regular la respuesta inmune innata a través de la producción 

de citocinas, leucotrienos y otros mediadores de la inflamación (Nelissen y col., 2013). 

Se ha demostrado que los mastocitos son capaces de producir IFN-I a través de TLR3 

luego de la exposición a virus sincicial respiratorio, virus de la influenza, reovirus tipo 1 

y también a poli I:C, favoreciendo el reclutamiento y la respuesta de LiT citotóxicos 

(Beghdadi y col., 2011).  

TLR3 también se encuentra expresado en queratinocitos de la capa basal de la piel 

humana normal y la estimulación in vitro con TNF-α e IFN-γ, aumenta su expresión 

(Begon y col., 2007; J.-Q. Chen y col., 2015). Además, se ha demostrado que la activación 

de TLR3 en queratinocitos estimula la expresión de varios genes clave en la reparación 

de la permeabilidad dérmica en pacientes con dermatitis atópica y psoriasis (Feingold, 

2015). Por el contrario, se ha reportado que los niveles de TLR3 son elevados en muestras 

de biopsias de músculo de pacientes con miopatías inflamatorias asociadas a virus de 

inmunodeficiencia humano, sugiriendo un papel deletéreo de TLR3 en enfermedades 

inflamatorias musculares (Amarante & Watanabe, 2010). 

Está claro que la expresión de TLR3 no está restringida únicamente a las células 

del sistema inmune. Otros tipos celulares tales como fibroblastos, células endoteliales y 

epiteliales, incluyendo las células transformadas derivadas de éstas, también pueden 

expresar diferentes niveles de TLR3. Actualmente, existen muy variados y 

controversiales datos funcionales acerca de la participación y el rol biológico que cumple 

TLR3 expresado en las propias células tumorales.  

En 2010, Bergé y colaboradores demostraron que el tratamiento in vivo con ARNi 
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en modelos murinos de adenocarcinoma hepatocelular, activa el TLR3 presente en las 

células endoteliales hepáticas, inhibiendo su función y limitando la remodelación de la 

vasculatura tumoral (Bergé y col., 2010). Además, el tratamiento con poli I:C redujo el 

flujo sanguíneo de las arterias hepáticas, indicando que TLR3 puede mediar propiedades 

antiangiogénicas directamente en las células endoteliales (Grote y col., 2013). Por el 

contrario, se ha reportado que la activación de TLR3 en células de cáncer de próstata PC3 

aumenta la expresión de la isoforma I.3 del factor de transcripción HIF-1α (hypoxia-

inducible factor1), promoviendo su acumulación nuclear en condiciones de normoxia, y 

consecuente secreción de la citocina proangiogénica VEGF (Paone y col., 2010). 

En pacientes con carcinoma oral de células escamosas una alta expresión TLR3 

se correlaciona significativamente con una pobre diferenciación y la invasión perineural. 

La estimulación con poli I:C de células cancerosas orales TLR3+ causa la fosforilación 

de IκB e IRF3 y secuencialmente induce la secreción de IL-6 y CCL5, promoviendo la 

metástasis (Yu y col., 2013). Zhang y colaboradores examinaron el efecto de la activación 

de TLR3 en la metástasis de carcinoma nasofaríngeo y concluyeron que la activación de 

TLR3 disminuye la expresión del receptor de quimiocinas CXCR4 de una manera dosis 

dependiente, inhibiendo la migración celular en respuesta al ligando SDF-1α (stromal 

cell-derived factor-1α) en ensayos de quimiotaxis (Basith y col., 2012). Además, la 

activación de TLR3 redujo significativamente la capacidad de las células de carcinoma 

nasofaríngeo para formar metástasis en nódulos linfáticos drenantes cuando se inyectan 

en ratones atímicos nude (Amarante & Watanabe, 2010). En otro estudio, se ha reportado 

que pacientes con carcinoma hepatocelular cuyo tumor expresa altos niveles de TLR3 

tienen una media de sobrevida 17 veces mayor que los pacientes que presentan bajos 

niveles de expresión TLR3 intratumoral (Chew & Abastado, 2013). Así, dicha expresión 

de TLR3 se correlacionó no sólo con la sobrevida del paciente, sino también con la 

producción de quimiocinas y con la densidad intratumoral de LiT y NK (Chew & 

Abastado, 2013). 

El análisis retrospectivo de un ensayo llevado a cabo entre 1982 y 1986 en 517 

pacientes con cáncer de mama mostró que las pacientes cuyo tumor expresaban TLR3, 

manifiestan una disminución del riesgo de recidiva metastásica (2 veces) en el tratamiento 

combinado de radiación locorregional y poli (A:U) como adyuvante, en comparación con 

los pacientes tratados con quimioterapia (ciclofosfamida, metotrexato y fluorouracilo) 

(Salaun y col., 2011). Asimismo, se propuso que la expresión de TLR3 en cáncer de mama 

mediaría un efecto directo citostático/citotóxico en el propio tumor (Ridnour y col., 2013). 
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Recientemente se ha demostrado que el tratamiento in vivo con poli I:C de tumores 

inducidos con células de cáncer de próstata sensibles a andrógenos inhibe el crecimiento 

a través de un efecto apoptótico directo e independiente del sistema inmune (Gambara y 

col., 2015). La inducción de IRF3 vía TLR3 en la propia célula tumoral, activa tanto la 

vía apoptótica intrínseca (mediante la interacción directa de IRF3 con Bax) como la 

extrínseca (promoviendo la transcripción de la proteína pro apoptótica Noxa).  

Es por esto que TLR3 tienen gran valor potencial en la terapia y prevención de 

distintas enfermedades, tomando fuerza en los últimos años la necesidad de identificar las 

propiedades de compuestos agonistas para favorecer la actividad de TLR3 sobre distintas 

poblaciones celulares que lo expresan y promover sus variados mecanismos efectores. 

 

TRÁFICO Y PROCESAMIENTO DE LOS TLR INTRACELULARES 

Los TLR intracelulares en ratón son expresados dentro del retículo endoplásmico 

(RE), endosomas, cuerpos multivesiculares o en lisosomas. No obstante, la activación 

sólo ocurre dentro de compartimentos endolisosomales acidificados, ya que la respuesta 

de TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 son anuladas por bafilomicina A1, cloroquina, o cloruro 

de amonio, que previenen la acidificación (Häcker y col., 1998; Kuznik y col., 2011). 

Basado en estudios de microscopía y en el hallazgo de que los carbohidratos en TLR9 

maduro carecen de modificaciones postranscripcionales típicamente adquiridas en el 

Golgi, fue propuesto en un comienzo que los TLR intracelulares eran residentes del RE y 

que eran translocados rápidamente a endolisosoma luego de su activación (Blasius & 

Beutler, 2010). Sin embargo, este modelo planteaba dudas respecto a la naturaleza de la 

ruta de tráfico atípica empleada por dichos TLR y de cómo las células censan ácidos 

nucleicos antes que los TLR intracelulares sean movilizados a compartimientos 

endosomales acidificados. El análisis de los carbohidratos de TLR en endosomas 

demostró que los receptores debían atravesar el aparato de Golgi, revelando que el tráfico 

intracelular desde el RE era mediado por la vía secretoria clásica para finalmente residir 

en endolisosoma previo a la estimulación (Toscano y col., 2012). 

Se han asociado muchas proteínas chaperonas con los TLR intracelulares a nivel 

de RE y que son requeridas para una eficiente translocación. Tal es el caso de GP96 

(también conocida como GrP94), la homóloga en RE de la familia Hsp90, que actúa en 

el RE como chaperona para inmunoglobulinas IgG, algunas integrinas y TLR, ya que Mφ 

deficientes en GP96 son incapaces de responder a ligandos de TLR1, 2,4, 5,7 o 9 
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(Kawasaki & Kawai, 2014). Asimismo, PRAT4A (también conocida como Cnpy3) es 

responsable del tráfico de TLR1, 2, y 4 desde RE a la membrana plasmática, y de TLR7 

y 9 de RE a endolisosoma, aunque pareciera no ser necesaria para el tráfico de TLR3 

(Sasai & Yamamoto, 2013) (Figura I.3). 

Desde un enfoque genético, se demostró que individuos portadores homocigotas 

de la mutación 3d (del inglés "triple defect"), eran incapaces de responder a ligandos de 

TLR3, 7, y 9 (es decir, triplemente defectuosa en el sensado de ácidos nucleicos) (Kim y 

col., 2013). El fenotipo 3d fue atribuido a una mutación en el gen UNC93B1, que codifica 

una proteína con 12 dominios transmembrana que reside fundamentalmente en el RE 

(Tabeta y col., 2006; Manoury, 2013). UNC93B1 se asocia a TLR3, TLR7, TLR9, y 

TLR13 (en ratón) como resultado de una interacción directa con sus dominios 

transmembrana y media la translocación de estos TLR intracelulares desde el RE a 

endolisosomas (Gay, y col., 2014). En el caso de TLR3, es capaz de translocar al 

compartimento endosomal con igual eficiencia en presencia o ausencia del dominio N 

terminal, dominio que media preferentemente la translocación de TLR9 vs. TLR7. Se ha 

demostrado que la interacción entre la porción N- terminal de UNC93B1 y el dominio 

citoplasmático de TLR intracelulares es crucial para el tráfico desde RE a endolisosoma, 

regulando además la afinidad de la asociación e interacción de TLR con sus respectivos 

ligandos (Pohar y col., 2014).  

Si bien se sabe que la incorporación de ARNdc puede ser mediado por 

mecanismos de endocitosis dependientes de Clatrina, no está del todo claro si pequeñas 

cantidades de TLR3 presentes en membrana plasmática podrían facilitar dicha 

internalización dado que TLR3 se une débilmente a ARNdc en condiciones de pH 

fisiológico, a diferencia de lo que ocurre con TLR4, el cual es rápidamente endocitado 

luego de que se une a sus agonistas (Brubaker y col., 2015). Se sabe que poli I:C puede 

ser internalizado con la ayuda de Raftlin, que interacciona con ácidos nucleicos en la 

membrana plasmática (Watanabe y col., 2011) o también en complejos con el péptido 

antimicrobiano LL-37 a través del receptor FPRL-1 (Singh y col., 2014). Se ha descripto 

que la sobreexpresión de UNC93B1 incrementa las cantidades de TLR3 en membrana 

plasmática, pero no de TLR7, 8 o 9 (Qi, y col., 2012; Pohar y col., 2014). Asimismo se 

encontró que si bien el ectodominio de TLR3 puede localizarse a nivel de membrana 

plasmática, se requiere una localización endosomal para inducir una potente activación 

(Manoury, 2013; Pohar y col., 2014). 
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SEÑALIZACIÓN DE TLR INTRACELULARES 

Mediante la comparación de las vías de señalización utilizadas por TLR de la 

superficie celular con las de TLR intracelulares, así como otros receptores intracelulares, 

Figura I.3. Tráfico y procesamiento de TLR intracelulares. En el lumen del RE, gp96 promueve 

el plegamiento apropiado de TLR3, TLR7 y TLR9. Gp96, una chaperona similar a Hsp90, 

funciona como un dímero en forma de “V” que requiere Ca2+ y su N-glicosilación para 

interactuar con TLR. La hidrólisis de ATP (no representado) es prescindible para la unión a 

TLR, pero puede ser necesaria para su liberación. Tanto PRAT4A como UNC93B1 son 

necesarias para exportar desde el ER a TLR3, TLR7 y TLR9. TLR7 y TLR9 compiten por la 

unión a UNC93B1, que normalmente se une preferentemente a través de una región N-terminal 

a TLR9. Los TLR transitan a través del Golgi por la vía secretora convencional y se encaminan 

a endosomas donde pueden encontrar sus ligandos. TLR7 y TLR9 se escinden dentro de sus 

ectodominios por cisteín proteasas lisosomales, incluyendo las catepsinas relacionadas a 

papaína (CTS) K, L y S, y asparagina endopeptidasa (AEP), una proteasa relacionada a la 

familia de caspasas y la gingipaina endopeptidasa bacteriana. Mientras que la escisión de TLR7 

y TLR9 no es estrictamente necesaria para la interacción con su ligando, pero es esencial para 

la interacción con MyD88 y la señalización posterior, no se ha observado la escisión de TLR3. 

Adaptado de (Blasius & Beutler, 2010) 
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resulta evidente que según la ubicación del receptor dependerá la señal desencadenada 

(Tomasello col., 2014). Los IFN-I se producen únicamente por el reconocimiento de 

ligandos presentes en el citosol o en el lumen de los compartimentos intracelulares. En 

parte, esto refleja la compartimentalización de adaptadores y proteínas involucradas en la 

señalización (Pandey y col., 2015). Las moléculas adaptadoras de la familia TIR son: 

TIRAP (o Mal) (TIR domain containing adaptor protein), MyD88 (Myeloid 

differentiation primary response gene 88), TRAM (Toll-like receptor adaptor molecule 

2) y TRIF. Cabe destacar que TIRAP recluta a MyD88, mientras que TRAM funciona 

como adaptador que recluta a TRIF, activando diferentes vías de señalización (Kawai & 

Akira, 2010). Por lo tanto, la vía de señalización de TLR puede ser clasificada como 

MyD88-dependiente o TRIF -dependiente (también denominada MyD88 independiente). 

MyD88, es universalmente usado por todos los TLR excepto TLR3, mientras que la 

molécula adaptadora TRIF es utilizada únicamente por TLR3 y TLR4 (Brown y col., 

2011). 

La unión del ligando a las regiones LRR de los TLR inducen cambios 

conformacionales que permiten la unión homofílica entre dominios TIR citoplasmáticos 

de los TLR y de las moléculas adaptadoras MyD88 o TRIF.  

MyD88 recluta a IRAK-4 (IL-1R-associated kinase -4) a través de la interacción 

de los dominios de muerte en su porción N terminal. IRAK4 fosforila a IRAK1 e IRAK2, 

que a su vez activan a la ubiquitina ligasa E3 TRAF-6 (TNF receptor-associated factor -

6), que en conjunto con UBC13 y UEV1A, se poliubiquitinan a sí mismas y a NEMO (o 

IKKγ) (NF-kB essential modulator). TRAF6 también activa a TAK1 (TGF-b activated 

kinase 1), que fosforila a IKKβ llevando a la degradación del inhibidor IκB y consiguiente 

liberación del factor de transcripción nuclear NF-κB. A su vez, TAK1 también activa la 

cascada de las MAPK que tras una serie de intermediarios (Erk1, Erk2, p38 y Jnk) 

culmina con la activación de AP-1. MyD88 también recluta y activa a IRF1 e IRF5. En 

última instancia, la activación de los factores de transcripción IRF5, NF-kB y AP-1 induce 

la transcripción de genes de citocinas proinflamatorias. Los eventos de señalización 

descriptos anteriormente se producen vía activación de TLR7, 8 y 9 en los Mφ, CDc, 

células B, y CDp y conducen a la producción de TNF-α, IL-6 e IL-12, pero no de IFN-I 

(Figura I.4). 
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En cambio, en CDc y Mφ la cascada de señalización de TLR3 se inicia a través 

de TRIF. La interacción de TRIF con TRAF6 y RIP1 (receptor-interacting proteins), 

permite a su vez la formación de un complejo con TRAF3 para activar a TBK1 e IKKε, 

quienes fosforilan a IRF3. IRF3 fosforilado dimeriza y transloca al núcleo para iniciar la 

transcripción de IFN-β [y también de IL-27, en CDc (Gauzzi y col., 2010)]. Luego de la 

activación de TLR3, TRAF6 y RIP1 también pueden activar NF-κB y la vía de las MAPK 

para inducir citocinas proinflamatorias y quimiocinas. A su vez, la activación de TLR3 

promueve la fosforilación y activación de Src (sarcoma non-receptor tyrosine kinases), 

Figura I.4. Vías de señalización de TLR intracelulares. La activación de TLR3, TLR7 o 

TLR9 por los ácidos nucleicos dentro de endolisosomas inicia cascadas de señalización 

diferentes y superpuestas en las CDc, los Mφ y CDp. La cascada de señalización de TLR3 

induce IFN-β a través de TRIF (izquierda), y también puede activar la vía de NF-κB y MAPK 

para inducir citocinas proinflamatorias (centro). La activación de TLR7 y TLR9 puede 

desencadenar la inducción de citocinas proinflamatorias vía MyD88 (centro). Las CDp 

utilizan una vía distinta para inducir grandes cantidades de IFN-I (derecha). Figura adaptada 

de Blasius y Beutler (2010). 
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enzima íntimamente implicada en la regulación de la diferenciación, adhesión y 

migración celular (Chattopadhyay & Sen, 2014) (Figura I.4). Un estudio demostró la 

importancia del  residuo 759 en la señalización de TLR3, ya que la mutación puntual en 

el motivo ββ-loop de TLR3 (A795P), impide la unión de TRIF (y por ende la señalización 

vía IRF3) y favorece la unión de MyD88, promoviendo la activación de NF-kB vía 

TRAF6 (Verstak y col., 2013). 

Las CDp utilizan una vía distinta para inducir grandes cantidades de IFN-I: la 

activación de TLR7 y TLR9 en CDp recluta a MyD88 e IRAK4, que luego interaccionan 

con TRAF6, TRAF3, IRAK1, IKKα, OPN (osteopontin) e IRF7. IRAK1 e IKKα 

fosforilan y activan IRF7, conduciendo a la transcripción de genes inducibles de IFN y a 

la producción fundamentalmente de IFN-α (Figura I.4). 

Resumiendo, todas las vías que conducen a la inducción de IFN-I convergen en la 

activación de IRF3 o IRF7, que son los factores de transcripción maestros que inducen 

genes de IFN-I. La mayoría de los tipos celulares expresan constitutivamente IRF3 pero 

no IRF7, salvo CDp que lo expresan en bajos niveles. Por lo tanto, la expresión de IRF7 

requiere la estimulación de IFN-I (Tomasello y col., 2014). Es notable el hecho que 

TRAF3 sea el único componente de señalización compartido por todas las vías de 

señalización que inducen IFN-I (Blasius & Beutler, 2010).  

AGONISTAS DE TLR3 E INMUNOTERAPIA 

Un amplio rango de distintos agentes han sido referidos como inductores de IFN-

I, en muchos casos, sin el entendimiento del mecanismo por medio del cual dichos 

compuestos ejercen su efecto inmunoestimulador. Se conoce que los ARNdc de distintas 

fuentes, tales como aquellos de origen viral así como oligonucleótidos homopoliméricos 

de origen sintético, son los principales compuestos reportados para inducir IFN-I (Gosu 

y col., 2012). No obstante, el empleo de ARNdc para el tratamiento del cáncer ha tenido 

los más variados resultados. Por ejemplo, el uso de poli I:C induce altos niveles de IFN-

I pero también ha demostrado altos niveles de toxicidad en humanos y por lo tanto fue 

discontinuado su desarrollo para terapia. Generalmente, ha sido asociado que cuanto 

mayor es la inducción de IFN-I, mayor es la toxicidad, siendo estas propiedades por lo 

tanto inseparables (Stewart y col., 1972; Zitvogel y col., 2015) 

Estudios previos de polinucleótidos han intentado establecer la biodisponibilidad 

de estos inductores de IFN-I sugiriendo que muchos ARNdc deberían poseer una 

estructura secundaria de doble hélice en gran parte de su longitud, para ser menos 
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sensibles al ataque de nucleasas (He y col., 2015). Han sido identificados polinucleótidos 

de doble cadena que no son complementarios o perfectamente complementarios, que 

poseen estructuras con "mismatched" o "loop-out", y que existen naturalmente en 

numerosos ARNdc. Generalmente, es deseable que los polinucleótidos sean resistentes a 

la actividad de nucleasas de manera tal de preservarse como macromolécula por suficiente 

periodo de tiempo, para ejercer su función (Allison & Milner, 2014). Como resultado, se 

han desarrollado derivados menos potentes de poli I:C, como Ampligen® (Hemispherx 

Biopharma) e Hiltonol® (Oncovir Inc) (Aranda y col., 2014).  

Ampligen® (también conocido como rintatolimod® o poli I:C12U), es una cadena 

sintética de ARNdc de ácido poliriboinosínico-poliribocitidílico, en donde algunas bases 

citosina en la secuencia poliI-poliC son reemplazadas por uracilo (generando zonas de 

mismatched), que lo hacen menos susceptible al ataque de nucleasas. In vitro, Ampligen® 

no sólo activa CD (ya sean provenientes de un paciente sano o con cáncer) para promover 

respuesta Th1, sino que también tiene un efecto directo citostático/citotóxico contra un 

gran espectro de células tumorales. In vivo, Ampligen® ha sido capaz de inhibir el 

crecimiento de un gran panel de neoplasias (al menos parcialmente), tanto en modelos 

animales inmunodeficientes como inmunocompetentes (Vacchelli y col., 2013). En éstos 

últimos, pareciera ser la forma multimodal la que promovería la activación de células NK, 

la conversión de Mφ pro-tumorales en su contraparte anti-tumorales, ejerciendo además 

un efecto directo citostático/citotóxico en las células cancerosas. Es de notar, que todas 

estas respuestas se han mostrado suprimidas en ratones deficientes en Ticam-/-  pero no 

en Myd88-/- (Akazawa y col., 2007; Shime y col., 2012).  

La administración i.v. conjunta de una variante de Ampligen® con un vector de 

homing para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), seguida de la 

transferencia i.p. de células mononucleares humanas, promueve la erradicación de 

tumores preestablecidos diseminados que sobreexpresan EGFR, sin evidenciar efectos 

tóxicos adversos (Shir y col., 2011). Esto sugiere que direccionando específicamente 

ligandos de TLR3 a las células tumorales blanco podría aumentar su potencial terapéutico. 

En ensayos clínicos oncológicos en fase temprana de desarrollo, se ha demostrado que 

Ampligen® es bien tolerado, incluso durante largos periodos de administración (mayores 

a un año), y que los pacientes normalmente no desarrollan anticuerpos neutralizantes 

(Gosu y col., 2012). Hoy en día, Ampligen® está siendo probado en combinación con 

una vacuna peptídica en pacientes con cáncer de mama HER2 positivos (NCT01355393), 

con lisados de células tumorales autólogas en pacientes afectados por neoplasias del tracto 
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reproductivo (NCT01312389), o con Celecoxib®, IFN-α e Hiltonol® en pacientes con 

cáncer colorectal resecable (NCT01545141) (fuente www.clinicaltrials.gov). 

Hiltonol®, también conocido como poli IC:LC,  es una formulación particular de 

poli I:C que incluye carboximetilcelulosa y poli-L-lisina como agentes 

estabilizantes(Matsumoto y col., 2015). Hiltonol®, ha demostrado ser entre 5 a 10 veces 

más resistente a la degradación por hidrolasas séricas que Ampligen®, exhibiendo una 

temperatura de desnaturalización cercana a 40 °C o mayor. En línea con estas nociones, 

Hiltonol® ha demostrado elevar significativamente los niveles de IFN-γ circulante en 

primates, en condiciones en las que una dosis equivalente de Ampligen® falló en hacerlo, 

y ejerciendo además un potente efecto inmunoestimulador en múltiples modelos 

preclínicos, incluyendo ratones, ratas, conejos, monos y chimpancés (Gosu y col., 2012). 

Numerosos ensayos clínicos fase I/II probaron la seguridad y eficacia de 

Hiltonol® (a menudo en protocolos de vacunación como único agente o combinado a 

otros) en múltiples y variadas indicaciones oncológicas: incluyendo enfermedades 

hematológicas malignas, tumores cerebrales, melanoma, carcinoma de ovario, cáncer 

renal y otras neoplasias avanzadas (Aranda y col., 2014). Con la excepción de un único 

estudio, reportando una toxicidad sustancial y ausencia de beneficios clínicos en pacientes 

con carcinoma de ovario, éstos ensayos clínicos concluyeron que Hiltonol® es seguro y 

moderadamente eficiente en despertar/impulsar la respuesta inmune antitumoral 

(Galluzzi y col., 2012). Más recientemente, Hiltonol® ha sido investigado como 

monoterapia o en combinación con radioterapia para el tratamiento de pacientes con 

linfoma de células T y B (NCT00880867), en combinación con una vacuna quimérica. 

Asimismo, Resiquimod (ligando de TLR8) (NCT 01094496), ha sido testeado en 

combinación con una vacuna peptídica en pacientes portadores de neoplasias del tracto 

reproductivo. Los dos primeros estudios fueron suspendidos sin reportarse mayores 

detalles, mientras que el último ha sido completado, sin haberse divulgado aún los 

resultados. Actualmente, la seguridad y eficacia de Hiltonol® está siendo evaluada en 

alrededor de 20 ensayos clínicos en fase I/II. En todos, a excepción de dos casos, uno en 

el que Hiltonol® es empleado como agente único en pacientes con glioma (NCT 

1188096), y otro en el que se emplea combinado con Celecobix, IFN-α y Ampligen® en 

pacientes con cáncer colorectal resecable (NCT 01545141), Hiltonol® es empleado como 

adyuvante de una vacuna anti cancerígena basada en un péptido celular 

(www.clinicaltrials.gov). La gran mayoría de las indicaciones oncológicas en que 

Hiltonol® ha sido testeado incluyen neoplasias cerebrales (6 ), melanoma (4), carcinoma 
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de mama (2) y cáncer colorrectal (2) (Aranda y col., 2014; Galluzzi y col., 2012; Vacchelli 

y col., 2013). 

Se sabe que poli I:C puede ser reconocido también por los receptores citosólicos 

RIG-I y MDA-5 lo cual podría explicar en parte su potente inducción de IFN-I y de 

apoptosis, así como sus efectos tóxicos (Matsumoto y col., 2015). Por el contrario, se ha 

reportado que dentro de las agonistas específicos de TLR3, poli A:U es el gran candidato 

ya que puede ser administrado en regímenes de tratamiento que involucren altas dosis (en 

un corto periodo de tiempo) respecto a otros compuestos de ARNdc. Incluso se propone 

que poli A:U puede ser empleado a dosis que exceden los 60 mg por paciente por semana, 

o excediendo 1 o 2 mg/kilogramo por paciente por semana, ajustando el régimen para 

maximizar los beneficios para el paciente, evitando los efectos tóxicos (Salaun y col., 

2011). 

Durante las últimas décadas, poli A:U demostró ser seguro pero de eficacia 

variable como adyuvante en la terapia de cáncer de mama resecable (tanto como 

formulación única o en combinación con radioterapia), (Lacour y col., 1984; Laplanche 

y col., 2000) cáncer gástrico localmente avanzado (combinado con 5-fluorouracilo y 

doxorrubicina) (Jeung y col., 2008), carcinoma colorectal resecable (como única 

formulación) (Figueredo y col., 2008), y otras neoplasias malignas sólidas (Jeught y col., 

2014; Kidd y col, 2013). Es importante notar que, los beneficios terapéuticos de poli A:U 

en combinación con radioterapia locoregional empleado como adyuvante en pacientes 

con cáncer de mama, (Laplanche y col., 2000) han sido demostrados en pacientes 

portadores de tumores que expresan TLR3 (Salaun y col., 2011). Esto indica que los 

niveles de expresión de TLR3 podrían constituir un marcador predictivo de la eficacia de 

poli A:U, al menos en algunos tratamientos/esquemas oncológicos.  

En 2009, Aubin y colaboradores patentaron un análogo sintético de ARNdc viral 

de alto peso molecular enriquecido en secuencias poli A-poli U, conocido 

comercialmente como IPH-3102® (Innate Pharma) (Aubin y col., 2009; Basith y col. 

2011). IPH-3102® demostró ser capaz de promover la activación y de sostener la 

respuesta de IFN-I in vitro, por lo tanto ejerciendo efectos citotóxicos contra células de 

melanoma y cáncer de mama. Además, media consistentes efectos inmunoestimuladores 

in vivo en ratón. Extrañamente, y pese a estos alentadores resultados, IPH-3102® aún no 

ha sido incluido en ensayos clínicos (www.clinicaltrials.gov). 

Otros ARNdc testeados incluyen compuestos de poli A:U conocido 

comercialmente como Polyadenur® (Ipsen Beaufour, Francia), propuesto como 
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candidato a medicamento en los ‘80. Polyadenur fue reportado ser altamente polidisperso 

con un promedio de peso molecular aproximadamente de 500 kDa (Andre, y col., 2008). 

Otro producto, Poludan® (Lens Pharina) está descripto conteniendo secuencias poli 

A:poli:U, empleado como inductor de IFN-I para el tratamiento de enfermedades virales 

oftálmicas (Krasnov y col., 1996). Existen dos patentes de Astral Inc. que describen 

pruebas sobre la composición de poli A:U y afirman que fracciones de bajo peso 

molecular (entre 10 a 50 kDa) son responsables del efecto inmunomodulador observado, 

y de la actividad inductora de apoptosis (L. Wang y col., 2002). Poli A:U ha sido 

comercializado por distintas firmas como sal de sodio (Innate Pharma, Invivogen), o 

también como complejo divalente a platino, con el fin de estabilizarlo y potenciar su 

actividad inductora de IFN-I (Basith y col., 2011). Sin embargo, se sabe que las sales de 

platino por si mismas poseen una fuerte inducción de IFN-I y otras citocinas (Boscolo y 

col., 2004). 

Resumiendo, al día de hoy, el desarrollo de poli A:U como adyuvante 

antineoplásico pareciera haber llegado a un punto muerto, ya que no hay ensayos clínicos 

que estén evaluando su eficacia para el tratamiento del cáncer u otras indicaciones 

(Aranda y col., 2014; Galluzzi y col., 2012; Vacchelli y col., 2013; www.fda.gov). 

En los últimos años, existe un creciente interés por el desarrollo de ARNdc que 

combinan propiedades inmunoestimulantes (mediante la inducción de IFN-I) con la 

actividad de silenciamiento génico dirigido a factores inmunosupresores o genes 

relacionados con el cáncer, conocidos como ARNi bifuncionales (Gomes-Da-Silva y col., 

2014). La transfección liposomal de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 

con ARNdc contra IL-10, resultó en la inhibición de la expresión de IL-10, y a su vez 

promovió la maduración de las CD, aumentando la expresión de citocinas 

proinflamatorias (TNF-α, IL-6, IL-12, IFN-α) y potenciando la proliferación de LiT en 

cultivos alogénicos (Furset & Sioud, 2007). Asimismo, en un modelo murino de leucemia 

mieloide aguda, el empleo de ARNdc contra IL-10 en CD pulsadas con antígenos 

tumorales incrementó la función de LiT citotóxicos específicos que se correlacionó con 

una disminución en la formación de metástasis y un aumento en la sobrevida (Iversen y 

col., 2009). Recientemente, en modelos de ratón de cáncer de cuello uterino TC-1, la 

administración sistémica de un ARNdc contra el oncogén E6/E7 del virus del papiloma 

humano tipo 16 inhibió el crecimiento tumoral (Khairuddin y col., 2012). Estas 

observaciones indican claramente que la combinación del silenciamiento de un gen 

relacionado al cáncer junto con la estimulación vía TLR en células del sistema inmune, 

http://www.fda.gov/
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mediada por la misma secuencia de ARNi, puede traer un beneficio terapéutico adicional 

para el tratamiento del cáncer. 

INTERFERONES TIPO I 

Los IFN se descubrieron por primera vez hace más de medio siglo como factores 

de interferencia viral subyacente, es decir que, luego de una infección viral primaria las 

células se volvían resistentes a una segunda infección con un virus distinto(Mcnab y col., 

2015). 

Existen tres familias distintas de IFN:  

 la familia de los IFN-I comprende una familia de citocinas codificada por 

múltiples genes (13 subtipos de IFN-α parcialmente homólogos en humano, 

14 en ratón), IFN-β (que está codificado por un único gen en humano y ratón) 

y varios productos de genes individuales menos definidos (IFN-ε, IFN-τ, IFN-

κ, IFN-ω, IFN-δ y IFN-ζ). Los IFN-I pueden ser producidos por cualquier 

célula nucleada, y todos son capaces de señalizar a través del receptor 

heterodimérico IFNAR2/IFNAR1; 

 la familia de IFN tipo II consiste en un solo producto génico, IFN-γ, producido 

predominantemente por LiT y NK, y que puede actuar sobre una amplia gama 

de células que expresan el receptor (IFNGR);  

 la familia de IFN tipo III comprende IFN-λ1, IFN-λ2 y IFN-λ3 (también 

conocidos como IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente) y el recientemente 

identificado IFN-λ4, que tienen funciones similares a la familia de IFN-I pero 

con actividad restringida en gran medida a células epiteliales.  

Cuando los productos microbianos son detectados por diversos receptores 

celulares, los IFN-I pueden ser inducidos y reconocidos por IFNAR presente en la 

propia célula, lo que resulta en un circuito autócrino de retroalimentación positiva 

(Gautier y col., 2005). Tras la unión de IFN-I a su receptor, múltiples vías de 

señalización pueden ser inducidas, dando lugar a una amplia gama de efectos 

biológicos (Mcnab y col., 2015). 

La interacción de IFN-I con el heterodímero IFNAR1/IFNAR2 activa TYK2 

(tyrosine kinase 2) y JAK1 (Janus kinase 1), lo que resulta en la activación canónica 

mediante el reclutamiento y formación de heterodímeros STAT (signal transducer and 

activator of transcription) 1 y STAT2; que pueden migrar al núcleo y asociarse con 
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IRF9 (IFN-regulatory factor 9) para formar el complejo transcripcional 

heterotrimérico ISGF3 (interferon-stimulated gene factor 3), que finalmente se une a 

secuencias ISRE para activar genes antivirales clásicos (Schreiber & Piehler, 2015). 

Los IFN-I también pueden señalizar a través de homodímeros STAT1, comúnmente 

asociados con la vía de señalización mediada por IFN-γ, que se unen a secuencias GAS 

(γ-activated sequence) y estabilizan la transcripción de genes de citocinas 

proinflamatorias. A su vez, los IFN-I pueden promover la homodimerización de 

STAT3, cuya activación transitoria mediada por su corepresor SIN3A (SIN3 

transcription regulator homologue A) favorece la transcripción de numerosos genes 

involucrados en la proliferación, sobrevida y genes proinflamatorios; mientras que 

mediante una activación sostenida suprimen indirectamente la expresión de genes 

inflamatorios, mediante la inducción de represores transcripcionales aún desconocidos 

(Ivashkiv & Donlin, 2014) (Figura I.5).  

 

Además de las tres vías anteriormente mencionadas, los IFN-I son capaces de 

inducir la formación de homo/heterodímeros STAT4, STAT5 y STAT6, 

heterodímeros CRKL (CRK-like protein) y STAT5, así como la activación de NF-kB, 

con múltiples y variadas consecuencias, dependiendo del tipo celular y el contexto 

(Zitvogel y col., 2015). Por otra parte, IFN-I también pueden desencadenar la cascada 

de señalización de mTOR (mammalian target of rapamycin) vía PI3K 

Figura I.5. Vías de señalización 

de IFN-I. La interacción de IFN-I 

con el heterodímero IFNAR1/2 

activa TYK2 y JAK1, 

desencadenando principalmente 3 

vías de activación: STAT1/2 

forman el complejo ISGF3 con 

IRF9 y activan genes involucrados 

en la respuesta antiviral como OAS 

(2ʹ-5ʹ-oligoadenylate synthase) y 

MX1 (IFN-induced GTP-binding 

protein Mx1); homodímeros 

STAT1, activan genes 

inflamatorios como IRF1 y 

CXCL9 (CXC-chemokine ligand 

9); homodímeros STAT3 activan 

genes de represores de vías 

inflamatorias, a menos que se 

encuentren anclados a su 

corepresor SIN3A. Adaptado de 

Ivashkiv & Donlin, 2014. 
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(phosphoinositide 3-kinase), participando también en la regulación de procesos 

metabólicos (Mcnab y col., 2015) y la autofagia (Schmeisser y col., 2014). 

Curiosamente, IFN-β (pero no IFN-α) también puede unirse con alta afinidad 

a homodímeros IFNAR1, y por lo tanto puede inducir un conjunto distinto de señales 

independientes de IFNAR2, vía JAK1/STAT1. Esto podría ser una explicación de las 

diferencias biológicas entre IFN-β y IFN-α que aún no han sido estudiadas 

extensivamente in vivo (Fish & Platanias, 2014). 

Debido a la amplia gama de efectos mediados por IFN-I, existen múltiples 

mecanismos encargados de mantener la homeostasis y que regulan su respuesta (tanto en 

intensidad como en duración) a distintos niveles: de tráfico celular, transcripcional, 

traduccional, postraduccional y epigenético (Hertzog & Williams, 2013). Dentro de las 

más caracterizadas se incluyen la disminución de la expresión en la superficie celular de 

IFNAR, la inducción de reguladores negativos y la inducción de micro ARN que modulan 

distintos componentes de las vías de señalización (Porritt & Hertzog, 2015). Varios 

reportes recientes han ampliado nuestra comprensión de cómo se regula la producción de 

IFN-I (cuadro 2) (Ivashkiv & Donlin, 2014). 

 

 

Cuadro 2. Nuevas conceptos clave sobre la producción de IFN-I.                            

 Los niveles basales de IFN-I en condiciones fisiológicas son mantenidos/calibrados por la 

microbiota comensal. 

 La expresión basal de IFN-β mantiene la “tonicidad” de la señalización en IFNAR 

favoreciendo una rápida respuesta antimicrobiana de las células del sistema inmune. 

 IFN-I puede ser inducido por factores y citocinas del huésped tales como el TNF-α (vía 

IRF1 en lugar de IRF3 o IRF7), M-CSF (macrophage colony stimulating factor) y 

RANKL (receptor activator of NF-κB ligand). 

 IFN-ε es expresado constitutivamente por el epitelio del tracto reproductivo femenino, y 

su expresión está regulada por las hormonas sexuales. 

 GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) regula negativamente la producción IFN-β. 

 HDAC3 (Histone deacetylase 3) es importante para la expresión IFN-β, soportando el rol 

de la remodelación de la cromatina y los mecanismos epigenéticos en la producción de 

IFN-I. 

 PTPN22 (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 22) que está vinculada a la 

autoinmunidad, se asocia con TRAF3 para aumentar la producción de IFN-I inducida por 

TLR. 

 mecanismos post-transcripcionales regulan la producción de IFN-I. Los transcriptos ifna 

y ifnb contienen varios elementos reguladores de ARN, que confieren estabilidad o 

inestabilidad dependiendo de los factores de unión a ARN que se asocien.  

 
Adaptado de Ivashkiv & Donlin (2014). 
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Los IFN tipo I han sido utilizados en terapias antitumorales con un éxito relativo 

durante más de 30 años debido a la gran cantidad de efectos adversos (B. X. Wang, y col., 

2011). Sin embargo, el rol preciso de los IFN-I en la respuesta inmune natural contra el 

cáncer sólo ha empezado a ser comprendido en la última década (Zitvogel y col., 2015). 

Hoy en día se conoce que las funciones de los IFN tipo I dependen mucho de su 

concentración. Así, altos niveles de IFN-I utilizados en terapias antitumorales pueden 

inducir distintas poblaciones celulares con funciones inmunoreguladoras (Mcnab y col., 

2015; Trinchieri, 2010). Por el contrario, niveles fisiológicos de IFN-β endógeno, tienen 

un importante rol en la inmunovigilancia y en el control del desarrollo tumoral: los ratones 

deficientes en la señalización por IFN-I presentan una mayor susceptibilidad al desarrollo 

tumoral, favoreciendo la generación de TAM proangiogénicos (U’Ren y col., 2009). 

Además, se ha demostrado que el IFN-β endógeno inhibe la expresión de CXCR2/4, 

limitando el reclutamiento de neutrófilos al sitio del tumor (TAN), reduciendo la 

secreción de metaloproteinasas y VEGF, neutralizando así el efecto proangiogénico de 

los TAN y la formación de un nicho premetastásico (Jablonska y col., 2014; Jablonska y 

col., 2010). 

Los IFN-I contribuyen tanto a la maduración como a la diferenciación de las CD 

(Trinchieri G, 2010). La inducción de bajos niveles de IFN-I durante la estimulación de 

CD a través de PRR es esencial para una óptima producción del heterodímero de IL-

12p70, clave en la inducción de una respuesta Th1 con capacidades antitumorales 

(Gautier y col., 2005). Además, en 2011 dos trabajos claves demostraron el rol crucial de 

los IFN-I en inducir el “priming” de LiT CD8 específicos contra antígenos tumorales 

(Diamond y col., 2011; Fuertes y col., 2011).  

Aunque se sabe que los bajos niveles de IFN-I endógeno tienen claros efectos 

antitumorales, sólo recientemente se comenzó a vislumbrar cómo se estimula la 

producción de IFN, qué células lo producen, cuáles son sus células blanco y cuál es la 

importancia relativa en el complejo milieu de citocinas antitumorales.  

INTRODUCCIÓN AL MODELO EXPERIMENTAL 

Los ligandos de TLR3 han sido usados empíricamente en distintos ensayos 

preclínicos y clínicos de inmunoterapia por varias décadas (Nicodemus & Berek, 2010). 

Poli A:U demostró ejercer efectos inmunoestimuladores in vivo tan temprano como en 

1967; aunque no fue reconocido como agonista de TLR3 sino hasta el 2007, cuando poli 
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A:U fue reportado capaz de estimular CD mieloides para producir IL-12 (T. Sugiyama y 

col., 2007). Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares que operan en estos 

escenarios terapéuticos sólo recientemente han comenzado a entenderse. 

Resultados previos de nuestro grupo demostraron que la estimulación in vitro de 

líneas tumorales murinas con LPS o poli A:U por 24 hs, y posterior inoculación en cepas 

de ratones singénicas, disminuye el crecimiento tumoral in vivo en ratones wt , TLR4-/- y 

TLR3-/- pero no en ratones IFNAR1-/- (Gatti y col., 2013; Núñez y col., 2012). Estos 

resultados indicaron que LPS y poli A:U son adyuvantes efectivos capaces de actuar 

directamente sobre el TLR presente en la propia célula tumoral e inducir la producción 

de IFN-I, y que éste actuaría sobre el receptor IFNAR en células del huésped para producir 

una respuesta adaptativa antitumoral.  

También se demostró que líneas tumorales humanas responden a la estimulación 

con ARNdc, produciendo niveles detectables de IFN-β, capaces de activar STAT1, 

mejorando la expresión de CXCL10, CD40, y CD86 en CD derivadas de monocitos 

humanos, y por consiguiente promover la producción de IFN-γ en cultivos alogénicos de 

LiT (Gatti y col., 2013). 

Además, cuando se realizó el tratamiento i.t. de poli A:U acomplejado a 

polietilenimina (PEI, un compuesto policatiónico que favorece la internalización de AN 

sin presentar toxicidad) en ratones TLR3-/- portadores de tumores B16 (en un contexto 

donde poli A:U sólo puede ser reconocido por el TLR3 presente en las células tumorales), 

hubo un moderado y transitorio control del crecimiento tumoral (Gatti y col., 2013) 

(Figura I.6). Estos resultados pusieron en evidencia que en este modelo terapéutico, la 

activación de TLR3 presente en las células del huésped también estaría implicada en la 

inhibición del crecimiento, posiblemente contribuyendo en la producción endógena de 

IFN-I. 

Si bien la mayoría de los esquemas experimentales detallados previamente fueron 

diseñados con la idea de activar los TLR presentes sobre las células tumorales, sólo 

recientemente se ha comenzado a investigar sobre la contribución particular que células 

del sistema inmune y las propias células tumorales, pudieran estar efectuando 

separadamente.  
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Figura I.6. La estimulación local de TLR3 presente en la célula tumoral produce una 

inhibición del crecimiento tumoral. PEI o PEI/PAU fue inyectado en el sitio del tumor 5 veces 

cada 2 días (flechas) en ratones C57BL/6 wt y TLR3-/ portadores de tumores B16. Los resultados 

son representativos de dos experimentos independientes (media ± SEM) *p<0,05. Imagen 

extraída de la tesis doctoral de Nicolás G. Núñez. 

 

En la presente tesis, quisimos extender nuestros datos referidos a la capacidad de 

análogos de ARNdc de generar IFN-β endógeno in vivo, focalizándonos en lo que sucede 

con el compartimiento de células del Sistema Inmune en un escenario terapéutico, en el 

cual se administra localmente poli A:U desnudo una vez que los tumores están 

establecidos. 
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OBJETIVO GENERAL Y CONSTRUCCIÓN DE LA HIPÓTESIS DE TRABAJO  

Nuestro grupo de trabajo tiene como objetivo general estudiar el rol que cumplen 

los TLR en el microambiente tumoral, con la idea de generar conocimiento relacionado 

al rol dual que estos receptores pudieran estar cumpliendo según sean activados de forma 

crónica por ligandos endógenos o en forma aguda como blancos terapéuticos.  

Resultados previos del grupo (Andreani y col., 2007; Núñez y col., 2012; Gatti y 

col., 2013) indican que la célula tumoral frente a la estimulación in vitro con agonistas 

sintéticos, tales como LPS (agonista de TLR4), poli I:C y poli A:U (ambos agonistas de 

TLR3), puede contribuir positivamente en momentos iniciales de implantación del tumor, 

modificando el perfil de citocinas producidas, alterando el estado de maduración de las 

CD presentes en el sitio y mejorando la respuesta inmune antitumoral. 

En dichos trabajos previos se demostró que el IFN-β endógeno, presente en niveles 

fisiológicos, tiene un rol importante en la inmunovigilancia y en el control del desarrollo 

tumoral. Nuestra hipótesis es que el tratamiento intratumoral con análogos de ARNdc 

podría generar mayores niveles de IFN-β endógeno in vivo.  

En la presente tesis, quisimos extender los conocimientos referidos a la capacidad 

de estos análogos de ARNdc de generar IFN-β endógeno, focalizándonos en lo que sucede 

en un escenario terapéutico, en el cual se administra poli A:U una vez que los tumores 

están establecidos. Por lo tanto, el objetivo general de la presente tesis fue: “Generar 

modelos preclínicos de terapia antitumoral administrando agonistas de receptores 

tipo Toll 3”. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

En la primera parte de este trabajo de tesis hemos estudiado cómo responden 

distintos modelos tumorales murinos al tratamiento intratumoral con poli A:U desnudo. 

Esto fue llevado a cabo mediante la realización del siguiente objetivo específico: 

Objetivo Específico I: Evaluar el efecto de administrar intratumoralmente poli 

A:U desnudo sobre el crecimiento y la sobrevida en modelos experimentales de cáncer. 

Asimismo en una segunda parte, hemos estudiado la contribución particular que las 

células del sistema inmune ejercen en nuestro modelo experimental. Para ello, 

desarrollamos el siguiente objetivo específico: 
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Objetivo Específico II: Analizar el rol de las células del sistema inmune en el 

modelo terapéutico de administración intratumoral de poli A:U.  

En nuestro modelo, quisimos indagar más profundamente si la señalización de los 

IFN tipo I era crucial para el efecto observado. En este sentido, también quisimos conocer 

las fuentes de IFN tipo I en el huésped y mediante qué vía se producían. Por ello, nos 

propusimos los siguientes objetivos específicos:  

Objetivo Específico III: Investigar las poblaciones celulares responsables de la 

generación de IFN-β endógeno necesario para inducir una respuesta inmune antitumoral. 

Objetivo Específico III.I: Explorar los mecanismos moleculares que conducen a 

la inducción de IFN-β en respuesta al tratamiento con poli A:U. 

Objetivo Específico III.II: Analizar el rol de la señalización de IFN tipo I sobre 

las células del huésped en el control del desarrollo tumoral en modelos preclínicos de 

administración intratumoral de poli A:U.  

Por último, quisimos analizar si la terapia combinada de Poli A:U y 

quimioterapéuticos convencionales permitía disminuir la dosis de estos últimos, 

manteniendo la eficacia del tratamiento y disminuyendo sus efectos adversos. Para ello 

nos propusimos el siguiente objetivo específico: 

Objetivo Específico IV: Evaluar el efecto de administrar poli A:U desnudo 

intratumoral en terapia combinada con antineoplásicos tradicionales como modelo 

terapéutico alternativo. 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III: RESULTADOS  
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PARTE I: DESARROLLO DE MODELOS PRECLÍNICOS 

DE ADMINISTRACIÓN TERAPÉUTICA ANTITUMORAL 

UTILIZANDO AGONISTAS DE RECEPTORES TIPO 

TOLL 3 

OBJETIVO ESPECÍFICO I: EVALUAR EL EFECTO DE 

ADMINISTRAR INTRATUMORALMENTE POLI A:U DESNUDO 

SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA SOBREVIDA EN MODELOS 

EXPERIMENTALES DE CÁNCER. 
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GENERACIÓN DEL MODELO PRECLÍNICO 

Durante el desarrollo de la presente tesis, establecimos un modelo experimental 

terapéutico de administración intratumoral (i.t.) de poli A:U desnudo (es decir, sin ser 

acomplejado a ninguna otra sustancia tales como liposomas, carrier, o nanopartículas), 

de manera tal de evitar otras variables que pudieran influenciar/complejizar el efecto del 

tratamiento. Asimismo, nos motivó la premisa de poder direccionar la captación del 

ARNdc a células que tengan mayor capacidad endocítica (como células del Sistema 

Inmune, en particular de linaje mieloide) respecto a las células tumorales. Por otro lado, 

optamos por la administración local del ligando de TLR3, con la idea de poder focalizar 

nuestro estudio al sitio del tumor, reduciendo la posibilidad de tener efectos sistémicos 

colaterales  

Con el objetivo de establecer el modelo experimental, inicialmente empleamos 

células de melanoma murino B16 y se inocularon 1x106 células subcutáneamente (s.c.) 

en el flanco derecho trasero de ratones singénicos de la cepa C57BL/6 de entre 8 y 14 

semanas de edad. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño palpable, alrededor del día 

10 post inoculación (p.i.), éstos fueron medidos y los ratones se dividieron en dos grupos 

de manera tal que los promedios del volumen tumoral en ambos grupos fueran 

equivalentes antes de iniciar el tratamiento. Los ratones del grupo control, el cual se lo 

denominó “PBS”, recibieron 4 inyecciones i.t. del vehículo, espaciadas cada dos días (200 

µl de PBS c/dosis), mientras que el otro grupo de ratones fueron tratados con 4 dosis 

espaciadas cada dos días de 50 µg de poli A:U en 200 µl del vehículo (grupo pAU).  

El crecimiento tumoral fue monitoreado día de por medio, junto con la sobrevida 

de los ratones en ambos grupos experimentales (tal cual lo detalla la Figura III.1).  
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A medida que fueron administradas las sucesivas dosis de poli A:U, observamos 

una disminución del volumen tumoral respecto al grupo control, que fue estadísticamente 

significativa a partir del día 16 p.i. (luego de completado el esquema de 4 dosis) y se hizo 

más marcada en los días posteriores (Figura III.2-A).  

Estas diferencias también pudieron corroborarse a simple vista o incluso al medir 

el peso de los tumores al día 20 p.i. (Figura III.3). Cabe destacar que si bien en algún caso 

aislado observamos regresión del tumor (o remisión), en términos generales siempre 

observamos un retardo o disminución en la cinética de crecimiento tumoral (Figura III.3). 

Asimismo, al realizar el seguimiento en el tiempo de ambos grupos observamos que 

el tratamiento con poli A:U prolongó significativamente la sobrevida de los ratones 

tratados respecto al grupo PBS; la mediana de sobrevida indicó que mientras el 50 % de 

los ratones del grupo PBS sobrevivieron hasta el día 23 p.i., aquellos del grupo pAU 

sobrevivieron hasta el día 34 p.i. (Figura III.2-B). Incluso, mientras que la totalidad de 

los ratones del grupo PBS murieron al día 28 p.i., el 100 % de los ratones del grupo pAU 

murieron al día 53 p.i. Dicho de otra forma, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo 

aumenta significativamente la mediana de vida de los ratones en un 47,8 %. 

Figura III.1. Diseño experimental. Ratones C57BL/6 inyectados con 1x106 células B16 en 

250 µl de PBS, fueron tratados i.t. con 4 dosis (cada dos días) de 50 µg de poli A:U en 200 µl 

de PBS (grupo pAU) o  200 µl de PBS (grupo PBS) (n= 10 /grupo) tras la aparición del tumor 

(día 10 p.i., volumen tumoral ≥ 18 mm3). El crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado 

día de por medio. Para estudios posteriores, los ratones fueron sacrificados a distintos tiempos 

habiendo recibido 2, 3 o 4 dosis de tratamiento (días 13, 15 y 17 p.i., respectivamente) y se 

recuperaron distintos órganos de interés como bazo, ganglio linfáticos inguinales (GD y GND) 

y tumor. 
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Figura III.3. Poli A:U retarda el crecimiento tumoral en ratones tratados. El panel 

izquierdo muestra fotografías de 2 ratones C57BL/6 representativos de ambos grupos al día 20 

p.i. (de izquierda a derecha, PBS y pAU respectivamente). La línea punteada roja delimita el 

área correspondiente al tumor. El gráfico de barras muestra una disminución significativa del 

peso de tumores (media±SD) del grupo pAU respecto al grupo control, al día 20 p.i. * p<0,05; 

mediante test T (n=10/grupo). 

Figura III.2. El tratamiento i.t. de melanoma murino B16 con poli A:U retarda el 

crecimiento tumoral y aumenta la sobrevida de los animales tratados. A) El crecimiento y 

volumen tumoral fue monitoreado día de por medio (n= 10 /grupo). ** p< 0,01; *** p< 0,001, 

mediante ANOVA de dos vías. B) Curva de sobrevida de ratones C57BL/6 tratados según se 

describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida para ambos grupos 

PBS y pAU, días 23 y 34 p.i., respectivamente (n= 10/grupo), las curvas difieren 

significativamente entre sí: p< 0,001, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). 
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Todos los efectos observados anteriormente nos permitieron pensar que nuestro 

diseño experimental podría resultar ser una posible estrategia terapéutica para el 

tratamiento del cáncer. Ahora bien, podría tratarse de un efecto particular sobre esta línea 

celular, o para el tipo de cáncer evaluado y que no fuera generalizable a otros tipos de 

tumores.  

 

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN OTROS MODELOS TUMORALES 

SINGÉNICOS EN LA CEPA C57BL/6 

Con el objetivo de evaluar si el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo era efectivo 

en otros modelos murinos de cáncer, inoculamos s.c. 5x105 células de la línea de 

carcinoma de vejiga MB49. Debido a que ésta línea posee una cinética de crecimiento 

más lenta (comparada a la de melanoma B16), el tratamiento consistió en 6 dosis de poli 

A:U o PBS administradas cada dos días (a partir del día 11 p.i.).  

Tal como se observa en la Figura III.4-A, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo 

retardó significativamente el crecimiento tumoral comparado al tratamiento control luego 

de 5 dosis, manteniéndose estas diferencias aún al día 29 p.i. Dicho efecto, también se vio 

acompañado por un incremento significativo en la sobrevida de los animales del grupo 

pAU respecto al grupo PBS, reflejado en la mediana de sobrevida (58,5 vs 49 días, 

respectivamente). Más aún, mientras que sólo el 11% de los animales del grupo PBS 

sobrevivió al día 61 p.i., el 43% de los ratones del grupo pAU seguía con vida (Figura 

III.4-B). En consecuencia, el tratamiento i.t. con poli A:U de tumores MB49 aumentó en 

casi un 20% la mediana de vida de los ratones tratados. 

Para confirmar nuestra hipótesis de que la disminución tumoral observada fuese 

generalizable a otros modelos de tumores sólidos, inoculamos s.c. 1x106 células de la 

línea murina de linfoma E.G7ova.  

El análisis de las curvas de volumen tumoral indicó un retardo en el crecimiento en 

el grupo pAU vs PBS, que fue gradualmente significativo a partir del día 20 p.i. (una vez 

completado el esquema de las 4 dosis) hasta el día 28 p.i. inclusive (Figura III.4-C). 

Además, estos cambios también se vieron reflejados en un aumento 

estadísticamente significativo en la sobrevida de los animales que recibieron poli A:U 

respecto al grupo PBS, ya que el 50% de los animales sobrevivieron al día 52 y 35 p.i. 

respectivamente (Figura III.4-D). Por lo tanto, en las condiciones anteriormente 

ensayadas, poli A:U fue capaz de extender la mediana de vida de los ratones portadores 

de tumores E.G7ova en un 48,5 % (de forma similar a lo que ocurrió en el modelo B16). 
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Figura III.4. El tratamiento i.t. con poli A:U de tumores MB49 y E.G7ova retarda el 

crecimiento tumoral y aumenta la sobrevida de los animales tratados. MB49: A) El 

crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado día de por medio (n= 9/grupo). ** p< 0,01; 

*** p< 0,001, mediante ANOVA de dos vías. B) Curva de sobrevida de ratones C57BL/6 

tratados según se describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de 

los grupos PBS y pAU, días 49 y 58,5 p.i., respectivamente (n= 9/grupo). Las curvas difieren 

significativamente entre sí: p< 0,05, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). E.G7ova: C) El 

crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado día de por medio (n= 9/grupo). * p< 0,05; ** 

p< 0,01; *** p< 0,001, mediante ANOVA de dos vías. D) Curva de sobrevida de ratones 

C57BL/6 tratados según se describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de 

sobrevida de los grupos PBS y pAU, días 35 y 52 p.i., respectivamente (n= 9/grupo), las curvas 

difieren significativamente entre sí: p< 0,001, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). 
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN MODELOS TUMORALES EN LA CEPA 

BALB/C 

Teniendo en cuenta que, los 3 modelos anteriormente descriptos son desarrollados 

en la cepa C57BL/6 (asociado prototípicamente hacia un perfil de respuesta Th1) (Jones 

y col., 2013), podría suceder que el efecto de poli A:U estuviese favorecido por dicha 

cepa y que dichas conclusiones no fuesen trasladables a modelos tumorales en otro 

background genético como el BALB/c (asociado más hacia un perfil de respuesta Th2) 

(Oliveira y col., 2014). Para responder a este interrogante, decidimos evaluar nuestro 

diseño experimental en dos modelos murinos que utilizan las líneas celulares de 

carcinoma de mama 4T1 (s.c. 1x106 células) y la de adenocarcinoma de colon CT26 (s.c. 

1x106 células), ambas singénicas al background genético BALB/c. 

El análisis de las curvas de crecimiento tumoral en el modelo 4T1 mostró que el 

grupo pAU presentaba un marcado retardo en el volumen tumoral luego de una única 

dosis (día 26 p.i.), y dicha significancia se mantuvo (e incluso se exacerbó) completado 

el tratamiento (Figura III.5-A). 

Por otro lado, los resultados obtenidos al monitorear la sobrevida mostraron que si 

bien las curvas no difirieron significativamente entre sí, se pudo observar una tendencia 

favorable en los ratones tratados con poli A:U, ya que el 50% sobrevivió al día 53 p.i. 

mientras que ningún ratón del grupo PBS sobrevivió al mismo día. En este sentido, el 

tratamiento con pAU incrementó en un 11,9% la mediana de vida de los ratones tratados 

(Figura III.5-B). 

Cuando evaluamos el volumen tumoral en el modelo CT26, si bien el efecto de 

disminución o retardo del crecimiento del tumor en el grupo pAU fue mucho menos 

evidente (comparado al modelo 4T1), pudimos observar una disminución significativa a 

los 16 días (una vez completado el esquema de las 4 dosis) y 24 dias p.i. (Figura III.6-A). 

Por el contrario, el análisis de las curvas de sobrevida no arrojó diferencias significativas 

entre ambos grupos, con una mediana de sobrevida para el grupo PBS y pAU de 34 y 42 

p.i. respectivamente. Aunque cabe destacar que el tratamiento con poli A:U incrementó 

la mediana de vida en un 23,5% (Figura III.6-B).  

Estos resultados sugieren que el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo es capaz de 

promover una disminución significativa en el volumen tumoral en al menos dos modelos 

de cáncer en el background genético BALB/c, aunque con distinta efectividad. También 

demostramos que si bien no hubo cambios estadísticamente significativos en la sobrevida  
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Figura III.5. El tratamiento i.t. con poli A:U de tumores 4T1 retarda el crecimiento 

tumoral pero no afecta la sobrevida de los animales tratados. A) El crecimiento y volumen 

tumoral fue monitoreado día de por medio (n= 8/grupo). ** p< 0,01; *** p< 0,001, mediante 

ANOVA de dos vías. B) Curva de sobrevida de ratones BALB/c tratados según se describe 

anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de los grupos PBS y pAU, 

días 43 y 51 p.i., respectivamente (n= 8/grupo), p=ns, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). 

 

Figura III.6. El tratamiento i.t. con poli A:U de tumores CT26 retarda el crecimiento 

tumoral pero no afecta la sobrevida de los animales tratados. A) El crecimiento y volumen 

tumoral fue monitoreado día de por medio (n= 8/grupo). * p< 0,05; ** p< 0,01; mediante 

ANOVA de dos vías. B) Curva de sobrevida de ratones BALB/c tratados según se describe 

anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de los grupos PBS y pAU, 

días 34 y 42 p.i., respectivamente (n= 8/grupo), p=ns, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). 
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de los ratones tratados, la tendencia al aumento de éste parámetro se mantuvo en ambos 

modelos (la mediana de sobrevida se incrementó en 8 días comparando los grupos pAU 

vs PBS). 

Resumiendo los resultados de esta primera parte, estamos en condiciones de afirmar 

que pudimos establecer un modelo preclínico de tratamiento intratumoral con un ligando 

de TLR3, y que éste fue efectivo tanto para reducir el crecimiento tumoral como para 

prolongar la sobrevida de los ratones tratados.  

Por lo tanto podemos concluir que en las condiciones ensayadas, el efecto 

observado luego del tratamiento con poli A:U, fue reproducible en distintos modelos 

murinos de cáncer, lo que podría constituir las bases para una terapia alternativa 

antitumoral. 
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CONCLUSIONES PARTE I 

1. El tratamiento intratumoral con poli A:U desnudo retarda el crecimiento tumoral y 

aumenta la sobrevida de los ratones tratados en los modelos de cáncer murinos B16, 

MB49 y EG7ova en la cepa C57BL/6. 

2. El tratamiento intratumoral con poli A:U desnudo retarda el crecimiento tumoral pero 

no aumenta la sobrevida de los ratones tratados en los modelos de cáncer murinos 

CT26 y 4T1 en la cepa BALB/c. 

3. El tratamiento intratumoral con poli A:U desnudo constituye una terapia efectiva y 

reproducible en distintos modelos de cáncer murinos. 
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PARTE II: CARACTERIZACIÓN DEL ROL QUE 

CUMPLEN LAS CÉLULAS DEL SISTEMA INMUNE EN EL 

MODELO PRECLÍNICO ESTABLECIDO  
OBJETIVO ESPECÍFICO II: ANALIZAR EL ROL DE LAS CÉLULAS 

DEL SISTEMA INMUNE EN EL MODELO TERAPÉUTICO DE 

ADMINISTRACIÓN INTRATUMORAL DE POLI A:U. 
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ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN RATONES ATÍMICOS NUDE 

Se ha reportado en distintos modelos que la estimulación vía TLR3 puede inducir 

la apoptosis de células tumorales a través de la vía caspasa 8 (Gambara y col., 2015; X. 

Zhao y col., 2012; Estornes y col., 2012). Por lo tanto, el efecto de disminución en el 

crecimiento tumoral observado en nuestro modelo podría deberse a una menor 

proliferación o a una mayor inducción de la apoptosis de las células tumorales inducida 

por poli A:U (Salaun y col., 2006). Por otro lado, resultados previos del grupo indicaban 

que la estimulación in vitro con poli A:U acomplejado a PEI, no afectó el balance 

apoptosis/proliferación de las células tratadas respecto a las control (Gatti y col., 2013).  

Para poder corroborar si el tratamiento in vivo podría estar alterando dicho balance, 

evaluamos nuestro modelo en ratones atímicos nude, los cuales poseen una mutación 

espontánea en el gen foxn1 que se asocia a una distrofia tímica, por lo tanto carecen de 

Linfocitos T y NKT (Anderson y col., 2015; Nehls y col., 1994). Estos ratones han sido 

ampliamente empleados para el estudio de las características de distintos modelos 

tumorales en diferentes especies, incluyendo modelos xenográficos con líneas tumorales 

humanas, ya que no poseen rechazo espontáneo (Qin y col., 1998; De Cesare y col., 

2008;Vincent y col., 2010).  

Empleando nuestro modelo preclínico establecido, inyectamos  células B16 en estos 

ratones y procedimos a realizar el tratamiento tal cual se describió en la primera parte del 

presente capítulo. De esta manera, si no hubiese participación alguna de los linfocitos T 

y/o NKT, y poli A:U afectara el balance apoptosis/proliferación de las células tumorales, 

entonces se deberían observar diferencias significativas en el crecimiento tumoral de 

aquellos ratones del grupo pAU respecto a los del grupo PBS. Por el contrario, si el 

compartimiento de linfocitos T o NKT estuvieran involucrados en la disminución del 

crecimiento tumoral observada, no se deberían obtener diferencias significativas en el 

volumen tumoral de los ratones nude entre ambos grupos.  

Como se muestra en la Figura III.7, no se observaron diferencias significativas tanto 

en el volumen tumoral como en la sobrevida entre ambos grupos. Esto nos permitió 

descartar por un lado, que el tratamiento con pAU generase alteraciones en el balance 

proliferación/apoptosis de las células B16 (efecto directo sobre la propia célula tumoral), 

y por otro lado, nos permitió asumir que las poblaciones de células T/NKT se encontraban 

de alguna manera participando en la disminución del volumen tumoral observada en 

nuestro modelo experimental. 
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ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U EN RATONES DEFICIENTES EN 

IL-12P40 

La IL-12 es una de las principales citocinas secretadas por las CD una vez que se 

activan y presentan antígenos a células T naïve (no activadas), siendo crucial para la 

inducción de IFN-γ (Tel y col., 2014; Starbeck-Miller y col., 2014). Como ya se mencionó 

anteriormente en este trabajo, esta citocina está conformada por dos subunidades, 

conocidas como p35 y p40. A su vez, p40 es capaz de asociarse con otra subunidad, la 

p19, para formar así la citocina IL-23. Tanto p19 como p35 tienen homología con IL-6 y 

G-CSF, siendo secretadas únicamente cuando se encuentran asociadas con la subunidad 

p40 (Schroder y col., 2015; Langowski y col., 2006). 

La participación de IL-12 en orquestar la respuesta inmune contra los tumores ha 

sido ampliamente reportada, y se le atribuye una función antitumoral, basada 

principalmente en la inducción de una respuesta citotóxica mediada por células T CD8+, 

Figura III.7. El tratamiento i.t. con pAU es dependiente del compartimiento de Linfocitos 

T/NKT. A) Ratones nude inyectados con 1x106 células B16, a partir del día 11 p.i., fueron 

tratados i.t. con 4 dosis (cada dos días) de 50 µg de pAU en 200 µl de PBS (grupo pAU) o 200 

µl de PBS (grupo PBS). El crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado día de por medio 

(n= 6/grupo). Se grafica promedio ±SEM, p=ns; mediante ANOVA de dos vías. B) Curva de 

sobrevida de ratones nude tratados según se describe anteriormente, entre paréntesis se indica 

la mediana de sobrevida de los grupos PBS y pAU, días 27,5 y 29 p.i., respectivamente (n= 

6/grupo), p=ns, mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). 
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NK o NKT, células que expresan los receptores para esta citocina (Starbeck-Miller y col., 

2014; Perrot y col., 2010; Biswas & Mantovani, 2010). 

Considerando este efecto, y teniendo como hipótesis que IL-12 estaría involucrada 

en la disminución del volumen tumoral, decidimos evaluar el rol de esta citocina en 

nuestro modelo in vivo, empleando ratones deficientes en IL12p40 (IL12p40-/-). Para ello, 

inyectamos células de melanoma B16 en estos ratones y procedimos de igual manera que 

en los ensayos anteriores.  

Como se puede observar en la Figura III.8-A, los resultados obtenidos mostraron 

que ambos grupos experimentales tuvieron curvas similares de crecimiento tumoral, sin 

diferencias significativas en el volumen tumoral, en contraposición a lo que mostramos 

previamente en ratones wt. En línea con estos resultados, el análisis de la sobrevida no 

arrojó cambios significativos entre los tratamientos, teniendo medianas de sobrevida muy 

similares: 29 y 31 días p.i. para PBS y pAU respectivamente (Figura III.8-B).  

 

Por lo tanto, estos resultados indican que la subunidad IL12p40 es crucial para la 

disminución del volumen tumoral y el aumento de la sobrevida de los ratones luego del 
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Figura III.8. El tratamiento i.t. con poli A:U es dependiente de la subunidad IL12p40. A) 
Ratones IL12p40-/- inyectados con 1x106 células B16, a partir del día 11 p.i. fueron tratados i.t. 

con 4 dosis (cada dos días) de 50 µg de pAU en 200 µl de PBS  (grupo pAU) o  200 µl de PBS 

(grupo PBS). El crecimiento y volumen tumoral fue monitoreado día de por medio (n= 6/grupo). 

p=ns; mediante ANOVA de dos vías.  B) Curva de sobrevida de ratones IL12p40-/- tratados 

según se describe anteriormente, entre paréntesis se indica la mediana de sobrevida de los 

grupos PBS y pAU, días 29 y 31 p.i., respectivamente (n= 6/grupo), p=ns, mediante Test Log-

rank (Mantel-Cox). 
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tratamiento i.t. con poli A:U desnudo. Además, indirectamente, estos resultados nos 

permitieron sugerir que tanto las CD, así como otras poblaciones celulares productoras 

de IL12  tales como los Mφ, estarían involucradas en este fenómeno, ya que constituyen 

la principal fuente de IL-12 (Tugues y col., 2014; Biswas & Mantovani, 2010; Turley y 

col., 2010). Sin embargo, estos experimentos no permiten descartar la posible 

participación de IL-23, en base a lo reportado en la literatura donde se le atribuye un rol 

protumoral, y a los resultados obtenidos previamente en nuestro grupo, nos inclinamos 

hacia un rol preponderante de IL-12 (Andreani y col., 2007; Mantovani, 2014).  

En base al conjunto de resultados obtenidos tanto en ratones atímicos nude como 

en los IL12p40-/- nos hizo plantear la hipótesis de que el sistema inmune en el 

microambiente tumoral sería el responsable del retardo en el crecimiento del tumor 

observado luego del tratamiento con poli A:U.  

EFECTO DEL TRATAMIENTO I.T. CON POLI A:U EN CÉLULAS DEL SISTEMA INMUNE 

En una primera instancia quisimos conocer si el tratamiento i.t. con poli A:U era 

capaz de producir cambios en el infiltrado de las células del sistema inmune al sitio del 

tumor. Para estudiar esto, empleamos el modelo B16 en ratones C57BL/6 y analizamos 

el infiltrado leucocitario al día 17 p.i., una vez completado el tratamiento. 

Durante la ablación de los tumores, se pudo observar a simple vista una marcada 

diferencia en el tamaño de los ganglios inguinales de los ratones tratados con poli A:U; 

ya que el ganglio que se encontraba adyacente al sitio de inoculación del tumor (ganglio 

drenante, GD) duplicaba en volumen al ganglio inguinal contralateral (ganglio no 

drenante, GND). Por el contrario, este hallazgo, no fue observado en los ratones del grupo 

PBS (Figura III.9-A y -B). Asimismo, estas observaciones pudieron ser confirmadas 

cuantitativamente mediante la medición del peso de dichos órganos (Figura III.9-C).  

Dicho aumento podría deberse a que el tratamiento con poli A:U induciría una 

inflamación local, asociada a un incremento en el reclutamiento de leucocitos al GD. Para 

responder este interrogante, procedimos a cuantificar el número de células en ganglio, 

tumor y bazo mediante el recuento en cámara de Neubauer (Figura III.10). 
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Mientras que en bazo, no hallamos diferencias significativas en el recuento celular 

entre los grupos, tanto en GD como en leucocitos infiltrantes de tumor (TILs) observamos 

un marcado incremento en la celularidad en el grupo pAU respecto al PBS 

(aproximadamente el doble). Del mismo modo, los números absolutos en el recuento 

celular indicaron diferencias significativas entre el GD y GND del grupo pAU, aunque 

no varió entre el GD y GND del grupo PBS (Figura III.10). Estos resultados sugerirían 

que el tratamiento con poli A:U estaría aumentando de forma local la presencia de 

leucocitos en GD, lo que se tradujo en un aumento tanto del volumen como del peso de 

este tejido.  

 

Figura III.9. El tratamiento i.t. con poli A:U produce un aumento en volumen y peso del 

GD. A) Fotografía representativa de ratones que recibieron 4 dosis del tratamiento al día 17 

p.i. de ambos grupos experimentales (PBS y pAU, panel superior e inferior respectivamente). 

Las flechas indican la ubicación anatómica de los ganglios GD (izquierda) y GND (derecha). 

B) Los ganglios inguinales de ratones de ambos grupos fueron cuidadosamente obtenidos 

libres de tejido adiposo y posteriormente pesados en balanza granataria. C) El gráfico de barras 

muestra el peso en mg tanto de los ganglios GD y GND de ambos grupos (n=10/grupo). p=ns, 

*** p< 0,001; mediante ANOVA de una vía. 
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El análisis por microscopía confocal de células CD45+ en cortes de tumores de 

ambos grupos al día 17 p.i. mostró que, los ratones que recibieron el tratamiento con poli 

A:U, presentaron mayor infiltrado de células CD45+ (Figura III.11-A). Asimismo, el 

análisis por citometría de flujo de TILs confirmó estos resultados, ya que el grupo pAU 

presentó un incremento significativo en el número de células CD45+ por gramo de tumor 

comparado al grupo PBS (8,2 vs 4,0 x 106 TILs/g de tumor) (Figura III.11-B). Por lo 

tanto, el tratamiento i.t. con poli A:U aumentó el infiltrado leucocitario en tumor. 

 

Resumiendo, estos resultados sugieren que la estimulación local con poli A:U, 

generaría cambios en las señales del microambiente tumoral, que llevaría a un mayor 
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reclutamiento de células del sistema inmune y el orquestado de la respuesta antitumoral 

que en último término llevaría a la reducción del volumen tumoral. 

ESTUDIO DEL EFECTO DE POLI A:U SOBRE LA PRODUCCIÓN DE QUIMIOCINAS EX VIVO  

Se sabe que las quimiocinas están implicadas en la circulación, el homing, la 

retención y activación de las células inmunocompetentes. Aunque algunas de ellas son 

conocidas por contribuir al crecimiento tumoral y la metástasis, otras son responsables de 

los cambios en el microambiente del tumor que conducen a la extensa infiltración de 

leucocitos, dando como resultado la erradicación del tumor (Chow & Luster, 2014; 

Caronni y col., 2015; Kitamura y col., 2015). Teniendo en cuenta sus propiedades 

quimioatrayentes y activadoras, se ha sugerido un rol crucial para las quimiocinas en el 

desarrollo de la fase efectora de la respuesta inmune antitumoral. Si bien existen 

numerosas fuentes de quimiocinas en el seno del tumor, entre las cuales se encuentran las 

propias células tumorales y el estroma, muchas de las quimiocinas son producidas por el 

infiltrado leucocitario, principalmente por células de origen mieloide como Mφ, 

neutrófilos y CD.  

A continuación, quisimos evaluar si poli A:U estaría produciendo cambios en el 

perfil de quimiocinas producidas por células mieloides en el microambiente tumoral. Para 

ello, se aislaron células CD45+CD11b+ por cell-sorting de un pool de 5 tumores PBS y 

pAU al día 17 p.i. Luego de la obtención de los lisados, estos fueron empleados en un 

Proteome Profiler Mouse Chemokine Array Kit que permite semicuantificar 

simultáneamente hasta 25 quimiocinas (Figura III.12).  

En primer lugar, cuando se midió en las células mieloides sin estimulación ex vivo, 

sólo pudimos detectar 5 quimiocinas: CCL2 y CXCL1 que se encontraban ligeramente 

disminuidas en el grupo pAU (0,84 y 0,8 veces, respectivamente); por el contrario CCL6, 

CCL12 e IL-16 que se encontraban aumentadas con el tratamiento (1,5; 1,7 y 2,3 veces, 

respectivamente). 

Por otro lado, cuando se midió en células estimuladas ex vivo con LPS, detectamos 

que 16 quimiocinas, aumentaban sus niveles en el grupo pAU respecto al grupo PBS. 

Además de las 5 quimiocinas ya mencionadas anteriormente, podemos destacar: CCL11, 

CCL22, CCL27, CXCL9, CXCL12 (que aumentaron más de 10 veces) y CXCL11 (6,5 

veces). 
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Todos estos resultados en conjunto nos permitieron concluir que el tratamiento 

terapéutico con poli A:U, promueve la secreción de un milieu de quimiocinas que en el 

balance proporcionan un microambiente proinflamatorio, lo que podría promover el 

reclutamiento de células efectoras, que por último llevarían a los efectos antitumorales 

observados. 

ANÁLISIS DEL IMPACTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE LAS CÉLULAS 

DENDRÍTICAS 

Como consecuencia de lo observado en el crecimiento tumoral y la sobrevida en 

ratones IL12p40-/-, resultó indispensable continuar analizando si poli A:U afecta a las CD 

en nuestro modelo, ya que constituyen una fuente importante de IL-12. 

Figura III.12. Análisis del perfil de quimiocinas luego del tratamiento con poli A:U. Panel 

superior: Fotografías de las membranas donde se aprecia el microarreglo de quimiocinas 

detectadas en las 4 condiciones ensayadas: células CD45+ CD11b+ aisladas por cell-sorting 

provenientes de un pool de 5 tumores PBS y pAU al día 17 p.i. sin estímulo, o 24 hs de LPS 

0,1 µg/ml ex vivo. Panel inferior: gráfico de barras con la correspondiente cuantificación de 

los datos obtenidos previamente, representados como veces de aumento respecto al grupo PBS 

(línea punteada).  
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Se ha demostrado que las CD presentes en ganglios linfáticos de animales 

portadores de tumor, presentan menor densidad e incluso tienen reducidos los niveles de 

moléculas CMH-II en su membrana y de otras moléculas coestimulatorias como CD40, 

CD80 y CD86 (Engelhardt y col., 2012). Además, se ha reportado la presencia de CD 

infiltrando tumor en distintos modelos que, en general, poseen una reducida capacidad 

para presentar antígenos (Boissonnas, 2013; Ataera y col., 2011; Stoitzner y col., 2008). 

Teniendo estas bases y considerando la posibilidad de que en nuestro modelo luego 

del tratamiento i.t. con poli A:U se produzcan cambios en las CD, estudiamos esta 

población en ganglio y tumor de ratones que habían recibido 3 dosis del tratamiento de 

ambos grupos experimentales. Al día de sacrificio (15 p.i.), se procedió a obtener células 

mononucleares de las muestras de ganglio y tumor para analizar por citometría de flujo 

la población CD11c+.  

Como se puede observar en la Figura III.13-A, durante el tratamiento con poli A:U 

observamos un marcado aumento en el porcentaje de células CD11c+ infiltrantes de 

tumor que expresaban las moléculas CD40 y CD86 respecto al grupo PBS. Además, 

observamos un aumento estadísticamente significativo de la intensidad de fluorescencia 

media (IFM) de CD40 y CD86 expresadas en células CD11c+ infiltrantes de tumor (pero 

no en GD) del grupo pAU (Figura III.13-B). Estos resultados nos permitieron concluir 

que las CD infiltrantes de tumor en los animales del grupo pAU, se encuentran más 

activadas o en un mayor estado de maduración que las CD halladas en tumores del grupo 

PBS.  

Más aún, cuando evaluamos las células CD45+CD11c+ productoras de IL-12 

infiltrando tumor, observamos que hubo un aumento estadísticamente significativo tanto 

en porcentajes como en IFM de CD IL12+ (Figura III.13). Este hallazgo, nos permitió 

concluir que efectivamente, el tratamiento con poli A:U indujo un incremento en la 

expresión de IL-12 por parte de las CD infiltrantes de tumor, pero no de aquellas 

residentes en GD.  

Además, estos resultados sugerirían que poli A:U estaría direccionando la respuesta 

inmune en el seno del tumor hacia un perfil Th1, tipo de respuesta requerida para un 

eficiente control del crecimiento tumoral. 
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ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS T INFILTRANTES DE TUMOR 

Debido a la importancia de los linfocitos T en la respuesta inmune antitumoral 

(Pentcheva-Hoang y col., 2014; Tosolini y col., 2011), junto con el hecho de que una 

mayor proporción de células T se asocia con un mejor pronóstico en pacientes con cáncer 

(Goc y col., 2014; Bald y col., 2014), quisimos estudiar qué ocurría con esta población 

en nuestro modelo.  

Retomando nuestros resultados obtenidos en ratones atímicos nude, que indicaban 

la participación del compartimiento T en la disminución del volumen tumoral, evaluamos 

los porcentajes de células T CD4+ y CD8+ infiltrantes de tumor al día 15 p.i., en ratones 

de ambos grupos. 

Como se puede observar en la Figura III.14-A, el tratamiento con poli A:U modificó 

sustancialmente la relación de TILs CD45+CD11c- CD4+ vs  CD8+ (aproximadamente 

1:3), con respecto a lo que ocurrió en el grupo PBS (cercana a 1:1) (p<0,05). 

Se ha descripto que la molécula Ly6C aumenta en linfocitos T CD8 tras la 

activación vía TCR mediada por IL-2 y con la producción de IFN-γ. También se ha 

reportado como molécula de adhesión clave para que el LiT CD8 ejerza la respuesta 

Figura III.13. Poli A:U aumenta la expresión de moléculas coestimulatorias e IL12 en 

células CD45+ CD11c+ infiltrantes de tumor. A) Histogramas representativos del % de 

células CD45+CD11c+ que expresan CD40, CD86 e IL12 en tumores del grupo PBS y pAU, 

las células fueron estimuladas con PMA/iono (según se detalla en Materiales y Métodos). Los 

números indican media ±SD, en negrita pAU B) Las barras representan la media ±SD de la 

intensidad de fluorescencia media (IFM), de células CD45+CD11c+ infiltrantes de tumor 

(TILs) y en GD. * p< 0,05; ** p< 0,01; mediante test T (n=6/grupo; día 15 p.i.). 
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citotóxica mediada por LiT (CTL) sobre la célula blanco (Kaiser y col., 2013; Hänninen, 

y col., 2011; Jaakkola, y col., 2003). Teniendo en cuenta estos datos aportados por la 

literatura, quisimos analizar la expresión de la molécula Ly6C en células T CD8+ 

infiltrantes de tumor y en GD. Los resultados graficados en la Figura III.14-B mostraron 

un aumento significativo en la población CD8+ Ly6C+ en TILs de tumores que recibieron 

poli A:U (80 %) respecto al grupo PBS (57 %). Por otro lado, el análisis de esta población 

en GD no arrojó diferencias entre los tratamientos PBS y pAU (54,4 vs 57,5%, 

respectivamente).  

 

En conclusión, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo fue capaz de aumentar el 

infiltrado de LiT a tumor, modificando a su vez la relación CD4/CD8 debido a un 

aumento de células T CD8+ y promoviendo por último un aumento en la expresión de 

Ly6C por parte de las células T citotóxicas, lo que favorecería su  acción citotóxica. 

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE CÉLULAS T REGULADORAS 

Dentro de las poblaciones celulares que participan en los mecanismos de escape 

tumoral, favoreciendo la evasión del sistema inmune del huésped, se encuentran las 

células Treg, típicamente definidas como CD4+CD25+ (Jenabian y col., 2013; 

Mougiakakos, y col., 2010; Nishikawa & Sakaguchi, 2010). Se ha reportado que las Treg 

se acumulan en los tejidos tumorales y aumentan en circulación sanguínea de pacientes 

con cáncer (Whiteside, 2014; Nishikawa & Sakaguchi, 2010; Strauss y col., 2007). A su 

vez, se ha demostrado que el factor de transcripción forkhead box P3 (Foxp3) resulta 

Figura III.14. Poli A:U modifica el infiltrado de LiT en tumor. A) Gráficos dot plot  

representativos del % de células CD4 y CD8 dentro del gate CD45+CD11c- en tumores del 

grupo PBS y pAU. Los números indican media ±SD. B)  Las barras representan la media ±SD 

de los porcentajes de células CD8+ Ly6C+ infiltrantes de tumor (TILs) y en GD. ** p< 0,01; 

mediante test T (n=6/grupo; día 15 p.i.). 
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fundamental para su diferenciación y mantenimiento de la función supresora a través de 

mecanismos de regulación epigenética (Morikawa y col., 2014; Miyao y col., 2012). Las 

Treg pueden suprimir la respuesta inmune antitumoral mediante la liberación de 

moléculas inmunosupresoras solubles como TGF-β, granzimas, galectina-1, adenosina, 

prostaglandina (PGE2) o la enzima IDO (Indolamina Dioxigenasa). Además, también 

emplean mecanismos de supresión dependiente del contacto célula-célula que incluyen la 

expresión de CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4), PD-L1 

(Programmed Death-Ligand 1), LAG-3 (Lymphocyte-Activation Gene 3), NRP1 

(Neuropilin 1), TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) y CD39 / 73 

(Halvorsen y col., 2014; Kurtulus y col., 2014; Sawant & Vignali, 2014). 

Para analizar lo que ocurría con las células Treg en nuestro modelo, generamos 

tumores B16 en ratones reporteros Foxp3EGFP que coexpresan la proteína fluorescente 

verde (EGFP) y el factor de transcripción Foxp3 bajo el mismo promotor. El desarrollo 

tumoral en estos ratones fue normal, comparado a la cinética de crecimiento tumoral en 

ratones C57BL/6, y el tratamiento i.t. con poli A:U también redujo significativamente el 

peso del tumor, tal como se observa en la Figura III.15-B.  

Hallamos una disminución estadísticamente significativa en el número de células T 

CD4+ Foxp3+ por millón de TILs presentes en tumores tratados con 4 dosis de poli A:U 

en comparación con los no tratados (5 veces menos) (día 17 p.i.). Por el contrario, el 

análisis de dicha población en GD de ambos grupos mostró niveles similares de células 

Treg (Figura III.15-A).  

Del mismo modo, cuando evaluamos las células que expresaban FoxP3+ dentro de 

la población de linfocitos T CD4+CD25+, observamos una disminución significativa 

tanto en porcentaje como en IFM en TILs aislados de tumores pAU respecto a PBS 

(Figura III.16-A y B). Es decir que poli A:U no solo disminuyó el número de células Treg 

infiltrantes de tumor sino que también disminuyó los niveles de expresión de Foxp3 

(Figura III.16-B). 

En contraste, cuando analizamos estos parámetros en GD de ratones de ambos 

grupos no encontramos diferencias significativas entre sí; aunque cabe destacar que tanto 

los porcentajes como las IFM de células Foxp3 dentro de los LiT CD4+CD25+ se 

encontró disminuida en GD respecto a tumor en ambos grupos (Figura III.16-B). 
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Figura III.15. El tratamiento i.t. con poli A:U disminuye el número de células Treg en 

tumor. A) Gráficos de dispersión de puntos del número de células Foxp3GFP+ (gate en 

CD45+CD4+) en tumores y GD del grupo PBS y pAU. B) Las barras representan la media 

±SEM del peso del tumor al día del sacrificio. * p< 0,05; *** p< 0,001; mediante test T 

(n=7/grupo; día 17 p.i.). 

Figura III.16. El tratamiento i.t. con poli A:U disminuye el número de células Treg LAP+ 

en tumor. A) Gráficos density plot  representativos de TILs aislados de ambos grupos (gate en 

CD45+). Los valores indicados representan la media ±SEM. B) Los gráficos de barra 

representan la media ±SEM del % (izquierda) e IFM (derecha) de células FOXP3+ (gate en 

CD45+CD4+CD25+) en TILs y GD. C) Las barras representan la media ±SEM del % (arriba) 

e IFM (abajo) de células LAP+ (gate en CD45+CD4+CD25+FOXP3+) en TILs aislados de 

tumores de ambos grupos. * p< 0,05; ** p< 0,01; mediante test T (n=6/grupo; día 17 p.i.). 
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Por último, quisimos analizar la proporción de células Treg que expresaban la 

molécula LAP (del inglés, Latency-Associated Peptide), componente del propéptido 

biológicamente inactivo LAP/TGF-β1. Este heterodímero es expresado transitoriamente 

en la membrana plasmática de células productoras de TGF-β, previo a la liberación del 

homodímero biológicamente activo TGF-β, citocina ampliamente descripta como 

inmunomoduladora negativa de la respuesta antitumoral (Zhu y col., 2015; Mittal y col., 

2014; Pickup y col., 2013; Oida & Weiner, 2010).  

Como se puede observar en la Figura III.16-C, las células 

CD45+CD4+CD25+Foxp3+ recuperadas de tumores tratados con poli A:U, expresaron 

niveles significativamente disminuidos tanto en porcentaje como en IFM del marcador 

LAP, respecto al grupo PBS.  

Por lo tanto, estos resultados nos permitieron concluir que, el tratamiento i.t. con 

poli A:U, disminuye la presencia de células Treg en tumor y a su vez, estas células 

expresan menores niveles de Foxp3 y secretan menos TGF-β, que en conjunto 

propiciarían un balance en el microambiente tumoral menos supresor, que favorecería a 

la rama efectora de la respuesta inmune antitumoral. 

ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE LA RESPUESTA ANTI 

TUMORAL ANTÍGENO ESPECÍFICA 

Los resultados previamente descritos en la presente tesis, mostraban que el 

tratamiento con poli A:U favorece fundamentalmente el infiltrado de células T CD8+ al 

tumor, aunque en las condiciones ensayadas no nos permitieron determinar si esos LiT 

eran capaces de reconocer antígenos tumorales, es decir, si eran específicos contra el 

tumor. 

En nuestro laboratorio contamos con una línea de melanoma murino B16, que 

permite el estudio de la respuesta antitumoral antígeno específica, ya que expresa 

ovoalbúmina (OVA) como antígeno tumoral (B16ova). Asimismo, disponemos de 

ratones transgénicos OTI y OTII, que expresan TCRs específicos para péptidos de OVA 

expresados en el contexto del CMH clase I y II respectivamente. Por lo tanto, empleando 

estas herramientas quisimos analizar si la administración terapéutica de poli A:U, podría 

mejorar la respuesta inmune específica contra OVA (Figura III.17). 
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Dado que habíamos observado que el tratamiento i.t. con poli A:U mejora el estado 

de maduración de CD y su capacidad de producir IL-12, en una primera instancia 

quisimos conocer si esto redundaba en una mejor activación de células T específicas 

contra OVA. Para ello, decidimos evaluar in vivo la proliferación antígeno específica de 

células OTI. 

Con este fin, se indujeron tumores B16ova, y B16 (como control de proliferación 

basal), en ratones singénicos y una vez que los tumores se hicieron palpables, empezamos 

con el tratamiento. Al cabo de la segunda dosis (día 12 p.i.), se transfirieron 

adoptivamente por vía endovenosa células T CD8+ esplénicas obtenidas por cell-sorting, 

de ratones OTI que fueron marcadas con CFSE. Luego de tres días (día 15 p.i.), 

procedimos a la recuperación de las células transferidas en ganglio y tumor. 

Como se muestra en la Figura III.18-A, las células OTI+CFSE+ recuperadas de los 

ratones portadores de tumores B16 presentaron dos ciclos de proliferación tanto en GD 

como en GND (recuadro rojo, panel izquierdo). Este dato fue un importante control que 

sirvió para poder descontar la proliferación basal u homeostática, producto de la 

Figura III.17. Esquema experimental empleado para estudiar el efecto del tratamiento 

i.t. con poli A:U sobre la respuesta antígeno específica. Tumores inducidos B16 o B16ova 

fueron tratados con PBS o poli A:U, y luego de la segunda dosis (12 p.i.): los ratones 

recibieron via i.v. células OTI marcadas con CFSE, las cuales fueron recuperadas 3 días 

después a partir de ganglios y tumor (ensayo de proliferación in vivo). En otro set de 

experimentos los animales recibieron células OTI u OTII via i.v, las cuales fueron recuperadas 

6 días después de GD y tumor, y se re estimularon con PMA/iono (ensayo de funcionalidad 

ex vivo), para luego ser marcadas y analizadas por citometría de flujo. 
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manipulación de las células durante el proceso de purificación previa y de la transferencia 

a un nuevo “nicho” o huésped (Kaiser y col., 2013). 

Por el contrario, aquellas células OTI+CFSE+ recuperadas de ratones portadores de 

tumores B16ova, evidenciaron hasta 6 ciclos de división, siendo más notable en GD que 

en GND (Figura III.18-A panel central y derecho). Esta asimetría en la distribución de las 

células en ganglio, se hizo evidente al calcular los porcentajes de células OTI+CFSE+ 

dentro de la subpoblación de LiT CD8+, habiendo un aumento mucho más marcado en la 

proporción de éstas células en el grupo pAU (8 veces) que en el grupo PBS (2,5 veces). 

 

En cuanto al número de ciclos de proliferación, si bien no hallamos diferencias entre 

los tratamientos, cuando analizamos mediante histogramas la distribución de las células 

en división, observamos que con poli A:U hubo un mayor número de células que se 

encontraban en los ciclos 4, 5 y 6 (CFSE mas diluido) respecto a PBS (Figura III.18-B). 

Asimismo, al cuantificar el número de células CFSE diluido por millón de células CD45+ 

Figura III.18. Ensayo de proliferación in vivo con CFSE en células OTI demuestra que 

poli A:U favorece la respuesta antígeno específica A) Gráficos de puntos representativos 

de dilución con CFSE+ en células  OTI CD8+ transferidas y recuperadas  en GND y GD de 

ratones portadores B16, B16ova tratados con PBS o poli A:U. Los números indican los % de 

células OTI+ CFSE+ sobre el total de CD8+ en ganglio. La región en rojo delimita la 

proliferación homeostática B) Histogramas representativos de “A” en GD, muestran los 

patrones de proliferación en las distintas condiciones ensayadas. C) Cuantificación del 

número de células OTI con CFSE+ diluido recuperadas por millón de células CD45+ (±SEM) 

en GD y GND del huésped. ** p< 0,01; mediante ANOVA de 1 vía (n=3/grupo; día 15 p.i.) 
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en ganglio, notamos un aumento significativo en GD de ratones del grupo pAU respecto 

al grupo PBS (4169±122 vs 1530±69, respectivamente) (Figura III.18-C). Estas 

diferencias en el patrón de división estaría indicando, que poli A:U fue capaz de 

incrementar el priming o bien la llegada de LiT CD8+ antígeno específicos en GD. 

Aunque, cabe destacar que no pudimos recuperar eventos significativos de células 

transferidas OTI infiltrando tumor a los 3 días post transferencia (datos no mostrados).  

Teniendo en cuenta estos resultados, para poder evaluar la funcionalidad de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ específicos contra OVA en tumor, transferimos células 

esplénicas purificadas por cell-sorting provenientes de ratones transgénicos OTI y OTII 

a ratones portadores de tumor después de dos administraciones de poli A:U (día 12 p.i.). 

Seis días más tarde, y utilizando un anticuerpo específico contra los TCR transgénicos 

(Vβ5) estudiamos la presencia de las células transferidas en GD y tumor. Además, 

analizamos la capacidad de estas células de producir IFN-γ y la expresión en superficie 

del marcador CD107a en ambos grupos experimentales (Figura III.19). CD107a o 

LAMP-1 (del inglés, Lysosome-Associated Membrane Protein 1), es una de las dos 

principales glicoproteínas que componen la membrana de los lisosomas y gránulos de 

perforinas y granzimas; se ha reportado que su expresión transitoria en la membrana 

plasmática es indicativo de la desgranulación de linfocitos citotóxicos CD8+ y NK 

activados (Cohnen y col., 2014; Krzewski y col., 2013; Aktas y col., 2009). 

El análisis funcional de la respuesta antígeno específica contra el tumor mediante 

la evaluación de los niveles intracelulares de IFN-γ en las células transferidas, demostró 

que hubo un aumento muy significativo en la frecuencia de células OTI IFN-γ+ y OTII 

IFN-γ+ en TILs de ratones tratados con poli A:U (Figura III.19-A). Los mismos 

resultados se obtuvieron al analizar la IFM de células productoras de IFN-γ OTI y OTII 

del grupo pAU vs PBS infiltrando tumor. Además, se observó un aumento muy 

significativo de la expresión del marcador CD107a tanto en porcentaje (3 veces aprox.) 

como en IFM (2 veces), en las células OTI infiltrando tumores tratados con poli A:U 

(Figura III.19-B). 

Asimismo, sólo pudimos observar un aumento significativo en la IFM de células 

OTII productoras de IFN-γ aisladas de GD del grupo pAU. Por otro lado, no se hallaron 

diferencias significativas en el porcentaje ni en la IFM de células OTI productoras de 

IFN-γ o que expresaban CD107a en GD de ambos grupos (Figura III.19-B). 
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Este conjunto de resultados nos permitieron concluir que, el tratamiento con pAU 

fue capaz de inducir un incremento en la respuesta antígeno específica de células T CD4+ 

y CD8+ productoras de IFN-γ, así como un aumento en la actividad de LiT citotóxicos 

específicos contra el tumor. Por lo tanto, nuestro diseño experimental, fue efectivo para 

estimular la rama efectora Th1 y la CTL específica antitumoral.  

  

Figura III.19. Poli A:U favorece la respuesta inmune antígeno específica en tumor. A)  
Histogramas representativos del porcentaje de células OTI (CD8+Vβ5+) que expresan 

CD107a (panel izquierdo), IFN-γ (panel central) y porcentaje de células OTII (CD4+Vβ5+) 

que expresan IFN-γ (panel derecho) recuperadas en tumor post estímulo con PMA/Iono 

(según Materiales y Métodos). Los números representan la media ±SD, en negrita pAU. B) 

Los gráficos de barras muestran la media ±SD intensidad de fluorescencia media para células 

OTI+CD107a+ (izquierda), OTI+IFNγ+ (centro) e IFM de células OTII+IFNγ+ (derecha).* 

p< 0,05; *** p< 0,001; mediante ANOVA de 1 vía. 
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CONCLUSIONES PARTE II 

1. El compartimiento de LiT y o NKT están involucrados en el control del crecimiento 

tumoral y el aumento de la sobrevida en nuestro modelo preclínico de terapia 

intratumoral con poli A:U. 

2. La subunidad IL12p40 está involucrada en el control del crecimiento tumoral y el 

aumento de la sobrevida observado en nuestro modelo preclínico con poli A:U. 

El tratamiento i.t. con poli A:U: 

3. incrementa el número de células mononucleares en ganglios drenantes y por ende 

también aumenta su peso y volumen. 

4. aumenta el infiltrado de células CD45+ en tumor. 

5. favorece la producción de quimiocinas por parte de células CD45+ CD11b+ 

infiltrantes de tumor. 

6. aumenta el porcentaje de células CD11c+ maduras (CD40+ CD86+) productoras 

de IL-12 que infiltran tumor. 

7. favorece el infiltrado de LiT CD8+ en tumor, modificando la relación CD4/CD8, 

y aumenta el porcentaje de células CD8+Ly6C+ en tumor. 

8. disminuye el número de células CD4+Foxp3+ y también el porcentaje de células 

CD4+CD25+Foxp3+LAP+ en tumor. 

9. promueve el reclutamiento y la proliferación de LiT CD8+ antígeno específicas 

en ganglio drenante. 

10. favorece un perfil de respuesta Th1 antígeno específica en tumor. 
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PARTE III: CARACTERIZACIÓN DEL ROL QUE 

CUMPLEN LOS IFNS TIPO I EN EL MODELO 

PRECLÍNICO DE ADMINISTRACIÓN TERAPÉUTICA DE 

POLI A:U  
OBJETIVO ESPECÍFICO III: INVESTIGAR LAS POBLACIONES 

CELULARES RESPONSABLES DE LA GENERACIÓN DE IFN-Β 

ENDÓGENO NECESARIO PARA INDUCIR UNA RESPUESTA INMUNE 

ANTITUMORAL. 

OBJETIVO ESPECÍFICO III.I: EXPLORAR LOS MECANISMOS 

MOLECULARES QUE CONDUCEN A LA INDUCCIÓN DE IFN-Β EN 

RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON POLI A:U. 

OBJETIVO ESPECÍFICO III.II: ANALIZAR EL ROL DE LA 

SEÑALIZACIÓN DE IFN TIPO I SOBRE LAS CÉLULAS DEL HUÉSPED EN 

EL CONTROL DEL DESARROLLO TUMORAL EN MODELOS 

PRECLÍNICOS DE ADMINISTRACIÓN INTRATUMORAL DE POLI A:U.  
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OBJETIVO III: INVESTIGAR LAS POBLACIONES CELULARES RESPONSABLES DE 

LA GENERACIÓN DE IFN-Β ENDÓGENO NECESARIO PARA INDUCIR UNA 

RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL. 

 

Resultados previos de nuestro grupo demostraron que poli A:U y poli IC son 

adyuvantes efectivos no sólo porque activan a las CD y promueven una fuerte respuesta 

adaptativa contra el tumor, sino que ellos pueden actuar directamente sobre el TLR3 

presente en células tumorales e inducir la producción de IFN tipo I endógeno, 

principalmente IFN-β (Gatti y col., 2013; Núñez y col., 2012).  

Ahora bien, ¿qué poblaciones celulares son las responsables de la generación de 

IFN-β endógeno en nuestro modelo? ¿Cuál es la contribución relativa en la producción 

de IFN-β endógeno de las células tumorales vs células de la inmunidad innata? Estos 

interrogantes serán abordados en la presente sección de la tesis. 

ESTUDIO DE LA PRODUCCIÓN DE IFN-Β POR PARTE DE CÉLULAS TUMORALES 

Teniendo en cuenta que tras la activación de TLR3, se produce un aumento en la 

expresión del receptor (Agarwal y col., 2011), en una primera instancia, quisimos evaluar 

si las células tumorales estarían respondiendo al tratamiento terapéutico con poli A:U in 

vivo, midiendo los niveles de expresión TLR3. Para ello, se indujeron tumores en ratones 

wt e IFNAR1-/- con la línea de melanoma murino B16, transformada establemente en 

nuestro laboratorio para que exprese la proteína fluorescente verde (B16-GFP). Una vez 

que los tumores alcanzaron un tamaño medible (día 12 p.i.), se procedió a realizarle el 

tratamiento i.t. cada dos días con PBS o poli A:U. Al día 15 p.i., luego de 2 dosis se 

procedió al aislamiento de las células tumorales de ambos grupos y cepas de ratones 

mediante cell-sorting de eventos CD45-GFP+. Luego de aislar la fracción proteica del 

lisado celular, se realizó análisis de la expresión de TLR3 por western blot.  

Como se observa en la Figura III.20, el tratamiento i.t. con poli A:U no produjo un 

aumento significativo en la expresión de TLR3 en comparación a PBS en la cepa wt. En 

este sentido, tampoco se hallaron diferencias en los niveles de expresión de TLR3 en 

células B16-GFP aisladas de tumores de ratones IFNAR1-/- entre ambos tratamientos. 

Estos resultados indicaron que tras el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo no se modifica 

la expresión de TLR3 en la célula tumoral, en las condiciones ensayadas. 
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Además evaluamos la producción de IFN-β mediante ELISA en células B16 

estimuladas in vitro con poli A:U a distintas concentraciones y condiciones. Debido a que 

TLR3 se encuentra dentro de endosomas, utilizamos PEI ya que este le confiere a los 

ácidos nucleicos una carga positiva, favoreciendo la unión a la membrana plasmática 

aniónica y por endocitosis, el transporte a endosomas (Sirois y col., 2013; Akinc y col., 

2005).  

En la Figura III.21, se observan los niveles de IFN-β medidos en sobrenadantes de 

cultivo de 24 hs por ELISA. En las condiciones sin estímulo (B16+medio) o B16+PEI, 

se observaron niveles de IFN-β muy cercanos al límite de detección de la técnica 

(22,8±0,6 y 21,5±0,5 pg/ml respectivamente). Cuando se estimuló con el complejo 

PEI/poli A:U (B16+PEI:pAU) se generaron niveles mucho más altos de IFN-β (80±1 

pg/ml), mientras que en la condición “B16+pAU 50µg” se alcanzaron niveles similares a 

las condiciones sin estímulo (23,1±0,7 pg/ml). Solo cuando se estimularon las células con 

concentraciones de poli A:U desnudo 10 veces más altas a las empleadas in vivo 

(B16+pAU 500µg), se pudo observar una ligera producción de IFN-β (30,5±2 pg/ml) 

comparado a la condición de estímulo “B16+pAU 50µg” (p<0,05).  
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Figura III.20. El tratamiento i.t. con poli A:U no modifica la expresión de TLR3 en 

melanoma murino B16. A) Células B16-GFP fueron recuperadas por cell sorting de tumores 

PBS y pAU en ratones wt e IFNAR1-/-, luego de recibir 2 dosis de tratamiento (día 15 p.i.; 

n=5/grupo). Sus lisados fueron corridos en condiciones desnaturalizantes para luego analizar 

la expresión de TLR3 por western blot usando anticuerpo anti-TLR3 y en la misma membrana 

como control de carga se usó anti-β-actina. B) Los gráficos de barras muestran la 

cuantificación de las bandas en “A” (media ±SD) de la expresión de TLR3 relativizada al 

control de carga por carril (cada muestra se corrió por duplicado). p> 0,05, mediante ANOVA 

de 1 vía. 
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Por lo tanto, en las condiciones ensayadas, no pudimos observar un aumento 

significativo en la producción de IFN-β por parte de la célula tumoral luego del estímulo 

in vitro con 50 µg de poli A:U desnudo. 

 

ESTUDIO DE LA INDUCCIÓN ENDÓGENA DE IFN-Β POR PARTE DE CÉLULAS DEL HUÉSPED 

A continuación, quisimos evaluar la contribución que podrían tener distintas 

poblaciones del sistema inmune en la generación de IFN-β endógeno, necesario para 

inducir una respuesta inmune específica contra antígenos tumorales y para el control del 

desarrollo tumoral en nuestro modelo preclínico. 

En una primera instancia, intentamos medir si había producción de IFN-β in vivo, 

mediante el análisis de pool de sueros provenientes de ratones portadores de tumor 

tratados con 1 dosis de PBS o poli A:U. Pero mediante la técnica ELISA, en las 

condiciones ensayadas, fue imposible hallar niveles detectables de IFN-β en suero 24, 48 

o 72 hs post tratamiento con poli A:U (datos no mostrados).  

Por lo tanto, resultaba esencial para sustentar nuestra hipótesis, contar con alguna 

herramienta que nos permitiese demostrar fehacientemente que tras el tratamiento con 

poli A:U, se estaba produciendo IFN-β. Para ello, establecimos una colaboración con el 

Dr. Stefan Lienenklaus, del Helmholtz Centre for Infection Research, Braunschweig-

Alemania que había desarrollado una cepa de ratón reportera para IFN-β que nos 

permitiría evaluar la producción de IFN-β endógeno en nuestro sistema (Lienenklaus y 

col, 2009). 

Figura III.21. Estudio in vitro de la 

secreción de IFN-β en melanoma murino 

B16. Los niveles de IFN-β fueron evaluados 

por ELISA en sobrenadantes de cultivo 

después de 24 hs de estímulo (según 

Materiales y Métodos). Los resultados 

indican la media ±SD (de pocillos 

triplicados) de la producción de IFN-β 

(pg/ml) en las distintas condiciones. * 

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; mediante 

ANOVA de 1 vía. 
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Brevemente, estos ratones fueron modificados genéticamente de manera tal que 

expresaran el gen de la luciferasa en el lugar de la secuencia codificante de IFN-β (IFN-

β+/ΔβLuc). Estos ratones, tienen el background genético C57BL/6, aunque carecen de 

melanina (que interfiere con la señal de luminiscencia), lo cual favorece la detección de 

la actividad de luciferasa. Al emplear ratones heterocigotos, permitió evaluar la expresión 

de IFN-β de un alelo y por lo tanto mantener el efecto ya observado. De tal manera que, 

luego de la inyección i.v. de D-luciferina se pudo realizar un seguimiento cinético de la 

inducción de luciferasa mediante un sistema de captura de imágenes IVIS 200 (Xenogen). 

Asimismo, el flujo de fotones pudo ser cuantificado mediante un software (Living Image), 

siguiendo protocolos ya establecidos por el grupo de los Dres. Stefan Lienenklaus y 

Jadwiga Jablonska (Kallfass y col., 2013; Lienenklaus y col., 2009; Solodova y col., 

2011).  

Para poder visualizar la producción endógena de IFN-β por parte del huésped in 

vivo, tumores B16 fueron inducidos en los ratones albino reporteros IFN-β+/ΔβLuc. Dado 

que la mayoría de nuestros resultados previos se han obtenido en el día 15 y 17 post 

inoculación tumoral (después de 3 o 4 inyecciones de poli A:U), realizamos una cinética 

de estudio de la inducción de IFN-β para ver si el tratamiento con poli A:U era capaz de 

inducir un incremento gradual de IFN-β (Figura III.22).  

 

Previo a esto, para descartar que la inyección i.t. no estuviese induciendo IFN-β 

como consecuencia de la injuria que se provoca en la misma zona de administración, se 

inyectaron i.t. ratones con 200 µl de PBS. La inyección del vehículo no produjo un 

Figura III.22. Esquema experimental empleado para el estudio cinético de la 

producción de IFN-β endógeno in vivo y el análisis ex vivo. 
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aumento en la señal de actividad luciferasa detectada, por lo que los sucesivos 

experimentos se realizaron únicamente con ratones tratados con poli A:U. 

Cuando los tumores alcanzaron un tamaño medible (día 8 p.i.), un grupo de ratones 

se trató por vía intratumoral con 3 inyecciones, día de por medio con poli A:U como se 

describió anteriormente. Los diferentes grupos de ratones se inyectaron con luciferina 

previo al tratamiento y 6 hs después de cada dosis de poli A:U, y a estos tiempos se 

registraron las imágenes correspondientes (Figura III.22). 

 En la Figura III.23, se muestran los resultados obtenidos en el estudio cinético de 

ratones que recibieron 3 dosis de poli A:U. Al día 8, se capturó la lectura basal de 

actividad de luciferasa previa a realizarle el tratamiento. Luego de 6 hs de administrado 

poli A:U (día 8,25), observamos una fuerte inducción de IFN-β en la zona periférica al 

sitio de inoculación (Figura III.23-A). 

Dicha señal fue decayendo en intensidad al cabo de 24 hs y 48 hs (día 9 y 10 p.i., 

respectivamente), a menos que se administrase una segunda dosis de poli A:U, generando 

un nuevo pico de inducción aunque de menor intensidad comparado con la primer dosis 

(día 10,25 vs 8,25 p.i.). Este fenómeno se repitió en la dosis siguiente (3ra), donde con la 

nueva administración se inducía un pico de señal, de menor intensidad que el precedente, 

aunque cabe destacar que siempre de mayor magnitud que la lectura basal (día 8 p.i.) 

(Figura III.23-B). 

Además, realizamos un estudio cinético de la inducción de IFN-β luego de una 

única dosis de poli A:U al día 8 p.i., y pudimos corroborar que a medida que transcurren 

los días hay una disminución gradual en la intensidad, que luego de 5 días se sigue 

manteniendo elevada (2 veces) respecto a la condición basal (Figura III.23-B). 

Paralelamente, en este estudio cinético de inducción de IFN-β, capturamos las 

imágenes y lecturas de fluorescencia de la parte ventral de los ratones tratados a distintos 

tiempos. Observamos el mismo efecto localizado de inducción, que correspondía a la 

zona yuxtapuesta donde se administró poli A:U, y que abarcaba tambien la región 

inguinal del ratón. Asimismo, observamos que a medida que se administraron las 

sucesivas dosis, la señal disminuyó en intensidad, se hizo más localizada y luego de la 3ra 

dosis, se correspondía con la ubicación del ganglio inguinal derecho del ratón, el GD del 

tumor (Figura III.24-A). 

 



Capítulo III Resultados 

David Andrés Nocera     86 
 

 

En línea con estos resultados, no observamos prácticamente inducción de IFN-β en 

la región del ratón que correspondería al hígado, lo que confirmó que en nuestro modelo 

preclínico, había un efecto localizado y no a nivel sistémico, y por otro lado, que poli A:U 

induciría baja actividad hepática lo que podría relacionarse con su baja toxicidad in vivo 

comparado a otros ligandos de TLR3 (Figura III.24-A y B). 

Figura III.23. Poli A:U induce un pico de IFN-β  a las 6 hs post tratamiento. A) Ratones 

albino IFN-β+/Δβ-luc portadores de tumores B16 fueron tratados con poli A:U en los días 

indicados por el recuadro rojo (días 8, 10 y 12). Para capturar cada imagen dorsal, los ratones 

fueron inyectados (i.v.) con D-luciferina y anestesiados vía nasal/oral con sistema continuo 

de isofluorano. La actividad de luciferasa se visualizó en el equipo IVIS 200. B) 

Cuantificación de las imágenes capturadas en "A" mediante la medición de intensidad de 

luminiscencia dentro de las regiones seleccionadas de interés (ROI) en los días representados. 

Los datos se muestran como media ± SEM (n = 10 ratones / grupo). ** p <0,01; *** p <0,001; 

mediante Bonferroni post test de ANOVA de 2 vías. 
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Nuestros resultados indicaron que el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo fue capaz 

de inducir una fuerte producción local de IFN-β por parte de las células del huésped. 

Asimismo, se pudo corroborar que luego de cada tratamiento con el ligando, hubo una 

Figura III.24. Cinética de la inducción de IFN-β en el modelo de administración 

terapéutico de poli A:U. A) Ratones albino IFN-β+/Δβ-luc portadores de tumores B16 fueron 

tratados con poli A:U en los días indicados por el recuadro rojo (días 8, 10 y 12). Para 

capturar cada imagen ventral, los ratones fueron inyectados (i.v.) con D-luciferina y 

anestesiados vía oral con sistema continuo de isofluorano. La actividad de luciferasa se 

visualizó en el equipo IVIS 200. B) Cuantificación de las imágenes capturadas en "A" 

mediante la medición de intensidad de luminiscencia dentro de las regiones seleccionadas de 

interés (ROI) para GD (en rojo) e hígado (en blanco) en los días representados. Los datos se 

muestran como media±SEM (n = 10 ratones/grupo). 
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fuerte inducción de IFN-β respecto a la condición basal, pero de menor intensidad que la 

dosis inicial.  

ESTUDIO DE LA PRODUCCIÓN DE IFN-Β EN DISTINTOS LINAJES CELULARES DEL 

SISTEMA INMUNE 

En una segunda instancia, nos propusimos investigar la contribución diferencial de 

distintos linajes celulares dentro del SI que, estando presentes en el microambiente del 

tumor, podrían ser responsables de la producción de IFN-β en nuestro modelo. 

Para ello, empleamos una variante de la cepa de ratones reporteros anteriormente 

usados: ratones reporteros que poseen bajo el promotor de IFN-β la secuencia de la 

luciferasa flanqueada por sitios loxp (IFN-β+/loxβLuc), susceptible a la acción de la enzima 

Cre recombinasa. A su vez, estos ratones fueron cruzados con ratones que expresan la 

enzima Cre recombinasa bajo el promotor de determinadas moléculas características de 

distintos tipos celulares: LysM+/Cre, CD11c+/Cre, CD19+/Cre o CD4+/Cre para generar 

ratones que expresan el gen reportero únicamente en Mφ/monocitos y granulocitos 

(LysM+), o en CD (células CD11c+), células B (CD19+) o células CD4+ (LiT en su 

mayoría) respectivamente. Por lo tanto, los ratones resultantes expresan luciferasa en 

determinados tipos celulares, que en la presente tesis los denominamos ratones reporteros 

específicos de linaje, mientras que los ratones IFN-β+/loxβLuc se los consideró reporteros 

globales. 

Los tumores B16 se indujeron en estas distintas cepas de ratones y se llevó a cabo 

el tratamiento de poli A:U, empleando la misma cinética, tal cual se describió 

anteriormente. Como se puede observar en la Figura III.25-A y -B, luego de 6 hs de la 

primera dosis de poli A:U, hubo una fuerte inducción de luciferasa en ratones reporteros 

globales, LysM+/IFN-β+/loxβLuc y CD11c+/IFN-β+/loxβLuc. Por otro lado, hubo una leve 

inducción en ratones CD4+/IFN-β+/loxβLuc mientras que no se observó inducción de 

luciferasa en ratones CD19+/ IFN-β+/loxβLuc. Esta tendencia se repitió al aplicar las dosis 

restantes, aunque la intensidad de luminiscencia disminuyó progresivamente tal cual 

describimos en la sección anterior. Por lo tanto estos resultados indicaron que la 

población mieloide (Mφ /monocitos y granulocitos) y CD son la principal fuente de IFN-

β en nuestro modelo. Sorpresivamente, las células CD4+ también contribuyeron aunque 

minoritariamente en la producción de dicha citocina. Por otro lado, los Li B no son 

capaces de producir IFN-β tras la estimulación con poli A:U. Cabe destacar que el mismo 

efecto se vió al analizar las imagenes ventrales de los ratones reporteros, donde 



Capítulo III Resultados 

David Andrés Nocera     89 
 

nuevamente la señal colocalizaba con la región correspondiente al GD (datos no 

mostrados). 

 

Figura III.25. Las células LysM+ y CD11c+ son los principales responsables de la 

producción de IFN-β luego del tratamiento con poli A:U. A) Imágenes representativas 6 

hs post tratamiento de ratones reporteros linaje-específicos portadores de tumores B16 con 

poli A:U (día 8,25). B) Cuantificación de las imágenes dorsales capturadas en los distintos 

días indicados mediante la medición de intensidad de luminiscencia dentro de las regiones 

seleccionadas de interés (ROI). Los datos se muestran como media ± SEM. C) Análisis ex 

vivo de la actividad de Luciferasa de muestras representativas extraídas de tumor, GD y GND 

al día 12,25 p.i. Se muestra la media ± SD de los % de unidades relativas de luciferasa (RLU) 

respecto al global (n = 10 ratones / grupo). *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; mediante 

análisis de pos test Bonferroni a partir de ANOVA de 2 vías. 
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Una limitación de la técnica empleada en el “imaging” in vivo es que la intensidad 

de la señal obtenida en la toma dorsal, puede solaparse con la obtenida en la toma ventral 

debido a que el sitio donde se implanta el tumor es delgado y los detectores del equipo 

poseen alta sensibilidad. Es decir, que podría haber una sobrevaloración por la sumatoria 

de luminiscencias (dorsal y ventral) de los valores obtenidos en tumor respecto a aquellos 

obtenidos en GD, o viceversa.  

Para poder dilucidar con mas detalle si los distintos linajes contribuían de igual 

forma en tumor y GD, se aislaron muestras representativas de dichos tejidos y se 

midieron los niveles de Luciferasa ex vivo en luminómetro luego de 3 dosis de poli A:U 

(día 13,25 p.i.). Además se empleó como tejido control, el GND. Los valores de actividad 

de luciferasa en los ratones reporteros linaje-específicos, tratados con poli A:U se 

relativizaron a los valores medidos en ratones reporteros "globales": en tumor 

3,69x106±4x104, GD 4,68x106±2,9x104 y GND 6,45x105±3,8x104 RLU/[g de tejido x 

seg de integración] (considerados como el 100 %) (Figura III.25-C). 

Al analizar las mediciones de luciferasa ex vivo en tumor, observamos 

sorpresivamente que mientras las células LysM+ producen el 93±3,5 % del IFN-β, las 

células CD11c+ sólo producen el 45,8±4,3 %, indicando que aproximadamente la mitad 

del IFN-β es producido por una población de células LysM+CD11c- (mieloides pero no 

dendríticas). Por otro lado, el análisis de GD mostró un aumento en la contribución de 

las CD (60,3±4,8 %) y una disminución en las células LysM+ (75±4,6 %) comparado 

con tumor. Además resultó llamativo el hecho de que haya un 25±4,4 % del IFN-β 

producido en GD que proviene de células LysM-CD11c-, lo que sugiere que en este tejido 

existiría otro linaje no mieloide que estaría aportando dicha citocina. Asimismo cuando 

analizamos GND, observamos que a diferencia de lo que ocurrió en GD, el linaje 

LysM+CD11c+ fue responsable de casi la totalidad del IFN-β. Por lo tanto, este resultado 

también pone en evidencia la capacidad de poli A:U para inducir cambios funcionales en 

las poblaciones analizadas en el ganglio centinela del tumor (GD). 

A continuación, analizamos si el tratamiento con poli A:U modifica la expresión 

de TLR3 en diferentes poblaciones de células mieloides que infiltran los tumores en 

ratones wt e IFNAR1-/- que fueron tratados con 3 dosis de poli A:U (día 15 p.i.). 

Como se muestra en la Figura III.26, llamativamente encontramos un porcentaje 

muy bajo de células CD45+TLR3+ infiltrantes de tumor en ratones IFNAR1-/- dentro de 

todas las subpoblaciones analizadas (panel inferior, de izquierda a derecha: células 
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CD11c+, CD11b+F4/80+ y CD11b+GR1+). Además, estos porcentajes no se 

modificaron luego del tratamiento con poli A:U. En contraste, cuando analizamos los 

ratones wt del grupo PBS, el mayor porcentaje de células TLR3 + se encontró dentro de 

la subpoblación CD11b+F4/80+ y el tratamiento no afectó claramente este porcentaje 

(aumentó 1,2 veces). Las otras dos poblaciones analizadas mostraron una respuesta más 

definida al tratamiento con poli A:U, ya que observamos un aumento de casi 2 veces en 

la frecuencia de células CD11c+TLR3+ (p <0,05) y para nuestra sorpresa, un aumento de 

alrededor de 3 veces en la frecuencia de células CD11b+Gr1+TLR3+ (p <0,01). Estos 

hallazgos estarían indicando que si bien las tres subpoblaciones mieloides respondieron 

al tratamiento con poli A:U en el microambiente tumoral sobreexpresando TLR3, tanto 

las CD como las células CD11b+Gr1+ lo hicieron con mayor intensidad (Figura III.26). 

 

Estos resultados nos permitieron definir con más detalle los obtenidos previamente 

en ratones reporteros linaje-específicos. Por lo tanto, luego del tratamiento con poli A:U 

mientras que las CD producirían alrededor del 50 % del IFN-β en tumor, el otro 50 % 

sería aportado por células LysM+ y probablemente células CD11b+Gr1+, un hallazgo 

muy interesante y que no se había reportado previamente. 
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Figura III.26. Expresión de TLR3 en TILs de linaje mieloide en ratones portadores de 

tumores B16 wt e IFNAR1-/-. Histogramas representativos de la expresión de TLR3 en 

diferentes poblaciones CD45 + infiltrantes de tumor: células CD11c + (panel izquierdo), 

CD11b +F4/80 + (panel central) y CD11b + GR1 + (panel derecho), respectivamente. Los 

números indican los porcentajes medios±SEM, el grupo pAU se muestra en negrita (n = 5 

ratones / grupo). *p <0,05; **p <0,01; mediante análisis de pos test Bonferroni a partir de 

ANOVA de 1 vía.  
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OBJETIVO ESPECÍFICO III.I: EXPLORAR LOS MECANISMOS MOLECULARES QUE 

CONDUCEN A LA INDUCCIÓN DE IFN-Β EN RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON 

POLI A:U. 

 

ESTUDIO IN VIVO DE LAS VÍAS SEÑALIZACIÓN INVOLUCRADAS EN LA INDUCCIÓN DE IFN-

Β 

Se sabe que los niveles de producción del IFN-β dependen de su regulación 

transcripcional. El paradigma actual indica que para la inducción de IFNs tipo I se 

reclutan factores de transcripción o IRFs (factores reguladores de interferón) que se 

activan por fosforilación en respuesta a cascadas de señalización activadas por una 

infección viral o estimulación de algún TLR. El promotor de IFN-β contiene cuatro 

dominios reguladores positivos que están ocupadas por diferentes factores de 

transcripción. IRF3 se une tempranamente debido a su expresión constitutiva mientras 

que IRF7 se une más tarde , con una cinética retrasada, debido a su expresión inducible 

a través de un ciclo de retroalimentación positiva dependiente de IFN-I ((Lazear y col., 

2013; Honda y Taniguchi, 2006; Perry y col., 2005; Gautier y col., 2005).  

A diferencia de IRF3, que se expresa constitutivamente en todos los tipos celulares, 

la expresión de IRF5 y IRF7 está restringido a células B y CD, aunque su expresión es 

inducible por IFN tipo I en otros tipos celulares. A diferencia de TLR3, TLR7 y TLR8 

activan IRF5 e IRF7 pero no IRF3. Tanto IRF5 como IRF7 transducen señales de manera 

dependiente de MyD88, en contraste con IRF3, que transduce señales de activación de 

TLR3 a través de TRIF (Kawasaki & Kawai, 2014).  

Asimismo, para que toda esta vía de señalización sea inducida, es necesario que 

TLR3 resida en endosomas. UNC93B1 (Unc-93 homólogo B1) es un factor regulador 

importante que controla el tráfico de los TLR intracelulares (TLR 3, 7 y 9), pero no de 

TLR localizados en la superficie celular. Se ha demostrado que UNC93B1 es una 

proteína accesoria indispensable para la activación de los TLR endosomales ya que su 

deleción afecta la translocación de TLR de RE a endosomas (Blasius & Beutler, 2010; 

Garcia-Cattaneo y col., 2012; Kawai & Akira, 2011). 

Con el fin de explorar los mecanismos que conducen a la inducción de IFN-β en 

respuesta al tratamiento con poli A:U, se reprodujo el modelo experimental en ratones 

reporteros IFNβ+ /Δβ Luc , IFNβ+ /Δβ Luc IRF3- / -, IFNβ+ /Δβ Luc IRF5-/ -, IFNβ+ /Δβ Luc IRF7-/ - 
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y IFNβ+ /Δβ Luc UNC93B1-/- disponible en el laboratorio de los Dres Jablonska y 

Lienenklaus . Los tumores se generaron como se describió anteriormente y se evaluó la 

cinética en estas distintas cepas de ratones reporteros deficientes en distintas moléculas 

de la vía de señalización de IFN tipo I (Figura III.27). 

Mediante el estudio cinético de inducción de IFN-β en estos ratones, observamos 

que 6 hs luego del tratamiento con poli A:U hubo una disminución marcada en la señal 

de luminiscencia detectada en tumor de ratones deficientes para IRF3 y UNC93B1, pero 

no así en ratones deficientes para IRF5 e IRF7 (Figura III.27-A y B). Asimismo, 

observamos la misma tendencia luego de sucesivas dosis de poli A:U (días 10,25 y 12,25 

p.i.). 

Para poder dilucidar con mas detalle la inducción de IFN-β en tumor y ganglio, se 

aislaron muestras representativas de dichos tejidos y se midieron los niveles de 

Luciferasa en luminómetro. Los valores de actividad de luciferasa en los ratones 

reporteros deficientes en IRF y UNC93B1 se relativizaron a los valores medidos en 

ratones reporteros wt: en tumor 3,69x106±4x104, GD 4,68x106±2,9x104 y GND 

6,45x105±3,8x104 RLU/[g de tejido x seg de integración] (considerados como el 100 %) 

(Figura III.27-C). 

La medición ex vivo de la actividad de luciferasa en tumor de ratones sacrificados 

después de 3 dosis de poli A:U confirmó que la inducción de IFN-β era dependiente de 

exclusivamente de IRF3 y UNC93b1; aunque para nuestra sorpresa, no ocurrió lo mismo 

en GD, ya que notamos además un decaimiento a casi el 60 % en la señal de 

luminiscencia tanto en ratones IRF5-/- como IRF7-/- (Figura III.27-C). En contraste, en 

GND observamos una dependencia de las moléculas IRF3 y UNC93b1, tal cual ocurrió 

en tumor, aunque con un porcentaje de inhibición menor  en la luminiscencia (36,4±4,5 

y 44,3±3.9 % respectivamente). 

Estos hallazgos ponen en evidencia las diferencias que existen en las vías de 

señalización que emplean las poblaciones celulares presentes en tumor, de aquellas 

responsables de producir IFN-β en GD. Probablemente, esto sea reflejo también de las 

diferencias que existen en el microambiente de citocinas, así como en el tipo y proporción 

de poblaciones entre ambos tejidos, descriptas a lo largo de esta tesis. 
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Por lo tanto, podemos concluir que luego del tratamiento i.t. con poli A:U, se 

produce la activación de TLR3 en células mieloides, proceso dependiente de la proteína 

Figura III.27. IRF3 y UNC93B1 son necesarios para la producción de IFN-β luego del 

tratamiento con poli A:U. A) Imágenes representativas de ratones reporteros deficientes en 

moléculas de señalización portadores de tumores B16 6 hs post tratamiento con poli A:U 

(día 8,25). B) Cuantificación de las imágenes dorsales capturadas en los distintos días 

indicados mediante la medición de intensidad de luminiscencia dentro de las regiones 

seleccionadas de interés (ROI). Los datos se muestran como media ± SEM. C) Análisis ex 

vivo de la actividad de Luciferasa de muestras representativas extraídas de tumor, GD y GND 

al día 12,25 p.i. Se muestra la media ± SD de los % de unidades relativas de luciferasa (RLU) 

respecto al global (n = 10 ratones / grupo). *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; mediante 

análisis de pos test Bonferroni a partir de ANOVA de 2 vías. 
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chaperona UNC93B1 y por ende de su localización en endosomas, que conlleva a la 

transducción de señal dependiente de IRF3, pero no de IRF5 e IRF7, que finalmente 

induce entre otros eventos la producción de IFN-β, citocina clave para poder montar una 

respuesta inmune antitumoral efectiva. 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO III.II: ANALIZAR EL ROL DE LA SEÑALIZACIÓN DE IFN 

TIPO I SOBRE LAS CÉLULAS DEL HUÉSPED EN EL CONTROL DEL DESARROLLO 

TUMORAL EN MODELOS PRECLÍNICOS DE ADMINISTRACIÓN INTRATUMORAL DE 

POLI A:U. 

 

ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DEL RECEPTOR DE INTERFERONES TIPO I EN EL 

DESARROLLO TUMORAL Y LA SOBREVIDA EN NUESTRO MODELO EXPERIMENTAL 

Dado que poli A:U es un análogo sintético de ARNdc capaz de ser reconocido por 

TLR3, la activación de la vía TRIF conduciría a una fuerte inducción de IFN tipo I. Los 

IFN tipo I inhiben directamente la proliferación de tumor y las células infectadas por virus 

y aumentan la expresión de CMH clase I, mejorando así el reconocimiento de antígenos 

(Mcnab y col., 2015; González-Navajas y col., 2012). Por otra parte, los IFN tipo I 

reprimen la expresión de oncogenes e inducen la expresión de genes supresores de 

tumores, que pueden contribuir a los efectos inhibitorios de IFN-I en las células malignas 

en conjunción con los efectos anti angiogénicos (Spaapen y col., 2014; Wang y col., 

2011). 

En el contexto tumoral, el IFN-β endógeno presente en niveles fisiológicos, tiene 

un importante rol en la inmunovigilancia y en el control del desarrollo tumoral (Jablonska 

y col., 2010). Los IFN tipo I también han demostrado estar involucrados en la regulación 

del sistema inmunológico, ejerciendo sus efectos sobre las células inmunes, ya sea 

directamente , a través de la activación de IFNAR, o indirectamente (i) por la inducción 

de quimiocinas, que permiten el reclutamiento de células inmunes en el sitio de la 

infección; (ii) por la secreción de una segunda oleada de citocinas, lo que podría regular 

aún más el número de células y funciones (como por ejemplo, IL-15, que desempeña un 

papel crítico en la proliferación y mantenimiento de las células NK y células T CD8 de 

memoria); o (iii) por la estimulación de otros tipos celulares críticos para la activación de 

ciertas células inmunes , tales como las CD que resultan clave para la activación de células 

T vírgenes (Fuertes y col., 2013; Hervas-Stubbs y col., 2011). 
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Trabajos previos del grupo demostraron que el tratamiento con poli A:U 

acomplejado a PEI fue capaz de reducir significativamente el crecimiento tumoral en 

ratones deficientes en TLR3, aunque de manera transitoria y con menor eficiencia que en 

ratones wt. Estos resultados ponían en evidencia que, si bien la propia célula tumoral 

puede contribuir positivamente a la disminución del volumen tumoral, las células del 

huésped también podían estar contribuyendo en el control del crecimiento tumoral 

(Figura I.6).  

En nuestro modelo, manejamos como hipótesis que, luego de la estimulación local 

con poli A:U, se induciría un microambiente proinflamatorio con la presencia de IFN-β, 

el cual actuaría a nivel de las células del sistema inmune a través de su receptor IFNAR, 

favoreciendo el orquestado de una respuesta antitumoral efectiva, descripta anteriormente 

en la Parte II de la presente tesis. Es por esto que quisimos evaluar los efectos del 

tratamiento con poli A:U en un contexto donde las células del huésped carecen de la 

señalización inducida por IFN tipo I.  

Por lo tanto, se indujeron tumores de melanoma murino B16 en ratones deficientes 

en la cadena de baja afinidad del receptor para interferones tipo I (IFNAR1-/-) y 

procedimos a realizar el tratamiento tal cual se describió en la Parte I de este capítulo. De 

esta manera, si el receptor IFNAR presente en las células del huésped estuviera 

involucrado en la disminución del crecimiento tumoral observada, no se deberían obtener 

diferencias significativas en el volumen tumoral de los ratones IFNAR1-/- entre ambos 

grupos. Por el contrario, si no hubiese participación alguna de IFNAR en el huésped o 

fuese un fenómeno causado principalmente por la señalización vía IFNAR presente en la 

propia célula tumoral, entonces se deberían observar diferencias significativas en el 

volumen tumoral de aquellos ratones tratados con poli A:U.  

A partir del día 9 p.i. se comenzó con el tratamiento y a medida que fueron 

administradas las sucesivas dosis de pAU, no observamos una disminución 

estadísticamente significativa del volumen tumoral, aún luego de completado el esquema 

de 4 dosis respecto al grupo control (Figura III.28-A).  

Conforme a lo publicado en la literatura, los ratones deficientes en IFNAR tuvieron 

una mayor susceptibilidad al desarrollo tumoral que los ratones wt (Spaapen y col., 2014) 

(Figura III.29). Comparando las medias del volumen tumoral al día 20 p.i., pudimos 

corroborar que ratones del grupo PBS y pAU en ratones IFNAR1-/- presentaban tumores 

significativamente mayores comparado al grupo de ratones PBS en la cepa wt (2,5 veces 

más). 
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Además, al realizar el seguimiento en el tiempo de ambos grupos de ratones 

IFNAR1-/- portadores de tumor, observamos que el tratamiento con poli A:U no prolongó 

la sobrevida de los ratones tratados respecto al grupo PBS (Figura III.28-B). 

Por lo tanto, las señales intracelulares que los IFN-I generan vía su receptor son 

requeridas para el control del crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida de ratones 

tratados i.t. con poli A:U desnudo. Por el contrario, no podemos descartar la participación 

directa del receptor IFNAR presente en las células de melanoma B16. 

Si bien estos resultados no permitieron discernir la posible fuente de IFN-I, resultó 

evidente la participación crucial y directa del receptor IFNAR en células del huésped. 

Además, estos resultados indirectamente estarían indicando que tras la estimulación con 

poli A:U, hay una producción de IFN-I , al menos local, ya que la disminución tumoral 

observada en ratones wt del grupo pAU depende de la activación del  receptor IFNAR. 

Estos resultados nos permitieron hipotetizar que tras la estimulación local con el 

ligando de TLR3, se produciría IFN-I, el cual sería reconocido por su receptor IFNAR 

presente en las células del huésped, posiblemente células del sistema inmune, que 
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Figura III.28. El tratamiento i.t. de melanoma murino B16 con poli A:U no modifica el 

crecimiento tumoral y la sobrevida de los animales tratados IFNAR1-/-. A) El crecimiento 

y volumen tumoral fue monitoreado día de por medio (n= 8 /grupo). p=ns, mediante ANOVA 

de dos vías. B) Curva de sobrevida de ratones IFNAR1-/- tratados según se describe 

anteriormente, mediana de sobrevida grupos PBS y pAU, 21 y 21,5 p.i., respectivamente (n= 

8/grupo), las curvas no difieren significativamente entre sí, mediante Test Log-rank (Mantel-

Cox). 
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generarían cambios fenotípicos y funcionales en éstas células, resultando fundamental 

para el control del volumen tumoral y el aumento de la sobrevida de los animales tratados. 

 

ANÁLISIS DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON POLI A:U SOBRE EL INFILTRADO 

LEUCOCITARIO EN RATONES IFNAR1-/-  

A continuación, quisimos evaluar si la carencia de la señal dada por los IFN-I que 

se producía en el microambiente tumoral, podría estar afectando la llegada de leucocitos 

al tumor. Con este fin, se realizaron cortes de tumores de ambos grupos experimentales 

al día 17 p.i. y se procedió a la marcación con DAPI y anti CD45, tal cual lo hicimos 

previamente en ratones wt y se muestra en la Figura III.11-A (parte I). El análisis por 

microscopía confocal determinó que tras el tratamiento con poli A:U, no se incrementó 

la presencia de células CD45+ en tumor, comparado al grupo PBS en ratones deficientes 

en el receptor IFNAR (Figura III.30-A). De hecho, resultó muy difícil poder obtener 

fotografías con presencia de células CD45+ por encontrarse en baja densidad en tumor; 

en algunos campos se pudo observar que su distribución en la arquitectura del tumor fue 

fundamentalmente a nivel de la vasculatura y mucho menos frecuente en parénquima.  

Estos resultados fueron confirmados mediante el análisis por citometría de flujo de 

TILs, ya que el grupo pAU presentó similar número de células CD45+ por gramo de 

tumor comparado al grupo PBS (2,08±0,38 vs 2,22±0,51 TILs/g de tumor) (Figura III.30-

B). Por lo tanto, el tratamiento i.t. con poli A:U en ratones IFNAR1-/- no produjo cambios 

en el infiltrado leucocitario en tumor, revelando que las señales vía IFNAR son un proceso 

necesario para la migración y reclutamiento de células del sistema inmune a tumor.  

0

1000

2000

3000

4000

PBS
pAU

**

*

***
*

V
o

lu
m

e
n

 t
u

m
o

ra
l 
(m

m
3
)

wt IFNAR1
-/-

 

Figura III.29. Los tumores B16 en 

ratones wt son significativamente 

menores que en ratones IFNAR1-/-. Las 

barras indican la media ±SEM del volumen 

tumoral al día 20 p.i. en ratones de ambas 

cepas del grupo PBS y pAU (n=8/grupo). * 

p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001: 

mediante ANOVA de 1 vía. 
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ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE LAS CD EN RATONES IFNAR1-/- PORTADORES DE 

TUMOR 

La función principal de las CD es la captación y el procesamiento de antígenos para 

la presentación a células T. Los IFN tipo I tienen múltiples efectos en las CD, afectando 

su diferenciación, maduración y migración (Hervas-Stubbs y col., 2011). Por 

consiguiente, quisimos estudiar si la reducción de infiltrado leucocitario en ausencia de 

IFNRA1, podría verse acompañada por una disminución en la funcionalidad de las CD. 

Teniendo en cuenta que en nuestro modelo en ratones wt, el tratamiento i.t. con poli A:U 

modificó el estado de activación de las células CD11c+, analizamos esta población en 

ganglio y tumor de ratones IFNAR1-/- al día 15 p.i. (luego de administradas 3 dosis). 

El análisis por citometría de flujo de la población CD11c+ indicó que el tratamiento 

con poli A:U no modificó el porcentaje de células CD45+ CD11c+ infiltrantes de tumor 

que expresaban las moléculas CD40 y CD86 (Figura III.31-A). Además, no observamos 

diferencias en la IFM de CD40 y CD86 en células CD45+ CD11c+ que infiltran tumor 

(Figura III.31-B). Cuando comparamos éstas moléculas coestimulatorias en células 

CD11c+ residentes de GD, no observamos cambios luego del tratamiento.  

Cuando evaluamos las células CD45+CD11c+ productoras de IL-12 infiltrando 

tumor, no observamos diferencias ni en porcentajes ni en IFM entre los tratamientos. Este 

hallazgo se correlacionó con los resultados obtenidos de CD IL-12+ en GD (Figura III.31-

B). 
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Figura III.30. El tratamiento con poli A:U no modifica el número de células CD45+ 

infiltrantes de tumor en ratones IFNAR1-/-. A) Fotografías representativas de secciones de 

tumores provenientes de ratones de ambos grupos, fueron marcadas con DAPI y anti-CD45-

Alexa546. B) Las suspensiones celulares provenientes de tumor fueron marcadas con anti-

CD45-APCcy7 y cuantificadas por citometría de flujo. Las barras representan la media ±SD, 

* p< 0,05; mediante test T. 
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Cabe destacar que sorpresivamente, los valores basales (grupo PBS) de CD86 

evaluados en GD de ratones IFNAR1-/- (Figura III.31) se encontraban aumentados 

respecto a los valores basales obtenidos en GD de ratones wt (Figura III.13). 

En conjunto, estos resultados estarían indicando que la presencia y señalización de 

IFN-I favorecería el estado de maduración de las CD tras la estimulación con poli A:U, y 

a su vez incrementaría la frecuencia de células productoras de IL-12, clave para montar 

una respuesta Th1 antitumoral.  

 

ESTUDIO DEL EFECTO DE POLI A:U SOBRE EL INFILTRADO LINFOCITARIO EN RATONES 

IFNAR1-/- 

Varios estudios sugieren que los IFN-I pueden ejercer un efecto directo sobre las 

células T y particularmente sobre los linfocitos T CD8. Se ha reportado que los IFN-I 

promueven la producción de IFN-γ por parte de LiT CD8 en una manera dependiente de 

STAT4 (Srivastava y col., 2014) y son capaces de promover la supervivencia de las LiT 

CD8 en ratones wt, pero no en ratones deficientes en IFNAR (Starbeck-Miller y col., 

2014). Kolumam y col. (2005) aportaron datos contundentes de que las células T CD8 

Figura III.31. Poli A:U no modifica la expresión de moléculas coestimulatorias e IL-12 

en células CD45+CD11c+ infiltrantes de tumor en ratones IFNAR1-/-. A) Histogramas 

representativos del % de células CD45+CD11c+ que expresan CD40, CD86 e IL12 en 

tumores del grupo PBS y pAU. Los números indican media ±SD, en negrita pAU. B) Las 

barras representan la media ±SD de la intensidad de fluorescencia media (IFM), de células 

CD45+CD11c+ infiltrantes de tumor (TILs) y en GD. p> 0,05; mediante ANOVA de 1 vía 

(n=6/grupo; día 15 p.i.). 
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son blanco directo de la estimulación mediada por IFN-I in vivo. Mediante la transferencia 

adoptiva de LiT CD8 específicos del virus de la coriomeningitis linfocítica provenientes 

de ratones IFNAR-/- o wt a ratones huéspedes wt, demostraron que los IFN-I son capaces 

de actuar directamente sobre las células T CD8, permitiendo su expansión clonal y 

diferenciación a célula de memoria (Tough, 2012).  

Teniendo en cuenta los datos aportados por la literatura, quisimos evaluar si la 

señalización en respuesta a IFN-I producidos tras la estimulación con poli A:U, afecta al 

compartimiento de LiT. Para ello, evaluamos los porcentajes de células T CD4+ y CD8+ 

infiltrantes de tumor al día 15 p.i., en ratones IFNAR1-/- de ambos grupos.  

Como se puede observar en la Figura III.32-A, el tratamiento con poli A:U no 

modificó significativamente la presencia de LiT infiltrantes de tumor comparado a PBS 

(16,2±2,1 vs 14,7±5,9 % respectivamente). En línea con este resultado, tampoco se vio 

alterada la relación de TILs CD45+ CD4+ y CD8+ en el grupo pAU, con respecto a lo 

que ocurrió en el grupo PBS (aproximadamente 2:1 para ambos grupos). Estos resultados 

fueron muy llamativos teniendo presente aquellos obtenidos en ratones wt (relación 

CD4/CD8 para el grupo PBS de 1:1, y para el grupo pAU 1:3) (Figura III.14). 

 

Teniendo en cuenta estos datos, quisimos analizar si la falta de señalización vía 

receptor IFNAR podría estar afectando el fenotipo de estas células. Para ello, analizamos 

la expresión de la molécula Ly6C en LiT CD8+ infiltrantes de tumor y en GD. Los 

resultados mostraron un aumento significativo en la población CD8+ Ly6C+ en TILs de 

tumores que recibieron poli A:U (37,5±5,5 %) respecto al grupo PBS (30,8±1,9 %). Por 

Figura III.32. Poli A:U no modifica el infiltrado de LiT hacia tumor. A) Gráficos de 

puntos representativos del % de células CD4 y CD8 dentro del gate CD45+CD11c- en 

tumores del grupo PBS y pAU. Los números indican media ±SD. B) Las barras representan 

la media ±SD de los porcentajes de células CD8+ Ly6C+ infiltrantes de tumor (TILs) y en 

GD. * p< 0,05; mediante test T (n=6/grupo; día 15 p.i.). 
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otro lado, el análisis de esta población en GD no arrojó diferencias entre los tratamientos 

PBS y pAU (17,6±2,4 vs 17±1,3 % respectivamente) (Figura III.32-B).  

En conclusión, el tratamiento i.t. con poli A:U desnudo en ratones IFNAR1-/- no 

alteró el infiltrado de LiT al tumor, ni modificó la relación CD4/CD8.  

ANÁLISIS DEL TRATAMIENTO I.T. CON POLI A:U EN CÉLULAS T REGULADORAS 

IFNAR1-/- 

Para analizar lo que ocurría con las células Treg en ausencia de señalización vía 

IFN-I en nuestro modelo, generamos tumores B16 en ratones IFNAR1-/-. En la Figura 

III.33-A se observa el desarrollo tumoral al día del sacrificio (17 p.i.) luego de completado 

el esquema del tratamiento en ambos grupos. Para poder identificar la población de Treg 

se empleó marcación intracelular mediante un anticuerpo dirigido al factor de 

transcripción Foxp3, en combinación con otras marcas de superficie. 

 

No observamos diferencias significativas en el número de células T CD4+ Foxp3+ 

por millón de células CD45+ infiltrantes de tumor entre ambos grupos de ratones 

IFNAR1-/- (Figura III.33-A). Además, el análisis de dicha población en GD de ambos 

grupos mostró similares niveles de células Treg (Figura III.33-B). 

A continuación, evaluamos los niveles de expresión de Foxp3 dentro de la 

población de LiT CD4+CD25+, y no observamos diferencias tanto en porcentaje como 

Figura III.33. El tratamiento i.t. con poli A:U no modifica el número de células Treg en 

ratones IFNAR1-/-. A) Las barras representan la media ±SEM del peso del tumor al día del 

sacrificio (n=7/grupo; día 17 p.i.). B) Gráficos de dispersión de puntos del número de células 

Foxp3+ (gate en CD45+CD4+) en tumores y GD del grupo PBS y pAU. p >0,05; mediante 

test T. 
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en IFM en TILs aislados de tumores de ambos grupos (Figura III.34-A y B). A su vez, 

cuando analizamos el porcentaje e IFM en GD de ratones de ambos grupos no 

encontramos diferencias significativas entre los mismos (Figura III.34-B). 

 

Por último, quisimos analizar la proporción de células Treg LAP+. Como se puede 

observar en la Figura III.34-C, las células CD45+CD4+CD25+Foxp3+ recuperadas de 

tumores tratados con poli A:U, expresaron porcentajes significativamente aumentados del 

marcador LAP. Este aumento no se vio reflejado cuando analizamos la IFM de dicha 

población.  

Por lo tanto, a partir de estos resultados pudimos concluir que luego del tratamiento 

con poli A:U, la ausencia de señales producidas por IFN-I no modifica la presencia de 

células Treg, que a su vez expresan similares niveles de Foxp3 en el microambiente 

tumoral.  

Figura III.34. El tratamiento i.t. con poli A:U no altera el número de células Treg LAP+ 

en tumor. A) Gráficos representativos de densidad de puntos de CD4 vs FOXP3 en TILs de 

ambos grupos (gate en CD45+). Los valores indicados representan la media ±SEM.  B) Los 

gráficos de barra representan la media ±SEM del % (izquierda) e IFM (derecha) de células 

FOXP3+ (gate en CD45+CD4+CD25+) en TILs y GD. C) Las barras representan la media 

±SEM del % (arriba) e IFM (abajo) de células LAP+ (gate en CD45+CD4+CD25+FOXP3+) 

en TILs aislados de tumores de ambos grupos. * p< 0,05; mediante test T (n=6/grupo; día 17 

p.i.). 
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ANÁLISIS DE LA CAPACIDAD DE POLI A:U DE POTENCIAR LA RESPUESTA INMUNE 

ESPECÍFICA CONTRA ANTÍGENOS TUMORALES EN RATONES IFNAR1-/- 

Por último, para poder evaluar la función efectora de LiT CD4+ y CD8+ antígeno-

específico de tumor, transferimos células esplénicas obtenidas por cell sorting 

provenientes de ratones transgénicos OTI y OTII a ratones portadores de tumores B16ova 

que habían recibido dos dosis de poli A:U (día 12 p.i.). Seis días más tarde, analizamos 

la capacidad de estas células de producir IFN-γ, y la expresión en superficie del marcador 

CD107a, en ambos grupos experimentales (Figura III.35).  

El análisis funcional de la respuesta antígeno específica contra el tumor mediante 

la medición de IFN-γ, demostró que no hubo diferencias en la frecuencia y en la IFM de 

células OTI+IFN-γ+ y OTII+IFN-γ+ en tumores de ratones transferidos IFNAR1-/- de 

ambos grupos (Figura III.35-A). Resultados similares se obtuvieron al analizar la IFM de 

células productoras de IFN-γ OTI y OTII del grupo pAU vs PBS en tumor. Además, en 

las células OTI infiltrando tumores tratados con pAU, no se observaron diferencias en la 

expresión del marcador de CD107a tanto en porcentaje como en IFM (Figura III.35-B). 

  

Figura III.35. Poli A:U no modifica la respuesta inmune antígeno específica en GD ni en 

tumor. A) Histogramas representativos del porcentaje de células OTI que expresan CD107a 

(panel izquierdo), IFN-γ (panel central) y porcentaje de células OTII que expresan IFN-γ 

(panel derecho) recuperadas en tumor. Los números representan la media ±SD, en negrita 

pAU.  B) Los gráficos de barras muestran la media ±SD intensidad de fluorescencia media 

para células OTI+CD107a+ (izquierda), OTI+IFN-γ+ (centro) e IFM de células OTII+IFN-γ+ 

(derecha). p> 0,05, mediante ANOVA de 1 vía. 
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Asimismo, no se hallaron diferencias significativas en el porcentaje ni en la IFM de 

células OTI y OTII productoras de IFN-γ u OTI CD107a+ recuperadas de GD entre 

ambos grupos (Figura III.35-B).  

Por lo tanto, la ausencia de señalización vía IFNAR en células del sitema inmune 

del huésped (pero no en Li OTI y OTII), impidió el efecto de poli A:U sobre la producción 

de IFN-γ y la expresión de CD107a en LiT CD4 y CD8 antígeno-específicos, a diferencia 

de su contraparte wt (Figura III.19).  
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CONCLUSIONES PARTE III 

1. El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo no modifica la expresión de TLR3 presente 

en las células B16 tanto en ratones wt como en IFNAR1-/-.  

2. La estimulación in vitro de células B16 con poli A:U desnudo no promueve la 

producción de IFN-β por parte de la célula tumoral. 

3. El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo produce un fuerte inducción local de IFN-β 

a las 6 hs post tratamiento, que decae en intensidad con el correr de los días, a menos 

que se administre una segunda dosis de poli A:U. 

4. Las células LysM+ y CD11c+ son las principales responsables de la producción de 

IFN-β en tumor y ganglio, luego del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo.  

5. El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo, aumenta la expresión de TLR3 en células 

CD11b+ Gr1+, CD11c+ y CD11b+ F4/80+ infiltrantes de tumor en ratones wt pero 

no en ratones IFNAR1-/-.  

6. Las moléculas IRF3 y UNC93B1 son cruciales y participan directamente en la 

inducción de IFN-β en tumor y ganglio, luego del tratamiento i.t. con poli A:U 

desnudo.  

7. La señalización vía el receptor de IFNAR presente en células de huésped está 

involucrada en el control del crecimiento tumoral y el aumento de la sobrevida 

observado en nuestro modelo preclínico de terapia intratumoral con poli A:U. 

8. Los tumores B16 en ratones wt son significativamente menores que en ratones 

IFNAR1-/-. 

El tratamiento i.t. con poli A:U desnudo en ratones IFNAR1-/-:  

9. no modifica el número de células CD45+ infiltrando tumor. 

10. no afecta el porcentaje de células CD11c+ maduras (CD40+ CD86+) productoras 

de IL-12 que infiltran tumor.  

11. no modifica el porcentaje de LiT CD8+ infiltrantes de tumor ni la relación 

CD4/CD8, pero aumenta el porcentaje de células CD8+ Ly6C+ en tumor. 

12. no afecta el número de células CD4+ Foxp3+ en GD ni en tumor, ni tampoco el 

porcentaje de células CD4+ CD25+ Foxp3+ LAP+ en tumor. 

13. no favorece un perfil de respuesta Th1 antígeno específica en tumor.  
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PARTE IV: DESARROLLO DE TERAPIA COMBINADA 

ANTITUMORAL EN MODELOS PRECLÍNICOS 

UTILIZANDO QUIMIOTERAPÉUTICOS 

CONVENCIONALES Y AGONISTAS DE RECEPTORES 

TIPO TOLL 3 
OBJETIVO ESPECÍFICO IV: EVALUAR LA EFICACIA DE LA 

ADMINISTRACIÓN CONJUNTA DE POLI A:U Y ANTINEOPLÁSICOS 

CONVENCIONALES EN MODELOS PRECLÍNICOS DE TERAPIA 

COMBINADA.  

  



Capítulo III Resultados 

David Andrés Nocera     108 
 

ESTUDIO DE EFICACIA DE LA ADMINISTRACIÓN CONJUNTA DE POLI A:U Y 

DOXORUBICINA EN MODELOS PRECLÍNICOS DE TERAPIA COMBINADA 

Doxorubicina, es un antibiótico (antraciclina) de primera línea que se ha utilizado 

para el tratamiento del cáncer durante más de 30 años. Mientras que puede proporcionar 

la cura en muchos casos, doxorubicina tiene la contraparte negativa de causar toxicidad 

en la mayoría de los órganos principales, especialmente ha sido asociada a 

cardiotoxicidad, lo que obliga a que el tratamiento sea dosis-limitante (Tamargo y col., 

2015;Kalam & Marwick, 2013). 

Dentro de los principales mecanismos de acción de doxorubicina se pueden 

mencionar: i) capacidad de unión a enzimas asociadas al ADN como topoisomerasa I y 

II, afectando el desenrrollamiento de las hebras y por ende la transcripción; ii) 

intercalante de bases en el ADN; iii) activación de varias señales moleculares de AMPK 

(proteína quinasa inductora de la apoptosis activada por AMP) alterando el balance Bcl-

2/Bax y conduciendo a la apoptosis (Tacar y col., 2013). Además, recientemente se ha 

demostrado que las antraciclinas estimulan la producción de IFN-I por parte de células 

malignas, lo cual sería crucial para una respuesta óptima a la quimioterapia (Sistigu y 

col., 2014). 

Teniendo en cuenta los “éxitos y desventuras” del uso de antraciclinas para el 

tratamiento del cáncer, sumado a los resultados obtenidos en nuestro modelo preclínico 

de administración terapéutica de poli A:U, quisimos evaluar la eficacia de la terapia 

combinada administrando simultaneamente poli A:U y doxorubicina en ratones 

portadores de tumores B16. Para ello, utilizamos dos dosis distintas de doxorubicina 

(12,5 y 2,5 mg/kg) y mantuvimos las condiciones y el esquema experimental de 

administración de poli A:U (Figura III.36). La elección de las concentraciones de 

doxorubicina se realizó en base a los reportes en bibliografía de las dosis empleadas 

actualmente en humanos, en ensayos clínicos y preclínicos (Al-Jamal y col., 2013; 

Formelli y col., 1988; Jeung y col., 2008; Nakasone y col., 2012; Shurin y col., 2009; 

Sturgeon y col., 2014; Tacar y col., 2013; J.-Y. Zhao y col., 2014). 

Brevemente, inoculamos 1x106 células B16 en ratones C57BL/6 y once días 

después, los dividimos al azar en seis grupos experimentales: PBS (inyectados con 200 

µl del vehículo), pAU (50 µg/dosis), DOXO (en altas dosis de 0,25 mg/ratón), 

DOXO/pAU (altas dosis de 0,25 mg/ratón en combinación con poli A:U 50 µg/dosis), 

Doxo (en bajas dosis de 0,05 mg /ratón) y Doxo/pAU (bajas dosis de 0,05 mg/ratón en 
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combinación con poli A:U 50 µg/dosis). Tanto el tratamiento con PBS como con poli 

A:U, en los distintos grupos experimentales, consistió en la inyección i.t. de 4 dosis 

administradas día de por medio, mientras que doxorubicina fue administrada vía i.v. y 

consistió en 2 dosis espaciadas por 7 días una de otra (Figura III.36). 

 

El análisis de las curvas de crecimiento tumoral indicó que hubo una disminución 

significativa en el volumen tumoral en ratones de todos los grupos tratados (pAU, Doxo, 

Doxo/pAU, DOXO y DOXO/pAU) respecto al grupo PBS (Figura III.37-A). Estas 

diferencias se pudieron percibir notablemente a partir del día 17 p.i., una vez completado 

el esquema de 4 dosis de poli A:U y luego de 6 días de haber recibido la primer dosis de 

doxorubicina (p<0,05).  

Asimismo, se observó diferencias significativas en las curvas de crecimiento del 

grupo que recibió la terapia combinada Doxo/pAU vs el grupo que recibió la monoterapia 

con Doxo (p<0.05). Contrariamente, el grupo DOXO/pAU no manifestó un crecimiento 

tumoral diferente al observado en el grupo DOXO. Ademas, no hallamos diferencias 

estadísticamente significativas al comparar ambos grupos de terapias combinadas 

(Doxo/pAU y DOXO/pAU) con el tratamiento monoterápico de poli A:U (pAU).  

Figura III.36. Esquema del modelo preclínico empleado para el estudio de la terapia 

combinada doxorubicina-poli A:U.  
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Figura III.37. Efecto de la terapia combinada doxorrubicina/poli A:U en modelo 

preclínico sobre el crecimiento y la sobrevida de ratones portadores de tumores B16. A) 
Curvas de crecimiento tumoral en ratones tratados con PBS, pAU, Doxo (monoterapia en 

bajas dosis, 0,05 mg/ratón), Doxo/pAU, DOXO (monoterapia en altas dosis, 0,25 mg/ratón) 

y DOXO/pAU. Los datos se muestran como media ± SEM de 2 experimentos independientes 

(n= 15 ratones /grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Bonferroni pos test en ANOVA de 

2 vías. B) Curvas de sobrevida de los grupos de ratones en “A”. Las medianas de sobrevida 

se indican entre paréntesis. *p<0,05; ***p<0,001; mediante Test Log-rank (Mantel-Cox). 
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A continuación, evaluamos el impacto del tratamiento en la sobrevida de los ratones 

portadores de tumor. Si bien la curva de crecimiento tumoral del grupo DOXO/pAU 

mostró una tendencia a una mayor disminución, la sobrevida de estos ratones fue similar 

a la del grupo PBS (medianas de sobrevida, días 20 y 23,5 p.i. respectivamente). En línea 

con estos resultados, la monoterapia con DOXO tampoco fue beneficiosa para la 

sobrevida de los ratones tratados, ya que el 50 % de los ratones murieron al día 24 p.i 

(mediana de sobrevida: 24,5) (Figura III.37-B).  

Por lo tanto la administración de doxorubicina en altas dosis para ambos 

tratamientos (DOXO y DOXO/pAU) resultó perjudicial para la sobrevida de los ratones 

portadores de tumor B16 tratados. Esto también fue evidente a simple vista, ya que al 

menos un 40-60 % de los ratones en estos grupos presentaban una sintomatología 

relacionadas a anomalías en el movimiento, hematoma en la zona del tumor y caquexia 

(datos empíricos no mostrados). 

Por otro lado, el tratamiento con doxorubicina en bajas dosis mejoró 

significativamente la sobrevida de los ratones tratados respecto al grupo PBS, mientras 

que en los grupos pAU y Doxo/pAU la sobrevida se incrementó aún más. Si bien la 

mediana de sobrevida para el grupo Doxo fue el día 28,5 p.i., el 50 % de los ratones de 

los grupos pAU y Doxo/pAU sobrevivieron hasta los días 34 y 39 p.i. respectivamente 

(p<0,05).  

Dicho de otra forma, comparando las medianas de sobrevida, el tratamiento i.v. con 

Doxo en baja dosis aumentó significativamente un 19 % la mediana de sobrevida de los 

ratones, el tratamiento i.t. con poli A:U lo hizo en un 44,7 %, y el tratamiento combinado 

Doxo/pAU aumentó la mediana de sobrevida de los ratones en un 65,9 %. Además, cabe 

destacar que, la terapia combinada aumentó la sobrevida respecto a la monoterapia con 

Doxo. Si bien no hubo diferencias significativas entre ambos tratamientos que emplean 

poli A:U, los ratones del grupo Doxo/pAU tuvieron un 15% más de sobrevida respecto al 

grupo pAU. 

Por lo tanto, podemos decir que la terapia combinada Doxo/pAU demostró tener la 

mayor eficacia y un efecto sinérgico favorable teniendo en cuenta la efectividad 

dosis/respuesta en la reducción del volumen del tumor y la sobrevida de los animales 

tratados. 
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ESTUDIO DEL EFECTO DE LA TERAPIA COMBINADA SOBRE PARÁMETROS BIOQUÍMICOS 

DE LOS RATONES TRATADOS 

Dentro de los efectos adversos en terapias que emplean antraciclinas, se pueden 

describir la inducción de la apoptosis y necrosis en el tejido sano del paciente, pudiendo 

causar toxicidad en cerebro, hígado, riñón y corazón (Tacar y col., 2013). Por lo tanto, 

resultó esencial evaluar los efectos que pudiera provocar la utilización de doxorubicina 

en nuestro modelo preclínico. Para ello, evaluamos los niveles sanguíneos de enzimas 

clave: ALT (alanina aminotransferasa) y AST (aspartato aminotransferasa), ambas 

implicadas en la función hepática, CK (creatinin quinasa), una enzima indicadora de 

insuficiencia cardiaca, y LDH (lactato deshidrogenasa), una enzima que indica daño 

tisular. Para ello, se obtuvo sangre al día 21 p.i. de ratones representativos de cada 

tratamiento (n=5/grupo), y se procedió al análisis de estas enzimas, seteando los niveles 

normales con plasma proveniente de ratones libres de tumor (control) (Figura III.38).  

Figura III.38. La terapia combinada Doxo/pAU presenta reducida toxicidad respecto a 

la monoterapia Doxo. Al día 21 p.i. se obtuvo sangre de 5 ratones representativos de cada 

grupo experimental y se analizaron los valores enzimáticos séricos de aspartato transaminasa 

(AST) (A), alanina aminotransferasa (ALT) (B), lactato deshidrogenasa (LDH) (C) creatinina 

quinasa total (CK-Nac) (D). Los datos se muestran como media ± SD de 2 experimentos 

independientes y la línea punteada representa la media de los parámetros medidos en ratones 

libres de tumor (n=5 ratones/grupo). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, Bonferroni post test 

sobre ANOVA de 1 vía. 
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Los ratones tratados del grupo pAU mostraron niveles enzimáticos similares a los 

encontrados en ratones del grupo control (Figura III.38). Por el contrario, y acorde a la 

literatura, observamos un aumento severo en todos los niveles enzimáticos en los 

animales tratados con doxorubicina monoterapia tanto en bajas como en altas dosis (Zhu 

y col., 2014; Tacar y col., 2013; Carvalho y col., 2009). Sorprendentemente, la terapia 

combinada Doxo/pAU disminuyó los valores de ALT, AST, LDH y CK en comparación 

con los niveles de Doxo-monoterapia, hasta incluso reducirlos a valores muy cercanos a 

los encontrados en ratones control (Figura III.38). Sin embargo, la terapia combinada 

DOXO/pAU tuvo efectos menos claros sobre los parámetros evaluados: ya que por un 

lado mejoró los niveles de AST y principalmente de CK, aunque no modificó los niveles 

de ALT y LDH respecto a la monoterapia DOXO.  

Para concluir la tabla III.1 resume otros parámetros bioquímicos y hematológicos 

analizados que también resultaron interesantes para contextualizar los efectos de los 

distintos tratamientos ensayados en la presente tesis.  

En cuanto a los niveles de ácido úrico, no variaron significativamente entre los 

grupos pAU, Doxo, Doxo/pAU y DOXO; aunque si observamos un aumento en 1,8 veces 

en aquellos ratones del grupo DOXO/pAU respecto al grupo control (p<0,05). 

Por último, analizamos parámetros hematológicos como el recuento de leucocitos 

(WBC) y glóbulos rojos en sangre así como los niveles de hemoglobina (HGB) y el 

hematocrito (HCT), los cuales pueden verse afectados como consecuencia de la 

quimioterapia (Uhm y col., 2009). Si bien el tratamiento con poli A:U o doxorubicina 

disminuyó significativamente el recuento de glóbulos blancos, la combinación de 

doxorubicina en altas dosis con poli A:U (DOXO/pAU) disminuyó marcadamente los 

valores hallados de WBC respecto al grupo control. Asimismo, el recuento de glóbulos 

rojos y el HCT sólo se vieron disminuídos en el grupo DOXO/pAU (p <0,05), mientras 

que los niveles de HGB no se modificaron significativamente en ninguno de los 

tratamientos respecto al valor control. 
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Por lo tanto, estos resultados sumados a los valores enzimáticos anteriormente 

descriptos, fueron reveladores ya que sugieren que la terapia combinada doxorubicina en 

bajas dosis y poli A:U no sólo mejora el control de crecimiento del tumor sino que 

también reduce los efectos secundarios tóxicos en comparación con la monoterapia 

doxorubicina en baja y alta dosis, y la terapia combinada DOXO/pAU. 

 

  

  

Tabla III.1. Parámetros bioquímicos y hematológicos medidos en ratones tratados con 

las distintas terapias. ALP= fosfatasa alcalina; WBC= glóbulos blancos; RBC= glóbulos 

rojos; HGB= hemoglobina; HCT= hematocrito. Los valores indican la media ± SD. * p 

<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, muestran las diferencias significativas respecto al control, 

Bonferroni post test en ANOVA de 1 vía. 

grupo / 

parámetro
control PBS pAU Doxo Doxo/pAU DOXO DOXO/pAU

Creatinina 

(mg/dL)
0,14 ±0,03 0,11 ±0,01 0,097 ±0,03 0,07 ±0,03 0,083 ±0,03 0,10 ±0,04 0,05 ±0,03 *

Ác. Úrico 

(mg/dL)
3,6 ±0,85 3,9 ±1,4 4,3 ±0,85 5,2 ±2,09 4,2 ±0,26 5,7 ±1,9 7,1 ±0,97 *

ALP (U/L) 124,3 ±4,1 135,3 ±4,8 79 ±3,1 * 105,7 ±11,9 83,7 ±17,6 * 118 ±17,4 48 ±5,7 ***

WBC (103/µl) 6,68 ±1,5 4,79 ±1,1 3,37 ±1 * 3,75 ±1,3 * 4,14 ±0,9 2,79 ±0,4 * 1,98 ±0,7 **

RBC (106/µl) 8,05 ±0,9 6,66 ±0,9 6,9 ±0,9 6,03 ±1,3 6,62 ±0,8 6,85 ±0,5 4,99 ±1,2 *

HGB (g/dL) 13,2 ±0,4 12,2 ±0,9 12,2 ±1,5 9,5 ±2,6 9,8 ±1,2 9,1 ±2,1 8,3 ±2

HCT (%) 44 ±3,1 35 ±4,8 41,7 ±3,7 31,2 ±8,2 35,1 ±4,2 39 ±6 26 ±6,4 *
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CONCLUSIONES PARTE IV 

1. La terapia combinada Doxo/pAU demuestra un efecto sinérgico favorable, respecto a 

los demás tratamientos empleados, para el control del crecimiento tumoral y el 

aumento de la sobrevida de los ratones tratados. 

2. La terapia combinada Doxo/pAU muestra menos toxicidad, ya que disminuye los 

niveles ezimáticos de ALT, AST, LDH y CK en comparación con los niveles 

encontrados en ratones tratados con Doxo-monoterapia.  

3. Los ratones que recibieron las terapias DOXO y DOXO/pAU presentan aumentada 

toxicidad, respecto a los ratones de los demás tratamientos empleados. 

4. La terapia combinada Doxo/pAU demuestra tener mayor eficacia, con efecto 

beneficioso sobre el control del crecimiento tumoral/sobrevida de los ratones tratados, 

reduciendo los efectos tóxicos secundarios de doxorubicina. 
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GENERALIDADES SOBRE EL MODELO PRECLÍNICO 

En la actualidad se encuentran en evaluación preclínica y clínica múltiples 

estrategias de inmunoterapia contra el cáncer. Algunas de ellas implican la administración 

de agentes inmunoestimuladores como las citocinas que tienen el objetivo de inducir 

inmunidad contra las células tumorales (Aranda y col., 2014; Hussein, y col., 2014; 

Vacchelli, y col., 2013; Bolhassani, y col., 2011). Desafortunadamente, la administración 

sistémica de citocinas recombinantes como IFN-β e IL-12, tiene importantes limitaciones 

debido principalmente a su corta vida media, a la administración en cantidades 

farmacológicas que pueden tener efectos contrarios a los buscados y a la posibilidad de 

generar toxicidad sistémica (Antonelli y col., 2015; Wang y col., 2011; Lee & Margolin, 

2011). Es por esto que la administración local, podría ayudar a mejorar su efecto 

terapéutico al mismo tiempo que se pueden emplear dosis mucho más bajas, limitando a 

su vez efectos sistémicos y por ende potencial toxicidad (Jeught, y col., 2014; Mahvi y 

col., 2007; Qian y col., 2006). 

La inyección intratumoral directa de agentes contra el cáncer se ha evaluado 

extensamente en las últimas décadas. Sin embargo, hasta ahora no ha logrado establecerse 

como una vía alternativa de administración en la práctica clínica habitual (Marabelle y 

col., 2014; Kar y col., 2011; Sterman y col., 2006). 

Durante el desarrollo de la presente tesis, establecimos un modelo experimental 

terapéutico de inyección intratumoral del ligando de TLR3, poli A:U. Optamos por la 

administración local, con la idea de poder focalizar nuestro estudio al sitio del tumor, 

reduciendo la posibilidad de tener efectos sistémicos no deseados. 

Decidimos emplear poli A:U desnudo, por varias razones:  

i) si bien los AN “libres” son más sensibles a la actividad de endonucleasas 

plasmáticas, estudios farmacocinéticos indican que la administración local en el tejido 

puede aumentar su biodisponibilidad (Juliano y col., 2009); 

ii) además, se ha reportado que la endocitosis y pinocitosis son los principales 

mecanismos que operan en la internalización de AN (Y. Wang y col., 2015; Loke y col., 

1989); por lo tanto los oligonucleótidos desnudos tienden a localizarse en 

endosomas/lisosomas, hecho que resulta favorable para el reconocimiento de poli A:U 

por TLR3 (Dias & Stein, 2002); 

iii) con el fin de poder direccionar la captación del ARNdc a células de linaje mieloide 

(como Mφ y CD), que tienen mayor capacidad endocítica respecto a las células tumorales 

en particular (Lorenzi y col., 2011; Peiser y col., 2002; Loke y col., 1989);  
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iv) por otro lado, la utilización de poli A:U desnudo, es decir, sin ser acomplejado a 

ninguna otra sustancia tales como liposomas, carrier, o nanopartículas, nos permitió un 

claro abordaje de los efectos del tratamiento en sí mismo, evitando otras variables que 

pudieran influenciar/complejizar nuestro estudio. 

La mayoría de los esquemas terapéuticos que emplean ligandos de TLR3 hasta 

ahora han utilizado otras vías de administración o han acomplejado el mimético de 

ARNdc viral a un agente de transfección que facilite su entrada en la célula para poder 

desarrollar una respuesta antitumoral efectiva (Conforti y col., 2010; Matsumoto y col., 

2015). Nuestros resultados obtenidos en el esquema experimental empleado en la presente 

tesis, soportan ampliamente el uso de poli A:U desnudo para inmunoterapia contra el 

cáncer, promoviendo una importante inducción de IFN-β, una buena respuesta de los 

ratones al tratamiento asociada con una fuerte inmunidad antitumoral, traduciéndose en 

una marcada disminución en el crecimiento del tumor y en un considerable aumento de 

la sobrevida.  

La línea de melanoma B16 ha sido ampliamente usada como modelo clásico de 

estudio del cáncer en ratón desde su inmortalización por el grupo de Fidler en 1973 (Fidler 

y col., 1973). Partiendo de la base que trabajamos con modelos sólidos de tumores 

sumamente agresivos, a partir de líneas celulares que han sufrido procesos de selección 

por inmunoedición in vivo y selección in vitro (Fidler y col., 1976; Mittal y col., 2014), 

resulta lógico pensar que no hayamos visualizado fenómenos de regresión completa del 

tumor.  

Además, demostramos que la estrategia terapéutica con poli A:U desnudo fue 

reproducible en otros modelos de cáncer murino en el background genético C57BL/6 

como en adenocarcinoma de vejiga MB49 y en linfoma E.G7ova logrando visualizar 

disminución del crecimiento tumoral y aumento de la sobrevida de los ratones tratados.  

Teniendo en cuenta que la cepa C57BL/6 es más refractaria a desarrollar tumores 

comparado con la cepa BALB/c (http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html), debido a 

diferencias en el background genético, quisimos validar nuestro esquema terapéutico en 

tumores singénicos BALB/c como carcinoma de mama 4T1 y adenocarcinoma de colon 

CT26. Si bien hubo diferencias en la eficacia entre ambos modelos, en ratones BALB/c 

observamos un retardo del crecimiento tumoral entre los tratamientos aunque esto no fue 

acompañado de un aumento significativo en la sobrevida.  

Estos resultados están en línea con la literatura ya que se ha reportado ampliamente 

que las cepas de ratones C57BL/6 y BALB/c están prototípicamente asociadas a perfiles 
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Th1 y Th2 respectivamente. Por ejemplo, en un estudio comparativo, Shibuya y 

colaboradores (1998) demostraron que CPA esplénicas requieren cofactores adicionales, 

incluyendo IL-1α y TNF-α, para el óptimo desarrollo de una respuesta Th1 inducida por 

IL-12 en ratones BALB/c, pero no en ratones C57BL/6. Por otro lado, en un modelo de 

fibrosis hepática inducido por toxina, donde la citocina IFN-γ resulta clave para la 

resolución de la patología, ratones C57BL/6 desarrollaron menos fibrogénesis que los 

ratones BALB/c (Shi y col., 1997). A su vez, se ha demostrado que los ratones de la cepa 

BALB/c son más susceptibles al desarrollo de rinitis alérgica que ratones de la cepa 

C57BL/6 debido a un incremento de eosinófilos, IgE e IL-5 en las vías respiratorias 

(Okano y col., 1999). 

Mills y colaboradores (2000) demostraron que los Mφ provenientes de cepas 

asociadas a un perfil Th1 son más fácilmente activados para producir óxido nítrico (ON) 

en respuesta a IFN-γ o LPS que los Mφ de cepas asociadas a perfil Th2 (Murray y col., 

2014). En 2014, Oliveira y colaboradores identificaron que Mφ de ratones BALB/c son 

innatamente menos productores de ON debido a una defectuosa producción de IFN-β 

mediada por la vía de activación de TLR4/STAT-1. En modelos de infección con virus del 

herpes simple (C57BL/6 resistente, BALB/c susceptible), se ha reportado que las 

diferencias que existen entre ambas cepas se debe fundamentalmente a la cinética y 

cantidad de producción de IFN-I (Halford y col., 2004). 

Por lo tanto, todos estos datos pueden justificar las diferencias en cuanto a la 

eficacia del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo, encontradas en los modelos empleados 

en las distintas cepas de ratones. Asimismo, también hay que contemplar las diferencias 

inherentes a cada modelo de cáncer empleado. 

Nuestros resultados indican que tanto la vía de administración, como los µg de poli 

A:U empleados por dosis y el esquema del tratamiento fueron acertados para poder 

observar dichos efectos entre los grupos. Asimismo, el tratamiento i.t. con poli A:U fue 

empleado con éxito en similares esquemas terapéuticos en distintos modelos murinos con 

diferentes cinéticas de crecimiento, tanto en el background genético C57BL/6 como en el 

BALB/c. Por lo tanto, podemos afirmar que en las condiciones ensayadas, el efecto 

observado luego del tratamiento con poli A:U, fue reproducible en distintos modelos 

murinos de cáncer, lo que podría constituir las bases para una terapia alternativa 

antitumoral. 
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IL-12 LA “VEDETTE” DEL PERFIL DE RESPUESTA TH1 

En otro grupo de experimentos, evaluamos la participación de la citocina IL-12 

mediante la inducción de tumores B16 y posterior tratamiento con poli A:U en ratones 

deficientes en IL12p40. La IL-12 es producida principalmente por CD, CPA que son 

capaces de captar antígenos tumorales y luego migrar a ganglio linfático, y una vez allí 

realizar la presentación antigénica a células T no activadas (M. L. Broz y col., 2014; 

Asselin-Paturel & Trinchieri, 2005). IL-12 es secretada como una citocina pro-

inflamatoria temprana en respuesta a infecciones, y sirve como nexo entre la respuesta 

inmune innata y adaptativa. Señales adicionales de amplificación tales como el IFN-γ, 

IL-15 o interacciones CD40L-CD40 son necesarias para una óptima producción de IL-12 

biológicamente activa. Por el contrario, IL-12 es regulada negativamente a través de 

citocinas tales como IL-10 y TGF-β1 (Tugues y col., 2014). 

Nuestros resultados mostraron la ausencia de diferencias significativas tanto en las 

curvas de crecimiento tumoral como en las de sobrevida entre ambos grupos 

experimentales, reportando el rol protagónico de la subunidad IL12p40 en nuestro modelo 

preclínico. Si bien la deficiencia en la subunidad IL12p40 en estos ratones también se 

corresponde con una ausencia de IL-23, no abordamos el estudio de esta citocina y su 

posible participación en nuestro modelo. Diferentes estudios referidos a IL-23 

demuestran que actúa como citocina proinflamatoria que antagoniza los efectos de IL-12 

e IFN-γ, promoviendo la incidencia y el crecimiento tumoral (Grivennikov y col., 2010; 

Langowski y col., 2006). Además, IL-23 induce células productoras de IL-17, 

estimulando a su vez el infiltrado de neutrófilos y Mφ que promueven la angiogénesis y 

mediadores de la inflamación en el microambiente tumoral (Qian y col., 2013; Langowski 

y col., 2007). 

Es por esto que, la participación de IL12p40 en el orquestado de la respuesta inmune 

antitumoral por parte de las CD fue de vital importancia evaluarla en nuestro modelo 

experimental. Como hemos comentado previamente, la secreción de IL-12p70 activa 

(compuesta por las subunidades IL-12p35 e IL12p40) es uno de los eventos 

fundamentales y decisivos en la presentación antigénica y en el desarrollo de un perfil de 

respuesta Th1 (Hervas-Stubbs y col., 2011; Gautier y col., 2005). Además, la inducción 

de bajos niveles de IFN-I durante la estimulación de CD a través de PRR es esencial para 

una óptima producción del heterodímero de IL-12p70 (Trinchieri, 2010). Del mismo 

modo, IFN-I son necesarios para una óptima secreción de IL-12p70 por parte de CD 

diferenciadas de médula ósea, tal como lo demuestran estudios que utilizan ratones 
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deficientes en el receptor IFNAR (Gauzzi y col., 2010). Se sabe que las CDc inmaduras 

transducen señales vía STAT1 en respuesta a IFN-α/β, mientras que las CD maduras lo 

hacen a través de STAT4 (Longman y col., 2007). Además, previamente hemos 

demostrado que los niveles de IFN-β producidos por las células tumorales estimuladas 

con ligandos de TLR3 (poli I:C y poli A:U) son suficientes para mejorar el estado de 

maduración de CD y revertir el efecto supresor de factores derivados de células tumorales 

en la maduración de CD (Gatti y col., 2013; Núñez y col., 2012; Perrot y col., 2010).  

Teniendo presente todas estas consideraciones, analizamos el estado de maduración 

de las CD tanto en GD como en células CD11c+ infiltrantes de tumor, a través de la 

medición de moléculas coestimuladoras CD40 y CD86 y midiendo además la frecuencia 

de células CD11c+ productoras de IL-12. Luego del tratamiento con poli A:U, 

observamos un marcado aumento de células CD11c+ infiltrantes de tumor que expresaban 

las moléculas CD40 y CD86 y que además eran mejores productoras de IL-12, respecto 

al grupo PBS. Todos estos parámetros se vieron afectados al evaluar esta misma población 

en ratones deficientes en el receptor de IFN-I. Nuestros resultados, coinciden con reportes 

previos en la literatura que indican que la participación de IFN-I puede promover la 

maduración de CD e incrementar su capacidad para producir IL-12 (Manh y col., 2013; 

Frick, y col., 2010).  

Además, estos datos concuerdan con los reportados por nuestro grupo previamente 

en donde la activación de TLR3 presente en líneas tumorales humanas y murinas genera 

niveles de IFN-β suficientes para revertir la supresión que ejercen factores tumorales 

solubles sobre la maduración de CD y su capacidad aloestimulatoria (Gatti y col., 2013). 

Con respecto a las CD derivadas de ganglio no encontramos diferencias 

significativas en cuanto a la expresión de las moléculas analizadas. Este resultado puede 

resultar llamativo, considerando que en GD se lleva a cabo el proceso de presentación 

antigénica, comparando los resultados obtenidos en tumor de estos ratones. No obstante, 

es posible que el efecto de poli A:U en ganglio se viera enmascarado, debido a que 

realizamos el estudio luego de 5 días de iniciado el tratamiento (día 15 p.i.). También 

existe la posibilidad de que la activación y maduración de las CD sea más marcado en el 

mismo tumor, donde se realiza el tratamiento. 

Investigaciones previas realizadas en nuestro laboratorio, pudieron determinar 

que las células B16 activadas vía TLR4 in vitro son capaces de generar tumores de tamaño 

reducido, con una curva de crecimiento disminuida, comparados con los tumores 
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generados por células no estimuladas. Este efecto es mediado por la estimulación del 

TLR4 presente en la célula tumoral. Esta disminución del tamaño tumoral está asociada 

a una mayor respuesta Th1 (mayor infiltrado de LiT productoras de IFN-γ, de células 

CD11c+IL12+) y este efecto desaparece en ratones nude e IL12p40-/- (Andreani y col., 

2007; Núñez y col., 2012). 

Aunque la respuesta inmune específica contra tumor es fundamental para el control 

del cáncer, cambios en el estado vascular también son relevantes para el desarrollo de 

tumores. En este sentido, la sobreexpresión de IL-12 en tumores de melanoma B16 

demostró ser capaz de regular la vasculatura tumoral, ya sea a través de la regulación de 

moléculas de adhesión que pueden facilitar el reclutamiento de leucocitos o mediante la 

inhibición de la angiogénesis en una manera dependiente de IFN-γ (Eisenring y col., 

2010). Los efectos inhibidores de IL-12 en los vasos del tumor se han asociado con un 

aumento de los niveles de las quimiocinas CXCL9 y CXCL10, y una disminución en la 

producción del factor VEGF y metaloproteinasa-9 (Tugues y col., 2014). 

TLR3, INTERFERONES TIPO I Y LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL 

Los interferones tipo I fueron las primeras citocinas descubiertas , hace más de 50 

años, en función de un papel crucial y no redundante en la defensa antiviral. Los IFN-I 

también median efectos protectivos en contextos fisiopatológicos antagónicos, como el 

cáncer y la esclerosis múltiple (Liu y col., 2014). Por el contrario, la respuesta de IFN-I 

puede ser perjudicial en una serie de circunstancias, incluyendo las infecciones 

bacterianas o fúngicas, enfermedades autoinmunes como lupus, y, paradójicamente, 

ciertas infecciones virales crónicas como Hepatitis C (Reder & Feng, 2014). Sólo 

recientemente se ha comenzado a tener una imagen integrada de los mecanismos celulares 

y moleculares que regulan la producción de IFN-I y sus funciones subyacentes 

(Tomasello y col., 2014). La exposición crónica a IFN-I, y cambios en las señales en el 

microambiente durante la evolución de las enfermedades, pueden contribuir a describir 

un escenario tan complejo, en el que los efectos a corto y a largo plazo de la exposición 

IFN-I puede dar lugar a conclusiones aparentemente opuestas (Piconese y col., 2014). 

La administración farmacológica de IFN-I utilizada en la terapia antitumoral no 

ha tenido el éxito esperado debido a la gran cantidad de efectos adversos (Wang y col., 

2011; Antonelli y col., 2014). Además de la cinética de su producción, se ha demostrado 

que los efectos de los IFN-I son extremadamente dependientes de su concentración. Se 

ha sugerido que el mecanismo de control del tumor con dosis altas y sostenidas de IFN-β 
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intratumoral difiere de la mediada por dosis transitorias bajas (Spaapen y col., 2014). 

Además, altos niveles de IFN-I disminuyen la expresión de IFNGR1 e inhiben la 

activación inducida por IFN-γ de la expresión de CMH de clase II, el estallido oxidativo 

y la actividad bactericida de los Mφ. Sin embargo, bajos niveles de IFN-I sobre éstas 

células pueden potenciar la respuesta secundaria de IFN-I y -II e IL-6, al favorecer la 

expresión y activación de STAT1 (Trinchieri, 2010). A pesar de que se sabe que niveles 

bajos de IFN-I tienen claros efectos antitumorales, sólo recientemente se ha comenzado 

a demostrar la manera de estimular su producción endógena, así como las células que lo 

producen, las células diana y la importancia relativa de esta citocina en el complejo 

entorno presente en el microambiente tumoral.  

De esta manera, los agonistas de TLR3 adquieren un protagonismo único, ya que 

podrían promover la inducción de IFN de tipo I a niveles que son capaces de potenciar la 

respuesta inmune sin poner en juego sus circuitos inhibitorios. 

En el presente trabajo de tesis, se muestra que en un entorno de administración 

terapéutica de poli A:U, se produce un pico de IFN-β que pudo ser fácilmente visualizado 

al cabo de seis horas post tratamiento. Asimismo, dicha señal fue decayendo a lo largo de 

los días, a menos que se administrase una segunda dosis de poli A:U. Nuestros datos son 

consistentes y coinciden con los reportados por otros autores (Reder & Feng, 2014). Los 

datos obtenidos por medición ex vivo de la actividad luciferasa en los ratones reporteros 

"globales" indican que la mayor parte del IFN-β se produce dentro del tumor y en GD. 

Curiosamente, el estudio cinético de la actividad luciferasa después de la segunda y 

tercera dosis revelaron que los niveles de IFN-β disminuyen en comparación con los 

niveles observados después de la primera dosis de poli A:U.  

Recientemente Porritt y Hertzog (2015), han resumido los reportes de numerosas 

moléculas que estarían involucradas en mecanismos de regulación de la producción de 

IFN-β: RNF125 (IFN-inducible ring finger protein 125) es inducida por IFN-β y 

promueve la degradación proteasomal mediada por ubiquitina de receptores PRR 

(Arimoto  y col., 2007); A20, es una enzima con función ubiquitin ligasa/desubiquitinasa 

que suprime la activación mediada por TLR3 y la inducción de IFN-β mediante la 

interacción e inhibición de TRIF (Wang y col., 2004); TRIP, es una ubiquitina ligasa E3 

que dirige la degradación de TBK1, afectando la activación IRF3 y la expresión de IFN-

β inducido a través de las vías TLR3/4 y RIG-I (Zhang y col., 2012); SMAD2 y SMAD3, 

capaces de interactuar directamente e inhibir IRF3 y STAT1, lo que resulta en una 
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reducción de la producción y consecuente señalización de IFN-β, respectivamente (Y. 

Sugiyama y col., 2012). 

Además, se conoce que la respuesta de IFN-I está estrictamente controlada, y poco 

después de su exposición, las células atraviesan un estado de desensibilización a IFN-I, 

que en algunos casos puede durar hasta varios días (Schneider y col., 2014). Existen al 

menos dos mecanismos descriptos de desensibilización mediada por ISG (Interferon-

stimulated genes): -USP18 (ubiquitin-specific peptidase 18) también conocida como 

Ubp43 en ratón, interfiere con el reclutamiento de la subunidad IFNAR1 al complejo 

ternario del receptor IFNAR, lo que resulta en una desensibilización a señales mediadas 

por IFN-β. Si bien se ha sugerido que IFN-β puede ser menos sensible que IFN-α2 a la 

desensibilización mediada USP18, su capacidad de señalizar a través de la vía JAK-STAT 

se ve afectada (Wilmes y col., 2015). Asimismo, frente a una segunda ronda de 

estimulación con IFN-β, la respuesta desencadenada es menos robusta que la primera 

(François-Newton y col., 2011). SOCS (suppressor of cytokine signaling) inhibe la 

señalización JAK-STAT mediante su unión a residuos de tirosina fosforilados, ya sea en 

el receptor IFNAR o en las proteínas JAK, resultando en la inhibición de la unión a STAT 

así como la actividad JAK (Schneider y col., 2014). Cualquiera de estos mecanismos 

mencionados anteriormente podrían explicar el decaimiento en la señal de luciferasa 

luego de sucesivas dosis (2ª y 3ª) respecto al pico inicial luego de 6 hs de administrada la 

1ª dosis del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo. Sin embargo, la señal de luminiscencia 

observada después de dosis sucesivas apareció más localizada en GD, lo que sugiere que 

las células del sistema inmune serían las únicas células que producen IFN-β en las etapas 

posteriores del tratamiento. 

Anteriormente, habíamos demostrado un control del crecimiento tumoral 

transitorio cuando el modelo terapéutico se realizó en ratones deficientes en TLR3, en un 

contexto donde poli A:U sólo puede ser reconocido por el TLR3 presente en las células 

tumorales. De hecho, la inhibición del crecimiento del tumor se mantuvo únicamente 

mientras duró el tratamiento con poli A:U (Gatti y col., 2013). Sin embargo, en 

condiciones terapeuticas mas fisiológicas en las que poli A:U se administra i.t. a ratones 

wt, el control de crecimiento del tumor fue mucho más robusto y el efecto duró más 

tiempo. Esto indica que, en nuestro modelo preclínico, las células del huésped son blanco 

del tratamiento i.t. con poli A:U desnudo. De hecho, hemos identificado que las células 

CD11c+ son una importante fuente de IFN-β producido in vivo, lo que confirma los datos 

publicados por otros autores (Fuertes y col., 2011; Diamond y col., 2011). Curiosamente, 
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las células CD11c+ representaron sólo el 50% de la producción de IFN-β en tumor, 

mientras que las células LysM+ contribuyen casi el 100%. Este hallazgo sugiere la 

existencia de una población mieloide CD11c-, que reside en tumor y es capaz de secretar 

IFN-β. Sorprendentemente, cuando evaluamos las poblaciones CD45+ infiltrantes de 

tumor que podrían estar reconociendo poli A:U mediante la expresión TLR3, tanto células 

CD11c+ como CD11b+F4/80+ e, inesperadamente, células CD11b+Gr1+ 

sobreexpresaron los niveles de TLR3 luego del tratamiento con poli A:U. Además, la falta 

de señalización de IFN-I genera una severa caída en los niveles de expresión de TLR3 en 

células CD45+ infiltrantes de tumor, que el tratamiento con poli A:U no es capaz de 

revertir. En tal sentido, existen evidencias que implicarían que los niveles de TLR3 están 

regulados por los niveles de IFN-I: se ha demostrado que la administración exógena de 

IFNα2 aumenta la expresión de TLR3 en cultivos in vitro en fibroblastos humanos 

(Agarwal y col., 2011). 

En ratones, el IFN-β es producido por células CD11c + muy temprano luego de la 

implantación del tumor, y el priming de LiT antitumorales es defectuoso en ratones que 

carecen del receptor IFNAR o del factor STAT1 (Diamond y col., 2011; Fuertes y col., 

2011). Del mismo modo, los genes implicados en la vía de IFN-I, incluyendo el factor de 

transcripción IRF7 y sus genes blanco, así como STAT1, se ven regulados negativamente 

en metástasis en hueso comparado con el tumor de mama primario 4T1.2. Por lo tanto, 

actualmente se le atribuye a IFN-β un nuevo mecanismo de supresión de la metástasis 

dependiente de la señalización vía IFNAR en el huésped (Bidwell y col., 2012; Wu y col., 

2015). 

Está claro que la activación de TLR3, promueve una fuerte inducción de IFN-I y 

es por esto que desde hace años existe un interés en el desarrollo de agonistas TLR3. 

Nuestro trabajo ha confirmado que poli A:U es ligando TLR3 y ha aclarado algunos 

aspectos importantes de su señalización in vivo. El hecho de que la molécula UNC93B1 

sea absolutamente necesaria para la producción de IFN-β en nuestro modelo, implica que 

el reconocimiento de poli A:U es mediado por un receptor endosomal. Además, el hecho 

que sólo el factor de transcripción IRF3 (y no IRF7 ni IRF5) está directamente 

involucrado, confirma que se requiere la vía dependiente de TRIF para la producción de 

IFN-β en nuestro modelo; por el contrario, la vía dependiente de MyD88 asociado con 

TLR7, otro receptor endosomal que se ha implicado en la respuesta a poli A:U, no estaría 

participando en nuestro modelo (T. Sugiyama y col., 2007; G. N. Zhao y col., 2014).  
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Un enfoque para evaluar el rol del sistema inmune en el control del desarrollo del 

tumor luego del tratamiento con poli A:U, es simplemente eliminar componentes 

específicos del sistema inmune murino y supervisar el desarrollo de tumores en los 

ratones tratados. El empleo de ratones atímicos nude en nuestro modelo experimental, 

nos permitió descartar por un lado, que el tratamiento con poli A:U tuviese un efecto 

directo sobre la propia célula tumoral alterando el balance proliferación/apoptosis de las 

células B16; y por otro lado, nos permitió asumir que la población de células T se 

encontraba de alguna manera participando en la disminución del volumen tumoral 

observada en nuestro modelo experimental. Si bien mediante este experimento no 

podemos descartar la participación de células NKT, asociadas con un mejor pronóstico 

en diferentes tipos de tumores (Vivier y col., 2012; Conforti y col., 2010), pacientes con 

melanoma con altos niveles de infiltración de células T CD4+ y CD8+ sobreviven más 

tiempo que aquellos cuyos tumores contienen un bajo número de LiT (Goc y col., 2014; 

Bald y col., 2014; Rao y col., 2010; Harlin y col., 2009; Håkansson y col., 2001). 

Teniendo en cuenta estos datos aportados por la literatura, decidimos focalizarnos en el 

estudio de las consecuencias del tratamiento con poli A:U sobre la respuesta inmune 

adaptativa. 

La erradicación de células neoplásicas mediada por el sistema Inmune requiere la 

inducción de una respuesta antitumoral fuerte y de larga duración por parte de células T 

(Mittal y col., 2014). Sin embargo, la generación de células T efectoras específicas de 

tumor no necesariamente resulta en la eliminación del tumor. El LiT citotóxico debe 

primero poder migrar hacia el sitio del tumor, infiltrar el tejido tumoral, e interactuar con 

su diana para finalmente poder gatillar sus funciones efectoras indispensables para la 

destrucción del tumor (Franciszkiewicz y col., 2012). Por tal motivo, analizamos el 

infiltrado de LiT en tumores de ambos grupos experimentales, y resultó muy interesante 

el hecho que poli A:U no sólo incrementa el infiltrado de LiT a tumor, sino que también 

disminuye considerablemente la proporción CD4/CD8. Además, estos resultados 

indicaron que el tratamiento con poli A:U tuvo una gran repercusión fundamentalmente 

sobre las células CD8. Se ha reportado que los IFN-I promueven la expresión del receptor 

de quimiocinas CXCR3 en células T CD8+ y su reclutamiento, así como la supervivencia 

de células T de memoria (Smyth, 2005; Lim y col, 2014). Esto justificaría el aumento en 

proporción de los LiT CD8 recuperados en tumor. 

Asimismo observamos un incremento en LiT CD8+ que expresaban la molécula 

Ly6C, clave para que el LiT CD8 ejerza la CTL sobre la célula blanco (Jaakkola, y col., 
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2003), lo que indicó que poli A:U es capaz de potenciar la CTL en tumor. A su vez, 

Hänninen y colaboradores (2011) demostraron que Ly6C desempeña un importante rol 

en la adhesión de Li a endotelio, participando en el homing y clustering de las células T 

CD8 debido al aumento en la expresión de LFA-1. Esto podría explicar los altos niveles 

de expresión de Ly6C encontrados en LiT CD8 tanto en GD como en TILs. 

Recientemente se ha reportado en un modelo de infección con virus del herpes 68, que la 

expresión de Ly6C por parte de LiT CD4+ efectores se correlacionó positivamente con 

la expresión de T-bet y KLRG1, con la producción de IFN-γ y TNF-α, así como con la 

capacidad de éstas células de colaborar en la proliferación y función de células citotóxicas 

(Hu y col., 2015).  

Cuando estudiamos la población de LiT CD8+Ly6C+ en ratones IFNAR1-/-, 

resultó llamativo que hubo una disminución drástica en los porcentajes de células 

CD8+Ly6C+ tanto en tumor (~2 veces) como en GD (~3 veces) en ratones IFNAR1-/- vs 

wt. Este hallazgo fue consistente con los reportes de otros laboratorios y remarca la 

importancia del rol que cumplen los IFN-I en el priming de LiT CD8, y que si bien podría 

haber un efecto directo de los IFN-I sobre esta población celular, no se pueden descartar 

otros mecanismos compensatorios que directa o indirectamente puedan influir sobre los 

LiT CD8. 

Recientemente se ha publicado un trabajo donde los autores sintetizaron un nuevo 

compuesto, cM362-140 capaz de inducir específicamente la vía TLR3/TICAM-1, 

favoreciendo una efectiva respuesta citotóxica específica antitumoral mediada por LT 

CD8 y NK en ratones portadores de tumor E.G7ova, reduciendo además los efectos 

tóxicos de la producción sistémica de citocinas como IL-6 y TNF-α (comparado con poli 

I:C) (Matsumoto y col., 2015). Aunque cabe destacar que para poder evidenciar esta 

respuesta antitumoral, emplearon el ligando acomplejado a Jet-PEI y lo administraron i.t. 

conjuntamente con Ovalbúmina. En contraste, en nuestro modelo preclínico pudimos 

evidenciar la respuesta inmune específica transfiriendo células OTI y OTII naïve (sin 

previa activación in vitro), a ratones portadores de tumores B16 tratados i.t. con dos dosis 

de poli A:U desnudo. Asimismo, el tratamiento terapéutico aquí presentado tiene la 

ventaja que para su aplicación no sería necesario conocer un antígeno inmunogénico 

tumoral determinado. 

Se ha demostrado que la exposición transitoria de LiT CD8 a IL-12 e IFN-I no 

promueve la supervivencia ni confiere una temprana ventaja proliferativa in vivo, sino 

que sostiene la expresión en superficie de CD25, lo cual prolonga la división de las células 
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T CD8 en respuesta a niveles basales de IL-2, a través de la activación de la vía PI3K y 

la expresión de FoxM1, un regulador positivo de genes del ciclo celular (Starbeck-Miller 

y col., 2014). Estos datos aportados por la bibliografía, sustentarían los resultados 

obtenidos en el ensayo de proliferación in vivo, donde el tratamiento i.t. con poli A:U 

potenció la proliferación de LiT OTI antígeno específicos. 

El grupo del Dr. Stephen Rosenberg, fue el primero en cosechar LiT infiltrantes 

de tumor de los propios pacientes con melanoma metastásico, amplificarlos en cultivo 

con IL-2, y reinfundirlos para aprovechar y potenciar su capacidad de lisis específica. 

Aunque algunos pacientes experimentaron una mejora clínica, la gran mayoría no lo 

hicieron. Esto puso en evidencia que la inducción de una respuesta antitumoral específica 

no se correlaciona necesariamente con un mejor respuesta a nivel clínico; ya que hay que 

contemplar la resistencia de células tumorales por mecanismos de evasión de la respuesta 

inmune como la capacidad inmunosupresora del microambiente tumoral y el 

inmunoediting que produce la CTL (las células tumorales menos susceptibles a la lisis 

específica vivirán y se dividirán más que aquellas fácilmente eliminadas por TILs) (Wilke 

y col., 2013). Además, la producción endógena de IFN-I por las células de la inmunidad 

innata es un evento clave para inducir el priming de los LiT CD8 específicas de antígenos 

tumorales (Diamond y col., 2011; Fuertes y col., 2011). 

Nosotros creemos que la base del éxito de nuestra terapia con poli A:U, radicaría 

en su capacidad de mejorar la funcionalidad de CD en tumor, favoreciendo además un 

microambiente caracterizado por la presencia de citocinas como IFN-β, IL-12 e IFN-γ y 

un milieu de quimiocinas, disminuyendo a su vez la fase regulatoria de la respuesta que, 

en su conjunto propiciarían un microambiente tumoral inflamatorio altamente favorable 

para una eficiente respuesta inmune antígeno específica. De hecho, la ausencia de la 

señales vía el receptor IFNAR comprometió el reclutamiento de TILs y la funcionalidad 

de los mismos. 

EL ROL DE LAS TREG EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL 

Las funciones normales de las células Treg son mantener la homeostasis inmune, 

prevenir la autoinmunidad y limitar la inmunopatología. Sin embargo, ha sido 

ampliamente reportado que, tanto en modelos de ratón como en pacientes con cáncer, el 

desarrollo tumoral se asocia a menudo con un enriquecimiento de células Treg en sangre 

periférica, ganglios linfáticos drenantes y tumor (Whiteside, 2014; Smyth y col., 2014; 
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Hindley y col., 2011). Es por esto que resultó indispensable, avocarnos al estudio de los 

efectos del tratamiento terapéutico con poli A:U sobre esta población.  

En una primera instancia, observamos que el tratamiento con poli A:U disminuyó 

drásticamente el número de células Treg dentro de la población CD45+ infiltrantes de 

tumor en ratones Foxp3-GFP portadores de tumores B16. Similares resultados obtuvimos 

cuando analizamos la frecuencia de células Treg dentro de las CD4+ infiltrantes de tumor. 

En línea con estos hallazgos, en un modelo de terapia génica de tumores CT26 con un 

vector que codifica para IFN-α, los autores encontraron que existe una correlación entre 

los niveles de expresión de IFN-α en los tumores con la concentración de IL-6 producida 

por células CD11c+ infiltrantes de tumor en respuesta a IFN tipo I, y una disminución 

significativa en la frecuencia de células Treg (Hashimoto y col., 2014). 

Además, la disminución en la expresión de Foxp3 en tumor, podría asociarse por 

un lado, a una disminución en la capacidad supresora de esta población (teniendo en 

cuenta el porcentaje), ya que se modifica la relación de células T efectoras/Treg (Lemos 

y col., 2014); y por otro lado, podría asociarse a una disminución en la capacidad 

supresora individual de estas células (teniendo en cuenta la IFM), ya que los niveles de 

Foxp3 determinan la funcionalidad de la célula Treg (Sakaguchi y col., 2013; Rudensky, 

2012). 

En los últimos años, ha habido un número creciente de trabajos que cuestionan el 

“compromiso de linaje” de células Treg sugiriendo que conservan plasticidad, capacidad 

de cambiar su identidad y convertirse a células Th en respuesta a cambios en su entorno 

(Whiteside, 2014; Sawant & Vignali, 2014; Hori, 2010). Se ha demostrado en un modelo 

terapéutico de tumores B16 tratados con CPG-OVA, que una gran fracción de las células 

Treg periféricas se reprogramaron para ejercer actividad colaboradora, mediante el 

aumento en la expresión de CD40L y producción de citocinas proinflamatorias IL-2, IL-

17 y TNFα, promoviendo la presentación cruzada de antígenos inicial por parte de CD a 

LiT CD8+ (Sharma y col. 2010). Por otro lado, Bacher y colaboradores (2013) 

demostraron que el IFN-α inhibe la producción de AMPcíclico vía ERK/MEK en células 

Treg humanas, sin afectar su programa de diferenciación pero limitando su actividad 

supresora en tumor. 

En nuestro modelo preclínico, luego del tratamiento i.t. con poli A:U, disminuyó 

drásticamente el número de células Foxp3/millón de TILs, disminuyendo además la 

frecuencia e IFM de Foxp3 dentro de las células CD4 y su fenotipo supresor evaluado 
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mediante la expresión de LAP. En este sentido, los resultados obtenidos en ratones 

IFNAR1-/- mostraron que en ausencia de señales de IFN-I, el tratamiento con poli A:U no 

modifica dichos parámetros respecto a PBS, aunque cabe destacar que se duplicó el 

número de células Foxp3/millón de TILs respecto a lo que ocurrió en ratones wt del grupo 

pAU.  

Por lo tanto, los datos aportados por la bibliografía sustentarían los resultados 

obtenidos en nuestro modelo preclínico de administración i.t. de poli A:U, en donde la 

presencia y transducción de señales dadas por IFN-I, podría tener un efecto en la 

disminución del reclutamiento de células Treg a tumor, en la interconversión de Treg a T 

efctora, en la capacidad supresora de las Treg, o una combinación de estos eventos, entre 

otros. Actualmente, nuestro grupo se encuentra estudiando con más detalle los posibles 

mecanismos que estarían operando en nuestro modelo, tratando de dar luz a la intrincada 

relación Treg/IFN-I. 

LAS QUIMIOCINAS EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL 

Para determinar si poli AU estaba produciendo cambios en el perfil de quimiocinas 

producidas por células mieloides en el microambiente tumoral, aislamos células 

CD45+CD11b+ infiltrantes de tumores tratados y analizamos el perfil de 25 quimiocinas 

mediante microarreglo de proteínas. Sin estimulación ex vivo, pudimos detectar una leve 

disminución en la producción de CCL2 y CXCL1 en el grupo pAU, mientras que por el 

contrario, CCL6, CCL12 e IL-16 se encontraban aumentadas con el tratamiento.  

Se ha reportado que las células CD11b + Ly6C+ son la principal fuente de CCL2 

y CCL7 en el microambiente del tumor, por lo tanto, se establece un loop de 

retroalimentación positiva para el reclutamiento de dichas células a las lesiones 

neoplásicas (Ma y col., 2013). Se ha asociado a CCL2 principalmente con la promoción 

del crecimiento del tumor a través de reclutamiento de las células mieloides, en particular 

los monocitos/Mφ con funciones prometastásicas (Qian y col., 2012). También, el 

bloqueo de CCL2 en un modelo de mesotelioma disminuye el reclutamiento de células 

Treg, aumentando los efectos de la inmunoterapia (Fridlender y col., 2010). Sin embargo, 

otro estudio demuestra que las células Tγδ utilizan la vía CCR2/CCL2 para migrar hacia 

tumor, donde ejercen una clave función antitumoral (Lança y col., 2013). Por lo tanto, la 

actividad biológica del eje de señalización CCR2/CCL2 exhibe un grado significativo de 

dependencia según el contexto en el que se active. Del mismo modo, la transducción de 
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señal vía CCL2/CCR2 mejora la inmunovigilancia mediante la activación de una 

respuesta Th1 y el reclutamiento de células T efectoras CD8+ hacia lesiones neoplásicas, 

pero también puede estimular la progresión de neoplasias malignas ya establecidas (Ma 

y col., 2013).  

Acharyya y colaboradores (2012) demostraron en cáncer de mama que CXCL1/2 

atrae a células mieloides CD11b+Gr1+ a tumor, que a su vez producen quimiocinas 

incluyendo S100A8/9 que aumentan la supervivencia y la resistencia a la quimioterapia. 

A su vez, otros autores también han demostrado que CXCL1 induce la proliferación de 

células epiteliales de cáncer de ovário a través de la activación de CXCR2 y consecuente 

inducción de factor de crecimiento epidérmico EGF (Bolitho y col., 2010). Asimismo 

CXCL1 tiene un potente efecto proangiogénico y es secretado por células tumorales 

difusas de pacientes con carcinoma gástrico (Eck y col., 2003). Recientemente, Jablonska 

y col. (2014) demostraron que la migración de neutrófilos a tumor está influenciada por 

IFN-β endógeno a través de la regulación de gradientes de CXCL1 y CXCL2, ya que el 

tratamiento de neutrófilos infiltrantes de tumor en ratones IFNB1-/- con IFN-β 

recombinante revierte la sobreexpresión de CXCL1 y CXCL2 a niveles hallados en 

ratones wt. Teniendo en cuenta nuestros resultados, el tratamiento con poli A:U 

disminuye en un 20% la expresión de CXCL1 por parte de células CD11b+ infiltrantes 

de tumor, aunque luego de la reestimulación ex vivo, aumentó más de 8 veces la expresión 

de CXCL1 en ésta población. 

Curiosamente, tanto CCL2 y CXCL1 fueron reportadas previamente ser 

producidas de forma espontánea por CD CD11b+ aisladas de pulmón de ratones 

normales, mientras que estas quimiocinas no fueron producidas por CD esplénicas en 

ausencia de estímulo (Stock y col., 2014). Se ha demostrado que CCL2 es una quimiocina 

importante para el reclutamiento de células CD8+ citotóxicas al sitio del tumor (Melero 

y col., 2014). Además, LiT específicos para mesotelina expandidos ex vivo y que 

sobreexpresan el receptor de homing CCR2b (cuyos ligandos son CCL2/12), mejoraron 

significativamente el éxito de la transferencia celular adoptiva y la eficacia de la terapia 

antitumoral en modelo murino de mesotelioma pleural maligno (Moon y col., 2011). 

También, se ha demostrado que dentro del compartimiento mieloide que infiltra tumor, 

los Mφ de fenotipo M1 son las principales células productoras de CCL12 en un modelo 

murino de cáncer de mama espontáneo PyMTChOVA (M. L. Broz y col., 2014). 

En cuanto a la quimiocina CCL6, existen reportes que le atribuyen una función 

dual: si bien puede promover la apoptosis del tejido tumoral y adyacente mediante la 
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cambios en la interacción con la oncoproteína Myc, la sobreexpresión de CCL6 también 

puede alterar el comportamiento del tumor disminuyendo su dependencia de factores de 

crecimiento y promoviendo la invasividad como resultado de la apoptosis del tejido local 

(Atsumi y col., 2014; Yi y col., 2003). En un modelo murino de sepsis peritoneal, Coelho 

y colaboradores (2007) demostraron que CCL6 suprime la mortalidad a través del 

reclutamiento de células de la inmunidad innata efectoras con mayor capacidad 

microbicida y de generar IFN-γ. Además, se ha demostrado que los IFN tipo I regulan la 

expresión de la proteína ICSBP (IFN consensus sequence-binding protein), induciendo 

un efecto inmunoprotector mediado por las quimiocinas CCL6 y CCL9 en un modelo 

murino y muestras de pacientes con leucemia mielogénica crónica (Nardi y col., 2009), 

datos que estarían en línea con nuestros resultados.  

En cuanto a IL-16, es una citocina pleiotrópica con un papel fundamental en la 

fisiopatología de las enfermedades inflamatorias. Puede ser producida tanto por células 

inmunes como no inmunes, incluyendo LiT CD8+ activados, mastocitos, CD, fibroblastos 

y células epiteliales, y sirve como quimioatrayente para los monocitos/ Mφ y eosinófilos 

(Fridman y col., 2012). Además, IL-16 puede inducir la activación del LiT CD4+, a través 

del entrecruzamiento de CD4 (que conlleva a la fosforilación de la proteína tirosina 

quinasa p56lck) y también reclutar a LiT CD4+ al sitio de inflamación (Mahindra & 

Anderson, 2012). En este sentido, se ha demostrado que IL-16 participa en el 

reclutamiento de LiT CD4+ CD62L+ a estructuras ganglionares terciarias, lo que se 

asocia con un mejor pronóstico de sobrevida a largo plazo de pacientes con cáncer de 

pulmón (de Chaisemartin y col., 2011). Por otro lado, IL-16 ha sido implicada en el 

desarrollo y progresión del tumor, ya que se encontró sobreexpresada en diferentes tipos 

de cáncer: como gástrico, colorectal y mieloma múltiple (Milke y col., 2013; Atanackovic 

y col., 2012). Nuestros resultados soportarían una función antitumoral de IL-16, ya que 

hallamos niveles aumentados de dicha citocina, tanto en células CD11b+ infiltrantes de 

tumor sin estímulo como estimuladas ex vivo, aisladas de ratones del grupo pAU. 

Se ha propuesto que el IFN-γ derivado de un perfil de respuesta Th1 en el 

microambiente tumoral actúa a nivel de Mφ, estimulando su función citotóxica sobre las 

células tumorales e induciendo además la producción de quimiocinas con funciones 

angiostáticas CXCL9/MIG y CXCL10/IP-10 in vivo (Wilke y col., 2013; Haabeth y col., 

2011). Además de los Mφ, las CD constituyen una fuente adicional de estas quimiocinas 

inflamatorias (Eberlein y col., 2010). 
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La estimulación con ligandos de TLR3 induce la expresión de los ligandos de 

CXCR3 (CXCL9, CXCL10 y CXCL11), que promueven el infiltrado de LiT CD4+ Th1, 

CD8 + y células NK a tumor. La expresión intratumoral de estas quimiocinas también se 

ha asociado con un pronóstico favorable en la sobrevida de pacientes con cáncer 

colorrectal, renal, sarcoma de Ewing, melanoma y carcinoma hepatocelular (Chew & 

Abastado, 2013; Wilke y col., 2013). 

TERAPIAS COMBINADAS ANTITUMORALES: NUEVAS PERSPECTIVAS 

Durante décadas, el desarrollo de fármacos antineoplásicos se ha basado en la 

convicción de que el cáncer constituiría una enfermedad genética y epigenética de células 

autónomas (Hanahan & Weinberg, 2011). Por lo tanto, durante mucho tiempo los agentes 

quimioterapéuticos han sido vistos como una especie de antibióticos para las células 

malignas, es decir, productos químicos dirigidos preferentemente a las células cancerosas 

limitando su proliferación o mejor aún, causando su muerte (Zitvogel y col., 2013). 

En este sentido, las antraciclinas (y en particular doxorubicina) han sido 

empleadas con éxito en terapias antitumorales de pacientes con leucemia, linfoma de 

Hodgkin, cáncer de vejiga, mama, estómago, pulmón, ovarios, tiroides, sarcoma de 

tejidos blandos, mieloma múltiple (Bracci y col., 2014). Inicialmente se pensó que su 

principal mecanismo de acción era mediante el intercalado en las bases de los AN, 

frenando la maquinaria replicativa y de reparación del ADN, impidiendo la transcripción 

y por lo tanto induciendo la apoptosis o necrosis celular. Durante la última década, ha 

habido una revolución conceptual, teniendo en cuenta a los tumores como entidades que 

pueden ser detectadas y destruidas por el sistema inmunológico (Bezu y col., 2015). De 

hecho, en respuesta a la quimioterapia, las células malignas pueden enviar una serie de 

señales de alerta del peligro incipiente no sólo a las células vecinas, sino también a nivel 

sistémico (Zitvogel y col., 2013). Así, las células cancerosas sensibles a agentes 

antineoplásicos emiten un amplio espectro de moléculas asociadas a la muerte celular 

(CDAM, cell death-associated molecules), en donde algunas pueden ejercen potentes 

efectos adyuvantes, proceso definido como “muerte inmunogénica” (ICD, immunogenic 

cell death) (Pol y col., 2015). 

Se ha descripto que las antraciclinas y oxaliplatino, pueden inducir la exposición 

de calreticulina en la superficie de las células tumorales apoptóticas. La expresión de 

calreticulina podría contribuir a la captura de cuerpos apoptóticos por CD y por lo tanto 

promover la respuesta inmune mediada por células citotóxicas específicas de tumor 



Capítulo IV  Discusión 

David Andrés Nocera     134 
 

(Palucka & Banchereau, 2012). Además, se ha reportado que la quimioterapia con 

antraciclinas produce la liberación de ATP por células tumorales muertas, reclutando 

células mieloides al tumor y estimulando su diferenciación local a células 

CD11b+Ly6C+CD11c+, con capacidad de fagocitar y presentar eficientemente antígenos 

tumorales a LiT in situ (Ma y col., 2013). A su vez, existen reportes que implican a la 

proteína de union a la cromatina no histona HMGB1 (high-mobility group box 1) como 

intermediario de la muerte inmunogénica: por ejemplo, el knockdown de HMGB1 

mediante ARNi y su neutralización con anticuerpos suprime la respuesta inmune 

antitumoral protectiva inducida tras el tratamiento de células tumorales con antraciclinas. 

La liberación al citoplasma de HMGB1 puede desencadenar la autofagia, mientras que su 

liberación extracelular puede ser agonista de PRR presentes en CD y Mφ, como TLR4 y 

RAGE (receptor for advanced glycation endproducts), activando mecanismos 

proinflamatorios (Kroemer y col., 2013). Recientemente, se ha sugerido que las 

antraciclinas pueden provocar la liberación de ARN propio de las células cancerosas 

estresadas o que mueren, el cual podría actuar como un ligando endógeno para TLR3 y 

por lo tanto inducir la producción de IFN-β, mediando efectos antitumorales adicionales 

(Sistigu y col., 2014).  

Si bien todos los mecanismos de acción de doxorubicina suenan alentadores para 

erradicar un tumor, cabe destacar que la principal limitante de la quimioterapia es la falta 

de especificidad/selectividad. Por lo tanto, luego de su administración, antraciclinas libres 

pueden difundirse tanto en el tejido tumoral así como en los tejidos normales, donde 

pueden inducir efectos secundarios graves, limitando su dosis efectiva y su aplicación 

clínica (Thorn y col., 2012; Zhu y col., 2014). El efecto adverso más grave de 

doxorubicina es su cardiotoxicidad: su acumulación puede causar la pérdida lenta de 

miofibrillas y vacuolización de las células del miocardio y, eventualmente, insuficiencia 

cardíaca, incluso hasta 20 años después de finalizada la quimioterapia (Kalam & 

Marwick, 2013; Zhu y col., 2014). 

Con el fin de poder emplear doxorubicina intentando conservar su eficacia como 

antineoplásico pero a su vez reducir los efectos adversos, diseñamos un esquema de 

tratamiento de terapia combinada antitumoral de doxorubicina en dos dosis diferentes 

con poli A:U. 

El análisis de las curvas de crecimiento tumoral indicó que la terapia combinada 

doxorubicina en baja dosis administrada en combinación con poli A:U tuvo un efecto 
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mejorado comparado con ambas monoterapias. Se ha reportado que agentes 

quimioterapéuticos (entre ellos doxorubicina) en concentraciones no tóxicas aumentan la 

presentación antigénica en CD a través de un mecanismo dependiente de IL-12 (Shurin 

y col., 2009). 

El efecto más marcado de la terapia combinada se observó en la sobrevida de los 

ratones, en donde la terapia combinada Doxo/pAU aumentó la mediana de sobrevida de 

los ratones en un 65,9 % respecto al grupo PBS. Esto podría ser debido a una disminución 

de los efectos secundarios tóxicos, evaluados mediante la medición de los niveles de 

enzimas clave asociadas con el daño tisular, los cuales se reducen significativamente en 

comparación con los niveles de Doxo-monoterapia (tanto en dosis bajas como altas). 

Estos resultados sugieren un efecto protectivo de poli A:U frente al daño tisular, que 

podría estar mediado por IFN-β. De hecho, se ha demostrado que la señalización de IFN-

I es requerida para la protección contra daño hepático mediado por células del sistema 

inmune, mediante la inducción de IL-1ra en hepatocitos y en células mononucleares de 

hígado, disminuyendo la inflamación (Conrad y col., 2014; Petrasek y col., 2011).  

Por otro lado, el análisis de WBC demostró que a excepción del grupo Doxo-pAU 

los distintos tratamientos inducen una leucopenia, al menos al día 25 p.i. Estos resultados 

fueron consistentes con datos reportados en la literatura para doxorubicina (Bracci y col., 

2014). El metaanálisis de múltiples estudios clínicos indican que una linfopenia severa 

(<1000 Li/µl) afecta negativamente la respuesta a la quimioterapia de distintos tipos de 

cánceres sólidos (Ray-Coquard y col., 2009). En concordancia, modelos murinos de 

neoplasias (incluyendo cánceres trasplantables, así como tumores primarios inducidos 

químicamente) responden mucho mas eficiente a antraciclinas cuando se inducen en 

ratones inmunocompetentes que cuando se desarrollan en huéspedes inmunodeficientes 

(Kroemer y col., 2013). 

Por lo tanto, nuestros hallazgos aportan nuevos conocimientos para el desarrollo 

de terapias combinadas que involucren la utilización de antineoplásicos convencionales 

en combinación con ligandos de TLR3 con capacidad de inducir IFN-I en la terapia 

antitumoral. A su vez, nuestros resultados reflejan el efecto mejorado que puede resultar 

de la combinación de fármacos con diferentes mecanismos de acción, que pueden servir 

como antecedente en el diseño de futuros ensayos que involucren la quimio-

inmunoterapia.  
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

El manejo de datos, análisis y representación gráfica se realizó con Prism 5.0 

(GraphPad Software). La significancia estadística se calculó con análisis 2 colas 

utilizando el post test de Bonferroni para 1 o 2 vías ANOVA y Test T de Student, mientras 

que para estudios de sobrevida se empleó el análisis de Kaplan-Meyer, y un valor de p 

menor de 0,05 fue considerado estadísticamente significativo (* p <0,05; ** p <0,01; *** 

P <0.001).  

ANIMALES  

Los ratones C57BL/6 y los ratones atímicos nude fueron adquiridos de la Facultad 

de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de la Plata, Argentina. Los animales de 

la cepa C57BL/6 y derivados genéticamente modificados IFNAR1-/-, Foxp3-GFP, OTI, 

OTII, así como animales de la cepa BALB/c fueron adquiridos en los Laboratorios 

Jackson. La cepa de ratón deficiente en IL-12p40 (IL-12p40-/-) fueron adquiridos de la 

Facultad de Química, Bioquímica y Farmacia, de la Universidad Nacional de San Luis, 

Argentina (gentilmente cedidos por la Dra. Silvia Di Genaro). Estos animales son 

portadores de una mutación nula para el gen de IL-12p40, por lo que no son capaces de 

secretar la subunidad p40 como tampoco el heterodímero IL-12p70 biológicamente activo 

(Magram y col., 1996). Los animales fueron mantenidos en el Bioterio del CIBICI-

CONICET (Centro de Investigaciones en Bioquímica Clínica e Inmunología, CONICET) 

de acuerdo con los requisitos experimentales del comité ético.  

Los ratones transgénicos reporteros IFN-β-luciferasa (Δβ-LUC) fueron empleados 

durante mi estancia en el laboratorio de los Dres. Jablonska y Lienenklaus. Éstos fueron 

generados mediante la sustitución del gen que codifica IFN-β con el gen reportero de la 

luciferasa de luciérnaga usando el protocolo estándar de recombinación homóloga 

(Lienenklaus y col., 2009). Los ratones Δβ-luc fueron entonces recombinados con ratones 

IRF3-/-, IRF5-/-, IRF7-/- o UNC93b1-/- para generar ratones IRF3-/- IFN-β+/Δ-luc, IRF5-/- IFN-

β+/Δ-luc, IRF7-/- IFN-β+/Δ-luc y UNC93b1-/- IFN-β+/Δ-luc,  respectivamente. Para recibir la 

expresión del linaje específico de reportero, IFN-β+/Δ-luc se cruzaron con ratones CD19cre, 

CD4cre, LysMcre (proporcionados por la Dra. Angela Schippers, HZI) y ratones 

CD11ccre (aportados por el Prof. Dr. Ulrich Kalinke, Twincore) para generar ratones que 

expresan el gen reportero exclusivamente en células CD19+ (LiB), CD4+ (LiT), LysM+ 

(células mieloides), o CD11c+ (CD), respectivamente. Adicionalmente ratones IFN-b 
+/Db-luc se cruzaron con ratones albino C57BL/6 (C57BL/6-Tyr c-2J., cedidos por Thomas 

Blankenstein (MDC, Berlín) para mejorar la visualización de luciferasa in vivo. Todos los 

ratones fueron endocriados en el bioterio del Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung 

(HZI)- Braunschweig-Alemania bajo estrictas normas éticas de la Unión Europea 

(FELASA) y mantenidos bajo condiciones de higiene SPF. 

CITOMETRÍA DE FLUJO 

La tinción superficial de las suspensiones celulares de bazo, ganglios linfáticos y 

tumor; se realizó usando protocolos estándar indicados por el fabricante. 
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Los siguientes anticuerpos fueron de BD Biosciences: antiCD45-APC-Cy7 

(30F11), anti-Vβ5.1/2-PE (MR9-4), anti-CD8bPE (H35-17.2), antiCD8bFITC 

(536.7), antiCD4APC (RM4-5), anti-Gr1-PE (RB68C5), anti-CD107a-APC (1D4B), 

anti-IFNγ-FITC (and APC, XMG1.2) y anti-IL-12p70-PE (C15.6). Los siguientes 

anticuerpos de BioLegend: antiCD4PECy7 (RMA45), antiB220APC (RA36B2), 

anti-Ly6C-APC (HK1.4), antiCD11bFITC (M1/70), anti-F4/80-Alexa647 (BM8), anti-

CD86-FITC (GL1), anti-CD40-PE (3/23), antiF4/80APC (BM8), antiCD11cAPC 

(and PCP, N418). Mientras que los anticuerpos anti-TLR3 (40C1285) y anti-IgG de ratón-

Alexa488, fueron adquiridos en Abcam. 

Para el estudio de la expresión de antígenos en CD, se utilizaron anticuerpos 

monoclonales anti-CMH II conjugado a FITC, anti-CD80 conjugado a PE, anti-CD86 

conjugado a FITC (BD-Pharmingen) y anti-CD40 conjugado a PE (e-Biosciences) dentro 

de la población de CD CD11c+ marcada con anti-CD11c conjugado a APC (BD-

Pharmingen). Se realizó localizando dentro del gate para linfocitos, excluyendo 

autofluorescencia, aquella población de células CD8+CD11c- (representan alrededor de 

7 a 12 % de esplenocitos totales). Simultáneamente se sortean las células CD11c+. Para 

la purificación de células por Cell-sorting, las células fueron marcadas con los respectivos 

anticuerpos, durante 1 hora a 4ᵒC en buffer de citometría. Posteriormente las células 

fueron lavadas y resuspendidas en FacsFlow para citometría. Las muestras fueron 

adquiridas en un FacsCanto II BD y los análisis se realizaron utilizando el programa 

FlowJo (Tree Star, Inc.).  

CITOMETRÍA DE FLUJO INTRACELULAR 

Para la tinción de citocinas, las células fueron estimuladas con PMA (100 ng / ml) 

e ionomicina (250 ng / ml) por un total de 4 horas a una concentración de 1 × 106 células 

/ ml. En las últimas 3 horas, se añadió brefeldina (3 M), las células se fijaron y se 

permeabilizaron con Cytofix/Cytoperm (catálogo 554722, BD Biosciences), y se tiñeron 

con anti-IFN-FITC (y APC, XMG1.2), anti- IL-12p70-PE (C15.6) (ambos de BD 

Biosciences). Para la tinción de anti-TLR3, las muestras se tiñeron primero con el 

anticuerpo contra los marcadores de superficie pertinentes, a continuación, se 

permeabilizaron con Fixation/Permeabilization Kit (catalog 00-5521-00, eBioscience) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante, seguido de otra ronda de permeabilización 

con paraformaldehído al 1% más 0,5% de Tween-20 en PBS a temperatura ambiente 

(T.A.) durante 30 minutos, después se tiñeron con anticuerpo anti-TLR3 (40C1285 clon, 

Abcam) a 4ᵒC durante 45 minutos. Después de una segunda etapa de tinción a 4ᵒC durante 

45 minutos con anti-ratón-Alexa488 anticuerpo policlonal (Abcam), las células se lavaron 

dos veces y se analizaron según se detalla anteriormente. 

DETECCIÓN DE LUCIFERASA 

Para la determinación de la actividad enzimática de la luciferasa, se obtuvieron 

fragmentos de tejido (50µg), y se colocaron inmediatamente en hielo seco, siendo 

almacenados a -80ºC hasta su uso. Las muestras se homogeneizaron en volúmenes 

proporcionales de Reporter Lysis Buffer usando Lysing Matrix A en homogeinizador 

FastPrep-24 (MP Biomedicals). Los lisados se mezclaron con LARII (Promega) y se 
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midió en un luminómetro (Berthold). Para la toma de imágenes y detección de luciferasa 

in vivo, los ratones fueron inyectados i.v. con 150 mg/kg de D-luciferina (Synchem) en 

PBS, anestesiados utilizando sistema continuo de administración de Isoflurano (Baxter) 

y registrado mediante un sistema de formación de imágenes IVIS 200 (CaliperLS). El 

flujo de fotones se cuantificó usando el programa Living Image 3.2 (CaliperLS) y se 

expresa en fotones/s/cm2/estereorradián. 

ENSAYO DE PROLIFERACIÓN IN VIVO POR DILUCIÓN DE CFSE. 

Carboxifluorescein-succinimidil éster (CFSE) es un fluorocromo capaz de marcar 

a las células por la formación uniones covalentes con proteínas citoplasmáticas, siendo 

retenido dentro de la célula y conservando su viabilidad. Por lo tanto, si una célula 

marcada con CFSE se encontrase en proceso de división, el colorante al encontrarse 

anclado a las proteínas, se repartirá en cantidades iguales entre las células hijas, 

decayendo su intensidad de fluorescencia a la mitad. Esto permite identificar ciclos 

discretos de división celular, hasta que la fluorescencia sea demasiado baja para ser 

distinguida de la auto fluorescencia propia de la célula (Wells y col., 1997). 

Se preparó una solución de CFSE a 10 µM en PBS 5% SFB (solución 2X) -stock 

CFSE 5mM, concentración final en suspensión celular 5 µM. Se tomó 1 ml de la solución 

CFSE 2X y luego de mezclar con 1 ml de la suspensión celular de linfocitos en PBS, se 

incubó 30 minutos a T.A. en oscuridad (tubo de 15 ml recubierto con papel aluminio en 

posición horizontal). A continuación se procedió a lavar con PBS 2% SFB y centrifugar. 

Una vez contadas las células se resuspendieron 15 x 106 cél/ml con solución fisiológica 

estéril, se alicuotaron en jeringas para insulina (sin volumen muerto 27G) 200 µl de la 

suspensión celular (CFSE+) y transfirieron i.v. a ratones C57BL/6. Además se emplearon 

ratones sin transferir (como control negativo) y ratones portadores de tumores B16 (para 

control de proliferación homeostática) que no recibieron ningún tratamiento. Luego de 3 

o 6 días, se extrajeron los GD, GND y tumores de los ratones transferidos y se analizaron 

las poblaciones de interés por citometría de flujo.  

ENSAYO PRE-CLÍNICO DE QUIMIO-IMMUNOTERAPIA COMBINADA  

Once días después de la inoculación de células tumorales, los ratones se dividieron 

al azar en 6 grupos: PBS, pAU (50 µg/raton), Doxo (monoterapia en bajas dosis, 0,05 

mg/ratón), Doxo/pAU (bajas dosis de doxorubicina 0,05 mg/ratón en combinación con pAU 

50 µg/ratón), DOXO (monoterapia en altas dosis, 0,25 mg/ratón) y DOXO/pAU (altas dosis de 

doxorubicina 0,25 mg/ratón en combinación con pAU 50 µg/ratón),  (n = 15 ratones/grupo 

combinando 2 experimentos independientes). PBS y pAU se administró i.t. cada dos días, 

mientras que doxorubicina i.v. cada 7 días. 3 días después de la segunda dosis de 

doxorubicina (día 21 después de la inoculación del tumor), se obtuvo la sangre de 5 

ratones/grupo y se procedió a la detección de los distintos parámetros bioquímicos y 

enzimáticos (en suero) en un autoanalizador Advia 1200 (Siemens). 

EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA ADOPTIVA 

Ensayo de proliferación in vivo. Células OT-I CD8+ u OT-II CD4+ fueron 

obtenidas de bazo de respectivos ratones por FacsAriaII (BD Biosciences) y marcadas 
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con CFSE. Después del lavado, 3×106 células CD8+CFSE+ se transfirieron via inyección 

retro-orbital a ratones receptores C57BL/6 portadores de tumor (de los grupos pAU o 

PBS como se indicó). 3 o 6 días después, se cosecharon las células de bazo, GD, GND y 

tumores y a continuación se marcaron con Vβ5.1/2 (mAb específico para analizar OT-I 

CD8 + o OT-II CD4 +) y se analizó proliferación celular por citometría de flujo. Para 

medir los marcadores de función y la producción de citocinas intracelulares, las células 

OT-II T OT-I se incubaron con anticuerpos específicos. 

INDUCCIÓN DE TUMORES IN VIVO: MODELO TERAPÉUTICO CON POLI A:U 

Los tumores se indujeron en huéspedes singénicos [ratones C57BL/6, IFNAR1-/-, 

Foxp3-GFP (C.Cg-Foxp3tm2Tch/J), IFNβ+/ΔβLuc, IFNß+/loxβLuc LysM, IFNß+/loxβLuc 

CD11c, IFNß+/loxβLuc CD19 o IFNß+/loxβLuc CD4, IFNβ+/Δβ Luc IRF3-/-, IFNβ+/Δβ Luc IRF5-/-, 

IFNβ+/Δβ Luc IRF7-/- y IFNβ+/Δβ Luc UNC93b-/-] y ratones “nude”, mediante la inyección 

s.c. de 1 x 106 de células B16, o cuando se indica con 1 x 106 EG7ova, 0.5 x 106 células 

MB49; y en ratones singénicos (BALB/c) mediante la inyección s.c. de 1 x 106 células 

CT26 y 1 x 106 células 4T1. Las líneas celulares fueron resuspendidas en 250 μl de PBS 

estéril, en el flanco derecho de cada animal. El desarrollo tumoral fue monitoreado día de 

por medio, midiendo los diámetros perpendiculares del tumor con un calibre métrico. El 

volumen del tumor fue estimado como (d2 x D)/2, donde d y D corresponden a los 

diámetros menor y mayor respectivamente. Tras la aparición del tumor (día 10 p.i., 

volumen tumoral ≥ 18 mm3), fueron tratados i.t. con 4 dosis (cada dos días) de 50 µg de 

poli A:U (Invivogen) en 200 µl de PBS (grupo pAU) o 200 µl de PBS (grupo PBS). Los 

animales que fueron mantenidos para análisis de sobrevida, por razones éticas, se 

sacrificaron cuando los tumores alcanzaron un volumen mayor a 2500 mm3. La mediana 

de vida se calculó según la siguiente fórmula: 

Mv= |𝑀𝑝𝐴𝑈−𝑀𝑃𝐵𝑆| .  100

𝑀𝑃𝐵𝑆
 

Mv (mediana de vida); MpAU (mediana de sobrevida grupo pAU); MPBS (mediana 

de sobrevida grupo PBS) 

INMUNOFLUORESCENCIA 

Escaneo Confocal. Los animales se sacrificaron después de 4 dosis de pAU por 

dislocación. Los tumores fueron extirpados y fijados en 10% de buffered 

paraformaldehído en PBS durante 24 horas. Luego se deshidrataron con un 30% de 

sacarosa en PBS durante al menos 72 h. Los tumores deshidratados fueron incorporados 

en OCT, y almacenados a -80°C. Los tumores congelados se dividieron en secciones de 

12 micras de espesor mediante criostato (Leica). Las secciones fueron bloqueadas con 

TBS conteniendo 3% de albúmina de suero bovino (BSA) y 0,1% de Triton X-100 

(Sigma-Aldrich) 4 °C durante la noche, y después se incubaron con anticuerpo de conejo 

anti-ratón CD45 (Biolegend) en TBS 3% de BSA durante 2 horas. Después de 2 rondas 

de lavado, las secciones se incubaron con anticuerpo de cabra anti-conejo AlexaFluor 546 

(Invitrogen) en TBS 3% de BSA durante 1 hora. Las láminas fueron teñidas 5 minutos a 

T.A. con DAPI y luego fueron montadas en en Fluorsave (Calbiochem). Las láminas se 
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analizaron bajo microscopio confocal de fluorescencia (Olympus FV1000). Las imágenes 

fueron procesadas con el software Adobe Photoshop 7.0. 

OBTENCIÓN DE CÉLULAS INFILTRANTES DE TUMOR 

Las células infiltrantes de tumor se obtuvieron como se describió previamente 

(Andreani y col., 2007). 

LÍNEAS CELULARES  

Las líneas celulares murinas B16-F0 (melanoma), B16ova (melanoma que secreta 

establemente Ovalbúmina), E.G7ova (linfoma que secreta establemente Ovalbúmina), 

CT26 (adenocarcinoma de colon) y 4T1 (adenocarcinoma de mama hormona 

independiente) fueron adquiridas en la Colección Americana de Cultivo Tipo (ATCC). 

La línea celular murina de cáncer de vejiga MB49 fue proporcionada gentilmente por el 

Dr. IC Summerhayes (Lahey Clinic, Burlington, MA). Todas líneas celulares se 

cultivaron en placas de cultivo de 100 mm con medio DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium High glucose) o en flask de cultivo de 75 mm con medio RPMI 1640 

(Roswell Park Memorial Institute), para el caso de la línea E.G7ova (Gibco, Life 

Tchnologies) suplementado con L-glutamina 2mM, 40μg/ml de gentamicina y 10% de 

Suero Bovino Fetal (SBF). Para el mantenimiento de la expresión constitutiva de 

Ovalbúmina, tanto las líneas B16ova como E.G7ova fueron cultivadas por al menos 4 

días en presencia del antibiótico de selección G418 (geneticina, Invivogen). Las células 

se cultivaron a 37°C en atmósfera húmeda con tensión de CO2 al 5%.  

PREPARACIÓN / EMPLEO DE POLI A:U 

La resuspensión, almacenamiento y utilización de “poli A:U” polyadenylic–

polyuridylic acid (Invivogen) se hizo siguiendo estrictamente las recomendaciones del 

fabricante. Brevemente, para la resuspención se añadieron (con jeringa estéril apirógena 

en cabina de flujo laminar) 10 ml de agua libre de endotoxina estéril (suministrados en el 

kit) al vial que contenía 10 mg de poli A:U liofilizado (concentración final 1mg/ml). Se 

procedió a agitar la solución vigorosamente mediante Vortex hasta lograr su completa 

solubilización (3 ciclos de 30 segundos). A continuación, para aumentar la solubilidad, 

se calentó la solución durante 10 minutos a 50°C, y se dejó enfriar a T.A. para asegurar 

la hibridación apropiada. Luego, se procedió al alicuotado en tubos de 1 ml tipo eppendorf 

calidad “RNAase/DNAse free” 3 veces autoclavados y se llevaron inmediatamente a 

freezer -20°C para su almacenamiento hasta el momento de su uso. Cada vez que se 

empleó poli A:U para el tratamiento in vivo, se procedió a descongelar adicionando al 

tubo PBS (Gibco) en cantidad suficiente para obtener una concentración final de 50 µg 

de poli A:U en 200 µl de PBS/ratón. Para la estimulación in vitro de células de melanoma 

murino B16, se incubó por 30 minutos 60 µg de PEI con o sin 8 µg de poli A:U (PEI:pAU) 

para favorecer la formación de complejos. Luego, 1x106 células B16 se estimularon por 

4 hs en estufa a 37°C con PEI o PEI:pAU en 200 µl de medio sin SFB, se lavaron 3 veces 

con PBS y se incubaron con medio completo por 20 hs adicionales (B16+PEI y 

B16+PEI:pAU respectivamente). Además, 1x106 células B16 se estimularon por 24 hs 
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con 50 o 500 µg de poli A:U desnudo cada 200 µl de medio completo en un volumen 

final de 1 ml (B16+pAU 50 µg y B16+500 µg respectivamente). 

PURIFICACIÓN DE LINFOCITOS T A PARTIR DE BAZO DE RATÓN OT-I U OT-II POR CELL-

SORTING 

Se extrajo el bazo de ratones jóvenes (8 a 10 semanas de edad) en placa con RPMI 

2% SFB, en condiciones asépticas. Se obtuvo la suspensión celular por disgregación 

mecánica en malla metálica (100µm), se pasó a tubo nuevo estéril y se procedió a 

centrifugar a 2000 rpm, descartando el sobrenadante. A continuación, se agregó 4 ml de 

buffer de lisis (Sigma-Aldrich), incubando a T.A. de 3 a 5 minutos. Se procedió a 2 rondas 

de lavado con RPMI 2% SFB y centrifugado a 1500 rpm. Luego de resuspender las 

células en 2 ml de buffer MACS y filtrar con malla 80 µm, se contó dilución 1/200 de la 

suspensión celular en Turk, llevándose a una concentración de 80 x 106 cél/ml. Una vez 

marcados con respectivos anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11c, se procedió a la 

recuperación de células por cell sorting FacsAriaII (BD Biosciences) que cumplían los 

requerimientos (tamaño, granularidad, singuletes, CD4+CD8-CD11c- o CD8+CD4-

CD11c-) con una pureza mayor al 90%. 

WESTERN BLOT 

Para el análisis de la expresión proteica de TLR3, células B16-GFP fueron 

recuperadas por cell sorting de tumores PBS y pAU en ratones wt e IFNAR1-/-, luego de 

recibir 2 dosis de tratamiento (día 15 p.i.; n=5/grupo). A continuación, se lavaron y lisaron 

sobre hielo por 20 min en solución de lisis (Tris-HCl 62.5 mM (pH 6.8), SDS 2% p/v, 

glycerol 10%, DTT 50 mM, y Azul de bromofenol 0.01% p/v). Estas suspensiones fueron 

calentadas a 100ºC por 5 min. Las proteínas en el lisado celular se separaron por SDS-

PAGE al 10% y luego fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad). Las 

membranas se bloquearon durante 2 hs a 37ᵒC en buffer bloqueante (TBS conteniendo 

5% de leche descremada más 0,1% de Tween 20) y luego se incubaron toda la noche a 

4ᵒC con anticuerpos primarios anti-TLR3 de ratón (clon 40C1285, Abcam). Las 

membranas se lavaron con TBS-0,1% Tween 20 y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios correspondientes conjugados a la peroxidasa del rábano (cell signaling). La 

inmunodetección se realizó con un kit de Western Blot Chemiluminescence (Amersham 

Bioscience, Piscataway, NJ) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.  

Para determinar la igualdad en la carga proteica, las mismas membranas fueron 

utilizadas midiendo la expresión de β-actina (Cell signaling). Las membranas 

posteriormente, se incubaron con anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a la enzima 

peroxidasa del rábano (Cell Signaling). La inmunodetección se realizó como se describió 

anteriormente.  

MICROARREGLO DE PROTEÍNAS (PROTEIN ARRAY)  

Para el estudio de la producción de citocinas/quimiocinas, se obtuvieron y 

purificaron mediante cell sorting células CD45+ CD11b+ infiltrantes de tumores PBS o 

pAU (pool de 5 ratones por grupo). Sin posterior estímulo o con 24hs de estimulación 0,1 

µg/ml de LPS, las células se homogeneizaron en el buffer de lisis celular 1X que contiene 
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inhibidores de la proteasa (Promega) y se emplearon 200 µg de proteína. La expresión de 

25 quimiocinas de ratón se determinó utilizando el Proteome Profiler Mouse Chemokine 

Array Kit (R&D Systems, Inc.) según las instrucciones del fabricante. Las imágenes 

digitales fueron capturados y cuantificadas usando el programa Image Studio 3.1 (LI-

COR Biosciences) y la abundancia relativa de proteína se normalizó a las controles de 

carga internos. 
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