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Resumen 

 

El cáncer corresponde a un grupo de enfermedades caracterizadas por la 

proliferación y el comportamiento celular alterados, que son causadas por 

cambios irreversibles que llevan a las células a adquirir un fenotipo maligno. Esta 

enfermedad es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en el 

mundo.  

Las células tumorales pueden ser eliminadas a través de diferentes mecanismos 

del sistema inmunológico. Sin embargo, las mismas pueden escapar de la acción 

anti-tumoral del sistema inmune, desencadenando mecanismos inmuno-

reguladores en el microambiente tumoral. Dentro de estos mecanismos se 

encuentran los puntos de control inmunológico, moléculas capaces de regular la 

respuesta inmunológica.  

El objetivo de este trabajo fue estudiar la interacción entre dos puntos de control 

inmunológico, la proteína Tmem176b y la enzima indoleamina 2-3 dioxigenasa 

(IDO1). Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que la deficiencia 

en Tmem176b conduce a una desinhibición del inflamasoma NLRP3 y la 

consecuente producción aumentada de IL-1β. Por otra parte, existe evidencia de 

que la IL-1β es capaz promover el aumento de la expresión de IDO1 en células 

tumorales. En base a esto, planteamos la hipótesis de que Tmem176b, al regular 

la activación del inflamasoma, podría estar regulando a su vez la expresión de 

IDO1. 
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Evidenciamos que a nivel tumoral la deficiencia en Tmem176b da lugar a una 

producción y actividad enzimática aumentada de IDO1. Sin embargo, esto 

parecería no ser mediado directamente por el aumento de IL-1β, ya que en el 

ganglio linfático que drena el tumor, donde hemos demostrado el aumento de 

esta citoquina en ratones Tmem176b-/-, no observamos una diferencia 

significativa en la expresión de IDO1 entre estos animales y los salvajes (WT, 

del inglés, Wild Type).  

En conclusión, los resultados de este trabajo plantean la posible existencia de 

un mecanismo contra-regulador a nivel tumoral, donde la sobre-activación del 

sistema inmune por la desinhibición del inflamasoma NLRP3 generaría una 

expresión aumentada de IDO1. Esto da la posibilidad de desarrollar estrategias 

para favorecer las respuestas anti-tumorales combinando la desinhibición del 

inflamasoma, que hemos demostrado que es capaz de favorecer la respuesta 

anti-tumoral, con la inhibición de IDO1. 
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Introducción 

 

Cáncer 

El cáncer corresponde a un grupo de enfermedades caracterizadas por la 

proliferación y el comportamiento celular alterados, que son causadas por 

cambios irreversibles que llevan a las células a adquirir un fenotipo maligno. 

Estos cambios incluyen la proliferación descontrolada y el “comportamiento 

asocial”, y ocasionan que las células tumorales se multipliquen sin seguir criterios 

morfológicos ni funcionales, invadiendo tejidos adyacentes o distantes. Este 

proceso patológico eventualmente provoca un fallo de las funciones vitales que 

es incompatible con la vida del huésped (Hill, 2006).  

La alteración del comportamiento en las células tumorales tiene un origen 

molecular. Diferentes evidencias sugieren que el cáncer es la consecuencia de 

una desregulación génica, que se da por la acumulación de alteraciones no 

letales (Vogelstein y Kinzler, 1993). La masa tumoral es originada por la 

expansión de una célula monoclonal que sufrió daño en su material genético 

como consecuencia de la acción de diferentes agentes (biológicos, químicos o 

físicos), lo cual lleva a una alteración del programa genético celular, favoreciendo 

el crecimiento descontrolado (Bertram, 2000). Se ha demostrado que durante la 

evolución del cáncer, los tumores se vuelven más agresivos y aumentan su 

capacidad maligna; este fenómeno es denominado progresión tumoral. Se 

propone que la progresión tumoral puede ser explicada en parte por el 

surgimiento de diferentes sub-poblaciones celulares en el tumor, que difieren a 
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nivel fenotípico. De esta manera, a pesar de que los tumores son monoclonales 

en su origen, las poblaciones celulares que los componen son altamente 

heterogéneas cuando el cáncer es clínicamente evidente (Cahill et al., 1999). 

Esta heterogeneidad se genera porque las células tumorales son genéticamente 

inestables (Hill, 1990), lo cual las hace susceptibles a una alta tasa de 

mutaciones aleatorias durante la expansión clonal, que facilita la progresión 

hacia un fenotipo maligno. Así, el desarrollo tumoral sucede de una forma similar 

a la evolución darwiniana, en el sentido de que una serie de alteraciones 

genéticas adquiridas lleva a la conversión progresiva de las células normales 

hacia un fenotipo tumoral, que les permite a las mismas escapar de la presión 

selectiva.  

El cáncer es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en el 

mundo, con aproximadamente 14 millones de casos anuales y 8 millones de 

muertes asociadas a esta enfermedad (Stewart y Wild, 2014). Uruguay presenta 

una importante incidencia de cáncer, parcialmente asociada a la gran cantidad 

de casos de cáncer de pulmón y otros tipos de cáncer relacionados con el 

tabaquismo (Abascal et al., 2012). 

Biología del cáncer 

Las células tumorales, si bien son ampliamente diversas, presentan ciertas 

características biológicas compartidas que adquieren durante diferentes etapas 

del desarrollo tumoral, y que permiten la proliferación celular inadecuada y el 

crecimiento de poblaciones de células tumorales neoplásicas. Estas 

características fueron conceptualizadas por Hanahan y Weinberg, en lo que los 
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autores denominaron los “distintivos del cáncer” (Hanahan y Weinberg, 2000, 

2011, 2016) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Una de las características típicas del cáncer es la proliferación celular 

inadecuada. Esta proliferación es en parte debida a la activación y el 

mantenimiento crónico de señales inductoras, que favorecen la entrada y la 

progresión del ciclo celular de las células tumorales, lo cual constituye uno de los 

distintivos descriptos por Hanahan y Weinberg (Hanahan y Weinberg, 2016). El 

mecanismo mejor conocido que ocasiona este fenómeno tiene que ver con la 

mutación de genes en las células tumorales, los cuales al activarse ocasionan 

Figura 1. Distintivos del cáncer descritos por Hanahan y Weinberg. El esquema muestra 
las condiciones necesarias para la progresión de la enfermedad, que se agrupan en ocho 
características funcionales y dos factores promotores de la adquisición de dichas características 
(en letra negra cursiva). Estos distintivos pueden ser adquiridos durante las diversas etapas del 
desarrollo de la enfermedad a través de diferentes mecanismos. Extraído y modificado de 
Hanahan y Weinberg, 2011, 2016.  
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que la proliferación de dichas células pase a ser crónica. Estos genes se 

denominan oncogenes, y habitualmente codifican para proteínas que son 

responsables de recibir señales extracelulares de proliferación y de transmitirlas 

al interior celular. Dentro de estos oncogenes los más conocidos en los canceres 

humanos incluyen el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF, del 

inglés, Epidermal Growth Factor), y los transductores de señales de la vía de la 

MAP quinasa (Davies y Samuels, 2010). Otro de los distintivos de las células 

tumorales, que contribuye a la proliferación descontrolada de las mismas, tiene 

que ver con la evasión de los mecanismos de supresión del crecimiento 

(Hanahan y Weinberg, 2016). Dichos mecanismos de supresión son llevados a 

cabo por proteínas codificadas por genes supresores de tumores, que ocasionan 

el arresto del ciclo celular. Dentro de estas proteínas se encuentran la proteína 

asociada a retinoblastoma (pRB) y la proteína p53, las cuales determinan si las 

células deben proliferar, o por el contrario activar programas de senescencia o 

apoptosis (Burkhart y Sage, 2008; Deshpande et al., 2005; Sherr y McCormick, 

2002). En las células tumorales, existen defectos en estas proteínas, y de hecho 

se ha demostrado que el gen p53 se encuentra mutado en aproximadamente 

40% de los tumores humanos.  

Además de la proliferación descontrolada, otro distintivo del cáncer es la 

capacidad de las células tumorales de resistir a la muerte celular (Hanahan y 

Weinberg, 2016), un mecanismo celular intrínseco que funciona como una 

barrera para impedir la proliferación de células aberrantes, y por tanto el 

desarrollo del cáncer (Adams y Cory, 2007; Evan y Littlewood, 1998; Lowe et al., 

2004). El escape de las células tumorales de la muerte celular es lo que les 
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permite a las mismas progresar hacia etapas malignas de la enfermedad, y les 

otorga resistencia a las terapias (Adams y Cory, 2007; Lowe et al., 2004). Este 

escape parece estar mediado por varios mecanismos, entre ellos el más común 

es la pérdida de la proteína supresora de tumores p53, lo cual impide el 

funcionamiento de un sensor crítico para el circuito de inducción de la apoptosis. 

En adición al escape de la muerte celular, las células tumorales poseen la 

capacidad de inmortalidad, que les otorga un potencial replicativo ilimitado. Esta 

capacidad recae en la habilidad de las células malignas de escapar de la 

senescencia celular, esto es, la entrada en un estado viable pero no proliferativo, 

y de la fase de crisis posterior, caracterizada por la muerte celular (Hanahan y 

Weinberg, 2016).   

Otra característica distintiva de las células tumorales es su capacidad para 

inducir la angiogénesis, ya que, al igual que los órganos normales, los tumores 

requieren suministro de oxígeno y nutrientes (Hanahan y Weinberg, 2016). 

Durante la progresión tumoral se da una activación de la angiogénesis que se 

mantiene, ocasionando que la vasculatura, que se encuentra quiescente en 

condiciones fisiológicas, genere nuevos vasos sanguíneos que colaboran a 

mantener el crecimiento tumoral (Hanahan y Folkman, 1996). Este proceso de 

inducción angiogénica está mediado por factores como el factor de crecimiento 

vascular endotelial A (VEGF-A, del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor 

A), el cual es inducido en condiciones de hipoxia y por oncogenes (Carmeliet, 

2005; Ferrara, 2009; Gabhann y Popel, 2008) y el factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF, del inglés, Fibroblast Growth Factor), que se encuentra 

crónicamente sobre-expresado en los tumores (Baeriswyl y Christofori, 2009).  
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Otro distintivo del cáncer es la capacidad de las células tumorales de volverse 

invasivas y migratorias, lo cual les permite dar lugar a la metástasis, invadiendo 

los tejidos adyacentes, así como los vasos linfáticos y sanguíneos, a su vez 

posibilitando a las células tumorales a invadir sitios anatómicamente distantes 

(Hanahan y Weinberg, 2016). Los mecanismos que dan lugar a la invasión y la 

metástasis son muy complejos, e involucran varios programas celulares 

intrínsecos y extrínsecos a las células tumorales. Dentro de las vías intrínsecas, 

la más destacada es la activación de un programa del desarrollo embrionario 

denominado transición epitelio-mesénquima (Hanahan y Weinberg, 2011; 

Weinberg, 2014). Este programa se asocia típicamente a la migración celular y 

la invasión tisular durante la organogénesis normal, aunque al activarse en 

algunos tipos de tumores, como por ejemplo los carcinomas, facilita la migración 

invasiva (Hanahan y Weinberg, 2016).  

Debido a la gran capacidad proliferativa de las células tumorales, otra de sus 

características distintivas tiene que ver con la desregulación del metabolismo 

celular (Hanahan y Weinberg, 2016). Las células tumorales, en adición a la 

fosforilación oxidativa, utilizan la vía de glucolisis aerobia para aumentar su 

consumo de glucosa (Warburg, 1956). Esto, además de la generación de ATP 

(adenosín trifosfato, del inglés, Adenosine TriPhosphate), posibilita la producción 

de las macromoléculas necesarias para el crecimiento y la división celular. 

Adicionalmente, las células tumorales son también capaces de utilizar glutamina 

(Daye y Wellen, 2012) y lactato (Dhup et al., 2012) como fuente de energía.  
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Finalmente, el último distintivo de las células tumorales descrito por Hanahan y 

Weinberg es la capacidad que estas poseen de escapar de la destrucción 

mediada por el sistema inmune (Hanahan y Weinberg, 2016). Como se explicará 

más adelante, el sistema inmune juega un rol fundamental como barrera a la 

progresión tumoral (Ehrlich, 1956), sin embargo, en muchos casos los tumores 

pueden escapar de esta barrera progresando hacia la enfermedad.   

Estos “distintivos del cáncer” son adquiridos por las células tumorales a medida 

que se da el progreso hacia la enfermedad mediante dos grandes mecanismos: 

1) la inestabilidad del genoma, que resulta en la mutación de genes que permiten 

el desarrollo de los distintivos; 2) la inflamación generada por células del sistema 

inmune, la cual a pesar de poseer la finalidad de erradicar la enfermedad, provee 

factores angiogénicos y señales proliferativas y de supervivencia, y facilita la 

invasión por las células tumorales (Hanahan y Weinberg, 2016). 

Microambiente tumoral 

Los tumores sólidos son estructuras histológicas complejas que suelen 

compartimentalizarse en un parénquima, formado por las células tumorales, y en 

un estroma, constituido por una gran variedad de células no tumorales. La 

conjunción de ambos compartimentos con el material extracelular es lo que se 

conoce como “microambiente tumoral” (TME, del inglés, Tumor 

Microenviroment) (Hanahan y Weinberg, 2011, 2016) (Figura 2).   
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En lo que refiere al parénquima tumoral, las células tumorales allí presentes son 

ampliamente heterogéneas, tanto a nivel genético como funcional (Hanahan y 

Weinberg, 2016). Adicionalmente, se ha evidenciado que dentro de estas células 

existe una subclase denominada células madre tumorales (CSC, del inglés, 

Cancer Stem Cells), que presentan marcadores de células madre (Al-Hajj et al., 

2003), y son capaces de generar tumores al ser inyectadas en animales (Cho y 

Clarke, 2008; Lobo et al., 2007).  

El estroma tumoral es el sitio donde se encuentra la mayor heterogeneidad a 

nivel del TME. Este compartimento está compuesto por varias clases de células: 

las células endoteliales y los pericitos, que en conjunto favorecen la angiogénesis 

a nivel tumoral, los fibroblastos asociados a tumor y las células inmunes que 

infiltran el tumor, entre ellas células dendríticas (DCs, del inglés, Dendritic Cells), 

Figura 2. El microambiente tumoral (TME). El TME de la mayor parte de los tumores sólidos 

está constituido por diferentes tipos celulares, que pueden organizarse en dos compartimentos, el 
parénquima, formado por células tumorales y células madre tumorales, y el estroma de células de 
soporte, constituido por fibroblastos asociados a tumor, células endoteliales, pericitos y células 
inmunes infiltrantes del tumor. Extraído y modificado de Hanahan y Weinberg, 2011, 2016.  
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macrófagos, neutrófilos, células NK (asesinas naturales, del inglés, Natural 

Killers), linfocitos B y linfocitos T (Hanahan y Weinberg, 2011, 2016).   

Todas las células presentes en el TME y las diferentes moléculas producidas por 

las mismas son capaces de contribuir al desarrollo de los diferentes distintivos 

del cáncer anteriormente mencionados (Hanahan y Coussens, 2012; Hanahan y 

Weinberg, 2011), por lo cual se ha planteado que la biología tumoral solo puede 

ser entendida de forma amplia si se estudian las diversas poblaciones celulares 

presentes en el TME.   

 

El sistema inmune en el cáncer 

El sistema inmune posee un rol central en la eliminación de células tumorales. 

Este rol fue propuesto por Paul Ehrlich (Ehrlich, 1956), y posteriormente 

estudiado en mayor detalle por Lewis Thomas y Frank MacFarlane Burnet, 

quienes propusieron el concepto de inmunovigilancia, el cual plantea la idea de 

que el sistema inmune es capaz de detectar y eliminar a las células tumorales, 

previniendo el avance de la enfermedad (Burnet, 1971). En la actualidad, el 

concepto de inmunovigilancia ha sido ampliado hacia el de inmunoedición (Dunn 

et al., 2002; Dunn et al., 2004a). La inmunoedición se encuentra definida por tres 

etapas: eliminación, equilibrio y escape. La eliminación representa el concepto 

clásico de inmunovigilancia, donde el sistema inmune actúa para erradicar el 

tumor en desarrollo, el equilibrio refiere a un periodo de latencia, donde las 

células tumorales experimentan cambios y mutaciones como resultado de la 
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presión selectiva impuesta por el sistema inmune, que les permiten sobrevivir, 

de forma que el tumor no es completamente eliminado, y el escape tiene que ver 

con el crecimiento final de los tumores que han superado las restricciones 

inmunológicas de la fase de equilibrio (Dunn et al., 2004b). 

Las células tumorales pueden ser eliminadas por diferentes componentes del 

sistema inmune, tanto innato como adaptativo (Palucka y Coussens, 2016). A 

pesar de esto, las células T juegan un rol central en el proceso de eliminación de 

las células tumorales, ya que el vasto repertorio de receptores para antígenos 

que estas poseen (TCR, del inglés, T Cell Receptor) les permiten reconocer los 

neoantígenos generados por las mutaciones que tienen lugar en las células 

malignas (Gros et al., 2014; Gubin et al., 2014; Linnemann et al., 2015; Tran 

et al., 2014). La gran diversidad de sus receptores les posibilita a las células T 

acompasar la complejidad y la enorme capacidad de mutación de las células 

tumorales (Sharma y Allison, 2015). Los antígenos tumorales son presentados a 

las células T en la superficie de las DCs, donde se encuentran asociados a 

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés, Major 

Histocompatibility Complex), tanto en los ganglios linfáticos como en el tumor. 

Cuando las DCs presentan los antígenos tumorales a células TCD8+ en un 

contexto co-estimulador, caracterizado por la presencia de moléculas como 

CD80, CD86, CD70 y 4-1BB, y citoquinas como la interleuquina (IL) -12, 

interferones de tipo I e IL-15, los linfocitos TCD8+ pueden diferenciarse a 

linfocitos T citotóxicos (CTLs, del inglés, Cytotoxic T Lymphocytes) capaces de 

inducir la apoptosis de las células tumorales (Steinman, 2012). De esta manera, 

las células TCD8+ se consideran las principales células efectoras anti-tumorales, 
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ya que dan lugar a CTLs, capaces de destruir a las células tumorales (Appay et 

al., 2008).  

Si bien el sistema inmune posee un rol anti-tumoral fundamental, particularmente 

a través de células como los linfocitos T y células NK, se ha demostrado que 

también es capaz de actuar promoviendo el desarrollo tumoral. Existen una gran 

cantidad de células inmunitarias en el TME, entre ellas macrófagos, neutrófilos, 

mastocitos, células B y células T, que juegan un rol dual en la inmunidad anti-

tumoral (Coffelt et al., 2010; De Palma et al., 2007; DeNardo et al., 2010; Egeblad 

et al., 2010; Flier et al., 1986; Johansson et al., 2008; Murdoch et al., 2008; 

Schäfer y Werner, 2008), ya que son capaces de responder plásticamente a 

señales extrínsecas (Balkwill et al., 2005). A grandes rasgos, la capacidad del 

sistema inmune de promover y/o impedir el desarrollo tumoral puede ser 

explicada por la existencia de dos tipos de inflamación con efectos opuestos a 

nivel tumoral: 1) la inflamación crónica, que promueve la supervivencia de las 

células tumorales, la angiogénesis, la remodelación tisular y la metástasis; 2) la 

inflamación aguda, la cual desencadena la destrucción de las células tumorales. 

(Palucka y Coussens, 2016).  

Durante el desarrollo tumoral se reclutan células inmunes al tejido, como 

macrófagos, neutrófilos, linfocitos B y linfocitos T, que pueden o no eliminar de 

forma eficiente a las células tumorales. Cuando la respuesta anti-tumoral del 

sistema inmune es eficiente, las células tumorales son detectadas y eliminadas 

(Dunn et al., 2004a), sin embargo, cuando el sistema inmune falla, las células 

tumorales son retenidas en el TME, escapando de la eliminación (Palucka y 
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Coussens, 2016). A medida que las células tumorales escapan de la eliminación, 

algunas se vuelven menos inmunogénicas utilizando diversos mecanismos, 

entre ellos la activación de programas intrínsecos de expresión génica que 

suprimen las respuestas T anti-tumorales. En este contexto se secretan 

citoquinas como el factor de crecimiento transformante β (TGFβ, del inglés, 

Transforming Growth Factor β), las IL-4, IL-13, IL-8 e IL-10, la linfopoyetina del 

estroma tímico (TSLP, del inglés, Thymic Stromal Lymphopoietin) y enzimas 

como la indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO1) (Coussens et al., 2013; Uyttenhove 

et al., 2003). La expresión de estas moléculas da lugar al reclutamiento de 

células B reguladoras (Bregs), T reguladoras (Treg), células TCD4+ con perfil 

TH2, y macrófagos y monocitos polarizados hacia un perfil TH2; este perfil TH2 

es característico de la inflamación crónica (Palucka y Coussens, 2016). En 

respuesta a dicho perfil, diversas células mieloides, como macrófagos y 

neutrófilos, producen factores angiogénicos (VEGF), de crecimiento y/o de 

supervivencia (EGF, TNFα, factor de necrosis tumoral, del inglés Tumor Necrosis 

Factor α), que regulan directamente la proliferación de las células epiteliales, así 

como enzimas remodeladoras de la matriz extracelular (metalo-, cistein- y serin- 

proteasas) (Egeblad et al., 2010; Johansson et al., 2008; Mantovani, 2010; 

Murdoch et al., 2008; Qian y Pollard, 2010). En conjunto, estos factores propician 

la progresión tumoral, ya que promueven la generación de vasos sanguíneos 

capaces de nutrir el TME, favoreciendo así la supervivencia de las células 

tumorales y su proliferación mantenida (Balkwill et al., 2005). Simultáneamente, 

la activación de macrófagos y monocitos con un perfil TH2 ocasiona que los 

mismos aumenten la expresión de moléculas como la sintasa inducible de óxido 
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nítrico (iNOS, del inglés, inducible Nitric Oxide Synthase) o la arginasa 1, que 

suprimen la actividad de los linfocitos TCD8+ y amplifican el estado inflamatorio 

crónico, así como la secreción de citoquinas como la IL-10, la cual inhibe la 

maduración de las DCs (Ruffell et al., 2014). Esto imposibilita la activación de 

células T anti-tumorales, y ocasiona la generación de células Treg, que impiden 

la actividad de los CTLs y evitan la respuesta anti-tumoral (Zhu y Paul, 2008). 

De esta manera, las células inmunes que infliltran el tumor por un lado son 

capaces de dar lugar a la eliminación de las células tumorales, pero por otro 

promueven la angiogénesis a nivel tumoral, estimulan la proliferación de las 

células tumorales, favorecen la invasión tisular y permiten la diseminación 

metastásica (Coffelt et al., 2010; De Palma et al., 2007; Egeblad et al., 2010; 

Joyce y Pollard, 2009; Mantovani, 2010; Mantovani et al., 2008; Murdoch et al., 

2008; Qian y Pollard, 2010) (Figura 3).  
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Inflamasoma y cáncer 

Como se mencionó anteriormente, la inflamación es un componente central en 

la respuesta inmunitaria frente al cáncer, y en este proceso los inflamasomas 

son fundamentales. Existen diferentes tipos de inflamasomas, que varían en sus 

componentes y en su forma de activación (He et al., 2018). A pesar de esto, 

todos se caracterizan por formar complejos proteicos oligoméricos tras el 

Figura 3. El sistema inmune en el cáncer. El desarrollo del cáncer es determinado por 
interacciones multifactoriales entre diferentes componentes del microambiente tumoral. Los 
posibles resultados de estas interacciones son numerosos y dramáticamente opuestos. Estos 
incluyen la eliminación de las células tumorales por el sistema inmune, la supervivencia de las 
células tumorales y el consecuente desarrollo tumoral, promovido por la inflamación crónica y 
los procesos asociados de remodelación de tejido y cambios metabólicos, y la diseminación 
metastásica, que es favorecida por diferentes procesos, entre ellos la angiogénesis. Extraído 
y modificado de Palucka y Coussens, 2016.  
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reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, del 

inglés, Pathogen Associated Molecular Patterns) y/o a daño (DAMPs, del inglés, 

Damage Associated Molecular Patterns), que sirven como una plataforma para 

la activación de la caspasa-1, dando lugar a la maduración y secreción de las 

citoquinas pro-inflamatorias IL-1β e IL-18 (Schroder y Tschopp, 2010) y a una 

forma particular de muerte celular, denominada piroptosis (Strowig et al., 2012). 

Los inflamasomas se activan por el reconocimiento de PAMPs o DAMPs, lo cual 

lleva a la oligomerizacion de receptores NLR (receptores de tipo NOD, del inglés, 

Nucleotide-binding Oligomerization Domain-Like Receptors) o AIM2 (ausente en 

melanoma 2, del inglés, Absent In Melanoma 2), y su subsecuente interacción 

con la proteína adaptadora ASC (proteína de tipo speck asociada a la apoptosis 

que contiene CARD, del inglés, Apoptosis-associated Speck-like protein 

containing a CARD), la cual a su vez interacciona con el dominio CARD (dominio 

de activación y reclutamiento de la caspasa, del inglés, Caspase Activation and 

Recruitment Domain) de la pro caspasa-1. Esto ocasiona el clivaje autocatalitico 

de la pro-caspasa-1, para dar lugar a la forma activa de dicha proteasa. La 

caspasa-1 activa es capaz de clivar las formas inactivas de las IL-1β e IL-18 (pro 

IL-1β y pro IL-18), para generar las IL-1β e IL-18 pro-inflamatorias (Schroder y 

Tschopp, 2010; Zhiyu et al., 2016). Esta forma de activación de los inflamasomas 

se conoce como canónica. Existe una forma alternativa de activación de estos 

complejos, denominada no canónica, en la cual participan las caspasas 11 y 8 

(Viganò et al., 2015); la caspasa-11 es capaz de desencadenar la maduración 

de la IL-1β a través de la activación de la gasdermina D (Kayagaki et al., 2015), 
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mientras que la caspasa-8 actúa como convertidora de la IL-1β (Antonopoulos et 

al., 2013; Antonopoulos et al., 2015; Gurung et al., 2014). 

Dentro de los inflamasomas, el más estudiado debido a sus posibles funciones 

en varias patologías humanas incluyendo el cáncer, y en el que me centraré en 

el presente trabajo, corresponde al inflamasoma NLRP3. El inflamasoma NLRP3 

forma parte de los inflamasomas que contienen receptores NLR (Ting et al., 

2008), y el mismo puede ser activado por ATP, toxinas y productos bacterianos, 

ácidos nucleicos, material particulado, entre otros (Dowling y O’Neill, 2012; 

Franchi et al., 2014; Mariathasan et al., 2006; Sha et al., 2014). Debido a la 

naturaleza química tan diversa de los activadores de este inflamasoma, se ha 

planteado que los mismos no interaccionan directamente con el receptor NLRP3, 

si no que en su lugar inducen ciertos eventos celulares y estos son sensados por 

NLRP3. Dentro de estos eventos se han propuesto el eflujo de K+, la señalización 

por Ca2+, las especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés, Reactive Oxygen 

Species), la disfunción mitocondrial y la ruptura lisosomal (He et al., 2016).  

El mecanismo planteado para la activación del inflamasoma NLRP3 consta de 

dos pasos. Una primera señal induce la expresión de NLRP3, pro-IL-1β y pro-IL-

18, a través de la activación del factor de transcripción NF-κB (factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, del inglés, 

Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), y una segunda 

señal da lugar a la oligomerización de NLRP3, lo cual, mediante el mecanismo 

que se explicó previamente, culmina en la activación de la caspasa-1 y la 

consecuente maduración de IL-1β e IL-18. Las señales para ambos pasos de la 
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activación están dadas por diversos PAMPs y DAMPs (He et al., 2016) (Figura 

4). 

 

Existe una gran cantidad de evidencia que sugiere que los inflamasomas se 

encuentran correlacionados con el desarrollo del cáncer. Sin embargo, dichos 

complejos poseen un rol controversial esta enfermedad, posiblemente debido a 

Figura 4. Activación del inflamasoma NLRP3. La activación del inflamasoma NLRP3 se da 
mediante dos señales, una primera señal que lleva a la síntesis de NLRP3, pro-IL1β y pro-IL-18, 
y una segunda señal que desencadena la oligomerización de NLRP3, lo cual lleva a la activación 
de caspasa-1 y la subsecuente maduración de pro-IL-1β y pro-IL-18 a sus formas pro-
inflamatorias activas. Las señales de activación para ambos pasos son dadas por una gran 
variedad de PAMPs y DAMPs, aunque se propone que en el caso de la segunda señal lo que es 
reconocido por NLRP3 no son estos ligandos, si no cambios celulares generados por los mismos. 
Extraído y modificado de He et al., 2016. 
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la funcionalidad dual propia de los inflamasomas, los cuales por un lado pueden 

promover la inflamación carcinogénica por la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias, y por otro son capaces de eliminar células malignas a través de la 

piroptosis y/o la activación de células efectoras anti-tumorales (Zhiyu et al., 

2016). Estas diferentes acciones de los inflamasomas se desencadenan según 

el contexto en el que se activan, el cual a su vez depende de la heterogeneidad 

de las células tumorales y los diferentes tipos celulares que pueden asociarse a 

estas en el TME, las diversas moléculas de señalización presentes en este 

microambiente (Coussens et al., 2013; Grivennikov et al., 2010), e incluso la 

microbiota del individuo que se encuentra cursando la enfermedad (Kantono y 

Guo, 2017). 

La asociación entre el rol de los inflamasomas en el desarrollo tumoral y el 

contexto en el que estos se activan se ha evidenciado por el hecho de que la 

actividad pro-tumoral o anti-tumoral de estos complejos depende 

significativamente del tipo de cáncer (He et al., 2018; Kantono y Guo, 2017). A 

pesar de esto, también existe evidencia de que incluso en el mismo tipo de 

cáncer los inflamasomas juegan roles contrastantes (He et al., 2018). En lo que 

respecta a esto, se ha observado un aumento en la activación del inflamasoma 

NLRP3 en diferentes cánceres de pulmón (Kong et al., 2015; Li et al., 2015), 

donde la producción aumentada de IL-1β debida a esta sobre-activación 

favorece la proliferación y la metástasis de las células tumorales (Sorrentino 

et al., 2015; Wang et al., 2014; Wang et al., 2016). En el cáncer de mama, la 

activación del inflamasoma NLRP3 es capaz de promover la función anti-tumoral 

al inducir la secreción de IL-1β por las DCs (Ghiringhelli et al., 2009). Sin 
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embargo, se ha demostrado que la IL-1β también posee una función pro-tumoral 

en este tipo de cáncer, ya que los niveles aumentados de dicha citoquina en 

suero se asocian con la recurrencia del cáncer, y la misma es crítica para la 

angiogénesis, el crecimiento, la progresión y el relapso tumoral (Han et al., 2014; 

Soria et al., 2011; Voronov et al., 2003). Por su parte, la IL-18 parece poseer un 

efecto positivo en los tratamientos para el cáncer de mama, ya que es capaz de 

suprimir la proliferación, migración e invasión de las células tumorales (Liu et al., 

2015; Sun et al., 2014). En el caso del cáncer de hígado se ha observado una 

disminución en la expresión de los componentes del inflamasoma NLRP3 

durante el desarrollo de la enfermedad (Wei et al., 2014), aunque también se ha 

descrito un rol pro-tumoral de dicho inflamasoma en este tipo de cáncer (Yan 

et al., 2012). En el cáncer colorectal, el inflamasoma NLRP3 contribuye a la 

metástasis de las células tumorales, ya que induce la transición epitelio-

mesénquima de las mismas (Wang et al., 2016), pese a que también se ha 

demostrado que la secreción de IL-18 desencadenada por la activación de este 

inflamasoma suprime la metástasis del cáncer colorectal en el hígado, mediante 

la promoción de la actividad anti-tumoral de células NK (Dupaul-Chicoine et al., 

2015). Estos son algunos de los casos donde se observa el rol dual de los 

inflamasomas en el cáncer; otros tipos de cáncer en los cuales se ha reportado 

este fenómeno incluyen el cáncer de próstata y los glioblastomas (He et al., 

2018). 
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Puntos de control inmunológico y su rol en las terapias anti-

tumorales 

Debido a la importancia que tiene el cáncer en la salud humana, y a que aún hoy 

permanece como una enfermedad incurable para la mayor parte de los 

pacientes, a lo largo de los años se han desarrollado diversas herramientas para 

combatir a las células tumorales (Sharma et al., 2017).   

Sobre la base del rol fundamental del sistema inmunológico en la eliminación de 

las células tumorales, uno de los enfoques que se ha investigado en las últimas 

décadas son las terapias que involucran la acción de dicho sistema, las 

denominadas inmunoterapias. Los primeros desarrollos de este tipo de terapias 

se basaron en la estimulación de la inmunidad mediada por las células T, sin 

embargo, los tratamientos iniciales fallaban en dar una respuesta clínica (Sharma 

y Allison, 2015). Esto llevó al descubrimiento de la presencia de diversas vías en 

el sistema inmunológico capaces de regular la activación de las células T, 

evitando de esta manera el daño sobre los tejidos propios. Dentro de estas vías 

reguladoras del sistema inmunológico se encontraron mecanismos extrínsecos 

propios del microambiente tumoral, como las células Treg (Sakaguchi, et al., 

1995), y los metabolitos derivados del triptófano (Munn et al., 1998; Uyttenhove 

et al., 2003), entre otros, que pueden disminuir la respuesta anti-tumoral. 

Adicionalmente, se describieron mecanismos intrínsecos de las células T que 

evitan su activación frente a lo propio.  

De estos descubrimientos y otros posteriores, en lo que refiere a la regulación 

de la respuesta inmunológica, surgió la idea de puntos de control inmunológicos, 
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los cuales corresponden a moléculas capaces de regular la respuesta 

inmunológica. Dos de los puntos de control inmunológico mejor caracterizados 

son CTLA-4 (antígeno 4 del linfocito T citotóxico, del inglés, Cytotoxic T-

Lymphocyte Antigen 4) (Leach et al., 1996; Walunas et al., 1994), y PD-1 

(proteína 1 de muerte celular programada, del inglés, Programmed Cell Death 

Protein 1) (Freeman et al., 2000). Por su parte, CTLA-4 es un homólogo de la 

molécula CD28, que al igual que esta interacciona con las moléculas CD80 y 

CD86, aunque con una afinidad mucho mayor. De esta manera, CTLA-4 

desplaza la unión de CD28 con CD80 y CD86 durante la sinápsis inmunólogica, 

impidiendo la co-estimulación de los linfocitos T dada por la interacción de estas 

moléculas, lo cual finalmente resulta en la inhibición de la activación de las 

células T (Krummel y Allison, 1995; Walunas et al., 1994). La expresión de CTLA-

4 comienza durante la activación de las células T, demostrando el rol fisiológico 

de esta molécula en la detención de la respuesta inmunológica para evitar el 

daño a los tejidos propios (Sharma y Allison, 2015). En lo que refiere a PD-1, 

dicha molécula es expresada solo en células T activas, y actúa interfiriendo con 

la señalización dada por el receptor de las células T (TCR) que permite la 

activación de los linfocitos T. PD-1 posee dos ligandos, PD-L1 (ligando 1 de 

muerte programada, del inglés, Programmed Death-Ligand 1) , que se expresa 

en varios tipos celulares, incluyendo células inmunes, epiteliales y endoteliales, 

y PD-L2 (ligando 2 de muerte programada, del inglés, Programmed Death-Ligand 

2), expresado predominantemente en células presentadoras de antígenos 

(Sharma y Allison, 2015).  
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Debido al rol de estas moléculas en la inhibición de las respuestas 

inmunológicas, se comenzó a analizar si el bloqueo de las mismas era capaz 

“soltar los frenos” del sistema inmune, para que este pudiera combatir de forma 

eficiente a las células tumorales. En este sentido, el bloqueo de CTLA-4, PD-1 y 

PD-L1 en pacientes con diferentes tipos de cáncer, utilizando anticuerpos 

monoclonales, dio resultados muy positivos, siendo que la FDA (administración 

de alimentos y medicamentos, del inglés, Food and Drug Administration) aprobó 

en 2011 el anticuerpo anti-CTLA-4 Ipilimumab como un tratamiento para 

pacientes con melanona metastásico, y en 2014 los anticuerpos anti-PD-1 

Pembrolizumab y Nivolumab para pacientes con melanoma metastásico, y en el 

caso de este último también para pacientes con cáncer de pulmón avanzado o 

metastásico (Sharma y Allison, 2015). Adicionalmente, dado que CTLA-4 y PD-

1 regulan diferentes vías inhibitorias en las células T, se han desarrollado 

tratamientos con combinaciones de estos anticuerpos, que demostraron mejorar 

las respuestas anti-tumorales (Curran et al., 2010; Hellmann et al., 2017). A 

pesar de estos resultados prometedores, solo una minoría de los pacientes 

tratados se ha visto beneficiado por el efecto de dichos anticuerpos, 

posiblemente por la existencia de diferentes mecanismos de resistencia a estas 

inmunoterapias (Sharma et al., 2017). Por este motivo, con la finalidad de vencer 

los diversos mecanismos de resistencia, en los últimos años se han comenzado 

a caracterizar nuevos puntos de control inmunológicos y a analizar su relevancia 

en el cáncer.  
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Tmem176b 

Un punto de control inmunológico recientemente identificado es la proteína 

Tmem176b, también conocida como TORID (TOlernace Related and InduceD). 

Tmem176b forma parte de la familia de proteínas transmembrana MS4A (Louvet 

et al., 2005) y funciona como un canal iónico en la membrana de fagosomas 

(Segovia et al., 2014). Esto le permite a la proteína cumplir la función de regular 

el pH fagosomal en las células dendríticas derivadas de la médula ósea 

(BMDCs), controlando así la vía de presentación cruzada de antígenos a través 

de moléculas del MHC clase I (Segovia et al., 2014).  

Tmem176b se encuentra expresada en pulmón, riñón, ganglios linfáticos y bazo, 

con una gran expresión en BMDCs, así como en DCs convencionales y 

plasmacitoides, granulocitos y monocitos (Condamine et al., 2010). Su expresión 

se ha asociado al estado inmaduro de monocitos y DCs, disminuyendo tras la 

estimulación inflamatoria (Condamine et al., 2010). Un estudio llevado a cabo 

por Anandasabapathy y colaboradores demostró que Tmem176b se encuentra 

sobre-expresada en DCs migratorias que inhiben la respuesta inmune a vacunas 

(Anandasabapathy et al., 2014).  

Tmem176b se ha asociado a la tolerancia inmunológica en modelos de 

trasplante de órganos (Louvet et al., 2005), y se demostró que dicha proteína es 

esencial para la generación de células Treg CD8+CD11c+ en un modelo de 

trasplante, inhibiendo el rechazo del mismo (Segovia et al., 2014). Por otra parte, 

Tmem176b se encuentra asociada con el cáncer, presentando una acumulación 

anormal en determinados tipos de cáncer (Cuajungco et al., 2012), así como en 
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células endoteliales tumorales (Otsubo et al., 2014). Estos hallazgos indicarían 

que dicha proteína tiene un rol en la regulación del sistema inmune, por lo cual 

podría actuar como un punto de control inmunológico. En este sentido, 

resultados previos de nuestro laboratorio mostraron una asociación de 

Tmem176b con la progresión tumoral. Observamos que ratones deficientes en 

dicha proteína presentan un crecimiento tumoral más lento y una mayor 

sobrevida que ratones WT (salvajes, del inglés, Wild Type) en dos modelos de 

tumor trasplantable (Russo, 2015).  

El estudio del microambiente tumoral y los ganglios linfáticos drenantes del tumor 

de ratones Tmem176b-/- y WT reveló que los ratones deficientes en Tmem176b 

poseen un aumento de células TCD8+ totales y especificas del tumor, así como 

un aumento de células T CD4+RORγt+ en el tumor, y una disminución de 

moléculas relacionadas a la regulación de la respuesta inmune (FoxP3, CTLA-4, 

CCL22) en el ganglio linfático que drena el tumor. Adicionalmente se observó un 

aumento en la activación del inflamasoma NLRP3 in vivo en los ratones 

Tmem176b-/-, que ocasiona un incremento en la expresión de IL-1β en estos 

ratones respecto a los WT (Russo, 2015); esta activación diferencial del 

inflamasoma podría explicar las diferencias en la sobrevida de ambos grupos. 

Indoleamina 2,3-dioxigenasa 

Otro punto de control inmunológico que ha cobrado importancia en los últimos 

años es la enzima indoleamina 2,3 – dioxigenasa 1 (IDO1), la cual es capaz de 

degradar el triptófano por la vía de la quinurenina (Higuchi y Hayaishi, 1967; 

Shimizu et al., 1978). La depleción de triptófano tras la conversión a quinurenina 
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por IDO1 en el microambiente tumoral ha emergido como un factor fundamental 

en la inmunosupresión que se lleva a cabo en el tumor, dado que IDO1 se 

encuentra expresada de forma aberrante en diferentes tumores (McGaha et al., 

2012; Van Baren y Van den Eynde, 2015). Este efecto inmunosupresor se debe 

a diversos mecanismos, entre ellos el arresto de la proliferación de linfocitos T 

dado por la falta de triptófano, la apoptosis de las células T y la inducción de 

células Treg mediada por los catabolitos del triptófano (Cobbold et al., 2009; 

Munn et al., 2005; Terness et al., 2002). En humanos, la expresión de esta 

enzima se encuentra restringida a ciertos grupos celulares, como las DCs 

maduras y las células endoteliales de la placenta. El rol de esta enzima en las 

DCs parecería ser el de contribuir al control de la respuesta inmune (Theate et al., 

2015), por ejemplo, dando lugar a la expansión de células Treg (Hill et al., 2007) 

(Figura 5).  

Se ha demostrado que la expresión de IDO1 puede inducirse tras estímulos pro- 

inflamatorios, como el IFNγ (interferón γ) (Chon et al., 1996; Konan y Taylor, 

1996) y el LPS (lipopolisacárido) (Hwu et al., 2000; Jung et al., 2007), lo cual 

asegura un feedback negativo en las respuestas inmunológicas. 
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La inhibición de IDO1 en modelos preclínicos confirmó su rol en el desarrollo 

tumoral, siendo que dicha inhibición resulta en efectos antitumorales, sinérgicos 

con varias inmunoterapias (Holmgaard et al., 2013; Koblish et al., 2010; 

Uyttenhove et al., 2003).  

En gran cantidad de tumores humanos, la expresión de IDO1 se asocia a una 

menor sobrevida y una reducción de la infiltración de linfocitos T (Brandacher, 

Figura 5. Acción de la indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO1) en el microambiente tumoral. 
La expresión de IDO1 en el microambiente tumoral por las células tumorales y las células 
dendríticas (DCs) ocasiona la depleción del triptófano (TRP, puntos amarillos) y la acumulación 
de sus metabolitos, entre ellos la quinurenina (KYN, puntos rojos). En las células T, la depleción 
de triptófano y la acumulación de metabolitos derivados de su degradación llevan a la anergia 
y la apoptosis de células T efectoras, y a la diferenciación a células T reguladoras (Treg). La 
expresión de IDO1 por las DCs se asocia a fenotipos reguladores, capaces de dar lugar a la 
generación de células Treg que impiden la respuesta anti-tumoral. Extraído y modificado de 
Platten et al., 2015. 

 

. 
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2006; Inaba et al., 2009; Ino et al., 2008). En los tumores humanos existen dos 

patrones de la expresión de IDO1 (Theate et al., 2015). En algunos tumores la 

expresión de IDO1 se encuentra asociada con el infiltrado de células T y la 

inflamación (Topalian et al., 2015), mientras que existen otros que expresan 

IDO1 en ausencia de estos factores, lo cual representa una resistencia inmune 

intrínseca del tumor frente al ataque por el sistema inmunológico (Theate et al., 

2015; Van Baren y Van den Eynde, 2015). Estos últimos se conocen como 

tumores “fríos” o no inflamatorios, y son clínicamente relevantes en el sentido 

que suelen fallar en responder a tratamientos de bloqueo de puntos de control 

inmunológicos (Hennequart et al., 2017). En lo que respecta a esto, Hennequart 

y colaboradores, describieron ciertas vías que podrían estar asociadas a la 

expresión constitutiva de IDO1 por los tumores. Entre varios de sus hallazgos los 

autores observaron que esto puede ser controlado por la IL-1β, la cual parece 

promover el aumento en la expresión de dicha enzima en las células tumorales 

(Hennequart et al., 2017). 
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Objetivos 

De los antecedentes desarrollados anteriormente se desprende que la expresión 

de IDO1 en los tumores es, en parte, inducida por IL-1β. A su vez, resultados de 

nuestro laboratorio muestran que Tmem176b es un inhibidor de la activación del 

inflamasoma. Nuestra hipótesis de trabajo es que Tmem176b, al regular la 

activación del inflamasoma, podría estar regulando a su vez la expresión de 

IDO1. 

El objetivo general de este proyecto es el estudio de una potencial relación entre 

la expresión de IDO1 y Tmem176b. De existir dicha relación, el bloqueo de IDO1 

podría tener un efecto sinérgico en la respuesta anti-tumoral dada por la 

inhibición de Tmem176b. 

 

Objetivos específicos 

 Estudio de la expresión de IL-1β e IDO1 en BMDCs Tmem176b-/- y WT.  

 Estudio de la expresión y actividad de IDO1 en tumor y ganglio drenante de 

tumor de ratones Tmem176b-/- y WT. 
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Metodología 

 

Generación y caracterización de BMDCs 

Se diferenciaron células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDCs) de 

ratones WT y Tmem176b-/-, como lo describieron Segovia y colaboradores 

(Segovia, et al., 2010). Para esto, los ratones se sacrificaron por dislocación 

cervical y se extrajeron los fémures y tibias, de donde se obtuvo la médula ósea. 

Se lisaron los glóbulos rojos utilizando solución de lisis de glóbulos rojos (0.15M 

NH4Cl, 0.01M KHCO3 y 100µM Na2EDTA; pH 7.4) y se cultivaron 5x106 células 

por placa de Petri de plástico no tratado, en medio RPMI suplementado (10% 

suero fetal bovino, 1% buffer HEPES, 1% MEM- aminoácidos no esenciales, 

1mM piruvato de sodio, 2mM L-glutamina, 100U/mL penicilina, 0.1mg/mL 

estreptomicina y 0.05mM β-mercaptoetanol) con GM-CSF (factor estimulador de 

colonia de granulocitos y macrófagos, del inglés, Granulocyte Macrophage 

Colony-Stimulating Factor) en una dilución 1/10000. Al día 3 de cultivo se 

agregaron 10mL de medio RPMI suplementado con GM-CSF a cada placa de 

cultivo. Al día 6 de cultivo se tomaron 10mL de cada de placa, se centrifugaron 

y las células se re-suspendieron en medio RPMI suplementado con GM-CSF, 

agregándose 10mL de estas células a cada una de las placas.  

Para la caracterización de las BMDCs se analizaron marcadores de 

diferenciación y maduración (CD11c, MHC clase II, CD80 y CD86) mediante 

citometría de flujo. Para esto, al día 8 de cultivo de las BMDCs se descartó el 

sobrenadante de cada placa, y se agregaron a las placas conteniendo las células 
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adherentes 10mL de medio RPMI suplementado con diferentes concentraciones 

de LPS (0 y 250ηg/mL); el tratamiento se mantuvo durante 24hs a 37ºC. Pasadas 

las 24hs se recuperó el sobrenadante de cultivo, se centrifugó y se obtuvieron 

las células en suspensión; en paralelo se despegaron las células adherentes 

utilizando 10mL de PSE (PBS, 2% suero fetal bovino, 0,7mM EDTA) frío. 

Posteriormente, se mezclaron las células adherentes y en suspensión, y se 

incubaron 1,5x105 células con 20µL del mix de anticuerpos para los marcadores 

previamente mencionados, diluidos en PSA (PBS, 0.2% suero fetal bovino, 0.1% 

azida de sodio) a una concentración de 1μg/mL, durante 20 minutos en hielo. 

Para las muestras con simple marcado y el control sin marca se utilizaron 1,5x105 

células de una mezcla de todas las muestras. Las adquisiciones se realizaron en 

el citómetro de flujo CyAN ADP Analyzer (Beckman Coulter) y el análisis de las 

mismas se llevó a cabo con el software FlowJo v.X. 

 

Estudio de la producción de IL-1β en BMDCs mediante ELISA  

Se utilizaron BMDCs de ratones Tmem176b-/- y WT obtenidas como se describió 

previamente. Al día 8 de cultivo de las BMDCs se descartó el sobrenadante de 

las placas y las células adherentes fueron despegadas utilizando PSE frío. En 

placas de 96 pocillos de fondo plano se cultivaron 100µL de células por pocillo a 

una concentración de 5x105 células/mL, en medio RPMI suplementado, y se 

dejaron adherir durante 2hs a 37ºC. Una vez pasadas las 2hs se descartó el 

sobrenadante y se agregó a cada pocillo una concentración diferente de LPS (0, 

50, 100, 200, 400 u 800ηg/mL) diluido en medio RPMI suplementado. Cada 
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tratamiento se realizó por triplicado. Las placas se mantuvieron 24hs a 37ºC para 

posteriormente obtener el sobrenadante de cultivo, descartando las células no 

adheridas a la placa y los detritos celulares mediante centrifugación.  

Para la determinación de la producción de IL-1β, el sobrenadante obtenido tras 

la estimulación se diluyó en solución de dilución (PBS, 10% suero fetal bovino) 

en una proporción 1/4 para las células Tmem176b-/- y 1/2 para las WT. Para este 

ensayo se utilizó un kit comercial para ELISA de captura de IL-1β (Bio-Legend 

Mouse IL-1β ELISA MAX Standard Set, ref. 432603) y se siguió el protocolo 

proporcionado por el fabricante. Brevemente, la placa se sensibilizó usando 

100μL de una dilución 1/200 del anticuerpo de captura durante 24hs a 4ºC, se 

realizó el bloqueo de las placas con 200µL de solución de dilución durante 1h a 

27ºC, y posteriormente se incubó con 100µL de la muestra y la curva de 

calibración (0 -2000ρg/mL de estándar de IL-1β de ratón) durante 2h a 27ºC. La 

presencia de IL-1β se detectó usando 100μL de una dilución 1/200 del anticuerpo 

de detección conjugado a biotina, el cual se incubó 1h a 27ºC, para 

posteriormente agregarse 100µL de avidina conjugada a peroxidasa de rábano 

(HRP, del inglés, Horseradish Peroxidase) en una dilución 1/1000 durante 30 

minutos a 27ºC. La reacción se reveló tras la adición de 50µL del sustrato TMB 

(Sigma-Aldrich, ref. T0440), que se incubó a 27ºC protegido de la luz, hasta 

observarse el virado de color en la curva de la calibración. Dicha reacción se 

detuvo utilizando 50µL de H3PO4 1M, y la absorbancia se midió en un lector de 

placas a 450ηm y 570ηm; el valor de absorbancia utilizado para el análisis de las 

muestras se obtuvo restando la absorbancia a 570ηm de la absorbancia a 

450ηm. La concentración de IL-1β en las muestras se consiguió interpolando la 
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absorbancia calculada a la curva de calibración mediante el software GraphPad 

Prism v.6. El análisis estadístico se realizó por el método Two-Way ANOVA con 

un alfa de 0.05 en el software GraphPad Prism v.6. 

 

Estudio de la expresión de IDO1 en BMDCs mediante Western Blot 

Se utilizaron BMDCs de ratones Tmem176b-/- y WT obtenidas como se describió 

previamente. Al día 8 de cultivo de las BMDCs se descartó el sobrenadante de 

las placas y se le agregaron a las mismas 10mL de diferentes concentraciones 

de LPS (0, 50, 100, 200, 400 u 800ηg/mL) diluido en medio RPMI suplementado; 

los tratamientos se mantuvieron 24hs a 37ºC. Pasado el tiempo de tratamiento 

se recolectó el sobrenadante de la placa, y se centrifugó para obtener las células 

no adheridas a la placa. Las células adheridas fueron despegadas utilizando PSE 

frío y se mezclaron con las células sobrenadantes. Dichas células se 

centrifugaron, se lavaron con PBS y se volvieron a centrifugar para obtener un 

pellet. La lisis del pellet celular se realizó utilizando solución de lisis RIPA e 

inhibidores de proteasas, y sonicando 3 ciclos de 10 segundos con una amplitud 

de 10%. El sobrenadante del producto de lisis se obtuvo tras una centrifugación 

de 10 minutos a 10000 rpm. 

Las muestras obtenidas se cuantificaron mediante la técnica del ácido 

bicinconinico (BCA), y posteriormente se diluyeron en buffer de carga (β-

mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol 50%, Buffer Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, 

azul de bromofenol 0.1 mg/mL) e hirvieron a 100ºC durante 5 minutos. 
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Para la puesta a punto del Western Blot anti-IDO1 se sembraron 50µg de 

proteína en un gel de poliacrilamida al 8% desnaturalizante (SDS-PAGE). La 

corrida electroforética se realizó a 150V hasta perder el frente de corrida. Las 

proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por electro- 

transferencia semi seca a 20V durante 30 minutos, y la membrana se tiñó con 

Rojo Ponceau (0.1% Ponceau S, 1% ácido acético) para corroborar la correcta 

transferencia de las muestras. Posteriormente la membrana se bloqueó durante 

2hs a temperatura ambiente con TBS-Tween 0.1%-Leche 5%, se lavó con TBS-

Tween 0.1% y se incubó con 1µg/mL de anticuerpo monoclonal de rata anti-IDO1 

de ratón (m-IDO48, Bio-Legend, ref.122402), diluido en TBS-Tween 0.1%- Leche 

1%, toda la noche a 4ºC. Se realizaron 3 lavados con TBS-Tween 0.1% y se 

incubó la membrana 1h a temperatura ambiente con diferentes anticuerpos 

secundarios diluidos en TBS-Tween 0.1%- Leche 1%: 1) 1µg/mL de ratón anti-

rata conjugado a biotina (Jackson Immuno Research Laboratories, ref. 

212066168); 2) 1µg/mL de burro anti-rata conjugado a HRP (Jackson Immuno 

Research Laboratories, ref. 712035153). A este paso le siguieron 4 lavados con 

TBS-Tween 0.1%. En el caso de la condición 1 se realizó una incubación de 30 

minutos a temperatura ambiente con 1µg/mL de estreptavidina conjugada a HRP 

(Life Technologies, ref. S911), diluida en TBS-Tween 0.1%- Leche 1%, y se lavó 

la membrana 6 veces con TBS-Tween 0.1%. El revelado se realizó mediante 

quimioluminiscencia, utilizando el sustrato SuperSignal West Pico (Thermo 

Scientific, ref. 34080). Una vez se determinó la condición óptima del anticuerpo 

secundario, la misma fue utilizada en la realización de los Western Blot para 

analizar la expresión de IDO1 en las BMDCs.  
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Para la normalización de la expresión de IDO1 se utilizó la proteína de expresión 

constitutiva gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, del inglés, 

GlycerAldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase). Para esto, luego del revelado del 

Western Blot anti-IDO1, la membrana se “strippeó” durante 15 minutos a 

temperatura ambiente con guanidina 7M, se lavó durante 5 minutos con agua 

destilada y posteriormente con TBS-Tween 0.1%. Se realizó el bloqueo con TBS-

Tween 0.1%-Leche 5% a 4ºC toda la noche con agitación, se lavó la membrana 

con TBS-Tween 0.1% y se incubó con 0.2 µg/mL de anticuerpo de conejo anti-

GAPDH (Sigma-Aldrich, ref. G9545), diluido en TBS-Tween 0.1%- Leche 1%, 1h 

a temperatura ambiente. Luego, la membrana se lavó 3 veces con TBS-Tween 

0.1% y se incubó con 1µg/mL de anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado a 

HRP (Sigma-Aldrich, ref.A0545), diluido en TBS-Tween 0.1%- Leche 1%, 

durante 1h a temperatura ambiente. El revelado se llevó a cabo por 

quimioluminiscencia utilizando el sustrato Pierce ECL (Thermo Scientific, ref. 

32106), y la cuantificación se hizo utilizando el software ImageJ v.1.5i. El análisis 

estadístico de los niveles de expresión normalizados se realizó mediante el test 

Two-Way ANOVA con un alfa de 0.05 en el software GraphPad Prism v.6. 

 

Desarrollo tumoral en ratones 

Para el desarrollo tumoral se utilizó la línea celular derivada de linfoma tímico de 

ratón EG7-OVA. Estas células se cultivaron en medio DMEM suplementado 

(10% suero fetal bovino, 1% buffer HEPES, 1% MEM- aminoácidos no 

esenciales, 1mM piruvato de sodio, 100U/mL penicilina, 0.1mg/mL 
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estreptomicina, 0.05mM β-mercaptoetanol y 0.4 mg/mL de geneticina). Para el 

modelo de cáncer transplantable se inyectaron por vía subcutánea 5 x 105 

células EG7-OVA a ratones Tmem176b-/- y WT. Al día 14 post inyección se 

sacrificaron los animales por dislocación cervical y se les resecó el tumor y el 

ganglio linfático drenante del tumor para procesar para Western Blot, RT-PCR 

cuantitativa y ensayo de producción de quinurenina. 

 

Estudio de la expresión de IDO1 en tumores y ganglios drenantes del 

tumor 

Western Blot 

Los tumores y los ganglios drenantes del tumor se disgregaron y lisaron con un 

Potter en solución de lisis RIPA con inhibidores de proteasas. Posteriormente, 

las muestras se sonicaron durante 6 ciclos de 10 segundos con una amplitud de 

10%, y se recuperó la fase acuosa del producto de lisis tras una centrifugación 

de 10 minutos a 10000 rpm. Las muestras se cuantificaron mediante la técnica 

de BCA, se diluyeron en buffer de carga (β-mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, 

Glicerol 50%, Buffer Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, azul de bromofenol 0.1 mg/mL) y 

se hirvieron a 100ºC durante 5 minutos. Para el Western Blot se utilizó el 

procedimiento previamente descripto para las BMDCs, empleando la condición 

óptima de anticuerpo secundario obtenida en la puesta a punto mencionada para 

dichas muestras. Al igual que para las BMDCs, la normalización de la expresión 

de IDO1 se efectúo utilizando la expresión de GAPDH, llevando a cabo el mismo 
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procedimiento descrito previamente. La cuantificación se efectúo mediante el 

software ImageJ v.1.5i y para el análisis estadístico se realizó el test de Mann-

Whitney en el software GraphPad Prism v.6.  

RT-PCR cuantitativa 

Se extrajo el ARN de los tumores y ganglios drenantes del tumor mediante la 

técnica del Trizol-Cloroformo. Brevemente, el tumor o ganglio se disgregó en un 

Potter con 500µL de Trizol y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se agregaron 100µL de cloroformo, se mezcló con vortex 30 

segundos, y se dejó 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó a 12000g 

durante 15 minutos a 4ºC, y se recuperó la fase acuosa superior. Se agregaron 

250 μL de isopropanol, se agitó suavemente, y se almacenó a -20ºC durante 

toda la noche. Al día siguiente, las muestras se mantuvieron 10 minutos a 

temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron a 12000g por 20 

minutos a 4ºC. El pellet se lavó 2 veces con etanol 75%, centrifugando a 7500g 

por 5 minutos a 4ºC cada vez. Una vez seco, el pellet se re-suspendió en 25µL 

de agua ultra pura libre de ARNsas y ADNsas.  

El ARN se cuantificó mediante Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) y se realizó 

la retrotranscripción de 2μg de ARN, utilizando oligo(dT)s y la transcriptasa 

reversa SuperScript II (Invitrogen, ref.18064-14).  

Una vez obtenido el ADNc se llevó a cabo la PCR cuantitativa de Ido1, utilizando 

los cebadores directo 5’-CAGGCCAGAGCAGCATCTTC-3’ y reverso 5’-

GCCAGCCTCGTGTTTTATTCC-3’, y el gen normalizador Gapdh, empleando 
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los cebadores directo 5’-CTACAGCAACAGGGTGGTGG-3’ y reverso 5’-

TATGGGGGTCTGGGATGG-3’. Para esto, se sembraron 4μL de ADNc con 6μL 

de cada mix (Ido1 o Gapdh) conteniendo 10μM de cebadores, BSA 25mg/mL y 

SYBR Green Master Mix (Roche, ref.28137500). A cada experimento se le 

agregó un calibrador (ADNc de esplenocitos activados con concavalina A), y un 

control negativo (agua ultra pura libre de ARNsas y ADNsas). Para efectuar el 

ciclado de la PCR se utilizó el equipo Eco Real Time-PCR System (Illumina). 

La expresión relativa de Ido1 se determinó como 2(-ΔΔCt), que se define como la 

relación de la expresión del gen en la muestra respecto a la del calibrador. El 

ΔΔCt se calculó como (Ct Ido1 muestra - Ct Gapdh muestra) – (Ct Ido1 calibrador - Ct Gaph 

calibrador), siendo Ct el ciclo de la PCR en el cual se detecta la señal de 

fluorescencia de la muestra, correlacionándose de forma inversa a la cantidad 

de ADN presente. El análisis estadístico se realizó utilizando el test de Mann-

Whitney en el software GraphPad Prism v.6. 

 

Análisis de la producción de quinurenina en tumores 

Se disgregaron y lisaron los tumores de ratones WT y Tmem176b-/- como se 

explicó anteriormente, obteniéndose la fase acuosa del producto de lisis, el cual 

se cuantificó por la técnica de BCA. El análisis para determinar la presencia de 

quinurenina en estos lisados se realizó utilizando el método del reactivo de 

Ehrlich (Takikawa et al., 1988). Brevemente, 150μL del lisado se agregaron a un 

tubo eppendorf junto a 75μL de ácido tricloroacético 30% frío, se mezcló con 
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vortex, y se centrifugó a 10000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Este mismo 

procedimiento se realizó para L-quinurenina comercial (Sigma-Aldrich, ref. 

K8625), en concentraciones de 0 a 100μM, para realizar una curva de 

calibración. Posteriormente se recuperaron 150μL del sobrenadante, se 

agregaron a una placa de 96 pocillos y se adicionaron 150μL del reactivo de 

Ehrlich (2% de 4-(Dimetilamino) benzaldehído en ácido acético glacial). La 

reacción se incubó 15 minutos a temperatura ambiente tapada de la luz, y 

pasado este tiempo se midió la absorbancia a 492ηm. La concentración de 

quinurenina en las muestras se obtuvo interpolando la absorbancia a la curva de 

calibración mediante el software GraphPad Prism v.6., y se normalizó por la 

cantidad de proteína presente en cada muestra. El análisis estadístico se realizó 

mediante el test de Mann-Whitney en el software GraphPad Prism v.6. 
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Resultados y Discusión 

 

Estudio de la expresión de IL-1β e IDO1 en BMDCs Tmem176b-/- y WT 

Caracterización de BMDCs 

Para llevar a cabo el primer objetivo de este trabajo se generaron BMDCs 

provenientes de ratones WT y Tmem176b-/- como se describió previamente. Para 

verificar la correcta diferenciación de las BMDCs se realizó la caracterización de 

las mismas mediante citometría de flujo, utilizando los marcadores de 

diferenciación y maduración de esta población (CD11c, MHCII, CD80 y CD86).  

Tanto en las células derivadas de ratones WT como de ratones Tmem176b-/-, 

observamos una población de células CD11c+ correspondientes a las BMDCs, 

cuyo porcentaje fue mayor al 90% (Figura 6), indicando que se logró una correcta 

diferenciación. Por otro lado, dentro de las células CD11c+ WT y Tmem176b-/- 

obtuvimos aproximadamente un 50% de células MHCII+, 70% de células CD80+ 

y 3% de células CD86+ (Figura 6), lo cual coincide con lo esperado según la 

bibliografía para este protocolo de diferenciación de BMDCs (Segovia et al., 

2010). 
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Adicionalmente, buscamos determinar si estas BMDCs eran capaces de 

madurar al tratarlas con LPS. Para esto, al día 8 de cultivo se estimularon las 

BMDCs con 0 y 250ηg/mL de LPS durante 24hs, y mediante citometría de flujo 

se evalúo si se daba un aumento en la expresión de MHCII y los co-

estimuladores CD80 y CD86, lo cual es característico de la maduración de las 

células dendríticas. 

En primer lugar evaluamos si tras la estimulación con 250ηg/mL de LPS 

aumentaba el porcentaje de células MHCII+CD80+ y MHCII+CD86+, dentro de las 

células CD11c+, para determinar si dicho estímulo ocasionaba la maduración de 

las BMDCs respecto al control (0ηg/mL de LPS). Tanto en las BMDCs WT como 

en las Tmem176b-/-, observamos un aumento en el porcentaje de células 

WT 

Tmem176b
-/-
 

Figura 6. Caracterización de BMDCs mediante citometría de flujo. BMDCs provenientes de 
ratones WT y Tmem176b-/- se analizaron mediante citometría de flujo para determinar la 
presencia de marcadores de diferenciación y maduración característicos (CD11c, MHCII, CD80 
y CD86). Se seleccionaron las células en base a su tamaño y complejidad, se descartaron los 
dobletes y multipletes y se determinó el porcentaje de células CD11c+, y dentro de esta población 
las células MHCII+, CD80+ y CD86+.  
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MHCII+CD80+ y MHCII+CD86+, siendo dicho incremento mucho más 

pronunciado en la segunda población (Figura 7A).  

Por otro lado, investigamos si el tratamiento con 250ηg/mL de LPS llevaba a un 

aumento en los niveles de expresión de MHCII, CD80 y CD86 en las BMDCs 

CD11c+, midiendo la variación en la intensidad de fluorescencia media (MFI, del 

inglés, Mean Fluorescense Intensity) de estos marcadores respecto al control. 

Evidenciamos un aumento en la expresión de CD80 y CD86, con un incremento 

mucho más marcado en el caso de CD86, que pudo haberse debido al bajo nivel 

de expresión inicial de dicha molécula, ya que la MFI alcanzada tras la 

estimulación fue semejante a la obtenida para CD80 (Figura 7B y 7C). Este 

resultado podría explicarse por las diferencias en la cinética de la expresión de 

ambos co-estimuladores. Se ha demostrado que CD80 se expresa en células 

dendríticas inmaduras en mayor proporción que CD86 y que, tras estímulos 

inflamatorios como el LPS, CD86 es capaz de inducirse más tempranamente que 

CD80 y de forma más pronunciada (Chambers, 2001; Sansom et al., 2003; 

Zheng et al., 2004; Bhatia et al., 2006). En lo que respecta al MHCII, no 

observamos una diferencia en la MFI al tratar las BMDCs con 250ηg/mL de LPS 

(Figura 7B y 7C), aunque esperábamos que el estímulo fuera capaz de aumentar 

la expresión de esta molécula. Una posible explicación para la imposibilidad del 

LPS de generar un aumento en la expresión de MHCII en estas BMDCs puede 

surgir del hecho de que las BMDCs generadas con baja concentración de GM-

CSF, como es el caso en este trabajo, tienen cierta resistencia a la maduración 

(Lutz et al., 2000). 
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Figura 7. Análisis de la expresión de MHCII, CD80 y CD86 en BMDCs mediante citometría 
de flujo. BMDCs provenientes de ratones WT y Tmem176b-/- se estimularon 24hs con 0 o 

250ηg/mL de LPS, y mediante citometría de flujo se analizaron las diferencias en la expresión de 
los marcadores MHCII, CD80 y CD86 dentro de las células CD11c+. A) Dot plot con las 
proporciones de células MHCII+CD80+ (arriba) y MHCII+CD86+ (abajo) B) Histogramas 
representando los niveles de expresión de MHCII (arriba), CD80 (medio) y CD86 (abajo). En rojo 
se muestra la curva correspondiente al tratamiento con 0ηg/mL de LPS y en azul con 250ηg/mL. 
C) Intesidad de fluorescencia media (MFI) para MHCII (arriba), CD80 (medio) y CD86 (abajo). 

A 

B C 
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Los resultados obtenidos demuestran que se pudieron generar y diferenciar 

BMDCs de forma correcta, y que estas células fueron capaces de adquirir un 

fenotipo asociado al estado de madurez tras el estímulo con LPS, al menos en 

cierta medida, como se evidenció por el incremento de células MHCII+CD80+ y 

MHCII+CD86+, y el aumento en la expresión de las moléculas co-estimuladoras.  

Producción de IL-1β por BMDCs Tmem176b-/- y WT 

Una vez demostrada la correcta generación de las BMDCs, decidimos confirmar 

que las BMDCs Tmem176b-/- fueran capaces de producir mayores niveles de IL-

1β que las BMDCs WT tras la estimulación in vitro con LPS, ya que como hemos 

demostrado previamente en nuestro laboratorio, Tmem176b es capaz de regular 

la activación del inflamasoma. Para esto, las BMDCs WT y Tmem176b-/- se 

trataron al día 8 de cultivo con 0, 50, 100, 200, 400 u 800ηg/mL de LPS durante 

24hs para inducir la activación del inflamasoma. Una vez pasadas las 24hs se 

evaluó la producción de IL-1β en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA. 

Observamos, tanto para las BMDCs WT como para las Tmem176b-/-, un aumento 

en la producción de IL-1β de forma dosis dependiente, para las concentraciones 

de LPS de 0, 50, 100, 200 y 400ηg/mL, (Figura 8). Por otro lado, evidenciamos 

en todos los tratamientos con LPS que las BMDCs derivadas de ratones 

Tmem176b-/- produjeron una mayor concentración de IL-1β que aquellas 

derivadas de los ratones WT, aunque dicha diferencia solo fue significativa para 

los tratamientos con 200 y 400ηg/mL de LPS (p≤ 0.01 para 200ηg/mL y p≤ 0.001 

para 400ηg/mL, Two-Way ANOVA) (Figura 8).  
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Estos resultados demuestran que en las BMDCs la deficiencia en Tmem176b es 

capaz de aumentar la producción de IL-1β, al activar el inflamasoma NLRP3 in 

vitro. Lo dicho se encuentra en acuerdo con resultados obtenidos por nuestro 

laboratorio en experimentos in vivo, que evidencian que la deficiencia en 

Tmem176b se asocia a un aumento en la activación del inflamasoma NLRP3, lo 

cual ocasiona un incremento de la producción de IL-1β y el consecuente 

reclutamiento de neutrófilos (Russo, 2015). De esta manera, se puede concluir 

que, al igual que como sucede in vivo, en las BMDCs Tmem176b es capaz de 

inhibir la activación del inflamasoma NLRP3, dando lugar a una producción 

disminuida de IL-1β. 

Un punto que cabe destacar respecto a los resultados obtenidos es que la 

activación del inflamasoma NLRP3 fue posible utilizando únicamente LPS, a 

Figura 8. Producción de IL-1β en BMDCs WT y Tmem176b-/- estimuladas con LPS. BMDCs 
provenientes de ratones WT y Tmem176b-/- se trataron durante 24hs con 0, 50, 100, 200, 400 
u 800 ηg/mL de LPS. Pasadas las 24hs se realizó un ELISA para evaluar la producción de IL-
1β en el sobrenadante de cultivo. Los resultados corresponden a dos experimentos 
independientes. **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, Two-Way ANOVA.  
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pesar de que, como fue explicado previamente, este inflamasoma requiere dos 

señales para dar lugar a la producción de IL-1β (He et al., 2016). En este sentido, 

se ha demostrado que las DCs pueden secretar cantidades importantes de IL-

1β de forma dependiente del inflamasoma NLRP3 al ser estimuladas por 

ligandos de TLRs (receptores de tipo toll, del inglés, Toll Like Receptors), como 

lo es el LPS, sin requerir de la estimulación con un segundo activador. A 

diferencia de lo que sucede en otras células, como los macrófagos, en las DCs 

la activación con LPS es suficiente para inducir la activación de la caspasa-1 y 

dar lugar al procesamiento y liberación de IL-1β e IL-18 (He et al., 2013). Esta 

capacidad de inducción podría explicarse por el hecho de que las DCs presentan 

una expresión aumentada de NLRP3 (Guarda et al., 2011), lo cual ocasionaría 

que la estimulación de TLRs con LPS sea suficiente para alcanzar el umbral de 

activación del inflamasoma (He et al., 2013). 

Expresión de IDO1 en BMDCs Tmem176b-/- y WT 

Para intentar demostrar la hipótesis de que la regulación del inflamasoma dada 

por Tmem176b puede regular a su vez la expresión de IDO1, nos dispusimos a 

investigar si el aumento en la producción de IL-1β en las BMDCs, dado por la 

deficiencia de Tmem176b, se correlacionaba con un aumento en la expresión de 

IDO1 en estas células. 

Para esto, realizamos un Western Blot de lisados celulares de BMDCs 

Tmem176b-/- y WT tratadas con concentraciones de LPS capaces de producir 

una diferencia significativa en la producción de IL-1β entre ambos grupos de 

células. Debido a que este procedimiento no había sido previamente realizado 
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en nuestro laboratorio, fue necesario poner a punto el protocolo del Western Blot 

para la detección de IDO1 en lisados celulares. Para llevarlo a cabo, se 

realizaron en paralelo dos electroforesis desnaturalizantes de lisados de BMDCs 

Tmem176b-/- y WT, se transfirieron las proteínas a membranas de nitrocelulosa 

mediante electro-transferencia semi seca, y se bloquearon las membranas con 

TBS-Tween 0.1%-Leche 5%. Ambas membranas se incubaron toda la noche con 

1μg/mL de un anticuerpo monoclonal de rata anti-IDO1 de ratón, y una vez 

pasado este tiempo se realizó la incubación de cada membrana con 1 μg/mL de 

un anticuerpo secundario anti-rata diferente: burro anti-rata conjugado a HRP o 

ratón anti-rata conjugado a biotina; a la membrana tratada con este último 

anticuerpo se le adicionó posteriormente 1μg/mL de estreptavidina conjugada a 

HRP. El Western Blot se reveló por quimioluminiscencia, probando diferentes 

tiempos de exposición hasta lograr que la banda correspondiente a IDO1 se 

observara de forma clara pero sin llegar a saturarse, y de forma tal que se 

obtuviera la menor cantidad de ruido posible. 

Una vez realizado el revelado, observamos la banda correspondiente a IDO1 

(45KDa) en la membrana incubada con el anticuerpo secundario de ratón anti-

rata conjugado a biotina (Figura 9A), pero no en la que se incubó con el 

anticuerpo de burro anti-rata conjugado a HRP (Figura 9B). Cabe destacar que 

si bien al utilizarse el anticuerpo secundario ratón anti-rata conjugado a biotina 

observamos bandas inespecíficas de diversos pesos moleculares, ninguna de 

ellas se presentó cercana al peso molecular de IDO1, por lo cual determinamos 

este anticuerpo secundario como el óptimo para realizar los Western Blot anti- 

IDO-1.  
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Una vez que determinamos el protocolo adecuado para la detección de IDO1 

mediante Western Blot, se utilizó el mismo para analizar la expresión de esta 

enzima en BMDCs WT y Tmem176b-/- tratadas con las concentraciones de LPS 

para las que se observó un aumento significativo en la producción de IL-1β por 

las BMDCs Tmem176b-/-, respecto a las WT. Para esto, al día 8 de cultivo las 

BMDCs se trataron durante 24hs con 0, 200 y 400 ηg/mL de LPS. Una vez 

pasado este tiempo, se obtuvo el lisado celular y se realizó el Western Blot anti-

IDO1. Para determinar las diferencias en la expresión de IDO1 en las distintas 

muestras se cuantificaron las bandas obtenidas mediante el software ImageJ 

v.1.5i y se realizó la normalización respecto a la expresión de GAPDH.  

Figura 9. Puesta a punto del 
Western Blot anti-IDO1. Se 
realizó el Western Blot en lisados 
celulares de BMDCs de ratones 

Tmem176b
-/- 

y WT utilizando 
1μg/mL de anticuerpo 
monoclonal de rata anti- IDO1 de 
ratón y diferentes anticuerpos 
secundarios: A) 1µg/mL de ratón 
anti-rata conjugado a biotina y 
1µg/mL de estreptavidina 
conjugada a HRP. B) 1µg/mL de 
burro anti-rata conjugado a HRP. 
El revelado se realizó por 
quimioluminiscencia. 

B A 
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Observamos una tendencia a la menor expresión de IDO1 en las BMDCs 

Tmem176b-/-, en todos los tratamientos con LPS realizados (Figura 10A y 10B), 

aunque no se alcanzó la significancia estadística (p>0.05, Two-Way ANOVA). 

Por otro lado, visualizamos, particularmente en las BMDCs Tmem176b-/-, una 

disminución de la expresión de IDO1 de forma dependiente de la dosis de LPS 

(Figura 10B), sin embargo, esta tendencia tampoco resultó ser significativa 

(p>0.05, Two-Way ANOVA).  
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Los resultados obtenidos hasta aquí sugieren que, en contraposición a nuestra 

hipótesis, en las BMDCs una mayor producción de IL-1β no se correlacionaría a 

una mayor expresión de IDO1, sino que, por el contrario, existiría una tendencia 

a que concentraciones mayores de IL-1β en el sobrenadante de cultivo de estas 

A 

B 

Figura 10. Expresión de IDO1 en BMDCs WT y Tmem176b
-/- 

estimuladas con LPS. A) Se 

realizó un Western Blot anti-IDO1 de lisados celulares de BMDCs Tmem176b
-/-

 y
 
WT, 

estimuladas con 0, 200 o 400ηg/mL de LPS, utilizando el protocolo óptimo obtenido tras la 
puesta a punto. Se utilizó GAPDH como normalizador de la expresión de IDO1. Cada 
membrana corresponde a experimentos independientes. B) Expresión de IDO1 relativa a 
GAPDH de las muestras analizadas en A. La cuantificación de las bandas del Western Blot se 
realizó utilizando el software ImageJ v.1.5i. p>0.05, Two-Way ANOVA. 
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células ocasionen una menor expresión de IDO1 en las mismas. Este resultado 

podría deberse a que en las BMDCs la expresión de IDO1 no sería regulada por 

la IL-1β por los mismos mecanismos que describieron Hennequart y 

colaboradores para células tumorales. En dichas células, los autores observaron 

que la IL-1β es capaz de inducir la expresión de COX-2 (ciclooxigenasa 2, del 

inglés, Cyclooxygenase 2) y mPGES1 (sintasa 1 de prostaglandina E 

microsomal, del inglés, Microsomal Prostaglandin E Synthase 1), dando lugar a 

un aumento en la síntesis de PGE2 (prostaglandina E 2, del inglés, Prostaglandin 

E 2), con la subsecuente producción aumentada de IDO1 (Hennequart et al., 

2017). Existe evidencia de que la IL-1β es capaz de inducir a COX-2 en varios 

tipos celulares, como líneas de células tumorales de cáncer de mama (Park y 

Kwon, 2011), células endoteliales, fibroblastos, monocitos, macrófagos 

(Herschman, 1996) y DCs (Obermajer et al., 2011), entre otros. Sin embargo, se 

ha reportado que si bien en DCs humanas la PGE2 es capaz de inducir 

fuertemente la expresión y actividad de IDO1 (Trabanelli et al., 2015), en BMDCs 

de ratón tratadas con LPS la PGE2 inhibe la expresión de esta enzima (Jung 

et al., 2010). 

Estas evidencias podrían dar cuenta de la tendencia a la disminución en la 

expresión de IDO1 que observamos en las BMDCs, cuando existe una mayor 

concentración de IL-1β en el sobrenadante de cultivo. De esta manera, la mayor 

producción de IL-1β por las BMDCs Tmem176b-/- podría inducir una mayor 

expresión de COX-2, y así dar lugar a una síntesis aumentada de PGE-2, la cual 

en estas células disminuiría la expresión de IDO1. Este mecanismo también 

explicaría la disminución de la expresión de IDO1 en las BMDCs de forma dosis 
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dependiente, ya que las altas concentraciones de LPS inducen una mayor 

secreción de IL-1β, que en este contexto ocasionaría una disminución en 

aumento de la expresión de IDO1.   

A modo de conclusión, Tmem176b, al reprimir la activación del inflamasoma 

NLRP3, podría favorecer la expresión de IDO1, ya que esta enzima sería inhibida 

por la presencia de IL-1β. Esto parecería deberse a que dicha citoquina es capaz 

de inducir la expresión de PGE2, la cual tiene un rol regulatorio sobre la 

expresión de IDO1.  

 

Estudio de la expresión y actividad de IDO1 en tumor y ganglio 

drenante de tumor de ratones Tmem176b-/- y WT 

Expresión de IDO1 en tumor y ganglio drenante de tumor de ratones 

Tmem176b-/- y WT 

Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que la deficiencia en 

Tmem176b tiene una gran cantidad de efectos en el ambiente tumoral, que 

podrían no ser directamente mediados por la producción aumentada de IL-1β, 

como por ejemplo la acumulación de células T reguladoras (Treg). Estas células 

se caracterizan por inducir la producción de IDO1 en DCs, a través de la 

interacción de CTLA-4 en las Treg con CD80 y/o CD86 en las DCs (Puccetti y 

Grohmann, 2007). Por este motivo, nos determinamos a investigar si la 

deficiencia en Tmem176b producía un aumento en la expresión de IDO1 a nivel 



57 
 

tumoral, donde podrían estar actuando mecanismos contra-reguladores 

desencadenados por la desinhibición del inflamasoma.  

Con la finalidad de llevar a cabo este objetivo, analizamos mediante Western Blot 

la expresión de IDO1 en tumores EG7-OVA provenientes de ratones WT y 

Tmem176b-/-. Para esto, se inyectaron ratones Tmem176b-/- y WT con células 

EG7-OVA derivadas de linfoma tímico por vía subcutánea, y se dejaron 

desarrollar los tumores durante 14 días. Al día 14 se sacrificaron los ratones, se 

resecaron los tumores y se obtuvo un lisado tumoral. Con este lisado se realizó 

un Western Blot anti-IDO1, siguiendo el mismo procedimiento previamente 

descrito para las BMDCs. Para determinar los niveles de expresión de IDO1 se 

cuantificaron las bandas obtenidas utilizando el software ImageJ v. 1.5i y se 

realizó la normalización respecto a la expresión de GAPDH.  

Observamos una tendencia a la menor expresión de IDO1 en los tumores de 

ratones Tmem176b-/-, respecto a los de ratones WT, aunque esta diferencia no 

resultó ser significativa (p=0.13, test de Mann-Whitney) (Figura 11A y 11B).  
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Teniendo en cuenta que parte fundamental de las respuestas inmunológicas 

ocurre en los ganglios linfáticos, y que resultados de nuestro laboratorio han 

demostrado que la deficiencia de Tmem176b tiene también efectos en el ganglio 

drenante del tumor (Russo, 2015), decidimos investigar si en este órgano existía 

una relación entre la expresión de Tmem176b e IDO1. Para esto, se resecó el 

Figura 11. Expresión de IDO1 en tumores EG7-OVA de ratones WT y Tmem176b
-/- 

analizada mediante Western Blot. A) Se llevó a cabo un Western Blot anti-IDO1 de lisados 

tumorales de ratones WT y Tmem176b
-/-

 utilizando el protocolo óptimo obtenido tras la puesta 
a punto. Se utilizó GAPDH como normalizador de la expresión de IDO1. Cada membrana 
corresponde a experimentos independientes. B) Expresión de IDO1 relativa a GAPDH de las 
muestras analizadas en A. La cuantificación de las bandas del Western Blot se realizó utilizando 
el software ImageJ v. 1.5i. p=0.13, test de Mann- Whitney. ns, no significativo. 
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ganglio drenante del tumor de ratones Tmem176b-/- y WT inyectados con células 

EG7-OVA, y se obtuvo un lisado del mismo. Al igual que para los tumores, se 

llevó a cabo un Western Blot anti-IDO1 con el protocolo descrito previamente. 

Para establecer posibles diferencias en la expresión de IDO1 se utilizó el 

software ImageJ v. 1.5i para cuantificar las bandas obtenidas y se normalizó la 

expresión de esta proteína respecto a GAPDH. 

En los ganglios también encontramos una tendencia a la menor expresión de 

IDO1 en los ratones Tmem176b-/- (Figura 12A y 12B), sin embargo, la diferencia 

observada no fue estadísticamente significativa (p=0.47, test de Mann-Whitney). 

 

 

 

Figura 12. Expresión de IDO1 en ganglios drenantes de tumores EG7-OVA de ratones WT 

y Tmem176b
-/- 

analizada mediante Western Blot. A) Se realizó un Western Blot anti-IDO1 en 

lisados de ganglios drenantes de tumor de ratones WT y Tmem176b
-/-

 utilizando el protocolo 
óptimo obtenido tras la puesta a punto. Se utilizó GAPDH como normalizador de la expresión 
de IDO1. B) Expresión de IDO1 relativa a GAPDH en las muestras analizadas en A. La 
cuantificación de las bandas del Western Blot se realizó utilizando el software ImageJ v. 1.5i. 
p= 0.4127, test de Mann-Whitney. ns, no significativo 

A B 
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Dado que al analizar la expresión de IDO1 mediante Western Blot no obtuvimos 

resultados concluyentes en el tumor ni en el ganglio drenante, nos dispusimos a 

estudiar los niveles de expresión de Ido1 mediante RT-PCR cuantitativa. Para 

llevarlo a cabo, se extrajo el ARN de tumores EG7-OVA y de ganglios drenantes 

de tumor de ratones Tmem176b-/- y WT mediante la técnica de Trizol-cloroformo. 

Posteriormente se retrotranscribieron 2μg de ARN utilizando OligodTs y se 

realizó la PCR cuantitativa de Ido1, usando Gapdh como gen normalizar.  

En primer lugar, confirmamos la correcta amplificación de Ido1 y de Gapdh, 

corroborando además la falta de amplificación en los controles negativos (Figura 

13A). Respecto a la expresión de Ido1, encontramos que la misma fue 

significativamente mayor en los tumores provenientes de ratones Tmem176b-/-, 

en comparación con los tumores de ratones WT (p= 0.0274, test de Mann-

Whitney) (Figura 13B). En el ganglio linfático drenante del tumor no detectamos 

una diferencia significativa en los niveles de expresión de Ido1 entre los ratones 

Tmem176b-/- y WT (p=0.83, test de Mann-Whitney), aunque observamos una 

tendencia a la menor expresión en los ratones Tmem176b-/- (Figura 13C).  



61 
 

 

 

El hecho de que en el tumor la expresión de IDO1 a nivel proteico y a nivel del 

ARNm vaya en sentidos opuestos podría deberse a que, como se ha reportado 

ampliamente, no necesariamente existe una relación entre los niveles de 

A 

B C 

Figura 13. Expresión de Ido1 en tumores EG7-OVA y ganglios drenantes de tumor de 

ratones WT y Tmem176b
-/- 

analizada por RT-PCR cuantitativa. Se realizó una RT-PCR 

cuantitativa para estudiar la expresión de Ido1 en tumores y ganglios drenantes de tumor de 

ratones WT y Tmem176b
-/-

. Se utilizó Gapdh como normalizador. A) Perfil de amplificación 
(izquierda) y curva de melting (derecha) para Ido1 (azul) y Gapdh (verde). B) Cuantificación 

relativa de la expresión de Ido1 respecto a Gapdh en los tumores, expresada como 2
-ΔΔCt

. Los 
resultados son representativos de dos experimentos independientes. *p=0.0274, test de Mann-
Whitney. C) Cuantificación relativa de la expresión de Ido1 respecto a Gapdh en los ganglios 

drenantes de tumor, expresada como 2
-ΔΔCt

. p=0.83, test de Mann-Whitney. ns, no significativo. 



62 
 

proteína y de ARNm para una molécula dada (Liu et al., 2016). Esto ocurre 

porque existen diversos fenómenos, más allá de la concentración del ARNm, que 

pueden contribuir al nivel de expresión de un proteína (McManus et al., 2015). 

Dentro de estos fenómenos se encuentran: 1) la tasa de traducción, la cual se 

encuentra fuertemente influenciada por la secuencia del ARNm (Wethmar et al., 

2010); 2) la modulación de la tasa de traducción, que depende de la unión de 

proteínas a elementos reguladores en el ARNm (Barrett et al., 2012); 3) la 

regulación de la vida media de la proteína, la cual es afectada por la vía 

ubiquitina-proteosoma (Tang y Amon, 2013); 4) el retraso de la síntesis proteica, 

debido a que la síntesis posee cierta duración temporal, los cambios observados 

a nivel del ARNm pueden requerir un período de tiempo para reflejarse a nivel 

proteico (Liu et al., 2016).  

Producción de quinurenina a nivel tumoral en ratones Tmem176b-/- y WT 

En vista de los resultados no concluyentes e inesperados obtenidos a nivel 

tumoral, decidimos investigar si existían diferencias en la actividad enzimática de 

IDO1 en los tumores, que fueran en el sentido de los resultados observados para 

la expresión de esta enzima a nivel proteico o del ARNm.  

Para esto, se analizó la concentración de quinurenina en los tumores EG7-OVA 

de ratones Tmem176b-/- y WT. Esta molécula corresponde a uno de los 

metabolitos generados tras la degradación del triptófano por la acción de IDO1, 

por lo cual una concentración aumentada de la misma se puede relacionar a una 

mayor actividad enzimática de IDO1. La determinación de la concentración de 

quinurenina se realizó en los lisados tumorales utilizando el método del reactivo 
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de Ehrlich, el cual consiste en la precipitación de proteínas con ácido 

tricloroacético 30%, y la posterior incubación de la fracción soluble con el reactivo 

de Ehrlich para evidenciar la presencia de quinurenina (Takikawa et al., 1988). 

Para poder llevar a cabo la cuantificación de la concentración de quinurenina, se 

realizó una curva de calibración con L-quinurenina comercial sometida al mismo 

procedimiento que las muestras tumorales.  

Encontramos que los tumores provenientes de ratones Tmem176b-/- presentaron 

una concentración significativamente mayor de quinurenina que los de ratones 

WT (p=0.0179, test de Mann-Whitney) (Figura 14). Esto puede tomarse como 

indicativo de una mayor actividad enzimática de IDO1 en los tumores deficientes 

en Tmem176b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Presencia de quinurenina en tumores EG7-OVA de ratones WT y Tmem176b
-/-

. 

Se realizó el análisis de la producción de quinurenina en lisados tumorales de ratones WT y 

Tmem176b
-/- 

utilizando el método del reactivo de Ehrlich.*p=0.0179, test de Mann-Whitney 
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Los resultados obtenidos apuntan a que en los tumores de los ratones 

Tmem176b-/- existiría una mayor actividad enzimática de IDO1, evidenciada por 

la mayor producción de quinurenina en dichos tumores, lo cual iría en el sentido 

de los resultados obtenidos respecto a la expresión de IDO1 a nivel del ARNm.  

El hecho de exista una diferencia significativa en la actividad enzimática de IDO1 

entre los tumores de los ratones WT y Tmem176b-/- , a pesar de no haber una 

disparidad que alcance la significancia estadística en la expresión de esta 

enzima a nivel proteico, podría deberse a la acción de la enzima hemoxigenasa-

1 (HO-1). Nuestro equipo ha reportado que en el cáncer de mama, HO-1 es 

capaz de actuar sobre IDO1, inhibiendo su actividad enzimática a nivel post-

traduccional (Hill et al., 2005). Esto sucede porque IDO1 presenta como único 

grupo prostético al grupo hemo (Shimizu et al., 1978), el cual es necesario para 

su actividad enzimática, y puede ser consumido por HO-1 (Sono et al., 1980; 

Thomas et al., 2001). En este sentido, sería posible que en los tumores de los 

ratones WT exista una expresión aumentada de HO-1, respecto a los tumores 

de los ratones Tmem176b-/-, lo cual ocasionaría una inhibición de la actividad de 

IDO1 en los ratones WT, a pesar de no existir una expresión diferencial a nivel 

proteico de IDO1 que los ratones Tmem176b-/-, pudiendo dar cuenta a los 

resultados obtenidos.  

El hecho de que exista una expresión diferencial de IDO1 entre los ratones 

Tmem176b-/- y WT a nivel tumoral pero no en el ganglio linfático drenante sugiere 

que, en nuestro modelo de estudio, la inducción de IDO1 ocurriría por 

mecanismos indirectos desencadenados por la IL-1β, ya que resultados previos 
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de nuestro laboratorio han demostrado que la activación aumentada del 

inflamasoma se da a nivel del ganglio drenante, pero no a nivel tumoral (Segovia 

et al., 2019).  

La diferencia en la expresión de IDO1 a nivel tumoral y no del ganglio linfático 

drenante del tumor lleva a pensar que la inducción de esta enzima, mediada por 

la ausencia de Tmem176b, podría tratarse de un mecanismo intrínseco al 

microambiente tumoral, siendo desencadenada por células o factores que se 

encuentren aumentados en el tumor de los ratones Tmem176-/-. Una población 

celular candidata para dar cuenta a la expresión y actividad enzimática 

aumentada de IDO1 en los tumores de los ratones Tmem176b-/- corresponde a 

las Treg, ya que estas células son capaces de inducir la expresión de dicha 

enzima en DCs (Puccetti y Grohmann, 2007), y hemos probado que las Treg 

FoxP3+ se encuentran aumentadas en los tumores de los ratones Tmem176b-/- 

(Russo, 2015). Por otro lado, las células TCD8+ también podrían jugar un rol 

central en la inducción aumentada de IDO1 en los tumores de los ratones 

Tmem176b-/-. Como se explicó anteriormente, las células TCD8+ tienen un papel 

fundamental en la inmunidad anti-tumoral, y una vez activadas y diferenciadas a 

CTLs son capaces de migrar desde el ganglio linfático al microambiente tumoral, 

donde ejercen su función efectora (Weninger, et al., 2002). En nuestro 

laboratorio, hemos demostrado que las células TCD8+ se encuentran 

aumentadas en los tumores de los ratones Tmem176b-/- (Russo, 2015), y se ha 

reportado que las mismas son capaces de inducir la expresión de IDO1 y el 

reclutamiento de Treg en el microambiente tumoral (Spranger et al., 2013). 

Adicionalmente, se ha evidenciado que la IL-1β es capaz de dar lugar a la 
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expansión, diferenciación, y migración de células TCD8+ hacia los tejidos 

periféricos (Ben-Sasson et al., 2013). Estas evidencias en conjunto apuntan a 

que las células TCD8+ podrían ser fundamentales a nivel mecanístico para dar 

lugar a los resultados observados. De esta manera, la desinhibición del 

inflamasoma NLRP3 mediada por la ausencia de Tmem176b, con el 

consecuente aumento de la secreción de IL-1β, daría lugar a una expansión y 

migración de células TCD8+ al microambiente tumoral. Estás células, una vez en 

el tumor, además de dar lugar a una respuesta anti-tumoral, que podría explicar 

la mayor sobrevida observada en los ratones Tmem176b-/- portadores de 

tumores (Russo, 2015), inducirían la expresión de IDO1 y el reclutamiento de 

células Treg, las cuales a su vez serían capaces de aumentar aún más la 

expresión de esta enzima a nivel tumoral.  

En lo que tiene que ver con el ganglio linfático drentante del tumor, resultados 

previos de nuestro laboratorio demostraron que en los ratones Tmem176b-/- 

existe una acumulación células TH17 y un menor porcentaje de Treg, respecto 

a los ratones WT (Segovia et al., 2019). En este sentido, se ha reportado que 

IDO1, al actuar junto a señales derivadas de células T efectoras activadas como 

la IL-6, es capaz de regular la conversión de células Treg a TH17 en el ganglio 

drenante de tumor, siendo que la inhibición de IDO1 da lugar a la conversión de 

células Treg hacia un fenotipo efector de tipo TH17 (Sharma et al., 2009). Si bien 

en este trabajo no pudimos demostrar que en los ganglios drenantes de tumor 

de los ratones Tmem176b-/- hubiera una disminución significativa en la expresión 

de IDO1, respecto a los ganglios de ratones WT, sí observamos una tendencia 

en este sentido. De esta manera si en futuros experimentos lográramos 
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demostrar que esta tendencia es significativa, podría plantearse un mecanismo 

en el cual la desinhibición del inflamasoma NLRP3, mediada por la deficiencia 

de Tmem176b, llevaría de alguna manera a una disminución de la expresión de 

IDO1 en los ganglios linfáticos drenantes del tumor. Esto ocasionaría la 

conversión de células Treg a células TH17, las cuales podrían ser importantes 

en la inmunidad anti-tumoral mediada por la desinhibición del inflamasoma. 
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Conclusiones y Perspectivas 

 

En conclusión, los resultados del presente trabajo demuestran que, al menos a 

nivel tumoral, habría una relación entre Tmem176b e IDO1, en la cual la 

desinhibición del inflamasoma, mediada por la deficiencia de Tmem176b, sería 

capaz de inducir la expresión de IDO1. Esto evidencia la existencia de un 

mecanismo contra-regulador del sistema inmunológico, donde la sobre-

activación del mismo, en este caso mediante la desinhibición del inflamasoma 

NLRP3 y la consecuente secreción aumentada de la citoquina pro-inflamatoria 

IL-1β, es capaz de dar lugar a un fenómeno, la expresión de IDO1, capaz de 

disminuir la respuesta. Dicho mecanismo resalta el rol fundamental de la inmuno-

regulación, que ocasiona que a pesar de existir mecanismos sumamente 

eficientes para combatir una amenaza, en este caso el cáncer, estos siempre 

van a verse de alguna manera “opacados” por la inducción de diferentes 

procesos capaces de “frenar” la respuesta, y cuyo rol es finalmente generar un 

balance para mantener la homeostasis tisular, a expensas de permitir el progreso 

de la enfermedad.  

Los resultados obtenidos dan lugar a la posibilidad de generar estrategias para 

favorecer las respuestas anti-tumorales, al menos en nuestro modelo de trabajo, 

donde hemos demostrado que la actividad aumentada del inflamasoma es capaz 

de controlar la progresión tumoral. En este sentido, lo evidenciado en este trabajo 

sugiere que estrategias que sean capaces de desinhibir el inflamasoma, por 

ejemplo utilizando un compuesto inhibidor de Tmem176b, con en lo cual hemos 
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tenido resultados prometedores en nuestro laboratorio (Segovia et al., 2019), se 

podrían combinar con inhibidores de IDO1, como el 1MT (1-metil triptófano), para 

mejorar la respuesta anti-tumoral. De esta manera, sería pertinente evaluar si la 

inhibición de IDO1 en ratones Tmem176b-/- o tratados con el inhibidor de 

Tmem176b, es capaz de potenciar la respuesta anti-tumoral mediada por la 

desinhibición del inflamasoma.  

En lo que tiene que ver con los mecanismos por los cuales la deficiencia en 

Tmem176b es capaz de favorecer la expresión de IDO1 en el microambiente 

tumoral, sería interesante analizar si el tratamiento con anticuerpos anti-CTLA-4 

es capaz de dar lugar a una disminución de la expresión de IDO1 en los tumores 

de ratones Tmem176b-/-, ya que como se mencionó previamente, la interacción 

de CTLA-4 en células Treg con CD80/CD86 en DCs es capaz de inducir la 

expresión de IDO1 en estas últimas (Puccetti y Grohmann, 2007). Resultados de 

nuestro laboratorio han demostrado que el tratamiento con anti-CTLA-4 actúa de 

forma sinérgica a la desinhibición del inflamasoma, y es posible que uno de los 

tantos mecanismos que dan lugar a este efecto tenga que ver con la eventual 

disminución de la expresión de IDO1. Adicionalmente, sería importante 

determinar si la expresión de IDO1 en los ratones Tmem176b-/- se ve disminuida 

al depletar las células TCD8+, ya que es posible que estas sean un pilar 

fundamental para la inducción de IDO1 en el microambiente tumoral de estos 

ratones (Spranger et al., 2013).   

Por otro lado, un objetivo principal de futuros proyectos es la identificación de las 

células que dan lugar a la producción de IDO1 en el microambiente tumoral, ya 
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que se ha demostrado que tanto las células tumorales como las infiltrantes son 

capaces de expresar esta enzima en dicho microambiente.  

Finalmente, otro objetivo a desarrollar tiene que ver con intentar explicar el hecho 

de que la actividad enzimática de IDO1 se encuentre aumentada en los tumores 

de los ratones Tmem176b-/-, a pesar de no haber una expresión diferencial de 

dicha enzima a nivel proteico, respecto a los ratones WT. En este sentido, sería 

importante analizar si existe una correlación entre la expresión de IDO1 y HO-1, 

así como realizar ensayos funcionales de inhibición de HO-1 in vivo, que puedan 

demostrar una posible inhibición de la actividad enzimática de IDO-1 en los 

ratones WT mediada por HO-1.  
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