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ACK: del inglés ammonium-chloride-potassium (cloruro de amonio-potasio) 

ANOVA: del inglés, Analysis of Variance (Análisis de la varianza).  

Bcl-2: del inglés, B-cell lymphoma 2 (Linfoma de células B 2).  

CAR: del inglés, Chimeric antigen receptor (Receptor de antígeno quimérico).  

CCL: del inglés, CC chemokine ligands (ligandos de quimioquinas CC). 

CD: del inglés, Cluster of Differentiation (Grupo de diferenciación).  

CDK: del inglés, cyclin dependent kinase (quinasas dependientes de ciclinas). 

CDKi: del inglés, cyclin dependent kinase inhibitor (inhibidores de quinasas dependientes de 

ciclinas). 

cGAS: del inglés, cyclic GMP-AMP synthase (sintetasa de GMP–AMP cíclico). 

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad. 

CMSP: células mononucleares de sangre periférica.  

CPA: célula presentadora de antígeno. 

CPM: cuentas por minuto. 

CTLA-4: del inglés, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (antígeno 4 asociado a linfocitos T 

citotóxicos). 

CXCL: del inglés, chemokine (CXC motif) ligand (ligandos de quimioquinas con motivos CXC). 

DDIS: del inglés, DNA damage induced senescence (senescencia inducida por daño al ADN). 

DDR: del inglés, DNA damage response (respuesta de daño al ADN). 

DMEM/F12: del inglés, Dulbecco's modified Eagle's medium/Ham's F12  

EEM: error estándar de la media.  

ELISA: del inglés, enzyme-linked immunosorbent assay (ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas). 

ELISPOT: del inglés, enzyme-linked immunospot (ensayo por inmunoadsorción ligado a 

enzimas de puntos). 

FasL: del inglés, Fas Ligand (Ligando de Fas).  

FDA: del inglés, US Food and Drug Administration (Administración de alimentos y 

medicamentos).  

FOXP3: del inglés, Forkhead box P3.  

GM-CSF: del inglés, granulocyte macrophage colony-stimulating factor (factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos). 

h: hora/s.  

HMGB-1: del inglés, High Mobility Group Box 1.  

HUVEC: del inglés, human umbilical vein endothelial cells (células endoteliales de la vena de 

cordón umbilical humano). 

IFN: Interferón.  

IL: interleuquina. 

IRF3: del inglés, interferon regulatory factor 3 (factor regulador del interferón 3). 

Abreviaturas 
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iTRAQ: del inglés, isobaric tags for relative and absolute quantitation (etiquetas isobáricas para 

cuantificación absoluta y relativa). 

Jak: del inglés, Janus kinase (Janus quinasa). 

LIF: del inglés, leukemia inhbitor factor (factor inhibidor de leucemia). 

MAPKs: del inglés, mitogen-activated protein kinases (proteínas quinasas activadas por 

mitógenos). 

MC: medio condicionado. 

MDSC: del inglés, myeloid derived supressor cell (célula supresora mieloide). 

min: minuto/s. 

MMP: del inglés, matrix metalloproteinases (metaloproteinasas de matriz). 

MPA: del inglés, medroxiprogesterone acetate (acetato de medroxiprogesterona). 

NCI: del inglés, National Cancer Institute (Instituto Nacional del Cáncer) 

NF-κB: del inglés, nuclear factor κB (factor nuclear κB). 

NK: del inglés, natural killer  (asesinas naturales).  

NKG2D: del inglés, Natural-killer group 2, member D (receptor de asesinas naturales del grupo 

2, miembro D).  

n.s.: no significativo. 

OCT: del inglés, optimal cutting temperature compound (compuesto de temperatura óptima de 

corte) 

OIS: del inglés, oncogene induced senescence (senescencia inducida por oncogenes). 

OIIS: del inglés, oncogene inhibition induced senescence (senescencia inducida por inhibición 

de oncogenes). 

OVA: ovoalbúmina.  

pb: pares de bases. 

PBS: del inglés phosphate buffered saline (buffer fosfato salino). 

PCR: del inglés, polimerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa). 

PD-1: del inglés, Programed Cell Death Protein 1 (Proteína de muerte celular programada 1).  

PD-L1: del inglés, PD-1 Ligand 1 (Ligando 1 de PD-1).  

PIAS: del inglés, protein inhibitor of activated Stat (proteína inhibidora de Stats activadas). 

RPMI: del inglés, Roswell Park Memorial Institute medium 

SA-β-Gal: del inglés, senescence associated β-galactosidase (galactosidasa asociada a 

senescencia). 

SAB: seroalbúmina bovina. 

SASP: del inglés, senescence associated secretory phenotype (fenotipo secretor asociado a 

senescencia). 

SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio. 

SFB: suero fetal bovino. 

SFBch: Suero fetal bovino libre de esteroides por adsorción con carbón activado o 

charcolizado. 

siRNA: del inglés, small interfering RNA (RNA corto de interferencia). 
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SOCS: del inglés, suppressor of cytokine signaling (proteína supresora de la señalización de 

citoquinas). 

Stat: del inglés, signal transducer and activator of transcription (transductor de señales y 

activador de la transcripción). 

STING: del inglés, stimulator of interferón genes (estimulador de genes de IFN). 

TCR: del inglés, T-cell receptor (Receptor de las células T).  

TCGA: del inglés, The Cancer Genome Atlas (Atlas del Genoma del Cáncer). 

TGFβ: del inglés, transforming growth factor β (Factor de crecimiento transformante β).  

Th: del inglés, T helper (T colaborador).  

TNFα: del inglés, Tumor Necrosis Factor α (Factor de necrosis tumoral α). 

Treg: T reguladores. 

VEGF: del inglés, Vascular-endotelial growth factor (Factor de crecimiento vascular-endotelial). 

WB: del inglés, Western Blot. 
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Senescencia e inmunoterapia por inactivación de Stat3 en cáncer 

 

La proteína transductora de la señal y activadora de la transcripción 3 

(Stat3) se encuentra frecuentemente activada en diversos tipos de cánceres, 

incluyendo el de mama y melanoma, donde conduce la proliferación, 

supervivencia e invasión de las células tumorales y a la vez suprime la 

inmunidad antitumoral. En esta Tesis demostramos que el silenciamiento de 

Stat3 en células tumorales induce senescencia celular por un mecanismo poco 

descripto, denominado senescencia inducida por inactivación de oncogenes. 

Dicha senescencia ocurre solo en células tumorales murinas y humanas que 

poseen activación constitutiva de Stat3, indicando que son adictas a este 

oncogén. Una característica de las células senescentes es que, a pesar de que 

no proliferan, se encuentran metabólicamente activas y desarrollan un fenotipo 

secretor asociado a senescencia (SASP). En función de las características 

celulares, del  inductor de senescencia y del microambiente, el SASP puede 

promover o suprimir el desarrollo de tumores. Observamos que el SASP, 

inducido por silenciamiento de Stat3 (SASP-siStat3), tiene la capacidad de 

modular la activación y diferenciación de linfocitos T, de inhibir la migración y 

proliferación de células tumorales y no poseer actividad angiogénica in vitro. 

Además, comprobamos que la administración del SASP-siStat3, junto con 

células tumorales irradiadas en ratones portadores de tumor, induce una 

respuesta inmune antitumoral contra cáncer de mama y melanoma. Asimismo, 

la administración simultánea de esta inmunoterapia con un anticuerpo dirigido 

al punto de control inmunológico PD-1, produce un efecto antitumoral sinérgico 

contra melanoma. El efecto sinérgico se debe a que la inmunoterapia basada 

en el SASP-siStat3 activa linfocitos T CD4+ y células NK, mientras que el 

anticuerpo anti-PD-1 activa linfocitos T CD8+. La caracterización del SASP-

siStat3, mediante arreglos de anticuerpos y proteómica cuantitativa, reveló que 

su composición difiere del SASP asociado a otros tipos de senescencia que 

suelen tener efector protumorales. Además, identificamos que la quimioquina 

CXC 10 (CXCL10), los ligandos de quimioquinas 2 y 5 (CCL2 y CCL5) y la 

interleuquina 15 (IL-15) son mediadores importantes de la actividad 

Resumen 
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inmunoestimuladora del SASP-siStat3. En esta Tesis, nos valimos del efecto 

paracrino que se produce por la senescencia inducida por inhibición de Stat3 

para promover una respuesta inmune antitumoral y diseñar una inmunoterapia. 

Nuestros resultados resaltan la importancia de clasificar a los tumores de 

acuerdo a sus niveles de activación de Stat3, puesto que dichos pacientes 

podrían beneficiarse con una terapia dirigida a Stat3 junto con 

quimio/radioterapia o inhibidores de puntos de control inmunológicos. 

 

Palabras clave: Stat3, senescencia, inmunoterapia. 
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Senescence and immunotherapy mediated by Stat3 inactivation in cancer 

 

Signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3) is a signaling 

convergence node of multiple oncogenic pathways and is frequently activated in 

various types of cancers, including breast cancer and melanoma. Persistent 

activation of Stat3 leads to proliferation, survival and invasion of tumor cells, 

while suppressing the antitumor immunity. In this thesis we demonstrated that 

blockade of Stat3 induces cellular senescence by a mechanism called 

senescence induced by oncogene inactivation. Senescence induction occurs 

only in murine and human tumor cells that exhibit constitutive activation of 

Stat3, indicating that they are addicted to this oncogene. Depending on the 

characteristic of cell type, senescence-induced insult and microenvironment, the 

SASP can either promote or suppress the development of tumors. We observed 

that the SASP induced by Stat3 silencing (SASP-siStat3), has the ability to 

modulate the activation and differentiation of T lymphocytes, to inhibit the 

migration and proliferation of tumor cells and to not promote angiogenesis in 

vitro. Administration of SASP-siStat3 together with irradiated cells in tumor-

bearing mice induces an anti-tumor immune response against breast cancer 

and melanoma. In addition, simultaneous administration of this immunotherapy 

with an antibody against the immune checkpoint, PD-1, produces a synergistic 

antitumor effect against melanoma. The synergistic effect is due to the fact that 

the immunotherapy based on SASP-siStat3 activates CD4+ T lymphocytes and 

NK cells, while the anti-PD-1 antibody activates CD8+ T lymphocytes. The 

characterization of SASP-siStat3 by protein antibody arrays and quantitative 

proteomics revealed that its composition differs from SASP associated with 

other types of senescence that usually promote tumorigenesis. In addition, we 

identified that C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10), C-C Motif Chemokine 

Ligand 2 and 5 (CCL2 and CCL5) and interleukin 15 (IL-15) are important 

mediators of the immunostimulatory activity of SASP-siStat3. In this thesis, we 

take advantage of the paracrine effect emerged upon senescence induced by 

Stat3 inhibition, to promote an antitumor immune response and design an 

immunotherapy. Our findings highlight the potential benefit of patient`s 

Abstract 
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stratification according to tumor Stat3 activation, to selectively undergo a Stat3-

blocking protocol along with chemo/radiotherapy or immune checkpoint inhibitor 

treatment. 

 

Key words: Stat3, senescence, immunotherapy. 
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1. CÁNCER 

Las enfermedades neoplásicas (de neoplasia: crecimiento nuevo no 

controlado de tejido) son un conjunto de patologías que poseen características 

muy diferentes entre sí, mostrando una dinámica y agresividad variada de 

acuerdo al origen histológico de cada tipo de cáncer y a cada individuo. Sin 

embargo, todos los tipos de cánceres tienen una característica común: células 

propias del organismo pierden el control de los mecanismos que regulan la 

división celular y por lo tanto proliferan excesivamente y pueden invadir otros 

tejidos. Esta división celular sin control puede formar masas sólidas llamadas 

tumores. Adicionalmente, las células tumorales pueden desprenderse del tumor 

original o primario, y formar tumores secundarios en nuevos tejidos, lo cual se 

conoce como metástasis, siendo ésta la principal causa de muerte en pacientes 

con cáncer  (National Cancer Institute, USA, https://www.cancer.gov/; 

Organización Mundial de la Salud, http://www.who.int/es/) 

La genética de un individuo puede predisponer para ciertos tipos de 

cánceres; sin embargo, es la interacción entre el genoma y factores 

ambientales lo que finalmente puede llevar a una célula a transformarse en 

cancerígena. Finalmente la manifestación del cáncer dependerá además de la 

interacción de las células tumorales con el sistema inmune del individuo. 

Existen más de 100 tipos de cánceres, cada uno con características muy 

diferentes entre sí. Usualmente se clasifican en base al órgano, tejido o célula a 

partir del cual se han originado. Los carcinomas son el tipo de cáncer maligno 

más común y se origina en células epiteliales, apareciendo en órganos tales 

como mama, colon y pulmón. Los sarcomas se originan en huesos y tejidos 

blandos como músculo y grasa, como así también en vasos sanguíneos y 

linfáticos. Los melanomas surgen en la piel a partir de los melanocitos o en 

otros tejidos pigmentados como en los ojos. Entre los tipos de cáncer malignos 

que no forman tumores sólidos se encuentran las leucemias, en las cuales las 

células cancerosas son leucocitos generados en médula ósea, los linfomas, 

que comienzan en linfocitos T o B, y el mieloma múltiple, en el cual las células 

cancerígenas son células plasmáticas que suelen localizarse en los huesos 

(National Cancer Institute, USA. https://www.cancer.gov/). 

Introducción 

https://www.cancer.gov/
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El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a 

nivel mundial. La Argentina se encuentra dentro del rango de países con 

incidencia de cáncer media-alta. En nuestro país el cáncer de mama es el de 

mayor incidencia, con 18.700 nuevos casos al año (que corresponden a un 

18% del total de cánceres y 36% del total en mujeres), seguido del cáncer 

colorectal, de pulmón y próstata, siendo este último el de mayor incidencia en 

hombres (20,4% del total). En cuanto a la mortalidad, los tumores registran el 

20% del total de defunciones que se producen por año, siendo el cáncer de 

pulmón el de mayor índice de mortalidad en hombres y el cáncer de mama en 

mujeres (GLOBOCAN, 2012 http://globocan.iarc.fr/Default.aspx; Instituto 

Nacional del Cáncer, Argentina http://msal.gov.ar/inc/). En particular, en esta 

Tesis nos centramos en el estudio del cáncer de mama y melanoma, que se 

describen con detalle a continuación. 

 

1.1 CÁNCER DE MAMA 

El cáncer de mama es una enfermedad con una altísima incidencia, 

siendo el tipo de cáncer más frecuente en la mujer en el mundo entero y la 

segunda causa de muerte por cáncer, luego del cáncer de pulmón. De acuerdo 

con los datos oficiales, en Argentina se estima que 18.712 mujeres son 

diagnosticadas con cáncer de mama por año. El Ministerio de Salud de la 

Nación, reportó que la mortalidad anual por cáncer de mama en Argentina 

asciende a 18,31 casos por cada 100.000 mujeres, significando esto alrededor 

de 5.417 muertes por año por esta enfermedad (Instituto Nacional del Cáncer, 

Argentina, http://msal.gov.ar/inc/). Por su parte, el Instituto Nacional del Cáncer 

de Estados Unidos (NCI, del inglés National Cancer Institute) estima que a una 

de cada ocho mujeres que viva hasta los 85 años se le diagnosticará cáncer de 

mama durante su vida.  

El diagnóstico del cáncer de mama se lleva a cabo por estudios 

histopatológicos que incluyen la determinación en la biopsia del tumor del 

paciente de los receptores de estrógeno y progesterona y la sobreexpresión del 

receptor tirosina quinasa ErbB2/HER2 en la membrana de las células 

tumorales por inmunohistoquímica. Eventualmente también se realiza la 

determinación de la amplificación génica del her2 por hibridización in situ con 

fluorescencia o con cromógenos. También los cánceres se clasifican en 
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estadios clínicos de I a IV teniendo en cuenta el tamaño tumoral, compromiso 

ganglionar y metástasis a distancia (National Cancer Institute, USA. 

https://www.cancer.gov/). Es así que la sobrevida a cinco años es del 83,8% 

cuando se detectan metástasis ganglionares al diagnóstico y solo del  22,3% 

cuando las metástasis son a distancia (Maxmen, 2012). A partir del diagnóstico 

histopatológico y el estadio clínico, se siguen distintos tratamientos como 

cirugía, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal o terapias dirigidas contra 

blancos específicos. 

Los tumores con sobreexpresión/amplificación del ErbB-2, llamados 

ErbB-2+, afectan al 15-20% de los pacientes con cáncer de mama y son 

tratados con trastuzumab, anticuerpo monoclonal anti ErbB-2, como primera 

línea junto con quimioterapia. Sin embargo, hasta el 42% de los pacientes 

tratados con trastuzumab en neoadyuvancia y el 27% de los pacientes tratados 

con trastuzumab en adyuvancia experimentan progresión de la enfermedad 

(Gianni et al., 2014; Perez et al., 2014). El otro tipo de cáncer de mama con 

baja sobrevida se conoce como cáncer de mama triple negativo y refiere a un 

subgrupo de tumores (15-20%) que no expresa niveles clínicamente 

significativos de receptores de estrógeno y progesterona, y carecen de 

sobreexpresión/amplificación del ErbB-2. Comparado con otros tipos de 

cánceres de mama, el cáncer de mama triple negativo afecta a mujeres más 

jóvenes, tiene peor pronóstico (sobrevida libre de enfermedad de 40-60% a  5 

años) y el tratamiento se ve limitado a quimioterapia (Maxmen, 2012). 

Particularmente, los subtipos de cáncer de mama ErbB2+ y triple negativo, 

tienen un peor pronóstico en comparación con los subtipos que expresan 

recetores hormonales, llamados luminal A y B (Perou et al., 2000; Wallden et 

al., 2015). Por eso es importante conocer los mecanismos que promueven la 

proliferación tumoral de estos subtipos más agresivos, e investigar terapias 

innovadoras para poder ofrecer alternativas terapéuticas a los pacientes 

afectados con estos tipos de tumores.  

 

1.2. MELANOMA 

El melanoma es un tipo de cáncer de piel muy agresivo del cual se 

reportan alrededor de 200.000 nuevos casos al año  en el mundo y alrededor 

https://www.cancer.gov/
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de 46.000 muertes. El 85% de los casos se reportan en países desarrollados, 

donde el melanoma está en el 6º lugar de los cánceres más frecuentemente 

diagnosticados (Erdmann et al., 2013). La remoción quirúrgica del melanoma 

temprano lleva a altas tasas de cura, mientras que los melanomas avanzados 

tienen un comportamiento muy agresivo con presencia de metástasis y con 

resistencia intrínseca a quimioterapia. La sobrevida a 5 años de los estadios III 

y IV rondan entre 10-50%. Sin embargo existen tratamientos dirigidos al 

genotipo que presenta el melanoma, que resultan en una respuesta parcial. 

Aproximadamente el 50% de los melanomas tienen mutaciones activadoras de 

BRAF que producen la activación constitutiva y sostenida de la vía de proteínas 

quinasas activadas por mitógenos (MAPK, del inglés mitogen-activated protein 

kinases) y promueven la supervivencia y proliferación de las células tumorales 

(Ascierto et al., 2012; Hall & Kudchadkar, 2014). Mientras que la inhibición 

selectiva de esta vía ofrece un enfoque de medicina de precisión para tratar el 

melanoma, la introducción de la inmunoterapia ha mejorado drásticamente la 

supervivencia de estos pacientes, independientemente del estado de BRAF. El 

tratamiento con inhibidores del punto de control inmunitario (descriptos en 

detalle más adelante en esta Tesis) mejora el resultado clínico en pacientes 

con melanoma avanzado, pero una fracción muy baja de los pacientes se 

benefician con dicha terapia (Sharma et al., 2017). Consecuentemente, tanto la 

búsqueda de biomarcadores que identifican con precisión a los pacientes que 

pueden beneficiarse de la inmunoterapia como los enfoques para aumentar la 

eficacia de la misma siguen siendo áreas importantes de investigación.  

 

1.3 CARACTERÍSTICAS DEL CÁNCER 

A pesar de que los distintos tipos de cáncer son muy diferentes entre sí, 

existen ciertas características de las células tumorales que suelen ser comunes 

a todos los tipos (Hanahan & Weinberg, 2011). En la Figura 1, se representan 

las 10 características del cáncer (hallmarks of cancer) acordadas en el año 

2011. Probablemente la más conocida de ellas es la señalización sostenida 

de la proliferación (Hanahan & Weinberg, 2011). En las células tumorales los 

mecanismos moleculares que controlan la proliferación celular se encuentran 

desregulados. Para proliferar de forma exacerbada las células tumorales deben 
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ser capaces de promover la evasión de supresores de crecimiento. Estos 

mecanismos dependen de los ―genes supresores de tumores‖, como por 

ejemplo el gen que codifica a la proteína TP53, el cual es el gen más 

frecuentemente mutado en cáncer. Por otro lado, las células tumorales pueden 

ser muy resistentes a la muerte celular debido al incremento de la expresión 

de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Asimismo, un alto número de divisiones celulares puede llevar a un 

acortamiento crítico de sus telómeros, lo cual resulta en la activación de la 

maquinaria de reparación de ADN y el arresto del ciclo celular. Sin embargo, en 

las células tumorales una elevada expresión de la enzima telomerasa les 

permite mantener la longitud de los telómeros y así asegurar su inmortalidad 

replicativa (Blasco, 2005). Además de adquirir todas estas características 

distintivas que les permiten proliferar indefinidamente, las células cancerígenas 

promueven la inducción de angiogénesis, es decir, la formación de nuevos 

vasos sanguíneos para irrigar y nutrir al tejido tumoral. Las células tumorales 

también suelen reprogramar su metabolismo energético para poder 

adaptarse a las condiciones que exigentes que se generan en el microambiente 

tumoral, centrándose en la glicólisis por sobre la fosforilación oxidativa. Por 

último, como se mencionó anteriormente, los tumores malignos son capaces de 

invadir y metastatizar otros tejidos. Para ello, las células tumorales pierden 

sus uniones adherentes y producen enzimas que degradan la matriz 

extracelular, lo cual les permite abandonar el tumor primario e ingresar al 

torrente sanguíneo o a los vasos linfáticos. Todas estas características clásicas 

del cáncer son adquiridas a través de inestabilidad genómica y mutaciones, 

que permiten su dominancia en el tejido de origen. Por otro lado, los tumores 

también pueden producir inflamación promovida por el tumor, que  favorece 

el proceso de tumorigénesis (Grivennikov et al., 2010). Asimismo, los tumores 

adquieren ventajas que les permiten evadir el ataque del sistema inmune, 

escapando a su destrucción y creciendo hasta el punto de resultar perjudiciales 

para el paciente (Schreiber et al., 2011). A continuación, describiremos en 

mayor detalle la interacción entre el tumor y el sistema inmune, para entender 

este proceso.  
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Figura 1. Características del cáncer (Hallmarks of cancer). Hanahan y Weinberg 

sugieren que la mayoría de los tumores han adquirido el mismo conjunto de 

capacidades funcionales durante su desarrollo, aunque a través de distintas 

estrategias. Adaptado de Hanahan & Weinberg, Cell 2011. 

 

2. INMUNIDAD TUMORAL 

Como una breve introducción, se considera clásicamente que el sistema 

inmune está compuesto por los sistemas innato y adaptativo, aunque esto es 

una simplificación, ya que ambos tienen funciones superpuestas y están 

íntimamente relacionados. El sistema inmune innato incluye a las células 

dendríticas, células asesinas naturales (NK, del inglés natural killer), 

macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos y mastocitos. Las células 

inmunes innatas no requieren estimulación previa por antígenos y actúan como 

primera línea de defensa contra antígenos extraños. El sistema inmune 

adaptativo incluye a los linfocitos B, linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ y 

requiere la presentación de antígenos por parte de las células presentadoras 

de antígeno (CPA) para su activación. El sistema inmunitario adaptativo genera 

linfocitos T y B específicos de antígeno. 

 Para explicar la interacción entre las células tumorales y el sistema 

inmune, se ha desarrollado una teoría que se denomina ―inmunoedición del 

cáncer‖ (Dunn et al., 2004). Un experimento clave demostró que tumores 
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inducidos en ratones inmunodeficientes eran más inmunogénicos que aquellos 

generados en ratones inmunocompetentes, indicando que los animales que 

poseían un sistema inmune intacto eliminaban aquellos clones de células 

tumorales altamente antigénicos (Shankaran et al., 2001). La teoría postula tres 

etapas diferentes de la respuesta inmune contra los tumores: eliminación, 

equilibrio y escape. Durante la etapa de eliminación el sistema inmune se 

encarga de detectar focos de células tumorales y destruirlos a través de 

mecanismos que incluyen a la inmunidad innata y adaptativa. Algunas 

variantes de células tumorales que han sobrevivido a la eliminación pueden 

entrar en la etapa de equilibrio. En esta fase la inmunidad adaptativa y el foco 

neoplásico entran en un balance dinámico que puede durar años, en el cual la 

respuesta inmune contiene a las células tumorales pero sin lograr erradicarlas 

(Schreiber et al., 2011). La presión selectiva a la que son sometidas las células 

cancerígenas puede también favorecer la generación de mutantes que de 

alguna forma son capaces de evadir el reconocimiento y la destrucción por 

parte del sistema inmune. En este caso el foco neoplásico avanza a la tercera 

etapa conocida como escape. En esta fase, las células cancerígenas que han 

logrado evadir al sistema inmune emergen como un tumor detectable y en 

crecimiento progresivo. El escape puede ocurrir a través de diferentes 

mecanismos que en general involucran la pérdida de inmunogenicidad por 

parte de las células cancerígenas y/o la generación de un microambiente 

inmunosupresor (Schreiber et al., 2011). 

 

2.1 EFECTORES DE LA INMUNIDAD ANTITUMORAL 

 

Células de la inmunidad innata 

Uno de los mecanismos efectores antitumorales más efectivos de la 

respuesta inmune innata es la activación de las células NK. Estas células 

inducen la muerte de las células blanco por apoptosis mediante dos tipos de 

mecanismos. En el primero, las células NK reconocen y movilizan sus gránulos 

secretorios hacia la sinapsis inmunológica, contactando con las células blanco. 

Estos gránulos contienen diferentes componentes que participan en el 

mecanismo citotóxico, como la granzima B, capaz de activar caspasas, y la 
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perforina, capaz de desestabilizar la membrana plasmática. El complejo de 

granzima B junto a la perforina accede al citosol de la célula blanco y activa al 

sistema de caspasas que induce la muerte por apoptosis (Barry & Bleackley, 

2002). CD107a es una molécula asociada a gránulos de granzimas y perforinas 

que queda expuesta en la superficie cuando estos son liberados y se utiliza 

como un marcador de degranulación (Anfossi et al., 2006). El segundo proceso 

involucra miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF)-α tales 

como el ligando de Fas (FasL). Una vez activadas, las células NK comienzan a 

expresar FasL en su superficie, lo que les permite unirse a diversas células que 

expresan su receptor CD95 (Fas). La interacción entre Fas y FasL induce la 

trimerización de Fas en la célula blanco promoviendo el reclutamiento de 

proteínas al dominio de muerte de Fas que desencadenan una cascada de 

activación de caspasas que conduce a la apoptosis de la célula blanco. Por 

otro lado, las células NK pueden lisar células tumorales o células infectadas 

con virus que no expresan moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH) de clase I (Cooper et al., 2001). Para identificar a la 

célula blanco, las células NK poseen diferentes tipos de receptores con función 

de reconocimiento de moléculas en las células blanco y en consecuencia se 

activa la maquinaria citolítica y/o secretora de estas células. A su vez, existe 

otro tipo de receptores en las células NK cuya función es inhibitoria. En 

consecuencia hoy se conoce que la actividad citotóxica de las células NK se 

encuentra finamente regulada por la integración de las señales inhibitorias y 

activadoras procedentes de sus receptores de superficie. La unión de 

receptores activadores a moléculas de membrana de células blanco no sólo 

desencadena la citotoxicidad sino que también promueve la producción de 

citoquinas, la migración de las células NK, su activación y su proliferación. Hoy 

en día se sabe que las células NK poseen no sólo funciones efectoras 

citotóxicas contra los tumores, sino que además tienen un rol 

inmunoregulatorio, ya que promueven la activación de células dendríticas y su 

producción de citoquinas proinflamatorias, lo que en definitiva estimula 

respuestas de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Cooper et al., 2004; Moretta, 2002; 

Newman & Riley, 2007; Ziblat et al., 2017). Esto hace a las células NK muy 

atractivas en los estudios tendientes al desarrollo de inmunoterapias para el 
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tratamiento del cáncer, ya que son capaces de perfilar la respuesta inmune 

adaptativa antitumoral y destruir células transformadas. 

Las células innatas como los macrófagos y neutrófilos pueden poseer 

tanto funciones protumorales como antitumorales. Bajo la influencia de IFNγ y 

TNFα los macrófagos y neutrófilos pueden adoptar los fenotipos antitumorales 

M1 y N1, respectivamente (Biswas & Mantovani, 2010; Grivennikov et al., 

2010). Los macrófagos M1 pueden eliminar células tumorales mediante 

fagocitosis y son una fuente importante de IL-12, la cual promueve la 

diferenciación de linfocitos T CD8+ citotóxicos y linfocitos T CD4+ Th1 (Biswas 

& Mantovani, 2010; Grivennikov et al., 2010; Mosser & Edwards, 2008). En 

cuanto a los eosinófilos, un elevado infiltrado de estas células generalmente 

también se asocia a un efecto protector frente al cáncer (Reichman et al., 

2016). 

 

Linfocitos T 

Los linfocitos T CD4+ reconocen típicamente péptidos presentados por 

las moléculas del CMH clase II. Estas células desempeñan un papel central en 

el inicio y el mantenimiento de las respuestas inmunitarias adaptativas. Los 

linfocitos T CD4+ pueden tener una amplia variedad de funciones efectoras y se 

los denomina T ―helper‖ (Th) o ―colaboradores‖. Se ha demostrado que 

colaboran con los linfocitos B en la producción de anticuerpos, facilitando el 

cambio de isotipo y la maduración de la afinidad (Claman et al., 1966; 

Lanzavecchia, 1985). De forma similar, se demostró que los linfocitos T CD4+ 

colaboran con la activación, expansión de linfocitos T CD8+ y generación de 

células de memoria (Cassell & Forman, 1988; Janssen et al., 2003). Los 

linfocitos T CD4+ se pueden distinguir según las citoquinas que producen en 

linfocitos Th1, Th2 o Th17 o también se pueden distinguir por su capacidad 

para regular negativamente la función de otras células (linfocitos Treg) 

(Mosmann & Coffman, 1989; Sakaguchi et al., 2001). Las células T se 

diferencian hacia un perfil Th1 cuando las células dendríticas producen IL-12 

en ausencia de IL-4 o citoquinas inmunosupresoras (Sallusto, 2016; Zhu et al., 

2010). Los linfocitos Th1 se caracterizan por ser células productoras de IFN‐γ, 

IL-2 y linfotoxina‐β y son esenciales en la activación de una respuesta inmune 

mediada por células fagocíticas. Por el contrario, en la diferenciación hacia un 
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perfil Th2 es importante la presencia de IL‐4 y ausencia de IL‐12. Este perfil es 

característico de la respuesta a helmintos y alérgenos. Por último, los linfocitos 

Th17 se caracterizan por producir IL-17 (Steinman, 2007) y los factores claves 

involucrados en la generación de dichas células son TGF-β e IL-6, mientras 

que IL-23 es responsable de la estabilización y mantenimiento de las células. El 

perfil Th17 depende de factores de transcripción como Stat3 y RORγt (Korn et 

al., 2009). Las células Th17 actúan en infecciones por hongos y baterías 

extracelulares y son las responsables de perpetuar procesos autoinmunes e 

inflamatorios crónicos (McGeachy & Cua, 2008).  

Los linfocitos Th1 pueden promover la respuesta antitumoral mediando 

la activación de linfocitos T CD8+ como se mencionó previamente. Además, se 

ha demostrado que los linfocitos Th1, mediante la producción de IFN-γ pueden 

desencadenan una respuesta antitumoral mediada por macrófagos (Haabeth et 

al., 2011). Por otro lado, los linfocitos Th1 ayudan a reclutar células NK y 

macrófagos a los tumores, que favorecen la eliminación de los mismos 

(Corthay et al., 2005; Nishimura et al., 1999). Además, son capaces de producir 

grandes cantidades de IL-2, lo cual potencia la proliferación y la capacidad 

citotóxica de linfocitos T CD8+ (Luckheeram et al., 2012). El rol de los linfocitos 

Th17 en el cáncer depende del contexto (Bailey et al., 2014). La IL-17 

producida por estas células, puede activar linfocitos T CD8+ pero al mismo 

tiempo promover la angiogénesis.  

Los linfocitos T CD8+ reconocen típicamente péptidos presentados por 

las moléculas de CMH clase I. Dado que la mayoría de las células tumorales 

expresan moléculas de CMH clase I, se cree que el mecanismo que predomina 

en el rechazo tumoral es la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ (Hadrup 

et al., 2013). Sin embargo, como se describió anteriormente, los linfocitos T 

CD4+ tienen un rol muy importante en la inmunidad antitumoral. Los linfocitos T 

CD8+ ejercen su acción citotóxica a través de los mecanismos mencionados 

para las células NK, es decir la citotoxicidad mediada por perforinas y 

granzimas y expresión de ligandos de muerte celular. Luego de su activación, 

los linfocitos T pueden adoptar distintos fenotipos. Los linfocitos T efectores se 

caracterizan por la pérdida de la expresión de las moléculas CD62L y CCR7, 

las cuales son esenciales para migrar hacia órganos linfoides secundarios. Por 

otro lado, aumentan la expresión de CD44 y LFA-1, moléculas de adhesión que 
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les permiten ingresar a tejidos inflamados (Zhang & Bevan, 2011). Los linfocitos 

T efectores son una población de células con alto potencial citotóxico y 

capacidad de producir citoquinas inflamatorias. Se caracterizan por una 

elevada expresión de CD44 y baja expresión de CD62L. Son las principales 

encargadas de la destrucción de células infectadas o tumorales. Una vez que 

finaliza la respuesta, las células efectoras pueden persistir dando lugar a 

células de memoria que permanecen luego durante años. Se caracterizan por 

una elevada expresión de CD44 y CD62L, molécula de superficie que vuelve a 

expresarse y que les permite migrar a órganos linfoides. Estas células son 

capaces de dividirse periódicamente, gracias a la estimulación por IL-15 e IL-7 

(Cieri et al., 2013). 

 

Ciclo de la inmunidad frente al cáncer 

Las células dendríticas son componentes fundamentales de la respuesta 

inmune antitumoral ya que son las encargadas de promover la activación de la 

inmunidad adaptativa frente a antígenos tumorales. Junto a otras células del 

sistema inmune participan en un proceso conocido como el ciclo de la 

inmunidad frente al cáncer (Figura 2), el cual consta de siete etapas clásicas  

(Chen & Mellman, 2013). La primera etapa involucra la muerte inmunogénica 

de una célula tumoral, lo cual favorece la liberación de antígenos tumorales y 

patrones moleculares asociados a peligro (DAMP, del inglés danger associated 

molecular patterns) como la proteína la proteína de alta movilidad del grupo de 

caja 1 (HMGB-1, del inlgés high mobility group box 1 protein). En esta etapa, la 

muerte de la célula tumoral puede darse por la administración de un 

tratamiento como quimioterapia o radioterapia, o la acción de células 

citotóxicas como los linfocitos T CD8+ y las células NK, en colaboración con los 

linfocitos T CD4+. Los antígenos solubles liberados por células tumorales son 

transportados a los ganglios linfáticos a través de los vasos linfáticos. Estos 

antígenos pueden ser capturados por células dendríticas residentes en el 

ganglio a través de endocitosis, mientras que células dendríticas residentes de 

tejidos capturan antígenos directamente en el microambiente tumoral y luego 

migran a los ganglios. En la segunda etapa, las células dendríticas procesan 

los antígenos generando péptidos que se presentan en su superficie asociados 

a moléculas del CMH clase I, y que pueden ser reconocidos por el receptor de 
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célula T (TCR, del inglés T cell receptor) de linfocitos T CD8+ presentes en los 

ganglios linfáticos. En la tercera etapa la interacción CMH clase I-péptido/TCR 

constituye la primera señal que necesitan los linfocitos T CD8+ para activarse. 

La segunda señal necesaria la aportan las células dendríticas a través de la 

expresión de moléculas coestimulatorias, entre las cuales las más estudiadas 

son CD80 y CD86, que interaccionan con el receptor CD28 en linfocitos T 

CD8+. También son importantes otros receptores coestimulatorios en los 

linfocitos T CD8+, tales como OX-40, ICOS y 4-1BB, entre otros. La interacción 

entre las moléculas coestimulatorias CD28 y B7 es necesaria para la activación 

completa de linfocitos T, y  está estrechamente regulada por puntos de control 

inhibitorios para evitar daños colaterales y autoinmunidad. Uno de estos puntos 

de control inhibitorios es el antígeno 4 asociado a linfocitos T citotóxicos 

(CTLA-4) que se descubrió en la década de 1980 y se expresa en linfocitos T 

activados y en linfocitos Treg (Brunet et al., 1987). Numerosos trabajos de 

Allison y colaboradores, demostraron que CTLA-4 compite con CD28 por los 

ligandos B7 e inhibe la proliferación y la secreción de IL-2 por los linfocitos T 

(Krummel & Allison, 1995). Otro punto de control inhibitorio expresado en 

linfocitos T activados, es el receptor de muerte programada 1 (PD-1), que se 

clonó en 1992 (Ishida et al., 1992) y posteriormente se caracterizó su ligando 

PD-L1 (Dong et al., 1999; Freeman et al., 2000).  En la cuarta etapa, los 

linfocitos T CD8+  activados deben migrar del ganglio linfático a la zona del 

tumor por los vasos sanguíneos, mediante un proceso que está regulado por 

ciertas quimioquinas. En la quinta etapa, una vez que llegan a la vasculatura 

tumoral, los linfocitos T CD8+ deben extravasar, un proceso que es facilitado 

por el aumento en la expresión de selectinas e integrinas. En la sexta etapa, 

una vez en el microambiente tumoral, los linfocitos T CD8+ reconocen 

específicamente a través de su TCR a los antígenos tumorales unidos a 

moléculas del CMH I en la superficie de células tumorales. Por último, en la 

séptima etapa, los linfocitos T CD8+ desencadenan sus mecanismos 

citotóxicos, liberando sus gránulos de perforinas y granzimas o expresando 

FasL, lo que induce la muerte de las células tumorales. En este último paso, la 

lisis de las células tumorales produce la liberación de nuevos antígenos y 

DAMPs, lo cual lleva al inicio del ciclo nuevamente. Este proceso puede llevar a 

la destrucción de focos tumorales nacientes, a la destrucción de clones 
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tumorales inmunogénicos durante la fase de equilibrio, o a la eliminación de 

células tumorales durante la fase de escape en un intento por contener el 

crecimiento del tumor. 

 

 
 

Figura 2. El ciclo de la inmunidad frente al cáncer. La generación de inmunidad contra el 

cáncer es un proceso cíclico que se puede autopropagar, lo que lleva a una acumulación de 

factores inmunoestimulatorios o antitumorales que, en principio, deben amplificar y ampliar la 

respuesta de linfocitos T. El ciclo también se caracteriza por factores inhibidores o 

protumorales que conducen a mecanismos que pueden detener el desarrollo o limitar la 

inmunidad. Este ciclo se puede dividir en siete pasos principales, comenzando con la liberación 

de antígenos de la célula tumoral y terminando con la muerte de las células tumorales. CPA, 

células presentadoras de antígeno; LT, linfocitos T. Adaptado de Chen y colaboradores 2013. 

 

Como puede observarse en la Figura 2, cada etapa del ciclo de la 

inmunidad frente al cáncer, está regulada finamente por factores protumorales 

y antitumorales. El control de cada una de estas etapas, tiene su origen 

fisiológico en controlar la respuesta inmune y evitar fenómenos de 

autoinmunidad. Sin embargo, muchas veces las células tumorales aprovechan 

estos mecanismos de control para evadir al ataque de la respuesta inmune, ya 



25 
 

sea por inhibición de los factores antitumorales o favoreciendo la producción de 

factores protumorales. Una de las estrategias de los tumores para evadir la 

respuesta inmune antitumoral es la capacidad de expandir células del sistema 

inmune con funciones inmunosupresoras. Una de estas poblaciones son los 

linfocitos T regulatorios (Treg) que se caracterizan por una elevada expresión 

del factor de transcripción FOXP3, el cual está involucrado en la expresión de 

moléculas inmunoregulatorias, como TGFβ, IL-10 y CTLA-4 (Schmidt et al., 

2012; Speiser et al., 2016). Por otro lado, los tumores también pueden producir 

la expansión de células mieloides supresoras (MDSC, del inglés myeloid 

derived supresor cells) y macrófagos asociados a tumores. Las MDSCs 

suprimen la función de linfocitos T efectores a través de la expresión de 

moléculas inmunoregulatorias como IDO, arginasa-1, iNOS, TGFβ y PD-L1 

(Gabrilovich, 2017). Estos mismos mecanismos inmunoregulatorios son 

utilizados por los macrófagos asociados a tumores, aunque estos últimos 

también colaboran con el tumor produciendo grandes cantidades del factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y la quimioquina CCL22 (Ostuni et 

al., 2015). El conocimiento de las células y moléculas responsables de la 

inmunosupresión, ya sea mediada por células tumorales o del sistema inmune, 

ha llevado al desarrollo de distintas estrategias inmunoterapéuticas contra el 

cáncer, que se describen a continuación. 

 

2.2 INMUNOTERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA EL CÁNCER 

En la actualidad la inmunoterapia contra el cáncer se ha convertido en el 

quinto pilar del tratamiento del cáncer, complementando la cirugía, la 

quimioterapia, la radioterapia y las terapias dirigidas. La estimulación del 

sistema inmunológico para el tratamiento contra el cáncer tiene sus orígenes 

hacia finales del siglo XIX, gracias al cirujano y oncólogo William Coley, que 

utilizaba toxinas derivadas de bacterias Streptococcus erisipelas y Bacillus 

prodigiosus para el tratamiento de un tipo de sarcoma inoperable (Coley, 1893). 

A pesar de que no se conocían los mecanismos que llevaban a la eliminación 

del tumor, Coley postuló que la inflamación local producida por estas toxinas 

era capaz de activar la respuesta inmunológica y eliminar el tumor (Coley, 

1910). Estos primeros estudios sentaron las bases de lo que en la actualidad 

constituye una revolución en el tratamiento del cáncer. Las inmunoterapias 
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pueden dividirse en dos grandes grupos: pasivas y activas. La inmunoterapia 

pasiva consiste en el tratamiento con anticuerpos monoclonales, citoquinas o 

linfocitos que han sido activados ex vivo. Por otro lado, la inmunoterapia activa 

intenta estimular el sistema inmune in vivo mediante la vacunación con 

péptidos tumorales o células completas, con células dendríticas, o el 

tratamiento con anticuerpos dirigidos a puntos de control cruciales para la 

activación de los linfocitos T. Actualmente, existen cinco tipos distintos de 

inmunoterapias:  

1) Inmunoterapias basadas en células: complementan físicamente el 

sistema inmunitario de los pacientes con células inmunitarias. Estos incluyen 

los trasplantes de médula ósea y los trasplantes de células más sofisticados, 

como los linfocitos T que expresan un receptor de antígeno quimérico (CAR, 

del inglés chimeric antigen receptor). 

2) Inmunomoduladores: pueden actuar directamente sobre las células 

inmunitarias para promover la actividad contra el cáncer. La citoquina interferón 

α (IFN-α) fue el primer inmunomodulador aprobado por la FDA (del inglés, US 

Food and Drug Administration) en 1986 para el tratamiento de la leucemia.  

3) Vacunas: ayudan a educar o estimular al sistema inmunológico contra 

una potencial amenaza.  

4) Terapias basadas en anticuerpos monoclonales: pueden dirigirse 

directamente a las células tumorales u otras células/proteínas que ayudan a la 

supervivencia del tumor o bien a moléculas que inhiben el sistema inmune. El 

primer anticuerpo (anti-CD20, rituximab) se aprobó en 1997 para el tratamiento 

de linfoma. El primer inhibidor del punto de control inmunitario (anti-CTLA-4, 

ipilimumab) fue aprobado en 2011 para el tratamiento de melanoma avanzado. 

5) Virus oncolíticos: pueden modificarse para que infecten 

específicamente las células tumorales y produzcan su lisis, atrayendo al 

sistema inmunológico. El virus oncolítico T-Vec se aprobó para pacientes con 

melanoma avanzado en 2015. 

 

2.2.1 Inmunoterapias basadas en células 

La transferencia adoptiva de células consiste principalmente en el 

aislamiento y la expansión in vitro de linfocitos T específicos de tumores, 
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seguida de una infusión en el paciente con cáncer. Históricamente, el concepto 

de transferencia celular adoptiva se introdujo por primera vez cuando un 

artículo en 1964 demostró que la transferencia de linfocitos inmunes podría 

inhibir el crecimiento de un sarcoma de rata inducido por carcinógeno (Delorme 

& Alexander, 1964). Años más tarde, trabajos pioneros de Rosenberg y 

colaboradores, mejoraron la efectividad de la transferencia celular adoptiva 

mediante el uso de IL-2 recombinante, para inducir la estimulación y 

proliferación de los linfocitos T. Esta estrategia fue aprobada por la FDA para el 

tratamiento de cáncer renal metastásico en 1992 y de melanoma metastásico 

en 1998 (Rosenberg et al., 1986; Rosenberg et al., 1988; Rosenberg et al., 

2008). Por estos hallazgos, se considera al Dr. Rosenberg el ―padre‖ de la 

inmunoterapia basada en transferencia de células. Algunas metodologías se 

centran en la transferencia de células efectoras como linfocitos T CD4+ y CD8+ 

(Dudley et al., 2008; Muranski & Restifo, 2009); o en la transferencia de células 

genéticamente modificadas para que expresen un TCR antitumoral de alta 

afinidad, denominada terapia con células T CAR (Lauritzsen et al., 1993). Las 

terapias con células T CAR han demostrado buenos resultados en 

malignidades hematológicas, pero presentan efectos adversos (Smith et al., 

2016). Este tipo de terapia también se ha extendido al uso de células NK, ya 

que muestran una inmunidad rápida y potente contra las metástasis de tumores 

sólidos y malignidades hematológicas (Guillerey et al., 2016).  

 

2.2.2 Inmunomoduladores 

Muchos inmunomoduladores se pueden definir como inmunoterapias no 

específicas, ya que no están dirigidas contra una determinada célula o 

antígeno, sino que estimulan el sistema inmune de manera general. Algunas 

inmunoterapias no específicas se pueden administrar solas como tratamientos 

contra el cáncer o pueden ser utilizadas como adyuvantes para estimular el 

sistema inmune. Algunos ejemplos de este tipo de terapia aprobados por la 

FDA son: las citoquinas, como la IL-2, aprobada para tratar el cáncer avanzado 

de riñón y melanomas metastásicos; el IFN-α aprobado para el uso contra 

leucemias, linfoma no-Hodgkin, linfoma cutáneo de células T, melanomas, 

cáncer de riñón y sarcoma de Kaposi; el factor estimulante de colonias de 
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granulocitos y macrófagos (GM-CSF) se utiliza para aumentar el número de 

glóbulos blancos después de la quimioterapia. También se han aprobado 

numerosos fármacos que estimulan el sistema inmune de una manera 

inespecífica, al igual que las citoquinas, cómo la talidomida, que se utiliza como 

un tratamiento para el mieloma múltiple y algunos otros tipos de cáncer o el 

bacilo de Calmette-Guérin (BCG) que ayuda a activar el sistema inmune y se 

utiliza para tratar el cáncer de vejiga  (Green et al., 2015; Monjazeb et al., 

2012). 

 

2.2.3 Vacunas 

El objetivo de las vacunas antitumorales es intentar exponer a los 

pacientes a antígenos tumorales que pueden provocar una respuesta inmune 

antitumoral a través de la generación de anticuerpos y/o linfocitos T específicos 

para el tumor. Por otro lado, las vacunas antitumorales son atractivas porque 

de ser exitosas, la respuesta inmune desarrollada puede derivar en memoria 

inmunológica, proporcionando la capacidad para proteger en el futuro contra 

alguna recurrencia del tumor. En algunos casos de cánceres inducidos por 

virus (por ejemplo: papiloma humano, Hepatitis B y C, Epstein Barr), se 

desarrollaron vacunas contra antígenos virales del virus del papiloma humano 

de forma preventiva (Garland et al., 2007) o de forma terapéutica (Kenter et al., 

2009). Otras metodologías buscan mejorar la presentación antigénica al 

realizar transferencia de células dendríticas expuestas ex vivo a antígenos 

tumorales. Un ejemplo de este tipo de vacuna es Sipuleucel-T (Provenge®), la 

única vacuna antitumoral aprobada por la FDA hasta el momento. Esta vacuna 

se utiliza en pacientes con cáncer de próstata que no responden a la terapia 

hormonal y se basa en la exposición in vitro de células dendríticas 

diferenciadas del propio paciente al antígeno tumoral fosfatasa ácida prostática. 

Estas células dendríticas cargadas con el antígeno tumoral son inyectadas al 

paciente donde promueven el desarrollo de una respuesta inmune contra el 

cáncer de próstata. A pesar de que esta vacuna no erradica por completo a las 

células tumorales, ha mostrado cierta efectividad prolongando la supervivencia 

de los pacientes en varios meses (Gardner et al., 2012). Sipuleucel-T es una 

vacuna de células dendríticas, mientras que otros tipos de vacunas emplean 
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células tumorales muertas o antígenos tumorales seleccionados. Los ensayos 

de vacunas que utilizan múltiples neoantígenos específicos para el tumor de un 

paciente individual han mostrado resultados prometedores en ensayos clínicos 

(Kaiser, 2017). Otra estrategia inmunoterapéutica son las vacunas con células 

tumorales autólogas o alogeneicas, previamente irradiadas con el objetivo de 

que sean inocuas para el paciente. Un ejemplo de este tipo de vacunas es 

GVAX, que es una vacua de células enteras transfectadas para que expresen 

GM-CSF que ha demostrado una buena actividad terapéutica contra melanoma 

(Lipson et al., 2015). En nuestro país el grupo del Dr. Mordoh ha desarrollado 

vacunas contra melanoma basadas en la administración de células tumorales 

enteras irradiadas (Barrio et al., 2006) o en células dendríticas cargadas con 

células tumorales irradiadas (von Euw et al., 2008). Recientemente, 

demostraron que la vacuna de células de melanoma irradiadas CSF-470 junto 

con BCG y GM-CSF puede prolongar significativamente, con menor toxicidad, 

la sobrevida libre de metástasis a distancia en pacientes con melanoma, en 

comparación con pacientes tratados con dosis intermedias de IFN-α2b en un 

ensayo clínico de fase II (Mordoh et al., 2017). 

Un aspecto importante en la inmunoterapia basada en vacunas es el uso 

de adyuvantes para aumentar su inmunogenicidad y eficacia. Los adyuvantes 

pueden ser moléculas estimulatorias o sistemas de entrega de los antígenos 

tumorales, para favorecer la interacción entre los mismos y la CPA. 

 

2.2.4. Terapia con anticuerpos monoclonales 

Las terapias basadas en el uso de anticuerpos monoclonales en el 

tratamiento del cáncer se han consolidado como una de las estrategias 

terapéuticas más eficaces tanto para malignidades hematológicas como para 

tumores sólidos. Cuando el anticuerpo se une a su molécula blanco, puede 

desencadenar directamente apoptosis en la célula tumoral, o puede provocar 

una respuesta de células NK y macrófagos denominada citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos. Algunos ejemplos de anticuerpos monoclonales 

para el tratamiento del cáncer aprobados por la FDA son: trastuzumab 

(Herceptin®), que es un anticuerpo contra el receptor ErbB2, aprobado para el  

tratamiento del cáncer de mama;  bevacizumab (Avastin®), contra el factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) aprobado para el cáncer de colon, 
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glioblastoma y cáncer renal; y rituximab (Rituxan®), contra el CD20 aprobado 

para linfomas no-Hodgkin y leucemia linfocítica crónica (Scott et al., 2012). 

En el año 2011 se produjo una revolución en el tratamiento del cáncer 

debido a la aprobación de la FDA para el uso de inhibidores de puntos de 

control inmunitario. De hecho, en el año 2018 los doctores James P. Allison y 

Tasuku Honjo fueron galardonados con el Premio Nóbel en Medicina o 

Fisiología por su descubrimiento de las moléculas CTLA-4 y PD-1 

respectivamente. El proceso de activación de los linfocitos T implica la 

presentación de antígenos por medio de las moléculas de CMH en las CPA al 

TCR de los linfocitos T vírgenes. Como mencionamos, este proceso está 

finamente regulado por puntos de control inhibitorios. Como se describió 

previamente, uno de los puntos de control inmunitario es la molécula CTLA-4 y 

se ha demostrado que los anticuerpos bloqueantes de CTLA-4 funcionan como 

terapias antitumorales (Leach et al., 1996). En el año 2011, la FDA aprobó el 

ipilimumab, el primer inhibidor de punto de control CTLA-4 para el tratamiento 

de melanoma (Hodi et al., 2010; Robert et al., 2011). Otro punto de control 

expresado en linfocitos T activados es el PD-1. Los tumores pueden expresar 

su ligando, PD-L1, de forma inducible o constitutiva para evadir el ataque del 

sistema inmune. Se ha observado en ensayos clínicos, que los anticuerpos que 

bloquean la interacción PD-1 y PD-L1 pueden inducir la reactivación de 

linfocitos T en el tumor y que producen respuestas duraderas (Okazaki et al., 

2013; Zou et al., 2016). Esto condujo a la aprobación de dos anticuerpos anti-

PD1 (pembrolizumab y nivolumab) y un anticuerpo anti-PD-L1 (atezolimumab) 

para el tratamiento de melanoma avanzado, cáncer de pulmón, carcinoma de 

células renales, cáncer de cabeza y cuello, linfoma de Hodgkin y cáncer de 

vejiga. Recientemente, se han publicado los resultados de un ensayo clínico en 

fase III, donde demuestran que la combinación de atezolimumab con 

quimioterapia aumenta la sobrevida libre de progresión en pacientes con 

cáncer de mama triple negativo (Schmid et al., 2018). Actualmente hay más de 

diez anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-L1 en varias etapas de las pruebas 

clínicas en muchos tipos diferentes de tumores. 
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2.2.5. Virus oncolíticos  

Los virus oncolíticos son una terapia emergente contra el cáncer que se 

encuentra en la unión de la terapia biológica y la inmunoterapia. Estos virus 

están modificados genéticamente para carecer de virulencia contra las células 

normales, pero pueden invadir y lisar las células tumorales que han sacrificado 

muchas de sus defensas celulares antivirales normales para amplificar su 

potencial de crecimiento. La lisis es solo uno de los múltiples mecanismos 

implicados en la destrucción inducida por virus de las células tumorales, que 

sufren un ataque adicional por parte de un sistema inmunitario estimulado por 

una gran cantidad de antígenos tumorales liberados por la destrucción lítica 

(Choi et al., 2016). El primer virus oncolítico que fue aprobado por la FDA en 

2015 para tratar el melanoma avanzado es un virus herpes simplex-1 (HSV-1) 

denominado "T-Vec", modificado para expresar GM-CSF que estimula aún más 

la proliferación de células inmunitarias. T-VEC se inyecta directamente en 

áreas de melanoma que el cirujano no puede extirpar. Se están realizando 

ensayos clínicos con otros virus oncolíticos para el tratamiento de diferentes 

tipos de cáncer, y algunos de estos ensayos están combinados con otros tipos 

de terapias contra el cáncer (Raja et al., 2018). 

 

3 SENESCENCIA CELULAR 

En los últimos años, los avances realizados en la comprensión de la 

patología del cáncer han puesto en evidencia el rol de la senescencia como 

una barrera a la iniciación y progresión tumoral. En 1965, Leonard Hayflick 

describió por primera vez a la senescencia celular como el proceso en el cuál 

las células en cultivo dejan de replicarse (Hayflick, 1965). Hoy en día se sabe 

que la senescencia también puede ser inducida en células ―jóvenes‖. Es por 

eso que la senescencia generalmente, se divide entre senescencia replicativa o 

senescencia prematura que puede ser inducida por la activación aberrante de 

un oncogén (senescencia inducida por oncogenes u OIS, del inglés, oncogene 

induced senescence), exposición a fármacos quimioterapéuticos, estrés 

oxidativo, por pérdida de genes supresores de tumores o bien se ha descripto 

que también puede gatillarse por la inactivación de un oncogén necesario para 

la supervivencia de la célula. Actualmente, la senescencia se define como un 
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arresto estable del ciclo celular, que, como dijimos, puede ser desencadenada 

por distintos inductores.  

 

3.1 TIPOS DE SENESCENCIA 

 Como se mencionó, la senescencia es un mecanismo de arresto del 

ciclo celular, que tiene características comunes, pero puede ser inducida por 

distintos factores, que dan lugar a los siguientes tipos de senescencia: 

 

Senescencia replicativa: se refiere a la disminución del potencial de 

proliferación observado después de múltiples divisiones celulares que 

finalmente conduce a una detención total (Hayflick & Moorhead, 1961). El 

acortamiento de los telómeros como consecuencia de múltiples divisiones 

celulares en células no transformadas ha sido reconocido como el mediador de 

este tipo de senescencia (Sharpless & Sherr, 2015). 

 

Senescencia inducida por daño en el ADN: el daño irreparable en el ADN 

puede inducir senescencia o apoptosis, dependiendo de la magnitud del daño 

(Muñoz-Espín & Serrano, 2014). In vitro, se utilizan múltiples agentes que 

dañan el ADN para inducir este tipo de senescencia, incluidos la radiación 

(ionizante y UV) o múltiples fármacos (ver "senescencia inducida por terapia") 

(Muñoz-Espín & Serrano, 2014). 

 

Senescencia inducida por estrés oxidativo: productos oxidantes del 

metabolismo celular o agentes oxidativos conocidos (por ejemplo, H2O2) 

pueden causar senescencia (Hernandez-Segura et al., 2017). Aunque los 

agentes oxidantes ejercen su efecto en parte a través del daño del ADN, otros 

componentes y procesos celulares también se ven afectados. 

 

Senescencia inducida por terapia: múltiples fármacos anticancerígenos 

pueden inducir senescencia. Algunos (como bleomicina o doxorubicina) 

inducen daños en el ADN, mientras que otros pueden actuar a través de 

diferentes mecanismos, como la inhibición de quinasas dependientes de 



33 
 

ciclinas (CDK), como por ejemplo, abemaciclib y palbociclib (Petrova et al., 

2016). 

 

Senescencia paracrina: senescencia inducida por el secretoma producido por 

una célula senescente primaria (Juan Carlos Acosta et al., 2013). 

 

Senescencia inducida por oncogenes (OIS): la sobreexpresión de un 

oncogén como Ras y Raf también puede inducir senescencia (Serrano et al., 

1997; Zhu et al., 1998). Se cree que la OIS actúa como una barrera a la 

tumorigénesis, tanto en modelos de carcinogénesis humanos como murinos 

(Collado et al., 2005; Serrano et al., 1997).  

 

Senescencia inducida por inactivación de genes supresores de tumores: 

Al igual que lo descripto para la sobreexpresión o mutación de un oncogén, la 

pérdida de un gen supresor de tumores también puede desencadenar un 

programa de senescencia en células humanas y de ratón. En particular, la 

pérdida de genes supresores de tumores, como la fosfatidilinositol-3,4,5-

trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), la proteína del retinoblastoma 1 (RB1), la 

neurofibromina 1 (NF1) y la inositol polifosfato-4-fosfatasa tipo II (INPP4B) 

(Alimonti et al., 2010; Collado et al., 2005; Shamma et al., 2009) puede inducir 

rápidamente la activación de un programa de senescencia. 

 

Senescencia inducida por inactivación de oncogenes: Las consecuencias 

de la inactivación de un oncogén en un tumor son muy variadas y dependen del 

contexto celular. Se han realizado experimentos utilizando modelos de ratones 

transgénicos condicionales para explorar las consecuencias de la supresión de 

los oncogenes MYC, Ras, Braf y BCR-ABL en tumores. La inhibición de estos 

oncogenes puede conducir a la detención de la proliferación, la apoptosis 

(Felsher & Bishop, 1999), la diferenciación (Shachaf et al., 2004), la inhibición 

de la angiogénesis (Giuriato et al., 2006) y hasta incluso la inducción de 

senescencia (Wu et al., 2007). Por todo lo expuesto, se ha observado que los 

tumores suelen depender de una vía oncogénica para sobrevivir, lo que llevó al 

desarrollo del concepto de ―adicción a oncogenes‖ ( Weinstein, 2002). La 

prueba in vivo de que este fenómeno ocurre, radica en el éxito de las terapias 
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blanco como el trastuzumab, inhibidores de la vía Ras/MAPK, etc. En 

particular, el grupo del Dr. Felsher ha demostrado la importancia de la 

inducción de senescencia por inactivación de MYC en la eliminación de 

tumores por inhibición de oncogenes (Wu et al., 2007). Esto fue válido para 

diversos modelos tumorales, incluyendo linfoma, osteosarcoma y carcinoma 

hepatocelular, que contaban con la particularidad de haber sido inducidos 

precisamente por el oncogén MYC. La tumorigénesis mediada por MYC 

promueve el fenómeno de adicción a oncogenes, caracterizado por la 

dependencia de las células tumorales a los oncogenes que ayudaron en el 

desarrollo del tumor (Felsher et al., 2008). En un estudio más reciente de 

nuestro laboratorio, Tkach y colaboradores, han demostrado que la inhibición 

del oncogén Stat3 en células de cáncer de mama murinas induce senescencia 

celular in vitro (Tkach et al., 2012). Sobre estas evidencias es razonable 

esperar que las terapias dirigidas contra moléculas necesarias para el 

crecimiento tumoral den lugar a la inducción de senescencia celular (Collado & 

Serrano, 2010).  

 

3.2 CARACTERÍSTICAS DE LAS CÉLULAS SENESCENTES 

 Mientras que la senescencia celular es inducida por varios estímulos, las 

células senescentes presentan una serie de características comunes que 

permiten su identificación tanto in vitro como in vivo. Dada la heterogeneidad 

de las células senescentes, se recomienda una combinación de diferentes 

marcadores para su detección. Los distintos marcadores y mecanismos 

presentes en las células senescentes son:  

 

Inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDKis) y arresto del 

ciclo celular: El arresto del ciclo celular es el marcador indispensable para la 

identificación de las células senescentes. Sin embargo, no puede ser utilizado 

como único marcador, ya que, por ejemplo, la diferenciación terminal también 

induce un arresto estable del ciclo celular. Las CDK fosforilan y regulan 

múltiples proteínas involucradas en la progresión del ciclo celular. Los 

principales impulsores del arresto del ciclo celular en la senescencia son los 

CDK codificados en los loci CDKN2A (p16INK4a), CDKN2B (p15INK4b) y CDKN1A 
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(p21CIP). La activación transcripcional de p16INK4a ha sido muy utilizada para la 

identificación de células senescentes in vivo (Baker et al., 2011; Burd et al., 

2013). Los principales inductores de los niveles de p16INK4a son los cambios 

epigenéticos, pero se han descrito otros reguladores, desde la accesibilidad del 

promotor hasta la estabilidad de la proteína. Por otro lado, p21CIP1 también ha 

sido identificado como un mediador de senescencia (Hernandez-Segura et al., 

2017). p21CIP1 puede ser modulado por varios mecanismos de forma p53 

dependiente e independiente, por lo que no puede ser utilizado como único 

marcador para definir a las células senescentes (Jung et al., 2010).  

 

Cambios morfológicos: La senescencia celular, generalmente, está 

acompañada de cambios morfológicos. Dependiendo del inductor de 

senescencia, las células pueden volverse grandes, planas y multinucleadas, o 

más bien refractarias. Los cambios en el tamaño y la morfología se miden 

fácilmente con microscopía normal o fluorescente, pero son difíciles de detectar 

y cuantificar in vivo o in situ. 

 

Aumento del contenido lisosomal: El estado de senescencia se caracteriza 

por la regulación positiva del contenido lisosomal. La actividad de la enzima 

lisosomal beta-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal, del inglés 

senescence-associated-beta-galactosidase) se utiliza como un marcador para 

el contenido lisosomal de las células senescentes (Dimri et al., 1995). Dado 

que la SA-β-gal se encuentra aumentada durante la senescencia, su actividad 

se puede medir a un pH subóptimo de 6, mientras que en condiciones 

normales el pH óptimo es 4 (Lee et al., 2006). La tinción de la enzima SA-β-gal 

es posiblemente el marcador más común de la senescencia. Sin embargo, no 

se puede utilizar para cortes de tejido embebidos en parafina y células vivas, lo 

que limita su aplicación. 

 

Cambios nucleares: Una marca común de las células senescentes es la 

pérdida de la proteína lamina B1, una proteína estructural de la lámina nuclear 

(Sadaie et al., 2013). La disminución de lamina B1 produce una 

desestabilización de la membrana nuclear que lleva a la aparición de 

fragmentos de cromatina citoplásmica, que están enriquecidos en marcas 
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epigenéticas asociadas con daño en el ADN (Ivanov et al., 2013). Otro de los 

cambios en la estructura de la cromatina asociados a senescencia es la 

formación de focos de heterocromatina (Chandra & Kirschner, 2016; Narita et 

al., 2003). Una marca de represión transcripcional que se observó aumentada 

en estos fotos de heterocromatina es la trimetilación de la lisina 9 de la histona 

H3 (TriMeK9H3) (Narita et al., 2003) 

 

Respuesta de daño al ADN: En presencia de daño en el ADN, las células 

activan una respuesta, denominada respuesta de daño al ADN (DDR del inglés 

DNA damage response). La ruptura de la doble hélice desencadena una DDR 

que resulta en la formación de focos de fosforilación de la histona H2AX (γ-

H2AX) asociados a senescencia y en la activación de las quinasas ATM y ATR 

(Fagagna et al., 2003; Shiloh, 2006). Estas quinasas, a través de una cascada 

de señalización molecular, conducen a la activación de varias proteínas 

involucradas en el ciclo celular, incluyendo a CDC25 (una familia de fosfatasas) 

y al supresor tumoral p53. En conjunto, estos cambios pueden provocar una 

detención transitoria en la proliferación, dando lugar a que las células puedan 

reparar el ADN dañado. Sin embargo, si el daño en el ADN es lo 

suficientemente extenso o si excede un cierto umbral, las células están 

destinadas a sufrir apoptosis o senescencia. La marca de la histona γ-H2AX o 

la fosforilación de p53 se usan comúnmente como marcadores de senescencia. 

Sin embargo, la DDR es activada por varios estímulos que dañan el ADN que 

no necesariamente llevan a las células a un estado senescente. Además, no 

todos los inductores de senescencia desencadenan una DDR. 

 

Resistencia a la apoptosis: Las células senescentes activan varios factores 

de sobrevida y antiapoptóticos que las vuelven resistentes a la apoptosis ( 

Childs et al., 2014). Entre los mecanismos de resistencia se ha encontrado la 

capacidad de las células senescentes de aumentar el factor antiapoptótico 

BCL2 (Ryu et al., 2007) y de regular negativamente el factor proapoptótico Bax 

(Sanders et al., 2013). Recientemente, se ha propuesto la activación de la vía 

de apoptosis en las células senescentes como una estrategia para eliminarlas. 

Por ejemplo, se ha demostrado que las células senescentes regulan las 

proteínas antiapoptóticas BCL-W y BCL-XL y que la inhibición de ambas induce 
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apoptosis en células senescentes (Yosef et al., 2016). Por otro lado, se ha visto 

que FOXO4 se sobreexpresa en células senescentes, y previene la muerte 

celular mediante el secuestro de p53 en el núcleo. El bloqueo de la interacción 

entre FOXO4 y p53 induce apoptosis de las células senescentes (Baar et al., 

2017). Finalmente, se ha demostrado que HSP90 es una proteína clave para la 

supervivencia de las células senescentes, ya que los inhibidores de HSP90  

inducen apoptosis específicamente en estas células (Fuhrmann-Stroissnigg et 

al., 2017).  

 

Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP): Aunque las células 

senescentes no proliferan, permanecen metabólicamente activas y sufren 

cambios en el metabolismo que las llevan al desarrollo de un fenotipo secretor 

asociado a senescencia (SASP, del inglés senescence induced secretory 

phenotype). El secretoma se define como el conjunto de factores secretados 

por una célula al microambiente. En el caso de la senescencia, el SASP está 

compuesto mayormente por citoquinas inflamatorias, quimioquinas, factores de 

crecimiento y proteasas (Coppé et al., 2008; Rodier et al., 2009). Dependiendo 

del estímulo que induce senescencia y el tipo celular, el SASP puede tener 

distinta composición y, en consecuencia, diversos efectos (Figura 3). El primer 

reporte de cambios en el secretoma de las células senescentes, se observó en 

fibroblastos transitando senescencia replicativa, donde un análisis de 

microarray reveló una fuerte respuesta inflamatoria, similar a la observada en la 

cicatrización de heridas (Shelton et al., 1999). Un trabajo posterior demostró 

que la presencia de fibroblastos senescentes en los tejidos tumorales puede 

promover la progresión tumoral in vivo (Krtolica et al., 2001). Este estudio 

sugirió por primera vez que las células senescentes producen y secretan 

factores que son capaces de estimular la proliferación de células tumorales. Se 

ha demostrado que muchos factores del SASP, como VEGF y 

metaloproteinasas de matriz (MMPs), en diversas condiciones inducen 

propiedades tumorigénicas, como la proliferación, la supervivencia, la 

angiogénesis y el potencial metastásico (Coppé et al., 2006; Foersch et al., 

2015; Garland et al., 2007; Liu & Hornsby, 2007). El SASP también puede 

favorecer la aparición de células madre del tumor que aumentan la 

tumorigénesis y la resistencia a las terapias (Achuthan et al., 2011; Basu et al., 
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2012; Cahu et al., 2012; Canino et al., 2012). Sin embargo, hay ciertos 

componentes del SASP que pueden tener efectos duales. Por ejemplo, CCL2 

se ha relacionado con la OIS en el hígado y la eliminación mediada por el 

sistema inmune de los hepatocitos premalignos (Eggert et al., 2016) o células 

tumorales hepáticas senescentes (Iannello et al., 2013). Sin embargo, en el 

contexto del carcinoma hepatocelular establecido, CCL2, entre otros, restringe 

la función de las células NK mediante el reclutamiento de MDSCs, y favorece el 

crecimiento del tumor (Eggert et al., 2016). Otro ejemplo de las dos caras que 

pueden tener los componentes del SASP, son las citoquinas IL-6 e IL-8 que 

son dos de los factores proinflamatorios del SASP más estudiados en varios 

tipos de senescencia (Jeon et al., 2017; Kuilman et al., 2008; Ruhland et al., 

2016; Vizioli et al., 2014). Además de inducir una respuesta inflamatoria e 

inmunovigilancia para controlar la progresión del tumor hepático (Xue et al., 

2007), la activación del receptor CXCR2 a través de IL-6 e IL-8 refuerza la 

senescencia y el arresto del ciclo celular (Zacarias-Fluck et al., 2015). En 

algunos casos, sin embargo, la IL-6 derivada de células estromales puede 

inducir inmunosupresión (Ruhland et al., 2016). Por otro lado, las citoquinas IL-

6 e IL-8, además pueden producir fibrosis (Fielding et al., 2014) o inducir la 

proliferación de células tumorales (Ning et al., 2011). Por último, los 

componentes del SASP tienen efectos benéficos en condiciones no patológicas 

como la reparación de heridas (Baker et al., 2016; Demaria et al., 2014) y en la 

plasticidad celular y regeneración de tejidos (Mosteiro et al., 2016; Ritschka et 

al., 2017). En este contexto, la duración del SASP parece tener un efecto 

crítico: aunque el SASP a tiempos cortos promueve la plasticidad celular y la 

capacidad regenerativa, una exposición prolongada al SASP puede inducir 

senescencia que contrarresta la regeneración o incluso promueve la formación 

de tumores o el envejecimiento acelerado (Ritschka et al., 2017). Por todo lo 

expuesto, aumentar el conocimiento de las diferencias entre el SASP de las 

células senescentes inducidas por múltiples mecanismos, y cómo estos 

componentes contribuyen a la atracción y evasión del sistema inmune, es 

crucial para el desarrollo de nuevas terapias o combinaciones terapéuticas 

contra el cáncer. 
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Figura 3. El SASP tiene efectos opuestos en tumorigénesis. El fenotipo secretor asociado a 

senescencia (SASP) comprende varias proteínas como citoquinas, factores de crecimiento, 

proteínas de remodelación de matriz extracelular y factores angiogénicos. El efecto de estos 

factores depende del contexto. a. Efecto protumoral.  La exposición a largo plazo al SASP 

puede tener efectos perjudiciales. Las citoquinas pueden desviar las células inmunitarias hacia 

un fenotipo inmunosupresor o bloquear su diferenciación. La formación de nuevos vasos 

sanguíneos puede resultar en un aumento de la vascularización del tumor y, en combinación 

con proteínas de remodelación de matriz extracelular (metaloproteinasas de matriz (MMP)), 

puede promover las metástasis. El factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de 

crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) y factor de crecimiento de hepatocito (HGF) son un 
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ejemplo de factores del SASP que promueven la tumorigénesis. b. Efecto antitumoral. El 

SASP puede inducir una respuesta inmune atrayendo y activando células inmunes. Los 

neutrófilos y los macrófagos pueden promover el arresto del ciclo celular y apoptosis a través 

de la liberación de especies reactivas de oxígeno (ROS), mientras que los linfocitos T 

citotóxicos pueden mediar la eliminación de las células senescentes a través de la liberación de 

ligandos pro-apoptóticos y citotoxinas (por ejemplo, miembro 6 de la superfamilia de ligandos 

de TNF (FASL), perforina, granzima, etc.). c. Efecto en enfermedades no malignas. Durante 

el daño agudo del tejido, las células senescentes incrementan la plasticidad del tejido y el 

potencial de regeneración mediante la secreción de factores de crecimiento y moduladores 

inmunitarios que apoyan la remodelación y reparación de tejidos. Sin embargo, en un entorno 

patológico crónico, cuando las células senescentes no son eliminadas, mediadores del SASP 

(en particular, factor de crecimiento transformante-β (TGFβ)) promueven la expansión de 

fibroblastos aberrantes y fibrosis, promoviendo así la disfunción tisular. CCL2, quimioquina 2 

con motivos C-C; GMCSF, factor estimulante de colonias de granulocito-macrófago; VEGF, 

factor de crecimiento endotelial vascular.  Adaptado de Frey y colaboradores, Nat Rev 2017.  

 

3.3. INMUNOVIGILANCIA DE LAS CÉLULAS SENESCENTES  

La inmunovigilancia de las células senescentes se refiere al proceso 

complejo mediante el cual las células del sistema inmune innato o adaptativo 

detectan y eliminan a las células senescentes. 

 

Inmunovigilancia mediada por el sistema inmune innato 

 La primera evidencia de la inmunovigilancia de las células senescentes 

fue reportada por Xue y colaboradores, que demostraron que la restauración de 

la expresión de p53 en un modelo de cáncer hepático de ratón provocó la 

inducción de senescencia celular asociada a una secreción pronunciada de 

quimioquinas y citoquinas. Estos factores promovieron la infiltración de células 

inmunes como macrófagos, neutrófilos y células NK que mediaron la 

eliminación de las células tumorales senescentes (Xue et al., 2007). Este 

estudio demostró por vez primera la interacción entre la senescencia celular y 

el sistema inmune y sugiere que la inducción de senescencia puede ser una 

estrategia terapéutica para activar una respuesta inmune antitumoral (Xue et 

al., 2007). Un trabajo posterior, demostró que la inmunovigilancia de las células 

senescentes permite la resolución de la fibrosis hepática (Krizhanovsky et al., 

2008). Se encontraron células NK, macrófagos y neutrófilos cerca de las 

células senescentes en hígados fibróticos, pero solo las células NK 
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demostraron matar selectivamente a las células hepáticas estrelladas 

senescentes in vitro e in vivo (Krizhanovsky et al., 2008). Sagiv y 

colaboradores, demostraron que la exocitosis de gránulos, pero no la apoptosis 

mediada por el receptor de muerte, se requiere para la muerte mediada por 

células NK de células senescentes (Sagiv & Krizhanovsky, 2013). Los ratones 

con defectos en la exocitosis de gránulos acumularon células estrelladas 

senescentes dentro del hígado después del daño que conduce a un aumento 

de la fibrosis. Trabajos posteriores demostraron que las células NK reconocen 

específicamente a las células senescentes porque se encuentran aumentados 

ciertos ligandos de receptores activadores de células NK como NKG2D, MICA 

y ULBP2 en senescencia replicativa, OIS o senescencia inducida por terapia 

(Antonangeli et al., 2016; Iannello et al., 2013; Sagiv et al., 2016). En un trabajo 

muy reciente, comprobaron que la eliminación de las células senescentes 

inducidas por inhibición de MAPK y de las quinasas 4/6 dependientes de ciclina 

(CDK4/6), depende de las células NK (Ruscetti et al., 2018). 

 Aunque las células NK han sido las más estudiadas en la 

inmunovigilancia de células senescentes, también se ha observado una 

participación de macrófagos en dicho proceso. El estudio de Lujambio y 

colaboradores, demostró que las células estrelladas senescentes que expresan 

p53 liberan factores que promueven la polarización de los macrófagos hacia un 

un fenotipo M1 capaz de dirigirse a las células senescentes in vitro (Lujambio et 

al., 2013). Por otro lado, se ha observado que las células senescentes pueden 

reclutar macrófagos y que estos son importantes para eliminación eficaz de 

dichas células (Hall et al., 2016; Yun et al., 2015).  

 

Inmunovigilancia mediada por el sistema inmune adaptativo 

 Se ha demostrado que la inmunovigilancia de hepatocitos senescentes 

pre-malignos está mediada por los linfocitos T CD4+ (Kang et al., 2011). En 

este trabajo demostraron que la expresión de moléculas de CMH clase II en los 

hepatocitos senescentes parece ser importante para su eliminación y que la 

activación de linfocitos T CD4+ requirió la presencia de monocitos y macrófagos 

(Kang et al., 2011). También se ha observado que, mientras que las células 

senescentes pueden promover el reclutamiento de linfocitos T para su 

eliminación, los linfocitos T también pueden inducir la senescencia en las 
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células tumorales como un mecanismo para limitar la progresión del cáncer 

(Braumüller et al., 2013). Por otro lado, se ha demostrado que durante la OIS, 

los melanocitos humanos expresan moléculas de CMH de clase II que pueden 

activar linfocitos T in vitro e in vivo (Joselow et al., 2017; van Tuyn et al., 2017). 

En este contexto, Felsher y colaboradores demostraron que la inducción de 

senescencia celular in vivo y la regresión tumoral, en modelos murinos de 

linfoma de células T o en leucemias de células B, por inactivación de MYC o 

del oncogén BCR-ABL, respectivamente, requieren de un sistema inmune 

intacto, más específicamente, de los linfocitos T CD4+ (Rakhra et al., 2010). 

 

Inmunosupresión durante la senescencia  

 Mientras que algunos estudios indican un efectivo positivo de la 

senescencia al inducir inmunovigilancia, otros reportes han demostrado que la 

las células senescentes pueden establecer un microambiente inmunosupresor 

que favorece la tumorigénesis. En este contexto, Di Mitri y colaboradores 

observaron que la inducción de senescencia por pérdida de PTEN en tumores 

de próstata promueve una infiltración de células mieloides Gr-1+ que protegen a 

una fracción del tumor de la inducción de senescencia, sosteniendo el 

crecimiento tumoral (Di Mitri et al., 2014). Asimismo, se ha observado que la 

senescencia en células estromales induce un aumento del infiltrado de MDSCs 

mediado por IL-6, que inhibe la acción de los linfocitos T y favorece el 

crecimiento tumoral (Ruhland et al., 2016). Por otro lado, como mencionamos 

previamente, la presencia de CCL2 en células senescentes de carcinoma 

hepatocelular, es responsable reclutamiento de MDSCs, la inhibición de células 

NK, favoreciendo el crecimiento tumoral (Eggert et al., 2016).  

 

4. PROTEINAS TRANSDUCTORAS DE SEÑALES Y ACTIVADORAS DE LA 

TRANSCRIPCIÓN (STAT) 

Las proteínas Stats se identificaron originalmente como factores de 

transcripción críticos en la mediación de la señalización por citoquinas. Se han 

identificado 7 genes codificantes para Stats en mamíferos: Stat1, Stat2, Stat3, 

Stat4, Stat5a, Stat5b y Stat6 (Bromberg & Darnell, 2000). Además, reacciones 

de splicing alternativo o de proteólisis, generan formas adicionales de Stat1 

(Stat1α o p91 y Stat1β o p84) y Stat3 (Stat3α y Stat3β). Las proteínas 
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resultantes contienen entre 750 y 850 aminoácidos y la estructura de sus 6 

dominios es altamente homóloga y conservada.  

Las Stats funcionan como moléculas señalizadoras en el citoplasma y 

como factores de transcripción luego de su translocación al núcleo (Bromberg 

& Darnell, 2000; Yu & Jove, 2004). La unión de factores de crecimiento 

(Olayioye et al., 1999; Ren & Schaefer, 2002; Silvennoinen et al., 1993) o de 

citoquinas a sus receptores resulta en la activación de la actividad tirosina 

quinasa intrínseca del receptor o de las quinasas intracelulares asociadas al 

receptor, como quinasas de la familia de Janus (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2) o 

de SRC (Darnell et al., 1994; Taga & Kishimoto, 1997). Después de la 

fosforilación de residuos tirosina específicos, las Stats forman homodímeros o 

heterodímeros con otras Stats a través de interacciones entre sus dominios 

homólogos a SRC (SH2). Las Stats fosforiladas dimerizan y translocan al 

núcleo, donde, a través de su dominio de unión al ADN, reconocen su 

secuencia específica en el ADN y regulan la transcripción génica. Es 

importante destacar que muchos de los genes modulados por las Stats 

codifican citoquinas y factores de crecimiento, cuyos receptores se señalizan a 

través de las mismas Stats, lo que proporciona un mecanismo de 

retroalimentación positiva. Por ejemplo, Stat3 puede ser fosforilado y activado 

por factores extrínsecos. Normalmente, la activación de Stat3 se induce 

mediante la fosforilación en un residuo de tirosina crítico (Tyr705) que 

desencadena su dimerización y migración al núcleo. Una vez allí, Stat3 regula 

la transcripción de citoquinas y factores protumorales, que conducen a la 

activación de Stat3 por una vía intrínseca (Figura 2). 
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Figura 4. Stat3 vincula la inflamación y el cáncer. La inflamación y el cáncer son unidos por 

vías oncogénicas (intrínsecas) y ambientales (extrínsecas). La vía intrínseca se activa por 

alteraciones genéticas o epigenéticas en células transformadas. Dichas alteraciones incluyen 

aquellas que causan la sobreexpresión o la activación persistente de receptores del factor de 

crecimiento con actividad de tirosina quinasa intrínseca y receptores de citoquinas asociados a 

tirosina quinasas de la familia Janus quinasa (JAK). Estos receptores, así como las tirosina 

quinasas no receptoras tales como SRC, se pueden activar por vías extrínsecas, como factores 

ambientales vinculados a la inflamación asociada al cáncer, que incluye radiación ultravioleta 

(UV), carcinógenos químicos, infecciones, estrés y humo del tabaco. Las tirosina quinasas 

activadas, por vías intrínsecas o extrínsecas, fosforilan al transductor de la señal y activador de 

la transcripción 3 (Stat3), que a su vez forma dímeros que se translocan al núcleo, donde 

regulan directamente la expresión génica. Además de regular los numerosos genes 

involucrados en la proliferación, supervivencia, invasión y metástasis, Stat3 induce la expresión 

de muchas citoquinas, quimioquinas y otros mediadores, como la IL-6 y ciclooxigenasa 2, que 

está asociada con la inflamación que promueve el cáncer. Además, los receptores para 

muchas de estas citoquinas, quimioquinas y mediadores a su vez activan Stat3, formando así 

vías autocrinas y paracrinas de retroalimentación positiva que resultan en un cambio estable 

del programa genético y la promoción de la inflamación asociada al cáncer. P: fosforilación. 

 

El patrón de activación de las Stats suele ser específico del ligando y del 

tipo celular. En las células normales, y bajo condiciones fisiológicas, la 
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activación de las proteínas Stats es rápida y transitoria, ya que su activación se 

encuentra finamente regulada por varias familias de proteínas como SOCS 

(proteína supresora de la señalización de citoquinas) y PIAS (proteína 

inhibidora de Stats activadas) (Shuai, 2000). Debido a la gran variedad de 

ligandos y factores de crecimiento capaces de activarlas, las Stats están 

involucradas en un gran espectro de eventos celulares incluyendo 

diferenciación, proliferación, apoptosis, angiogénesis y respuesta inmune (Ren 

& Schaefer, 2002; Silva, 2004). 

 

4.1. SEÑALIZACIÓN DE STAT3 EN CÁNCER 

Stat3 regula una serie de vías importantes en la tumorigénesis. Se han 

encontrado sitios de unión de Stat3 en los promotores de genes cuyos 

productos están involucrados en la progresión del ciclo celular y evasión de la 

la apoptosis (c-fos, c-Myc, ciclina D1) (Bromberg et al., 1999; Leslie et al., 

2006) y en la angiogénesis tumoral, como VEGF (Niu et al., 2002). Se probó 

además que Stat3 participa en los procesos de invasión y metástasis (Niu et 

al., 2002). Los mecanismos a través de los cuales las Stats promueven eventos 

pro-tumorigénicos constituyen un área de activa investigación. La fosforilación 

de las Stats está finamente regulada y la perturbación del delicado balance de 

las Stats activas en las células podría predisponer a la malignización mediante 

la desregulación de la apoptosis o la proliferación.  

Se ha encontrado activación constitutiva y persistente de Stat3 en una 

gran variedad de tumores humanos, entre ellos de mama y melanoma, y en 

líneas celulares establecidas a partir de tumores humanos (Bowman & Jove, 

1999). En particular, Stat3 está constitutivamente activa en el 69% de cánceres 

de mama (Dolled-Filhart et al., 2003), en el 82% de cánceres de próstata (Mora 

et al., 2002), en el 82% al 100% de carcinomas de cabeza y cuello (Nagpal et 

al, 2002) y en el 71% de carcinomas nasofaríngeos (Hsiao et al., 2003). 

Además, se ha demostrado que Stat3 es requerida para la transformación de 

los fibroblastos NIH 3T3 por una serie de oncogenes, como v-src (Bromberg et 

al., 1998), y para la proliferación tumoral. De hecho, una forma mutante 

constitutivamente activa de Stat3, Stat3-C, (que dimeriza espontáneamente por 

puentes cisteína-cisteína en vez de por interacciones fosfotirosina-SH2) es 
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suficiente para inducir la formación tumoral en ratones inmunosuprimidos 

cuando se inoculan células transfectadas con Stat3-C (Bromberg et al., 1999). 

Tales hallazgos reafirman la concepción de Stat3 como un oncogén ya que 

interviene en el proceso de transformación maligna. 

Los efectos de Stat3 activo son muy diferentes según el tipo celular. En 

particular, Stat3 puede ser una señal de muerte para las células epiteliales 

secretoras de la mama normal (Watson, 2001) en comparación con los efectos 

opuestos de Stat3 en carcinomas mamarios. Una de las razones de estos 

efectos paradójicos puede deberse a que, mientras que la activación de las 

Stats es un proceso transiente en células normales, la sobreexpresión o 

activación persistente de tirosina quinasas o mutaciones de ganancia de 

función de Stat3 pueden provocar la activación constitutiva de las Stat3 (Forbes 

et al., 2016). Se sabe que son numerosos los receptores con actividad tirosina 

quinasa intrínseca que pueden activar a Stat3, como el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR) y el  ErbB2, el receptor del factor de 

crecimiento de fibroblastos (FGFR) el receptor del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas, (PDGFR) y el receptor de VEGF (VEGFR). En las 

células tumorales, muchos de estos receptores se encuentran 

constitutivamente activados, ya sea por el resultado de mutaciones  que 

afectan su estructura, o debido a su sobreexpresión o ya sea por la continua 

activación por ligandos autocrinos o paracrinos, dando como resultado una 

continua señalización de activación de Stat3. Esto produce cambios 

permanentes en la expresión de genes que controlan procesos biológicos 

fundamentales, y lleva a cambios en el fenotipo celular (Yu & Jove, 2004). 

 

4.2  STAT3 EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL 

 

La activación de Stat3 desempeña un papel central en el desarrollo de 

los tumores tanto de forma intrínseca en las células tumorales como a través 

de su capacidad para modular la actividad del microambiente tumoral (Figura 

4). Diferentes estudios han identificado a Stat3 como una molécula importante 

en la mediación de la inmunosupresión inducida por tumores. Los hallazgos 

que vinculan la activación de Stat3 con la inhibición de la inmunovigilancia 

comenzaron en el año 1999. Mediante terapia génica contra el melanoma 
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murino B16, usando un vector de expresión que codifica para una variante 

dominante negativa de Stat3, se observó no sólo una disminución del 

crecimiento tumoral sino también una fuerte infiltración de células del sistema 

inmune (Niu et al., 1999). Años más tarde, esta observación fue reforzada 

mediante el trabajo pionero de Wang y colaboradores donde demostraron que 

la inhibición de la actividad de Stat3 en células tumorales promueve la 

expresión de varias citoquinas proinflamatorias y quimioquinas. Por otro lado, 

Stat3 es un importante activador de genes cruciales para la inmunosupresión, 

ya que su activación en células tumorales promueve la secreción de factores 

inmunosupresores, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y 

la IL-10. Estos factores, a su vez, tienen la capacidad de activar a Stat3 en 

aquellas células que se encuentran interactuando con el tumor  (Wang et al., 

2004). Esto lleva a la propagación de la activación de Stat3 desde las células 

tumorales hacía, por ejemplo, diversas células del microambiente tumoral, lo 

cual provee un mecanismo de retroalimentación positiva que conduce a la 

supresión de la respuesta de la inmunidad innata y adaptativa contra el tumor y 

favorece la tumorigénesis. 

Por ejemplo, la activación de Stat3 en macrófagos favorece la 

polarización hacia el subtipo M2 (Giurisato et al., 2018)  y aumenta la expresión 

de PD-L1 (Wölfle et al., 2011) inhibiendo la respuesta inmune antitumoral. Por 

otro lado, Stat3 estimula el desarrollo y expansión de MDSCs y aumenta su 

capacidad para inhibir a los linfocitos T y promover el desarrollo de linfocitos 

Treg, favoreciendo la tumorigénesis (Mace et al., 2013; Vasquez-Dunddel et al., 

2013). Asimismo, la eliminación de Stat3 en las MDSCs derivadas de 

pacientes, disminuye su capacidad inmunosupresora contra linfocitos T 

efectores (Hossain et al., 2015). Por otro lado, como mencionamos 

anteriormente, la activación de Stat3 induce la producción de IL-10 y VEGF en 

las células tumorales, que a su vez afectan negativamente la maduración de 

las células dendríticas, inhibiendo la expresión de CMH de clase II y de 

moléculas co-estimuladoras, y citoquinas como la IL-12 (Wang et al., 2004).   

La activación de Stat3 en células del sistema inmune innato promueve el 

crecimiento de las células tumorales e inhibe la respuesta inmune antitumoral 

actuando a distintos niveles. Por un lado, la activación de Stat3 en neutrófilos 

reduce su capacidad citotóxica, disminuye la producción de citoquinas 
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proinflamatorias y la quimiotaxis estas células (Panopoulos et al., 2006). 

Además, la inhibición de Stat3 en neutrófilos aumenta su capacidad citotóxica e 

induce regresión tumoral (Kortylewski et al., 2005). Por otro lado, se ha 

observado que el silenciamiento de Stat3 en células NK aumenta la expresión 

de factores citotóxicos y su activación (Gotthardt et al., 2014). 

En el caso de los linfocitos T, se ha observado que la deleción de Stat3 

en el compartimento hematopoyético, aumenta la actividad citotóxica y el 

infiltrado de linfocitos T CD8+ a los tumores a la vez que reduce el infiltrado de 

linfocitos Treg (Herrmann et al., 2014; Yue et al., 2015). Stat3 también media la 

diferenciación de linfocitos Treg actuando a distintos niveles. En primer lugar 

favorece la expansión de linfocitos Treg debido a la producción de IL-10 que, a 

su vez, aumenta la expresión de CTLA4 (Hsu et al., 2015). Por otro lado, Stat3 

tiene la capacidad de inducir FOXP3, que es un regulador transcripcional clave 

de la diferenciación de linfocitos Treg (Kortylewski et al., 2009). Por último, se 

ha demostrado que el silenciamiento de Stat3 en linfocitos T, reduce la 

proliferación y producción de citoquinas antitumorales de los linfocitos T CD4+ 

(Schmetterer et al., 2015). 

La activación de Stat3 en el micromabiente tumoral, también favorece el 

desarrollo de metástasis, en gran medida debido a la producción de VEGF por 

las células tumorales, pero también contribuyen otros tipos celulares. VEGF 

producido por las células tumorales promueve la angiogénesis y la proliferación 

de las células endoteliales (Yu et al., 2007). Por otro lado, la señalización de 

Stat3 en fibroblastos asociados a tumor y en las células tumorales favorece la 

remodelación del estroma del microambiente tumoral promoviendo la migración 

y la invasión de las células tumorales y la resistencia a terapias (Nagathihalli et 

al., 2015). 
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Figura 5. Señalización de Stat3 en el microambiente tumoral. La activación de Stat3 en 

células dendríticas compromete la maduración, activación y presentación antigénica. La 

activación de Stat3 en neutrófilos, células NK y linfocitos T CD8
+
 limita su actividad citotóxica. 

La polarización de macrófagos hacia el fenotipo M2 se ve favorecida por la actividad de Stat3, 

mientras que la señalización de Stat3 favorece la proliferación de células mieloides 

inmunosupresoras (MDSC). La activación de Stat3 es importante para la acumulación y el 

enriquecimiento de los linfocitos Treg en el microambiente tumoral. El desarrollo, proliferación y 

supervivencia de los linfocitos B inducidos por Stat3 también promueve tumorigénesis. La 

remodelación del estroma tumoral está mediada por fibroblastos, por lo que la señalización de 

Stat3 en células tumorales y los fibroblastos impulsan la producción de matriz extracelular. 

Factores angiogénicos liberados por células tumorales como VEGF y el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) dependen de Stat3 y actúan sobre las células endoteliales para 

impulsar la vascularización tumoral. pStat3: Stat3 fosforilado. La flecha con punta significa 

activación, mientras que la flecha con guión indica inhibición. Adaptado de Huynh Nat Rev 

Cancer 2018. 

 

Por todo lo expuesto,  Stat3 favorece muchas de las características del 

cáncer, incluidas el crecimiento celular, la proliferación, la supervivencia, 

evasión inmune, metástasis y angiogénesis. A esto se suman los efectos 

inmunosupresores que confiere Stat3 en células del sistema inmune innato y 

adaptativo, así como la promoción de la tumorigénesis provocada por los 

fibroblastos y células endoteliales. Adicionalmente, existe una correlación 

inversa entre los niveles de activación de Stat3 en células tumorales con la 
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migración de células del sistema inmune in vitro y la infiltración de tumores in 

vivo (Burdelya et al., 2005). Estos antecedentes en su conjunto, indican que 

Stat3 está activado en una gran variedad de tipos de cáncer y que el bloqueo 

de Stat3 puede inducir un potente efecto anti-tumoral mediado tanto por la 

inmunidad innata como adaptativa. Este efecto pleiotrópico es una potencial 

consecuencia de la amplia función de Stat3 en la organización del 

microambiente del tumor, por un lado promoviendo el crecimiento del tumor y 

por el otro inhibiendo la inmunovigilancia. Es por esto que Stat3 ha surgido 

como un blanco interesante en el desarrollo de inmunoterapias contra el 

cáncer. 



 

 

 

 

 

 

 

 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Numerosas evidencias previas han demostrado que la activación 

constitutiva de Stat3 en varios tipos de tumores favorece la evasión del ataque 

del sistema inmune mediante múltiples mecanismos. Además, varios trabajos, 

incluidos antecedentes de nuestro laboratorio, demuestran que la inhibición de 

la activación de Stat3, revierte la inmunosupresión y favorece una respuesta 

antitumoral. Sin embargo, a pesar de muchos años de esfuerzo por desarrollar 

terapias dirigidas contra Stat3, éstas han tenido poco éxito en los ensayos 

clínicos debido a su alta toxicidad. Por ello, dilucidar los mecanismos 

moleculares que intervienen en el efecto antitumoral desencadenado por la 

inhibición de Stat3, podría llevar a mejor un direccionamiento de las terapias 

contra este oncogén y su combinación con otros tratamientos.  

En este contexto, postulamos que la respuesta inmune antitumoral 

observada tras la inhibición de Stat3, se debería a un efecto paracrino mediado 

por un secretoma asociado a senescencia inducida por inactivación de 

oncogenes. Además, proponemos que la caracterización de los componentes 

de dicho secretoma y los mecanismos que los modulan permitirían definir qué 

tipo de tumores podría responder a una terapia dirigida contra Stat3.    

Hipótesis 
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue caracterizar el 

mecanismo de senescencia celular inducido por la inhibición de Stat3 y diseñar 

una inmunoterapia contra el cáncer de mama y melanoma basada en el SASP 

de las células senescentes para una futura aplicación clínica.  

 

Los objetivos específicos de esta Tesis Doctoral son:  

Objetivo específico #1: Caracterizar el mecanismo de senescencia celular 

inducido por inhibición de Stat3 in vitro e in vivo. 

Objetivo específico #2: Estudiar la actividad del SASP inducido por inhibición 

de Stat3 sobre células del microambiente y células tumorales in vitro. 

Objetivo específico #3: Diseñar una inmunoterapia basada en la aplicación in 

vivo del SASP de células senescentes inducido por inhibición de Stat3. 

Objetivo específico #4: Identificar los componentes del SASP inducido por 

inhibición de Stat3 responsables de promover inmunovigilancia.  

Objetivo 
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Líneas celulares 

Las células de tumor mamario humano T47D, BT-474, MDA-MB-468, 

MDA-MB 231, de tumor mamario murino 4T1, de carcinoma de colon de ratón 

CT-26, células endoteliales HUVEC y de linfoma de ratón YAC-1 fueron 

obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 

EEUU). Las células de tumor mamario humano JIMT-1 fueron obtenidas del 

German Resource for Biological Material (Braunschweig, Germany) y las KPL-4 

fueron donadas por el Dr. Kurebayashi (Kawasaki Medical School, Kurashiki, 

Japan).En esta Tesis utilizamos las células de melanoma B16 transfectadas 

para que expresen el antígeno ovoalbúmina (OVA), clon MO5, y a partir de 

ahora las llamaremos B16. Las células B16, junto con las células de 

fibrosarcoma murino MCA101 fueron donadas por la Dra. Piaggio (Institute 

Curie, París, Francia). Las líneas celulares T47D, MDA-MB-231, JIMT-1, KPL-

4, MDA-MB-468, B16, HUVEC y MCA101 fueron mantenidas en medio 

DMEM/F12 (Life Technologies, Grand Island, NY). Las células 4T1, CT26, BT-

474 y YAC-1 se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Life Technologies, Grand 

Island, NY). Los medios fueron suplementados con 10% de suero fetal bovino 

(SFB, Internegocios, Córdoba, Argentina).Las células B16 que expresan OVA, 

se mantuvieron con el antibiótico G418 (0,5 mg/ml). Se determinó de manera 

rutinaria la contaminación por micoplasma. 

 

Animales 

Los experimentos se realizaron en hembras vírgenes de la cepa BALB/c 

de dos meses de edad criadas en el bioterio del Instituto de Biología y Medicina 

Experimental (IBYME). Las hembras provenían de reproductores sanos y 

fueron criadas en un ambiente controlado y de entrada restringida, con agua y 

comida ad libitum, con doce horas de luz y doce de oscuridad. Los ratones 

macho de la cepa C57BL/6 de 2 meses de edad, fueron provistos por el bioterio 

del Instituto Curie, París, Francia. Los animales se mantuvieron en el bioterio 

del IBYME o del Instituto Curie, en jaulas estériles en racks ventilados con 

filtros HEPA. Todos los experimentos con animales fueron realizados de 

Materiales y métodos 
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acuerdo con los más altos estándares de cuidados animales, como se detalla 

en la guía del National Institute of Health de los EEUU para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 

1996) y fueron aprobados por los correspondientes CICUAL del IBYME y del 

Instituto Curie. 

 

Tumor C4HD 

Se utilizó el adenocarcinoma mamario murino C4HD perteneciente al 

modelo experimental desarrollado por la Dra. Claudia Lanari (Lanari et al., 

1986). Los tumores se originaron en ratones hembra BALB/c tratados con 40 mg 

del progestágeno sintético acetato de medroxiprogesterona (MPA) 

(Medrosterona, Laboratorios Craveri, Buenos Aires, Argentina) cada 3 meses 

durante 1 año y han sido mantenidos por pasajes singeneicos en ratones tratados 

con MPA (Lanari et al., 1986; Proietti et al., 2005; Salatino et al., 2004). El MPA 

se administra en forma de pellet (40mg) en el flanco contralateral al inóculo 

tumoral. El adenocarcinoma mamario C4HD es de histología ductal, de 

crecimiento hormono-dependiente, requiriendo MPA para proliferar tanto in vivo 

como in vitro (Molinolo et al., 1987). El tumor C4HD expresa receptores de 

progesterona (RP) y estrógenos (RE), carece de expresión de receptores de 

glucocorticoides y de EGFR, sobreexpresa ErbB-2, exhibe altos niveles de 

ErbB-3 y baja expresión de ErbB-4 (Balañá et al., 2001; Labriola et al., 2003; 

Lanari et al., 1986).  

 

Cultivos primarios de células epiteliales C4HD 

Para realizar los cultivos primarios, los tumores C4HD se extirparon de 

los ratones en el flujo laminar aproximadamente a los 21 días de haber sido 

inoculados. Primero se realizó una disgregación mecánica y luego enzimática 

(tripsina 0,25% p/v; colagenasa tipo II 0,25% p/v; SAB 0,5% p/v), agitando 

durante 40 min a 37oC y se agregó al final, DMEM/F12sin rojo fenol (Life 

Technologies, Grand Island, NY) + 10% SFB decomplementado. El suero se 

decomplementó previamente calentándolo a 56oC durante 30 min. Se obtuvo 

una suspensión compuesta por una población de estirpe epitelial y otra 

fibroblástica, que se separaron según la técnica de Pandis y col (Pandis et al., 
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1992) con algunas modificaciones. Brevemente, esta técnica se basa en que la 

velocidad de sedimentación de las células epiteliales que forman agregados 

celulares es mayor que la de los fibroblastos, permitiendo su separación luego 

de varias decantaciones diferenciales. Para comenzar la purificación, las 

células obtenidas luego de la disgregación se centrifugaron a 400 g durante 10 

min. Se descartó el sobrenadante y el pellet celular se resuspendió en solución 

de lavado (DMEM/F12 + 2% SFB), dejando sedimentar durante 20 min; el 

sedimento constituye la fracción enriquecida en células epiteliales que se 

encuentran habitualmente en agregados, el sobrenadante se descartó luego de 

cada decantación. Este procedimiento se repitió aproximadamente 10 veces, 

hasta que no se detectaron fibroblastos en el sobrenadante. Las células 

epiteliales fueron cultivadas en DMEM/F12 + 10% SFB, durante 48 h para 

favorecer el pegado de acúmulos de células epiteliales y luego fueron 

cultivadas en DMEM/F12 + 2,5% SFB deprivado de esteroides por tratamiento 

con carbón activado (ChSFB) + 10 nM MPA  durante otras 48-72 h. Luego de 

ello, se realizaron todos los experimentos descriptos. El cultivo de células 

epiteliales fue de una pureza mayor al 98% evidenciado por 

inmunohistoquímica de citoqueratina. El MPA (6-metil-17-hidroxi-acetato-

progesterona) utilizado en los medios de cultivo es de Sigma (Sigma, St. Louis, 

MO). En los tratamientos in vivo se utilizó MPA (Medrosterona, (Medrosterona, 

Laboratorios Craveri, Buenos Aires, Argentina) en forma de pellet (40 

mg/ratón). 

 

Transfecciones con ARN de interferencia (siRNA) 

Los siRNAs dirigidos contra Stat3, p16INK4a y p21CIP1 fueron sintetizados 

por Dharmacon (Lafayette, CO, EEUU). Las secuencias de siRNAs fueron las 

siguientes: siRNA contra Stat3 murino: 5’-GGUCAAAUUUCCUGAGUUGUU-3’; 

siRNA contra Stat3 humano: 5’-GAGCAGAGAUGUGGGAAUGUU-3’. El 

número de catálogo del siRNA contra p16INK4amurino utilizado es J-043107-06 y 

el de p21CIP1humano es LQ-003471-00 (Dharmacon). Como siRNA control, se 

utilizó un siRNA, que no corresponde a ninguna secuencia conocida de genes 

de mamíferos, también comprado a Dharmacon. Las células fueron 

transfectadas durante 48 h con 25 a 100 nM de siRNAs, según el experimento, 
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con el reactivo de transfección DharmaFECT 1 (Dharmacon) siguiendo las 

indicaciones del fabricante.  

 

Evaluación de la enzima β-galactosidasa (β-gal) 

Las células fueron cultivadas cobre cubreobjetos y transfectadas con 

siRNA contra Stat3 o  control como se describió anteriormente. Las células se 

lavaron dos veces en PBS, se fijaron en una solución 2% formaldehído/0,2% 

glutaraldehído durante 5 min y se lavaron nuevamente en PBS. Las células se 

incubaron durante 18 h a 37 °C (sin CO2) con la solución de tinción de la β-gal 

asociada a senescencia (SA-β-Gal) compuesta por 1 mM MgCl2, 1 mg/mL 5-

bromo-4-cloro-3-indolil P3-D-galactósido (X-Gal) (Sigma), 5 mM de ferrocianuro 

de potasio, 5 mM de ferricianuro de potasio, 40 mM de ácido cítrico/fosfato de 

sodio, 150 mM de NaCl, pH 6,0. Al día siguiente se lavaron las células dos 

veces con PBS, y una vez con metanol. Los cubreobjetos se dejaron secar y 

luego se observaron a microscopio de campo claro y se contaron las células 

azules sobre el total de células por campo para poder calcular el porcentaje de 

células senescentes (% SA-β-Gal). En el caso de la tinción para la enzima β-

Gal en cortes de tumores, se realizó la extracción de los mismos, que 

rápidamente fueron embebidos en el compuesto de temperatura óptima de 

corte (OCT, del inglés optimal cutting temperature compound) (Biopack, 

Argentina) y congelados en nitrógeno líquido. Inmediatamente se realizaron 

cortes de los tumores de 4 μm en criostato y se colocaron en vidrios 

portaobjetos. Las muestras se fijaron en una solución 1% de formaldehído en 

PBS por 1 min, y luego se lavaron tres veces con PBS. Las muestras se 

incubaron durante 18 h a 37 °C (sin CO2) con la solución de tinción de la SA-β-

Gal descripta previamente. Por último, los vidrios se dejaron secar y luego se 

observaron a microscopio de campo claro. 

 

Ensayo de Western blot (WB) 

Los extractos proteicos totales de células sometidas a las distintas 

transfecciones y/o tratamientos, fueron obtenidos a partir de células lisadas en 

buffer conteniendo Tris (pH 7,4) 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 

mM, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40, SDS 0,1%, Mg2Cl 1 mM, PMSF 1 mM, 
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leupeptina 10 μg/ml, pepstatina 5 μg/ml, aprotinina 5 μg/ml, Na3VO4 1 mM y 

NaF 25 mM. Los lisados fueron centrifugados a 12.000 g durante 30 min a 4° 

C, y se determinó el contenido proteico en el sobrenadante mediante el método 

de Bradford.  

Los extractos proteicos se corrieron en geles de poliacrilamida 

desnaturalizante con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). El extracto proteico 

(25 a 50 µg de proteínas) se diluyó en buffer de siembra 3X (Tris-HCl 60 mM 

[pH 6,8], SDS 2% p/v, glicerol 10% v/v, 0,7 M 2-βmercaptoetanol y azul de 

bromofenol 0,1% p/v) y se llevó a ebullición durante 5 min. Las muestras se 

corrieron en geles de 7,5-15% acrilamida/bisacrilamida según el peso 

molecular de la proteína a revelar. Las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (0,2 µm, BioRad, Hercules, CA, EEUU) y se 

bloquearon durante 30 min a temperatura ambiente con leche descremada 5% 

p/v en PBS+tween 20 0,1% v/v (PBS-T 0,1% v/v). Las membranas se 

incubaron con los siguientes anticuerpos diluidos en PBS-T 0,1% v/v o con 

seroalbúmina bovina (SAB) 5% p/v durante 18 h a 4° C con agitación, según el 

anticuerpo:  

 

       Tabla 1. Anticuerpos utilizados para identificación de proteínas por WB 

Anticuerpo Clon Isotipo Empresa Dilución 

Fosfotirosina 
Stat3 (Y705)  

D3A7 monoclonal de 
conejo  

Cell signaling 1/1000 SAB 5% p/v 

IFI35 B-1 monoclonal de 
ratón 

Santa Cruz 
Biotechnology 

1/500 PBS-T 0,1% v/v 

ISG15 F-9 monoclonal de 
ratón 

Santa Cruz 
Biotechnology 

1/500 PBS-T 0,1% v/v 

p16INK4a F-12 policlonal de 
conejo  

Santa Cruz 
Biotechnology 

1/500 PBS-T 0,1% v/v 

p21CIP1 C-19 policlonal de 
conejo  

Santa Cruz 
Biotechnology 

1/500 PBS-T 0,1% v/v 

Stat3 C-20 policlonal de 
conejo  

Santa Cruz 
Biotechnology 

1/10000 PBS-T 0,1% v/v 

β-tubulina  AA2 monoclonal de 
ratón 

Sigma 1/100000 PBS-T 0,1% v/v 

 

Luego de 3 lavados de 10 min en PBS-T, las membranas se incubaron 

con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (HRP, del inglés 
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horse radish peroxidase) anti ratón o anti conejo, todos de Vector Laboratories 

(Burlingame, CA, EEUU). Las membranas se revelaron utilizando el reactivo de 

quimioluminiscencia ECL plus (General Electric, Buckinghamshire, Reino 

Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, las 

membranas se incubaron 30 min a 50°C con solución de stripping (2-

βmercaptoetanol 100 mM, SDS 2% v/v, Tris-HCl 62,5 mM pH 6,7) en agitación 

para extraer los anticuerpos unidos a la misma. Luego de dos lavados con 

PBS-T, las membranas se bloquearon durante 18 h en leche descremada 5% 

p/v y se incubaron al día siguiente con el anticuerpo contra la proteína total 

correspondiente. 

Análisis estadístico: Las bandas obtenidas se escanearon, y se midió la 

densidad de cada una con el programa Image J (National Institute of Health, 

EEUU). Las formas fosforiladas de las proteínas fueron normalizadas con sus 

respectivas proteínas totales. En los casos en que se evaluaron niveles de 

expresión, las bandas de la proteína en cuestión se normalizaron con las 

bandas de β-tubulina corrida en el mismo gel. En el caso de los WB donde se 

corrieron medios condicionados de cultivo, se realizó una tinción de proteínas 

totales de la membrana teñida con la solución de Rojo Ponceau y  las proteínas 

reveladas fueron relativizadas al contenido proteico total en cada banda de la 

membrana.  

 

Inmunofluorescencia y microscopía confocal 

Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos y transfectadas con 

siRNA contra Stat3 o  control como se describió anteriormente. Las células 

fueron fijadas y permeabilizadas en metanol a -20ºC y luego bloqueadas con 

PBS + SAB 1% a temperatura ambiente durante 30 min. La incubación con el 

anticuerpo Trimetil K9 H3, Clon 6F12-H4, monoclonal de conejo, (Millipore, 

Temecula, CA, EEUU) se llevó a cabo en PBS + SAB 1%  durante 18 h a 4ºC, 

utilizando una dilución del anticuerpo de 1/100.  

Luego de 3 lavados de 10 min con PBS + SAB 1%, los cubreobjetos con 

células fueron incubados durante 1 hora a temperatura ambiente con un 

anticuerpo de cabra anti IgG de conejo conjugado con Alexa 488 (Molecular 

Probes, Invitrogen); Los controles negativos se realizaron incubando las células 
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con PBS1% SAB en lugar del anticuerpo primario, seguido de la incubación con 

los anticuerpos secundarios. Los núcleos fueron teñidos con ioduro de propidio 

(Sigma) utilizado en una dilución de 2 ng/ml. Para cada tratamiento se 

analizaron 50 células. Las fotos que se muestran en los Resultados ilustran 

algunas células representativas de las examinadas. Las imágenes fueron 

obtenidas en un microscopio Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments), cuyo 

límite de resolución es de 300 nm.  

 

Colección de medios condicionados (MC) 

Las células 4T1, B16, MCA101 y MDA-MB-231 fueron sembradas en 

placas de 100 mm3 y transfectadas con 100 nmol/L de siRNA contra Stat3 o un 

siRNA Control durante 48 h en medio completo, como se describió 

previamente. Luego, las células se lavaron tres veces con PBS y luego se 

cultivaron durante 24 h adicionales en medio sin suero. Los medios 

condicionados (MC) se centrifugaron a 2000 g durante 5 min para eliminar los 

restos celulares. En este paso, los MC se almacenaron a -80 °C hasta su uso o 

fueron utilizados inmediatamente para ensayos in vitro. En todos los ensayos in 

vitro se utilizó una proporción de 50% de MC + 50% de medio de cultivo 

completo (DMEM/F12 o RPMI + 10% SFB). Para la administración in vivo de 

los MC, luego de la centrifugación, se concentraron aproximadamente 20 veces 

utilizando unidades de filtración con un corte de peso molecular de 3 kDa 

(Millipore, USA), se filtraron con filtros de jeringa de 0,22 µm de tamaño de poro 

y se liofilizaron. Una vez obtenido el liofilizado, los mezclamos con un polímero 

sintético de etilenvinilacetato (Elvax®) para formar un pellet que, al ser 

implantado de forma subcutánea en el ratón, libera lentamente su contenido 

(Kumamoto et al., 2002). Los pellets generados para cada ratón, se obtuvieron 

partiendo de 2 ml de MC-siControl o MC-siStat3. Para que los pellets tuvieran 

la misma cantidad de proteína, relativizamos el volumen de los MC a la 

concentración de proteínas en el extracto proteico de las células o número de 

células al final del experimento. Según nuestras determinaciones de 

concentración de proteínas por Bradford, en estas condiciones, el MC-siControl 

y el MC-siStat3 tienen niveles similares de concentración de proteínas. Durante 

la Tesis llamamos MC-siControl al MC que proviene de células transfectadas 
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con un siRNA Control o MC-siStat3 al MC de células transfectadas con un 

siRNA contra Stat3. 

 

Ensayos de proliferación por incorporación de timidina [3H] 

Para realizar los ensayos de proliferación, las células 4T1, B16, 

MCA101, T47D, MDA-MB-231, HUVEC se sembraron en placas de 96 hoyos 

de fondo plano. Luego se transfectaron con los siRNAs o se cultivaron con los 

MC, según corresponda durante 48 h. Todos los ensayos se realizaron por 

octuplicado. Se empleó el método de incorporación de timidina [3H] para 

evaluar la síntesis de ADN como medida de la proliferación celular. Durante las 

últimas 18 h de incubación de todos los tipos celulares, se aplicó un pulso de 1 

µCi de timidina [3H] (New England Nuclear, Dupont, Boston, MA, EEUU, 

actividad específica: 20 Ci/mmol) en cada hoyo. Los cultivos se despegaron de 

la placa de cultivo con tripsina/EDTA (50µl/hoyo) y se cosecharon en un 

cosechador de  células Nunc. La radioactividad incorporada se midió en un 

contador beta de centelleo líquido (Tri-Carb2800TR, Perkin Elmer) durante 1 

min por métodos estándar de centelleo líquido. Previamente se demostró que 

la incorporación de timidina [3H] se correlacionó con el número de células (Dran 

et al., 1995) siendo de este modo, un método apropiado para medir 

proliferación celular. La incorporación de timidina [3H] se muestra como cuentas 

por minuto (cpm).  

Análisis estadístico: En cada experimento individual se promediaron los 

octuplicados, se calcularon las cpm ± DE (desviación estándar) y se evaluó la 

significancia estadística mediante un test de ANOVA. Para la comparación de 

distintos tratamientos entre sí, se usó el test de Tukey después del ANOVA. 

 

Ensayos de migración 

Con el fin de evaluar la motilidad celular, se realizaron ensayos de 

―cierre de herida‖. Brevemente, se generaron heridas de 400 μM de ancho en 

monocapas confluentes de células 4T1, B16 y MDA-MB-231. A continuación, 

las células se lavaron con PBS estéril y se las incubó con los MC-siControl o 

MC-siStat3 obtenidos del mismo tipo celular a 37°C durante 12 h, para permitir 

la migración de las mismas hacia el espacio libre dejado por la herida. El área 
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libre de células se fotografió al momento de realizarse la herida y tras la 

incubación de 12 h. La cuantificación se realizó con el programa ImageJ (NIH) 

(Schneider et al., 2012). 

 

Experimentos in vivo 

Inmunización profiláctica contra el tumor C4HD 

Para obtener las células C4HD salvajes irradiadas, se realizó una 

suspensión celular que se irradió con 50 Gy de una fuente de cobalto (60Co). 

Mediante un ensayo de incorporación de timidina [3H], realizado como se 

describió previamente, se comprobó que la dosis de irradiación era efectiva 

para anular la proliferación celular, mientras que, realizando un ensayo de 

exclusión del colorante azul de tripán se verificó la viabilidad celular (datos no 

mostrados). Ratones hembras BALB/c de 8 semanas de edad (n=5) se 

inyectaron s.c. en el flanco derecho con 1x106 células C4HD irradiadas junto 

con el pellet de MC-siStat3 o MC-siControl a las 6, 4 y 2 semanas antes del 

desafío tumoral. El desafío tumoral se efectuó inoculando subcutáneamente a 

los ratones de la cepa BALB/c con un fragmento (1 mm3) del tumor parental 

C4HD. Simultáneamente a la exposición al tumor C4HD, los ratones se 

inocularon con pellet de MPA como se describió previamente. El grupo control 

incluye ratones inyectados con PBS. Se midió el largo (L) y el ancho (A) de los 

tumores con un calibre de Vernier calculando tres veces por semana el 

volumen tumoral como (L x A²)/2. 

 

Inmunización terapéutica contra los tumores 4T1 y B16 

Se inyectaron ratones BALB/c o C57BL/6 s.c. con 1x104 células 4T1 o 

1x105 células B16, respectivamente. Cuando los tumores alcanzaron 50 mm3, 

se inmunizaron con 1x106 4T1 o B16 irradiados s.c. Las mismas fueron 

obtenidas por irradiación con 100 Gy de una fuente de cobalto (60Co). 

Simultáneamente, se administró el pellet de MC-siStat3 o MC-siControl s.c a 

los días 7, 4 y 21 con la inyección de las células 4T1 irradiadas y a los días 5, 

10 y 15 en el caso de las células B16. En el caso del experimento con células 

B16, se inyectaron además 3 grupos experimentales con un anticuerpo anti-

PD-1 (clon RMP1-14) 5 mg/kg i.p. cada 3 días. Los grupos controles incluyeron 
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ratones inyectados, siguiendo el mismo esquema, con el vehículo (100l de 

PBS estéril). En todos los experimentos, se midió el largo (L) y el ancho (A) de 

los tumores con un calibre de Vernier calculando tres veces por semana el 

volumen tumoral como (L x A²)/2. Los animales se controlaron y el crecimiento 

del tumor se midió tres veces a la semana como se describió anteriormente 

(13). En el experimento de sobrevida de ratones portadores del tumor B16, se 

consideró como deceso cuando los animales mueren o se sacrifican cuando el 

volumen del tumor supera 1000 mm3. 

 

Tratamiento con JSI-124 

Se utilizó el inhibidor farmacológico JSI-124  (Calbiochem, La Jolla, CA, 

EEUU) para inhibir la fosforilación de Stat3 in vio, el cual se administró en PBS 

+ 10% DMSO. Se inyectaron ratones BALB/c o C57BL/6 con 1x104 células 4T1 

o 1x105 células B16 s.c., respectivamente. Cuando los tumores alcanzaron los 

100 mm3, se trataron diariamente con 1 mg/kg de JSI-124 i.p. todos los días 

durante 10 días. Como control se inyectó PBS + 10%DMSO  i.p. Se midió el 

largo (L) y el ancho (A) de los tumores con un calibre de Vernier calculando tres 

veces por semana el volumen tumoral. El volumen tumoral  se calculó como (L 

x A²)/2. 

 

Evaluación de metástasis pulmonares 

Los ratones BALB/c (n =5) con tumores 4T1 fueron sacrificados al día 10 

o 32, según el experimento. En el caso de los pulmones obtenidos al día 32, se 

fijaron con la solución de Bouin (ácido acético 5%, formaldehído 9%, ácido 

pícrico 0.9%) y se contó el número de colonias pulmonares superficiales 

mediante observación en lupa. Por otro lado, en los experimentos finalizados al 

día 10, se realizaron cortes histológicos de los pulmones y se contó el número 

de micrometástasis en el microscopio de campo claro.  

 

Análisis de poblaciones inmunes 

Para el análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo, los 

tumores y bazos fueron disgregados de forma mecánica hasta obtener 
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fragmentos pequeños usando una tijera de punta curva. En el caso de los 

tumores, se realizó una posterior digestión enzimática durante 30 min a 37ºC 

con agitación en 2mL de un cóctel enzimático conteniendo 2 mg/mL de 

colagenasa IV y 50 U/mL de DNAsa I (Roche). Luego las suspensiones fueron 

filtradas con Cell Strainers con un tamaño de poro de 70 μm (BD Biosciences). 

En la mayoría de los experimentos donde su utilizó citometría de flujo las 

células mononucleares infiltrantes de tumores fueron enriquecidas mediante la 

centrifugación de las suspensiones celulares en gradientes de Ficoll-Hypaque 

(GE Healthcare), excepto en aquellos donde se evaluó la frecuencia de 

distintas poblaciones leucocitarias infiltrantes donde se realizaron tinciones de 

las suspensiones celulares directamente. Por otro lado, a la suspensión 

obtenida de los bazos luego de la digestión mecánica, se le agregó 3 ml de 

RPMI, se homogeneizó y se pasó la suspensión por filtros de 70 µm. Luego del 

lavado con RPMI, se lisaron los glóbulos rojos con buffer de lisis ACK (NH4Cl 

8,024 g/l, KHCO3 1,001 g/l, EDTA.2H2O 37 mg/l) durante 5 min a temperatura 

ambiente y luego se lavaron con PBS. 

 

Citometría de flujo 

Las suspensiones celulares obtenidas mediante los métodos de 

disgregación fueron teñidas con anticuerpos monoclonales dirigidos contra los 

antígenos murinos y humanos detallados en la tabla que se encuentra a 

continuación. Las células muertas fueron excluidas de los análisis utilizando 

una tinción de viabilidad el reactivo Zombie Aqua (Biolegend). En general por 

cada tinción se utilizaron de 5x104 a 2x106 células, dependiendo del ensayo. 

Las células fueron incubadas por 30 min a 4ºC con los anticuerpos y luego 

fueron lavadas con PBS 1% SAB. Para tinciones intracelulares, como FOXP3, 

las células fueron fijadas y permeabilizadas según las indicaciones del 

fabricante con el kit ―Foxp3 Staining Buffer Set‖ (eBioscience). Las células 

fijadas y permeabilizadas fueron teñidas con anticuerpos marcados dirigidos a 

proteínas intracelulares a temperatura ambiente por 1 h. La marcación 

inespecífica se evaluó incubando a las células con una IgG control del mismo 

isotipo de la utilizada para la marca específica conjugada con el fluorocromo 

correspondiente. Las muestras se adquirieron en un citómetro de flujo 
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FACSCanto II o LSRFortessa (BD Biosciences) y los datos obtenidos se 

analizaron con el programa FlowJo (TreeStar, Inc, Ashland, OR, EEUU). Se 

utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: 

 

      Tabla 1. Anticuerpos y fluorocromos utilizados citometría de flujo. 

Antígeno Clon Fluorocromo Compañía 

CD107a 1D4B FITC Biolegend 

CD11b M1/70 PE/Cy5 Biolegend 

CD25 PC61 APC BD Pharmingen 

CD3 17A2 Pacific Blue Biolegend 

CD4 GK1.5  PerCP/Cy5.5 Biolegend 

CD44 IM7 PE Biolegend 

CD45.2 104  PE/Cy7 BD Pharmingen 

CD49b DX5 APC Biolegend 

CD49b DX5 PE/Cy7 Biolegend 

CD62L MEL-14 APC BD Pharmingen 

CD69 H1.2F3 FITC Biolegend 

CD8 53-6.7  PE/Cy7 BD Pharmingen 

FOXP3 MF-14 PE Biolegend 

Gr1 RB6-8C5 PE/Cy7 Biolegend 

TCRβ H57-597 APC/Cy7 BD Pharmingen 

  

Estimulación de linfocitos T in vitro 

Se purificaron linfocitos T de ratones BALB/c o C57BL/6 a partir de 

suspensiones celulares de esplenocitos obtenidas del bazo como se describió 

previamente. La purificación se realizó utilizando el kit de selección negativa 

―EasySep Mouse T Cell Isolation Kit‖ (StemCell Technologies), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. En todos los ensayos, los linfocitos T purificados 

se cultivaron durante 72 h con los MC indicados y con partículas magnéticas 

anti-CD3/CD28 (Gibco, ThermoScientific). Se realizaron ensayos de 

proliferación cultivando 8x104 linfocitos T por hoyo de placas p96 con una 

relación 0,5:1 de partículas magnéticas sobre células. Las últimas 6 h del 

cultivo, se adicionó 1 µCi de timidina [3H] (New England Nuclear, Dupont, 

Boston, MA, EEUU, actividad específica: 20 Ci/mmol) en cada hoyo y se 

determinó la proliferación como se describió previamente. En algunos casos, se 

agregaron durante todo el cultivo 10 µg/ml de anticuerpos bloqueantes contra 

CCL2 (2H5) y CXCR3 (CD183) (BioXCell, West Lebanon, USA) o contra IL-
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15(AF447-SP) y CCL5 (AF478-SP) (RyD, Redwood City, CA, EEUU). Por otro 

lado, en los ensayos de diferenciación, se incubaron 2x105 por hoyo de placas 

p96, con una relación 0,1:1 de partículas magnéticas sobre células. Al finalizar 

el cultivo, las células se marcaron con anticuerpos anti-CD3, CD4, CD8, 

CD62L, CD44 y CD69 como se describió anteriormente, para determinar el 

estado de diferenciación y activación de los linfocitos T. 

 

Degranulación de células NK 

Para la evaluación de la degranulación de células NK, se cocultivaron 

1x104 células YAC-1 (célula blanco) con esplenocitos aislados del bazo de los 

ratones inmunizados in vivo (célula efectora) en con distintas relaciones célula 

efectora: célula blanco (50:1, 100:1 o 200:1). Las células fueron incubadas 18 h 

en estufa de atmósfera controlada a 37ºC con 5% de CO2. Durante las últimas 

4 h de cultivo se añadió al cultivo el anticuerpo anti-CD107a (FITC) o el 

correspondiente control de isotipo. A continuación se lavaron las células y se 

marcaron anticuerpo  anti CD3 y CD49b como se describió previamente. Se 

seleccionaron las células NK (CD3-DX5+) para determinar el porcentaje de 

CD107a+ en esta población. 

 

ELISPOT 

Dado que el tumor B16 utilizado expresa el antígeno OVA, estudiamos la 

presencia de linfocitos T específicos contra el tumor, en sangre periférica 

mediante la técnica de ELISPOT (del inglés, enzyme-linked immunospot). Este 

método se basa en la detección de la secreción de citoquinas por linfocitos T 

específicos de antígeno tras la estimulación con un péptido deseado. 

Brevemente, incubamos durante 24 h células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) de los ratones estimulados con el péptido sintético de OVA 

restringido al MHC de clase I, OVA257-264 (SIINFEKL, Invivogen, San Diego, 

USA). Detectamos la producción de IFNγ con un sistema enzimático que 

emplea sustratos cromogénicos. La reacción se visualiza como manchas y da 

una medida semicuantitativa de cada linfocito T que responde. 
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Arreglo de anticuerpos 

Se colectaron los MC-siControl y MC-siStat3 de células 4T1 y B16 como 

se describió anteriormente. Se utilizaron arreglos de anticuerpos de citoquinas 

y quimioquinas en membranas de nitrocelulosa (RyD, Redwood City, CA, 

EEUU), las cuales fueron incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con 

los MC. Las membranas se revelaron siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Cada punto fue densitometrado usando el programa Image J y se graficaron las 

intensidades relativas al control positivo en la membrana. 

 

ELISA  

 Las células 4T1, B16 y MCA101 fueron transfectadas con un siRNA 

control o específico contra Stat3 y se colectaron los MC como se describió 

previamente. Mediante el ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA, del inglés enzyme-linked immunosorbent assay) se determinó la 

cantidad de CXCL10 e IL-6 (RyD, Redwood City, CA, EEUU), y de CCL2, 

CCL2, IL-15 e IL-1β (PeproTech, Rocky Hill, USA) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante.  

 

Proteómica 

Preparación de las muestras 

Se cultivaron las células 4T1 durante 8 pasajes en el medio para SILAC, 

DMEM libre de Arginina (Arg) y Lisina (Lys) suplementado con isótopos 

"livianos" (12C6
14N2-Lys y 12C6

14N4-Arg) o ―pesados‖ (12C6
15N2Lys y 12C6

15N4-

Arg). El marcado de isótopos estables se confirmó por cromatografía líquida, 

seguida de espectrometría de masas, luego de la separación de las proteínas 

en gel y la digestión enzimática de las bandas azules. Las células 4T1 

marcadas con el medio con aminoácidos "livianos" se transfectaron con un 

siRNA control y las células marcadas con el medio "pesado" se transfectaron 

con un siRNA contra Stat3. Después de 48 h de transfección, las células se 

lavaron 5 veces con PBS y se cultivaron durante otras 24 h en medio sin suero. 

Se recolectaron tres secretomas de experimentos independientes (volumen 

total: 5 ml/condición), las muestras se mezclaron en una proporción de 1:1 y se 
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filtraron a través de un filtro de jeringa de 0,2 µm. Las muestras se 

concentraron hasta 500 µl utilizando unidades de filtración con un corte de peso 

molecular de 3 kDa (Millipore, USA). 

Digestión enzimática 

Los secretomas mezclados en una proporción de 1:1 fueron sometidos a 

una preparación de muestra asistida por filtro (FASP, del inglés filter aided 

simple preparation), y luego se fraccionaron a través de una fuerte separación 

de intercambio aniónico (SAX). El 90% de cada muestra se diluyó en 500 µl de 

bicarbonato de amonio 25 mM (ABC) antes de la reducción con ditiotreitol 5 

mM a 37 °C durante una hora y la alquilación con yodocacetamida 10 mM 

durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Las muestras se 

procesaron a continuación mediante un procedimiento FASP utilizando 

dispositivos Nanosep de 3 kDa (Pall), de acuerdo con los protocolos estándar. 

Brevemente, la muestra se cargó en los dispositivos de filtración y se centrifugó 

a 13.000 g durante 25 min. Se añadieron 500 µl de ABC 25 mM y se 

concentraron de nuevo. Este paso se repitió dos veces. El concentrado 

resultante se diluyó a 200 µl con ABC 25 mM y se agregaron 2 µg de 

tripsina/LysC. Después de la incubación durante la noche a temperatura 

ambiente, los péptidos se recogieron mediante centrifugación en unidades 

filtrantes durante 5 min. El fraccionamiento de péptidos basado en SAX se 

realizó como se describe (Wi niewski et al., 2009). Las seis fracciones eluidas 

por pH se cargaron en una punta de micropipeta empacada con SepPak C18 

casera para desalinizar (principio mediante el apilamiento de un 3M Empore 

SPE Extraction Disk Octadecyl (C18) y perlas de SepPak C18 CartidgeWaters 

en una punta de micropipeta de 200 µL). Las muestras desaladas se 

reconstituyeron en el buffer de inyección (MeCN al 2%, TFA al 0,3%) antes del 

análisis. 

Análisis por cromatografía líquida y espectrometría de masas 

La cromatografía líquida (CL) se realizó con un sistema RSLCnano 

(Ultimate 3000, ThermoScientific) acoplado en línea a un espectrómetro de 

masas OrbitrapFusionTribrid (ThermoScientific). Los péptidos fueron atrapados 

en una columna C18 (75 μm de diámetro interno x 2 cm; 

nanoViperAcclaimPepMapTM 100, ThermoScientific) con buffer A (2/98 MeCN / 

H2O en ácido fórmico al 0,1%) a un caudal de 4.0 µL/min durante 4 min. La 
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separación se realizó en una columna C18 de 50 cm x 75 μm 

(nanoViperAcclaimPepMapTM RSLC, 2 μm, 100Å, ThermoScientific) regulada 

a una temperatura de 55 °C con un gradiente lineal de 5% a 25% de buffer B 

(100% MeCN en ácido fórmico al 0,1%) a un caudal de 300 nL/min durante 100 

min. La espectrometría de masas de escaneo completo se adquirió en el 

analizador Orbitrap con una resolución establecida en 120,000 y los iones de 

cada escaneo completo se fragmentaron y se analizaron en la trampa de iones 

lineales. 

Procesamiento de datos e identificación de proteínas 

Los datos se buscaron en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot Mus 

musculus utilizando SequestHT a través de Thermo Scientific Proteome 

Discoverer (v 2.1). Las tolerancias de masa en MS y MS / MS se ajustaron a 10 

ppm y 0,6 Da, respectivamente. Establecimos carbamidometilcisteína, 

oxidación de metionina, acetilación N-terminal, 12C6
14N2-Lys, 12C6

14N4-Arg, 

12C6
15N2Lys y 12C6

15N4-Arg como modificaciones variables. Establecimos la 

especificidad de la digestión con tripsina y permitimos dos sitios de escisión 

perdidos. 

Los archivos resultantes se procesaron posteriormente utilizando myProMS 

(v 3.5) (Poullet et al., 2007). El objetivo de Sequest HT y el resultado de 

búsqueda de señuelo se validaron a una tasa de descubrimiento falso (FDR) 

del 1% con Percolator. Para la cuantificación de proteínas basada en SILAC, 

los péptidos XIC (cromatogramas de iones extraídos) se recuperaron de 

Thermo Scientific Proteome Discoverer. La normalización global de MAD se 

aplicó a la señal total para corregir los XIC para cada réplica biológica (n = 3). 

Las proporciones de proteínas se calcularon como la media geométrica de los 

péptidos relacionados. Para estimar la importancia de la relación, se realizó 

una prueba t con el paquete R limma (Ritchie et al., 2015) y la tasa de 

descubrimiento falso se ha controlado gracias al procedimiento Benjamini-

Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995) con un umbral en 0.05, y todas las 

proteínas identificadas tienen al menos 2 péptidos cuantificados. 
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Análisis de datos del TCGA 

Se descargaron datos de expresión de cáncer de mama de técnicas de 

RNA-seq, Microarray e iTRAQ (etiqueta isobárica para cuantificación relativa y 

absoluta) del The Cancer Genome Atlas (TCGA Weinstein et al., 2013) 

utilizando el software TCGA-Assembler (Wei et al., 2018). Solo se conservaron 

muestras de tumores primarios, obteniendo un total de 1095 muestras de RNA-

seq, 528 muestras de Microarray y 105 muestras iTRAQ. De esas 105 

muestras de iTRAQ, 28 se descartaron (77 se mantuvieron) después de un 

control de calidad de varianza (Mertins et al., 2016). Los datos se normalizaron 

de modo que la expresión tuviera distribuciones similares entre las muestras. 

Las muestras se clasificaron en subtipos intrínsecos de cáncer de mama según 

la firma molecular PAM50 (Parker et al., 2009), utilizando el paquete PBCMC 

(Fresno et al., 2018) R con 10000 permutaciones, un umbral de significación de 

0,01 y un límite de correlación de 0,1. Para hacer coincidir los datos de TCGA 

con la anotación de proteínas obtenida de la salida de myProMS, se utilizaron 

los servicios de anotación de MyGene.info (Mark et al., 2018). 

El análisis de la expresión diferencial entre los subtipos intrínsecos del 

cáncer de mama en los datos de TCGA se realizó utilizando el paquete limma 

R (Ritchie et al., 2015) entre los subtipos de tipo basal y el resto (Luminal A, 

Luminal B y Her2) y los valores de p fueron ajustado mediante el procedimiento 

de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995) con un umbral 

establecido en 0.05. Los paralelismos entre el contenido del MC-siStat3 y los 

subtipos de cáncer de mama se estudiaron mediante tablas de contingencia y 

la prueba de chi cuadrado de Pearson. 

 

Análisis estadístico 

Cuando se compararon dos grupos, se utilizó la prueba t de Student, 

salvo donde se indique lo contrario. Cuando tres o más grupos se compararon, 

se utilizó una prueba de ANOVA de una vía, seguida de la prueba t de Tukey, 

para determinar la significación entre grupos. No se emplearon métodos 

estadísticos a priori para predeterminar los tamaños muestrales, pero los 

mismos estuvieron en línea con aquellos reportados en trabajos previos 

(Carnevale et al., 2007; Cordo Russo et al., 2015; Rivas et al., 2012). La 
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comparación de los volúmenes tumorales entre los distintos grupos se llevó a 

cabo mediante un análisis de varianza de dos vías, seguida de una prueba de 

Tukey. Las velocidades de crecimiento se calcularon como las pendientes de 

las curvas de crecimiento, empleando un análisis de regresión lineal, y las 

pendientes fueron comparadas mediante un análisis de varianza, seguido de 

una prueba de paralelismo para determinar la significación estadística de las 

diferencias. Las probabilidades de sobrevida se calcularon de acuerdo al 

método de Kaplan-Meier, y la significación estadística se analizó mediante la 

prueba de rango logarítmico. El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando 

los programas GraphPadPrism 4 (GraphPad, La Jolla, CA, EEUU) y SPSS 

Software (SPSS, Inc., Chicago, IL, EEUU). Todos los análisis estadísticos 

fueron de dos colas, y un p valor inferior a 0,05 fue considerado significativo. 



 

 

 

 

 

 

 

 
RESULTADOS 
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Objetivo específico #1: Caracterizar el mecanismo de senescencia celular 

inducido por inhibición de Stat3 in vitro e in vivo. 

1.1 La inhibición de la adicción a Stat3 in vitro induce senescencia 
celular 

Como se señaló en la Introducción de este trabajo, el rol de Stat3 en el 

desarrollo y la progresión del cáncer ha sido ampliamente estudiado. 

Interesantemente, se ha demostrado que la inhibición de Stat3 conduce a una 

respuesta inmune antitumoral (Wang et al., 2004). Sin embargo, el mecanismo 

que lleva a que ciertos tumores sean reconocidos por el sistema inmune tras la 

inhibición de Stat3 ha sido poco descripto. Previamente hemos demostrado que 

el bloqueo de la activación de Stat3 mediante la transfección con un plásmido 

dominante negativo, indujo senescencia en dos líneas de cáncer de mama 

murino (Tkach et al., 2012). Debido a que la senescencia celular puede 

promover inmunovigilancia, decidimos caracterizar con mayor profundidad el 

mecanismo de senescencia antes observado. Para ello, realizamos estudios de 

silenciamiento de la expresión de Stat3 con un ARN corto de interferencia 

(siRNA) utilizando distintos tipos de tumores sólidos y con diferentes niveles de 

activación de Stat3 basal. En los modelos de cáncer de mama ErbB-2+ (C4HD, 

JIMT-1 y KPL-4), cáncer de mama triple negativo (4T1, MDA-MB-231 y MDA-

MB-468), cáncer de colon (CT26) y melanoma (B16), el bloqueo de Stat3 

produjo un aumento de la tinción para la actividad de la enzima SA-β-gal 

(Figura 1A), uno de los principales marcadores de senescencia celular (Dimri et 

al., 1995). Sin embargo, en las líneas de cáncer de mama luminal (T-47D), 

luminal ErbB-2+, (BT-474) y en el modelo de fibrosarcoma murino (MCA101), la 

inhibición de Stat3 no promovió cambios en este marcador (Figura 1A). 

Corroboramos, mediante WB, que la inhibición de Stat3 utilizando el siRNA 

específico contra esta proteína fue del 30-80% en todas las líneas (Figura 1B).  

 

 

 

 

Resultados 1 
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Figura 1 El boqueo de Stat3 aumenta la actividad de la enzima SA-β-gal en ciertos tipos 

de tumores sólidos. Se transfectaron las líneas celulares durante 48 h con un siRNA Control o 

específico para Stat3. A. Ensayo de senescencia por tinción de la enzima SA-β-gal. El gráfico 

de barras representa las medias de los porcentajes de células SA-β-gal positivas. B. Se 

determinó la expresión de Stat3 y β-tubulina mediante WB. Los números debajo representan la 

relación Stat3/β-tubulina tomando como referencia a las células transfectadas con siRNA 

Control. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs siRNA Control. Experimento representativo de 3 
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realizados. Datos presentados como media±EEM. CM: Cáncer de mama, CMTN: Cáncer de 

mama triple negativo. 

. 

Dado que la funcionalidad de Stat3 está dada por su activación, 

decidimos evaluar si había alguna correlación entre los niveles de activación de 

dicho oncogén y la inducción de senescencia. Normalmente, la activación de 

Stat3 se induce mediante la fosforilación en un residuo de tirosina crítico 

(Tyr705) que desencadena su dimerización y migración al núcleo donde se 

comporta como un activador de transcripción para una amplia gama de genes, 

según lo descripto en la Introducción. Como se puede observar en la Figura 2, 

las líneas que senescen tras la inhibición de Stat3, presentan niveles elevados 

de activación de esta proteína, determinada por la fosforilación en Tyr705. En 

cambio, en aquellas líneas donde el bloqueo de Stat3 no produce cambios en 

la tinción para la actividad de la enzima SA-β-gal, se observan niveles apenas 

detectables de fosforilación de esta proteína. Estos resultados demuestran que 

el bloqueo de Stat3 in vitro induce senescencia celular solo en células de 

cáncer de mama murinas y humanas y en otros tipos de tumores que tienen 

elevados niveles de fosforilación de Stat3 en Tyr705 basal.            

 

      

 

Figura 2: Niveles de activación de Stat3. Se realizaron extractos proteicos de las células en 

medio suplementado con SFB. La medida de la activación de Stat3, por la fosforilación de Stat3 

(pStat3) en el residuo Tyr705 y la expresión de Stat3 se determinó mediante WB. Los números 

representan el cociente entre pStat3/Stat3, tomando como 1 a las células T-47D. Experimento 

representativo de 3 realizados. 
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Como se comentó en la Introducción, la senescencia celular está 

asociada con cambios globales en la estructura de la cromatina, como la 

metilación de histonas. Observamos, mediante marcación por 

inmunofluorescencia y posterior análisis por microscopía confocal en las 

células 4T1, MDA-MB-231, MDA-MB-468, JIMT-1 y B16, que el silenciamiento 

de la expresión de Stat3 induce un aumento de tinción para la marca 

TriMeK9H3, una marca de represión transcripcional asociada a un fenotipo 

senescente (Narita et al., 2003)(Figura 3). 

 

 

Figura 3: La senescencia inducida por bloqueo de Stat3 produce cambios en la 

estructura de la cromatina. Según corresponda, se transfectaron las células durante 48 h con 

siRNA Control o siRNA específico para Stat3. Se realizó  una inmunofluorescencia con un 

anticuerpo anti-trimetilación de la lisina 9 de la histona 3 (TriMeK9H3) seguido de la incubación 

con un anticuerpo secundario anti-IgG-FITC. Los núcleos se tiñeron con Ioduro de propidio. La 

intensidad de fluorescencia media (IFM) verde se cuantificó en 50 células para cada línea 

celular y condición. **p<0,01, ***p<0,001 vs Control siRNA. Datos presentados como 

media±EEM. Experimento representativo de 2 realizados. 

 

Los principales mediadores del arresto del ciclo celular durante la 

senescencia, son los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDKi), 
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como p16INK4a y p21cip1. Observamos, mediante WB, que el bloqueo de Stat3 

con un siRNA, produce un aumento de la expresión de p16INK4a en las células 

C4HD y 4T1 y p21cip1 en las células MDA-MB-231 (Figura 4A). Es importante 

resaltar que muchos tumores tienen deleciones o mutaciones en el gen 

CDKN2A que codifica para p16INK4a, como es el caso de las células MDA-MB-

231. En estas células pudimos observar que el bloqueo de Stat3 produce un 

aumento de la expresión de p21CIP1 y no de p16INK4a. Interesantemente, en la 

Figura 4B podemos observar que el silenciamiento de Stat3 induce 

senescencia en las células C4HD, 4T1 y MDA-MB-231, y la inhibición de la 

expresión de p16INK4a o p21cip1 anula la inducción de senescencia mediada por 

el bloqueo de Stat3 (Figura 4B). La inhibición en la expresión de Stat3 y 

p16INK4a o p21cip1 en células transfectadas con siRNAs contra ambas proteínas 

se corroboró por WB (Figura 4A).  

 

 

Figura 4: El mecanismo de senescencia inducido por bloqueo de Stat3 depende de 

inhibidores del ciclo celular. Según corresponda, se transfectaron  las células C4HD, 4T1 o 
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MDA-MB-231 con siRNA control, siRNA Stat3, siRNA p16
INK4a

 o siRNA p21
cip1

 o con la 

combinación de estos dos últimos siRNAs con siRNA Stat3. A. Ensayo de senescencia por 

tinción de la enzima SA-β-gal. Los resultados se muestran como las medias de los porcentajes 

de células SA- β-gal positivas n=50. B. Se determinó la expresión de Stat3, p16
INK4a

, p21
cip1

  y 

β-tubulina mediante WB. Los números representan la cuantificación de las respectivas 

proteínas sobre β-tubulina.  **p<0,01, ***p<0,001 vs Control siRNA. Datos presentados como 

media±EEM. Experimento representativo de 2 realizados. 

 

Otro de las características principales de las células senescentes, es el 

arresto del ciclo celular. Acorde a resultados previos de nuestro laboratorio 

(Proietti et al., 2009; Proietti et al., 2005), la inhibición de Stat3 disminuyó la 

proliferación in vitro de células C4HD estimuladas con MPA (Figura 5A). 

También, comprobamos que el bloqueo de Stat3 redujo la proliferación de 

células 4T1 y MDA-MB-231 (Figura 5B y 5C). Además, la inhibición de la 

expresión de p16INK4a en células C4HD y 4T1 y p21CIP1 en células MDA-MB-

231, revirtió el arresto de la proliferación observado por la transfección con 

siRNA contra Stat3. En sintonía con los hallazgos de la figura 1, el 

silenciamiento de Stat3 en las líneas MCA101 y T47D, que tienen niveles bajos 

de activación de Stat3 y no senescen tras su bloqueo, no produjo un arresto del 

ciclo celular (Figura 5). En conclusión, el bloqueo de inhibidores del ciclo 

celular, como p16INK4a y p21cip1, previene la inducción de senescencia celular y 

la inhibición de la proliferación por inactivación de Stat3. Estos resultados 

demuestran que el bloqueo de Stat3 in vitro induce senescencia celular en 

células de cáncer de mama murinas y humanas, en cáncer de colon y 

melanoma. La inducción de senescencia por inhibición de Stat3 ocurre solo en 

células que tienen activación constitutiva de esta proteína y la necesitan para 

poder proliferar. Además, observamos que los inhibidores del ciclo celular son 

mediadores claves de la senescencia celular inducida por el bloqueo de Stat3. 
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Figura 5: El silenciamiento de p16
INK4a

 o p21
cip1

 revierte la inhibición de la proliferación 

inducida por el bloqueo de Stat3. Se realizó un ensayo de proliferación por incorporación de 

timidina [
3
H] en células C4HD, estimuladas con MPA, 4T1, MDA-MB-231, MCA101 o T47D 

transfectadas con siRNA control, siRNA Stat3, siRNA p16
INK4a

 o siRNA p21
cip1

 o con la 

combinación de estos dos últimos siRNA con siRNA Stat3. Luego 48 h de transfección, se 

midió la radioactividad incorporada al ADN, con un pulso de timidina [
3
H] durante las últimas 

18h. Los datos se presentan como la media de las cpm ± EEM de octuplicados. Las diferencias 

significativas fueron calculadas contra las células transfectadas con siRNA Control y contra 

células transfectadas con siRNA Stat3. ns: no significativo, **p<0,01, ***p<0,001. Datos 

presentados como media±EEM. Experimento representativo de 2 realizados. 

 

1.2 La inhibición de Stat3 in vivo induce senescencia en los tumores 
4T1 y B16 



81 
 

Con el objetivo de validar nuestros hallazgos in vivo, realizamos 

experimentos con el modelo murino de cáncer de mama triple negativo estadio 

IV 4T1 y en el modelo de melanoma B16. Ambos tumores tienen activación 

constitutiva de Stat3 como se puede observar en la figura 2. Administramos a 

ratones portadores del tumor 4T1 o B16, el inhibidor de la activación de Stat3, 

JSI-124 (Blaskovich et al., 2003) diariamente durante 10 días (Figura 6A). 

Observamos, como ya estaba reportado, que el tratamiento con JSI-124 inhibió 

el crecimiento de los tumores 4T1 (Ren et al., 2014) y B16 (Blaskovich et al., 

2003; Molavi et al., 2008) con respecto al grupo control, representado por las 

curvas de crecimiento tumoral (Figura 6B y 6C, respectivamente). Es 

importante resaltar que, a pesar que observamos una inhibición similar, en los 

trabajos mencionados, la administración del JSI-124 fue intratumoral, mientras 

que en nuestro caso fue intraperitoneal. Además, observamos que los ratones 

portadores del tumor 4T1 tratados con JSI-124, presentaron un menor número 

de micrometástasis en pulmón al final del experimento (Figura 6D).  
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Figura 6: El tratamiento con JSI-124 inhibe el crecimiento de los tumores 4T1 y B16. A. 

Se inyectaron 10
4
 células 4T1 s.c. en ratones BALB/c o 10

5
 células B16 s.c. en ratones 

C57BL/6. Cuando el tumor alcanzó un volumen de 100 mm
3
, los animales se distribuyeron al 

azar para recibir 1mg/kg/día de JSI-124 de forma i.p (n=5/grupo). Al día 10 de tratamiento, los 

animales fueron sacrificados. El crecimiento del tumor 4T1 (A) o B16 (B) se muestra como 

volumen tumoral, calculado como (L x A²)/2, donde A es el ancho y L es el largo del tumor. C. 

Se realizó un recuento de micrometástasis en pulmón al final del experimento. *p<0,05, 

**p<0,01 vs. Grupo control. Datos presentados como media±EEM. 

 

Finalmente, estudiamos la actividad de la enzima SA-β-gal en cortes 

frescos de los tumores tratados con JSI-124. La Figura 7 muestra la tinción de 

la enzima SA-β-gal en tumores representativos de ambos grupos, donde se 

observa que los tumores 4T1 y B16 tratados con JSI-124 presentan marcación 

positiva, mientras que los controles son negativos para la tinción. Esta es la 

primer demostración de que la inhibición de Stat3 in vivo induce senescencia 

celular en tumores adictos a este oncogén. Dado que actualmente hay un gran 

interés en el desarrollo de inhibidores de Stat3, este hallazgo resulta muy 

interesante para conocer los mecanismos moleculares que transcurren luego 

de su inhibición. 

        

Figura 7: La inhibición de Stat3 in vivo produce un aumento de la actividad de la enzima 

SA-β-gal. Luego de 10 días de tratamiento con JSI-124 (figura 6), se realizaron cortes en 

criostato de los tumores 4T1 y B16. Se realizó la tinción de SA-β-gal. Se muestran cortes 

representativos de los distintos grupos experimentales. 
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En esta primera parte de resultados observamos que: 

 En modelos murinos y humanos de cáncer de mama, cáncer de colon y 

melanoma que presentan activación constitutiva de Stat3, demostramos 

que han desarrollado adicción a éste oncogen, ya que el silenciamiento 

de Stat3 en estas células induce un arresto del ciclo celular denominado 

senescencia.  

 El mecanismo de senescencia celular inducido por silenciamiento de 

Stat3 está acompañado de: 

- Un aumento en la actividad de la enzima SA-β-gal 

- Cambios en la estructura de la cromatina 

- Dependencia de inhibidores del ciclo celular 

- Un arresto del ciclo celular.  

 El silenciamiento de Stat3 no induce senescencia ni arresto de la 

proliferación en células que no tienen activación constitutiva de Stat3. 

 El tratamiento in vivo con un inhibidor farmacológico de la activación de 

Stat3 en tumores adictos a dicho oncogén, induce senescencia celular.  

 

Conclusiones parciales 1 
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 Objetivo específico #2: Estudiar la actividad del SASP inducido por 

silenciamiento de Stat3 sobre células del microambiente y células tumorales in 

vitro. 

2.1 Los medios condicionados de células senescentes inducidas 
por silenciamiento de Stat3 tienen efecto inmunoestimulador in 
vitro. 

En la primera parte de resultados de esta Tesis observamos que la 

inhibición de Stat3 en células y tumores que tienen activación constitutiva de 

dicho oncogén, induce senescencia celular por un mecanismo denominado 

senescencia inducida por inactivación de oncogenes. Como se detalló en la 

Introducción, la senescencia lleva a la producción de un SASP que, 

dependiendo del contexto, puede tener tanto funciones protumorales como 

antitumorales. La actividad del SASP asociado a otros tipos de senescencia 

como la inducida por terapia o por activación de oncogenes, ha sido bien 

caracterizada. Sin embargo, muy poco se conoce sobre el SASP asociado a 

senescencia inducida por inactivación de oncogenes y no hay reportes hasta el 

momento, que describan la actividad del SASP de células senescentes 

inducida por bloqueo de Stat3. Para ensayar las propiedades del SASP 

inducido por silenciamiento de Stat3, obtuvimos el medio condicionado (MC) de 

células 4T1 o B16 transfectadas con siRNA contra Stat3 (MC-siStat3) o con 

siRNA control (MC-siControl) y realizamos varios ensayos funcionales. Como 

control, incluimos el MC de células MCA101 que no experimentaron 

senescencia por silenciamiento Stat3 (Figura 1A). Brevemente, luego de la 

transfección con los siRNAs las células se lavaron al menos tres veces con 

PBS y se agregó medio sin suero, para asegurar que el efecto observado se 

debe a los factores secretados por las células, y no a restos de reactivo de 

transfección, siRNA o componentes del suero (ver Materiales y Métodos).  

En primer lugar, estudiamos la proliferación, diferenciación y activación 

de linfocitos T murinos purificados por selección negativa a partir del bazo de 

ratones BALB/c o C57BL/6 sanos. Estimulamos los linfocitos T purificados con 

partículas magnéticas recubiertas con anticuerpos anti-CD3/CD28 en presencia 
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de MC-siStat3 o MC-siControl de células 4T1, B16 y MCA101. Las partículas 

anti-CD3/CD28 simulan la interacción entre un linfocito T y una  célula 

presentadora de antígeno. Observamos que, en presencia del MC-siStat3 de 

células 4T1 y B16, se potencia la proliferación de linfocitos T con respecto al 

MC-siControl (Figura 8). Sin embargo, el MC-siStat3 de células MCA101 no 

modificó la proliferación de linfocitos T en comparación con el MC-siControl 

(Figura 8).  

 

     

Figura 8. El MC-siStat3 de células senescentes estimula la proliferación de linfocitos T. 

Se purificaron linfocitos T de bazo de ratones BALB/c (para experimento con MC de células 

4T1 y MCA101) o C57BL/6 (para experimento con MC de células B16) mediante selección 

negativa. Estos linfocitos se cultivaron durante 72 h con partículas magnéticas anti-CD3/CD28 

y los MC indicados y se realizó un ensayo de proliferación por incorporación de timidina [
3
H], 

con pulso durante las últimas 6 h. ns: no significativo **p<0,01, ***p<0,001, vs MC-siControl. 

Datos presentados como media±EEM. Experimento representativo de 5 realizados. MC-

siControl: medio condicionado obtenido de células transfectadas con siRNA Control, MC-

siStat3 medio condicionado obtenido de células transfectadas con siRNA contra Stat3. 

 

Observamos que el MC-siStat3 de células senescentes por inhibición de 

Stat3 induce la proliferación de linfocitos T, pero quisimos caracterizar con 

mayor profundidad cómo impacta sobre la activación y diferenciación de los 

linfocitos T CD4+ y CD8+. Nuevamente, obtuvimos linfocitos T purificados por 

selección negativa de ratones BALB/c y C57BL/6 sanos y los incubamos con 

los MC de células 4T1 y B16, respectivamente y partículas anti-CD3/CD28. 

Estudiamos la expresión de CD44, una molécula de adhesión a ácido 

hialurónico que es indicadora de un estado activado de linfocitos T, y de 

CD62L, otra molécula de adhesión que solo se expresa en linfocitos T vírgenes 
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y de memoria central (Sallusto et al., 2004). El análisis combinado de la 

expresión de CD44 y CD62L permite determinar el fenotipo virgen, de memoria 

central o efector de linfocitos T (Figura 9A). Mediante citometría de flujo 

pudimos observar que el tratamiento in vitro con el MC-siStat3 de células 4T1 y 

B16, produce un aumento en la población de linfocitos T CD4+ CD44+ CD62L- 

(Figura 9A y 9B), indicando un fenotipo de linfocito T efector. Este aumento es 

a expensas de una disminución en los linfocitos T CD4+ vírgenes 

(CD62L+CD44-), ya que no observamos diferencias en el porcentaje de células 

de memoria central (CD62L+CD44+), en los linfocitos T CD4+ tratados con MC-

siStat3 vs. MC-siControl. Con respecto a los linfocitos T CD8+, no observamos 

diferencias en la frecuencia de células efectoras cultivadas con el MC-siStat3 

de células 4T1 y B16 vs. MC-siControl (Figuras 9C y 9D). Sin embargo, el MC-

siStat3 de células 4T1 produjo un aumento en la frecuencia de linfocitos T 

CD8+ de memoria central, a expensas de una disminución en la población 

virgen (Figuras 9C y 9D). Esto no ocurrió en el tratamiento con el MC-siStat3 

de las célulasB16. Por otro lado, decidimos estudiar el marcador de activación 

de linfocitos T CD69 (Simms & Ellis, 1996). En la Figura 9E podemos observar 

que el MC-siStat3 de células 4T1 y B16 induce un aumento en la frecuencia de 

linfocitos T CD4+ que expresan el marcador CD69 con respecto al MC-

siControl. Por otra parte, solo el MC-siStat3 de células 4T1 indujo un aumento 

significativo de activación de linfocitos T CD8+, mientras que MC-siStat3 de 

células B16 no modificó la expresión de CD69 en estas células (Figura 9E).  
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Figura 9. Linfocitos T CD4
+
 tratados con el MC-siStat3 de células 4T1 y B16 presentan 

mayor activación y un fenotipo de células efectoras. Se purificaron linfocitos T de bazo de 

ratones BALB/c o C57/BL6 mediante selección negativa. Estos linfocitos se cultivaron durante 

72 h con partículas magnéticas anti-CD3/CD28 y los MC indicados de células 4T1 o B16, 

respectivamente. Luego se tiñeron con anticuerpos anti CD3, CD4, CD8, CD44, CD62L y CD69 

y luego se sometieron a análisis por citometría de flujo A. Gráficos de puntos representativos, 

muestran la distribución de linfocitos T CD4
+
 vírgenes, de memoria central y efectores. B. 

Porcentaje de células vírgenes, de memoria central y efectora en linfocitos T CD4
+
 (n=4). C. 

Gráficos de puntos representativos, muestran la distribución de linfocitos T CD8
+
 vírgenes, de 

memoria central y efectores. D. Porcentaje de células vírgenes, de memoria central y efectora 

en linfocitos T CD8
+
 (n=4). E. Porcentaje de linfocitos T CD4

+
 o CD8

+
 CD69+ (n=4). Resultados 

representativos de 2-5 experimentos independientes. Datos presentados como media±EEM; 

ns: no significativo; * p<0,05. LT: linfocitos T. 

 

2.2 Los medios condicionados de células senescentes inducidas 
por el silenciamiento de Stat3 tienen efecto antitumoral in vitro. 

Para evaluar si el MC-siStat3 tiene un efecto paracrino sobre las propias 

células tumorales, estudiamos distintos parámetros. En primer lugar, 

evaluamos la proliferación de células tumorales cuando se expusieron a MC-

siStat3 o MC-siControl proveniente de células 4T1, B16, MDA-MB-231 y 

MCA101. Las células 4T1, B16 y MDA-MB-231 cultivadas con MC-siStat3 

exhibieron una disminución de la proliferación cuando se compararon con las 

células cultivadas con MC-siControl (Figura 10). Sin embargo, el MC-siStat3 de 

células MCA101, tuvo la misma actividad sobre la proliferación en las células 

MCA101 que el MC-siControl (Figura 10).  

 

 



89 
 

Figura 10. El MC-siStat3 de células senescentes inhibe la proliferación de las propias 

células tumorales. Las células 4T1, B16, MCA101 y MDA-MB-231 se cultivaron durante 48 h 

con MC-siStat3 o MC-siControl proveniente de la misma línea celular. Se realizó un ensayo de 

proliferación por incorporación de timidina [
3
H]. ns: no significativo, **p<0,01, ***p<0,001,. vs 

MC-siControl. Datos presentados como media±EEM. Experimento representativo de 4 

realizados. 

 

En segundo lugar, evaluamos la migración celular, un parámetro 

asociado a la capacidad metastásica. Observamos que el MC-siStat3 inhibió la 

migración, en un ensayo de cierre de la herida, de las células 4T1, B16  y MDA-

MB-231 (Figura 11). Cabe resaltar que el MC-siControl no estimuló más la 

migración que el medio de crecimiento normal. Este ensayo no pudo realizarse 

en las células MCA101 por un problema técnico debido al tipo de monocapa 

que forman.    

            

Figura 11. El MC-siStat3 de células senescentes inhibe la migración de células 

tumorales. Las monocapas confluentes de células 4T1, B16, MCA101 y MDA-MB-231 en 

medio completo se hirieron y se cultivaron con MC-siStat3 o MC-siControl proveniente de la 

misma línea celular. Se dejó migrar a las células hacia el área libre de células. Las heridas se 

fotografiaron a las 0 y 12 h y se cuantificaron por densitometría. **p<0,01, ***p<0,001. vs. MC-

siControl. Datos presentados como media±EEM. Experimento representativo de 3 realizados. 

 

Finalmente, para probar el potencial angiogénico de los MC, estudiamos 

la capacidad los mismos de  modular la proliferación de células endoteliales de 

la vena del cordón umbilical humanas (HUVEC del inglés human umbilical vein 

endothelial cells). Los resultados revelaron que el MC-siControl de células 4T1, 

B16 y MCA101 tiene actividad angiogénica, ya que aumentó la proliferación de 
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las células HUVEC. Sin embargo, el MC-siStat3 de las células 4T1 y B16 

moduló la proliferación de las células HUVEC a niveles similares al medio 

control (Figura 12). En el caso de los MC provenientes de las células MDA-MB-

231, el MC-siControl no produjo un aumento de la proliferación de las células 

HUVEC, pero el MC-siStat3 mostró una actividad significativamente menor. 

Nuevamente, a pesar de que el MC de las células MCA101 estimuló la 

proliferación de las células HUVEC vs el medio control, el MC-siStat3 de dichas 

células no presentó diferencias en comparación con el MC-siControl. 

                

 

Figura 12. El MC-siStat3 de células senescentes no induce la proliferación de las células 

HUVEC. Las células HUVEC se cultivaron durante 48 h con MC-siStat3 o MC-siControl 

proveniente de las líneas celulares 4T1, B16, MCA101 y MDA-MB-231 según se indica. Como 

control se utilizó un medio con 10% de SFB. Se realizó un ensayo de proliferación por 

incorporación de timidina [
3
H]. ns: no significativo, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Datos 

presentados como media±EEM. Experimento representativo de 3 realizados. 
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En esta segunda parte de resultados observamos que: 

 La senescencia celular inducida por bloqueo de la adicción a Stat3 lleva 

a la producción de un SASP que in vitro:  

- Aumenta la proliferación de linfocitos T estimulados 

- Produce una diferenciación de linfocitos T CD4+ hacia un subtipo 

efector 

- Tiene un efecto paracrino sobre las mismas células tumorales, 

inhibiendo su proliferación y migración.  

-  No muestra actividad angiogénica.   

 El efecto observado in vitro del SASP inducido por silenciamiento de 

Stat3 no ocurre con los MC de células no adictas.  

 

Conclusiones parciales 2 
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Objetivo específico #3: Diseñar una inmunoterapia basada en la aplicación in 

vivo del SASP de células senescentes inducida por inhibición de Stat3. 

3.1 El SASP derivado de células que tienen silenciado Stat3 es un 
adyuvante para una inmunoterapia celular profiláctica contra cáncer 
de mama ErbB2+ 

En las secciones de Resultados 1 y 2 de esta Tesis, comprobamos que 

el silenciamiento de Stat3 en células y tumores adictos a dicho oncogén, induce 

senescencia celular con la producción de un SASP que tiene actividad 

inmunoestimuladora y antitumoral in vitro. Además, previamente en nuestro 

laboratorio, demostramos que la inmunización con células irradiadas que tienen 

bloqueada la activación de Stat3, induce una respuesta antitumoral típica 

contra células senescentes, que involucra los linfocitos T CD4+ y las células NK 

(Tkach et al., 2012). Sin embargo, los diversos efectos del SASP inducido por 

silenciamiento de Stat3 observados in vitro, nos alentaron a estudiar si la 

inmunovigilancia antes observada podía ser mediada por los factores 

secretados. De esta forma podemos estudiar el efecto paracrino exclusivo que 

tiene la inhibición de Stat3. Para ello, diseñamos una inmunoterapia basada en 

la administración in vivo  del SASP. En primer lugar, decidimos hacer una 

administración profiláctica contra el modelo de cáncer de mama murino ErbB2+ 

C4HD, semejante al experimento realizado anteriormente en el laboratorio 

(Tkach et al., 2012). Con este objetivo, colectamos los MC-siStat3 y MC-

siControl de células C4HD, los concentramos con columnas de 4 KDa de línea 

de corte y los liofilizamos. Una vez obtenido el liofilizado, los mezclamos con un 

polímero sintético de etilenvinilacetato (Elvax®) para formar un pellet que, al 

ser implantado de forma subcutánea en el ratón, libera lentamente su contenido 

(Kumamoto et al., 2002). Inmunizamos ratones hembras BALB/c con células 

C4HD salvajes irradiadas, junto con los pellet conteniendo el MC-siControl o el 

MC-siStat3. Es importante resaltar que, en todos los experimentos, la dosis de 

radiación utilizada, no induce senescencia en las células irradiadas. Luego de 3 

inmunizaciones, los animales fueron desafiados con el tumor C4HD y se 

monitoreó el crecimiento durante 22 días (Figura 13A). Observamos que la 
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inmunización con células irradiadas junto con el pellet de MC-siStat3 produjo 

una inhibición en el crecimiento tumoral comparado con el MC-siControl (Figura 

13B). En esta curva de crecimiento también se puede observar que la 

inmunización con el MC-siControl, no produce cambios en el crecimiento 

tumoral en comparación a ratones inyectados con PBS. 

 

 

Figura 13. La inmunización profiláctica con MC-siStat3 junto con células C4HD irradiadas 

disminuye el crecimiento del tumor C4HD. A. Protocolo de inmunoterapia: Ratones hembra 

BALB/c fueron inmunizados con 10
6
 células C4HD irradiadas s.c. y con un pellet que contiene 

el MC de células C4HD transfectadas con siRNA control (MC-siControl) o con siRNA Stat3 

(MC-siStat3), o inyectados con PBS s.c. (n=5/grupo). Luego de tres inmunizaciones con un 

intervalo de dos semanas entre cada una, los animales se desafiaron con un fragmento de 

tumor C4HD y simultáneamente se les aplicó un pellet de MPA en el flanco opuesto. B. El 

crecimiento tumoral se muestra como volumen tumoral, calculado como (L x A²)/2, donde A es 

el ancho y L es el largo del tumor. *p<0,05 vs MC-siControl. Datos presentados como 

media±EEM. Experimento representativo de 2 realizados. MC: medio condicionado. 

 

Por último, decidimos estudiar la respuesta inmune en linfocitos T y 

células NK aislados a partir del bazo de los ratones del experimento descripto 

en la Figura 13. Como marcadores de activación, estudiamos la expresión de 

CD44 y la expresión de CD69 que permiten detectar la activación de linfocitos 

T (Simms & Ellis, 1996) y de células NK (Ziegler et al., 1993). Observamos que 
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los ratones inmunizados con células C4HD irradiadas junto con un pellet 

conteniendo el MC-siStat3, presentaron una mayor activación de linfocitos T 

CD4+ (Figura 14A) en comparación con el grupo inmunizado con MC-siControl. 

Asimismo, las células NK de los ratones inmunizados con MC-siStat3 tenían 

mayor expresión del marcador de activación CD69 con respecto al grupo 

inmunizado con MC-siControl (Figura 14B). Teniendo en cuenta que la 

capacidad de degranulación de las células NK es clave para la eliminación de 

células tumorales, decidimos evaluarla analizando la expresión del marcador 

CD107a, que es una molécula asociada a gránulos de granzimas y perforinas 

que queda expuesta en la superficie cuando estos son liberados (Anfossi et al., 

2006). Para ello, realizamos cocultivos de 18 h de esplenocitos con distintas 

proporciones de células YAC-1, que es una línea celular sensible a la actividad 

citotóxica de las células NK. Posteriormente cosechamos las células y 

realizamos una marcación con anticuerpos específicos acoplados a distintos 

fluorocromos con el objeto de determinar el porcentaje de células NK 

CD107a+. Como se muestra en la Figura 14C, las células NK de ratones 

inmunizados con el MC-siStat3  cultivados en presencia de células YAC-1 

muestran mayor expresión en superficie del marcador CD107a que las células 

NK de ratones inmunizados con el MC-siControl.  

 

Figura 14. A. La inmunoterapia de MC-siStat3 y células 4T1 irradiadas estimula una 

respuesta inmune antitumoral. Los esplenocitos de ratones sometidos a la inmunoterapia 

descripta en la Figura 13, se tiñeron con anticuerpos anti CD3, CD4, CD44, CD69, DX5 y 

CD107a y luego se sometieron a análisis de citometría de flujo para calcular el porcentaje de: 

linfocitos T activados,. CD3
+
, CD4

+
, CD44

+ 
(A). Las células NK se definieron como la población 

CD3
-
/DX5

+
 y se determinó su activación mediante tinción con anticuerpo anti-CD69 (B). C. La 

degranulación de células NK se estudió mediante estimulación ex vivo con diferentes 
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proporciones de células YAC-1 y tinción con anticuerpo anti-CD107a. **p<0,01, ***p<0,001  vs. 

MC-siControl. Datos presentados como media±EEM. Experimento representativo de 3 

realizados. LT: linfocitos T. MC-siControl: medio condicionado de células C4HD transfectadas 

con siRNA control. MC-siStat3: medio condicionado de células C4HD transfectadas con siRNA 

Stat3. 

 

3.2 El SASP derivado de células que tienen silenciado Stat3 es un 
adyuvante para una inmunoterapia celular terapéutica contra cáncer 
de mama triple negativo 

Teniendo en cuenta que el protocolo de inmunización profiláctica basado 

en la administración del MC-siStat3 tuvo un efecto antitumoral contra el tumor 

C4HD, decidimos trasladarnos a una condición más exigente con relevancia 

clínica como es la inmunización terapéutica. Con el objetivo de extender 

nuestros resultados obtenidos en el tumor C4HD a otros modelos tumorales, 

evaluamos la eficacia de la inmunización terapéutica utilizando el carcinoma 

mamario murino 4T1. Este tumor es capaz de generar metástasis en diversos 

órganos, incluyendo pulmón, hígado, cerebro y hueso. Diseñamos un protocolo 

de administración terapéutico que consistió en inmunizaciones seriadas con 

células 4T1 salvajes irradiadas simultáneamente con el pellet de MC-siStat3 o 

MC-siControl, luego del establecimiento del tumor (Figura 15A). Como control, 

inyectamos animales con PBS. Monitoreamos el crecimiento tumoral a lo largo 

del experimento y observamos una marcada inhibición del mismo en los 

ratones tratados con MC-siStat3 (Figura 15B). El crecimiento tumoral fue 

similar entre el grupo inmunizado con MC-siControl y el grupo tratado con PBS. 

Por último, contamos el número de nódulos metastásicos en pulmón y 

observamos que los pulmones de los ratones pertenecientes al grupo MC-

siStat3 presentaban una marcada disminución en el número de colonias 

metastásicas en comparación al grupo MC-siControl (Figura 15C).  
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Figura 15. La inmunoterapia con MC-siStat3 y células 4T1 irradiadas disminuye el 

crecimiento tumoral y las metástasis del tumor 4T1. A. Protocolo de inmunoterapia: Los 

ratones hembra BALB/c fueron desafiados con 10
4
 células 4T1 s.c. Cuando el tumor era 

palpable, los animales se distribuyeron al azar para luego ser inyectados  con 10
6
 células 4T1 

irradiadas s.c. y con un pellet que contiene el MC de células 4T1 transfectadas con siRNA 

control (MC-siControl) o con siRNA Stat3 (MC-siStat3), o inyectados con PBS s.c. una vez a la 

semana durante tres semanas (n=5/grupo). Una semana después de la última inmunización, se 

sacrificaron los ratones. B. El crecimiento tumoral se muestra como volumen tumoral, calculado 

como (L x A²)/2, donde A es el ancho y L es el largo del tumor. C. Se obtuvieron los pulmones, 

se fijaron y se contó el número de nódulos tumorales de forma macroscópica. *p<0.05, 

**p<0,01, vs MC-siControl. Datos presentados como media±EEM. Experimento representativo 

de 5 realizados. 

 

Nuevamente, analizamos el estado de activación de distintas 

poblaciones en el bazo de los ratones inmunizados. El análisis de las 

poblaciones inmunes en el bazo de animales inmunizados con MC-siStat3 

mostró que los linfocitos T CD4+ tenían una expresión más elevada de los 

marcadores de activación CD69 y CD44 en comparación con el grupo MC-

siControl (Figura 16A y 16B, respectivamente). Cabe destacar, que este último 

marcador de activación, no se encontraba aumentado en linfocitos T CD8+ de 

ratones inmunizados con el MC-siStat3 respecto al grupo MC-siControl (Figura 

16C).  

 



97 
 

 

 

Figura 16. La inmunoterapia basada en la administración del MC-siStat3 activa linfocitos 

T CD4
+
. Los esplenocitos de ratones sometidos a la inmunoterapia descripta en la Figura 15, se 

tiñeron con anticuerpos anti CD3, CD4, CD8, CD44, CD69 y luego se sometieron a análisis de 

citometría de flujo para calcular el porcentaje de: linfocitos T activados,. CD3
+
, CD4

+
, CD69

+
 (A)  

CD3
+
, CD4

+
, CD44

+ 
(B) y CD3+, CD8+, CD44+ (C). ns: no significativo, *p<0,05,  **p<0,01 vs. 

MC-siControl,. Datos presentados como media±EEM Experimento representativo de 3 

realizados. LT: linfocitos T. 

 

Por otro lado, decidimos estudiar la activación y degranulación las 

células NK. Observamos que los ratones inmunizados con el MC-siStat3 

presentaron una expresión más alta del marcador de activación CD69 en 

comparación con los ratones inmunizados con el MC-siControl (Figura 17A). 

Para estudiar la degranulación de las células NK, nuevamente realizamos co-

cultivos de 18 h de esplenocitos con distintas proporciones de células YAC-1, 

cosechamos las células y realizamos una marcación con anticuerpos 

específicos acoplados a distintos fluorocromos con el objeto de determinar el 

porcentaje de células NK CD107a+. Como se muestra en la Figura 17B, las 

células NK de ratones inmunizados con el MC-siStat3  cultivados en presencia 

de células YAC-1 muestran mayor expresión en superficie del marcador 

CD107a que las células NK de ratones inmunizados con el MC-siControl.  
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Figura 17. La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 y células 4T1 irradiadas activa a las 

células NK. A. Las células NK de los esplenocitos de ratones sometidos a la inmunoterapia 

descripta en la Figura 15, se identificaron como la población CD3
-
/DX5

+
 y su activación 

mediante tinción con anticuerpo anti-CD69  B. La degranulación de células NK se estudió 

mediante estimulación ex vivo con diferentes proporciones de células YAC-1 y tinción con 

anticuerpo anti-CD107a. *p<0,05,  **p<0,01 vs. MC-siControl. Datos presentados como 

media±EEM Experimento representativo de 3 realizados. 

 

 Como se describió en la Introducción, los tumores que tienen activación 

constitutiva de Stat3, como el tumor 4T1, producen una expansión de 

poblaciones inmunosupresoras (Figura 5 de la Introducción) como los linfocitos 

Treg y las MDSCs. En la figura 18A, podemos observar que la inmunización 

con el MC-siStat3 disminuye el porcentaje de MDSCs en el bazo. Este es un 

resultado esperado, ya que existe una correlación entre el tamaño del tumor 

4T1 y la frecuencia de MDSCs en el tumor y distintos órganos, incluido el bazo 

(Bunt et al., 2007; Younos et al., 2011). Por otra parte, no observamos 

diferencia en la frecuencia de linfocitos Treg (Figura 18B). 
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Figura 18. La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 y células 4T1 disminuye las MDSC, 

pero no afecta los linfocitos Treg. Los esplenocitos de ratones sometidos a la inmunoterapia 

descripta en la Figura 15, se tiñeron con anticuerpos anti CD11b, Gr1, CD3, CD4, CD25 y 

FOXP3 y luego se sometieron a análisis de citometría de flujo para calcular el porcentaje de: 

células mieloides supresoras CD11b
+
, Gr1

+
 (A) y linfocitos Treg CD3

+
, CD4

+
, CD25

+
, FOXP3

+
 

(B). ns: no significativo, * p<0,05 vs. MC-siControl. Datos presentados como media±EEM 

Experimento representativo de 3 realizados. 

 

Hasta el momento, demostramos que el SASP inducido por 

silenciamiento de Stat3 estimula una potente respuesta inmune antitumoral 

cuando es administrado tanto de forma profiláctica como terapéutica junto con 

células salvajes irradiadas. Estos resultados nos alentaron a estudiar si el 

SASP puede desencadenar la respuesta inmune antitumoral, de forma 

independiente de una fuente de antígenos, proporcionada por las células 

irradiadas. De esta forma, queríamos comprobar si el silenciamiento de Stat3 

induce la liberación de antígenos tumorales, ya sea solubles o presentes en 

exosomas. Realizamos un protocolo de administración terapéutico similar al 

descripto anteriormente, que consistió en inmunizaciones seriadas con el pellet 

conteniendo el MC-siStat3 o MC-siControl, luego del establecimiento del tumor 

(Figura 19A). En la figura 19B se observa la importancia de una fuente de 

antígenos tumorales para el éxito de esta inmunoterapia, ya que la 

inmunización con el MC-siStat3 solo no tuvo ningún impacto sobre el 

crecimiento tumoral en comparación con el MC-siControl. 
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Figura 19. La inmunoterapia con MC-siStat3 depende de una fuente de antígenos 

tumorales. A. Protocolo de inmunoterapia: Los ratones BALB/c fueron desafiados con 10
4
 

células 4T1 s.c.. Cuando el tumor era palpable, los animales fueron inmunizados con un pellet 

que contiene el MC liofilizado de células 4T1 transfectadas con siRNA control (MC-siControl) o 

con siRNA Stat3 (MC-siStat3) una vez a la semana durante tres semanas. B. El crecimiento 

tumoral se muestra como volumen tumoral, calculado como (L x A²)/2, donde A es el ancho y L 

es el largo del tumor. Experimento representativo de 2 realizados. 

 

3.3 El SASP derivado de células que tienen silenciado Stat3 actúa en 
forma sinérgica con inhibidores de puntos de control inmunitario 
contra melanoma 

Para poder validar nuestros resultados previos en otro tipo de tumor y en 

otra cepa de ratones, realizamos un experimento similar al descripto 

anteriormente pero utilizando el modelo murino de melanoma B16. En las 

secciones de Resultados 1 y 2, observamos que el melanoma B16 es adicto a 

Stat3, al igual que los tumores C4HD y 4T1, y el SASP tiene efectos similares 

in vitro al producido por las células 4T1. Como se mencionó en la sección 

Materiales y Métodos, en esta Tesis trabajamos con la variante del tumor B16 

que expresa ovoalbúmina (OVA), lo que nos permitió monitorear una respuesta 

específica contra el tumor. Al igual que en el modelo 4T1, realizamos una 

administración terapéutica de células B16 irradiadas junto con el MC-siStat3 o 

MC-siControl (Figura 20A). Como control, inyectamos animales con PBS. Se 

realizaron dos experimentos en paralelo, para poder estudiar el crecimiento 

tumoral y la respuesta inmune a tiempo final o para analizar la sobrevida de los 

animales. En el primer ensayo, donde sacrificamos los ratones a tiempo final, 

observamos una fuerte disminución en el crecimiento tumoral en ratones 
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C57BL/6 inmunizados con células B16 irradiadas y MC-siStat3 (Figura 20B) en 

comparación con MC-siControl. Por otro lado, realizamos un estudio de 

sobrevida, donde consideramos como evento la muerte del ratón, la presencia 

de signos evidentes de debilidad o cuando el tumor excede un volumen de 

1000 mm3. En la figura 20C podemos observar que la inmunoterapia con MC-

siStat3 produjo un aumento en la sobrevida de los ratones con respecto a los 

grupos MC-siControl y PBS (Figura 20C). En conjunto, estos resultados 

destacan la eficacia de la aplicación del MC-siStat3 en combinación con células 

tumorales irradiadas como inmunoterapia contra el melanoma B16. 

Como se describió anteriormente, el efecto antitumoral y antimetastásico 

de nuestro protocolo de inmunoterapia con MC-siStat3 activa linfocitos T CD4+ 

y células NK, sin modificar la actividad de los linfocitos T CD8+. Con el fin de 

mejorar el efecto antitumoral de la inmunoterapia basada en la administración 

del MC-siStat3, decidimos promover la participación de los linfocitos T CD8+. 

Para lograr esto, combinamos nuestro protocolo de inmunoterapia junto con un 

anticuerpo contra el punto de control inmunitario, anti-PD-1. Los anticuerpos 

que bloquean la interacción entre la proteína PD-1 (expresada en linfocitos T 

citotóxicos) y PD-L1 (expresada en células tumorales) han demostrado ser 

exitosos para tratar cánceres humanos, ya que aumentan la actividad citotóxica 

de los linfocitos T CD8+. Sin embargo, los eventos de resistencia ocurren en 

alrededor del 60% de los pacientes con melanoma (Zou et al., 2016) y, por lo 

tanto, se necesitan opciones terapéuticas adicionales. En particular, el tumor 

B16 utilizado en este experimento, es resistente para la concentración de 

anticuerpo anti-PD-1 administrada. Nuevamente realizamos dos experimentos 

en paralelo, para poder estudiar el crecimiento tumoral y la respuesta inmune a 

tiempo final o para analizar la sobrevida de los animales. La combinación del 

anticuerpo anti-PD1 junto con la inmunoterapia basada en el MC-siStat3 inhibió 

el crecimiento del tumor B16 y mejoró la sobrevida de los ratones con respecto 

al MC-siStat3 o anti-PD-1 administrados solos (Figuras 20B y 20C). En 

conclusión, la combinación de estas terapias, no solo presentó un efecto 

sinérgico, sino que también la administración de la inmunoterapia basada en el 

MC-siStat3 sensibilizó al tumor B16 a la terapia con anti-PD-1.  
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Figura 20. La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 y células B-16 es efectiva contra el 

tumor de melanoma B16 y actúa en sinergia con anticuerpos anti PD-1. A. Protocolo de 

inmunoterapia: Los ratones C57BL/6 fueron desafiados con 2x10
5
 células B16 s.c. Cuando el 

tumor fue palpable, los animales se distribuyeron al azar para luego ser inyectados con 10
6
 

células B16 irradiadas s.c. y con un pellet que contiene el MC liofilizado de células B16 

transfectadas con siRNA control (MC-siControl) o con siRNA Stat3 (MC-siStat3) cada 5 días. 

Tres grupos de animales recibieron i.p. anticuerpos anti PD-1 (5 mg/kg) dos veces por semana. 

El grupo de control recibió inyección de PBS dos veces por semana. Tres días después de la 

última inmunización, se sacrificaron los ratones y se evaluó la respuesta inmune. B. El volumen 

del tumor se controló a lo largo del experimento. C. Curvas de sobrevida, expresados como 

grafico de Kaplan-Meier La pérdida de sobrevida se considera cuando el animal muere o el 
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volumen tumoral alcanza o excede 1000 mm
3
. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Datos 

presentados como media±EEM Experimento representativo de 2 realizados. 

 

Dado que el tumor utilizado expresa el antígeno OVA, estudiamos la 

presencia de linfocitos T específicos contra el tumor, en sangre periférica 

mediante la técnica de ELISPOT (del inglés enzyme-linked immunospot). Este 

método se basa en la detección de la secreción de citoquinas por linfocitos T 

específicos de antígeno tras la estimulación con el péptido deseado. En este 

caso, analizamos la respuesta de linfocitos T circulantes reestimulados con el 

péptido sintético de OVA restringido al MHC de clase I (SIINFEKL). 

Observamos que el tratamiento con MC-siStat3 junto con anti-PD1 indujo una 

respuesta inmune antígeno específica de los linfocitos T CD8+, ya que se 

observó mayor cantidad de puntos productores de IFNγ en este grupo con 

respecto al grupo MC-siStat3 (Figura 21). Los grupos que recibieron anti-PD-1, 

ya sea solo o con MC-siControl, presentan una tendencia a un mayor número 

de puntos en el ELISPOT, pero esta diferencia no es significativa. Sin embargo, 

esta observación confirma la activación de los linfocitos T CD8+ por acción del 

anticuerpo anti-PD-1.  

 

                        

Figura 21. La combinación de la inmunoterapia basada en el MC-siStat3 con anti-PD-1 

produce una respuesta tumor específica. ELISPOT de producción de IFNγ en células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP) al día 14 del experimento descripto en la figura 

20. Las CMSP se incubaron con el péptido OVA257-264 (SIINFEKL) o un péptido control por 
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24h y las células secretoras de IFN-γ se contaron y expresan como puntos relativos a un millón 

de CMSP. LT: linfocito T. Cada punto en el gráfico representa células provenientes de un ratón. 

*p<0,05. Datos presentados como media±EEM  

 

Al final del experimento, evaluamos el infiltrado de células inmunes en el 

tumor. Como puede observarse en las Figuras 22A y 22B, el tratamiento con 

MC-siStat3 junto con anti-PD-1 aumentó tanto el infiltrado leucocitario (células 

CD45+) como el infiltrado de linfocitos (células TCRβ+) en el tumor con 

respecto a MC-siStat3 solo. Estos datos subrayan la posible aplicación de la 

inmunoterapia basada en MC-siStat3 para sensibilizar los tumores a los 

inhibidores de los puntos de control inmunitario. 

 

     

 

Figura 22. La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 en combinación con anticuerpos 

anti PD-1 aumenta el infiltrado tumoral de linfocitos T en melanoma. A. Se aislaron 

leucocitos infiltrantes de tumor al final del experimento descripto en la figura 20, se tiñeron con 

anticuerpos anti CD45 y TCRβ+ y luego se sometieron a análisis de citometría de flujo para 

calcular el número de: células CD45+ y B. TCRβ+ mediante citometría de flujo. Ambos se 

relativizaron al peso del tumor inicial (mg). *p<0,05 y ***p<0,001. Cada punto en el gráfico 

representa células provenientes de un ratón. Datos presentados como media±EEM 

 

Como observamos un mayor infiltrado de linfocitos T en el grupo 

inmunizado con el MC-siStat3 junto con anti-PD-1, decidimos caracterizar el 

fenotipo y estado de activación de dicho infiltrado. Para cumplir con este 

objetivo evaluamos los marcadores CD44 y CD62L que, como se describió en 
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la sección de Resultados 2, permiten identificar el estado de activación y 

diferenciación de los linfocitos T. Además, estudiamos estos marcadores en 

linfocitos T infiltrantes y en el bazo de los ratones al final del experimento para 

evaluar la respuesta local en el tumor y sistémica. Observamos que el 

tratamiento con anti-PD-1 junto con la inmunoterapia basada en el MC-siStat3 

induce la activación y diferenciación hacia un perfil efector de linfocitos T CD4+ 

y CD8+ tanto en las células infiltrantes del tumor como en el bazo (Figura 23A y 

23B, respectivamente). Además, podemos observar que la inmunización con el 

MC-siStat3 induce la activación de linfocitos T CD4+ infiltrantes de tumor en 

comparación con el MC-siControl (Figura 23A). En este experimento no 

detectamos un aumento significativo en la activación de linfocitos T CD4+ en el 

bazo, como se observó en el caso de las 4T1 (Figura 16), aunque hay una 

tendencia marcada hacia el aumento (Figura 23A). Nuevamente, detectamos 

que la inmunización con MC-siStat3 no logra activar a los linfocitos T CD8+ en 

el tumor ni en el bazo (Figura 23B). Cabe destacar que la terapia con anti-PD-1 

solo no fue suficiente para activar los linfocitos T CD8+ (Figura 23B). En esta 

figura, podemos dilucidar que la inmunoterapia con células salvajes irradiadas y 

el MC-siStat3, produce una diferenciación de linfocitos T CD4+ hacia un perfil 

efector, que por algún mecanismo que podría involucrar la secreción de 

citoquinas y quimioquinas, permite que la terapia con anti-PD-1 impacte sobre 

la activación de linfocitos T CD8+.  
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Figura 23. La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 en combinación con anticuerpos 

anti PD-1 activa linfocitos T CD4
+
 y CD8

+
. Se aislaron esplenocitos o leucocitos infiltrantes de 

tumor de ratones sometidos a la inmunoterapia descripta en la Figura 20, se tiñeron con 

anticuerpos anti CD3, CD4, CD8, CD44 y CD62L y luego se sometieron a análisis de citometría 

de flujo para calcular el porcentaje de: linfocitos T efectores CD3
+
, CD4

+
, CD44

+
, CD62L

-
 (A) y  

CD3
+
, CD8

+
, CD44

+
, CD62L

-
 (B) en tumor y bazo, relativizado a células CD45

+
. *p<0,05,  

**p<0,01 y ****p<0,001. . Cada punto en el gráfico representa células provenientes de un ratón. 

Datos presentados como media±EEM Experimento representativo de 2 realizados. LT: 

linfocitos T. 

 

Por otro lado, como vimos modulación de células NK en los 

experimentos realizados con los tumores  C4HD y 4T1, decidimos estudiar la 

activación de dichas células en el infiltrado tumoral y en el bazo de ratones del 

experimento descripto en la figura 20. En primer lugar, detectamos que todos 

los grupos experimentales no presentaron diferencias en el porcentaje de 

células NK en el tumor o en el bazo (Figura 24A). Luego, detectamos la 

activación de las células NK mediante el marcador CD44 descripto 

anteriormente. Observamos que los ratones inmunizados con el MC-siStat3 

presentaron mayor activación de las células NK en el bazo y se observó una 
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tendencia en las células provenientes del tumor, aunque no fue 

estadísticamente significativa (Figura 24B). Asimismo, la combinación de anti-

PD-1 con la inmunización con el MC-siStat3 produjo un aumento de la 

activación de las células NK presentes en tumor y bazo, en comparación con el 

resto de los grupos que recibieron anti-PD-1 solo. 

   

     

Figura 24. La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 en combinación con anticuerpos 

anti PD-1 activa las células NK del bazo e infiltrantes del tumor. Se aislaron esplenocitos o 

leucocitos infiltrantes de tumor  de ratones sometidos a la inmunoterapia descripta en la Figura 

20, se tiñeron con anticuerpos anti CD3, NK1.1 y CD44 y luego se sometieron a análisis de 

citometría de flujo para calcular el porcentaje de células NK totales CD3
-
, NK1.1

+
 (A) o 

activadas CD3
-
, NK1.1

+
 CD44

+ 
(B) en tumor y bazo. *p<0,05. Cada punto en el gráfico 

representa células provenientes de un ratón. Datos presentados como media±EEM 

Experimento representativo de 2 realizados. LT: linfocitos T. IFM: intensidad de fluorescencia 

media. 

 

Como se describió anteriormente, los tumores que tienen activación constitutiva 

de Stat3, como es el caso del melanoma B16, pueden producir expansión de 

linfocitos Treg (Figura 5 de la Introducción). En la figura 25, podemos observar 
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que la inmunización con el MC-siStat3 disminuye el porcentaje de linfocitos 

Treg infiltrantes del tumor en comparación al MC-siControl. No observamos 

diferencias con respecto al porcentaje de linfocitos Treg en el bazo de los 

ratones, lo mismo que habíamos encontrado en el caso de las 4T1 (Figura 18). 

En el caso de los ratones tratados con anti-PD-1 junto con la inmunoterapia con 

MC-siStat3, observamos una disminución de los linfocitos Treg infiltrantes del 

tumor y en el bazo en comparación con los grupos que recibieron anti-PD-1 

(Figura 25).  

 

     

Figura 25. La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 en combinación con anti-PD-1 

disminuye el porcentaje de linfocitos Treg en tumor y bazo. Se aislaron esplenocitos o 

leucocitos infiltrantes de tumor de ratones sometidos a la inmunoterapia descripta en la Figura 

20, se tiñeron con anticuerpos anti CD3, CD4, CD25 y FOXP3 y luego se sometieron a análisis 

de citometría de flujo para calcular el porcentaje de linfocitos Treg CD3
+
, CD4

+
, CD25

+
, FOXP3

+ 

en tumor y bazo. *p<0,05 y **p<0,01. Cada punto en el gráfico representa células provenientes 

de un ratón. Datos presentados como media±EEM Experimento representativo de 2 realizados. 
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En esta tercera parte de resultados observamos que: 

 El SASP derivado de células senescentes inducidas por silenciamiento  

de Stat3 es un adyuvante para una vacuna celular contra el tumor C4HD 

de forma profiláctica.  

 El SASP inducido por silenciamiento de Stat3 es un adyuvante para una 

vacuna celular contra el tumor de cáncer de mama triple negativo 4T1 y 

melanoma  B16 de forma terapéutica.  

 La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 activa linfocitos T CD4+ y 

células NK.  

 La inmunoterapia basada en el MC-siStat3 en combinación con un 

anticuerpo anti-PD-1 presenta un efecto sinérgico contra el melanoma 

B16, debido a la activación de linfocitos T CD8+ y una disminución en la 

población de linfocitos Treg.  

 

Conclusiones parciales 3 
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Objetivo específico #4: Identificar los componentes del SASP inducido por 

inhibición de Stat3 responsables de la inmunovigilancia.  

4.1 Caracterización de las citoquinas y quimioquinas que componen 
el SASP inducido por silenciamiento de Stat3 

Con los resultados descriptos hasta ahora, hemos demostrado que el 

silenciamiento de Stat3 gatilla senescencia en diversos tipos de tumores que 

tienen activación constitutiva de dicho oncogén y que el secretoma de estas 

células puede inducir una respuesta antitumoral in vitro e in vivo. El siguiente 

objetivo fue caracterizar la composición del SASP inducido por silenciamiento 

de Stat3 e identificar los mediadores responsables del efecto 

inmunoestimulador y antitumoral.  

En primer lugar, utilizamos un arreglo de anticuerpos para detectar 111 

citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento en el MC-siStat3 y MC-

siControl de células 4T1 y B16. En la figura 25, podemos observar que muchas 

de las proteínas que permite evaluar el arreglo de anticuerpos no son 

detectables, al menos en los MC de células 4T1 y B16. En particular, 

observamos 11 y 7 proteínas aumentadas y 4 y 7 proteínas disminuidas en el 

MC-siStat3 con respecto al MC-siControl, en células 4T1 y B16, 

respectivamente (Figura 25). Entre las proteínas que disminuyen por bloqueo 

de Stat3, detectamos a VEGF y el factor inhibidor de leucemia (LIF, del inglés 

leukemia inhibitory factor), ambos genes regulados por dicho oncogén 

(Carpenter & Lo, 2014) (Figura 25). En el grupo de citoquinas aumentadas en 

el MC-siStat3 de 4T1 y B16 observamos un enriquecimiento en quimioquinas 

que atraen linfocitos T y células NK y citoquinas inducidas por IFNɣ: CXCL10, 

CCL5, CCL2 e IL-15 (Figura 25). 

  

 

 

 

Resultados 4 
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Figura 25. Determinación semicuantitativa de citoquinas y quimioquinas del SASP 

inducido por silenciamiento de Stat3 mediante arreglo de anticuerpos. Se colectaron los 

MC-siControl y MC-siStat3 de células 4T1 y B16 y se analizaron a través de un arreglo de 

anticuerpos siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las proteínas no detectadas se 

muestran en letra cursiva; los factores abundantes están en negrita; las proteínas aumentadas 

en MC-siStat3 en comparación con el MC-siControl se resaltan en colorado, mientras que los 

cuadros verdes indican una expresión más baja después del silenciamiento de Stat3. 

 

Dado que el arreglo de anticuerpos permite hacer una determinación 

semicuantitativa de las proteínas evaluadas, decidimos validar las 

modulaciones observadas mediante la técnica de ELISA. Verificamos, 

entonces, la regulación positiva en el MC-siStat3 de células 4T1 y B16 de las 

citoquinas y quimioquinas CXCL10, CCL2, CCL5 e IL-15 (Figura 26). Sin 

embargo, pudimos observar que el silenciamiento de Stat3 no modula los 

niveles de ninguna de estas citoquinas en las células MCA101, en las cuales el 

silenciamiento de Stat3 no induce senescencia (Figura 1 de Resultados). 

Además, en la figura 26 podemos observar que las células 4T1 secretan 

niveles más elevados de CCL2, CCL5 e IL-15 que con respecto a las células 

B16. Por otro lado las células B16 tienen una concentración de CXCL10 

alrededor de 10 veces mayor que las células 4T1.  
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Figura 26.  Determinación cuantitativa de citoquinas y quimioquinas por ELISA.  

Determinación de la secreción de CXCL10, CCL-2, CCL5 e IL-15 en MC de células 4T1, B16 y 

MCA101, mediante ELISA. ns: no significativo, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 vs MC-

siControl. Datos presentados como media±EEM Experimento representativo de 2 realizados.  

 

Como se mencionó en la introducción de esta Tesis, otro de los 

marcadores de las células senescentes es la producción de un SASP con 

citoquinas proinflamatorias, que, dependiendo de la concentración en la que se 

encuentran, pueden tener efectos duales. Una de las citoquinas principales es 

la IL-6 y otra la IL-1β. Aquí, determinamos mediante ELISA, que el MC-siStat3 

de células senescentes 4T1 y B16 tenían los mismos niveles de estas 

citoquinas proinflamatorias que el MC-siControl (Figura 27). Esto mismo se 

observó en el MC-siStat3 de células MCA101.  
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Figura 27. Determinación cuantitativa de IL-1β e IL-6  por ELISA Determinación de le 

secreción de IL-1β e IL-6  en MC de células 4T1, B16 y MCA101 mediante ELISA. Ns: no 

significativo vs MC-siControl. ns: no significativo. Datos presentados como media±EEM 

Experimento representativo de 2 realizados.  

 

Por los resultados obtenidos hasta el momento, el SASP por inhibición 

de Stat3 no tiene incrementadas las citoquinas proinflamatorias clásicas 

asociadas a otros tipos de senescencia. Para comprender si el SASP inducido 

por silenciamiento de Stat3 está relacionado con el producido por otros tipos de 

senescencia, recuperamos los datos de arreglos de anticuerpos para proteínas 

similar al nuestro, pero realizado por distintos grupos (Acosta et al., 2008; 

Coppé et al., 2008; Liu & Hornsby, 2007; Rodier et al., 2009). Observamos que 

en los SASPs inducidos por activación de Ras (senescencia inducida por 

oncogenes: OIS por sus siglas en inglés), radiación (senescencia inducida por 

daño al ADN: DDIS por sus siglas en inglés) o el acortamiento de los telómeros 

(senescencia replicativa), hay muy pocas coincidencias entre ellos y el 

secretoma inducido por el bloqueo de Stat3 (Figura 28). Podemos resaltar la 

coincidencia en la regulación positiva de CCL-2 e CXCL10 y la discordancia en 

VEGF, LIF y la mieloperoxidasa. Estos datos resaltan la diferencia del SASP 

inducido por otros tipos de estímulos (OIS, DDIS, senescencia replicativa), con 

respecto al SASP inducido por silenciamiento de Stat3. En general, el SASP 

asociado a dichos tipos de senescencia suele tener un efecto protumoral, por lo 

que estas diferencias explicarían el efecto opuesto que observamos en el 

SASP-siStat3. 
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Figura 28. ELISA Determinación semicuantitativa de citoquinas y quimioquinas mediante 

arreglo de anticuerpos. Heat map de citoquinas, quimioquinas, metaloproteasas y factores de 

crecimiento secretados por células senescentes inducidas por diferentes estímulos 

determinados mediante arreglos de anticuerpos de proteínas. Los datos del secretoma de 

senescencia inducida por oncogenes (OIS), la senescencia inducida por daños en el ADN 

(DDIS) y senescencia replicativa, se obtuvieron de Acosta et al. Cell 133, 1006-1018, Coppé et 
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al. PLoS Biol. 6, 2853–2868, Rodier et al. Nat. Cell Biol. 11, 973–979 y Liu et al. Cancer Res. 

67, 3117–3126. Senescencia inducida por oncogenes (OIIS) corresponde a los resultados 

mostrados en figura 25. FC: Veces de cambio sobre control.  

 

Hasta el momento, observamos que la senescencia inducida por 

inhibición de Stat3 tiene un secretoma que difiere de otros tipos de 

senescencia. Además, presenta características de inmunovigilancia contra 

células senescentes in vitro e in vivo. Para poder identificar qué 

citoquinas/quimioquinas del secretoma median la inmunovigilancia del SASP-

siStat3, realizamos ensayos de neutralización con anticuerpos específicos 

dirigidos a los principales candidatos provenientes del arreglo de anticuerpos. 

La Figura 29 muestra que el bloqueo de CCL2, CCL5 e IL-15 redujo la 

proliferación de linfocitos T estimulada por MC-siStat3 de las células 4T1 y B16 

a los niveles de MC-siControl. La neutralización de CXCR3 (receptor de 

CXCL10) también inhibió la actividad de proliferación de linfocitos T de MC-

siStat3 de 4T1, pero el bloqueo del receptor de IFNɑ (IFNAR) no lo hizo. La 

neutralización de CXCR3 e IFNAR inhibió la actividad proliferativa del MC-

siStat3 de células B16 por debajo del MC-siControl. Estos hallazgos están en 

línea con los resultados de CXCL10 obtenidos por ELISA (Figura 26), donde 

puede observarse que las células B16 producen niveles muy elevados de esta 

citoquina. Estos datos sugieren que múltiples factores secretados por células 

senescentes inducidas por silenciamiento de Stat3 pueden promover la 

proliferación de linfocitos T. 
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Figura 29. La actividad inmunoestimuladora del SASP inducido por silenciamiento de 

Stat3 depende de múltiples factores. Se purificaron linfocitos T de bazo de ratones BALB/c 

mediante selección negativa. Estos linfocitos se cultivaron durante 72 h con partículas 

magnéticas anti-CD3/CD28 y los MC indicados y se realizó un ensayo de proliferación por 

incorporación de timidina [
3
H]. ns: no , significativo, *p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001****p<0,0001 

vs MC-siControl o MC-siStat3. Datos presentados como media±EEM Experimento 

representativo de 4 realizados 

 

4.2 Caracterización del SASP inducido por inhibición de Stat3 
mediante proteómica cuantitativa 

Hasta el momento, observamos que el SASP inducido por silenciamiento 

de Stat3 está enriquecido en citoquinas y quimioquinas que atraen y activan 

linfocitos T y células NK. Para tener un conocimiento más profundo de los 

factores presentes en el SASP inducido por silenciamiento de Stat3  decidimos 

realizar un análisis mediante proteómica. Para ello llevamos a cabo un estudio 

de proteómica cuantitativa utilizando la técnica de marcación con isótopos 

estables de aminoácidos en cultivo celular (SILAC por sus siglas en inglés 

Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture). Brevemente, 

cultivamos la línea celular 4T1 en medio de cultivo suplementado con isótopos 

―livianos‖ o ―pesados‖ de los aminoácidos arginina y lisina, y luego de 8 

repiques, corroboramos la correcta incorporación por espectrometría de masas 

(al menos del 90%). Una vez que las células estuvieron marcadas, las 

transfectamos con siRNA control o siRNA contra Stat3 y colectamos los MC 

como se describió en la sección Materiales y métodos. Los MC se 
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concentraron, cuantificaron y mezclaron en martes iguales para su posterior 

análisis por espectrometría de masas. Mediante esta técnica identificamos 

alrededor de 5000 proteínas secretadas en las tres réplicas biológicas, de las 

cuales 314 se encontraron moduladas significativamente (p<0,05) en al menos 

una de las réplicas (Figura 30). Para descartar las proteínas que podían venir 

de células muertas, realizamos una comparación de las 314 proteínas 

identificadas con bases de datos disponibles. En primer lugar, hicimos un filtro 

por bases de datos online de proteínas secretadas por vías clásicas y no 

clásicas. Las proteínas restantes las comparamos con resultados publicados de 

experimentos de proteómica cuantitativa de exosomas de células 4T1 o 

exosomas provenientes células senescentes para ver si había proteínas que 

pudieran estar en exosomas.   

 

          

Figura 30. Determinación de proteínas presentes en el SASP inducido por silenciemiento 

de Stat3 mediante proteómica cuantitativa.  Esquema de ensayo de proteómica cuantitativa 

mediante marcación por SILAC.  

 

El análisis de rutas (pathways) de las 248 proteínas moduladas 

significativamente, reflejó que se encuentran involucradas en múltiples 
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procesos. En la Figura 31A puede observarse que dentro de las vías 

aumentadas se encuentra la vía de senescencia, el sistema inmune, el 

transporte mediado por vesículas, y también encontramos muchas proteínas 

vinculadas a los lisosomas y la organización de la matriz extracelular. En 

cuanto a las vías que se encuentran disminuidas, detectamos la vía de 

degradación de ARNm mediada por secuencias sin sentido que involucra 

múltiples proteínas ribosomales. Por otra parte observamos una disminución en 

la vía que vincula proteínas asociadas al ciclo celular, como era de esperarse, y 

una disminución en la vía de TNF-α y NF-kB, ambos vinculados con la 

producción del SASP asociado a otros tipos de senescencia (Figura 31B) 

 

 

Figura 31. Análisis de rutas en base a los resultados de la proteómica cuantitativa. Las 

rutas enriquecidas (A) o disminuidas (B) tras el silenciamiento de Stat3 en células 4T1 e 

identificadas por proteómica cuantitativa, se enumeran con su valor p y fuente 

correspondientes. 

 

En la sección Anexo, se encuentra la tabla con las proteínas moduladas 

(Anexo 1). Observando en detalle las proteínas moduladas en el MC-siStat3, 

encontramos la regulación positiva de la secreción de proteínas involucradas 
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en la senescencia, como la enzima β-galactosidasa y la regulación negativa de 

las proteínas reguladas por Stat3 como RACGAP1 (proteína activadora de rac 

GTPasa 1) y CXCL5 (quimioquina que recluta neutrófilos y promueve la 

angiogénesis). Curiosamente, entre las proteínas aumentadas en el MC-

siStat3, observamos proteínas estimuladas por IFN tipo I. Estos son IFI35 (del 

inglés interferon inducible protein 35) e ISG15 (del inglés interferon stimulated 

gene 15) cuyo aumento de los niveles de expresión al silenciar Stat3 fue 

validado por WB en células 4T1 y B16 (Figura 32). 

 

 

Figura 32. Determinación de expresión de ISG15 e IFI35 en el SASP inducido por 

silenciamiento de Stat3. Se determinó la expresión de ISG15 e IFI35 en el MC-siControl y 

MC-siStat3 de células 4T1 y B16 mediante WB. Los niveles de expresión fueron relativizados a 

la tinción de proteínas totales mediante Ponceau S. MC: medio condicionado.  

 

Para interpretar los resultados de las proteínas moduladas por 

silenciamiento de Stat3, realizamos una comparación de los datos obtenidos en 

el experimento de proteómica cuantitativa con bases de datos disponibles del 

Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA por sus siglas en inglés The Cancer 

Genome Atlas). Los resultados de la proteómica están expresados como la 

relación entre los niveles del MC-siStat3 en comparación con el MC-siControl 

de células 4T1.  Las células 4T1 corresponden al subtipo de cáncer de mama 

triple negativo y quisimos ver si el silenciamiento de Stat3 modificaba su 

fenotipo. Para ello eso comparamos los cambios obtenidos en la relación MC-

siStat3/MC-siControl de las 248 proteínas moduladas en la proteómica con las 
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cambios de dichas proteínas o sus transcriptos expresadas como relación entre 

los distintos subtipos de cáncer de mama) vs el subtipo basal (LuminaA/basasl, 

Luminal B/basal, HER2 enriquecido/basal), de acuerdo con los datos del 

TCGA. Teniendo en cuenta que el 60% de los cánceres de mama triple 

negativo son basales, se eligió este subtipo como divisor en la relación. De esta 

forma pudimos comprobar que entre las proteínas que se encuentran 

aumentadas en el MC-siStat3 con respecto al MC-siControl, varias de ellas 

también se encuentran aumentadas en la relación Luminal A/Basal (Tabla 3). 

Del mismo modo, entre las proteínas del MC-siStat3 que se encuentran 

disminuidas en comparación al MC-siControl, también coinciden con las que se 

encuentran diferencialmente disminuidas entre los subtipos Luminal A y Basal. 

Ese paralelismo entre MC-siStat3 (en comparación con MC-siControl) y 

Luminal A (en comparación con  Basal) se observó tanto a nivel transcriptómico 

(RNA-seq y Microarray) como a nivel proteómico (iTRAQ). Estos resultados nos 

permitieron hacer una tabla de contingencia, donde podemos observar que los 

el p-valor es significativo en la comparación MC-siStat3/MC-siControl vs. 

Luminal A/Basal por las tres técnicas empleadas (Tabla 3). Estos resultados 

nos indican que la regulación de proteínas observada tras el silenciamiento de 

Stat3, concuerda con un cambio hacia un fenotipo más benigno, como es el  

subtipo luminal A (Maxmen, 2012). 
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Tabla 3. Comparación de la composición del MC-siStat3 mediante proteómica 

cuantitativa con datos de TCGA. Tabla de contingencia del número de proteínas reguladas 

por incremento y por disminución en MC-siStat3 de células 4T1 (en comparación con MC-

siControl) y los diferentes subtipos intrínsecos de cáncer de mama luminal A, luminal B y HER2 

positivo (en comparación con el subtipo de tipo basal) según los datos del TCGA de RNAseq, 

microarray y iTRAQ. Los valores de p se calcularon con una prueba de χ
2
 o Fisher (según el 

número de eventos) para tablas de contingencia. 
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En esta cuarta parte de resultados observamos que: 

 La senescencia celular inducida por inhibición de la adicción a Stat3 

lleva a la producción de un SASP que tiene: 

- Mayores niveles de CXCL10, CCL2, CCL5 e IL-15 con respecto al 

control, que podrían explicar la activación de linfocitos T y células NK.  

- Menores niveles de VEGF y LIF con respecto al control, que podrían 

explicar la disminución en la actividad angiogénica. 

- Proteínas moduladas por la vía del IFN tipo I como ISG15 e IFI35. 

 Además, el SASP inducido por silenciamiento de Stat3, tiene una 

composición muy diferente a otros tipos de senescencia.  

 El silenciamiento de Stat3 en células 4T1, de cáncer de mama triple 

negativo, modifica su perfil de expresión de proteínas, asemejándose a 

un subtipo de cáncer de mama más benigno como es el luminal A.  

 

Conclusiones parciales 4 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
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Stat3 ha sido reconocido como un oncogén con actividad 

protumorigénica dual. De forma intrínseca, promueve la proliferación y 

supervivencia de las células tumorales y en un modo extrínseco, actúa como 

supresor de la respuesta inmune antitumoral. En este Tesis aprovechamos el 

efecto paracrino del bloqueo de Stat3 para el desarrollo de una inmunoterapia. 

Observamos que el silenciamiento de Stat3 en células y tumores sólidos 

adictos a dicho oncogén induce un programa de senescencia celular in vitro e 

in vivo. Dichas células senescentes inducidas por silenciamiento de Stat3, 

secretan un SASP (SASP-siStat3) que tiene efecto antitumoral actuando a 

distintos niveles. Uno de los efectos se manifiesta a través de la inhibición de la 

proliferación, la migración y la actividad angiogénica de las células tumorales. 

El otro nivel de acción del SASP inducido por inhibición de Stat3 impacta sobre 

la activación y diferenciación de linfocitos T. Además, demostramos que dicho  

SASP se comportó como un adyuvante de una vacuna basada en la 

administración de células tumorales irradiadas que fue efectiva contra cáncer 

de mama y melanoma. También estudiamos la capacidad antitumoral del 

SASP-siStat3 en un modelo de melanoma murino resistente a la terapia con el 

anticuerpo bloqueante del punto de control inmunitario, anti-PD-1. 

Demostramos que la combinación de la inmunoterapia basada en el SASP-

siStat3 y el anticuerpo anti-PD-1 tiene un efecto antitumoral sinérgico. 

Comprobamos que la inmunoterapia basada en el SASP-siStat3 activa los 

linfocitos T CD4+ y las células NK, mientras que el tratamiento con anti-PD-1 

involucra a los linfocitos T CD8+ en la respuesta antitumoral. Finalmente, 

caracterizamos la composición del SASP inducido por silenciamiento de Stat3 y 

observamos un aumento en citoquinas, quimioquinas y proteínas vinculadas al 

reclutamiento y activación de linfocitos T y células NK, como CXCL10, IL-15, 

CCL2 y CCL5, que podrían explicar la capacidad del SASP de inducir 

inmunovigilancia.  

 

Senescencia por inhibición de Stat3 

En este trabajo demostramos que, dependiendo de sus niveles de 

activación de Stat3, la inhibición de dicho oncogén, puede desencadenar un 

Discusión y conclusiones 
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programa de senescencia denominado senescencia inducida por inactivación 

de oncogenes, en distintos tipos de tumores murinos y humanos. Son muy 

pocos los reportes que evalúan si la inhibición de Stat3 induce senescencia. El 

trabajo previo de nuestro laboratorio, es la única demostración de que la 

inhibición de Stat3 induce senescencia celular en cáncer, en la cual utilizamos 

modelos de cáncer de mama murino (Tkach et al., 2012). Otras evidencias 

relacionadas muestran  que el tratamiento con curcumina induce senescencia 

con un aumento de p16INK4a e inactivación de la vía de JAK2/Stat3 en 

fibroblastos asociados a tumor (Hendrayani et al., 2013). Asimismo, hay un 

estudio donde comprueban en las líneas celulares HCC1179 (cáncer de colon 

humano) y A549  (cáncer de pulmón humano), que el tratamiento con un 

agente que produce daño en el ADN, como etopósido o doxorubicina, activa la 

vía de IL-6/Stat3 mediada por gp-130 (Yun et al., 2012). Luego,  al inhibir  

Stat3, IL-6 o gp-130 comprueban que dicha células senescen. En este trabajo, 

concluyen que la vía de IL-6/Stat3 tiene una función antisenescencia y 

protumoral (Yun et al., 2012). 

En esta Tesis demostramos, por primera vez, que la inhibición de Stat3 

in vivo con un inhibidor farmacológico induce senescencia en tumores murinos 

de cáncer de mama triple negativo y melanoma. Los resultados obtenidos son 

acordes a lo observado por el grupo del Dr. Felsher, que demostró por primera 

vez que la inactivación de un oncogén, en este caso MYC, en células de 

linfoma, osteosarcoma y en carcinomas hepatocelulares induce senescencia 

celular (Wu et al., 2007). Además, en dicho trabajo, se comprobó que tumores 

deficientes en p53 o p16INK4a no presentan regresión completa del tumor tras la 

inactivación de MYC. De manera similar, la restauración de la expresión de la 

proteína p53 en las células tumorales ahora les permitió experimentar 

senescencia y regresión tumoral (Wu et al., 2007). Resultados preliminares de 

nuestro laboratorio (no mostrados) sugieren que la regresión del tumor 4T1 por 

inhibición de Stat3 dependería, en parte, del mecanismo de senescencia, ya 

que al silenciar la expresión de p16INK4a en tumores tratados con JSI-124 se 

pierde parcialmente el efecto de inhibición del crecimiento tumoral. Estos 

estudios sugieren que la senescencia celular puede ser un mecanismo general 

importante, aunque no el único, mediante el cual las terapias dirigidas inducen 

la regresión tumoral. 
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 En el trabajo previo de nuestro laboratorio demostramos que la 

inhibición de Stat3 además vuelve estas células inmunogénicas y activa una 

respuesta dependiente de linfocitos T CD4+ y células NK in vivo (Tkach et al., 

2012). En esta Tesis, observamos que la respuesta mediada por linfocitos T 

CD4+ y células NK podría deberse a la activación de un mecanismo de 

senescencia. En el trabajo de Sui y colaboradores, demuestran que la 

inhibición de Stat3 en células de carcinoma hepatocelular, induce una 

respuesta antitumoral de células NK in vitro e in vivo (Sui et al., 2014). Además, 

observan que las células de carcinoma hepatocelular que tienen silenciado 

Stat3 producen menos citoquinas inmunosupresoras como TFG-β e IL-10 y 

más citoquinas que activan a las células NK como los IFN tipo I (Sui et al., 

2014). A pesar de que en el mencionado trabajo no estudian si la inhibición de 

Stat3 induce senescencia, las células de carcinoma hepatocelular con las que 

trabajan poseen activación constitutiva de dicho oncogén, por lo que el 

mecanismo de senescencia por inhibición de Stat3 podría explicar el efecto 

observado.   

 

Componentes del SASP 

En esta Tesis demostramos que el SASP inducido silenciamiento de 

Stat3 produce una respuesta inmune antitumoral in vitro e in vivo. Dentro de los 

posibles factores responsables de este efecto, identificamos a CXCL10, CCL2, 

CCL5 e IL-15. CXCL10 es reconocida por el receptor CXCR3 que se expresa 

predominantemente en linfocitos T activados (Sallusto et al., 1998), células NK, 

células dendríticas, macrófagos y linfocitos B (Loetscher et al., 1998; Qin et al., 

1998). Por otro lado, IL-15 induce la proliferación y supervivencia de las células 

T, promueve la proliferación y diferenciación de las células NK e induce la 

generación de linfocitos T citotóxicos (Berard et al., 2003; Bernardini et al., 

2014; Grabstein et al., 1994). Por estos atributos, IL-15 fue clasificada en 

primer lugar por tener el mayor potencial de uso para inmunoterapia por el 

Instituto Nacional del Cáncer de Estados Unidos en 2008 (Cheever, 2008). 

Asimismo se ha identificado a IL-15 como una de las citoquinas vinculadas a la 

inmunovigilancia de células hepáticas senescentes (Xue et al., 2007). Por otra 

parte, la quimioquina CCL2 recluta monocitos, células dendríticas, linfocitos T y 

células NK al sitio de la inflamación (Carr et al., 1994; Grégoire et al., 2007; Xu 
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et al., 1996). También se ha observado que CCL2 tiene un rol muy importante 

en la inmunovigilancia de las células senescentes. Utilizando el modelo de 

carcinoma hepático donde la expresión de p53 in vivo induce senescencia, 

Iannello y colaboradores demostraron que la eliminación de los tumores 

senescentes por parte de las células NK, depende de la producción de CCL2 

(Iannello et al., 2013). Otra quimioquina que observamos aumentada en el 

SASP inducido por silenciamiento de Stat3 fue CCL5. CCL5 actúa como un 

quimioatractante para muchos tipos de células como monocitos, células NK, 

linfocitos T de memoria, eosinófilos y células dendríticas (Dieu et al., 1998; 

Loetscher et al., 1996; Rot et al., 1992; Schall et al., 1990). En un trabajo 

reciente demuestran que la expresión intratumoral de CCL5 correlaciona con 

mayor infiltrado de células dendríticas y células NK y con mejor sobrevida de 

pacientes con melanoma, cáncer de mama, cáncer de pulmón y cáncer de 

cabeza y cuello. Además, demuestran que CCL5 colabora en el reclutamiento 

de las células dendríticas convencionales tipo I que participan en el rechazo de 

los tumores y el éxito de la inmunoterapia (Böttcher et al., 2018). Por todo lo 

expuesto, los factores que encontramos modulados en el SASP, como 

CXCL10, IL-15, CCL2 y CCL5 podrían participar en la activación y 

reclutamiento de linfocitos T CD4+ y células NK mediados por la senescencia 

inducida por inhibición de Stat3. En el caso de la senescencia inducida por 

inactivación de otros oncogenes, la composición del SASP ha sido poco 

explorada. Los estudios disponibles muestran que la senescencia inducida por 

inactivación de Myc produce la regulación positiva de los factores antitumorales 

IFNγ, TNFα, eotaxina, IL-5 y CCL5 y la regulación negativa de los factores 

protumorales IL-6 y VEGF, en el linfoma linfoblástico agudo de células T 

establecido en animales inmunocompetentes (Rakhra et al., 2010). En 

particular, esta modulación de citoquinas y quimioquinas en células de linfoma 

in vivo dependía de la presencia de linfocitos T CD4+ y la eliminación del  tumor 

era dependiente de la actividad de células NK (Rakhra et al., 2010). De 

acuerdo con este trabajo, hemos demostrado previamente que la inmunización 

con células tumorales que tienen Stat3 bloqueado desencadena una respuesta 

inmune dependiente de linfocitos T CD4+ y células NK (Tkach et al., 2012). A 

diferencia del trabajo de Rakhra y colaboradores, donde la producción de las 

citoquinas depende de la presencia de linfocitos T CD4+, en esta Tesis 
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demostramos que los factores presentes en el SASP inducido por 

silenciamiento de Stat3 en células tumorales es suficiente para activar linfocitos 

T CD4+ y células NK. En un trabajo muy reciente, se ha demostrado que los 

inhibidores de MAPK y de las quinasas CDK4/6, actúan en combinación para 

suprimir la proliferación de células de cáncer de pulmón al mismo tiempo 

inhiben el crecimiento tumoral de forma dependiente de células NK (Ruscetti et 

al., 2018). La combinación de ambos inhibidores induce senescencia y la 

producción de un SASP cuyos componentes TNFα y la molécula de adhesión 

intercelular-1 (ICAM-1) son necesarios para la inmunovigilancia mediada por 

las células NK (Ruscetti et al., 2018). A pesar de que las citoquinas y 

quimioquinas responsables del efecto observado son diferentes, tanto nuestro 

trabajo como los antes mencionados, tienen como punto común la activación o 

dependencia de las células NK para el efecto antitumoral in vivo.  

Se ha demostrado que la respuesta de linfocitos T dirigida a los tumores 

de forma espontánea o la inducida por quimioterapia, depende del IFN tipo I, 

que es esencial para reclutar y activar células dendríticas para que presenten 

antígenos tumorales a los linfocitos T CD8+ (Diamond et al., 2011; Fuertes et 

al., 2011; Yang et al., 2015; Zitvogel et al., 2015). En esta Tesis observamos 

que el silenciamiento de Stat3 induce la secreción de quimioquinas y proteínas 

relacionadas a la vía del IFN tipo I, como CXCL10, ISG15 e IFI35. Dentro de 

los mecanismos por los cuales la inhibición de Stat3 puede modular la 

expresión de los IFN tipo I, se encuentra el balance entre la vía de Stat3/Stat1 

(Ho & Ivashkiv, 2006). Asimismo  se ha reportado que Stat3 regula de forma 

negativa la expresión de los IFN tipo I mediante  la inhibición de la respuesta 

antiviral (Wang et al., 2011) o directamente por represión transcripcional (Lu et 

al., 2018). Interesantemente, durante el año 2017 se demostró que la 

senescencia provoca el escape de fragmentos de cromatina del núcleo, debido 

a la degradación de la lamina B1, lo cual activa una respuesta inmune innata 

de sensado de ADN en el citosol mediada por la sintetasa de GMP–AMP cíclico 

(cGAS) y el estimulador de genes de IFN (STING) (Dou et al., 2017; Glück et 

al., 2017; Yang et al., 2017). STING por su parte, puede activar dos vías 

principales: la producción de IFN de tipo I vía el factor regulador 3 del IFN 

(IRF3), y la de citoquinas inflamatorias mediadas por NF-kB (Chen et al., 2016). 

En la senescencia replicativa, inducida por quimioterapia o por activación de 
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oncogenes, se obtiene un perfil de SASP que es netamente inflamatorio, 

mientras que la producción de IFN de tipo I esta suprimida (Dou et al., 2017; 

Glück et al., 2017). En cambio, se ha reportado que el estrés oxidativo 

promueve un SASP rico en genes estimulados por IFN de tipo I, como CXCL10 

pero también con presencia citoquinas inflamatorias como IL-6 (Glück et al., 

2017). En todos los trabajos mencionados se demuestra que es esencial la vía 

de cGAS/STING para la producción del SASP. Además, se ha demostrado que 

la activación de la vía de cGAS/STING es necesaria para el efecto antitumoral 

de los anticuerpos contra puntos de control inmunitario (Yang et al., 2017). Por 

otra parte, un trabajo reciente ha demostrado que la activación de la vía de 

cGAS en las células tumorales es necesaria para la respuesta antitumoral in 

vivo mediada por las células NK (Marcus et al., 2018).  A partir de nuestros 

resultados y los trabajos mencionados, podemos inferir que el silenciamiento 

de Stat3 podría modular la producción de IFN tipo I mediante distintos 

mecanismos: i) Bloqueo de la regulación negativa de la transcripción de IFN 

tipo I, ii) balance positivo hacia la vía de Stat1 y iii) activación de la vía de 

cGAS-STING. 

 

Efecto del SASP en fisiopatología 

Como se mencionó a lo largo de esta Tesis, las células senescentes 

producen un SASP que, dependiendo del inductor de senescencia, puede tener 

efectos opuestos. Por un lado, el SASP puede estimular una respuesta 

antitumoral inmune innata y adaptativa (inmunovigilancia) y por el otro puede 

promover la tumorigénesis. En nuestro caso, observamos que el SASP 

inducido por silenciamiento de Stat3 tiene un efecto inmunoestimulador y 

antitumoral in vitro e in vivo. A diferencia de lo observado por nosotros, 

numerosos trabajos del laboratorio de la Dra. Campisi describen que el SASP 

de líneas celulares de fibroblastos humanos sometidos a radiación, estrés 

oxidativo, expresión de RAS o pérdida de p53, tienen la propiedad de inducir la 

transición epitelio-mesenquimal y estimular la capacidad invasiva de células 

tumorales (Coppé et al., 2008). Además, la senescencia inducida por 

tratamiento con quimioterapia, puede promover la eliminación del tumor, pero 

las células senescentes pueden causar inflamación crónica, resistencia a las 

terapias y recaída de la enfermedad (Ewald et al, 2010; Yang et al., 2017). Un 
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hallazgo reciente muy interesante sobre la actividad de las células 

senescentes, es el hecho de que contribuyen a los efectos secundarios de la 

quimioterapia, como la inhibición de la médula ósea, la disfunción cardíaca, la 

recurrencia del cáncer y el estado físico general (Demaria et al., 2017). Usando 

un ratón transgénico que permite eliminar células senescentes, demostraron 

que estas células contribuyen a la inflamación local y sistémica por el 

tratamiento con quimioterapia (Demaria et al., 2017). Estos hallazgos sugieren 

que la senescencia puede ser un blanco para reducir la toxicidad de los 

tratamientos contra el cáncer. Como se mencionó anteriormente, las células 

senescentes pueden ser reconocidas y eliminadas por el sistema inmune. En 

este contexto, se ha observado que la expresión de NrasG12V en hígado de 

ratón, promueve senescencia inducida por activación de oncogenes, y la 

eliminación por el sistema inmune de las células pre-cancerígenas. Sin 

embargo, los hepatocitos senescentes remanentes, promueven la formación de 

carcinoma hepatocelular y el reclutamiento de células mieloides al tumor 

(Eggert et al., 2016). Por todo lo expuesto, a pesar de que las células 

senescentes no proliferan y pueden ser reconocidas por el sistema inmune, 

producen múltiples efectos adversos, principalmente debido a la actividad del 

SASP. A diferencia de estos trabajos, observamos que el SASP inducido por 

silenciamiento de Stat3, no favorece la proliferación ni la migración de las 

células tumorales y estimula la respuesta inmune contra el tumor.  

 

Activación de Stat3 en senescencia  

Es importante destacar que muchos inductores de senescencia tienen 

como punto común la activación de Stat3, ya sea de forma intrínseca o 

autocrina por la presencia de citoquinas como IL-6 en el SASP, tanto en cáncer 

como en otras patologías. Se ha observado que el tratamiento con 

quimioterapia induce senescencia en células de mesotelioma  y el SASP 

producido por estas células favorece la transición epitelio mesenquimal, 

resistencia a quimioterapia y la activación de Stat3. Entre los factores 

aumentados en el SASP se encontraron: IL6, IL8 y VEGF (Canino et al., 2012). 

En el trabajo de Ohanna y colaboradores, demuestran que la depleción del 

factor de transcripción asociado a microftalmia o el tratamiento con 

quimioterapia inducen senescencia en melanoma (Ohanna et al., 2013). El 
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secretoma de estas células, induce la transición epitelio mesenquimal y 

activación de Stat3 células de melanoma no tratadas. El silenciamiento de 

Stat3 revierte el efecto negativo del SASP (Ohanna et al., 2013). En el caso de 

la senescencia inducida por radiación, se observó la producción de un SASP 

que promueve la migración, invasión y angiogénesis de las células vecinas a 

través de las vías de señalización de Stat3 (Huang et al., 2014; Philipp et al., 

2017; Yu et al., 2013). Con respecto a la senescencia inducida por activación 

de oncogenes, se ha observado que la sobreexpresión de ErbB2 en cáncer de 

mama induce senescencia. El SASP derivado de estas células, presenta altos 

niveles de IL-6 y activación de la vía de Stat3 (Zacarias-Fluck et al., 2015). En 

un trabajo realizado en células madre mesenquimales observan que la 

senescencia inducida por agotamiento replicativo o estrés oxidativo induce un 

SASP que estimula la proliferación y migración de líneas celulares de cáncer 

de mama, al menos en parte, a través de la vía de IL-6/Stat3 (Di et al., 2014). 

Por otra parte, se ha vinculado a la senescencia y el SASP en el desarrollo de 

fibrosis en condiciones patológicas como la fibrosis tubulointersticial (Leung et 

al., 2017) o la fibrosis pulmonar idiopática (Waters et al., 2019). En ambos 

casos, se observó activación de Stat3 y producción de IL-6 en el SASP.  

La inflamación crónica se encuentra relacionada con frecuencia con el 

envejecimiento y enfermedades relacionadas con la edad. En el trabajo de (Xu 

et al., 2015), demuestran que los preadipocitos senescentes se acumulan en el 

tejido adiposo con el envejecimiento y desarrollan un SASP que induce la 

migración de macrófagos in vitro e inflamación en tejido adiposo sano. La 

administración de inhibidores de JAK a ratones de edad avanzada redujo la 

inflamación y mejoró el estado físico general, debido a una reducción en los 

componentes proinflamatorios del SASP como IL-6 (Xu et al., 2015). Estos 

hallazgos son consistentes con una posible contribución de las células 

senescentes y el SASP a la inflamación y la fragilidad relacionada con la edad. 

En el trabajo de Price y colaboradores, aunque no hablan del término 

senescencia, demuestran que, durante el envejecimiento, disminuye la 

capacidad regenerativa del músculo esquelético debido a una activación de 

Stat3 en las células satélite. La inhibición farmacológica de la actividad de Jak2 

y Stat3 dio lugar a un aumento notable de la reparación muscular y la 

generación de fuerza (Price et al., 2014). En conjunto, estos resultados 
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sugieren que la vía de Stat3 y las células senescentes serían una vía 

terapéutica prometedora para el tratamiento de las enfermedades 

degenerativas asociadas a la edad. 

Por todo lo expuesto, uno de los factores principales de la actividad 

protumoral e inmunosupresora del SASP, sería la vía de IL-6/Stat3, al menos 

en senescencia inducida por quimio o radioterapia, activación de oncogenes, 

estrés o envejecimiento. Precisamente, en esta Tesis estamos silenciando a 

Stat3, que es uno de los factores de transcripción principales responsables de 

la expresión de IL-6 (Heinrich et al., 2003). En línea con estas evidencias en 

esta Tesis, no observamos un aumento de esta citoquina en el SASP inducido 

por inhibición de Stat3 utilizando análisis por arreglo de anticuerpos y su 

posterior validación por ELISA. Es decir que una de las principales diferencias 

en la actividad del SASP inducido por silenciamiento de Stat3 y los otros tipos 

de senescencia, podría ser que, en este contexto, no se favorece la secreción 

de la citoquina IL-6 y su posterior regulación por Stat3 de forma autocrina y 

paracrina. 

 

Drogas senolíticas y reprogramación del SASP 

Debido a los efectos negativos discutidos que pueden tener las células 

senescentes y su SASP en distintas patologías, se ha desarrollado una 

herramienta prometedora para eliminar a las células senescentes, denominada 

drogas senolíticas (Childs et al., 2017). Hay distintas estrategias para eliminar 

las células senescentes como la inducción de la apoptosis en estas células 

mediante inhibidores de moléculas antiapoptóticas, como navitoclax (ABT263) 

o la quercetina, o el tratamiento con inhibidores de receptores tirosina quinasa 

como ruxolitinib y dasatinib. Estos tratamientos farmacológicos reducen el 

número de células senescentes in vivo y muestran actividad terapéutica contra 

enfermedades asociadas a la senescencia y el envejecimiento (Baar et al., 

2017; Chang et al., 2016; Roos et al., 2016; Schafer et al., 2017; Yosef et al., 

2016; Zhu et al., 2015). Los efectos adversos por el tratamiento con las drogas 

senolíticas, se deben a que las células senescentes son muy importantes en 

numerosos procesos biológicos, como la prevención de la fibrosis (Muñoz-

Espín & Serrano, 2014) participan en la reparación de heridas (Demaria et al., 

2014) y en la secreción de insulina (Helman et al., 2016). En nuestro caso, en 
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vez de eliminar las células senescentes, proponemos aprovechar su capacidad 

de generar inmunovigilancia, pero bloqueando sus efectos protumorales 

mediante la inhibición de Stat3. Esta estrategia se denomina ―reprogramación‖ 

del SASP. Varios grupos han demostrado que las terapias que reprograman el 

SASP pueden mejorar el papel antitumoral de la senescencia en el cáncer y 

restringir los efectos negativos del SASP. En primer lugar, en el grupo del Dr. 

Alimonti, demostraron que la senescencia inducida por deficiencia de Pten en 

tumores de próstata, activa Stat3 (Kalathur et al., 2015). En un trabajo posterior 

de este laboratorio, demostraron que el SASP inducido por deficiencia de Pten 

en tumores de próstata, tiene actividad protumoral y genera resistencia a la 

quimioterapia (Toso et al., 2014). En estos tumores observaron nuevamente 

una activación de la vía de Jak2/Stat3. Lo más interesante, es que, inhibiendo a 

Jak2, pudieron reprogramar la actividad del SASP hacia una que tiene efectos 

antitumorales y además aumenta la eficacia de la quimioterapia con docetaxel. 

Por otro lado, demuestran que la reprogramación del SASP por inhibición de 

Jak2/Stat3 disminuye el infiltrado de células mieloides supresoras y aumenta el 

infiltrado de linfocitos T CD8+ y células NK. Comprueban que Stat3 no es 

esencial para el mecanismo de senescencia y la síntesis del SASP, sino que 

actuaría como un promotor de los componentes deletéreos del SASP (Toso et 

al., 2014). Este es el primer reporte de que el tratamiento con un inhibidor de 

Jak2 podría aumentar la eficacia de la quimioterapia, debido a la 

reprogramación del SASP. Otros compuestos que han sigo efectivos para 

reprogramar los efectos negativos del SASP son la metformina (Moiseeva et 

al., 2013), la rapamicina (Laberge et al., 2015) y los glucocorticoides (Laberge 

et al., 2012). En conjunto, estos estudios resaltan la importancia de las 

estrategias dirigidas a la reprogramación del SASP como posibles terapias 

contra el cáncer. Por lo tanto, la identificación de compuestos que pueden 

atenuar el "lado oscuro" del SASP sin afectar su función supresora de tumores, 

podrían utilizarse en la clínica para mejorar la eficacia terapéutica de los 

compuestos que inducen senescencia, y en algunos casos la activación de 

Stat3. Un ejemplo claro del beneficio de la inhibición de Stat3 para optimizar el 

tratamiento con quimioterapia es el trabajo de Yang et al. Usando células 

MCA205, que no poseen activación constitutiva de Stat3, demostraron que el 

bloqueo de la actividad de Stat3 no tuvo impacto en el crecimiento tumoral 
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(Yang et al., 2015). En este trabajo, muestran nuevamente que el tratamiento 

con antraciclinas induce la activación de Stat3. Es por eso que cuando los 

animales que tenían tumores MCA205 se trataron con antraciclinas y un 

inhibidor de Stat3, surgió un efecto antitumoral dependiente de linfocitos T. 

Curiosamente, el tratamiento de células MCA205 Stat3-/- con antraciclina 

muestra un aumento en la expresión de genes vinculados a la respuesta de 

interferón tipo 1, así como a los ligandos de CXCR3 (Yang et al., 2015). En 

este trabajo, no se refieren a la inducción de senescencia en las células 

tumorales, pero demuestra que la inhibición de Stat3 puede reprogramar los 

efectos negativos del tratamiento con doxorubicina para generar una respuesta 

inmune antitumoral dependiente de la vía de IFN tipo I. Teniendo en cuenta 

esta evidencia y nuestros resultados, podemos sugerir que la inhibición de 

Stat3 puede conducir a una respuesta inmune antitumoral con la inducción de 

genes mediados por IFN de tipo I, al menos en dos escenarios: i) en células 

tumorales que tienen Stat3 constitutivamente activado, ii) en células no adictas 

a Stat3, sometidas a un estímulo externo que debería conducir a la activación 

de Stat3 (por ejemplo, el tratamiento con antraciclinas).  

 

Inhibidores de puntos de control inmunitario 

Otro aspecto abordado en esta Tesis, fue la combinación de 

tratamientos para mejorar la respuesta a inhibidores de punto de control 

inmunitario. El uso de dichos inhibidores ha revolucionado el tratamiento del 

cáncer a partir año 2011, con la aprobación del ipilimumab (anti-CTLA4) para el 

tratamiento del melanoma (Ledford, 2011). A pesar de que estos agentes han 

mejorado la sobrevida de los pacientes, el éxito terapéutico se ve limitado 

debido a múltiples fenómenos de resistencia  primaria o adquirida (Jenkins et 

al., 2018; Sharma et al., 2017). El desafío principal radica en definir las 

características de los pacientes respondedores y no respondedores, 

especialmente debido a la heterogeneidad que se encuentra dentro de cada 

grupo. Hay grandes esfuerzos por encontrar marcadores de respuesta y 

resistencia a la terapia con inhibidores de puntos de control inmunitario. Hasta 

el momento, uno de los marcadores predictivos es la carga mutacional del 

tumor, ya que los tumores altamente mutados presentan niveles más elevados 

de neoantígenos capaces de estimular una respuesta inmune antitumoral 
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(Chan et al., 2015; Rizvi et al., 2015; Roszik et al., 2016; Van Allen et al., 2015). 

Otro de los marcadores predictivos incluye la densidad y distribución de los 

linfocitos T CD8+, la expresión de PD-L1 y la clonalidad de las células T (Taube 

et al., 2014; Tumeh et al., 2014). En esta Tesis demostramos que el SASP 

inducido por silenciamiento de Stat3 presenta un efecto sinérgico con el 

anticuerpo anti-PD-1 contra un tumor de melanoma resistente a dicha terapia. 

Dado que el tumor B16 es poco inmunogénico, la efectividad del anticuerpo 

anti-PD-1 en combinación con la inmunoterapia basada en el SASP-siStat3, 

podría deberse a que se produce un aumento  en el infiltrado de linfocitos T en 

el microambiente tumoral. Sumado a este hecho, como demostramos en los 

tumores C4HD, 4T1 y B16, la inmunoterapia basada en el SASP-siStat3 induce 

la activación de los linfocitos T CD4+ y las células NK. Ambos factores podrían 

cooperar para que el anticuerpo anti-PD-1 permita la activación de los linfocitos 

T CD8+. A este respecto, un trabajo reciente ha demostrado que las células NK 

activadas expresan PD-1. El tratamiento in vivo con anticuerpos anti-PD-1/PD-

L1 activa la respuesta antitumoral de estas células que es indispensable para el 

efecto completo del bloqueo de PD-1/PD-L1 (Hsu et al., 2018). El trabajo de 

Hsu, et al, fomenta la teoría de que la activación de las células NK mediada por 

el SASP puede potenciar la actividad del anticuerpo anti-PD-1. 

 

Stat3 como blanco en inmunoterapia 

En esta Tesis diseñamos una inmunoterapia contra cáncer de mama y 

melanoma, basada en el efecto paracrino inmunoestimulador que se produce 

por inhibición de Stat3. Esta inmunoterapia demostró ser efectiva de forma 

profiláctica y terapéutica contra cáncer de mama y melanoma. Actualmente, el 

estudio de Stat3 como blanco para el desarrollo de una inmunoterapia contra el 

cáncer continúa siendo explorado mediante la utilización de múltiples 

estrategias. Entre estos enfoques podemos encontrar trabajos en donde 

bloquean in vivo a Stat3 por deleción genética en células tumorales o en 

células del sistema inmune, por la administración de inhibidores farmacológicos 

o el uso de oligonucleótidos antisentido (Hong et al., 2015; Kortylewski et al., 

2005; Liu et al., 2011; Wang et al., 2004). Sin embargo, las tasas de éxito en la 

estimulación de la respuesta inmune antitumoral de estas estrategias son 

variables, y hasta el momento la aplicación clínica de estos enfoques está 
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limitada al diseño de mecanismos que hagan posible la inhibición in vivo 

específica de Stat3. En relación a esto, se ha desarrollado otra estrategia 

basada en el bloqueo in vivo de Stat3 tanto en células tumorales como células 

del sistema inmune mediante el uso de siRNAs u oligonucleótidos antisentido 

contra Stat3 conjugados a secuencias CpG de activación de receptores tipo toll 

(TLR). De esta manera, se inhibe la expresión de Stat3 en células de sistema 

inmune o en el tumor y esto produce una respuesta inmune antitumoral 

(Kortylewski et al., 2009; Moreira et al., 2018). A pesar de que estas terapias 

han tenido muy buenos resultados preclínicos, uno de los principales 

problemas de las terapias basadas en el bloqueo sistémico de Stat3 es la 

toxicidad. La inhibición de Stat3 durante períodos de tiempo prolongados, de 

más de un mes, puede producir una sobreactivación del sistema inmune, que 

conduce a fenómenos como la colitis autoinmune, según se informó 

previamente (Alonzi et al., 2004; Welte et al., 2003). En nuestro caso, se induce 

una respuesta contra células tumorales que no mostró ningún efecto adverso 

en otros órganos (datos no mostrados). 

Luego de discutir los beneficios de la inhibición de Stat3 en combinación 

con distintas terapias, resulta llamativa la falta de publicaciones donde se 

combinen estrategias de inhibición de Stat3 con anticuerpos contra los puntos 

de control inmunitario. Con respecto a este tema, hay una patente iniciada en el 

año 2014  donde se evalúa la efectividad de un oligonucleótido antisentido 

contra Stat3 en combinación con distintos anticuerpos bloqueantes de puntos 

de control inmunitario (Woessner et al., 2014). Dicha patente ha llevado a 

numerosos ensayos clínicos que se encuentran en fase I y II, donde se 

combina el oligonucleótido antisentido AZD9150 con tremelimumab (anti-

CTLA4) en linfoma B difuso de célula grande o con durvalumab (anti-PD-L1) en 

pacientes con tumores sólidos como cáncer de páncreas, colorrectal, de 

pulmón y de cuello y cabeza (Huynh et al., 2018). Dado que estos ensayos 

clínicos son muy recientes, aún no hay resultados publicados. Sin embargo, los 

resultados preclínicos de la patente demuestran que el tratamiento con 

AZD9150 aumenta el infiltrado tumoral de linfocitos T y disminuye el infiltrado 

de macrófagos en el tumor. La combinación del bloqueo de Stat3 con 

anticuerpos anti-PD-L1, anti-CTLA4 o un agonista de OX40 reduce 

drásticamente el crecimiento del modelo de cáncer de colon murino CT26 y del 
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linfoma B murino A20. No obstante, el tratamiento con AZD9150 solo fue 

efectivo contra el tumor 4T1 en combinación con anti-CTLA4, mientras que 

anti-PD-L1 y el agonista de OX40 no presentaron efecto sinérgico.  

Por último, en este trabajo decidimos extender la caracterización del 

SASP inducido por inhibición de Stat3 más allá del estudio de citoquinas y 

quimioquinas, y para eso realizamos un experimento de proteómica 

cuantitativa. Como se describió en la sección de resultados, encontramos una 

modulación de 248 proteínas por silenciamiento de Stat3 en la línea 4T1 de 

cáncer de mama triple negativo, las cuales estaban involucradas en múltiples 

procesos. Mediante análisis bioinformático de comparación de expresión 

génica o  proteica de bases de dato de cáncer de mama del TCGA con las 

proteínas moduladas por silenciamiento de Stat3, encontramos que el perfil de 

expresión se asemeja  al subtipo de cáncer de mama luminal A. Este el subtipo 

de cáncer de mama es el que tiene  mejor pronóstico en relación al cáncer de 

mama luminal B, HER2 positivo y el subtipo basal, que representa la mayoría 

de los cánceres de mama triple negativo (Maxmen, 2012). En un trabajo que 

respalda este resultado realizaron un análisis bioinformático de datos de 

microarray y de matriz de proteínas de cáncer de mama humano para 

identificar patrones de expresión asociados con Stat3 en los distintos subtipos 

de cáncer de mama. Los tumores de cáncer de mama basales mostraron un 

patrón de expresión génica asociada a Stat3, que no se observó en los 

subtipos luminal A y luminal B. (Tell & Horvath, 2014). De la misma forma, 

Sirkisoon y colaboradores demostraron que la activación de Stat3 se encuentra 

mayoritariamente en muestras de pacientes con cáncer de mama triple 

negativo y ErbB2 positivo en comparación con el subtipo luminal.  Asimismo, 

utilizando bases de datos disponibles, revelaron que patrones de genes 

activados por Stat3 se encuentran enriquecidos en tumores de los subtipos de 

cáncer de mama triple negativo y ErbB2 positivo, pero no en los luminales. 

Mediante las dos técnicas utilizadas, observaron que la activación de Stat3 

correlaciona con peor pronóstico (Sirkisoon et al., 2018). En conclusión, Stat3 

podría ser un factor importante en la malignidad de los distintos tipos de 

tumores de cáncer de mama, ya que los subtipos más agresivos presentan 

Stat3 activado de forma constitutiva o un patrón de expresión génica asociado 

a Stat3, y su silenciamiento modifica este patrón hacia un subtipo más benigno.  
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Conclusiones 

Conforme a los antecedentes discutidos y nuestros resultados, pudimos 

comprobar la hipótesis de que la estimulación del sistema inmune tras la 

inhibición de Stat3 podría deberse, al menos en los tumores adictos a dicho 

oncogén, al efecto paracrino derivado de la inducción de un programa de 

senescencia celular. En conclusión, nuestros resultados demuestran que el 

bloqueo de Stat3 en tumores que son adictos a este oncogén da como 

resultado la inducción de senescencia celular con la producción de un SASP 

que tiene: 1) actividades antitumorales e inmunoestimuladoras in vitro e in vivo, 

2) un efecto antitumoral sinérgico en combinación con anticuerpos anti-PD-1 y 

3) una composición compleja siendo factores de la vía de IFN tipo I, IL-15, 

CCL2 y CCL5 posibles mediadores responsables de la inmunovigilancia.  

 

Perspectivas 

En base a los antecedentes y los resultados obtenidos en esta Tesis, 

podemos suponer que se presentarían dos situaciones cuando un paciente 

oncológico es diagnosticado. Por un lado, podemos encontrar tumores que 

tienen activación constitutiva de Stat3, que podría determinarse por la 

fosforilación de Tyr705 mediante inmunohistoquímica. Por el otro, habrá 

tumores con niveles bajos de fosforilación de Stat3, pero que las terapias 

administradas como quimio o radio terapia o terapias dirigidas, eventualmente 

conducirán a la inducción de senescencia, activación de Stat3 y fenómenos de 

resistencia. Asimismo, la caracterización de las vías responsables de la 

producción de IFN tipo I por inhibición de Stat3, como los niveles de Stat1 y/o 

expresión de cGAS/STING, permitirían en un futuro identificar qué pacientes se 

beneficiarían por el tratamiento con un inhibidor de Stat3. Dado que la falta de 

éxito de los tratamientos dirigidos a Stat3 se debe a efectos adversos 

asociados al tiempo del tratamiento, proponemos que la terapia dirigida a Stat3 

debe ser en tiempos cortos y precisos. En el caso de los tumores con 

activación constitutiva de Stat3, el bloqueo de Stat3 podría inducir senescencia 

con la producción de un SASP con actividad antitumoral, que puede ser 

combinado con las terapias convencionales o bloqueantes de puntos de control 

inmunitario. Por otro lado, los tumores con niveles basales bajos de activación 
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de Stat3, el bloqueo de Stat3 podría aplicarse antes o durante el tratamiento 

con las otras terapias. De esta forma se podrá, prevenir o revertir la activación 

de Stat3 generado por terapias convencionales e inducir la reprogramación del 

SASP evitando fenómenos de resistencia. 
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Anexo 1. Proteínas identificadas mediante proteómica cuantitativa del MC-

siControl y MC-siStat3 de células 4T1.  

Proteína Gen y símbolos 

Relación MC-siStat3/MC-siControl 

Descripción 
Secretoma 

1 
Secretoma 

2 
Secretoma 

3 

P52795 Efnb1,Epl2,Eplg2,Lerk2,Stra1 1000 2,75 2,55 Ephrin-B1 

Q71RI9 Ccbl2,Kat3 1000 2,55 2,29 Kynurenine--oxoglutarate 
transaminase 3 

Q7TSG2 Ctdp1,Fcp1 1000   5,29 RNA polymerase II subunit A C-
terminal domain phosphatase 

O08746 Matn2 5,88 4,33 3,78 Matrilin-2 

Q62009 Postn,Osf2 4,08 4,36 2,88 Periostin 

Q9Z0E6 Gbp2 3,59 3,80 5,03 Guanylate-binding protein 1 

Q9D6Y7 Msra 3,04 2,37 1,59 Mitochondrial peptide 
methionine sulfoxide reductase 

Q8R422 Cd109 2,79 1,98 1,51 CD109 antigen 

Q9CQ58 Prl8a9,Prlpc2 2,70     Prolactin-8A9 

Q04857 Col6a1 2,66 6,76 3,00 Collagen alpha-1(VI) chain 

Q9D8C4 Ifi35 2,65 1,59 1,95 Interferon-induced 35 kDa 
protein homolog 

Q61955 Klk8,Nrpn,Prss19 2,51 1,97 2,14 Kallikrein-8 

P21981 Tgm2 2,43 2,99 1,82 Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase 2 

Q9JIE6 Tslp 2,31 2,98 2,35 Thymic stromal lymphopoietin 

P33435 Mmp13 2,30 2,91 1,92 Collagenase 3 

P24270 Cat,Cas-1,Cas1 2,29 2,70 1,71 Catalase 

Q99KC8 Vwa5a,Loh11cr2a 2,25 2,38 2,03 von Willebrand factor A domain-
containing protein 5A 

P97333 Nrp1,Nrp 2,23 2,71 1,19 Neuropilin-1 

Q6NZB1 Prmt6,Hrmt1l6 2,21 0,90 1,57 Protein arginine N-
methyltransferase 6 

P10923 Spp1,Eta-1,Op,Spp-1 2,17 2,00 1,47 Osteopontin 

Q9D7V9 Naaa,Asahl 2,15 3,72 3,30 N-acylethanolamine-hydrolyzing 
acid amidase 

Q8R2E9 Ero1lb 2,14 1,95 2,90 ERO1-like protein beta 

Q02257 Jup 2,14 1,36 1,22 Junction plakoglobin 

Q06890 Clu,Apoj,Msgp-2 2,13 2,99 2,37 Clusterin 

Q922P8 Tmem132a,Kiaa1583 2,12 2,18 2,01 Transmembrane protein 132A 

Q00519 Xdh 2,09 1,45 1,94 Xanthine 
dehydrogenase/oxidase 

Q61362 Chi3l1,Brp39 2,06 2,20 1,77 Chitinase-3-like protein 1 

O88851 Rbbp9,Bog 2,00 1,59 1,15 Putative hydrolase RBBP9 

Q9Z0M5 Lipa,Lip1 2,00 2,06 1,47 Lysosomal acid 
lipase/cholesteryl ester 
hydrolase 

Q63870 Col7a1 2,00 3,14 2,02 Collagen alpha-1(VII) chain 

P41245 Mmp9,Clg4b 2,00 2,44 2,09 Matrix metalloproteinase-9 

P28862 Mmp3 1,99 2,36 2,13 Stromelysin-1 

Anexo 
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O54879 Hmgb3,Hmg2a,Hmg4 1,97 1,64 1,51 High mobility group protein B3 

O35309 Nmi 1,96 1,76 1,71 N-myc-interactor 

Q99KR8 Fuca2 1,95 2,40 1,94 Plasma alpha-L-fucosidase 

Q8K310 Matr3 1,94 1,24 0,96 Matrin-3 

O54782 Man2b2,Kiaa0935 1,92 1,87 1,43 Epididymis-specific alpha-
mannosidase 

Q64339 Isg15,G1p2,Ucrp 1,92 2,61 2,59 RecName: Full=Ubiquitin-like 
protein ISG15; AltName: 
Full=Interferon-induced 15 kDa 
protein 

Q64277 Bst1,Bp-3,Bp3,Ly65 1,92 2,06 2,45 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-
ribose hydrolase 2 

Q63918 Sdpr,Sdr 1,90 2,17 1,49 Serum deprivation-response 
protein 

Q64437 Adh7,Adh-3,Adh3 1,88 1,47 1,46 Alcohol dehydrogenase class 4 
mu/sigma chain 

Q3TJD7 Pdlim7,Enigma 1,87 4,60 2,26 PDZ and LIM domain protein 7 

P28063 Psmb8,Lmp7,Mc13 1,86 1,43 1,62 Proteasome subunit beta type-8 

Q9WTP7 Ak3,Ak3l,Ak3l1,Akl3l 1,81 1,26 1,39 GTP:AMP phosphotransferase 
AK3, mitochondrial 

Q8BNJ2 Adamts4 1,78 1,68 3,00 A disintegrin and 
metalloproteinase with 
thrombospondin motifs 4 

P29533 Vcam1,Vcam-1 1,78 1,61 1,39 Vascular cell adhesion protein 1 

P70399 Tp53bp1,Trp53bp1 1,78 1,82 2,03 Tumor suppressor p53-binding 
protein 1 

Q6PE55 Pdgfrl 1,78 2,41 1,70 Platelet-derived growth factor 
receptor-like protein 

O88968 Tcn2 1,77 2,30 1,73 Transcobalamin-2 

Q8CJH3 Plxnb1,Kiaa0407 1,77 1,79 1,45 Plexin-B1 

P97864 Casp7,Lice2,Mch3 1,76 1,90   Caspase-7 

Q8CG14 C1sa,C1s 1,76 2,49 1,52 Complement C1s-A 
subcomponent 

Q9JI75 Nqo2,Nmor2 1,75 1,95 1,42 Ribosyldihydronicotinamide 
dehydrogenase [quinone] 

Q91VM9 Ppa2 1,75 1,49 1,22 Inorganic pyrophosphatase 2, 
mitochondrial 

P70124 Serpinb5,Pi5,Spi5,Spi7 1,75 1,58 1,50 Serpin B5 

Q64151 Sema4c,S4c,Semacl1,Semai 1,74 1,51 1,61 Semaphorin-4C 

P35762 Cd81,Tapa1 1,74 0,80 1,69 CD81 antigen 

Q3TCN2 Plbd2 1,72 1,79 1,67 Putative phospholipase B-like 2 

P27641 Xrcc5,G22p2 1,72 2,13 1,40 X-ray repair cross-
complementing protein 5 

O08738 Casp6 1,71 1,33 1,72 Caspase-6 

O70274 Ptp4a2,Prl2 1,70   1,51 Protein tyrosine phosphatase 
type IVA 2 

Q99LJ1 Fuca1,Fuca 1,70 2,19 1,91 Tissue alpha-L-fucosidase 

Q07113 Igf2r 1,69 1,48 1,55 Cation-independent mannose-6-
phosphate receptor 

Q9JLV6 Pnkp 1,69 1,48 1,34 Bifunctional polynucleotide 
phosphatase/kinase 

O08999 Ltbp2 1,69 2,25 2,06 Latent-transforming growth 
factor beta-binding protein 2 

Q8BND5 Qsox1,Qscn6,Sox 1,69 1,69 1,42 Sulfhydryl oxidase 1 

Q9Z0X1 Aifm1,Aif,Pdcd8 1,69 1,36 1,70 Apoptosis-inducing factor 1, 
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mitochondrial 

Q9CXI3 Moxd1,Dbhr,Mox 1,68 1,98 1,47 DBH-like monooxygenase 
protein 1 

P11276 Fn1 1,68 2,27 1,66 Fibronectin 

O89023 Tpp1,Cln2 1,67 1,66 1,78 Tripeptidyl-peptidase 1 

P51569 Gla,Ags 1,66 1,82 1,94 Alpha-galactosidase A 

P05063 Aldoc,Aldo3,Scrg2 1,66 1,92 1,63 Fructose-bisphosphate aldolase 
C 

Q8BP40 Acp6,Acpl1,Lpap 1,66 2,07 1,44 Lysophosphatidic acid 
phosphatase type 6 

Q9QXX0 Jag1 1,65 2,04 2,67 Protein jagged-1 

Q61207 Psap,Sgp1 1,62 1,72 1,55 Prosaposin 

Q8BX70 Vps13c,Kiaa3021 1,62 1,29 1,72 Vacuolar protein sorting-
associated protein 13C 

O89112 Lancl1,Gpr69a 1,62 1,46 1,34 LanC-like protein 1 

Q9D0L7 Armc10 1,60 2,72 1,47 Armadillo repeat-containing 
protein 10 

P56391 Cox6b1,Cox6b 1,60 1,74 1,69 Cytochrome c oxidase subunit 
6B1 

P15535 B4galt1,Ggtb,Ggtb2 1,58 1,84 1,47 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 

Q8BKG3 Ptk7 1,58 1,68 1,55 Inactive tyrosine-protein kinase 
7 

P56677 St14,Prss14 1,58 1,27 1,11 Suppressor of tumorigenicity 14 
protein homolog 

Q8K301 Ddx52,Rok1 1,57 0,21 0,41 Probable ATP-dependent RNA 
helicase DDX52 

P06869 Plau 1,56 2,17 1,51 Urokinase-type plasminogen 
activator 

P59017 Bcl2l13,Mil1 1,56 1,41 1,39 Bcl-2-like protein 13 

O35310 Hs3st1,3ost,3ost1 1,56 2,79 2,22 Heparan sulfate glucosamine 3-
O-sulfotransferase 1 

O09159 Man2b1,Laman,Man2b,Manb 1,55 1,92 1,68 Lysosomal alpha-mannosidase 

Q91ZX7 Lrp1,A2mr 1,55 1,60 1,71 Prolow-density lipoprotein 
receptor-related protein 1 

Q8R0F8 Fahd1,MNCb-4134 1,54 1,50 1,84 Acylpyruvase FAHD1, 
mitochondrial 

P50396 Gdi1,Rabgdia 1,54 1,47 1,68 Rab GDP dissociation inhibitor 
alpha 

Q62426 Cstb,Cst6,Stfb 1,54 1,35 1,67 Cystatin-B 

P49935 Ctsh 1,52 2,17 1,65 Pro-cathepsin H 

P23780 Glb1,Bgl,Glb-1 1,52 1,76 1,59 Beta-galactosidase 

Q3U7R1 Esyt1,Fam62a,Mbc2 1,52 1,75 1,42 Extended synaptotagmin-1 

O88531 Ppt1,Ppt 1,52 1,62 1,55 Palmitoyl-protein thioesterase 1 

O35516 Notch2 1,52 1,58 1,63 Neurogenic locus notch 
homolog protein 2 

Q8CI70 Lrrc20 1,52 1,02 1,78 Leucine-rich repeat-containing 
protein 20 

Q9QXK3 Copg2 1,52 1,12 1,25 Coatomer subunit gamma-2 

Q6PB93 Galnt2 1,51 1,30 1,28 Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 
2 

P52800 Efnb2,Elf2,Epl5,Eplg5,Htkl,Le
rk5 

1,51 1,52 1,05 Ephrin-B2 

Q6ZQ03 Fnbp4,Fbp30,Kiaa1014 1,51 1,61 1,49 Formin-binding protein 4 

Q8JZK9 Hmgcs1 1,51 1,51 1,42 Hydroxymethylglutaryl-CoA 
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synthase, cytoplasmic 

P50429 Arsb,As1,As1-s 1,51 1,73 2,12 Arylsulfatase B 

Q9CR09 Ufc1 1,50 1,17 1,60 Ubiquitin-fold modifier-
conjugating enzyme 1 

P35585 Ap1m1,Cltnm 1,50 1,50 1,47 AP-1 complex subunit mu-1 

Q9JLI6 Scly,Scl 1,50 1,89 1,51 Selenocysteine lyase 

Q8BFR4 Gns 1,49 1,77 1,53 N-acetylglucosamine-6-
sulfatase 

P97821 Ctsc 1,48 1,68 1,17 Dipeptidyl peptidase 1 

Q9EQH2 Erap1,Appils,Arts1 1,46 1,47 1,99 Endoplasmic reticulum 
aminopeptidase 1 

P53690 Mmp14,Mtmmp 1,46 1,82 1,32 Matrix metalloproteinase-14 

P17426 Ap2a1,Adtaa,Clapa1 1,46 1,25 1,68 AP-2 complex subunit alpha-1 

Q9D832 Dnajb4 1,46 1,54 1,47 DnaJ homolog subfamily B 
member 4 

B0V2N1 Ptprs 1,45 1,56 1,49 Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase S 

P10810 Cd14 1,45 1,57 1,66 Monocyte differentiation antigen 
CD14 

P97464 Ext1 1,44 1,78 1,89 Exostosin-1 

Q8K3X4 Irf2bpl,Eap1,Kiaa1865 1,44 1,32 1,61 Interferon regulatory factor 2-
binding protein-like 

Q07797 Lgals3bp,Cycap,Mama 1,43 1,44 1,62 Galectin-3-binding protein 

Q922P9 Glyr1,Np60 1,43 1,60 1,52 Putative oxidoreductase GLYR1 

P21619 Lmnb2 1,43 1,83 1,69 Lamin-B2 

P07214 Sparc 1,41 1,77 1,13 SPARC 

P98063 Bmp1 1,39 1,57 1,27 Bone morphogenetic protein 1 

A2A8L5 Ptprf,Lar 1,37 1,74 1,28 Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase F 

P22892 Ap1g1,Adtg,Clapg1 1,36 1,32 1,50 AP-1 complex subunit gamma-1 

Q9JKF6 Pvrl1,Hvec,Prr1 1,36 1,55 1,13 Nectin-1 

P62852 Rps25 1,36 1,11 0,58 40S ribosomal protein S25 

Q8K2I4 Manba,Bmn 1,35 1,50 1,45 Beta-mannosidase 

P15626 Gstm2 1,35 1,44 2,02 Glutathione S-transferase Mu 2 

Q9WV91 Ptgfrn,Fprp 1,35 1,66 1,04 Prostaglandin F2 receptor 
negative regulator 

P51660 Hsd17b4,Edh17b4 1,34 1,66 1,21 Peroxisomal multifunctional 
enzyme type 2 

P14733 Lmnb1 1,34 1,38 1,50 Lamin-B1 

P35822 Ptprk,Ptpk 1,33 1,75 1,10 Receptor-type tyrosine-protein 
phosphatase kappa 

Q9D9V3 Echdc1 1,32 2,15 2,86 Ethylmalonyl-CoA 
decarboxylase 

P06797 Ctsl1,Ctsl 1,32 0,99 1,74 Cathepsin L1 

Q91YI0 Asl 1,32 1,69 1,52 Argininosuccinate lyase 

Q8R242 Ctbs 1,31 1,61 1,17 Di-N-acetylchitobiase 

Q8CI51 Pdlim5,Enh 1,29 1,95 0,95 PDZ and LIM domain protein 5 

P20060 Hexb 1,29 1,79 1,25 Beta-hexosaminidase subunit 
beta 

Q61581 Igfbp7,Mac25 1,29 1,71 1,03 Insulin-like growth factor-binding 
protein 7 

Q62465 Vat1,Vat-1 1,28 1,35 1,59 Synaptic vesicle membrane 
protein VAT-1 homolog 

Q60749 Khdrbs1 1,27 1,15 1,53 KH domain-containing, RNA-
binding, signal transduction-
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associated protein 1 

Q60596 Xrcc1,Xrcc-1 1,27 2,57 1,53 DNA repair protein XRCC1 

P54818 Galc 1,26 1,71 1,00 Galactocerebrosidase 

Q9DBG3 Ap2b1,Clapb1 1,26 1,27 1,61 AP-2 complex subunit beta 

P70452 Stx4,Stx4a 1,26 1,11 1,70 Syntaxin-4 

Q91V76   1,25 1,66 2,30 Ester hydrolase C11orf54 
homolog 

P23249 Mov10,Gb110 1,24 1,58 1,30 Putative helicase MOV-10 

Q8VCI5 Pex19,Pxf 1,24 1,35 1,65 Peroxisomal biogenesis factor 
19 

Q8VCF1 Cant1 1,24 1,60 1,26 Soluble calcium-activated 
nucleotidase 1 

Q61147 Cp 1,21 1,59 1,16 Ceruloplasmin 

Q9ESZ8 Gtf2i,Bap135,Diws1t 1,19 1,54 1,54 General transcription factor II-I 

Q99L20 Gstt3 1,18 0,97 1,69 Glutathione S-transferase theta-
3 

Q9ER10 Prss22,Bssp4,Prss26 1,18 1,54 1,73 Brain-specific serine protease 4 

P30999 Ctnnd1,Catns,Kiaa0384 1,18 1,51 1,24 Catenin delta-1 

Q8CEC6 Ppwd1 1,17 1,39 1,62 Peptidylprolyl isomerase domain 
and WD repeat-containing 
protein 1 

Q9DBC7 Prkar1a 1,15 1,68 1,52 cAMP-dependent protein kinase 
type I-alpha regulatory subunit 

P37889 Fbln2 1,15 1,76 1,15 Fibulin-2 

Q8CC12 Cdan1 1,14   0,57 Codanin-1 

Q9Z0F8 Adam17,Tace 1,13 1,52 1,10 Disintegrin and 
metalloproteinase domain-
containing protein 17 

Q61398 Pcolce,Pcpe1 1,12 1,96 1,25 Procollagen C-endopeptidase 
enhancer 1 

Q8CIF4 Btd 1,07 1,56 1,09 Biotinidase 

P14824 Anxa6,Anx6 1,07 1,53 1,23 Annexin A6 

Q8VI78 Pla1a,Pspla1 0,98 1,43 2,21 Phospholipase A1 member A 

P08122 Col4a2 1,06 0,96 0,42 Collagen alpha-2(IV) chain 

O88653 Lamtor3,Map2k1ip1,Mapbp,M
apksp1 

1,02 0,60 1,03 Ragulator complex protein 
LAMTOR3 

Q6A0A9 FAM120A,Kiaa0183,Ossa 0,97 0,51 0,75 Constitutive coactivator of 
PPAR-gamma-like protein 1 

Q9D0M1 Prpsap1 0,97 1,06 0,52 Phosphoribosyl pyrophosphate 
synthase-associated protein 1 

Q8R1A4 Dock7,Gm430,Kiaa1771 0,96 0,73 0,52 Dedicator of cytokinesis protein 
7 

Q922Q6 Abhd14a,Dorz1 0,93 0,60 0,61 Protein ABHD14A 

P14148 Rpl7 0,93 0,93 0,61 60S ribosomal protein L7 

Q9CX00 Ist1,Kiaa0174 0,91 0,88 0,65 IST1 homolog 

Q8VCN5 Cth 0,91 1,26 0,61 Cystathionine gamma-lyase 

B1AY13 Usp24 0,89 0,73 0,58 Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 24 

Q3UQN2 Fcho2 0,88 0,53 0,65 F-BAR domain only protein 2 

P21278 Gna11,Gna-11 0,87 0,65 0,79 Guanine nucleotide-binding 
protein subunit alpha-11 

P61255 Rpl26 0,85 0,55 1,60 60S ribosomal protein L26 

P14206 Rpsa,Lamr1,P40-8 0,84 0,64 0,72 40S ribosomal protein SA 
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Q6P9L6 Kif15,Klp2,Knsl7 0,84 0,52 0,68 Kinesin-like protein KIF15 

Q99ME2 Wdr6 0,82 0,48 0,59 WD repeat-containing protein 6 

Q8CDM8 Fam160b1,Kiaa1600 0,81 0,60 0,55 Protein FAM160B1 

Q3UHX2 Pdap1 0,81 0,88 0,58 28 kDa heat- and acid-stable 
phosphoprotein 

Q62448 Eif4g2,Nat1 0,80 0,65 0,67 Eukaryotic translation initiation 
factor 4 gamma 2 

Q9R0N0 Galk1,Galk,Glk 0,80 0,76 0,66 Galactokinase 

Q80UM7 Mogs,Gcs1 0,80 0,74 0,65 Mannosyl-oligosaccharide 
glucosidase 

Q8BP47 Nars 0,80 0,73 0,63 Asparagine--tRNA ligase, 
cytoplasmic 

Q8R480 Nup85,Pcnt1 0,80 0,63 0,90 Nuclear pore complex protein 
Nup85 

P25444 Rps2,Llrep3,Rps4 0,79 0,55 0,59 40S ribosomal protein S2 

O08848 Trove2,Ssa2 0,79 0,55 0,58 60 kDa SS-A/Ro 
ribonucleoprotein 

P62245 Rps15a 0,78 0,59 0,54 40S ribosomal protein S15a 

Q8R0W0 Eppk1 0,77 0,80 0,62 Epiplakin 

Q9JMH6 Txnrd1,Trxr1 0,77 0,63 0,62 Thioredoxin reductase 1, 
cytoplasmic 

P70700 Polr1b,Rpa2,Rpo1-2 0,77 0,38 0,40 DNA-directed RNA polymerase I 
subunit RPA2 

P50431 Shmt1,Shmt 0,76 0,65 0,85 Serine 
hydroxymethyltransferase, 
cytosolic 

P11440 Cdk1,Cdc2,Cdc2a,Cdkn1 0,76 0,70 0,63 Cyclin-dependent kinase 1 

P70168 Kpnb1,Impnb 0,76 0,67 0,67 Importin subunit beta-1 

P63037 Dnaja1,Dnaj2,Hsj2,Hspf4 0,76 0,66 0,78 DnaJ homolog subfamily A 
member 1 

Q60949 Tbc1d1,Kiaa1108,Tbc1 0,76 0,51 0,78 TBC1 domain family member 1 

Q9CQF6 Aasdhppt 0,76 0,61 0,74 L-aminoadipate-semialdehyde 
dehydrogenase-
phosphopantetheinyl 
transferase 

P29268 Ctgf,Ccn2,Fisp-
12,Fisp12,Hcs24 

0,76 1,01 0,65 Connective tissue growth factor 

Q91YS8 Camk1 0,76 0,62 1,04 Calcium/calmodulin-dependent 
protein kinase type 1 

Q8K2Z4 Ncapd2,Capd2,Cnap1,Kiaa01
59 

0,75 0,78 0,65 Condensin complex subunit 1 

Q8BUK6 Hook3 0,75 0,54 0,77 Protein Hook homolog 3 

Q8VHX6 Flnc,Abpl,Fln2 0,75 0,63 0,72 Filamin-C 

Q8CFE6 Slc38a2,Ata2,Kiaa1382,Sat2,
Snat2 

0,75 0,92 0,66 Sodium-coupled neutral amino 
acid transporter 2 

P63325 Rps10 0,75 0,72 0,46 40S ribosomal protein S10 

P12970 Rpl7a,Surf-3,Surf3 0,75 0,57 0,60 60S ribosomal protein L7a 

P62754 Rps6 0,73 0,65 0,61 40S ribosomal protein S6 

P62908 Rps3 0,72 0,61 0,69 40S ribosomal protein S3 

Q61753 Phgdh 0,72 0,65 0,60 D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase 

P62983 Rps27a,Uba80,Ubcep1 0,72 0,63 0,83 Ubiquitin-40S ribosomal protein 
S27a 

Q9CZX8 Rps19 0,72 0,68 0,64 40S ribosomal protein S19 
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O55143 Atp2a2 0,71 0,66 0,66 Sarcoplasmic/endoplasmic 
reticulum calcium ATPase 2 

Q9WVG5 Lipg 0,71 0,38 0,66 Endothelial lipase 

Q61166 Mapre1 0,69 0,64 0,70 Microtubule-associated protein 
RP/EB family member 1 

Q9EPU0 Upf1,Rent1 0,69 0,64 0,71 Regulator of nonsense 
transcripts 1 

Q3U2P1 Sec24a 0,69 0,50 0,76 Protein transport protein 
Sec24A 

Q8BFY9 Tnpo1,Kpnb2 0,69 0,60 0,81 Transportin-1 

P62281 Rps11 0,69 0,55 0,64 40S ribosomal protein S11 

Q9CRT8 Xpot 0,69 0,59 0,61 Exportin-T 

P62264 Rps14 0,69 0,76 0,58 40S ribosomal protein S14 

P97351 Rps3a 0,68 0,62 0,57 40S ribosomal protein S3a 

Q9D1Q6 Erp44,Kiaa0573,Txndc4 0,68 0,43 0,66 Endoplasmic reticulum resident 
protein 44 

Q6ZWN5 Rps9 0,68 0,59 0,69 40S ribosomal protein S9 

P62242 Rps8 0,68 0,61 0,64 40S ribosomal protein S8 

Q7TNP2 Ppp2r1b 0,68 0,49 0,60 Serine/threonine-protein 
phosphatase 2A 65 kDa 
regulatory subunit A beta 
isoform 

Q8VDF2 Uhrf1,Np95 0,68 0,47 0,57 E3 ubiquitin-protein ligase 
UHRF1 

Q3TXU5 Dhps 0,68 0,51 0,62 Deoxyhypusine synthase 

Q8VI75 Ipo4,Imp4a,Ranbp4 0,68 0,70 0,66 Importin-4 

Q62167 Ddx3x,D1Pas1-
rs2,Ddx3,Dead3,Erh 

0,67 0,72 0,63 ATP-dependent RNA helicase 
DDX3X 

Q9JJI8 Rpl38 0,67 0,60 0,65 60S ribosomal protein L38 

P48036 Anxa5,Anx5 0,67 0,95 0,86 Annexin A5 

Q78PY7 Snd1 0,67 0,75 0,60 Staphylococcal nuclease 
domain-containing protein 1 

P21956 Mfge8 0,66 0,60 0,55 Lactadherin 

P62702 Rps4x,Rps4 0,66 0,65 0,63 40S ribosomal protein S4, X 
isoform 

P31266 Rbpj,Igkjrb1,Igkrsbp,Rbpsuh 0,66 0,62 0,71 Recombining binding protein 
suppressor of hairless 

Q8C7R4 Uba6,Ube1l2 0,66 0,54 0,58 Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme 6 

P27659 Rpl3 0,66 0,62 1,08 60S ribosomal protein L3 

B1AZI6 Thoc2 0,66 0,72 0,77 THO complex subunit 2 

A8C756 Thada,Kiaa1767 0,66 0,70 0,42 Thyroid adenoma-associated 
protein homolog 

Q9WUU8 Tnip1,Abin,Naf1 0,66     TNFAIP3-interacting protein 1 

Q62351 Tfrc,Trfr 0,66 0,54 0,78 Transferrin receptor protein 1 

P61358 Rpl27 0,66 0,66 0,56 60S ribosomal protein L27 

P35922 Fmr1,Fmr-1 0,66 0,55 0,70 Fragile X mental retardation 
protein 1 homolog 

P62830 Rpl23 0,65 0,66 0,53 60S ribosomal protein L23 

P97857 Adamts1 0,65 0,57 0,40 A disintegrin and 
metalloproteinase with 
thrombospondin motifs 1 

A6H8H2 Dennd4c 0,65 0,48 0,56 DENN domain-containing 
protein 4C 

Q9CQC6 Bzw1 0,65 0,79 0,72 Basic leucine zipper and W2 
domain-containing protein 1 
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P62301 Rps13 0,65 0,60 0,55 40S ribosomal protein S13 

Q9CPR4 Rpl17 0,65 0,82 0,60 60S ribosomal protein L17 

Q9D2R0 Aacs 0,65 0,64 0,53 Acetoacetyl-CoA synthetase 

Q08024 Cbfb,Pebp2b,Pebpb2 0,65 0,48 0,55 Core-binding factor subunit beta 

P14131 Rps16 0,65 0,65 0,60 40S ribosomal protein S16 

Q00780 Col8a1 0,64 0,81 0,52 Collagen alpha-1(VIII) chain 

E9PVA8 Gcn1,Gcn1l1 0,64 0,70 0,52 eIF-2-alpha kinase activator 
GCN1 

Q61699 Hsph1,Hsp105,Hsp110,Kiaa0
201 

0,64 0,96 0,79 Heat shock protein 105 kDa 

Q9Z222 B3GNT2,B3gnt1,Beta3gnt 0,64 0,98 0,65 N-acetyllactosaminide beta-1,3-
N-acetylglucosaminyltransferase 
2 

P62270 Rps18 0,63 0,69 0,69 40S ribosomal protein S18 

P24547 Impdh2 0,63 0,73 0,66 Inosine-5'-monophosphate 
dehydrogenase 2 

Q9D7X3 Dusp3 0,62 0,72 0,65 Dual specificity protein 
phosphatase 3 

Q924Z4 Cers2,Lass2,Trh3 0,62 0,38 0,75 Ceramide synthase 2 

E9Q735 Ube4a,Ufd2b  0,62 0,49 0,63 Ubiquitin conjugation factor E4 
A 

Q6A026 Pds5a,Kiaa0648 0,62 0,65 0,72 Sister chromatid cohesion 
protein PDS5 homolog A 

Q922Q8 Lrrc59 0,62 0,65 0,83 Leucine-rich repeat-containing 
protein 59 

P49025 Cit,Crik 0,62 0,65 0,56 Citron Rho-interacting kinase 

Q8CG48 Smc2,Cape,Fin16,Smc2l1 0,62 0,75 0,75 Structural maintenance of 
chromosomes protein 2 

Q91YR1 Twf1,Ptk9 0,62 0,61 0,71 Twinfilin-1 

O54988 Slk,Kiaa0204,Stk2 0,62 0,60 0,75 STE20-like serine/threonine-
protein kinase 

P61025 Cks1b,Cks1,Sid1334 0,61 0,62 0,67 Cyclin-dependent kinases 
regulatory subunit 1 

Q9CZM2 Rpl15 0,61 0,37 0,63 60S ribosomal protein L15 

Q8C1Z8 Trmt10a,Rg9mtd2 0,60 0,66 0,88 tRNA methyltransferase 10 
homolog A 

P60330 Espl1,Esp1,Kiaa0165 0,60 0,40 0,48 Separin 

Q9EQP2 Ehd4,Past2 0,60 0,71 0,59 EH domain-containing protein 4 

Q8R3C0 Mcmbp 0,60 0,55 0,71 Mini-chromosome maintenance 
complex-binding protein 

Q810B6 Ankfy1,Ankhzn,Kiaa1255 0,60 0,77 0,52 Rabankyrin-5 

P56390 Cks2 0,59 0,61 0,84 Cyclin-dependent kinases 
regulatory subunit 2 

Q60604 Scin 0,59 0,53 0,64 Adseverin 

Q99104 Myo5a,Dilute 0,59 0,77 0,71 Unconventional myosin-Va 

P10852 Slc3a2,Mdu1 0,59 0,74 0,52 4F2 cell-surface antigen heavy 
chain 

Q9ESJ0 Xpo4,Kiaa1721 0,59 0,56 0,61 Exportin-4 

Q8BWY9 Kiaa1524,Cip2a 0,58 0,54 0,48 Protein CIP2A 

Q924C6 Loxl4,Loxc 0,58 0,72 0,54 Lysyl oxidase homolog 4 

Q9CR57 Rpl14 0,58 0,54 0,54 60S ribosomal protein L14 

P70275 Sema3e,Semah,Semh 0,58 0,61 0,58 Semaphorin-3E 

O35134 Polr1a,Rpa1,Rpo1-4 0,56 0,82 0,46 DNA-directed RNA polymerase I 
subunit RPA1 
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Q60737 Csnk2a1,Ckiia 0,56 0,58 0,55 Casein kinase II subunit alpha 

P12850 Cxcl1,Gro,Gro1,Mgsa,Scyb1 0,56 0,60 0,62 Growth-regulated alpha protein 

P63276 Rps17 0,56 0,60 0,62 40S ribosomal protein S17 

Q9QUJ7 Acsl4,Acs4,Facl4 0,56 0,66 0,75 Long-chain-fatty-acid--CoA 
ligase 4 

Q6P9P6 Kif11 0,56 0,45 0,48 Kinesin-like protein KIF11 

P07141 Csf1,Csfm 0,55 0,62 0,42 Macrophage colony-stimulating 
factor 1 

P52293 Kpna1,Rch2 0,55 0,36 0,39 Importin subunit alpha-1 

P62911 Rpl32 0,55 0,53 0,56 60S ribosomal protein L32 

P62849 Rps24 0,54 0,56 0,71 40S ribosomal protein S24 

P55012 Slc12a2,Nkcc1 0,54 0,66 0,66 Solute carrier family 12 member 
2 

Q91WN1 Dnajc9 0,54 0,55 0,64 DnaJ homolog subfamily C 
member 9 

Q9CWM4 Pfdn1 0,54 0,99 0,78 Prefoldin subunit 1 

Q9CRD0 Ociad1,Asrij 0,54 0,47   OCIA domain-containing protein 
1 

P47856 Gfpt1,Gfpt 0,52 0,44 0,52 Glutamine--fructose-6-
phosphate aminotransferase 
[isomerizing] 1 

Q64516 Gk,Gyk 0,52 0,41 0,53 Glycerol kinase 

Q8VDL4 Adpgk 0,51 0,59 0,58 ADP-dependent glucokinase 

P43346 Dck 0,51 0,46 0,86 Deoxycytidine kinase 

Q69ZR2 Hectd1,Kiaa1131,Opm 0,51 0,64 0,88 E3 ubiquitin-protein ligase 
HECTD1 

Q9D8L5 Ccdc91,Ggabp 0,51 0,44 0,80 Coiled-coil domain-containing 
protein 91 

P03975 Iap 0,50 0,37 0,61 IgE-binding protein 

Q9JJ78 Pbk,Topk 0,50 0,54 0,47 Lymphokine-activated killer T-
cell-originated protein kinase 

Q8BX90 Fndc3a,D14Ertd453e,Fndc3,
Kiaa0970 

0,47 0,24 0,55 Fibronectin type-III domain-
containing protein 3A 

P50228 Cxcl5,Scyb5 0,46 0,47 0,62 C-X-C motif chemokine 5 

Q9D1C1 Ube2c,Ubch10 0,45 0,52 0,49 Ubiquitin-conjugating enzyme 
E2 C 

E9Q5G3 Kif23 0,44 0,55 0,47 Kinesin-like protein KIF23 

P11157 Rrm2 0,40 0,30 0,60 Ribonucleoside-diphosphate 
reductase subunit M2 

P18406 Cyr61,Ccn1,Igfbp10 0,40 0,43 0,52 Protein CYR61 

Q9WVM1 Racgap1,Mgcracgap 0,39 0,57 0,48 Rac GTPase-activating protein 1 

Q01320 Top2a,Top-2,Top2 0,36 0,37 0,62 DNA topoisomerase 2-alpha 

Q8C166 Cpne1 0,33 0,49 0,49 Copine-1 

P42227 Stat3,Aprf 0,22 0,29 0,04 Signal transducer and activator 
of transcription 3 

 

MC-siControl: medio condicionado obtenido de células transfectadas con 

siRNA Control, MC-siStat3 medio condicionado obtenido de células 

transfectadas con siRNA contra Stat3. Secretoma 1, 2 y 3 corresponde a 3 

réplicas experimentales.   
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