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Resumen 
 

Nuestro grupo ha reportado que la proteína Tmem176b es un canal/transportador iónico 

intracelular fuertemente expresado en células dendríticas (DCs), que bloquea la respuesta 

inmune anti-tumoral. Identificamos al compuesto BayK8644 como un inhibidor de 

Tmem176b. BayK8644 promueve el control tumoral en protocolos profilácticos pero no en 

tumores establecidos a través de la activación del inflamasoma y células T CD8+. Entendimos 

que era necesario profundizar en los mecanismos inmunológicos implicados, con el fin de 

obtener información que nos permitiera mejorar la respuesta terapéutica. Dada la relevancia 

de las DCs en la respuesta anti-tumoral y la fuerte expresión de Tmem176b en esos 

leucocitos, nos planteamos como objetivo general estudiar el impacto de la inhibición de 

Tmem176b en diferentes sub-poblaciones de DCs (cDC1 y cDC2). Aquí hemos demostrado 

que la inhibición de Tmem176b con BayK8644 resulta en el bloqueo de una de las funciones 

más específicas de las cDC1, la presentación cruzada de antígenos. Mostramos que la 

encapsulación de BayK8644 en NP (NP-BayK8644) previene la inhibición de la presentación 

cruzada de antígenos mientras mantiene la capacidad de activación del inflamasoma. El 

tratamiento con NP-BayK8644 de animales que poseen tumores establecidos controló el 

crecimiento tumoral de una manera dependiente de Tmem176b. El control tumoral se asoció 

con una mayor infiltración tumoral por células T CD8+ totales y específicas de tumor. Por 

tanto, la formulación de BayK8644 en NP mejoró la eficacia antitumoral del compuesto libre 

al evitar la inhibición de la presentación cruzada de antígenos al tiempo que desencadena la 

activación del inflamasoma. Por otra parte, caracterizamos mecanismos inmunológicos 

desencadenados por cDC2 luego de la deleción génica y el bloqueo farmacológico de 

Tmem176b. Mostramos en un modelo in vitro y ex vivo que las DC2 de animales portadores 

de tumores Tmem176b-/ - o WT tratados con BayK8644 promovió la diferenciación de células 

Th17 de una manera dependiente del inflamasoma. Experimentos de transferencia celular 

adoptiva mostraron que las células Th17 mejoran los efectos anti-tumorales del bloqueo de 

PD-1, sugiriendo que el eje cDC2/Th17 podría jugar un papel relevante en la terapia anti-PD-

1. En suma, caracterizamos el impacto de la inhibición de Tmem176b en diferentes 

subpoblaciones de DCs. Ese conocimiento aportó elementos para desarrollar formulaciones 

que mejoren el efecto anti-tumoral del BayK8644. Además describimos mecanismos 

desencadenados al inhibir a Tmem176b que potenciarían respuestas inmunes durante la 

terapia oncológica basada en el bloqueo de PD-1. 
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Introducción  
 

/ƻƳƻ  ǉǳŜŘƽ ǇƭŀǎƳŀŘƻ Ŝƴ Ŝƭ άwŜǎǳƳŜƴέΣ Ƴƛ ǘǊŀōŀƧƻ ŘŜ ǘŜǎƛǎ ǇŀǊŀ ƻōǘŜƴŜǊ Ŝƭ ǘƝǘǳƭƻ 

de Doctor en Ciencias Médicas, intentó caracterizar mecanismos celulares y 

moleculares por los cuales el compuesto BayK844 encapsulado o no en 

nanopartículas de quitosano desencadena en el hospedero respuestas inmunes 

contra ciertos tipos de cáncer. En este contexto me gustaría inciar el apartado 

άLƴǘǊƻŘǳŎŎƛƽƴέ ŘŜǎŎǊƛōƛŜƴŘƻ ƭŀ ǊŜƭŀŎƛƽƴ ŜƴǘǊŜ Ŝƭ ǎƛǎǘŜƳŀ ƛƴƳǳƴŜ ȅ Ŝƭ ŎłƴŎŜǊΣ ƭƻ Ŏǳŀƭ 

me conducirá luego a detallar ciertas células y complejos de proteínas que forman 

parte del sistema inmune innato del huésped. Esos actores son piezas claves en el 

desarrollo de estas respuestas antitumorales.  Pretendemos con este trabajo de 

tesis, aportar conocimiento para la obtención de nuevas formulaciones en el área 

de la Inmunoterapia con el cáncer.  

 

 

 

¶ Cáncer ɀ Inmunidad  

 

Se define cáncer como un conjunto de enfermedades con características comunes, 

las cuales se originan por la acumulación de modificaciones genéticas no letales en 

una célula que pierde los mecanismos de control de la proliferación y de la sobrevida. 

Se han descrito más de 200 tipos diferentes de cáncer, que afectan a diferentes 

tejidos del organismo, y que generan distintos síntomas y en última instancia, 

tratamientos distintos. Estas desregulaciones en la célula se deben a factores 

genéticos heredados, o factores externos como: tabaco, alcohol, obesidad, exposición 

a radiación, etc. Estos factores, pueden generar procesos celulares como: 

hiperproliferación celular; evasión de factores supresores de crecimiento; invasión y 

metástasis; inmortalidad replicativa; inducción de angiogénesis y resistencia a la 

apoptosis. Dichos procesos celulares son conocidos como los sellos distintivos del 

cáncer (ó άhallmarksέύ 1,2,3. 
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¶ Inmunoedición del cáncer  

 

 

La idea de que el sistema inmunológico puede controlar el cáncer ha sido objeto de 

debate por más de un siglo y se inició cuando a principios del siglo XX, Paul Ehrlich 

formuló la hipótesis de que el sistema inmune de un individuo tiene la capacidad de 

evitar la generación de tumores 4. Luego de transcurridos 50 años, Frank MacFarlane 

Burnet y Lewis Thomas sugirieron la existencia de un "mecanismo de vigilancia 

inmunológica" contra las células tumorales. Su hipótesis proponía que la inmunidad 

adaptativa era responsable de prevenir el desarrollo tumoral en huéspedes 

inmunocompetentes. Este proceso ocurriría a través del reconocimiento de 

neoantígenos específicos de tumor. Como resultado de este mecanismo se lograba 

mantener la homeostasis del organismo 5,6. Existen evidencias que apoyan esta 

hipótesis propuesta por Burnet y Lewis, que provienen tanto de modelos animales 

como de observaciones clínicas en humanos. En modelos de ratones que poseen una 

amplia variedad de inmunodeficiencias se observó una alta tasa de incidencia de 

tumores 7. En modelos de trasplante, los tumores son rechazados en hospederos 

singénicos, mientras que los trasplantes de tejidos normales son tolerados, lo que 

confirma la existencia de antígenos específicos del tumor 8. También las células 

presentadoras de antígenos profesionales (APCs) tienen la capacidad de procesar y 

presentar antígenos asociados a tumores a las células del sistema inmune. La 

presentación de antígenos genera células T de memoria y células efectoras que 

censan el microambiente en el cuál se generan, en búsqueda de células tumorales 9. 

En diferentes tipos de tumores humanos, incluidos melanoma, cáncer de mama, 

vejiga, colon, próstata, ovario, recto y glioblastoma, se ha observado una sobrevida 

prolongada en pacientes con mayor número de linfocitos y células NK 10ς16. Sumado a 

esto, se ha demostrado que las células T reguladoras (Treg) ejercen efectos tanto 

perjudiciales como beneficiosos para el huésped 17,18. En suma, el sistema inmune ha 

evolucionado, al menos en parte, para controlar el crecimiento desmedido de células 

malignas 5,6.  
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Estos nuevos datos dieron lugar a la formulación de la teoría de la inmunoedición del 

cáncer descrita por Robert D. Schreiber, que se concibe como un proceso dinámico 

conformado por tres fases distintas: eliminación, equilibrio y escape, ver Figura 1. 

En esta primera fase de eliminación, conocida previamente como la 

άƛƴƳǳƴƻǾƛƎƛƭŀƴŎƛŀ ŘŜƭ ŎłƴŎŜǊέΣ ǇŀǊǘƛŎƛǇŀƴ ƳƻƭŞŎǳƭŀǎ ȅ ŎŞƭǳƭŀǎ ŘŜƭ ǎƛǎǘŜƳŀ ƛƴƳǳƴŜ 

innato y adaptativo que actúan en estrecha colaboración para detectar la presencia 

del tumor y destruirlo, antes de que pueda progresar y aparezcan las manifestaciones 

clínicas de la enfermedad 19,20. El sistema inmune podría funcionar como un supresor 

tumoral extrínseco, eliminando las células tumorales o previniendo su desarrollo. Si 

en esta fase el tumor es totalmente destruido, la fase de eliminación representa el 

final del proceso de inmunoedición del cáncer 20 , ver Figura 1. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fases del proceso de inmunoedición del cáncer. La inmunoedición del cáncer procede a 

través de tres fases: eliminación, equilibrio y escape. a) Durante la fase de eliminación, el sistema 

inmune innato y adaptativo cooperan para reconocer células transformadas que escaparon de 

mecanismos de supresión tumoral intrínseca; el objetivo de esta fase es eliminarlas antes de que sean 

clínicamente detectables. b) Las células tumorales que son capaces de sobrevivir a la fase de 

eliminación entran en la fase de equilibrio, en donde los tumores son moldeados por el sistema 

inmune. c) Cuando el sistema inmune falla en controlar el crecimiento tumoral se entra en la fase de 

escape, este escape se da por una disminución en la inmunogenicidad de las células tumorales así como 

por la aparición de un ambiente inmunosupresor. ¢ƻƳŀŘƻ ȅ ƳƻŘƛŦƛŎŀŘƻ ŘŜ hΩ5ƻƴƴŜƭƭ et al, 2018. 
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Sin embargo, el proceso de eliminación puede no ser del todo satisfactorio y el 

sistema inmune ejercerá un mecanismo de presión de selección, actuando sobre las 

variantes celulares tumorales que expresan antígenos específicos del tumor (TSA), lo 

cual facilitará la sobrevida de variantes tumorales menos inmunogénicas 20ς23. Esto 

puede ocurrir por una disminución de la capacidad de presentar antígeno debido a la 

reducción en la expresión de MHC I/II entre otros mecanismos; a un aumento en la 

expresión de inhibidores de la apoptosis (Bcl-XL, FLIP), expresión de moléculas 

inhibidoras de la transmisión de señales a través del TCR en linfocitos T CD8+ (PD-

L1/PD-1, ligando 1 de muerte celular programada), o expresión de moléculas que 

promueven la muerte de las células T citotóxicas (FasL-Fas). 

Asimismo las células tumorales pueden secretar factores que inhiban las funciones 

efectoras de las células del sistema inmune (TGF-ʲΣ L[-10, VEGF, LXR-L, IDO, 

gangliósidos, o MICA soluble) o son capaces de reclutar Treg y células mieloides 

supresoras (MDSC) para generar un microambiente inmunosupresor (IL-4, IL-13, TGF-

ʲΣ L[-10 y PDGF). La secreción de IL-4 e IL-13 conduce al reclutamiento y polarización 

de los macrófagos M2 a partir de precursores mieloides, los cuales expresan TGF-ʲΣ 

IL-10 y PDGF inhibiendo a las células T. La liberación de factores como IL-мʲΣ ±9DC ƻ 

PGE2 por las células tumorales lleva a la acumulación de MDSCs que bloquean la 

acción de las células T. Las células Treg CD4+, que expresan altos niveles de los 

marcadores CD25 (IL-нwʰύ ȅ ŘŜƭ ŦŀŎǘƻǊ ŘŜ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇŎƛƽƴ CƻȄǇоΣ ǇǳŜŘŜƴ ŀŎǘǳŀǊ 

inhibiendo las funciones citotóxicas de las células T CD8+ a través de varias vías, 

incluyendo la producción de citoquinas inmunosupresoras como IL-10 y TGF-ʲΣ ȅ ƭŀ 

expresión de moléculas co-inhibidoras como CTLA-4 (proteína 4 asociada con los 

linfocitos T citotóxicos) y PD-L1, que regulan negativamente la señalización a través 

del TCR, y disminuyen la proliferación y producción de citoquinas citotóxicas en las 

células T 20. 

No obstante, algunas veces el sistema inmune actúa como seleccionador de variantes 

de células tumorales menos inmunogénicas, que no siendo eliminadas totalmente 

pueden entrar en una fase de equilibrio o avanzar directamente hacia el escape. 

Durante la etapa de equilibrio, las células tumorales ingresan en un estado de 

latencia funcional y pueden permanecer clínicamente indetectables, incluso durante 
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el resto de la vida del huésped. En ese caso la fase de equilibrio también representa 

un segundo punto final estable de la inmunoedición del cáncer 22. En la clínica se 

evidencia la existencia de la fase de equilibrio por ejemplo cuando órganos de 

donantes sanos, pero con tumores en equilibrio, pueden dar lugar a nuevos tumores 

en los receptores inmunosuprimidos por la ausencia de la presión de selección del 

sistema inmune del receptor 24.  

El estado de equilibrio se puede ver afectado por diferentes variables, tales como la 

acumulación de nuevas mutaciones en la población de células tumorales poco 

inmunogénicas que no son afectadas por la inmunoedición; o por causa de una 

disfunción en el sistema inmune como consecuencia de una inmunosupresión. Esta 

última puede ser consecuencia del proceso de envejecimiento natural, por otras 

enfermedades o por factores exógenos (drogas, exposición a radiación UV, etc.). En 

este caso se avanza hacia la tercera fase o escape durante la cual las células 

tumorales comienzan a crecer de una manera ineficientemente controlada por el 

sistema inmune y emerge la enfermedad detectable clínicamente. En esta fase de 

escape, se desencadena una gran variedad de mecanismos celulares que permiten a 

las células neoplásicas crecer de forma descontrolada, favoreciendo la progresión 

tumoral y el eventual establecimiento de metástasis, ver Figura 1. Durante esta fase, 

el microambiente inmune del tumor puede adquirir incluso propiedades reguladoras 

que contribuyen a crear un microambiente inmunosupresor protumoral 25. 

 

¦ƴ ǘǳƳƻǊ ƴƻ Ŝǎ ǳƴ ǎƛƳǇƭŜ ȅ ƘƻƳƻƎŞƴŜƻ άƎǊǳǇƻέ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ƳŀƭƛƎƴŀǎΣ ǎƛƴƻ ǉǳŜ Ŝƴ 

realidad es algo más parecido a un complejo ecosistema en el que aparecen células 

tumorales y otros elementos celulares y acelulares. En el siguiente apartado 

describiré el conjunto de todos los elementos e interacciones que aparecen en el 

entorno local de una célula dentro de un tumor, que se define como microambiente 

tumoral, y los efectos de este sobre la forma en la que el tumor crece y se disemina.  
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¶ Ciclo cáncer- sistema inmune y el rol del microambiente tumoral  

 

La respuesta inmune antitumoral es el resultado de un complejo proceso dinámico 

que se establece entre las células tumorales, las células del sistema inmune y las 

células del estroma que conforman el microambiente tumoral (TME ó άtumor 

microenvironmentέ). En 2013, los investigadores Chen y Mellman  describieron una 

serie de eventos, mediante los cuales las respuestas inmunes contra el cáncer 

conducen a una eliminación eficaz de las células tumorales. Esto se conoce como ciclo 

Cáncer-Inmunidad 26. Como se mencionó anteriormente, la fase de eliminación del 

proceso de inmunoedición del cáncer puede comenzar en la etapa 1 de este ciclo, 

mostrado en la Figura 2. El proceso se inicia con la liberación de neoantígenos 

generados como resultado de una tasa de muerte basal (paso 1).  Para que este paso 

produzca una respuesta de células T contra el cáncer, debe ir acompañado de señales 

inmunogénicas como por ejemplo citoquinas proinflamatorias y factores que son 

liberados por la microbiota intestinal o cuando la célula tumoral muere27ς29. Los 

antígenos asociados al cáncer son capturados por DCs (paso 2) que, tras migrar a los 

ganglios linfáticos drenantes de tumor, presentan los antígenos tumorales capturados 

y son capaces de activar a las células T (paso 3); esto resulta en el cebado y activación 

de la respuestas de las células T efectoras contra los antígenos específicos del tumor. 

Estas células efectoras migran (paso 4) y se infiltran en el estroma tumoral (paso 5), 

donde potencialmente son capaces de reconocer (paso 6) y eliminar las células 

tumorales (paso 7). Las respuestas citotóxicas mediadas por las células T liberan 

nuevos antígenos tumorales, lo que alimenta el ciclo de inmunidad contra el cáncer 

26,30, ver  Figura 2. 
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Como se mencionó anteriormente el progreso del ciclo Cáncer-Inmunidad requiere la 

presencia de señales de activación que le permiten a las DCs madurar, migrar a los 

ganglios linfáticos y presentar los neoantígenos a las células T vírgenes 31. En última 

instancia, el responsable del crecimiento tumoral, de su capacidad de invasión, del 

escape inmune por parte del tumor y de la resolución clínica del mismo, es el 

microambiente tumoral. El TME está compuesto por: células estromales locales, 

como fibroblastos residentes y, células reclutadas como células endoteliales, células 

del sistema inmune incluyendo células linfoides y mieloides, células precursoras 

derivadas de médula ósea, y plaquetas. Cabe destacar que las células mieloides 

asociadas a tumores (TAMCs) comprenden cinco poblaciones mieloides diferentes: 

macrófagos asociados a tumores (TAMs), monocitos que expresan el receptor de 

angiopoyetina-2 Tie2 (TEMs), MDSCs, neutrófilos asociados a tumores (TANs) y 

células dendríticas asociadas a tumores (TADCs) 32. Además participan todos los 

mediadores moleculares que secretan estos tipos celulares y que interactúan entre sí 

polarizando los distintos tipos celulares hacia diversos fenotipos 33,34. Por ejemplo, el 

comportamiento de los TAMs depende de su fenotipo o estado de activación 35; los 

TAMs que presentan un fenotipo M1 (proinflamatorio) reaccionan a la presencia de 

ƛƴǘŜǊŦŜǊƽƴ ƎŀƳƳŀ όLCbʴύ ȅ ǎŜŎǊŜǘŀƴ Ŏƛǘƻǉǳƛƴŀǎ ǇǊƻƛƴŦƭŀƳŀǘƻǊƛŀǎ ŎƻƳƻ ƭŀ 

ƛƴǘŜǊƭŜǳǉǳƛƴŀ мʲ όL[-мʲύΣ ƭŀ ƛƴǘŜǊƭŜǳǉǳƛƴŀ мн όL[-12) o el factor de necrosis tumoral alfa 

(tumor neŎǊƻǎƛǎ ŦŀŎǘƻǊΣ ¢bCʰύ 36;  por el contrario, los TAMs con fenotipo M2 

(antiinflamatorio) se han asociado a estados inmunosupresores y a la secreción de 

moléculas inmunosupresoras como la interleuquina 10 (IL-10) 37, la interleuquina 3 

(IL-3) 38 o Ŝƭ ŦŀŎǘƻǊ ŘŜ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǳƳƻǊŀƭ ʲ όǘǳƳƻǊ ƎǊƻǿǘƘ ŦŀŎǘƻǊ ʲ, TGF-ʲύ39. 

Figura 2. Ciclo de inmunidad al cáncer. La generación de inmunidad contra el cáncer es un 

proceso cíclico que puede autopropagarse, que en principio debería amplificar y ampliar las 

respuestas de las células T. Este ciclo se puede dividir en siete pasos (1 a 7), comenzando con la 

liberación de antígenos de la célula tumoral y terminando con la muerte de dichas células. 

Tomado y modificado de Chen & Mellman, 2013. 
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Por otro lado, las MDSCs son uno de los grupos de células inmunes con mayor 

relevancia en el estado del TME. Las MDSC son un grupo heterogéneo de células 

mieloides que se caracterizan por un estado de inmadurez ontogénica y fuertes 

capacidades inmunorreguladoras. Dentro de esa heterogeneidad, existen dos sub-

grupos principales (monocíticas y granulocíticas). Ambos subtipos de MDSCs son 

capaces de presentar propiedades inmunosupresoras contra los linfocitos CD8+ 

citotóxicos y las células natural killer (NKs) mediante la secreción de moléculas 

inmunosupresoras, incluyendo arginasa 1 (ARG1); óxido nítrico sintasa, (inducible 

nitric oxide synthase, iNOS); TGF-ʲΣ L[-10 e Indoleamina 2,3-dioxygenasa (IDO) 40. Las 

MDSCs también pueden estimular angiogénesis mediante la producción del factor de 

crecimiento vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF); del factor de 

crecimiento fibrobástico (fibroblastic growth factor, FGF); y de la metaloproteinasa 9, 

MMP-9; entre otros 41) y son capaces de promover procesos metastásicos 42,43. La 

presencia de las MDSCs se ha descrito como abundante en diversos tipos de tumores 

y se ha asociado al pronóstico desfavorable de los mismos44ς47. Las DCs son el tercer 

gran tipo celular que pertenecen a las células mieloides 48; se detallará sobre las DCs 

más adelante en esta tesis. 

Por último, y no menos importante, el otro grupo de células inmunes que forman el 

TME son los linfocitos (TILs), compuestos por linfocitos T (CD4+, CD8+); linfocitos B y 

células NK. En la mayoría de los tumores, la presencia de linfocitos y células NK en el 

tejido tumoral suele asociarse a un pronóstico clínico favorable  49ς51. También se ha 

descrito la presencia de células T exhaustas en el TME. Las células exhaustas son 

células T CD8+ agotadas, disfuncionales generadas durante infecciones crónicas y 

cáncer; que pierden su capacidad efectora y expresan receptores inhibidores como 

PD-1 52. Dicha población encontrada en el TME combina características de células T 

exhaustas y de memoria, mostrando un fenotipo único caracterizado por la 

coexpresión de PD-1 y factor de células T 1 (TCF-1), así como por la falta de expresión 

ŘŜ ¢Laо όάT cell immunoglobulin and mucin-domain-containing 3έύ ȅ ƎǊŀƴȊƛƳŀ . 

(GZMB)53. 

En suma, las células inmunes en el TME tienen tanto efectos anti- como pro-

tumorales. Las respuestas producidas por macrófagos M1, células T citotóxicas, 
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células Th1, APCs, células NK y células Th9 54 promueven el rechazo tumoral. Por otro 

lado, macrófagos M2, células Treg permiten la progresión tumoral 55. El rol de otras 

poblaciones celulares en el cáncer es más controvertido, como por ejemplo las 

células Th17 y las Th2, las cuales tienen reportado roles anti-tumorales como pro-

tumorales 56 y serán discutidas más adelante en esta tesis.  

 

 

He desarrollado en la Introducción hasta ahora cómo el sistema inmune intenta 

combatir diferentes tipos de cáncer. En los siguientes apartados me interesa 

describir un actor relevante de la inmunidad innata, la célula dendrítica (DC). Las 

DCs son capaces de orquestar respuestas inmunes adaptativas efectoras, al tiempo 

que disponen de potentes estrategias capaces de regular el desarrollo del proceso 

inflamatorio y de la respuesta adaptativa. Cabe recordar aquí que nos interesó en 

esta tesis comprender el impacto de la activación del inflamasoma en diferentes 

subpoblaciones de DCs. 

 

 

¶ Células dendríticas: DCs 

 

Las DCs son un grupo heterogéneo de leucocitos que juegan un papel central en la 

inmunidad innata pero también orquestan las respuestas adaptativas. Constituyen 

entonces un pivot central entre la inmunidad innata y adaptativa. Son las únicas APCs 

capaces de estimular células T vírgenes. Además, las respuestas de células T que 

inducen pueden ser tanto efectoras como reguladoras 57. Se han desarrollado 

estrategias en terapias antitumorales teniendo como blanco las DCs, como por 

ejemplo la administración de antígenos inmunomoduladores que activan las DCs 

endógenas, así como la generación de vacunas basadas en DCs58. Lograr comprender 

la diversidad y las funciones de los subtipos de DCs y de cómo estos son moldeados 

por el TME  podría lograr beneficios clínicos en la inmunoterapia del cáncer. 

Las DCs además de localizarse en lugares diferentes en el organismo (órganos 

linfoides, tejidos periféricos ó sangre), poseen propiedades de desplazamiento 
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(migración o no) diferente. En un contexto de cáncer, las condiciones inflamatorias 

dan lugar a la acumulación de DCs en los tejidos periféricos 59. Las DCs inmaduras 

actúan como células centinela, vigilando la posible entrada de patógenos invasores, 

los cuales capturan, procesándolos en fragmentos antigénicos. Una vez que se ha 

capturado el patógeno, la DC inmadura recibe señales de activación, que inician su 

maduración. Una vez maduras, las DC regulan positivamente la expresión del 

receptor de quimioquinas CCR7, son atraídas hacia CCL21 (ligando de CCR7), el cual 

es producido por el endotelio linfático, para migrar desde los tejidos periféricos a las 

zonas de células T de los ganglios linfáticos drenantes 60. En los órganos linfoides 

secundarios presentan los antígenos procesados a los linfocitos T vírgenes para la 

inducción de una respuesta inmune específica frente a esos antígenos. La maduración 

y la migración de las DCs están minuciosamente reguladas por diversas quimioquinas 

y moléculas de adhesión 61,62. 

 

 

 

¶ Heterogeneidad ontogénica, fenotípica y funcional de las DCs 

 

Actualmente las DCs se clasifican de acuerdo a diferentes factores, como el fenotipo, 

ontogenia, la firma genética, factores de transcripción críticos para su diferenciación, 

los recpetores tipo toll (TLRs) y otras moléculas funcionalmente relevantes, como 

receptores de quimioquinas y los receptores de lectina de tipo C, etc. Podemos 

clasificar a las DCs como DCs de estado estacionario, DCs inflamatórias y CL (células 

de Langerhans, con un origen embrionario y capacidad de autorenovación)63. Las DCs 

de estado estacionario pueden clasificarse en DCs convencionales (tipo 1 cDC1 y tipo 

2 cDC2) ó DCs mieloides (mDCs) y DCs plasmacitoides (pDCs). Estos subconjuntos se 

identifican generalmente en base a la falta de expresión de marcadores para las 

células T, células B, células NK, eritrocitos u otros marcadores específicos de 

granulocitos, alta expresión de MHC-II y fatla de expresión de marcadores de 

monocitos 63. Todos los subconjuntos de DCs de estado estacionario en ratón 
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comúnmente expresan CD11c, mientras que en humanos las DC convencionales 

expresan CD11c, pero las pDC carecen de dicha expresión 63. 

Las cDCs derivan de un precursor común específico de DC (pre-cDC), en la médula 

ósea. Para su desarrollo las cDCs dependen de facǘƻǊŜǎ ŎƻƳƻ Ŝƭ CŀŎǘƻǊ Cƭǘо[ όάFMS-

like tyrosine kinase 3 ligandέύ ȅ Ŝƭ Ŧactor estimulador de colonias de granulocitos 

macrófagos (GM-CSF) 64,65.  Las pre-cDCs colonizan los tejidos y allí proliferan para 

formar redes periféricas de DCs.  

Las cDC están compuestas por dos grupos principales: residentes y migradoras. Las 

DCs residentes habitan órganos linfoides secundarios y permanecen allí durante todo 

su ciclo de vida. Las DCs migradoras están presentes en tejidos periféricos y órganos 

no linfoides y pueden migrar a través de la linfa hasta los ganglios linfáticos drenantes 

más cercanos66. 

Las DCs derivadas de monocitos (moDCs) ó también llamadas DCs inflamatorias, 

pueden confundirse fácilmente con cDC2, las cuales presentan un fenotipo 

CD11b+/5мтнʰ+, en particular porque también expresan CD11b, y cantidades 

intermedias de IRF-4. Esta discriminación se logra en base a la expresión superficial 

del receptor CD64, rŜŎŜǇǘƻǊ ǘƛǇƻ L ǇŀǊŀ ƭŀ ŦǊŀŎŎƛƽƴ CŎ ŘŜ ƭŀ LƎD ƻ CŎʴwL 67. Este 

marcador fue utilizado en experimentos de esta tesis, para discriminar las moDCs de 

las cDC2. 

 

Las cDC1 son el subconjunto de DCs más conocido por su capacidad para estimular 

respuestas celulares contra patógenos intracelulares y tumores. Las cDC1 son 

propensas a secretar la citoquina IL-12p70 polarizante para inducir células T CD4+ tipo 

Th1; pero también son capaces de producir citoquinas reguladoras como TGF-ʲ Ŝ L[-

10 68. Estas cCD1 son eficientes en realizar la presentación cruzada de antígenos y así 

logran estimular las células T citotóxicas CD8+ ya que expresan proteínas 

especializadas en las vías de presentación de antígenos que permiten procesar y 

presentar antígenos exógenos en moléculas MHC-I en la superficie de las DCs 69. Estas 

células cDC1 de ratones expresan CD11c, MHC II, /5уʰΣ ·/wмΣ /[9/фŀΣ /5нп y CD103 

y son negativas para /5мтнʰ ό{Lwtʰύ ȅ /5ммō. En humanos, las cDC1 también 

expresan CD141 (BDCA-3). Las células murinas cDC1 residentes de bazo y ganglios 
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linfáǘƛŎƻǎ ŜȄǇǊŜǎŀƴ /5уʰΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ ƭŀǎ Ŏ5/м que residen en tejidos periféricos 

como pulmón o intestino y y que luego migran a ganglios linfáticos expresan la 

integrina CD103 68. La expresión del receptor de quimioquinas XCR1 es común a las 

cDC1 residentes en ganglios linfáticos y a las que migran desde tejidos periféricos70.  

En tejidos no linfoides, todas las cDCs expresan CD24, el cual las distingue de los 

macrófagos que en su lugar expresan CD64 71. El desarrollo de cDC1 depende de los 

factores de transcripción IRF8, ID2 y BATF3, y la pérdida de estos factores de 

transcripción elimina este subtipo de CDs 72,73.  

Desde un punto de vista funcional, muchos trabajos han mostrado que las cDC1 se 

especializan en estimular células T CD8+ mientras que las cDC2 presentan antígenos a 

los linfocitos T CD4+ 73ς75. Sin embargo, éste dogma ha sido desafiado recientemente 

por Ferris et al., ya que demostraron en modelos murinos (animales Xcr1-Cre) que las 

cDC1 también pueden activar células T CD4+ 76. En el año 2019 Binnewies y 

colaboradores demostraron en un modelo de cáncer in vivo que la inmunidad 

mediada por células T CD4+ dependía de poblaciones de células cDC2-dependientes 

del factor de transcripción IRF4 77.  

Bosteels y colaboradores demostraron en modelos murinos de inflamación, la 

existencia de un subtipo de cDC, en un contexto de inflamación, a la cual 

ŘŜƴƻƳƛƴŀǊƻƴ άbona fide ƛƴŦƭŀƳƳŀǘƻǊȅ Ŏ5/нǎέ ƽ άƛƴŦ-Ŏ5/нǎέΦ 9ƴŎƻƴǘǊŀǊƻƴ ǳƴŀ 

superposición significativa en la expresión de marcadores y factores de transcripción 

entre cDC2 y MoDCs.  Los autores demuestran que las ya conocidas moDCs son una 

mezcla de las inf-cDC2 y de MoDCs que tienen poca capacidad de migrar y bajo 

potencial como APC67.  

 

Las cDC2 estimulan de forma potente las respuestas de las células T CD4+, esto ha 

sido corroborado con estudios en ratones deficientes de IRF-4, los cuales carecen de 

cDC267. La función y el desarrollo de cDC2 requieren los factores de transcripción 

IRF4, RBPJ, KLF4 y RELB 65,78Φ 9ǎǘŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ŜȄǇǊŜǎŀƴ /5ммŎΣ aI/ LLΣ /5ммōΣ /5мтнʰ+ 

(SIRPh ) y CD301b 78. Las células dendríticas cDC2 tanto en humanos como en ratones 

son CD172h+ mientras que son negativas para XCR1 y CADM1. CD1c es un marcador 

de cDC2 en humanos, sin embargo, los ratones carecen de genes CD1c. Las cDC2 
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murinas son generalmente CD11b+CD103-, a no ser una subpoblación de intestino 

que co-expresan CD103 y CD11b en su superficie. Las cDC2 de tejidos murinos no 

linfoides (pulmón e intestino) son comúnmente CD24+. Las cDC2 murinas de bazo 

también han sido reportadas como que expresan CD4, ESAM, Clec12A, DCIR2 68.  

Inicialmente se describieron los siguientes subtipos de DCs en sangre humana: cDC1 

CD141+, cDC2 CD1c+ y pDC CD123+, las cuales son similares a sus contrapartes de 

ratón en análisis transcripcionales y funcionales 79,80. Villani y colaboradores 

realizaron estudios de RNAseq, que provienen de muestras de sangre humana, e 

identificaron  seis poblaciones de DCs en sangre humana: DC1 corresponde a las cDC1 

CD141+(BDCA-3+)CLEC9A+ que tienen la capacidad de realizar la presentación cruzada 

de antígenos, las DC2 y DC3 corresponden a una subdivisión de las cDC2 

(CD1C+/BDCA-1+), DC4 corresponde a CD1c-CD141-CD11c+CD16+ y comparten firmas 

con los monocitos; DC5 es un subtipo único de DCs, y DC6 corresponde  a las pDCs 

productoras de interferón de tipo I 80. 

Por su parte Brown y colaboradores describieron dos subtipos de cDC2 en modelos 

murinos, cDC2A (que requieren a Tbet para su diferenciación) y cDC2B (que expresan 

whwʴǘύΦ 9ǎǘƻǎ ŜǎǘǳŘƛƻǎ ǘŀƳōƛŞƴ ǎŜ ŘŜƳƻǎǘǊŀǊƻƴ Ŝƴ ƘǳƳŀƴƻǎΣ ŘŜƴǘro de las CD1c+ 

DCs. En sangre humana solo encontraron el subtipo cDC2B. cDC2A estaba presente 

en tejidos linfoides y no linfoides, mientras que las cDC2B (las cuales abarcan las 

DCsMgl2+) estaban presentes en bazo y LNs drenantes de piel81. 

Bourdely y colaboradores describieron recientemente la existencia de un subtipo de 

DCs en sangre humana, que llamaron DC3. Las cuales poseen un fenotipo CD88-

CD1c+CD163+ . Tanto en modelos in vitro, como en modelos in vivo de cancer de 

mama, estas DC3 poseen capacidad de secretar grandes cantidades de citoquinas y 

quimioquinas que polarizan las células T, también tienen la capacidad de activar 

células T CD8+CD103+CD69+ 82 . Esto le confiere a este subtipo de DCs la capacidad de 

modular la respuesta inmune antitumoral. 

Las cDC2 humanas pueden realizar la presentación cruzada de antígenos, y producir 

altos niveles de interleucina (IL) 12, propiedades que se limitan, al menos en parte, al 

subtipo de cDC1 en ratones 79. 
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Se requiere profundizar en estudios con respecto a las cDC2 humanas, ya que según 

el contexto, las cDC2 humanas pueden inducir la polarización de diversos subtipos de 

células Th CD4+ y también activar las células T CD8+ 83-85. No hay marcadores 

específicos que identifiquen poblaciones de cDC2 migradoras/ residentes en ratones, 

pero la expresión diferencial de CD11c y MHCII puede usarse como una característica 

distintiva 58. Basado en esta publicación, en este trabajo de tesis cuándo se analizaron 

TDLN por citometría de flujo, se realizó la clasificación de DCs migradoras como 

MHChighCD11c+/high y DCs residentes como MHC+CD11chigh. 

 

 

En este apartado de mi tesis me interesa profundizar en los mecanismos que 

poseen las DCs para presentar antígenos a las células T, haciendo hincapié en el 

ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ŘŜ άǇǊŜǎŜƴǘŀŎƛƽƴ ŎǊǳȊŀŘŀ ŘŜ ŀƴǘƝƎŜƴƻǎέ ǉǳŜ ǎŜǊł ƻōƧŜǘƻ ŘŜ ŜǎǘǳŘƛƻ Ŝƴ 

los resultados. 

 

Las DCs presentan dos estadios diferentes en fenotipo y función: DCs inmaduras 

(iDCs) y DC maduras (mDCs). Las iDCs, en estado fisiológico, recorren y sensan los 

tejidos periféricos, el sistema circulatorio sanguíneo y linfático, y los órganos linfoides 

secundarios65. En la periferia, éstas células captan antígenos a través de 

macropinocitosis o endocitosis mediada por receptores.  Por su parte, las iDCs 

también se activan indirectamente al reconocer señales de alerta en el 

microambiente, tales como ¢bCπʰΣ L[πмʲΣ tD9πнΣ ŜǘŎΦ ƻ ƳƻƭŞŎǳƭŀǎ ƛƴǘǊŀŎŜƭǳƭŀǊŜǎ 

(señales de alerta) provenientes de células necróticas o dañadas (proteínas de shock 

térmico, ATP, UTP, ácido úrico)86. En respuesta a estas señales, las DCs inician su 

άƳŀŘǳǊŀŎƛƽƴέ ŀ ǘǊŀǾŞǎ ŘŜ ƭŀ Ŏǳŀƭ ǎŜ ŎƻƴǾƛŜǊǘŜƴ Ŝƴ APC profesionales capaces de 

activar a linfocitos T vírgenes. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ expresan receptores que 

reconocen péptidos antigénicos asociados a moléculas del MHC clase II y clase I, 

respectivamente. 

Durante el proceso de maduración, las DCs reducen su capacidad endocítica a través 

de una disminución en la expresión de receptores antigénicos, menor capacidad 

fagocítica y macropinocítica. A diferencia de otras células fagocíticas (como 
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macrófagos y neutrófilos), las cuales degradan totalmente las moléculas endocitadas; 

las DCs preservan parcialmente el producto de la endocitosis, mediante la regulación 

del pH en los compartimentos fagosomales/endosomales 87. 

Se conocen tres vías de procesamiento antigénico, la vía exógena endocítica, la vía 

endógena o biosintética y la presentación cruzada de antígenos 88. En la vía exógena, 

se procesan los antígenos endocitados. Un conjunto de proteasas se activa a medida 

que los endosomas disminuyen su pH, las cuales van degradando las proteínas hasta 

obtener péptidos apropiados para ser ubicados en las moléculas MHC de clase II. 

[ǳŜƎƻ ŘŜ ŜǎǘŜ ǇǊƻŎŜǎƻΣ Ŝƭ ŎƻƳǇƭŜƧƻ ǇŞǇǘƛŘƻπaI/LL ǇǳŜŘŜ ǎŜǊ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŀŘƻ ƘŀŎƛŀ ƭŀ 

membrana celular, donde presentará el péptido antigénico a células T CD4+. La vía 

exógena es la utilizada, preferentemente, para la presentación de antígenos 

provenientes de microorganismos extracelulares, intravesiculares y también para 

virus con envoltura, que ingresan en el citoplasma luego de transitar por el 

compartimiento endosomal. Por otra parte, varias proteínas de membrana, sean 

propias de la célula o provenientes de patógenos intracelulares, también serán 

procesadas y presentadas por esta vía, al igual que cuerpos apoptóticos y necróticos. 

Por otro lado, la vía endógena es la que procesa la mayoría de los péptidos a ser 

presentados a las células T CD8+ en el contexto de las moléculas MHC de clase I. Estos 

son generados por el proteasoma, el cual degrada proteínas ubiquitinadas; lo que 

significa que tanto proteínas propias localizadas a nivel intracelular como 

provenientes de patógenos que se replican en el citosol, son sometidas a esta forma 

de procesamiento. Los péptidos resultantes se transfieren al lumen del retículo 

endoplásmico (RE) mediante transportadores especializados y son unidos, con la 

ayuda de chaperonas (ej. calnexina y calreticulina), a moléculas MHC de clase I. El 

bloqueo de la translocación de calreticulina inhibe la expresión de MHC clase II y 

moléculas coestimulatorias al igual que la capacidad de los linfocitos T CD8+ activados 

de reconocer antígenos tumor específicos 89. 

Una vez que el péptido se encuentra asociado al MHC I, el complejo migra a través 

del aparato de Golgi hacia la membrana plasmática. La tercera vía conocida, la 

presentación cruzada de antígenos (Figura 3), surge de la intersección de las vías 

endógena y exógena. Esta vía se requiere con el objetivo de iniciar una respuesta 



25 

 

inmune citotóxica contra tumores, bacterias intravesiculares, virus, como también 

para mantener la tolerancia a autoantígenos. La presentación de antígenos tumorales 

por parte de las APCs es un proceso clave en el inicio de la inmunidad antitumoral. 
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Se han reportado principalmente dos vías intracelulares para la presentación cruzada, 

ŎƻƴƻŎƛŘŀǎ ŎƻƳƻ ǾƝŀǎ άŎƛǘƻǎƽƭƛŎŀέ ȅ άǾŀŎǳƻƭŀǊέΦ [ŀ ǇǊŜsentación cruzada a través de la 

vía citosólica es sensible a inhibidores del proteasoma, lo que sugiere que las 

proteínas internalizadas acceden al citosol, donde son degradadas por el 

Figura 3. Vías intracelulares para la presentación cruzada en células dendríticas. Luego de la 

fagocitosis, los antígenos exógenos pueden ingresar al citosol, donde son procesados por el 

proteasoma. Los antígenos procesados pueden cargarse en moléculas de MHC de clase I en el RE 

(vía citosólica con carga en el RE) o reimportarse al fagosoma para cargarse en moléculas de MHC 

de clase I (vía citosólica con carga en fagosomas). 

SNARE SEC22B, que se localiza en el compartimiento intermedio RE-Golgi (ERGIC) e interactúa con 

la sintaxina 4 en los fagosomas, media el reclutamiento a los fagosomas de componentes del RE, 

incluido el transportador asociado con el procesamiento de antígenos (TAP). Alternativamente, los 

antígenos exógenos pueden degradarse en péptidos en el fagosoma, donde luego se cargan en 

moléculas MHC de clase I (la vía vacuolar). Adaptado de Olivier P. Joffre, Elodie Segura, Ariel Savina 

& Sebastian Amigorena, 2012. 
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proteasoma9. Aún sigue siendo tema de debate si los antígenos degradados se 

transportan nuevamente al fagosoma o al RE para un procesamiento adicional y de 

qué forma son cargados en moléculas de MHC de clase I. Sin embargo, muchos 

estudios sugieren que los fagosomas juegan un papel importante en la presentación 

cruzada de antígenos90. Por lo tanto, nos referimos a la vía citosólica de  presentación 

cruzada como una vía en la que se produce el procesamiento de antígenos en el 

citosol, independientemente del sitio de carga del péptido.  

Varios grupos han demostrado la presencia en fagosomas o endosomas de proteínas 

que normalmente residen en el RE91. En DCs humanas, por ejemplo se observó que 

ocurría la N-glicolsilación de ciertos péptidos luego de la fagocitosis. Dicho proceso es 

característica del RE,  por lo que fue demostrado la comunicación directa entre 

ambos compartimientos celulares, el RE y el citosol. Se encontraron resultados 

similares en DCs de ratón9. 

Cebrián y colaboradores describieron una vía intracelular requerida para la 

presentación cruzada de antígenos, en la cual el reclutamiento de proteínas del RE al 

fagosoma depende de la proteína Sec22b. Los autores demuestran que 

específicamente Sec22b colocaliza con marcadores del compartimiento intermedio 

ό9wDL/Σ άRE-intermediate compartmentέύ91 y proponen que las proteínas que 

participan en cargar el MHC-I migran desde el RE al compartimiento ERGIC, para 

luego retornar al RE o son dirigidas al fagosoma en un mecanismo dependiente de 

Sec22b91.  

 

Por el contrario, la presentación cruzada a través de la vía vacuolar es resistente a los 

inhibidores del proteasoma, pero sensible a inhibidores de la proteólisis lisosomal (en 

particular, inhibidores de catepsina S. Esto sugiere que tanto el procesamiento de 

antígenos, como la asociación a moléculas del MHC clase I ocurren en el 

compartimiento endocítico9. Para proteger los péptidos antigénicos de la 

degradación por proteasas lisosomales, las BMDCs por ejemplo, mantienen los 

fagosomas y endosomas/lisosomas a un pH cercano a la neutralidad (pH=7.5) 92, 

mientras que los macrófagos y neutrófilos los mantienen a un pH de 4.5 a 7.0  que 

logra inhibir la activación de las proteasas lisosomales 87,93. El pH alto del fagosoma y 
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del endosoma/lisosoma se atribuye a una reducción de la actividad de la V-ATPasa y 

al rápido reclutamiento de la NADPH oxidasa NOX2 9,94,95. La actividad reducida de la 

V-ATPasa altera el transporte de protones hacia el lumen, lo que resulta en una 

acidificación moderada. El aumento de NOX2 produce especies reactivas de oxígeno 

(ROS), que reaccionan con los protones en el espacio luminal, creando así un 

ambiente alcalino 96.  Cabe destacar en este punto, y será desarrollado en 

profundidad más adelante que nuestro grupo demostró que Tmem176b es un 

canal/transportador iónico, el cual regula el pasaje de cationes en la membrana de 

fagosomas, lo que impacta directamente en la actividad V-ATPasa y de esa manera en 

el pH fagosomal97. 

 

Savina y colaboradores demostraron el rol que cumple la GTPasa Rac2 en el proceso 

de presentación cruzada de antígenos en DCs esplénicas que expresan CD8 (CD8+). En 

las DCs CD8+, Rac2 determina el ensamblaje a los fagosomas del complejo NADPH 

oxidasa (NOX2), mientras que en las DCs CD8-, Rac1 ensambla NOX2 en la membrana 

plasmática. En ausencia de Rac2, se reduce el pH fagosomal y por ende la eficiencia 

de la presentación cruzada de antígenos debido a inhibición de la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) en los fagosomas de DC CD8+. Los autores 

demuestran que Rac 1 y Rac 2 controlan el pH y la oxidación del fagosoma en los 

diferentes subtipos de DCs, lo que impacta directamente en la eficiencia de la la 

presentación cruzada de antígenos92. 

 

Es importante destacar en el mecanismo de presentación cruzada de antígenos que el 

procesamiento del antígeno en el compartimiento endofagosómico se produce 

mediante una cinética rápida. Shanshan y colaboradores proponen que esto ocurre 

en un tiempo no mayor a 25 minutos post fagocitosis, y demuestran la importancia 

de la cinética de liberación del antígeno al fagosoma y como afecta directamente esta 

cinética en la presentación cruzada de antígeno en un modelo de vacuna con 

levaduras en DCs murinas98. 

Como será detallado en el próximo apartado, nuestro grupo demostró que las DCs 

murinas deficientes en Tmem176b (Tmem176b-/ -) presentaban menor capacidad de 
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presentación cruzada de antígenos a las células T CD8+. En este trabajo se observó en 

las DCs Tmem176b-/- que el pH del fagosoma permanecía alcalinizado durante los 

primeros 30 minutos después de la fagocitosis, lo que podría explicar el defecto de 

presentación cruzada 97.   

 

Los antígenos tumorales pueden ser presentados por las DCs en un contexto de MHC 

clase I (MHC-I) o MHC clase II (MHC-II), permitiendo la activación de linfocitos T CD8+ 

o CD4+ respectivamente. Los antígenos presentados en MHC-I son tradicionalmente 

derivados de proteínas presentes en el citosol, los cuales son procesados por el 

proteasoma y transportados hacia el retículo endoplásmico mediante el 

transportador asociado al procesamiento antigénico 1 y 2 (TAP1 y TAP2, Transporter 

associated with Antigen Processing). La activación de linfocitos T CD8+ tumor 

específicos induce su migración al sitio tumoral, donde pueden lisar células tumorales 

directamente debido a que reconocen péptidos tumorales presentados en MHC-I, 

proteínas expresadas en todas las células. Esta citotoxicidad involucra la liberación de 

proteínas citotóxicas principalmente granzimas A, B y C junto con perforinas 57. Las 

perforinas polimerizan con la membrana celular formando canales por los cuales las 

granzimas liberadas ingresan a la célula y activan a las caspasas, induciendo 

apoptosis57. Un mecanismo alternativo de los linfocitos T CD8+ para eliminar a las 

células tumorales, involucra la expresión en membrana de ligandos de receptores de 

muerte, como el ligando de Fas (FasL) o el ligando de Apo2/TRAIL (Apo2L/TRAIL), los 

cuales gatillan la activación de caspasas y la apoptosis, cuando se unen a sus 

receptores 99. 

Como fue mencionado, ciertas subpoblaciones de DCs poseen la capacidad de realizar 

la presentación cruzada de antígenos, lo que les permite procesarlos y presentarlos 

en el contexto de MHC-I en vez de MHC-II 9. Este proceso permite la eficiente 

activación y diferenciación de linfocitos T CD8+ hacia linfocitos T citotóxicos 

antitumorales 73. 

Por otra parte, antígenos tumorales internalizados desde el ambiente extracelular 

serán presentados en el contexto de MHC-II en las DCs, permitiendo la diferenciación 

de linfocitos T CD4+ que también contribuirán a una eficiente eliminación del tumor.  
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¶ Contribución de las cDC en el contexto de la respuesta inmune anti 

tumoral.  

 

Las DCs desempeñan un papel central en la inmunidad antitumoral, ya que atraen 

ŦŀŎǘƻǊŜǎ ǎƻƭǳōƭŜǎΣ ǊŜǵƴŜƴ Ŝ ƛƴǘŜǊǾƛŜƴŜƴ Ŝƴ Ŝƭ άcebadoέ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ ŀƴǘƛǘǳƳƻǊŀƭŜǎ Ŝƴ 

el TME.  

En el contexto de la terapia antitumoral es imprescindible promover la presentación 

cruzada de antígenos tumorales por parte de las células dendríticas, ya que las células 

T CD8+ son las principales células efectoras en esta respuesta. 

Como se mencionó anteriormente, las cDC1 se caracterizan por ser más eficientes en 

el proceso de presentación cruzada de antígenos, lo que generará una respuesta 

mayor de células T CD8+, así como las cDC1 también polarizan respuesta de células 

CD4+ (Th1)73,100,101. Un estudio reciente demostró en tumores altamente 

inmunogénicos que para que ocurra el rechazo son esenciales las cDC1 dependientes 

ŘŜƭ ŦŀŎǘƻǊ ŘŜ ǘǊŀƴǎŎǊƛǇŎƛƽƴ .!¢Cо όάBasic leucine zipper transcription factor ATF- like 

3έύ 73.  También ha sido demostrado que, la administración de vacunas formuladas 

utilizando cDC1 aumentaron la infiltración de células T CD8+ y CD4+ en el TME, y 

disminuyeron la progresión tumoral, incluso en ciertos tipos de tumores que no 

respondían al tratamiento con anticuerpo anti-PD-1. La terapia combinada de cDC1 

cargadas con antígenos tumorales más la terapia con anti-PD-1 generó efectos 

sinérgicos en un modelo de cáncer que respondía a la inhibición con anti-PD-1 102. 

Los ganglios linfáticos que drenan al tumor (TDLN) están constituídos por 

subconjuntos diferentes de cDC1 y cDC2, residentes y migradoras; así como otras DCs 

migradoras, como pueden ser un subtipo específicos de tejido periférico y las MoDCs 

65.  

Diversos estudios se han realizado en base a esta diferenciación de cDCs, así, se ha 

demostrado en modelos ex vivo, que las cDC1 migradoras fueron el subtipo capaz de 

generar una activación y consecuente proliferación de células T CD8+. Así se le ha 

atribuído a las cDC1 migradoras, la capacidad de transportar antígenos tumorales a 

los TDLN, en modelos de melanoma 103,104. Los autores proponen a las cDC1 
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migradoras CD103+ como una subpoblación indispensable para genera inmunidad 

antitumoral.  

Estudios genéticos y funcionales revelan características similares entre las cDC1 de 

ratón y de humano. La presencia de cDC1 en tumores de melanoma humano se 

correlacionó con una mejor respuesta a la terapia anti-PD-1, así como con una mayor 

infiltración de células T CD8+ en los tumores, que se asocia con un pronóstico clínico 

positivo 77,105. Ya hemos mencionado anteriormente el rol fundamental de las cDC1 

en el desarrollo y mantenimiento de la inmunidad antitumoral en modelos 

experimentales58 . Sin embargo, las cDC2 también poseen un rol fundamental en 

diferentes tipos de cáncer humano ya que son capaces de iniciar respuestas de 

células TCD4+.  

Los tumores son infiltrados con frecuencia por cDC2, las cuales migran al TDLN para 

iniciar las respuestas. Recientmente Binnewies y colaboradores, demostraron una 

correlación positiva entre la abundancia de las cDC2 y la infiltración de células TCD4+. 

Los autores utilizaron un modelo de  carcinoma de células escamosas de cabeza y 

cuello, en el cual se correlacionó una sobrevida aumentada cuando existía infiltración 

de cDC2. Las células Treg restringen las respuestas antitumorales vía cDC2, ya que 

inhiben la maduración de las DCs e impiden la migración de estas al TDLN. Los 

autores mostraron que pacientes con melanoma que tenían un bajo número de 

células Treg respondían mejor a la terapia con anti-PD1, mostrando una mayor 

densidad de cDC2 intratumorales 77. 

La eliminación de la supresión por parte de las Treg permite que las células T CD4+ 

productoras de IFN-‎ se acumulen en el TME, lo que sugiere que las respuestas de 

IFN-‎ pueden proporcionar un efecto antitumoral dominante 106,107.  

Curiosamente, en un estudio comparativo entre células mieloides de humanos y 

ratones, se observó en humanos una correlación positiva entre la firma genética del 

subtipo cDC2 con un pronóstico clínico positivo en adenocarcinoma de pulmón 105.  
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¶ Eje:  cDC2 ɀ Th17 ɀ respuesta anti tumoral.  

 

Como ya mencionamos anteriormente, algunas cDC2 promueven respuestas inmunes 

en las que se activan las células Th2 e ILC2108. En cambio otras cDC2 inician 

respuestas inmunes que generan activación de células Th17 e ILC3 78.  

El rol de las células Th17 en el cáncer es controvertido debido a su amplia diversidad 

y a la plasticidad de las células productoras de IL-17 en el TME y a la vía de 

diferenciación que la genera. Las células Th17 pueden diferenciarse a partir de células 

T CD4+ naive en presencia de TGF-ʲΣ L[-6, IL-мʲ ƻ L[-21. La IL-23 es fundamental para 

la diferenciación terminal y el mantenimiento de las células Th17. Cuando la 

diferenciación a Th17 ocurre en presencia de IL-6, IL-мʲ Ŝ L[-23,  y en ausencia de 

TGF-ʲΣ ǎŜ ƎŜƴŜǊŀƴ ŎŞƭulas Th17 con potentes funciones efectoras 109. Las células Th17 

se caracterizan por su capacidad de secretar IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 y CCL20. 

También expresan el factor de transcripción RORtɹ 110ς114.  

Han sido reportados estudios que muestran un efecto anti-tumoral de las células 

Th17, así como otros que muestran su participación en la progresión tumoral.  Se ha 

detectado una alta frecuencia de células Th17 en el infiltrado tumoral de pacientes 

con carcinoma hepatocelular, colorrectal y carcinoma pancreático; y se asocia con un 

mal pronóstico. Por el contrario, la infiltración de células Th17 mejoró notablemente 

la sobrevida de pacientes con carcinoma de ovario115. Por el contrario, no se 

observaron cambios en la sobrevida  en pacientes con cáncer nasofaríngeo, con 

respecto a la presencia de Th17 intratumorales 114. Estos resultados contradictorios 

también se encontraron en modelos de tumores en ratones (experimentos de 

transferencia adoptiva). La causa de estos resultados discutibles podría deberse a la 

plasticidad de las células Th17 y el TME que se genera en cada tipo de cáncer. Es 

importante destacar que, las células Th17 diferenciadas en presencia de TGF-ʲ 

producen IL-10, reforzando su poder inmunoregulador. En cambio, las células Th17 

diferenciadas en presencia de IL-мʲΣ L[-6 e IL-23 no expresan CD39 y CD73. La 

expresión de CD39 y CD73 lleva a la transformación de ATP o ADP a adenosina, la cual 

tiene potente efecto inmunosupresor. Estas células co-expresan los factores de 
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ǘǊŀƴǎŎǊƛǇŎƛƽƴ ¢ōŜǘ ȅ whwʴǘΣ ƭƻ ǉǳŜ ǊŜǎǳƭǘŀ Ŝƴ ƭŀ ǎŜŎǊŜŎƛƽƴ ŘŜ LCb-ʴ Ŝ L[-17, pero no IL-

млΦ 9ǎǘŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ƘмтΣ άǘƛǇƻ ¢ƘмέΣ ƳŜŘƛŀƴ ƭŀ ǊŜƎǊŜǎƛƽƴ ǘǳmoral observada en algunos 

diseños experimentales 111,115,116. Las células Th17 también pueden diferenciarse en 

Treg que expresan FOXP3 y mostrar una función inmunosupresora eficaz 117. 

Estudios en pacientes con melanoma con alta frecuencia de células Th17 mostraron  

un aumento de la sobrevida del paciente 118.  

Se sugiere que las células Th17 median una función citotóxica contra las células 

tumorales, al inducir el reclutamiento de otras células efectoras, asi promoviendo la 

actividad antitumoral de manera indirecta. Por ejemplo, aumentan la migración de 

células T efectoras, como linfocitos T citotóxicos CD8+, células NK, y aumentan la 

función de estas últimas. Además provoca el aumento de citoquinas como IL-6, que 

finalmente activarán los linfocitos T citotóxicos. Las células Th17 pueden promover la 

producción de la quimioquina CCL20 por el tejido tumoral, y de esta forma reclutar 

células T CD8+ al tumor. Por último, las Th17 también activan macrófagos para que 

produzcan IL-12. Esta aumenta la actividad citotóxica del macrófago. Y aumentan la 

infiltración de neutrófilos al microambiente tumoral 114,119.  

 

En el siguiente apartado intentaré describir las vías de activación del inflamasoma 

NLRP3, el cual, como mencionado anteriormente, es nuestro foco de estudio en 

esta tesis y en nuestro grupo de trabajo. Primero describiré a Tmem176b como un 

regulador iónico del inflamasoma NLRP3. 

 

 

 

¶ Tmem176b como un regulador iónico del inflamasoma NLRP3  

 

Nuestro grupo mostró por primera vez que Tmem176b es una canal iónico con 

propiedades inmunoreguladoras el cual modula el contenido iónico del citosol97. Con 

esa base el foco del trabajo ha sido caracterizar de un punto de vista biológico en 

profundidad a ésta proteína intracelular Tmem176b en diferentes escenarios 
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fisiopatológicos. Así demostramos recientemente que Tmem176b se posiciona como 

un potencial regulador iónico del inflamasoma NLRP3 en un modelo tumoral 120. 

¢a9aмтс. ƽ ¢hwL5 όάtolerance-ǊŜƭŀǘŜŘ ŀƴŘ ƛƴŘǳŎŜŘέ) y su homólogo TMEM176A  

ŦƻǊƳŀƴ ǇŀǊǘŜ ŘŜ ƭŀ ŦŀƳƛƭƛŀ ŘŜ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ a{п! όάmembrane-spannin 4-domain family, 

subfamily Aέύ 121,122,123. 

TMEM176B posee expresión ubicua en humanos, encontrándose en órganos como 

pulmón, riñon, ganglios linfáticos y bazo. Con respecto a la expresión en células del 

sistema inmune, TMEM176B se expresa en: cDCs y plasmocitoides, granulocitos, 

ƳƻƴƻŎƛǘƻǎΣ ŎŞƭǳƭŀǎ whwʴǘ+ como son las células Th17 e ILC3 121,124.  

TEMEM176B se localiza en la membrana endofagosomal, asi como en la red trans-

Golgi 97,124. Su expresión se ha asociado al estado inmaduro de monocitos y DCs, la 

cual disminuye luego de un estímulo inflamatório 121.  

Louvet y colaboradores reportaron en experimentos de transcriptómica un aumento 

en la expresión de Tmem176b en corazones aloinjertados tolerados en comparación 

con los rechazados o los injertos singénicos122. Un estudio llevado a cabo por 

Anandasabapathy y colaboradores demostró que TMEM176B se encuentra sobre-

expresada en DCs migradoras que inhiben la respuesta inmune a vacunas 125 y 

además tambíen fue encontrado sobreexpresado en células dendríticas involucradas 

en la diferenciación de las células Th2 126. 

Villani y colaboradores demostraron un aumento en la expresión de Tmem176b en 

DC humanas de tipo 2 (CD1c+) utilizando técnicas de secuenciación de RNA 

(scRNAseq) previo a una separación por citometría de flujo (FACS). Este aumento de 

expresión fue observado en un subtipo de CD1c+ que expresa una firma única de 

genes de inflamación aguda y crónica, el cual los autores denomina como DC380.  

Además otro estudio en muestras de sangre humana realizó  scRNAseq con un previo 

análisis de citometría de flujo de alta dimensión, demostró la expresión de 

¢ƳŜƳмтсō Ŝƴ ǳƴ ǎǳōǘƛǇƻ ŘŜ 5/ǎ ǉǳŜ ƭƻǎ ŀǳǘƻǊŜǎ ǘŀƳōƛŞƴ ŘŜƴƻƳƛƴŀǊƻƴ ά5/оέΣ 

parcialmente similar al DC3 identificado por Villani y colaboradores, pero en el cual se 

incluyeron marcadores como el CD14 para su discriminación. Así la población de 

ά5/оέ Ŝǎ /5оо+CD88ςCD1c+CD163+ y también expresaba marcadores monocíticos 

como CD14, S100A8, S100A9, S100A12, y VCAN82. 
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También Brown y colaboradores demostraron en modelos murinos, que Tmem176A y 

Tmem176b está altamente expresado en un subtipo de cDC2 que ellos diferencian 

por ser Tbet-cDC2, el cual posee un perfil pro-inflamatorio81. 

Nuestro grupo ha reportado que TMEM176B  es un canal iónico inmunomodulador y 

en BMDCs controla el pH fagosomal y promueve la presentacion cruzada para activar 

linfocitos Treg CD8+, mecanismo asociado con la tolerancia a los aloinjertos 97.  

Para mostrar que TMEM176B se requiere para que ocurra la presentación cruzada de 

antígenos, en este trabajo Segovia y colaboradores, realizaron ensayos de 

presentación cruzada in vitro. Para esto se trataron células ATDCs (DCs tolerogénicas 

autólogas, derivadas del receptor) con diferentes estímulos como la proteína soluble 

OVA ó beads recubiertas con OVA, y luego fueron cultivadas con células T CD8+ 

derivadas de ratones OT-I (ratones que expresan el TCR transgénico OT-I 

ό±ʰнΦм±ʲрΦмύ ǉǳŜ ǊŜŎƻƴƻŎŜ Ŝƭ ǇŞǇǘƛŘƻ {LLbC9Y[ όŘŜǊƛǾŀŘƻ ŘŜ h±!ύ ŜƴƳŀǊŎŀŘƻ Ŝƴ ǳƴŀ 

molécula de MHC de clase I H2-kb). LAS ATDCs provenían de animales que 

expresaban o no la proteína Tmem176b. El aumento de proliferación de estas células, 

medida a través de una sonda fluorescente (DDAO), refleja una mayor presentación 

cruzada de antígenos. Se observaron en estos experimentos que las ATDCs derivadas 

de animales Tmem176b-/ - fueron menos efectivas en realizar la presentación cruzada 

de antígenos. Es importante destacar que se utilizó el péptido mínimo derivado de la 

proteína OVA, SIINFEKL para estimular ambos tipos de ATDCs y no se observó una 

diferencia en la exposición de este péptido a células T CD8+. O sea que la diferencia 

observada entre ambos tipos de ATDCs no es debida a la presentación del péptido en 

sí en la molécula de MHC, sino que la diferencia ocurre durante el procesamiento del 

péptido en el proceso de presentación cruzada del antígeno. Los autores concluyeron 

que Tmem176b  es necesario para realizar la presentación cruzada de antígenos 

solubles y particulados de la proteína OVA por las ATDCs. También se utilizó la 

expresión de OVA endógena, a través de la electroporación de las ATDCs con OVA 

mRNA, y en estos experimentos no se observó diferencias entre las ATDCs derivadas 

de animales WT ó Tmem176b-/- , indicando que Tmem176b no está involucrado en la 

vía endógena de presentación de antígenos97.  En este trabajo también fue descrito 

que el pH fagosomal de las ATDCs derivadas de animales WT lograron mantener un 
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pH cercano a la neutralidad aún luego de 120 minutos post fagocitosis; mientras que 

las ATDCs derivadas de animales Tmem176b-/ - poseen un pH más básico. Estudios en 

oocitos de Xenopus en complemento de estudios en BMDCs demostraron que 

Tmem176b es un canal/transportador iónico, que en la membrana de fagosomas 

regula el pasaje de cationes lo que impacta directamente en la actividad V-ATPasa y 

de esa manera en el pH fagosomal97. En ese trabajo, nuestro equipo demostró 

también de forma directa que las Treg CD8+CD11c+ inhiben el rechazo del 

trasplante,97. 

Diversos estudios sugieren la participación de TMEM176B en la modulación de la 

presentación cruzada de antígenos en humanos. Por ejemplo, en modelos in vivo, la 

inyección de DCs se asoció con la inhibición de la función de las células T efectoras, de 

una forma específica de antígeno, y también con la inducción de células Treg CD8+ 

específicas de antígeno 127,128. 

 Las DCs humanas que son capaces de realizar la presentación cruzada de antígenos, 

como las DCs BDCA3+ sanguíneas, las DCs BDCA1+ residentes de amígdalas, las DCs 

BDCA3+ y las pDC, descritas por Segura y colaboradores como DCs inflamatorias 

presentan una firma genética similar a las DCs derivadas de monocitos, por la tanto 

podemos inferir que expresarían TMEM176B 129. 

Diferentes estudios han mostrado que la expresión de canales iónicos, como 

TMEM176B, esta alterada en varios tipos de cáncer en comparación con tejidos 

normales. En cáncer gástrico bajos niveles de ARNm de TMEM176A y TMEM176B han 

sido correlacionados con mejor sobrevida 130. Cuajungco y col. mostraron que la 

expresión de TMEM176A, asi como de TMEM176B se encuentra elevada en linfomas, 

pero no en tejidos normales, y que TMEM176A por si solo esta incrementado en 

carcinoma de pulmón 131. Del mismo modo, fue descrito que TMEM176B está sobre 

expresado en carcinoma renal, especificamente en células que forman parte de la 

neovascularización de este tumor, sugiriendo así un rol en la angiogenesis 132. 
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¶ Inflamasoma NLRP3 

 

Los inflamasomas son plataformas multiproteicas citosólicas que se ensamblan en 

respuesta a patrones moleculares asociados a patógenos invasores (PAMPs) ó a daño 

(DAMPs), producen la maduración de citoquinas proinflamatorias como la IL-мʲ Ŝ L[-

18 y desencadenan las defensas inmunes innatas para eliminar a microorganismos 

patogénicos 133. Estos complejos multiméricos están compuestos por una proteína 

ǎŜƴǎƻǊŀ ǉǳŜ ǇŜǊǘŜƴŜŎŜ ŀƭ ǊŜŎŜǇǘƻǊ !Laн όάabsent in melanoma-2έύ ƽ ŀ b[w 

όάƴǳŎƭŜƻǘƛŘŜ-binding domain leucine-rich repeat), la proteína adaptadora ASC 

όάadaptor molecule apoptosis-associated speck-like protein containing a CARDάύ ȅ ǳƴ 

zimógeno inactivo, la Pro-Caspasa-1 134. 

La familia de proteínas del receptor NLR (NLRP) es un grupo de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR) conocidos por mediar la respuesta inmune innata 

inicial a la lesión celular y el estrés. La familia NLRP consta de 14 miembros distintos y 

es la subfamilia de NLR mejor caracterizada. Ciertas proteínas NLR (NLRP3, NLRP1, 

NLRC4) están funcionalmente relacionadas en su capacidad para formar 

inflamasomas. Las proteínas no NLR como son AIM2, IFI16 y Pyrin también forman 

inflamasomas. Otros tipos de inflamasomas, incluidos los inflamasomas NLRP6 y 

NLRP7 siguen siendo controvertidos 135.  

Los primeros estudios científicos sobre los NLR suponían que todas las proteínas 

NLRP solo activaban inflamamasomas vía Caspasa-1. Esto se conoció como su 

"función canónica". A pesar de esta suposición, no se ha demostrado 

bioquímicamente que ciertos NLRP formen inflamasomas y activen Caspasa-1 (por 

ejemplo, NLRP12). Entonces, los NLRP actualmente se subdividen en dos categorías: 

1) los NLRP canónicos, que actúan a través de la formación de inflamasomas 

activadores de Caspasa-1; y 2) los NLRP no canónicos, que funcionan a través de 

mecanismos independientes del inflamasoma o caspasas alternativas. Algunos NLRP, 

como NLRP3, tienen funciones canónicas y no canónicas, según el estímulo y el tipo 

de tejido en cuestión 135. 
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Entre los diferentes inflamasomas identificados hasta ahora, NLRP3 es de gran interés 

ya que las mutaciones en el gen NLRP3 están asociadas con enfermedades 

autoinflamatorias como el síndrome de Muckle-Wells, la enfermedad inflamatoria 

multisistémica de inicio neonatal y la urticaria por frío familiar (síndrome 

autoinflamatorio). Por otro lado, mientras que otros inflamasomas son 

principalmente detectores de motivos moleculares específicos, NLRP3 actúa como un 

sensor general de perturbaciones celulares que incluyen flujo de potasio, daño 

lisosómico y producción de ROS. Además de este papel central de NLRP3 en la 

inflamación, publicaciones recientes muestran que el inflamasoma NLRP3 también 

está involucrado en la fisiopatología de varios trastornos neurológicos, como la 

enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis múltiple 136. 

Existen evidencias claras de un rol de proteínas relacionadas al inflamasoma en 

enfermedades humanas, abarcando desde enfermedades inflamatorias 

monogenéticas hasta desórdenes inmunes y metabólicos más comunes137. 

 Por lo descrito anteriormente y por ser el más estudiado, me centraré en el NLRP3 a 

continuación en esta tesis de trabajo.  

El ensamblado del inflamasoma NLRP3 (ver Figura 4) da como resultado el 

procesamiento de la procaspasa-1 inactiva en una cisteína-proteasa activa, caspasa-1, 

que posteriormente activa las citoquinas proinflamatorias, la IL-мʲ ȅ ƭŀ L[-18. La 

activación del inflamasoma también induce piroptosis, una forma de muerte celular 

inflamatoria 134.  

Hay dos señales clave que permiten la activación del inflamasoma NLRP3, una 

primera señal de cebado y una segunda señal de activación ó ensamblado. La señal 

de cebado, ocurre a través de la estimulación de PRR vía PAMPs y/o DAMPs y la 

subsecuente señalización a través de NF-ˁ.Φ 9ǎǘƻ ŀǳƳŜƴǘŀ ƭŀ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜ b[wtо 

inactiva y de pro-IL-мʲΣ ŀǳƴǉǳŜ ƴƻ Ŝǎǘł ŎƭŀǊƻ ǎƛ ƭŀ ƛƴŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜ b[wtо 

es necesaria o no para la posterior activación del inflamasoma. El cebado también 

tiene una segunda consecuencia: la desubiquitinación de NLRP3 por BRCC3, que es 

también un requisito para la activación del inflamasoma NLRP3 y la fosforilación de 

ASC. No está totalmente descrito el mecanismo a través del cual la desubiquitinación 

contribuye a la activación del inflamasoma NLRP3.  
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La segunda señal de activación o ensamblado conduce a la formación final del 

inflamasoma NLRP3 mediante la oligomerización de NLRP3 inactivo, ASC y Pro-

caspasa-1, formando el complejo final con NLRP3, ASC y Pro-caspasa-1. La 

oligomerización de Pro-Caspasa-1 induce su clivaje autoproteolítico a la forma activa 

de la Caspasa-1. La Caspasa-1 activa es una proteasa dependiente de cisteína que 

cliva los precursores de las citoquinas Pro-IL-мʲ ȅ tǊƻ-IL-18, generando la forma 

biológicamente activa de estas citoquinas 138. 

Con respecto a la segunda señal en el proceso de activación, sabemos que hay una 

gran cantidad de PAMPs y DAMPs que activan el inflamasoma NLRP3, incluidos ATP, 

ácido úrico, nigericina, aluminio, asbesto, agregados amiloides, así como una gama de 

toxinas microbianas, incluída la toxina de Clostridium difficile y las toxinas Shiga 

derivada de Escherichia coli. Ninguno de estos estímulos se une y activa directamente 

NLRP3. En cambio, estos estímulos involucran una serie de vías comunes que 

finalmente culminan en la activación del inflamasoma NLRP3. Estas vías incluyen el 

eflujo de potasio de la célula, la ruptura lisosómica, la movilización de calcio, la 

producción de ROS, la translocación de NLRP3 a las mitocondrias y la liberación de 

DAMPs mitocondriales, como el ADN mitocondrial y la cardiolipina. También se ha 

reportado que un eflujo de cloro puede activar al inflamasoma 139. 

Estudios recientes sugieren que el eflujo de postasio es el punto de convergencia 

para todas estas vías, ya que el bloqueo del eflujo de potasio inhibe la activación del 

ƛƴŦƭŀƳŀǎƻƳŀ άdownstreamέ όŀƎǳŀǎ ŀōŀƧƻύ ŘŜ ǘƻŘŀǎ ƭŀǎ ǾƝŀǎ ƳŜƴŎƛƻƴŀŘŀǎ 

anteriormente y un nivel bajo de potasio es suficiente para desencadenar la 

activación del inflamasoma NLRP3. En este modelo, NLRP3 sirve como sensor general 

de alteraciones en la homeostasis celular, y así desencadena un potente impulso pro 

inflamatorio para recuperar la homeostasis o desencadenar la muerte en la célula 

afectada 135. 

Por otro lado, podemos mencionar a los reguladores negativos del inflamasoma 

NLRP3 que incluyen sustancias con una estructura similar a los dominios PYD o CARD, 

autofagia, citoquinas, NO, CO y miRNA.  La existencia de un equilibrio entre la 

activación y la inactivación del inflamasoma NLRP3 es crítico para mantener la 

homeostasis normal y la función fisiológica138
. 
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Como se mencionó anteriormente, la activación de NLRP3 incluye múltiples señales, 

la mayoría de las cuales no son mutuamente excluyentes, incluido el eflujo de Potasio 

(K+) e iones Cloruro (Clҍ), flujo de iones de Calcio (Ca++), disrupción lisosómica, 

disfunción mitocondrial, cambios metabólicos y desensamblado trans-Golgi. Dichas 

señales están interrelacionadas y se superponen. Hasta el momento, no existe un 

único modelo de activación de NLRP3. 
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Figura 4. Mecanismo de activación del inflamasoma NLRP3. [ŀ ǎŜƷŀƭ м όάǇǊƛƳƛƴƎέƽ ŎŜōŀŘƻύ Ŝǎ 

proporcionada por componentes microbianos o citoquinas endógenas que conducen a la activación del 

NF-ˁ. ȅ ŎƻƴǎŜŎǳŜƴǘŜƳŜƴǘŜ ƭŀ ǊŜƎǳƭŀŎƛƽƴ ǇƻǎƛǘƛǾŀ ŘŜ b[wtо ȅ ǇǊƻ-interleuquina-1 (pro-IL-мʲύΦ [ŀ ǎŜƷŀƭ н 

όάŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴέ ƽ ŀŎǘƛǾŀŎƛƽƴύ Ŝǎ ǇǊƻǇƻǊŎƛƻƴŀŘŀ ǇƻǊ ǳƴŀ ǾŀǊƛŜŘŀŘ ŘŜ ŜǎǘƝƳǳƭƻǎ ǉǳŜ ƛƴŎƭǳȅŜƴ !TP 

extracelular, toxinas formadoras de poros, virus de ARN, cristales y partículas. Múltiples eventos 

moleculares o celulares, incluidos el flujo iónico (Cl
-
, K

+
 y Ca

++
), la disfunción mitocondrial y la generación 

de especies reactivas de oxígeno mitocondriales (mtROS) y el daño lisosómico, activan el inflamasoma 

NLRP3. La formación del inflamasoma activa la caspasa 1, que a su vez escinde pro-IL-мʲ ȅ ǇǊƻ-IL-18. La 

Caspasa-1 cliva a gasdermin D (GSDMD), obteniendo como resultado la formación de e induciendo 

piroptosis. Tomado de Swanson et al, 2019. 
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El estudio de la relación entre el sistema inmune y el cáncer, y los mecanismos de 

evasión al sistema inmune utilizado por los tumores, han permitido el desarrollo de 

una variedad de terapias contra el cáncer que utilizan al sistema inmune del 

hospedero para generar respuestas contra las células tumorales. Estas terapias, 

denominadas inmunoterapias, las cuáles son el foco de estudio de esta tesis y de 

nuestro grupo de investigación, serán desarrolladas a continuación.  

 

 

 

¶ Inmunoterapia contra el cáncer 

 

¶ Generalidades 

 

Las evidencias que apoyan la teoría de la inmunoedición y el ciclo de la inmunidad 

antitumoral impulsaron a que la terapia en cáncer se enfocara a la actividad 

antitumoral del sistema inmune 22,140. La inmunoterapia es una estrategia terapéutica 

que aprovecha el sistema inmune del hospedero para generar una respuesta contra 

las células tumorales. En este sentido, busca una respuesta duradera intentando 

prevenir recaídas o la aparición de metástasis, llegando a obtener resultados en 

términos de sobrevida libre de enfermedad y sobrevida global que no se habían 

logrado con estrategias como la radio y quimioterapia.  

Dentro de la categoría inmunoterapia pasiva están los anticuerpos monoclonales 

όƳ!ōΥ άmonƻŎƭƻƴŀƭ ŀƴǘƛōƻŘȅέ) dirigidos a antígenos específicos del tumor y la 

transferencia adoptiva de células ACT (ά!ŘƻǇǘƛǾŜ /Ŝƭƭ ¢ƘŜǊŀǇȅέ), los cuáles poseen 

por sí mismo actividad anti tumoral 141. En la actualidad, los mAb son el tipo de 

inmunoterapia más empleada y la mejor caracterizada. Podemos mencionar 

diferentes tipos de mAb ampliamente utilizados,141,142, como anticuerpos dirigidos 

frente a receptores de vías de señalización 143, anticuerpos que reconocen y 

neutralizan factores tróficos, anticuerpos que inducen la muerte de las células 
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tumorales directamente o a través de otros mecanismos que implican al sistema 

inmune (por ejemplo, vía del complemento, fagocitosis o citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos (ADCC))144,145, etc. En cambio, la ACT se basa en la 

transferencia de células citotóxicas que se han manipulado ex vivo para modificarlas, 

activarlas o expandirlas. Según el origen de las células transferidas se habla de una 

inmunoterapia celular autóloga o alogénica. Se han observado excelentes resultados 

clínicos con la transferencia de células T autólogas modificadas por ingeniería 

genética para expresar un receptor antigénico quimérico específico (células CAR T)146. 

Por el contrario, ejemplos de inmunoterapia activa son las vacunas y los 

bloqueadores de punto de control (BPC) que requieren la activación del sistema 

inmune del hospedero para su actividad.  

 

La inmunoterapia ha marcado una revolución en la terapia contra el cáncer porque 

ha logrado efectos que nunca antes se habían conseguido con las terapias clásicas. 

Estas terapias han demostrado inducir la regresión tumoral completa y duradera en 

algunos tipos de cáncer, convirtiéndose un verdadero hito en las terapias dirigidas, 

sin embargo presentan desafíos como comprender los mecanismos de resistencia  y 

los eventos adversos inmuno relacionados. Describiré los BPC, que son fármacos 

actualmente aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para su 

administración en diferentes tipos de cáncer, y es en esta área que nuestro grupo 

de trabajo ha publicado recientemente el beneficio del uso de los BPC combinados 

con la administración de BayK8644.  

 

 

¶ Bloqueadores de Puntos de Control Inmune (BPC) 

 

Los puntos de control inmunológicos son de extrema importancia al mantener las 

respuestas inmunes dentro de un rango fisiológico deseado y protegen al hospedero 

de desarrollar autoinmunidad, sin embargo, son utilizados por los tumores a su favor, 

suprimiendo de esta forma la respuesta inmune. En condiciones normales, los puntos 

de control inmunológicos juegan un papel crucial en la prevención de la 
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autoinmunidad y también en la protección de tejidos cuando el sistema inmune está 

respondiendo a una infección patogénica. La regulación de estos puntos de control 

inmunológicos puede ser inducida por tumores, y permitir así una evasión de la 

respuesta inmune. Los dos receptores de los puntos de control inmune más 

estudiados en el contexto clínico de la inmunoterapia del cáncer, son el receptor del 

antígeno 4 del linfocito T citotóxico (CTLA-4), y el receptor de la proteína 1 de muerte 

celular programada (PD-1), que son puntos de control del sistema inmune que 

regulan de forma negativa la función de las células T 147. Los bloqueadores de puntos 

de control inmune eliminan señales inhibitorias para la activación de células T, lo que 

permite a las células T específicas del tumor superar los mecanismos reguladores y 

desencadenar una respuesta anti tumoral efectiva.  

El receptor CTLA-4 (CD152) se expresa luego de que las células T CD4+ y CD8+ se 

activan y tiene un rol importante en la tolerancia de las células T. También es 

expresado por células Treg FoxP3+ y modula su función supresora 148,149. CTLA-4 y su 

homólogo estructural, el receptor coestimulador CD28, comparten los mismos 

ligandos B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), los cuales son expresados por APCs entre otras 

células 150. CTLA-4 inhibe las funciones de las células T por diferentes vías: se une a su 

ligando con una mayor afinidad que su contraparte CD28, inhibe la señalización por el 

TCR al reclutar fosfatasas en su dominio intracelular, disminuye la expresión del 

ligando B7 en las APCs e induce la secreción de la enzima IDO 148,149,151,152.  

La función principal de CTLA-4 es regular la actividad de células T en el sitio de 

άŎŜōŀŘƻέΣ ǇƻǊ ŜƧŜƳǇƭƻ Ŝƴ ƽǊƎŀƴƻǎ ƭƛƴŦƻƛŘŜǎ ǎŜŎǳƴŘŀǊƛƻǎΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ /¢[!-4 

también puede atenuar la activación de células T en tejidos periféricos dado que los 

ligandos B7 también pueden ser expresados por células T activadas147. El bloqueo de 

la vía CTLA-4 surgió como una estrategia para el tratamiento del cáncer; en ensayos 

clínicos para Ipilimumab un mAb completamente humanizado que bloquea CTLA-4, 

las tasas de respuesta promediaron entre el 10 y el 15% entre los pacientes con 

melanoma avanzado 148,153,154. El Ipilimumab fue el primer inhibidor de puntos de 

control inmunológico en obtener la aprobación de la FDA para el tratamiento del 

melanoma metastásico en 2011. Además, el beneficio terapéutico del bloqueo de 

CTLA-4 también puede resultar de la reducción de Tregs a través de la ADCC149,155. 
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Otro punto de control inmunológico es la molécula PD-1 (CD279). PD-1 se expresa en 

células T, NK, NKT, células B, macrófagos y algunas subpoblaciones de DCs durante la 

activación inmune e inflamación crónica. Funciona como un importante regulador 

negativo de la inmunidad generada por las células T, y es crítico en el proceso de 

tolerancia en los tejidos  periféricos y la homeostasis inmune 156. PD-1 tiene dos 

ligandos conocidos, PD-L1 (CD274) y PD-L2 (CD273) 157ς159. PD-L1 se expresa 

ampliamente en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas, incluídas APC, 

células epiteliales, estromales y tumorales, y la expresión es estimulada por 

citoquinas proinflamatorias como IFN- ,ɹ TNF-  h y también por el factor VEGF. La 

expresión de PD-L2, por otro lado, se restringe principalmente a las DCs, macrófagos 

y células B, y es inducida por citoquinas como IL-4 y GM-CSF 149,160. Debido a que los 

ligandos de PD-1 se expresan ampliamente en tejidos no linfoides, se cree que PD-1 

actúa principalmente regulando la activación de la célula T en periferia 147. Luego de 

la unión a sus ligandos, PD-1 transmite una señal co-inhibitoria a través de la tirosina 

fosfatasa SHP2, atenuando la activación de la célula T. El reclutamiento de SHP2 

atenúa directamente la señalización del TCR al desfosforilar elementos de 

señalización proximales147,156,161,162. Además, el receptor PD-1 activado secuestra 

mediadores de señalización del TCR 163, induce la expresión de factores 

proapoptóticos y altera la motilidad y el metabolismo de las células T 149. PD-1 

también se expresa en células Tregs, y la participación de PD-L1 promueve la 

diferenciación, el mantenimiento y la función supresora de Tregs, lo que induce aún 

más la tolerancia de las células T 164. Las células B también expresan PD-1, y la 

señalización de PD-1 modula la inmunidad humoral al inhibir la expansión de las 

células B, la diferenciación de las células plasmáticas y las funciones efectoras de las 

células B156. 

 

 

Finalmente me gustaría hacer referencia a los mecanismos a través de los cuales el 

bloqueo de PD-1 desencadena la inmunidad anti tumoral.  La vía de PD-1 altera la 

activación de las células T y atenúa las funciones efectoras y la proliferación de las 
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células T, lo que promueve la aparición de las células T exhaustas, las cuales describí 

Ŝƴ Ŝƭ ŀǇŀǊǘŀŘƻ ŀƴǘŜǊƛƻǊ άƎŜƴŜǊŀƭƛŘŀŘŜǎέ 149,165. El exhausting de las células T es un 

mecanismo importante que limita la actividad de las mismas en presencia de 

estimulación antigénica crónica y actúa para preservar clones de linfocitos T que de 

otra manera sufrirían una muerte celular inducida por activación147.  

La terapia con anticuerpo anti-PD-1 puede mejorar la inmunidad antitumoral al 

prevenir el ŀƎƻǘŀƳƛŜƴǘƻ όάexhaustingέύ  de las células T CD8+, al promover el cebado 

de las células T de novo y/o al modular las células que ya poseen un fenotipo de 

exhausta, ver Figura 5, tomada de la revisión publicada recientemente por nuestro 

grupo166.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para entender los mecanismos que subyacen a la terapia con BPC, es importante 

destacar la existencia de diferentes subtipo de linfocitos T CD8+ exhaustos, que 

Figura 5. Mecanismos subyacentes a la inmunidad antitumoral, desencadenados por la terapia 

con BPC, como por ejemplo, el anticuerpo anti-PD1. Para ciertos tipos de cáncer, el tratamiento 

con anticuerpos anti-PD-1 puede prevenir el mecanismo de exhausting de las células T CD8
+
 

efectoras, modular el exhausting de las células T CD8
+
 progenitoras exhaustas en el TME, así como 

promover el cebado de células T efectoras CD8+ en TDLN, en humanos y ratones. Prevenir o 

modular el exhausting así como promover el cebado de células T CD8
+
 son mecanismos no 

excluyentes. Tomado de Hill et al, 2020. 
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poseen diferentes funciones y que son modulados diferencialmente por la terapia 

con anticuerpo anti-PD-1/PD-L1. Se le adjudica la función de promover la respuesta 

anti tumoral en el contexto de terapia con BPC, a un subtipo de células T exhaustas 

ƛƴŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŘŀǎΣ ƭƭŀƳŀŘŀǎ ά/Şƭǳƭŀǎ ¢ ŜȄƘŀǳǎǘŀǎ tǊƻƎŜƴƛǘƻǊŀǎέΣ ǉǳŜ ŜȄǇǊŜǎŀƴ ƭƻǎ 

siguientes marcadores: CD8+ PD-1+ TCF-1+ TIM3- GZMB- CX3CR1- TOX+. En el TME, este 

ǎǳōŎƻƴƧǳƴǘƻ ǇǳŜŘŜ ŀǳǘƻǊǊŜƴƻǾŀǊǎŜ ǇŀǊŀ ƎŜƴŜǊŀǊ άŎŞƭǳƭŀǎ ¢ /5у+ exhaustas 

ǘŜǊƳƛƴŀƭƳŜƴǘŜ ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŘŀǎέΣ ǉǳŜ ƳǳŜǎǘǊŀƴ ǳƴ ŦŜƴƻǘƛǇƻ /5у+ PD-1+ TCF-1-TIM3+ 

GZMB+ CX3CR1- TOX+  166. 

Durante la terapia con BPC, los linfocitos T progenitores exhaustos (PD-1+ TCF1+ 

TIM3lo) proliferan y se diferencian en linfocitos T terminalmente exhaustos (PD-1+ 

TCF1ҍ TIM3hi) que pueden conducir al control del tumor. Las células PD-1+ TCF1+ 

residentes en el tumor formarían un nicho de células T CD8+ específicas del tumor 

que proliferan y pueden generar células diferenciadas en respuesta al bloqueo de PD-

1. Se propone que este mecanismo funcione como un eje inmune complementario 

que opera independientemente del ciclo cáncer-sistema inmune descrito 

anteriormente166. 

 

Teniendo en cuenta lo mencionado en el apartado anterior sobre el Ciclo Cáncer-

Inmunidad, y la acción descrita de CTLA-4 y PD-1, se ha observado que los 

anticuerpos anti-CTLA-4 y anti-PD1 ejercen su función en diferentes etapas del ciclo. 

9ƴ ƭƻǎ ǎƛǘƛƻǎ ŘŜ άŎŜōŀŘƻέ ŀŎǘǳŀǊƝŀ Ŝƭ ōƭƻǉǳŜƻ ŘŜ /¢[!-4, que es donde participa la co-

estimulación positiva por CD28, sin embargo el bloqueo de PD-1 actuaría en tejidos 

periféricos inflamados 26. No obstante, resultados publicados recientemente sugieren 

que los mecanismos de acción del bloqueo de CTLA-4 y PD-1 no se encuentran 

limitados únicamente a estos sitios. Se ha reportado que se requiere de co-

estimulación por CD28 para que el bloqueo de PD-1 logre rescatar células T CD8+ 

exhaustas 167.  Por lo tanto, puede que el bloqueo de PD-1 actúe en tejidos periféricos 

así ŎƻƳƻ Ŝƴ ǎƛǘƛƻǎ ŘŜ άŎŜōŀŘƻέΦ 

El sistema inmunológico es muy dinámico y no solo reconoce una amplia gama de 

antígenos tumorales en poblaciones de células tumorales heterogéneas, sino que 

también se adapta para atacar nuevos antígenos a medida que las células tumorales 
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adquieren mutaciones. Esta plasticidad de las respuestas inmunes endógenas puede 

explicar por qué el bloqueo de los puntos de control inmunológico destinado a 

reactivar la inmunidad de células T endógenas preexistentes logra respuestas 

duraderas.  

 

 

Como fue mencionado anteriormente, el tratamiento con BPC ha revolucionado el 

tratamiento del cáncer. Sin embargo, por razones todavía no comprendidas, solo 

una pequeña parte de los pacientes tratados logran obtener beneficio clínico. Una 

de las estrategias propuestas para lograr vencer mecanismos de resistencia 

primaria y secundaria es la inmunoterapia basada en Nanomedicina. A continuación 

me focalizaré en el uso de nanopartículas en Biomedicina. En mi tesis de doctorado 

utilizamos las nanopartículas de quitosano como medio de encapsulación del 

compuesto BayK8644 y estudiamos su efecto como agentes inmunoterapéuticos. 

 

 

¶ Nanopartículas  en Biomedicina: Nanoterapia  

 

La nanotecnología es el estudio, diseño, creación, manipulación y tratamiento de 

átomos, moléculas o compuestos individuales para producir nanomateriales y 

nanodispositivos con aplicaciones especiales en diversos campos de estudio. El 

término nanopartícula (NP) hace referencia a distintos nanomateriales tanto 

inorgánicos como orgánicos o incluso una mezcla de ambos, cuyas unidades 

estructurales tienen dimensiones lineales que oscilan entre 1-100 nm168,169. Las 

propiedades de estas NP vienen determinadas por muchos factores, como 

composición química del núcleo (distinguiendo las NPs de naturaleza orgánica 

(liposomas, polímeros) o inorgánica, forma (esferas, prismas, etc), tamaño (entre 1 y 

100 nm), medio de dispersión (pueden ser estables en fase orgánica o acuosa, según  

el método de síntesis y tratamientos posteriores), estado de dispersión (dispersas, 
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aglomeradas o agregadas) y ligandos en la superficie (estabilizantes, modificadores 

de  la solubilidad, o de la carga neta, etc) 170ς174. 

El uso de NPs como nanovehículos tiene ventajas debido a su tamaño nanométrico, 

su autoensamblaje y su posible direccionamiento a tejidos específicos 175 . Además, 

pueden aumentar la solubilidad y aumentar sustancialmente la vida media de 

circulación de diferentes fármacos176ς179. Diferentes trabajos han demostrado que es 

posible la acumulación de NPs en tumores, ya sea de forma pasiva o dirigida 180. La 

forma pasiva tiene lugar gracias al efecto de permeabilidad y retención aumentada 

ό9twΣ άenhanced permeation and retentionέύ ǉǳŜ ŎƻƳƛŜƴȊŀ Ŏƻƴ ƭŀ ƛƴŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜƭ 

proceso de angiogénesis para satisfacer la mayor demanda de oxígeno y nutrientes 

del tumor en crecimiento. Esta neovasculatura presenta una arquitectura defectuosa, 

con vasos sanguíneos dilatados y con presencia de poros que permiten la 

extravasación en el intersticio tumoral. Por otra parte, el drenaje linfático deficiente 

hace que las macromoléculas sean retenidas dentro del tumor. Este fenómeno EPR es 

la base del transporte selectivo de fármacos al tumor 181. La vectorización activa se 

realiza mediante la conjugación de sondas moleculares o ligandos sobre la superficie 

de los nanosistemas 182. 

Por lo tanto, existen múltiples esfuerzos para diseñar NP que funcionen como 

nanovehículos, principalmente se ha considerado el uso de liposomas, polímeros 

sintéticos, dendrímeros y partículas tipo virus (VLPs) 178,183. Las NP basadas en lípidos 

son la clase más común de nanomedicinas aprobadas por la FDA, también los 

liposomas que a menudo incluyen modificaciones de su superficie para aumentar su 

circulación y mejorar la administración, ha permitido su uso en ensayos clínicos. Las 

micelas poliméricas pueden cargar varios compuestos terapéuticos, desde pequeñas 

moléculas hasta proteínas, y se han utilizado para la administración de terapias 

contra el cáncer en ensayos clínicos184. 

Las NPs poliméricas son las NPs inmunoestimuladoras más utilizadas, y fue el tipo de 

NP utilizada en esta tesis de doctorado. Los componentes mejor caracterizados en el 

uso de inmunoterapia del cáncer son con PLGA (ácido poli-láctico-co-glicólico), PGA 

(ácido poli g-glutámico), PLG (D,L-lactico-co-glicólico), PEG (poli-etilenglicol), PEI 

(polietilenimina) y NPs de quitosano 185ς187. Estas NP se han empleado ampliamente 
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como un adyuvante inmunoestimulador eficaz en la vacunación 188ς190. Por ejemplo, 

Kim y colaboradores demostraron que la encapsulación dentro de las NPs de PLGA 

del agonista del receptor tipo toll 7/8 (TLR 7/8) aumentó la expresión de las 

moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86) en comparación con el control a 

través de la activación de células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDC) 191. 

También mostraron que la administración subcutánea de las NPs las conduce a su 

migración a los ganglios linfáticos drenantes de tumor, donde posteriormente activa 

las DCs y las células T CD8+ (células T citotóxicas), lo que da como resultado una 

mayor respuesta antitumoral en modelos de vejiga, melanoma y carcinoma renal; 

demostrando así el papel de las NPs de PLGA como potentes adyuvantes 

inmunoestimuladores para la inmunoterapia contra el cáncer 191 .  

En un estudio reciente, Da Silva y colaboradores utilizaron NPs de PLGA para la 

liberación de dos agonistas de TLRs (ácido poliinosínico-policitidílico ó Poly:IC y 

wŜǎƛǉǳƛƳƻŘύ Ŝƴ ŎƻƳōƛƴŀŎƛƽƴ Ŏƻƴ aLtоʰ όǇǊƻǘŜƝƴŀ ƛƴŦƭŀƳŀǘƻǊƛŀ ŘŜ ƳŀŎǊƽŦŀƎƻǎ о ŀƭŦŀύ 

para mejorar la eficacia terapéutica de las vacunas contra el cáncer en ratones. La co-

administración de estos inmunomoduladores modificó significativamente las 

poblaciones de células linfoides y mieloides en el tumor y en ganglio linfático 

drenante de tumor. Además, estas nanovacunas mejoraron la sobrevida a largo plazo 

de los ratones portadores de tumores entre un 75% y un 100% y casi duplicaron el 

tiempo de sobrevida sin progresión de los ratones 192. 

Existe otro tipo de NPs que son dirigidas a las DCs con el objetivo de facilitar la 

captación de antígenos y mejorar la presentación cruzada de estos. Cómo será 

descrito en los próximos apartados de esta tesis, la activación de las células T vírgenes 

y de memoria contra antígenos exógenos, como son los antígenos tumorales, 

depende de la presentación cruzada de antígenos por parte de las DCs, en el contexto 

ŘŜƭ ŎƻƳǇƭŜƧƻ aI/ ŘŜ ŎƭŀǎŜ L ȅ Ŝƭ ¢/wʲ 9. En un contexto de inmunoterapia contra el 

cáncer, la respuesta disminuída de las células T CD8+ representa un obstáculo 

importante. Varios trabajos publicados muestran que el uso de NPs facilitan la 

fagocitosis del antígeno exógeno, y en consecuencia la presentación cruzada 193-194. La 

captación y presentación de los antígenos por parte de las DCs es afectado por el 

tamaño, la carga y la hidrofobicidad de las NP. Las NPs más eficientes en captar los 



51 

 

antígenos y en última instancia mejorar la presentación cruzada de antígenos 

exógenos, son aquellas que tienen carga superficial positiva193, tamaño inferior a 500 

nm 193,195 y potencial para liberar antígeno en el compartimento citosólico 196,197. Hirai 

y colaboradores reportaron que NPs de sílice amorfa con un tamaño entre 70 a 100 

nm mejoraron la entrada de antígenos exógenos desde los endosomas y fueron 

capaces de inducir la presentación cruzada de antígenos. Sin embargo no se 

obtuvieron los mismos resultados con las partículas de sílice de tamaño mayor a 100 

nm 194.  

En un estudio reciente, Gong y colaboradores desarrollaron una nanovacuna 

άǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀōƭŜέ ƛƳǇǳƭǎŀŘŀ ǇƻǊ ǇǊƻǘƻƴŜǎΣ ǉǳŜ se basa en un conjugado de polímero-

péptido, y que generó una fuerte respuesta inmune sin provocar toxicidad sistémica 

en ratones. La nanovacuna transformable facilitó la administración citosólica a las 

células del sistema inmune y promovió la presentación cruzada del antígeno. Además 

fue capaz de activar el inflamasoma NLRP3, aumentando así la inmunidad anti 

tumoral, a través de una respuesta de células T CD8+. Sumado a esto, el tratamiento 

combinado de la nanovacuna con la terapia con anticuerpo anti-PD-L1 provocó una 

disminución del crecimiento tumoral y una sobrevida prolongada de animales 

inyectados con células tumorales como B16F10-OVA y modelos de HPV E6/7 (TC-1) 

198. 

  

 



52 

 

Los hallazgos esenciales para el desarrollo de la inmunoterapia contra los tumores, 

mediante el bloqueo de los puntos de control, generó el otorgamiento del Premio 

Nobel de Medicina en el año 2018 para los investigadores James Allison y Tasuku 

Honjo. Los BPC han logrado mejorías espectaculares en sobrevida global y 

sobrevida libre de enfermedad en melanoma metastásico y otros cánceres. Pero 

como lo comentamos anteriormente, solo una minoría de los pacientes tratados 

obtiene algún beneficio clínico. Nuestro grupo de trabajo cree que es necesario 

identificar, caracterizar y manipular nuevos puntos de control en la inmunidad anti-

tumoral para lograr vencer mecanismos de resistencia primaria y secundaria a los 

BPC. Una estrategia para la manipulación de nuevos puntos de control, es intentar 

modular farmacológicamente la inflamación relacionada con el cáncer. Es por esto, 

que en el próximo apartado me centraré en el rol de la inflamación en un contexto 

tumoral. 

 

¶ Rol de la Inflamación en la terapia antitumoral  

 

La activación del sistema inmune adaptativo a través del uso de BPC en células T ha 

revolucionado la terapia antitumoral. Las estrategias propuestas para lograr vencer 

mecanismos de resistencia primaria y secundaria intentan conocer el genoma 

tumoral, la diversidad del receptor TCR, la accesibilidad de las células del sistema 

inmune al TME, el rol de la inflamación asociada al tumor, entre otros166. 

La inflamación se define como una respuesta de los tejidos vascularizados frente a 

infecciones y daño tisular, orquestada por el sistema inmune, que consiste en la 

extravasación de mediadiores químicos y células hacia las zonas donde se encuentra 

el agente extraño o la lesión con la finalidad de resolver la agresión. Para ello, la 

respuesta inflamatoria consiste en una serie de pasos que inicia en el reconocimiento 

del agente responsable de la inflamación y sigue con el reclutamiento de células del 

sistema inmune al sitio donde se ubica dicho agente, la destrucción del mismo, el 

control de la reacción mediante mecanismos activos con el fin de finalizar la 

respuesta y finalmente la reparación del tejido dañado57. 
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Los tumores inflamados, enriquecidos de células T citotóxicas infiltrantes que 

expresan PD-м ǎŜ ŘŜƴƻƳƛƴŀƴ ǘǳƳƻǊŜǎ άŎŀƭƛŜƴǘŜǎέ ȅ ǎǳŜƭŜƴ ǊŜǎǇƻƴŘŜǊ ōƛŜƴ ŀ ƭƻǎ .t/Φ 

A su vez, se ha reportado que la inducción de una muerte celular inmunogénica, la 

cual explicaré más adelante, mediante el uso de determinados quimioterapéuticos 

ƳŜƧƻǊŀ ƭŀ ŜŦƛŎŀŎƛŀ ŘŜ ƭƻǎ .t/Σ ŀƭ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀǊ ǘǳƳƻǊŜǎ ƛƴƳǳƴƻƭƽƎƛŎŀƳŜƴǘŜ άŦǊƝƻǎέΣ ƴƻ 

ƛƴŦƛƭǘǊŀŘƻǎ ǇƻǊ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢Σ Ŝƴ ǘǳƳƻǊŜǎ άŎŀƭƛŜƴǘŜǎέ 199. Por el contrario, los tumores 

άŜȄŎƭǳƝŘƻǎέ ǇƻǊ ƛƴŦƛƭǘǊŀŎƛƽƴ ǎŜ ŎŀǊŀŎǘŜǊƛȊŀƴ ǇƻǊ ƭŀ ŀŎǳƳǳƭŀŎƛƽƴ ŘŜ /¢[ Ŝƴ ƭŀ ǇŜǊƛŦŜǊƛŀ 

de la masa tumoral y una falta de infiltración de CTL en el núcleo del tumor. Estos 

tumores generalmente se consideran tumores "fríos" con poca sensibilidad a los BPC 

166Φ [ŀ ƛƴƳǳƴƻǘŜǊŀǇƛŀ ƛƴǘŜƴǘŀ ǘŀƳōƛŞƴ ŎƻƴǾŜǊǘƛǊ ǳƴ ǘǳƳƻǊ άŦǊƝƻέ Ŝƴ ǳƴƻ άŎŀƭƛŜƴǘŜέΣ ƭƻ 

que puede incrementar la respuesta a los BPC. Por tanto, existe un interés creciente 

en modular las vías inflamatorias para mejorar la inmunidad tumoral, 

particularmente en el contexto de BPC.  

La inflamación crónica modela el microambiente tumoral, afectando la plasticidad 

celular al otorgarle características mesenquimales a las células epiteliales, al polarizar 

diferentes subtipos de células inmunes, al desdiferenciar células, al sintetizar ROS, 

citoquinas, o a través de mecanismos epigenéticos y/o de la modulación de cascadas 

reguladoras en células tumorales y estromales 200. 

El rol que juega la presencia de la inflamación en el cáncer es complejo y altamente 

debatido. Por lo tanto se necesita profundizar en la investigación de los mecanismos 

desencadenados por los BPC para desarrollar biomarcadores predictivos de 

respuesta. En este contexto, la inflamación es sin duda un factor clave en la 

inmunidad antitumoral activada por los PBC. 

Considerando lo anterior, se ha sugerido, por ejemplo, que desencadenar la vía de 

STING (proteína transmembrana 173 ó TMEM173; estimulador de genes de 

interferón) /  IFN de tipo I puede ser una estrategia para incrementar la eficacia de la 

inmunoterapia  en ciertos tipos de cáncer 166. Se ha visto en modelos murinos de 

melanoma que la activación de esta vía es esencial en terapias coƴ ʰ-t5м ȅ ʰ-CTLA-4 

combinadas con quimioterapia, ya que el daño tisular que esta última provoca, activa 

receptores de ADN citosólico, que finalmente activan la vía STING/IFN tipo I 201,202. 
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Otro ejemplo de respuesta a BPC al inducir inflamación lo muestra la administración 

de agonistas específicos del receptor tipo Toll 3 (TLR-3), que luego de la terapia con 

-hPD1 controlan el crecimiento tumoral a través de células T CD8+ totales y 

específicas de tumor 166,203.  

Los componentes inmunes innatos del TME desempeñan un papel fundamental en la 

activación y modulación de la respuesta inmune adaptativa contra el tumor. Así, 

diversos estudios desarrollan estrategias destinadas a modular la actividad de células 

inmunes innatas en el contexto de la inmunoterapia contra el cáncer, las cuales son 

un requisito obligatorio para el reclutamiento de células T activadas en el sitio de 

acción. En este contexto, la activación de los inflamasomas es una función clave 

mediada por el sistema inmune innato. El rol que cumple el inflamasoma en la 

inmunidad antitumoral es controvertido, ya que se han descrito efectos anti-

tumorales como pro-tumorales 204.  

La activación del inflamasoma puede llevar a un efecto positivo en la inmunoterapia 

combinada por ejemplo a quimioterapia.  En la quimioterapia se utilizan fármacos 

que son citotóxicos (por ejemplo, antraciclinas y oxiplatino) que provocan la muerte 

celular inmunogénica, en la cual se observa una re-localización de la proteína de 

retículo endoplasmático calreticulina a la membrana celular, la cual actúa como señal 

άŎƽƳŜƳŜέ ŀƭ ǳƴƛǊǎŜ ŀ /5фм Ŝƴ ƳŀŎǊƽŦŀƎƻǎ ȅ 5/ǎ 205. Esto le permite a las DCs 

reconocer la célula que está muriendo e iniciar una respuesta anti tumoral 206. En esta 

muerte celular inmunogénica se da la liberación de ATP que es esencial para el 

reclutamiento de APCs y la activación subsecuente del inflamasoma para liberar IL-мʲ 

por DCs. La liberación de ATP por la muerte celular inmunogénica media la activación 

del inflamasoma NLRP3, creando un vínculo entre respuestas inmune innatas y 

adaptativas. La activación del inflamasoma en DCs lleva a la liberación de IL-мʲΣ ȅ ŀƭ 

ǊŜŎƭǳǘŀƳƛŜƴǘƻ ǇƻǎǘŜǊƛƻǊ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ʴʵ ȅ Ŝƭ άŎŜōŀŘƻέ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ /5у+ contra 

antígenos tumorales 206,207. La muerte celular inmunogénica, mejora la eficacia de los 

.t/Σ ŀƭ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀǊ ǘǳƳƻǊŜǎ ƛƴƳǳƴƻƭƽƎƛŎŀƳŜƴǘŜ άŦǊƝƻǎέΣ ƴƻ ƛƴŦƛƭǘǊŀŘƻǎ ǇƻǊ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢Σ 

Ŝƴ ǘǳƳƻǊŜǎ άŎŀƭƛŜƴǘŜǎέ ŜƴǊƛǉǳŜŎƛŘƻǎ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ 199. 
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Ahora me centraré en los estudios que hemos desarrollado en nuestro grupo de 

investigación, donde hemos demostrado que la activación del inflamasoma mejora la 

inmunoterapia en el contexto del bloqueo de PD-1, enfatizando una vez más el rol 

que tiene la inflamación en el contexto de la inmunoterapia contra el cáncer 120. 

Actualmente se reconoce que canales iónicos y la homeostasis iónica controlan 

funciones importantes de las células inmunes, entre las que se encuentra la respuesta 

inflamatoria. Está fuertemente demostrado que la homeostasis iónica, movilización 

de K+, Ca2+ y Cl-, es crítica en la activación del inflamasoma NLRP3 166,208. Nuestro 

grupo mostró en el trabajo recientemente publicado, 120, en modelos in vitro, que 

Tmem176b inhibe al inflamasoma NLRP3, ya que el tratamiento con ATP y Nigericina, 

ambos activadores del inflamasoma NLRP3, inhibieron la secreción de IL-мʲ Ŝ L[-18, 

en DCs humanas y de ratón, así como en macrófagos. El mecanismo por el cual 

Tmem176b controla la activación del inflamasoma parece ser a través de la 

regulación de la concentración de Ca2+ intracelular. Aún más, en modelos  

experimentales tumorales in vivo, la ausencia de Tmem176b en el hospedero resultó 

en un mejor control de la progresión tumoral. Los tumores fueron rechazados en 

ratones Tmem176b-/ - a través de mecanismos dependientes de la activación del 

inflamasoma, de células T CD8+ y probablemente de células Th17. 

Mediante un screening in vitro, identificamos a la molécula BayK8644 como un 

potente inhibidor de Tmem176b; BayK8644 es conocido por modular la actividad de 

canales de Ca++ voltaje dependientes tipo L. BayK8644 induce la secreción de IL-мʲ Ŝƴ 

ratones WT, y es capaz de dar lugar a un rechazo tumoral similar al observado en 

animales Tmem176b-/ -, de una manera dependiente de Tmem176b, caspasa 1/11 y 

células T CD8+. 

Además, fue realizado un análisis bioinformático de datos transcriptómicos públicos 

de biopsias tumorales de pacientes con melanoma tratados con el mAB anti-PD-1, 

que sugiere que, entre los pacientes progresores, TMEM176B es el único gen 

relacionado con el inflamasoma regulado positivamente durante el tratamiento, en 

comparación con la etapa previa al tratamiento. Este análisis muestra que 

TMEM176B podría estar involucrado en un  mecanismo de resistencia a los BPC. 

Además, mostramos en este trabajo que el tratamiento con BPC en ratones 
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Tmem176b-/- es más eficaz que en ratones WT, de manera dependiente del 

inflamasoma. A su vez, la activación del inflamasoma parece ser relevante para la 

respuesta anti tumoral desarrollada por los BPC, ya que se pierde en los ratones 

Caspasa-1/11-/ - 120. 

En conclusión, observamos una mejor sobrevida y enlentecimiento del crecimiento 

tumoral cuando el bloqueo farmacológico de TMEM176B se realizó posteriormente al 

BPC, terapia con anti-PD-1. Por el contrario, la inhibición de TMEM176B antes del 

tratamiento con mAb anti-PD-1 no mejoró la eficacia del BPC. Por lo tanto, estos 

resultados sugieren que el momento de la activación del inflamasoma podría ser 

crucial en la modulación de la inmunidad activada por el anticuerpo anti-PD-1 166. 

En este sentido, un estudio reciente confirmó la relevancia de la activación del 

inflamasoma en el desarrollo de la inmunidad antitumoral, en el contexto de la 

terapia de bloqueo de PD-1. Para esto utilizaron un anticuerpo anti-CD39 en modelos 

de cáncer de colon en ratón. CD39 es una enzima extracelular que a partir de AMP 

convierte ATP extracelular (eATP), un activador del inflamasoma NLRP3 209.  Los 

autores muestran el control del cáncer de colon de ratón inducido con células MC38 

en animales salvajes (WT), pero el efecto se pierde en animales que no poseen 

Caspasa-1/11, NLPRP3, PyCard ó P2X7r. Sin embargo, no está claro si la inyección del 

anticuerpo anti-CD39 administrada antes o después de la terapia con mAb anti-PD-1, 

podría llevar a diferentes resultados clínicos166. 

También en el estudio de cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) se ha 

investigado como afecta la activación del inflamasoma en la inmunoterapia, ya que 

solo una subpoblación de pacientes responde a esta terapia. Recientemente Douguet 

y colaboradores mostraron que el uso de un agonista del receptor purinérgico P2X7 

(P2X7R) fue capaz de controlar el crecimiento tumoral. El P2X7R es un canal iónico 

activado por ATP que se expresa predominantemente en células inmunes y en 

algunas células tumorales. Las funciones de P2X7R fueron descritas en células 

inmunes, donde participa en la activación de NLRP3 para inducir la maduración y 

secreción de citocinas proinflamatorias de IL-мʲ Ŝ L[-18 por macrófagos y DCs210. El 

agonista de este receptor estimuló la inmunidad antitumoral, al inducir la síntesis de 

IL-18 por DCs. La IL-18 genera la producción de IFN-ʴ ŀǳƳŜƴǘŀƴŘƻ ƭŀ ǊŜǎǇǳŜǎǘŀ 
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inmune anti-tumoral y potenció células T NK, TCD4+ y T CD8+.  La acción combinada 

ŘŜ ŜǎǘŜ ŀƎƻƴƛǎǘŀ Ŏƻƴ ƭŀ ƛƴƳǳƴƻǘŜǊŀǇƛŀ Ŏƻƴ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰt5-1 mejoró la sobrevida de 

animales con cáncer de pulmón. La regresión del tumor se correlacionó con una 

mayor infiltración de células inmunes, mayor secreción de IL-18 dentro del TME y una 

mayor expresión de PD-L1 por las células tumorales. Además, este modo de acción 

fue confirmado también utilizando el modelo de tumor de melanoma B16-F10 211. 

 

 

Con el objetivo de obtener un mayor beneficio clínico en el uso de inmunoterapias, 

actualmente es altamente debatida la importancia de la secuencia y el momento en 

el cual realizar el bloqueo de puntos de control inmunológico (terapias como -hCTLA-

4 ó h -PD-1) y cómo combinarlos con el uso de tratamientos para la modulación de las 

respuestas inflamatorias. 

En este contexto, el análisis en biopsias de melanoma humano antes de la 

administración combinada de terapia con anticuerpo anti-CTLA4/anti-PD1 reveló una 

firma transcriptómica de IFN tipo I, que se asoció a falta de respuesta a la terapia. 

Esto posiciona la vía del IFN tipo I como un potencial mecanismo de resitencia a la 

terapia con BPC. Sin embargo, en biopsias de melanoma humano realizadas durante 

el tratamiento temprano con anti-PD-1, la firma transcriptómica de IFN de tipo I se 

asoció con mejores respuestas clínicas. En conclusión, el resultado clínico final de un 

paciente tratado con inmunoterapia, mAb anti-PD1, depende del momento en que el 

IFN de tipo I es producido y liberado. Se necesita profundizar en los estudios para 

determinar el tiempo en que es deseable o no que se active la vía del IFN de tipo I en 

dichos pacientes 166. 

Se ha descrito en modelo murino de cáncer de mama, utilizando una línea tumoral 

(células 4T1), que los animales deficientes de IL-мʲ ǇǊŜǎŜƴǘŀƴ ǳƴ ŀǳƳŜƴǘƻ Ŝƴ ƭŀ 

inmunidad anti-tumoral, con efecto sinérgico con el bloqueo de PD-1.  Esto no fue 

evaluado en otros tipos de tumores transplantables y los autores atribuyen el efecto 

al aumento de células del sistema inmune innato en el TME 212. 

Un ensayo clínico en humanos, CANTOS, vinculó la inhibición de la IL-мʲ Ŏƻƴ ǳƴŀ 

menor incidencia de cáncer de pulmón en pacientes con aterosclerosis. Dicho 
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bloqueo se realizó con un mAb, Canakinumab. Los pacientes al ingresar al ensayo no 

poseían ningún tipo de cáncer, y se observó que el Canakinumab prevenía eventos 

vascualres luego de sufrir infarto de miocardio 213. 
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Objetivos 

 

El rol que juega la  inflamación en el cáncer es complejo y altamente debatido166,214. 

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que la liberación del inflamasoma NLRP3 

favorece las respuestas inmunes anti-tumorales espontáneas y desencadenadas por 

el BPC. En ese contexto, hemos caracterizado la proteína intracelular Tmem176b 

como un regulador iónico del inflamasoma NLRP3. Sin embargo, existen una serie de 

puntos importantes en relación a ese mecanismo que aún no han sido dilucidados. 

Particularmente, si bien Tmem176b está expresado en cDC1 y cDC2, no conocemos el 

impacto que podría tener la inhibición de Tmem176b en esas subpoblaciones de DCs. 

Como se explicó en la introducción, existe una especialización funcional entre las 

subpoblaciones de DCs. De esa manera, la inhibición de Tmem176b en cDC1 y cDC2 

podría tener consecuencias diferentes en ambas subpoblaciones, pudiendo 

desencadenar o incluso inhibir respuestas inmunes adaptativas anti-tumorales. Nos 

interesa abordar dos resultados previos de nuestro grupo que creemos son 

importantes para definir a Tmem176b como blanco en inmunoterapia oncológica. 

Primero, a diferencia de la respuesta anti-tumoral observada al inhibir 

farmacológicamente a Tmem176b con BayK8644 en un protocolo profiláctico, no se 

observó una respuesta anti-tumoral eficiente cuando el modelo fue terapéutico. Y 

segundo, nos resulta contraintuitivo que Tmem176b favorezca la presentación 

cruzada de antígenos en DCs (especialización funcional de las cDC1), al mismo tiempo 

que inhibe la inmunidad anti-tumoral en modelos murinos. 

El objetivo general de esta tesis es estudiar el impacto de la inhibición de Tmem176b 

en cDC1 y cDC2 para poder desarrollar estrategias que permitan mejorar el efecto 

anti-tumoral del BayK8644 y/o identificar mecanismos inmunológicos 

desencadenados por el bloqueo de Tmem176b.  

 

Considerando lo anterior,  nos planteamos así dos objetivos específicos para esta 

tesis. 
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¶ Objetivos específicos 

 

 

Objetivo específico 1: 
 
Estudiar y mostrar como potenciar la respuesta antitumoral mediante el desarrollo de 

nanopartículas de quitosano que contienen al BayK8644 (NP-BayK8644). Mediante el 

uso de esta formulación nanotecnológica de BayK8644, favorecer el mecanismo de 

presentación cruzada de antígenos en cDC1 y mantener la capacidad del compuesto 

de desencadenar la activación del inflamasoma NLRP3.   

 
 
Objetivo específico 2: 
 
Demostrar la importancia de las cDC2, en el efecto anti-tumoral inducido al inhibir 

Tmem176b, mediante deleción génica ó farmacológicamente con BayK8644. Estudiar 

el efecto de las cDC2 sobre la diferenciación a células con un fenotipo Th17 y estudiar 

el rol de las células Th17 en la respuesta anti-tumoral generada por la terapia con 

BPC. 
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Materiales y métodos  

 

¶ Reactivos y Anticuerpos 

 

Los reactivos y anticuerpos utilizados en esta tesis se detallan en el Tabla 2, página 

74. 

 

¶ Animales  

 

Se utilizaron ratones C57BL/6 Tmem176b+/+ y Tmem176b-/ - άƭƛǘǘŜǊƳŀǘŜǎέΣ ƽ  

Tmem176b-/-Caspasa-1-/- de entre 6 y 10 semanas (Jackson Lab; Bar Harbor, ME) de 

sexo indistinto. Los ratones fueron criados en la Unidad de Animales Transgénicos y 

de Experimentación (UATE) del Institut Pasteur de Montevideo en condiciones libres 

de patógenos específicos (SPF). Éstos fueron mantenidos en un ambiente controlado, 

con temperatura entre 19 y 21°C, y ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. 

Los ratones recibieron agua y ración estéril administradas en condiciones ad libitum. 

Los ratones Tmem176b-/ - se generaron en la cepa 129/SvJ y los ratones heterocigotos 

se retrocruzaron durante 10 generaciones en el fondo C57BL/6 (Janvier, Saint 

Berthevin, Francia) como se informa en 97. Los ratones Tmem176b-/-Caspasa-1-/- se 

generaron microinyectando Crispr/Cas9 dirigidos a Caspasa-1 en embriones 

Tmem176b-/-. Se genotiparon animales F1 y se cruzaron ratones heterocigotos para 

generar animales Tmem176b-/-Caspasa-1-/ - homocigotos F2. Todos los experimentos 

se realizaron de acuerdo con la normativa local y aprobados por la Comisión de Ética  

(CEUA) del  Institut Pasteur de Montevideo. 

 

¶ Cultivo de líneas celulares  

 

La línea celular E.G7-OVA (ATCC® CRL-нммоϰΣ ƭƛƴŦƻƳŀ ǘƝƳƛŎƻ ŘŜ ƻǊƛƎŜƴ ƳǳǊƛƴƻύ ŦǳŜ 

cultivada en medio DMEM suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF), HEPES 10 

mM, piruvato de sodio 1 mM, MEM-aminoácidos no ŜǎŜƴŎƛŀƭŜǎ м҈Σ ʲ-mercaptoetanol 
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0.05 mM, penicilina/estreptomicina 100 unidades/mL, 0.4 mg/mL de geneticina y 

1mM de L-glutamina. Se mantuvo en estufa a 37°C en presencia de 5% de CO2 y se 

realizaron pasajes cada 3 días para mantener el cultivo en fase exponencial.  

La línea celular B3Z,  (linfoma tímico de origen murino) fue cultivada en medio RPMI 

suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF), HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 

mM, MEM-ŀƳƛƴƻłŎƛŘƻǎ ƴƻ ŜǎŜƴŎƛŀƭŜǎ м҈Σ ʲ-mercaptoetanol 0.05 mM, 

penicilina/estreptomicina 100 unidades/mL y 1mM de L-glutamina. Se mantuvo en 

estufa a 37°C en presencia de 5% de CO2. 

 

¶ Modelos tumorales y tratamientos con NP-BayK8644, eNP o BayK8644 

libre.  

 

Se inyectaron ratones Tmem176b y Tmem176b-/ - C57BL/6  subcutáneo con 0.5 x 106 

células de linfoma tímico E.G7-OVA. En el experimento indicado, la inyección se 

realizó alternando un ratón Tmem176b y un Tmem176b-/ - hasta completar ambos 

grupos. Al recibir el tratamiento, se alternó entre animales tratados con BayK8644 y 

con vehículo o animales tratados con NP-BayK8644 y eNP. El crecimiento del tumor 

se midió con calibre manualmente cada 2 días y se tomaron los dos diámetros 

principales del tumor. Se administraron por vía intra-tumoral 70 nmoles de BayK8644 

libre, BayK8644 encapsulado en nanopartículas de quitosano, o la misma cantidad de 

NPs vacías a los días +2, +4, +6, +8, +10 después de la primera inyección. Los ratones 

se sacrificaron cuando uno de los diámetros principales del tumor alcanzó los 2 cm. 

 

¶ Cultivo primario de células den dríticas derivadas de médula ósea (BMDCs) 

 

Para la obtención de células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDCs) se realizó 

el protocolo descrito por Segovia y colaboradores 215. Para esto se extrae la médula 

ósea de los fémures y tibias de ratones Tmem176b+/+ (WT) y Tmem176b-/ -. Luego de 

lisar los glóbulos rojos, se siembran 5,0x106 células por placa de Petri, en medio RPMI 
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suplementado (10% de suero fetal bovino,  HEPES 10 mM, piruvato de sodio 1 mM, 

MEM-aminoácidos no esenciales 1%, 1mM L-ƎƭǳǘŀƳƛƴŀΣ ʲ-mercaptoetanol 0.05 mM, 

penicilina/estreptomicina 100 unidades/mL) con 0.4 ng/mL de GM-CSF. Al día 3 y 6, 

se renueva el medio de crecimiento, agregándole GM-CSF al cultivo cada vez. 

 

¶ Estudio de la presentación cruzada en células dendríticas esplénicas de 

ratón.  

 

Para la obtención de DCs esplénicas, se extrajo el bazo de ratones C57Bl6, se cortó en 

trozos pequeños y se trató con colagenasa-D (Roche, Merck). A los 30 minutos de 

incubación a 37°C, se detuvo la reacción enzimática con una solución de EDTA 

(concentración final 10mM). Se realizó lisis de glóbulos rojos con una solución de 

cloruro de amonio. Finalmente los esplenocitos se lavaron con PBS/SFB1%. Para el 

aislamiento de células CD11c+ se utilizaron anticuerpos monoclonales anti CD11c 

murinos acoplados a microesferas magnéticas suministradas en el kit comercial 

ά/5ммŎ aƛŎǊƻ.ŜŀŘǎ ¦ƭǘǊŀtǳǊŜΣ ƳƻǳǎŜέ όaƛƭǘŜƴȅƛ .ƛƻǘŜŎ LƴŎΣ !ǳōǳǊƴΣ /!Σ ¦{!ύ 

conforme el protocolo sugerido por el fabricante. Brevemente, las células esplénicas 

fueron marcadas con anticuerpos anti-CD11c conjugados a las esferas, se hicieron 

pasar por una columna magnética sometida a un campo magnético y así fueron 

retenidas en la columna. Para la obtención final de estas, la columna se retira de la 

influencia del campo magnético y las células son eluídas de la columna con ayuda de 

un émbolo. Después de la obtención de la fracción CD11c+ la pureza de la muestra 

fue confirmada mediante la técnica de citometría de flujo. 

Las células esplénicas CD11c+ fueron incubadas durante 4 horas en medio RPMI 

suplementado con diferentes concentraciones de proteína OVA soluble 

(endogradeOvalbumin, LIONEX, Diagnostics and Therapeutics, DE), con el péptido 

OVA (257-264; SIINFEKL) (InvivoGen) a diferentes concentraciones ó con el 

compuesto BayK8644 libre (R&D Systems). En ciertas condiciones, sumado al 

tratamiento con la protéina OVA soluble, se adicionó determinada concentración de 

nanopartículas de quitosano, cargadas con el compuesto BayK8644 (NP-BayK8644) o 
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su contraparte vacía eNP.  Luego las células fueron lavadas con PBS/BSA1% y fijadas 

con glutaraldehído 0,008 % durante 3 minutos en hielo. Posteriormente se realizó un 

lavado con una solución de glicina (0,2 M) y luego con PBS. Finalmente las células 

esplénicas CD11c+ se incubaron con la línea celular B3Z (línea celular hibridoma de 

células T) durante 18 horas a 37°C y 5% de CO2 en estufa. 

La utilización de la línea celular B3Z específica para el péptido OVA (SIINFEKL), en 

asociación con la molécula MHC I permite estudiar la activación de dichas células T, y 

fue amablemente proporcionada por el Dr. Ignacio Cebrián del Laboratorio de Fusión 

de Membranas, IHEM-CONICET; Facultad de Ciencias Médicas, UNCuyo.  

La línea celular B3Z es un hibridoma de células T inducibles por b-galactosidasa (lacZ). 

Están transfectadas establemente con la construcción quimérica Dectin-1-/5о ʸ 

(región extracelular de Dectin-м ŦǳǎƛƻƴŀŘŀ ŀ ƭŀ ǊŜƎƛƽƴ ŎƛǘƻǇƭŀǎƳłǘƛŎŀ ŘŜ /5о ʸύΦ 9ǎǘŀǎ 

células, además, se transfectan transitoriamente con un gen reportero NFAT-LacZ 

(factor nuclear NFAT de células T activadas, fusionado al gen lacZ de E. coli); ya que 

/5о ʸ ŘƛǎǇŀǊŀ ǳƴŀ ǎŜƷŀƭ ƛƴǘǊŀŎŜƭǳƭŀǊ ǉǳŜ ŎƻƴŘǳŎŜ ŀ ƭŀ ŀŎǘƛǾŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ŦŀŎǘƻǊ 

transcripcional NFAT. Estudios previos demostraron que el gen heterólogo de 

9ǎŎƘŜǊƛŎƘƛŀ Ŏƻƭƛ ʲ-galactosidasa (lacZ), bajo el control de la región potenciadora 

completa de IL-2 o el factor nuclear en el elemento de las células T activadas (NFAT) 

solo, se induce específicamente en las células T transfectadas y activadas. Por lo 

tanto, la activación de las células T transfectadas, resulta en la síntesis de los 

productos de los genes IL-2 y lacZ. La activación de dichas células T (B3Z) se midió 

ŘŜǘŜŎǘŀƴŘƻ ƭŀ ŀŎǘƛǾƛŘŀŘ ŘŜ ʲ-galactosidasa por densidad óptica a 590 nm utilizando 

clorofenol rojo- -̡D-galactopiranósido (CPRG; Roche) como sustrato para la reacción.  

 

¶ Nanopartículas de quitosano (NPs) cargadas con BayK8644 (NP-

BayK8644) ó con la sonda 6-coumarin (NP-6cou). 

 

I. Síntesis 

La síntesis de nanopartículas de quitosano fue realizada mediante la técnica de 

desplazamiento de solvente reportado por Torrecilla et al. 186, donde una fase 
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orgánica (que contiene lecitina de soja, crodamol (aceite neutro de ácidos grasos 

caprílico y cáprico) y acetona) se vierte sobre una fase acuosa (que contiene 10 mg de 

quitosano y 50 mg de un polímero de PEG (poloxamer 188), para dar lugar a una 

emulsión que luego se rotavapora para eliminar el solvente orgánico. La Preparación 

de las nanopartículas de quitosano peguiladas vacías (eNP) y cargadas con BayK8644 

(NP-BayK8644) ó con la sonda 6 coumarin (NP-6cou) se preparan a partir del 

quitosano-PEG y se añaden 0.5 mL de una solución etanólica de BayK8644 (20 

mg/mL) ó 1 mL de una solución etanólica de 6-coumarin (0.2 mg/mL) a la fase 

orgánica. 

 

II. Caracterización fisicoquímica 

Tamaño de la partícula, potencial Z e índice de polidispersidad (PDI) 

El diámetro hidrodinámico, el potencial zeta y el índice de polidispersidad (PDI) de las 

NPs se obtuvieron usando un Nano-ZetaSizer (Malvern Instruments Ltd., UK). Los 

análisis se realizaron en medio acuoso a 25°C, viscosidad de 0,8872 cP y RI de 1,33. El 

tamaño de partícula se leyó en términos de z-promedio y el potencial zeta se calculó 

a partir de la movilidad electroforética medida usando la ecuación de Helmoltz-

Smoluchowski. Las muestras se analizaron por triplicado. 

 

Estudio de la eficiencia de encapsulación de las NP-BayK8644. 

La eficacia de encapsulación de BayK8644 en las NPs se determinó indirectamente 

por la diferencia entre la cantidad total de BayK8644 en la formulación y el fármaco 

libre que se encuentra en el sobrenadante de la formulación. La cantidad total de 

fármaco se estimó disolviendo una alícuota de NP-BayK8644 en acetonitrilo y se 

midió con un sistema de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). El fármaco 

no encapsulado se determinó luego de realizar una ultracentrifugación y medir en el 

sobrenadante de la misma por HPLC el compuesto BayK8644. 

Para las medidas de HPLC se utilizó un Thermo Scientific Ultimate 3000 equipado con 

un detector UV ajustado a 410 nm y una columna Zorbax Extend 300 C18 de fase 
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ƛƴǾŜǊǎŀ όпΣс Ȅ мрл ƳƳ ŘΦƛΦΣ ǘŀƳŀƷƻ ŘŜ ǇƻǊƻ оΣр ˃Ƴ !ƎƛƭŜƴǘΣ 99Φ ¦¦ΦύΦ [ŀ ŦŀǎŜ ƳƽǾƛƭ 

consistió en una mezcla de acetonitrilo:agua (50:50 v/v). Las curvas de calibración 

estándar de BayK8644 fueron lineales (r2> 0.999) en el rango de concentraciones 

entre 0.1-мΦп ˃ƎκƳ[Φ 

 

Análisis de la Morfología de las NPs 

La morfología de las NPs se examinó mediante microscopía electrónica de 

transmisión (TEM), JEOL JEM-1010. Las muestras se tiñeron con una solución de ácido 

fosfotúngstico al 2% (p/v) y se colocaron sobre rejillas de cobre (malla-200) para su 

visualización mediante TEM.  

 

Espectroscopía de Raman de las NP-BayK8644 y eNP 

La formación de las NPs se analizó mediante espectroscopia confocal Raman 

realizada utilizando un microscopio confocal Raman WITec Alpha 300-RA 202 (WITec 

GmbH, Ulm, Alemania). Todas las muestras (eNP, NP-BayK8644 y BayK8644) se 

colocaron en una oblea de silicio utilizada como sustrato y se secaron al aire durante 

24 horas. 

 

Estudio in vitro de liberación del BayK8644 de la NP-BayK8644. 

Se utilizó el método de diálisis dinámica para evaluar el comportamiento de 

liberación del BayK8644 in vitro. En resumen, se colocaron 0.5 mL de muestra en una 

bolsa de diálisis (corte 2KDa) y se dializaron contra PBS (pH 7.4 y 6.0) o buffer acetato 

(pH 5), que puede simular la condición fisiológica y el comportamiento de liberación 

intracelular.  A continuación, se agitó la bolsa de diálisis a 120 rpm a 37ºC y se extrajo 

1 ml de dializado de la muestra a intervalos de tiempo predeterminados. Para 

mantener un volumen constante, se reemplazó un volumen igual de medio fresco. La 

concentración de BayK8644 liberada se determinó mediante HPLC. 
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¶ Captación de NPs por las células detríticas de la médula ósea (BMDC). 

 

Al día 8 de cultivo, las BMDCs se recogieron en una solución que contenía SFB y EDTA. 

Para los ensayos de microscopía confocal, se sembraron nuevamente 1,0 x 105 células 

en una placa de 12 pocillos, en los cuales  se colocaron previamente cubreobjetos de 

vidrio. Las células se dejaron adherir durante 1,5 horas y se estimularon durante 30 

minutos con NP-6cou a 37 °C para permitir el proceso de endocitosis, o a 0 °C (como 

control negativo), se lavaron y luego se mantuvieron durante 15 minutos en las 

mismas condiciones con medio fresco. Las imágenes fueron tomadas con un 

microscopio láser confoŎŀƭ ŘŜ ōŀǊǊƛŘƻ ǎŜƳƛŜǎǇŜŎǘǊŀƭ ½Ŝƛǎǎ [{a улл ϰ ό.ŜŎƪƳŀƴ 

Coulter).  

Para los estudios de internalización por citometría de flujo, se siguió el mismo 

protocolo mencionado anteriormente. Se recogieron las BMDCS y las muestras se 

adquirieron con un citómetro de flujo Cyan ADP equipado con un láser de 488 nm y 

un filtro de banda (530/40 nm), que permitió evaluar la fluorescencia de la sonda 6-

coumarin. Para el análisis de datos se utilizó el software FlowJo v.X (BD, Ashland, OR, 

EE. UU.). 

 

¶ Estudios de localización por microscopía confocal  

 

Las BMDC derivadas de animales Tmem176b+/+ y Tmem176b-/- C57BL/6 se sembraron 

en placas de 12 pocillos (1 x 105 células/pocillo) que contenían cubreobjetos de vidrio 

y se cultivaron durante 1,5 horas. Luego, las células se trataron con NP de 6-cou 

durante 30 minutos, se lavaron y se mantuvieron durante 15 minutos con medio de 

mantenimiento fresco. Las células se fijaron con paraformaldehído (PFA) al 2% (p/v) 

durante 15 minutos, se permeabilizaron y se bloquearon usando TritonX100 al 0,1%, 

BSA al 3% en PBS. Se utilizó el anticuerpo primario, anticuerpo policlonal anti-

mTmem176b de conejo (Grupo Proteintech) a una concentración de 5 g˃/ml, o un 



68 

 

anticuerpo IgG  control, diluído en solución BSA-PBS-TritonX100 y se incubó overnight 

a 4 °C. Se realizaron tres pasos de lavado usando solución de PBS. Luego se añadió 

anticuerpo secundario IgG (H + L) Biotina-donkey anti-conejo diluido 1:500 en BSA-

PBS-TritonX100 y se incubó durante 1,5 horas. Después del lavado, las células se 

incubaron con estreptavidina-Alexa Fluor 568 (Molecular Probes) diluido 1:1000 en 

BSA-PBS-TritonX100. Finalmente, los núcleos se tiñeron con DAPI diluido 1: 5000 (Life 

Technologies), el cual fue incubado durante 5 minutos. Se utilizó  ProLong (Molecular 

Probes) como medio de montaje. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio 

ƭłǎŜǊ ŎƻƴŦƻŎŀƭ ŘŜ ōŀǊǊƛŘƻ ǎŜƳƛŜǎǇŜŎǘǊŀƭ ½Ŝƛǎǎ [{a улл ϰ ό.ŜŎƪƳŀƴ /ƻǳƭǘŜǊύΦ 

 

¶ Cuantificación de la Activación Inflammasoma  

 

Como una lectura de la activación del inflamasoma NLRP3 in vitro, se cuantificó la IL-

мʲ Ŝƴ Ŝƭ ǎƻōǊŜƴŀŘŀƴǘŜ ŘŜ ŎǳƭǘƛǾƻ de BMDCs. Como se mencionó anteriormente, al día 

8 de cultivo de las BMDCs, se colectaron y sembraron 5,0 x 104 BMDCs en una placa 

de 96 pocillos y se dejaron adherir durante 1,5 horas. Luego, las células se 

ŜǎǘƛƳǳƭŀǊƻƴ ŘǳǊŀƴǘŜ о ƘƻǊŀǎ Ŏƻƴ лΣнр ˃ƎκƳ[ ŘŜ [PS, se lavaron y trataron durante 2 

horas con las dosis indicadas de BayK8644 libre, NP-BayK8644 y eNP. Se recolectó el 

sobrenadante de cultivo para determinar la presencia de IL-мʲ Ŏƻƴ ǳƴ ƪƛǘ ŘŜ 9[L{!Σ 

según el protocolo del fabricante (Biolegend, 432603). 

Para determinar la activación de Caspasa-1 por la técnica de Western blot,  al día 8 de 

cultivo de las BMDCs, se recolectaron en una solución que contenía SFB y EDTA, se 

sembraron 2,0 x 106 de BMDCs en una placa de 6 pocillos y se dejaron adherir 

durante 1,5 horas. Luego, las células se estimularon en ausencia de SFB durante 3 

ƘƻǊŀǎ Ŏƻƴ лΣнр ˃ƎκƳ[ ŘŜ [t{Σ ǎŜ ƭŀǾŀǊƻƴ ȅ ǘǊŀǘŀǊƻƴ ŘǳǊŀƴǘŜ н ƘƻǊŀǎ Ŏƻƴ ƭŀǎ Řƻǎƛǎ 

indicadas de NP-BayK8644 y eNP. Los sobrenadantes de cultivo de las BMDC se 

precipitaron con TCA al 20% (v/v) y se lavaron con acetona. Se generaron lisados 

celulares con tampón RIPA en presencia de un cóctel inhibidor de proteasas. Los 

lisados celulares y los precipitados de los sobrenadantes de cultivo se sometieron a 
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electroforesis, se transfirieron y se tiñeron con anticuerpos anti-caspasa-1 (Adipogen, 

AG-20B-0042). La cuantificación se realizó mediante el software ImageJv.1.5i. 

La activación de caspasa-1 también se cuantificó en cultivo de BMDCs derivadas de 

animales Tmem176b+/+ mediante la técnica de citometría de flujo. Como se mencionó 

anteriormente, en el día 8, las BMDC se sembraron (5.0x105 células/pocillo) en placas 

de cultivo de 35 mm y se dejaron adherir durante 1,5 horas. Las células se 

estimularon durante 2 horas con 100 µM de BayK8644libre, NP-BayK8644 y eNP y 

luego se lavaron. Las BMDCs se tiñeron con FLICA-1 (Kit FLICA 660 Caspase-1, 

ImmunoChemistry) durante 30 minutos a 37 °C y se analizaron utilizando un 

citómetro de flujo Cyan ADP equipado con un láser de 633 nm y un filtro de banda 

(670LP). Para el análisis de datos se utilizó el software FlowJo v.X (BD, Ashland, OR, 

EE. UU.).  

Para el análisis de Caspasa-1 activa utilizando la sonda FLICA-1 en modelos ex vivo, 

animales Tmem176b+/+ se inyectaron subcutáneamente con 5.0x105 células de la 

línea EG7.OVA. Cuando el tamaño de los tumores alcanzó 5 mm en su diámetro más 

largo, se inyectó intra-tumoralmente cada 2 días 70 nanomoles de BayK8644 

encapsulado en NPs o el mismo volumen de NP vacías (eNP). 24 horas después de la 

tercera dosis de NPs se extrajeron los TDLN para análisis mediante la técnica de 

citometría de flujo. Los TDLN fueron colocados en una solución de PBS/SFB/Azida de 

sodio y luego se filtraron por una membrana de 50 µm de poro. Se determinaron las 

células viables y mediante la exclusión de dobletes, exclusión de células T, B y NK se 

analizó la población de DCs. Dentro de la población MHC-II+ y CD11c+ se analizó el 

porcentaje de células FLICA-1+. 

 

¶ Análisis ex vivo de células T CD8+ totales y específicas de antígeno tumoral . 

  

Se inyectaron animales Tmem176b+/+ subcutáneamente con 5.0x105 células de la 

línea EG7.OVA. Cuando el tamaño de los tumores alcanzó 5 mm en su diámetro más 

largo, se inyectó intra-tumoralmente cada 2 días 70 nanomoles de BayK8644 
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encapsulado en NPs o el mismo volumen de NP vacías (eNP). 24 horas después de la 

tercera dosis de NPs se extrajeron los tumores y los TDLN para análisis mediante la 

técnica de citometría de flujo. Los TDLN fueron colocados en una solución de 

PBS/SFB/Azida de sodio y luego se filtraron por una membrana de 50 µm de poro. El 

tejido tumoral se aisló y se disoció en presencia de colagenasa D (1 mg/ml) (Roche-

Merck) durante 10 min a 37 °C. La reacción se detuvo con EDTA (concentración final 

10 mM) y la suspensión se filtró a través de una membrana de poro de 50 µm. 

Después de la lisis de glóbulos rojos, se realizó el análisis de citometría de flujo. Para 

esto las suspensiones de células individuales se tiñeron con anticuerpos contra las 

ƳƻƭŞŎǳƭŀǎ ŘŜ ǎǳǇŜǊŦƛŎƛŜ /5уʰ-APC-/ȅтΣ ¢/wʲ-PE, CD19-PercPCy5.5, OVA-pentámero-

!t/ ȅ ¢/wǾʲмн-FITC, éste último  para discriminar células tumorales EG.7-OVA. Se 

determinaron las células viables y mediante la exclusión de dobletes se analizó el 

porcentaje y el número absoluto de células T CD8+¢/wʲ+, ó células T CD8+¢/wʲ+OVA+, 

específicas para el antígeno tumoral. Todos los datos se adquirieron en un FACS Aria 

Fusion (BD Biosciences) y se analizaron con el software FlowJo (software FlowJo v.X 

(BD, Ashland, OR, EE. UU.). 

Dentro del grupo de animales tratados con NP-BayK8644 se realizó una clasificación 

de acuerdo a la cinética de crecimiento tumoral. Los animales que al momento de la 

resección su tumor no había duplicado el tamaño inicial (primera inyección de NPs), 

se denominaron Respondedores y, aquellos animales que no controlaban el tamaño 

del tumor se denominaron Progresores.  

 

¶ Análisis de la expresión génica en el TME por RT-PCR cuantitativa. 

 

Se inyectaron animales Tmem176b+/+ subcutáneamente con 5.0x105 células de la 

línea EG7.OVA. Cuando el tamaño de los tumores alcanzó 5 mm en su diámetro más 

largo, se inyectó intra-tumoralmente cada 2 días 70 nanomoles de BayK8644 

encapsulado en NPs. 24 horas después de la tercera dosis de NPs se extrajeron los 

tumores para analizar por RT-PCR cuantitativa la expresión de Ido1, Rorc, Tgf-ʲΣ 

Foxp3, Gata-3, Il-4, Ctla-4 e Ifng, normalizada por Gapdh (2-ɲɲ/ǘ). Para la RT-PCR 
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cuantitativa se aisló el ARN total de los tumores usando el reactivo TRIzol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). La transcripción reversa se realizó utilizando M-a[± άwŜǾŜǊǎe 

¢ǊŀƴǎŎǊƛǇǘŀǎŜέ ȅ primers aleatorios siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Invitrogen). La expresión génica se evaluó con el reactivo Fast SYBR Green Master 

Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los primers de ratón utilizados en este 

estudio se diseñaron todos sobre diferentes exones para evitar la amplificación del 

ADN genómico. La PCR en tiempo real se realizó utilizando el sistema Eco Real-Time 

PCR System (Illumina). La expresión génica se normalizó usando gliceraldehído 3-

fosfato deshidrogenasa (Gapdh) y se expresó en unidades arbitrarias usando el 

método 2-ɲɲ/ǘ 216. 

 

¶ Evaluación in vitro, de la capacidad de las BMDCs de diferenciar células T 

CD4+ a un fenotipo Th17. 

 

Análisis del fenotipo de las BMDCs  

Se determinó el fenotipo al día 8 de cultivo de las BMDCs derivadas de animales 

Tmem176b+/+ y Tmem176b-/-  por citometría de flujo. Para la caracterización se 

analizaron marcadores de diferenciación y maduración ,CD11c, MHC clase II, CD80 y 

CD86 como descrito por 215. Además se adicionó al mix de marcado los anticuerpos 

anti-CDмтнʰ ȅ ·/wм ǇŀǊŀ ŘƛǎŎǊƛƳƛƴŀǊ ƭŀǎ ǎǳōǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜ Ŏ5/ǎΣ ǘƛǇƻ м ȅ нΦ ¢ƻŘƻǎ ƭƻǎ 

datos se adquirieron en un FACS Aria Fusion (BD Biosciences) y se analizaron con el 

software FlowJo (software FlowJo v.X (BD, Ashland, OR, EE. UU.). 

 

Evaluación de la capacidad de las BMDCs de diferenciación de células T CD4+ a células 

Th17. 

Al día 8 de cultivo de BMDCs derivadas de animales Tmem176b+/+, Tmem176b-/- ó 

Tmem176b-/ -Caspasa-1-/ -, se recogen y se siembran 2,0x104 BMDCs por pocillo, en 

una placa de 96 wells de fondo redondo. Se estimulan con 0.2 µg/mL de LPS 

overnight Luego de lavar con PBS, las células son cargadas con el péptido SIINFEKL 
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OVA-II (323-339) en medio RPMI suplementado con durante 45 minutos a 37°C y 5 

%CO2 en estufa. 

Para la obtención de células CD4+ esplénicas, se extrajo el bazo de ratones OT-II, se 

cortó en trozos pequeños y se trató con colagenasa-D (Roche, Merck). A los 30 

minutos de incubación a 37°C, se detuvo la reacción enzimática con una solución de 

EDTA 10mM. Se realizó lisis de glóbulos rojos con una solución de cloruro de amonio. 

Finalmente los esplenocitos se lavaron con PBS/SFB1%. Para el aislamiento se 

utilizaron anticuerpos monoclonales anti CD4 murinos acoplados a microesferas 

ƳŀƎƴŞǘƛŎŀǎ ǎǳƳƛƴƛǎǘǊŀŘŀǎ Ŝƴ Ŝƭ ƪƛǘ ŎƻƳŜǊŎƛŀƭ ά/5п aƛŎǊƻ.ŜŀŘǎ ¦ƭǘǊŀtǳǊŜΣ ƳƻǳǎŜέ 

(Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, USA) conforme el protocolo sugerido por el 

fabricante. 1,0x105 células CD4+ se incubaron con 2,0x104 BMDCs durante 5 días a 

37°C y 5% de CO2 en estufa. Al día 3 de cultivo se le adicionó IL-2 al cultivo. Al quinto 

día de cultivo el cultivo se estimula durante 3 horas con PMA (50 ng/mL) y luego 4 

horas de estímulo con ionomicina, 1 ˃ g/mL. Luego se evaluó por citometría de flujo el 

porcentaje de células Th17, analizando la expresión de la citoquina IL-17 dentro de la 

población CD4+. 

 

 

¶ Evaluación ex vivo, de la capacidad de las cDC2 de diferenciar células T 

CD4+ a un fenotipo Th17. 

 

Los animales fueron inyectados con células EG.7-OVA según mencionado 

ŀƴǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜ Ŝƴ άaƻŘŜƭƻǎ ǘǳƳƻǊŀƭŜǎέ ŘŜ Ŝǎǘŀ ǎŜŎŎƛƽƴΦ {Ŝ ǳǘƛƭƛȊŀǊƻƴ ƭƻǎ ǎƛƎǳƛŜƴǘŜǎ 

grupos: Tmem176+/+ vs Tmem176b-/-;  Tmem176b-/- vs Tmem176b-/-Caspasa-1-/ -; 

tratamiento durante 10-12 días con BayK8644 (70 nmoles diarios) o su vehículo 

control por vía i/p. Se realizó la extracción de los TDLN de los animales, se cortaron en 

trozos pequeños y se trató con colagenasa-D (Roche, Merck). A los 20 minutos de 

incubación a 37°C, se detuvo la reacción enzimática con una solución de EDTA 10mM.  
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Se realizó la separación celular por citometría de flujo (FACS) mediante un separador 

celular FACS Aria Fusion (BD) de cada supoblación de cDC2 provenientes de TDLN, 

migradoras y residentes. Para la obtención de células CD4+ esplénicas se procedió 

como lo mencionado en el ítem anterior, mediante el uso de un kit de CD4+ Miltenyi. 

Luego se cultivaron independientemente las subpoblaciones de cDC2 provenientes 

de cada tipo de animales con células T derivadas de ratones OT-II, en una relación 1:5 

y se adicionó la citoquina IL-2 al tercer día de cultivo. Al quinto día de cultivo el 

cultivo se estimula durante 3 horas con PMA (50 ng/mL) y luego 4 horas de estímulo 

con ionomicina, 1 g˃/mL. Luego se evaluó por citometría de flujo el porcentaje de 

células Th17, analizando la expresión de la citoquina IL-17 dentro de la población 

CD4+. 

 

¶ Transferencia adoptiva de células (ACT) con un perfil Th17  

 

Generación in vitro de células Th17 con un perfil efector. 

Para la obtención de células CD4+ esplénicas, se extrajo el bazo de ratones OT-II, se 

cortó en trozos pequeños y se trató con colagenasa-D (Roche, Merck). A los 30 

minutos de incubación a 37°C, se detuvo la reacción enzimática con una solución de 

EDTA 10mM. Se realizó lisis de glóbulos rojos con una solución de cloruro de amonio. 

Finalmente los esplenocitos se lavaron con PBS/SFB1%. Para el aislamiento se 

utilizaron anticuerpos monoclonales anti CD4 murinos acoplados a microesferas 

magnéticas suministradas en el kit comercial ά/5п aƛŎǊƻ.ŜŀŘǎ ¦ƭǘǊŀtǳǊŜΣ ƳƻǳǎŜέ 

(Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, USA) conforme el protocolo sugerido por el 

fabricante. Se sembraron 2,0x10E6/mL de células CD4+ en placas de petri de 100mm y 

se mantuvieron durante 5 días con las siguientes citoquinas: IL6 (30 ng/mL), IL-мʲ όнл 

ng/mL), IL-23 (50 ng/mL), anti-LCbʴ όмл Ǝ˃κƳ[ύ ȅ м ˃ƎκƳ[ Řel péptido SIINKEKL OVA-II 

(323-339). Al día 3 de cultivo se adicionó IL-2 (5 ng/mL). 
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ACT de células Th17 con un perfil efector. 

Animales C57Bl6 WT fueron inyectados subcutáneamente con 5,0x105 células de la 

ƭƝƴŜŀ 9DтΦh±! Ŝƭ ŘƝŀ лΣ ȅ нрл ˃Ǝ ŘŜ ŀƴǘƛ-PD1 por vía i/p los días 6, 9 y 12. El día 9 un 

grupo se transfirió adoptivamente con 5,0x106 de células con un fenotipo Th17 i.v., y 

el otro grupo recibió PBS i.v.  

 

¶ Citotoxicida d in vivo contra células que expresan el antígeno tumoral  

 

Los esplenocitos dŜ ǊŀǘƻƴŜǎ /рт.[κс ǾƝǊƎŜƴŜǎ ƻ άnäiveέ  ǎŜ ǘƛƷŜǊƻƴ ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀƭƳŜƴǘŜ 

con una sonda DDAO a 0,у Ƴa όάŀƭǘƻέύ ƻ л,лу Ƴa όάōŀƧƻέύΦ [ŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ 55!h 

alta se cargó durante 60 min a 37ºC con péptido SIINFEKL OVA-I (257-264) 50 M˃. 

Después de tres lavados, la población alta y baja se mezclaron en una proporción de 

1: 1. Las mezcla de células (2,0x106) se inyectaron por vía i.v en ratones portadores (o 

ƴƻ άnäiveέύ ŘŜ ǘǳƳƻǊŜǎ ŀ ƭƻǎ ŎǳŀƭŜǎ ǎe les realizó la transferencia adoptiva de células 

¢Ƙмт Ƴłǎ Ŝƭ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰ-PD-м ƻ t.{ Ƴłǎ Ŝƭ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰ-PD-1. Cuatro horas más 

tarde, los ratones se sacrificaron y se cosecharon los bazos. Los esplenocitos se 

analizaron mediante citometría de flujo para evaluar las poblaciones altas y bajas de 

DDAO. La citotoxicidad específica se calculó utilizando la siguiente fórmula: 

Porcentaje de lisis específica = (1- [rnaive/rportador de tumor]) X 100. 

r =% de células DDAObajo/% de células DDAOalto. 

 

¶ Análisis estadístico  

 

Los análisis estadísticos fueron realizados por GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, 

Inc., La Jolla, CA). Los análisis de sobrevida se realizaron con la prueba Log-rank 

(Mantel-Cox). La comparación de dos condiciones experimentales se realizó con la 

prueba t de Student para datos no apareados. La comparación de múltiples 

condiciones se realizó con pruebas ANOVA de una vía. Las diferencias en la expresión 

génica entre los grupos de respondedores y progresores se evaluaron utilizando la 
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prueba t para datos no apareados cuando se cumplió la suposición de normalidad. 

Los resultados siempre mostrados en esta tesis son el promedio +/- SEM (error 

estándar de la media). 
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Tabla 2 
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 Resultados  
 

Á Parte I 

 

 ̧El BayK8644 libre inhibe la presentación cruzada de antígeno por las DCs 

esplénicas in vitro. 

  

La generación de linfocitos T citotóxicos contra antígenos exógenos requiere de la 

presentación de los mismos por las moléculas del MHC I, lo que se denomina: 

άtǊŜǎŜƴǘŀŎƛƽƴ /ǊǳȊŀŘŀ ŘŜ ŀƴǘƝƎŜƴƻǎέ 9 . Nuestro grupo ha reportado que Tmem176b 

regula el pH fagosomal en BMDCs y de esa manera controla el procesamiento de 

antígenos exógenos para ser cargados en el MHC de clase I (vía de la presentación 

cruzada) 97. En este trabajo nos propusimos primero evaluar nuestra hipótesis en la 

cual planteamos que al inhibir la proteína Tmem176b con el compuesto BayK8644 se 

inhibiría la vía de la presentación cruzada de antígenos. Para estudiar ese aspecto, 

cultivamos DCs derivadas de bazo de animales naive C57BL/6,  previamente 

purificadas con perlas magnéticas anti-CD11c (detallado en Materiales y Métodos), y 

luego incubadas con medio de cultivo (NT), con la proteína OVA soluble ó con OVA 

más BayK8644 (10 ƽ нл ˃aύ ŘǳǊŀƴǘŜ п ƘƻǊŀǎΦ {ŀōŜƳƻǎ ǇƻǊ ōƛōƭƛƻƎǊŀŦƝŀ ǉǳŜ ƭŀǎ Ŏ/5м 

esplénicas son eficientes en realizar la presentación cruzada de antígenos y así logran 

estimular las células T citotóxicas CD8+ 69,65. Las DCs se cultivaron in vitro con el 

hibridoma T CD8+ .о½Σ Ŝƭ Ŏǳŀƭ ŎƻƴǘƛŜƴŜ ƭŀ ŜƴȊƛƳŀ ʲ- Gal bajo el control del promotor 

de la IL-2 y la expresa por estimulación con el complejo H2-Kb-SIINFEKL. La capacidad 

de las DCs de realizar la presentación cruzada de antígenos se determinó por la 

actividad de la enzima LacZ. Cómo se observa en la Figura 1, la proteína OVA soluble 

fue capaz de inducir una activación dosis-dependiente en las células B3Z (Figura 1), y 

aumentó significativamente la actividad LacZ en comparación con  el control NT. El 

.ŀȅYуспп ƭƛōǊŜ ŀ ǳƴŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽƴ ŘŜ мл ˃a ƴƻ ŀŦŜŎǘƽ ƭŀ ŀŎǘƛǾŀŎƛƽƴ ŘŜ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ 

B3Z en comparación con la proteína OVA soluble. Por el contrario el BayK8644 libre a 

una cƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽƴ ŘŜ нл ˃a ǇǊƻǾƻŎƽ ǳƴŀ ŘƛǎƳƛƴǳŎƛƽƴ ŜǎǘŀŘƝǎǘƛŎŀƳŜƴǘŜ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀ 

de la actividad LacZ, lo que revela la disminución del proceso de presentación cruzada 
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de antígenos en células CD11c+ esplénicas (Figura 1 B). Este resultado también fue 

obtenido ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ рл ˃a ŘŜ .ŀȅYуспп (Figura 1 C). Ha sido reportado que las 

células B3Z son capaces de activarse en ausencia de señales de coestimulación 217. 

Parece poco probable entonces que la disminución de la activación de B3Z se deba a 

alteraciones como el fenotipo de las DCs inducido potencialmente por el BayK8644. El 

efecto del BayK8644 sobre la activación de las células B3Z podría deberse entonces a 

una modulación del compuesto sobre el procesamiento de la OVA. Para evaluar esa 

interpretación, cargamos a las DCs con el péptido de la proteína OVA, SIINFEKL 

(OVA257-264) a concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 y 10 ng/mL (Figura 1 D). Este péptido 

se une a las moléculas de MHC clase I H2kb y es el mínimo péptido reconocido por el 

TCR de las células B3Z. Es entonces un antígeno que no requiere procesamiento por 

parte de las DCs para estimular células B3Z. Observamos que el BayK8644 libre no 

afecta la presentación del péptido SIINFEKL en las moléculas de MHC-I.  

 

A)  B) 
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Como esperábamos, con este resultado podemos concluir que el BayK8644 libre fue 

capaz de inhibir el procesamiento de antígenos en la vía de la presentación cruzada, 

lo que conlleva a formular que el BayK8644 podría estar limitando la generación de 

linfocitos T CD8+ específicos de antígenos tumorales.   

 

 ̧Encapsulación del BayK8644 en nanopartículas de quitosano. 

 

La generación de linfocitos T CD8+ específicos de antígenos tumorales es fundamental 

en la respuesta desencadenada contra el tumor218. Para promover la generación de 

esta subpoblación de células T CD8+ al mismo tiempo que intentar evitar inhibir la 

presentación cruzada de antígenos diseñamos junto al grupo de los Dres. Helena 

Pardo y Álvaro Mombrú (Facultad de Química y Polo Tecnológico de Pando, UdelaR) 

partículas de quitosano que logran encapsular al BayK8644 (NP-BayK8644). La 

liberación retardada de BayK8644 al estar encapsulado podría en teoría evitar la 

inhibición de la presentación cruzada 98. Se sabe que el procesamiento de antígenos a 

través de la vía de la presentación cruzada requiere una cinética rápida  98. La tasa de 

liberación de antígenos en los endofagosomas afecta directamente la eficiencia de la 

presentación cruzada, con un límite de tiempo aparente de 25 minutos después de la 

internalización para que la liberación de antígenos sea productiva. En ese sentido, el 

pH fagosomal alcalinizado transitoriamente durante los primeros 30 minutos después 

de la fagocitosis se asoció con una presentación cruzada deficiente en las DCs 

Figura 1. BayK8644 libre inhibe la presentación cruzada en células dendríticas 

CD11c+. Se evaluó por escpectrofluorímetro la activación de la línea celular B3Z al 

reconocer el péptido SIINKEKL vía MHC-I. Las DCs esplénicas CD11c+ se estimularon 

con la proteína OVA (a diferentes concentraciones) n=1 (A), con OVA (3 mg/ml) más 

BayK8644 libre (10 ó 20 µM; n=4) (B); ó con OVA (3 mg/ml) más BayK8644 libre 50 

µM (n=1) (C) ó con el péptido SIINFEKL en diferentes concentraciones más 20 µM  

BayK8644 libre; n=3 (D). *P <0.05 **P< 0.01 ***P< 0.001 ****P <0.0001. Test 

estadísticos: ANOVA de una vía (A y B) y test de Student no pareado (C y D). 
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Tmem176b-/ - 97. Por lo tanto, razonamos que la formulación de BayK8644 a través de 

un mecanismo de liberación lenta en el compartimento endosómico podría evitar la 

inhibición de la presentación cruzada por el compuesto. Las nanopartículas de 

quitosano (NP) se han caracterizado como estrategias de encapsulación de fármacos 

que liberan compuestos con una cinética lenta. Por lo tanto, especulamos que la 

encapsulación de BayK8644 en NP de quitosano podría evitar la inhibición de la 

presentación cruzada por el compuesto, manteniendo probablemente su capacidad 

de activación del inflamasoma. 

Cómo se obeserva en la Tabla 1, fueron sintetizadas NPs de  quitosano (polisacárido 

lineal semicristalino compuesto por unidades de N-acetil D-glucosamina y D- 

glucosamina unidƻǎ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ŜƴƭŀŎŜǎ ƎƭǳŎƻǎƝŘƛŎƻǎ ʲ όм-4)), y recubiertas en su 

superficie con polietilenglicol (PEG), el cual forma una capa hidrofílica protectora 

alrededor de las nanopartículas 186. Se realizaron síntesis de NPs que contenían al 

compuesto (+)-BayK8644 (PM 356.3 g/mol) ó a la sonda fluorescente 6-coumarin (PM 

350.4 g/mol). Esta última nos permitió realizar experimentos de seguimiento ó 

rastreo de las NPs in vitro. El tamaño promedio, el índice de polidispersidad (IP) y el 

potencial Z de las nanopartículas de csNP, csNP-PEG, csNP-PEG-BayK8644 y csNP-

PEG-6cou, se detallan en la Tabla 1 así como también la eficiencia de encapsulación 

de la formulación que contiene BayK8644.  

Tabla 1 Propiedades físico-químicas de las nanopartículas obtenidas (media ± DS; n = 3) 

Tipo de nanosistemas 
Tamaño ± DS 

(nm) 
PDI ± DS 

Zeta potencial ± 

DS (mV) 

Eficiencia 

encapsulación 

(%)  

NP 180.7 ± 15.0 0.249 ± 0.075 27.8 ± 1.3   

NP-PEG 173.4 ± 4.1 0.218 ± 0.020 25.9 ± 5.7   

NP-PEG-BayK8644 209.9 ± 11.9 0.198 ± 0.032 24.6 ± 2.2 99.8 ± 0.1 

NP-PEG-6coumarin 199.1 ± 2.65 0.228 ± 0.006 24.2 ± 1.0   

 

El tamaño de las csNP obtenido mediante la utilización de un Nano Zetasizer, fue en 

promedio cercano a 200 nm, el cual se encuentra dentro del rango de tamaños 

óptimos para mejora el tiempo de circulación de las NPs en los fluidos biológicos, así 
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como también para su internalización celular 219. Además podemos concluir que las 

soluciones coloidales obtenidas son estables, ya que su potencial Z es menor a 30 mV. 

La eficiencia de encapsulación del compuesto BayK8644 en todas las síntesis 

realizadas, siempre fue mayor a 99%. 

A)  

 

 

 

 

B)                                                     C) 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Caracterización fisicoquímica de las nanopartículas de quitosano (NPs). A) Imagen 

de micrografía electrónica de transmisión (TEM) que muestra la morfología esférica y el 

diámetro físico de las NPs. Los  tamaños de las NPs son uniformes y revelan la distribución 

conservada. B) Espectro Raman de NP-BayK8644 (en rojo, BayKNps), BayK8644 libre (azul) y 

eNP vacías (negro, ChNps). C) Perfiles acumulativos de liberación de BayK8644 encapsulado 

en NPs que varían en diferentes condiciones de pH. Las NP-BayK8644 mostraron un perfil de 

liberación de BayK8644 dependiente del pH. La solución de NP-BayK se disolvió en PBS o 

buffer actetato a los valores indicados de pH (pH 5.0, pH 6.0 y pH 7.4). La cantidad de 

BayK8644 libre liberada se determinó mediante HPLC a diferentes tiempos.. 
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En la Figura 2 A, se observa en las imágenes de TEM de las NP-BayK8644 y eNP su 

forma esférica y una distribución de tamaño homogénea. Los tamaños obtenidos por 

TEM son menores que los obtenidos por Nano Zetasizer Tabla 1. Esta diferencia en la 

medida de tamaño surge porque en solución los iones de carga opuesta serán 

atraídos a la superficie de las nanopartículas generando capas iónicas que se mueven 

junto con ella, y el Nano Zetasizer mide el diámetro hidrodinámico de las 

nanopartículas en solución, mientras que el TEM informa el diámetro real de las 

nanopartículas sin la capa iónica 220.  

El estudio por microscopía Raman confocal  (Figura 2 B) nos permitió evaluar los 

posibles grupos funcionales involucrados en la formación de las nanopartículas de 

quitosano. Como se desprende de la comparación de los distintos espectros Raman 

obtenidos, existen diferencias notorias entre los espectros del BayK8644 libre y el de 

las NPs de quitosano vacías con respecto del obtenido con las NPs de quitosano 

cargadas con BayK8644, obteniéndose un espectro distinto al que se hubiera 

obtenido únicamente adicionando los espectros individuales. El modo vibracional del 

grupo amino del quitosano (NH2) se encuentra aproximadamente en la región 3300 

cm-1  221, mientras que las bandas características de los modos vibracionales del 

fosfato se encuentran en la región de 1250 y 1080 cm-1 para el estiramiento 

antisimétrico y simétrico del PO2- respectivamente 222,223. Por lo tanto, el espectro 

Raman de las nanopartículas de quitosano nos permite inferir que los grupos fosfatos 

(PO4
3-) de la lecitina de soja y el grupo amino (NH2) del quitosano podrían ser los 

grupos funcionales involucrados en su formación. Pues, se observan diferencias en los 

picos previamente mencionados de los espectros de lecitina y quitosano con respecto 

al espectro Raman de las nanopartículas. Esto indica que se tiene que haber dado una 

interacción química entre los materiales constituyentes de las NPs y la molécula del 

BayK8644, lo que resulta importante a la hora de obtener una adecuada liberación de 

la molécula del BayK8644, la cual se daría a partir de la fase lipídica al irse 

degradando la pared de quitosano. 
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A la hora de seleccionar la mejor formulación de las NPs de quitosano, se consideró 

que los compuestos (quitosano, lecitina de soja, Crodamol) que conforman la NP 

permitieran la mayor liberación del BayK8644 a pH ácidos, menores a 7.4. Esto 

representaría el pH del interior de endosoma, dónde  deseamos que el BayK8644 

interaccione con TMEM176B. Los datos obtenidos de la liberación in vitro del 

BayK8644 de la NP de quitosano se muestra en la Figura 2 C. Se determinó la 

liberación en PBS  (pH 7.4 y 6.0) o buffer acetato (pH 5) a intervalos predeterminados 

de tiempos, a una temperatura de 37 °C. La liberación en el medio ácido (pH 5.0 y 

6.0) fue levemente mayor a las 4 horas de incubación, cuando comparada con el pH 

neutro de 7.4. Sin embargo a las 24 horas de incubación, existió una diferencia mayor 

en la liberación del BayK8644 a pH de 5.0, comparados con los pH de 6.0 y 7.4. Cómo 

se observa en la gráfica, en todos los tiempos testeados (mayores a 0.5 horas) 

siempre se obtuvo mayor liberación del compuesto BayK8644 a pH igual a 5.0.  

Así, la encapsulación de BayK8644 en NPs de quitosano es altamente eficiente, 

generó NPs con características fisicoquímicas compatibles con su uso con células y 

libera el compuesto con una cinética lenta. 

 

 ̧ Las nanopartículas de quitosano no inhibien la presentación cruzada de 

antígenos y promueven la activación del inflamasoma NLRP3. 

 

Para determinar si la encapsulación de BayK8644 en NPs de quitosano puede mejorar 

las propiedades antitumorales del compuesto, estudiamos si las NP-BayK8644 

modulan la biología de las DCs y de qué manera. Así, luego de sintetizar las NPs de 

quitosano con las características de tamaño y potencial Z deseadas, evaluamos si las 

NPs serían reconocidas y endocitadas por las BMDCs, proceso requerido para que las 

NPs alcancen el endosoma. Como se observa en la Figura 3 A, aproximadamente un 

18 % de las BMDCs fueron capaces de endocitar las NPs que contienen la sonda 

fluorescente 6-coumarin, al ser éstas incubadas a una temperatura de 37°C. El 

tratamiento a una temperatura de 0°C de las BMDCs con NP-6cou se utilizó como 
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control negativo, el cual se muestra en la gráfica en color celeste. En la Figura 3 B, se 

puede observar la cuantificación mediante citometría de flujo de las células 6-

coumarin positivas. El porcentaje de células 6-coumarin positivas fue 

significativamente mayor cuando las BMDCs fueron tratadas a 37 °C, comparado con 

el tratamiento a 0 °C. También se determinó la Intensidad de fluorescencia media 

(MFI) de ambos tratamientos, y como se muestra en la Figura 3 C las MFI de 6-

coumarin en las BMDCs tratadas a 37 °C fue significativamente mayor que el 

tratamiento a 0 °C.  

Para evaluar la localización intracelular de las NP cargadas con 6 coumarin a las 

células dendríticas, se realizó microscopía (Figura 3 D) de los cultivos tratados a 

diferentes temperaturas. Se puede observar que las BMDCs tratadas a 37 °C fueron 

capaces de internalizar las NP-6cou, ya que se observó emisión de fluorescencia 

proveniente de la sonda 6-coumarin (mostrada en verde) en el interior celular. Por el 

contrario, en el tratamiento a 0 °C la fluorescencia de las NP-6cou se observa del lado 

externo de la membrana plasmática. En resumen se concluye que en nuestro modelo 

las NP cargadas con la sonda 6-coumarin fueron internalizadas por las BMDCs 

tratadas a una tempertatura de 37 °C probablemente a través del proceso de 

endocitosis. 

Como se mencionó anteriormente, un objetivo de este trabajo fue inhibir a la 

proteína TMEM176B con el compuesto BayK8644 encapsulado en NPs, sin afectar la 

presentación cruzada de antígenos. Para lograr dicha inhibición el compuesto 

BayK8644 debe alcanzar el endosoma, compartimiento intracelular donde se localiza 

TMEM176B. Nos propusimos demostrar que las NPs  co-localizaban con la proteína 

TMEM176B, mediante microscopía confocal. En la Figura 3 E, en la imagen central se 

observa la marcación intracelular con un patrón puntillado de la proteína TMEM176B, 

en rojo, y el núcleo en azul marcado con DAPI. La marcación de TMEM176B fue 

realizada también en células Tmem176b-/-, para corroborar la ausencia de marcado 

de TMEM176B; ambas imágenes fueron tomadas utilizando las mismas condiciones 

de ajuste del microscopio confocal. En la imagen de la derecha, logramos demostrar 

la co-localización intracelular de las NP-6cou (fluorescencia mostrada en verde) con la 

proteína TMEM176B (fluorescencia mostrada en rojo), en la que BMDCs derivadas de 



88 

 

ratones Tmem176b (WT) fueron tratadas con NP-6coumarin por 30 minutos a 37 °C.  

El gráfico de la derecha muestra la representación de colocalización con los perfiles 

de intensidades del anticuerpo anti-TMEM176B y de la sonda 6-coumarin. Se observa 

que la intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-TMEM176B disminuye en la 

posición 0.5 de la imagen, y es en este punto que aumenta la fluorescencia de la 

sonda 6-coumarin. Este comportamiento de las intensidades se mantiene hasta al 

punto 1.5 de la imagen, en el cual se invierten ambas intensidades. Este resultado 

sugiere que las NPs serían internalizadas por endosomas TMEM176B+ 97. Así, el 

BayK8644 liberado por las NPs dentro de los endosomas estará en proximidad con la 

proteína TMEM176B. 

Una vez caracterizadas las NPs de quitosano, en cuanto a sus propiedades 

fisicoquímicas y al proceso de endocitosis mediada por las DCs, donde fue 

demostrado que son endocitadas por las BMDCs, sumado al resultado dónde fue 

demostrada la capacidad del BayK8644 libre de inhibir la presentación cruzada, 

evaluamos si el BayK8644 encapsulado en nanopartículas de quitosano protegería la 

inhibición de la presentación cruzada de antígenos. Como se observa en la Figura 3 F, 

el tratamiento de células dendríticas CD11c+, derivadas del bazo de animales 

C57BL/6, en presencia de 3mg/mL de la proteína OVA soluble ocurrió la presentación 

del péptido OVA, demostrado por un incremento significativo en la respuesta de las 

células B3Z en comparación a las células no tratadas. El BayK8644 libre (20 µM) fue 

capaz de inhibir la presentación cruzada del péptido OVA, como ya fue mostrado en 

la Figura 1 B. Por el contrario el tratamiento de BayK8644 encapsulado en NPs de 

quitosano más la proteína OVA no afectó la presentación antigénica a los linfocitos T 

CD8+, comparada con las células tratadas solamente con OVA soluble. Asimismo se 

observa en la Figura 3 F que las NPs vacías (eNP) tampoco modulan la presentación 

cruzada del péptido OVA, si se compara este tratamiento con el de OVA soluble 

solamente. En conjunto, estos resultados indican que si bien el BayK8644 libre inhibió 

la presentación cruzada de antígenos en nuestro modelo de trabajo, logramos 

revertir dicha inhibición al encapsular el BayK8644 en nanopartículas de quitosano. 

Este tratamiento permitiría la presentación antigénica de las células dendríticas a las 

células T CD8+ citotóxicas, específicas de antígenos tumorales. A través de esta 
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estrategia de formulación del BayK8644 se podría entonces mejorar el efecto anti-

tumoral del compuesto, mediado por células T CD8+ citotóxicas en relación al 

BayK8644 libre. 

Nuestro próximo objetivo fue demostrar que el BayK8644 encapsulado en NPs de 

quitosano también era capaz de activar el inflamasoma en BMDCs derivadas de 

animales WT y Tmem176b-/-. Como se observa en la Figura 3 G, fue evaluada la 

liberación de IL-1  ̡en el sobrenadante de cultivo de BMDCs derivadas de animales 

WT y  que fueron tratadas con  NP-BayK8644 ó NPs vacías (eNP). El tratamiento con 

NP-BayK8644 indujo un aumento en la liberación de IL-1ʲ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ƳŀȅƻǊ 

que el tratamiento con eNP, en BMDCs derivadas de animales WT. Por el contrario no 

existió diferencia significativa al cuantificar la liberaciçon de IL-1ʲΣ ŜƴǘǊŜ ŀƳōƻǎ 

tratamientos, en BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/-. En la Figura 3 H, se 

analizó también la síntesis de IL-1  ̡ en el sobrenadante de cultivo de BMDCs 

derivadas de animales WT, que fueron estimuladas con NP-BayK8644, NPs vacías 

(eNP) ó BayK8644 libre. Se observó de forma preliminar que el tratamiento con las 

NP-BayK8644 estimularon de forma significativamente mayor la síntesis de IL-1ʲ 

comparado con el tratamiento con eNP ó BayK8644 libre. 
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Figura 3. BayK8644 encapsulado en nanopartículas de quitosano no inhibe la 

presentación cruzada en células dendríticas CD11c+, sí induce activación del 

inflamasoma NLRP3. Las BMDCs fueron tratadas in vitro con 6-coumarin 

encapsulada en NPs (NP-6cou) por 30 minutos, a 37 ° C, temperatura que permitió 

el proceso de endocitosis; y a 0°C como control negativo de la endocitosis. La 

intensidad del 6-coumarin se midió en un citómetro de flujo CyAn ADP, equipado 

con un láser de 488 nm y un filtro de banda de 530/40 nm. A) Gráfico de puntos 

representativo que muestra el porcentaje de células positivas para 6-coumarin de 

BMDC tratadas con NP-6cou a 37 °C (puntos rojos), en comparación con las BMDCs 

tratadas con NP-6cou a 0 °C (puntos celeste). Los puntos grises representan BMDC 

no tratadas. B) Porcentaje de células 6-coumarin positivas (se muestran tres 

experimentos independientes, ** p <0.01; ANOVA de una vía); y la intensidad de 

fluorescencia media (MFI) del 6-coumarin (C) determinada por citometría de flujo; 

*** p <0.001; **** p <0.0001. ANOVA de una vía (B y C, n=3). D) Cortes confocales 

obtenidos por microscopía confocal, de BMDCs tratadas con NP-6cou a las 

temperaturas indicadas (0 °C y 37 °C). Las imágenes muestran la localización celular 

de las NP. Las NP-6cou marcadas en verde y en azul se observan los núcleos (tinción 

con DAPI). Barras de escala, 10 m˃. n=3. E) Microscopía confocal que muestra la 

colocalización de las NP-6cou y la proteína TMEM176b. Se trataron BMDCs de 

ratones Tmem176b (WT) y ratones Tmem176b-/ - con NP-6cou durante 30 minutos, 

luego se realizó la tinción con anticuerpo anti-TMEM176B (rojo). Los núcleos se 

tiñeron con DAPI (azul). El gráfico de la derecha muestra la representación de la 

colocalización mediante los perfiles de intensidad del anticuerpo anti-TMEM176B 

(rojo) y los NP de 6-cumarina (verde) obtenidos utilizando el software ImageJ, a lo 

largo de una línea recta (en amarillo) trazada en la imagen de microscopía, dentro 

del cuadrado blanco. Las intensidades de fluorescencia se representan a lo largo del 

eje y y la posición de la imagen a lo largo del eje x. F) Se evaluó la presentación 

cruzada de OVA, OVA más 20 µM de BayK8644 libre, OVA más NP-BayK8644 u OVA 

más eNP, por  esplenocitos CD11c+ utilizando el hibridoma de células T, B3Z. Las 

DCs se estimularon con OVA soluble u OVA más el estímulo indicado durante 4 

horas. Las DCs se cultivaron durante 18 hs con las células T B3Z. Se muestran tres 

experimentos independientes, *** p <0,001, **** p <0,0001. Prueba ANOVA de 

una vía. La activación del inflamasoma fue determinado mediante la cuantificación 

de IL-1  ̡ en sobrenadantes de cultivos de BMDCs Tmem176b WT (G y H) y 

Tmem176b-/- (G). Las BMDCs fueron tratadas con LPS (0,25 µg/mL) por 3 horas, 

lavadas y tratadas con 50 µM BayK8644 libre (H) ó encapsulado en NPs de 

quitosano (NP-BayK8644), o su cantidad equivalente de NPs vacías (eNP) (G). En G y 

H, se muestra un experimento representativo de 3 experimentos; ****p < 0.0001; 

two-way ANOVA test. En H se muestra un experimento *p <0.05. 
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I) La activación del inflamasoma fue determinada mediante la cuantificación por 

citometría de flujo de la Caspasa-1 activa. BMDCs derivadas de animales que 

expresan Tmem176b fueron estimuladas con 100 µM de NP-BayK8644 ó la misma 

cantidad de eNP por 2 horas. La activación de Caspasa-1 activa fue determinada 

mediante la sonda FLICA (FLICA 660-VAD-FMK) por 30 minutos luego del estímulo 

con NPs y analizadas por citometría de flujo. Se muestra un experimento 

representativo de 5 experimentos *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; test de ANOVA 

de una vía J) Gráficos de puntos representativos de la cuantificación anterior por 

citometría de flujo. Se muestra el análisis en el cual se realizó previamente la 

exclusión de dobletes. K) Determinación mediante Western blot de la Caspasa-1 (en 

sobrenadante) y pro-Caspasa-1 (lisado celular) en BMDCs que expresan Tmem176b. 

Las BMDCs fueron estimuladas durante 3 horas con LPS (0.25 µg/mL), lavadas y 

luego estimuladas con 50 µM NP-BayK8644 ó su control eNP. Se muestra un 

experimento. 

 

Fue evaluada también la activación de Caspasa-1 mediante citometría de flujo 

utilizando la sonda FLICA, cómo medida de la activación del inflamasoma en BMDCs 

derivadas de animales WT. En la Figura 3 I, queda demostrado el aumento, expresado 

en porcentaje, de células Flica+ cuando las BMDCs fueron tratadas con NP-BayK8644, 

comparado con el tratamiento con eNP o con el compuesto libre BayK8644. Las NP-

BayK8644 así como las eNP poseen a través de su efecto particulado la capacidad de 

activar el inflamasoma. La  Figura 3 J representa un gráfico de puntos mediante la 

técnica de citometría de flujo correspondiente a un experimento representativo que 

mostró que las BMDCs tratadas con eNP poseen  17 % de células Flica+, tratadas con 

NP-BayK8644 poseen un 24 %  de células Flica+, y las tratadas con BayK8644 libre 

poseen un 13 %  de células Flica+, dichos porcentajes fueron mayores al control sin 

tratamiento, que presentó un 8 % de células Flica+. La población celular mostrada en 

los gráficos de puntos, provienen del análisis de células viables y de la exlusión de 

dobletes, analizada en el detector de fluorescencia donde emite la sonda FLICA.  

Los resultados mencionados anteriormente muestran que el tratamiento de BMDCs 

derivadas de animales WT con BayK8644 encapsulado en NP de quitosano fue capaz 

de activar el inflamasoma. Fue realizado también el estudio preliminar de la 
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expresión de Caspasa-1 mediante  la técnica de Western Blot. Se observa en la Figura 

3 K un aumento de la proteína Caspasa-1 en el sobrenadante de BMDCs tratadas con 

NP-BayK8644 comparada con la expresión de Caspasa-1 en el sobrenadante de las 

mismas células tratadas con eNP.  

 

Así, la encapsulación del BayK8644 en NPs de quitosano protege la inhibición de la 

presentación cruzada mediada por el compuesto libre, así como también activa el 

inflamasoma . 

 

 

 

 

 ̧La administración terapéutica con BayK8644 encapsulado en NPs de quitosano 

aumenta la sobrevida y retarda el crecimiento tumoral en animales de una manera 

dependiente de Tmem176b. 

 

Mostramos que las NP-BayK8644 no inhiben la presentación cruzada de antígenos, 

así como también desencadenan la activación del inflamasoma. Hemos demostrado 

en un trabajo previo de nuestro grupo que el BayK8644 inyectado i.p antes del 

establecimiento del tumor controla el crecimiento tumoral (en un protocolo 

preventivo). Sin embargo, no obtuvimos control del crecimiento tumoral en animales 

con tumores establecidos (protocolo terapéutico)120. Para evaluar el efecto del 

tratamiento terapéutico con NPBayK8644 fueron realizados estudios in vivo en 

animales WT. Como se observa en la Figura 4 A, los animales WT tratados con NP-

BayK8644 tuvieron una sobrevida significativamente mayor que los animales tratados 

con NPs vacías (eNP). Sumado a esto, la administración terapéutica de NP-BayK8644 

retrasó el crecimiento tumoral con respecto al tratamiento con eNP Figura 4 B. Así, 

aproximadamente un 14 % de los animales tratados con NP-BayK8644 logró 

mantener el tamaño tumoral hasta después del día 14 post-primera inyección de NP-

BayK8644. 
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Luego de corroborar que el tratamiento con NP-BayK8644 prolongó la sobrevida de 

los animales WT, fue evaluado el efecto del mismo tratamiento en animales 

Tmem176b-/ -. Cómo se observa en la Figura 4 C, no hubo una diferencia significativa 

entre el tratamiento con NP-BayK8644 y eNP, las curvas de sobrevida de ambos 

tratamientos muestran un comportamiento similar.  También fue determinado el 

tamaño tumoral en ambos tratamientos como muestra la Figura 4 D, el cual no 

presentó diferencias entre ambos grupos; el crecimiento tumoral tuvo un 

comportamiento cinético similar. Se puede concluir por tanto que las NP-BayK8644 

controlan el crecimiento tumoral de una manera dependiente de Tmem176b.  

Luego  evaluamos la sobrevida de animales WT tratados en un protocolo terapéutico 

con BayK8644 libre. Cómo se observa en la Figura 4 E, no hubo diferencia significativa 

en el tratamiento con BayK8644 libre comparado con su vehículo control. Las curvas 

de sobrevida y el crecimiento tumoral tuvieron un comportamiento similar Figura 4 E. 

 

Para comprender mejor cómo el tratamiento con NP-BayK8644 puede controlar el 

crecimiento tumoral, evaluamos la activación del inflamasoma en TDLN de los 

animales tratados con NPBayK8644 o su control eNP. Previamente, habíamos 

reportado que la inyección de BayK8644 libre vía intra-peritoneal se asoció con una 

mayor activación de Caspasa-1 en DCs del TDLN y dicho tratamiento controló el 

crecimiento tumoral de una manera dependiente de Caspasa-1/11120. Cómo se 

observa en la Figura 4 G, observamos en los TDLN de animales, que el tratamiento 

con NP-BayK8644 indujo un porcentaje mayor de DCs Caspasa-1+ comparado con el 

tratamiento con eNP. La Figura 4 H muestra los gráficos de punto del análisis anterior 

realizado por citometría de flujo. Estudios en curso están buscando determinar si el 

efecto anti-tumoral observado con el tratamiento con las NP-BayK8644 es 

efectivamente dependiente de activación del inflamasoma . Para esto pretendemos 

realizar ensayos in vivo de sobrevida con animales Caspasa-1/11-/ - tratados con NP-

BayK. Esperamos ver que el efector protector se pierde en dichos animales. 
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Figura 4. Los ratones tratados con BayK8644 encapsulado en nanopartículas de 

quitosano mostraron una mayor sobrevida y un retraso en el crecimiento tumoral 

en comparación con las nanopartículas vacías. Se inyectaron subcutáneamente 

ratones C57Bl6 WT (A-B, E-F) y Tmem176b-/ - (C-D) con 5,0x105 células de la línea 

EG7.OVA, linfoma tímico. 70 nanomoles de BayK8644 libre (E-F) ó BayK8644 

encapsulado en NPs y el mismo volumen de NP vacías (eNP) (A-D) se inyectaron 

intra tumoralmente cada 2 días cuando el tamaño de los tumores alcanzó 5 mm en 

su diámetro más largo. Con un total de 5 inyecciones. El crecimiento del tumor y la 

sobrevida del animal se controlaron cada dos días y se midió en su diámetro más 

largo y más corto. Los ratones fueron sacrificados cuando los tumores alcanzaron 

>200 mm2 o cuando estaban ulcerados. ** p = 0.005 Prueba de rango logarítmico 

(Mantel-Cox). G) Evaluación de Caspasa-1 en TDLN de animales que recibieron NP-

BayK8644 ó eNP con el mismo protocolo que la figura A. Los TDLN fueron extraídos 

luego de la tercera inyección de NPs. Mediante citometría de flujo se determinó el 

porcentaje de DCs FLICA+. Las DCs fueron clasificadas por sus marcadores MHC-II+ y 

CD11c+, con previa exclusión de células T, B y NK. *p<0.05 Preuba ANOVA una vía. H) 

Gráficos de punto de la cuantificación anterior. Las células mostradas con FLICA+, 

proviene de una región de DCs MHC-II+CD11c+, con un análisis previo de exlusión de 

dobletes y analizada dentro de la región de células viables . 
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 ̧La infiltración del microambiente tumoral por células T CD8+ totales y 

específicas de tumor se asocian con la capacidad de control tumoral en animales 

tratados con NP-BayK8644. 

 

Especulamos que el tratamiento con NP-BayK86644, además de su capacidad para 

desencadenar la activación del inflamasoma, podría mejorar la eficacia antitumoral al 

prevenir la inhibición de la presentación cruzada de antígenos por BayK8644. Las 

células T CD8+ antitumorales son activadas en los TDLN a través de la vía de 

presentación cruzada. Por lo tanto, estudiamos en TDLN la presencia de células T 

CD8+ mediante citometría de flujo en los animales portadores de tumores EG7.OVA 

tratados con NP-BayK8644, eNP ó BayK8644 libre. Como de observa en la Figura 5, el 

número de células T CD8+ totales (A) y específicas de tumor (Figura 5 B) en los TDLN 

de animales tratados con NP-BayK8644 presenta una tendencia a ser mayor que en 

los animales tratados con eNP ó BayK8644 libre, aunque no fue alcanzada la 

significancia estadística. Dichos animales recibieron 3 inyecciones de su respectivo 

tratamiento y se extrajeron los TDLN 24 horas luego de la tercera inyección para 

realizar el análisis de citometría de flujo. La misma tendencia fue observada al 

analizar el número de células T CD8+ totales y específicas contra el antígeno tumoral 

OVA en el microambiente tumoral (Figura 5 C y D, respectivamente), al comparar los 

tres grupos NP-BayK8644, eNP y BayK8644 libre.  

Encontramos una correlación positiva estadísticamente significativa entre el tamaño 

tumoral y el número absoluto de células T CD8+ (Figura 5 E) y células T CD8+ 

específicas contra el antígeno tumoral OVA (Figura Figura 5 F) en el microambiente 

tumoral dentro de los animales tratados con NP-BayK8644. 

Para estudiar la presencia de células T CD8+ en el TME en ratones tratados con NP-

BayK8644, los animales fueron divididos en dos grupos, aquellos que respondían al 

tratamiento con NP-.ŀȅYусппΣ ŘŜƴƻƳƛƴŀŘƻǎ άwŜǎǇƻƴŘŜŘƻǊŜǎέ ȅ ƭƻǎ ǉǳŜ ƴƻ 

ŎƻƴǘǊƻƭŀǊƻƴ Ŝƭ ŎǊŜŎƛƳƛŜƴǘƻ ǘǳƳƻǊŀƭΣ ŘŜƴƻƳƛƴŀŘƻǎ άtǊƻƎǊŜǎƻǊŜǎέ όen los 

respondedores al momento de la resección del tumor su tamaño tumoral era menor 

a 100 mm2 y como progresores si tenían un tamaño mayor a 100 mm2). 
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En la Figura 6A, se muestra un aumento significativo en el porcentaje de células T 

CD8+ ¢/wʲ+ (Figura Figura 6 A y B) en los animales tratados con NP-BayK8644 que 

lograron responder al tratamiento, es decir aquellos animales que presentaron mayor 

sobrevida y un retraso en el crecimiento tumoral. La Figura 6 B representa un gráfico 

de puntos de un experimento representativo mostrando en los animales 

respondedores una mayor frecuencia relativa de células T CD8+¢/wʲ+ intratumorales 

en relación a los animales progresores. La población celular mostrada en los gráficos 

de puntos, provienen del análisis de células viables y de la exclusión de dobletes. 

También fue demostrado un aumento significativo en el número absoluto de células T 

CD8+¢/wʲ+ en animales respondedores al tratamiento, ver Figura 6 C, en la cual el 

número de células T CD8+¢/wʲ+ se cuantificó por cada 1.0x105 células tumorales.  

En los animales respondedores se observó un aumento significativo en el número 

absoluto de células T CD8+ específicas para el antígeno que expresan las células 

tumorales administradas (EG7.OVA), evaluado a través de pentámeros de MHC-OVA 

(Figura Figura 6 D). El número absoluto de células T CD8+¢/wʲ+  específicas para el 

antígeno OVA fue expresada por cada 1.0x105 células tumorales. Así también se 

observó un aumento en el porcentaje de células T CD8+ específicas de antígeno 

tumoral (Figura 6 E) en animales respondedores al tratamiento con NP-BayK8644. La 

Figura 6 F muestra  gráficos de puntos representativos de esos experimentos. La 

población celular mostrada en los gráficos de puntos, provienen del análisis de células 

viables y de la exclusión de dobletes. 

 

El análisis de células T CD8+ en el TDLN y en el microambiente tumoral respalda el rol 

fundamental de preservar la presentación cruzada de antígenos con el tratamiento 

con NP-BayK8644 para mantener las propiedades antitumorales. Estudios en curso in 

vivo intentan demostrar directamente la importancia de las células T CD8+ en el 

efecto anti-tumoral de las NP-BayK8644 a través de la depleción de ese 

compartimento celular utilizando anticuerpos monoclonales.  
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A)                                                          B)  

 

 

 

 

 

C)                                                    D)  

 

E)                                                           F)  

 

 

 

 

 

Figura 5. La infiltración del TME por células T CD8
+
 totales y específicas de tumor se asocian con la 

capacidad de control tumoral en animales tratados con NP-BayK8644. Se inyectaron con 5,0x10
5
 

células de la línea E.G7-OVA por vía subcutánea. Cuando el tumor alcanzó los 5 mm en su diámetro más 

largo se inyectó intratumoralmente NP-BayK8644 cada 2 días. 24 h después de la tercera inyección de 

NP-BayK8644 se realizó citometría de flujo para el análisis del número absoluto de células T CD8
+
TCR̡

+
 

(A y C) en TDLN (A) y en TME (C). El número absoluto de células T CD8
+
TCR̡

+
específicas para OVA (B y 

D) en TDLN (B) y en TME (D). El número absoluto fue expresado por cada 1E
5
 células tumorales. E y F) 

se muestra un análisis de correlación entre el tamaño tumoral y el número absoluto de células T 

CD8
+
TCR̡

+  
(E) y de células T CD8

+
TCR̡

+
específicas para OVA (F). * p <0,05; ** p <0,01. 
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Figura 6. Los animales tratados con NP-BayK8644 respondedores al tratamiento desarrollan 

mayor respuesta en el TME vía células T CD8
+
 en comparación con los ratones progresores. Se 

inyectaron con 5x10
5 
células de la línea E.G7-OVA por vía subcutánea. Cuando el tumor alcanzó los 5 

mm en su diámetro más largo se inyectó intratumoralmente NP-BayK8644 cada 2 días. 24 h después 

de la tercera inyección de NP-BayK8644 se realizó citometría de flujo para el análisis del TME, 

frecuencia (A) y número absoluto (C) de células T CD8+TCR+̡ y frecuencia (E) y número absoluto (D) 

de células T CD8+TCR+̡específicas para OVA. El número absoluto fue expresado por cada 1E5 

células tumorales. Se muestran gráficos de puntos representativos para la cuantificación de células 

T CD8+TCR̡+ y células T CD8+ específicas de OVA, (B y F) respectivamente. * p <0,05; *** p <0,001, 

**** p <0,0001 prueba t para datos no apareados.  
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 ̧Screening de mecanismos contra-reguladores a nivel intratumoral en animales 

tratados con BayK8644 encapsulado en NPs de quitosano. 

 

Como se mencionó en la introducción de esta tesis, la presencia de mecanismos 

inmunológicos efectores es capaz de desencadenar mecanismos contra-reguladores. 

Para evaluar los posibles mecanismos involucrados en la inhibición del crecimiento 

tumoral en animales Respondedores al tratamiento con NP-BayK8644, se realizó la 

cuantificación de la expresión de ARNm en tumores E.G7-OVA de ratones Tmem176b 

C57Bl6 que fueron tratados con tres inyecciones de NP-BayK8644 intratumoralmente. 

Como se muestra en la Figura 7, mediante RT-qPCR no se observó diferencias 

significativas en la expresión de los ARNm de Ido1, Rorc, Foxp3, Gata3 e Il4 entre los 

animales respondedores al tratamiento en comparación con los animales 

progresores, a ese tiempo de progresión tumoral estudiada. Sin embargo, se observó 

diferencias significativas en la expresión de los ARNm de Ctla4, Ifng. 
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Figura 7. Expresión de mRNA de diferentes mediadores inmunológicos en 

tumores E.G7-OVA de ratones tratados con NP-BayK8644 analizada por RT-PCR. 

Se inyectaron con 5x105 células de la línea E.G7-OVA por vía subcutánea. Cuando 

el tumor alcanzó los 5 mm en su diámetro más largo se inyectó intratumoralmente 

NP-BayK8644 cada 2 días. 24 horas después de la tercera inyección de NP-

BayK8644 se realizó la extracción de los tumores para analizar por RT-PCR 

cuantitativa la expresión de Ido1, Rorc, Tgf- ,̡ Foxp3, Gata-3, Il-4, Ctla-4 e Ifn- ,ɹ 

normalizada por Gapdh (2-ɲɲ/ǘ). Cada punto en el gráfico corresponde a un animal. 

* p <0,05; ** p <0,01, prueba t para datos no apareados. Para el análisis de la 

expresión de Il-4 se realizó un test de Mann-Whitney, no paramétrico. 
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 Resultados  

Á ParteI II  

 

 ̧Las BMDCs derivadas de animales Tmem176b (WT) y Tmem176b
-/-

 poseen un 

fenotipo de células dendríticas convencionales de tipo 2 (cDC2). 

 

Nuestro segundo objetivo en este trabajo pretende estudiar la importancia de las 

cDC2 en la respuesta anti-tumoral inducida por el BayK8644, y su efecto sobre las 

células Th17. Para poder evaluar la capacidad de las BMDCs derivadas de C57BL/6 WT 

y Tmem176b-/- de diferenciar células T CD4+ provenientes de ratones OT-II a células 

Th17, nos propusimos primero confirmar el fenotipo de las BMDCs en nuestro 

modelo de trabajo. El primer paso para cumplir este objetivo fue verificar por 

citometría de flujo la correcta diferenciación de las BMDCs, utilizando los marcadores 

de diferenciación y maduración de esta población (CD11c, CD11b, MHC-II, CD80, 

CD86, Ly-6G/Ly-6C (Gr1) (como lo describe Segovia y colaboradores 215). Luego de 

esta caracterización estudiamos por citometría de flujo la expresión del marcador 

/5мтнʰ ό{LwtʰΣ άǎƛƎƴŀƭ ǊŜƎǳƭŀǘƻǊȅ ǇǊƻǘŜƛƴ ŀƭǇƘŀέύ Ŝƴ .a5/ǎ ²¢ ȅ Tmem176b-/-.  En la  

Figura 8, se observa una población de células CD11c+MHCII+, cuyo porcentaje fue 

ƳŀȅƻǊ ŀƭ фф҈Σ ŀƭ ǊŜŀƭƛȊŀǊ Ŝƭ ŀƴłƭƛǎƛǎ ǇƻǎǘŜǊƛƻǊ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ /5мтнʰ+ dentro de las células 

CD11c+MHCII+Σ ǎŜ ƻōǘǳǾƻ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜ ǳƴ фф ҈ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ /5мтнʰ+. En la  Figura 

8 se muestran los resultados de BMDCs WT, los cuales fueron similares a los 

obtenidos con las BMDCs provenientes de animales Tmem176b-/- (no mostrados).   

 

 

 

 

 



105 

 

 

 ̧Las BMDCs derivadas de animales Tmem176b
-/-

 poseen mayor capacidad de 

diferenciar células T CD4
+
 provenientes de animales OT-II a células Th17. 

 

Para evaluar la capacidad de las BMDCs derivadas de animales WT y Tmem176b-/-  de 

diferenciar células T CD4+, provenientes de ratones OT-II, a células que poseen un 

fenotipo Th17, se realizaron experimentos de diferenciación in vitro y se determinó el 

fenotipo de las células T por citometría de flujo. Cómo se observa en la Figura 9 A, 

BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/ - tratadas con LPS, fueron capaces de 

inducir un porcentaje significativamente mayor de células T CD4+IL-17+ que las 

BMDCs derivadas de animales WT que recibieron el mismo tratamiento con LPS. Así, 

BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/ - poseen mayor capacidad de 

diferenciación a un fenotipo Th17 que las BMDCs derivadas de animales WT. En la 

Figura 9 B se observa el gráfico de puntos representativo de la cuantificación de la 

Figura 9 A, en el cual se observa la expresión de 6.03 % de células IL-17A+ evaluado 

dentro de la población de células T CD4+; dichas células T fueron cultivadas con 

BMDCs derivadas de animales WT. Por el contrario un 9,46 % de células fueron IL-

17A+ evaluado dentro  de la población de células T CD4+ , cuando dichas células T 

fueron cultivadas con BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/ -. La población de 

células IL-17A+ mostrada en la Figura 9 B proviene de un análisis previo de células 

Figura 8. Las BMDCs derivadas de ratones Tmem176b C57Bl6 y de ratones 

Tmem176b-/ - poseen um fenotipo característico de células dendríticas 

convencionales de tipo 2 (cDC2). Mediante citometría de flujo se determinó en 

BMDCs derivadas de animales Tmem176b C57Bl6 y de ratones Tmem176b-/-  la 

expresión de marcadores celulares como CD11c, MHC-LL ȅ /5мтнʰΦ 9ƴ ƭŀ ŦƛƎǳǊŀ ǎŜ 

muestran resultados provenientes de BMDCs derivadas de animales Tmem176b 

(WT), que fueron similares a las BMDCs derivadas de animales ratones Tmem176b-

/ - (datos no mostrados). El gráfico de punto de la izquierda proviene de un análisis 

de exclusión de dobletes y células viables, y muestra que un 99,6 % de las células 

expresa los marcadores MHC-II y CD11c. A partir de esta población MHC-II+CD11c+ 

se analizó la expresión del maǊŎŀŘƻǊ /5мтнʰ όƎǊłŦƛŎƻ ŘŜ Ǉǳƴǘƻ ŘŜ ƭŀ ŘŜǊŜŎƘŀύΦ ¦ƴ 

99,3 % de las células CD11c+ ŜȄǇǊŜǎŀƴ Ŝƭ ƳŀǊŎŀŘƻǊ /5мтнʰΦ 
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viables, en las cuales se realizó exclusión de dobletes y que expresaban el marcador 

CD4.  

A)                                                                   B)  

 

 

 

 

  C)                                                                                 D)  
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Figura 9. BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/ -  poseen mayor capacidad de 

diferenciar células T CD4+ a células con un fenotipo Th17, comparadas con las 

BMDCs derivadas de animales C57BL/6 WT y este efecto depende de la proteína 

Caspasa-1. Se cultivó cada tipo de BMDC (WT y Tmem176b-/ - en Figura A y B) ó 

(Tmem176b-/-  y Tmem176b-/Caspasa-1-/ -  en Figura C y D) con células T derivadas de 

ratones OT-II, en una relación 1:5 (DCs:Células T). Al día 3 se adicionó IL-2 al cultivo. Al 

quinto día de cultivo se evaluó por citometría de flujo el porcentaje de células Th17, 

analizando la expresión de la citoquina IL-17 dentro de la población CD4+; (* p<0,05; 

two-way ANOVA. A, n=4 y B, n=3). Las figuras B y D muestran gráficos de puntos 

mediante la técnica de citometría de flujo que es representativo de la cuantificación 

realizada en A y C, respectivamente. Se muestra el porcentaje de células IL-17A+, 

evaluado dentro de la población de células T CD4+. La IL-17A fue evaluada utilizando 

un anticuerpo conjugado a APC, y el gráfico muestra la intensidad en este canal de 

fluorescencia (IL-17A-APC), y el tamaño celular (FSC) en las ordenadas del gráfico. 
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Utilizando el mismo protocolo que en (A), BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/-  

y Tmem176b-/ -Casp1-/-  fueron tratadas con LPS, Figura 9 C. Como se observa, BMDCs 

derivadas de animales Tmem176b-/ - tratadas con LPS poseen mayor capacidad de 

diferenciación a un fenotipo Th17 que las BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/-

Casp1-/ - también tratadas con LPS. Este fenotipo de Th17 fue evaluado por citometría 

de flujo, al igual que en (A) cuantificando las células T IL-17+ dentro de la población de 

células T CD4+. Se utilizó como control negativo de diferenciación las BMDCs sin tratar 

(representado en la gráfica como NT). La Figura 9 D es el gráfico de puntos 

representativo de la cuantificación de la Figura 9 C, en el cual se obseró que 2,77 % 

de las células CD4+ expresaron IL-17A+, cuando dichas células T fueron cultivadas con 

BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/-. Por el contrario, un 1,10 % de células 

fueron IL-17A+ evaluado dentro  de las células T CD4+, cuando dichas células T fueron 

cultivadas con BMDCs derivadas de animales Tmem176b-/-Caspasa-1-/ -. La población 

de células IL-17A+ mostrada en la Figura 9 D proviene de un análisis previo de células 

viables, en las cuales se realizó exclusión de dobletes y que expresaban el marcador 

CD4. 

 

 

 ̧Subpoblaciones de cDC2 residentes de ganglio drenante de tumor (TDLN) 

provenientes de animales Tmem176b
-/-

 poseen mayor capacidad de diferenciación a 

células Th17 comparada con cDC2 provenientes de animales WT  

 

El resultado de la sección anterior confirma que, en un modelo in vitro, las BMDCs 

derivadas de ratones Tmem176b-/- poseen mayor capacidad de diferenciar células T 

CD4+ provenientes de ratones OT-II a células con un fenotipo Th17.  Además fue 

demostrado que este efecto in vitro, depende de la proteína Caspasa-1. Basado en 

estos resultados y en los resultados de la Figura 8 que fue demostrado el fenotipo 

cDC2 de las BMDCs en nuestro modelo de trabajo, nos planteamos estudiar la 

capacidad de las cDC de tipo 2 de diferenciar células T CD4+ a un fenotipo de células 

Th17. Para esto utilizamos un modelo ex vivo, en el cual la proteína Tmem176b está 
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presente o no (inhibida farmacológicamente o a través de inactivación génica 

(Tmem176b-/-)). 

Como muestra la Figura 10 A, las cDC2 residentes derivadas de TDLN de animales 

Tmem176b-/ -  poseen mayor capacidad de diferenciar células T CD4+, derivadas del 

bazo de animales OT-II, a un fenotipo de células Th17 comparadas con cDC2 

residentes procedentes de TDLN de animales Tmem176b (WT). El gráfico de puntos 

representativo de la Figura 10 A, se muestra en la Figura 10 B donde 1,24 % de células 

IL-17A+ fueron determinadas cuando células T derivadas de animales OT-II fueron 

cultivadas con cDC2 derivadas de animales WT. Por el contrario, 2,14 % de células IL-

17A+ se determinaron cuando células T derivadas de animales OT-II fueron cultivadas 

con cDC2 derivadas de animales Tmem176b-/ -. La población de células IL-17A+, 

mostrada en la Figura 10 B, proviene de un análisis previo seleccionando la población 

T CD4+,  células viables y exclusión de dobletes. 

La Figura  Figura 10 C muestra que las cDC2 migradoras derivadas de TDLN de 

animales Tmem176b-/-  no presentaron diferencias en su capacidad de diferenciar 

células T CD4+, derivadas del bazo de animales OT-II, a un fenotipo de células Th17 

comparadas con cDC2 migradoras procedentes de TDLN de animales Tmem176b 

(WT). La Figura 10 D muestra la cuantificación representativa de un experimento de 

la Figura 10 C. El procedimiento de análisis fue similar al de la Figura 10 B. Sin 

embargo los porcentajes fueron de 1,04% y 1,24% para WT y Tmem176b-/- , 

respectivamente. 

Luego utilizamos un modelo ex vivo en el cual la proteína Tmem176b fue inhibida 

farmacológicamente con el compuesto BayK8644. Los animales WT recibieron el 

tratamiento de 70 nanomoles de BayK8644 intraperitoneal ó su vehículo control 

(EtOH/PBS), durante 12 días, como detallado en la sección de esta tesis de Materiales 

y Métodos.  

La Figura 10 E muestra que las cDC2 residentes procedentes de TDLN de animales que 

recibieron el tratamiento con BayK8644 no presentaron diferencias en su capacidad 

de diferenciar células T CD4+, derivadas del bazo de animales OT-II, a un fenotipo de 

células Th17 comparadas con cDC2 residentes derivadas de TDLN de animales que 

recibieron el tratamiento con vehículo control. La Figura 10 F muestra la 
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cuantificación representativa de un experimento de la Figura 10 E;  en la cual se 

observa un porcentaje de células IL-17A+ de 0,98 % y 0,99 % para vehículo control y 

tratamiento con BayK8644, respectivamente. 

De manera interesante, las cDC2 migradoras derivadas de TDLN de animales que 

recibieron el tratamiento con BayK8644 poseen una tendencia a tener mayor 

capacidad de diferenciar células T CD4+, derivadas del bazo de animales OT-II, a un 

fenotipo de células Th17 comparadas con cDC2 migradoras derivadas de TDLN de 

animales que recibieron el tratamiento con vehículo control, Figura 10 G. El gráfico de 

puntos representativo de la Figura 10 G, se muestra en la Figura 10 H donde 0,83 % 

de células IL-17A+ fueron determinadas cuando células T derivadas de animales OT-II 

fueron cultivadas con cDC2 provenientes de animales que recibieron el tratamiento 

con vehículo control. Por el contrario 1,6 % de células IL-17A+ se determinaron 

cuando células T derivadas de animales OT-II fueron cultivadas con cDC2 derivadas de 

animales que recibieron el tratamiento con BayK8644. 

Por último evaluamos la capacidad de las cDC de tipo 2 de diferenciar células T CD4+ a 

un fenotipo de células Th17 utilizando animales Tmem176b-/ - y Tmem176b-/ -Caspasa-

1-/-. Las cDC2 residentes derivadas de TDLN de animales Tmem176b-/ -  poseen mayor 

capacidad de diferenciar células T CD4+, provenientes del bazo de animales OT-II, a un 

fenotipo de células Th17 comparadas con cDC2 residentes de TDLN de animales 

Tmem176b-/ -Casp1-/- (Figura 10 I).  

El gráfico de puntos representativo de la Figura 10 I, se muestra en la Figura 10 J 

donde fueron determinadas 5,05 % de células IL-17A+ cuando se cultivaron células T 

con cDC2 de animales Tmem176b-/ -. Sin embargo 2,59 % de células IL-17A+ se 

determinaron cuando células T fueron cultivadas con cDC2 de animales Tmem176b-/-

Casp1-/ -. La población de células IL-17A+, mostrada en la Figura 10 J, proviene de un 

análisis previo seleccionando la población T CD4+,  células viables y exclusión de 

dobletes. 

En la Figura 10 K, se muestra que las cDC2 migradoras derivadas de TDLN de animales 

Tmem176b-/ -  tienen capacidades similares de diferenciar células T CD4+, provenientes 

del bazo de animales OT-II, a un fenotipo de células Th17 comparadas con cDC2 

migradoras de TDLN de animales Tmem176b-/-Casp1-/ -.  La Figura 10 L muestra la 
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cuantificación representativa de la Figura 10 K; en la cual se observa un porcentaje de 

células IL-17A+ de 2,46 % y 1,69 % para Tmem176b-/- y Tmem176b-/ -Casp1-/-, 

respectivamente. 
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cDC2 residentes 

 A)                                                           B)  
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cDC2 residentes 

I)                                                                              J)                                  

 

 

 

 

 

 

K)                                                           L)  

Figura 10. La subpoblación de cDC2 residentes en ganglio drenante de tumor 

(TDLN) provenientes de animales Tmem176b-/ - poseen mayor capacidad de 

diferenciación a células Th17 comparadas con células provenientes de animales 

C57BL/6 WT. Se realizó la separación celular por citometría de flujo (FACS) de cada 

supoblación de cDC2 provenientes de TDLN, migradoras y residentes. Luego se 

cultivaron independientemente las subpoblaciones de cDC2 provenientes de cada 

tipo de animales (WT y Tmem176b-/- en Figura A-D) ó (C57BL/6 WT tratado con 

vehículo y  C57BL/6 WT tratado con BayK8644 en Figura E-H) ó (Tmem176b-/- y 

Tmem176b-/ - Caspasa-1-/- en Figura I-L) con células T derivadas de ratones OT-II, en 

una relación 1:5 y se adicionó la citoquina IL-2 al tercer día de cultivo. Al quinto día 

de cultivo se evaluó por citometría de flujo el porcentaje de células Th17, analizando 

la expresión de la citoquina IL-17 dentro de la población CD4+; (Figura A-D n=3; 

Figura E-H n=2; Figura I-L n=3). Las figuras B, D, F, H, J y L son gráficos de puntos 

representativos que muestran el porcentaje de células IL-17A positivas dentro de la 

población de células CD4+, evaluada por citometría de flujo. 
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 ̧La transferencia adoptiva de células con un fenotipo Th17 efector mejora el 

efecto anti-tumoral de la monoterapia con anticuerpo Ŭ-PD1. 

 

Nuestro resultado previo demostró que en un modelo ex vivo, las cDC2 residentes de 

TDLN provenientes de animales Tmem176b-/- inducen mayor diferenciación a un 

fenotipo Th17 comparadas con cDC2 de animales Tmem176b (WT).  

Con el objetivo de estudiar si las células Th17 con fenotipo efector están implicadas 

en el efecto antitumoral cuando el inflamasoma está activado, evaluamos en un 

modelo in vivo, que efecto tiene la transferencia adoptiva de células Th17, 

diferenciadas en presencia de IL-мʲΣ ǎƻōǊŜ ƭŀ ƳƻƴƻǘŜǊŀǇƛŀ ŘŜ ŀƴƛƳŀƭŜǎ Ŏƻƴ Ŝƭ 

anticuerpo monoclonal h-PD1. Como se observa en la Figura 11, los animales que 

fueron previamente inoculados con la línea tumoral EG7-OVA, tratados con  

anticuerpo -hPD1, a los cuales se les transfirió adoptivamente células OT-II con 

fenotipo Th17 presentaron una mayor sobrevida comparados con los animales que 

recibieron PBS como control. 
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 ̧La transferencia adoptiva de células con un fenotipo Th17 efector provocó un 

mayor porcentaje de lisis específica, en un modelo in vivo de animales portadores de 

tumor y tratados con anticuerpo monoclonal Ŭ-PD1. 

 

Basado en el resultado de la sección anterior, que demostró que la transferencia 

adoptiva de células con un fenotipo Th17 efector mejora el efecto anti-tumoral de la 

ƳƻƴƻǘŜǊŀǇƛŀ Ŏƻƴ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰ-PD1; nos propusimos evaluar la capacidad de lisis 

específica en un modelo in vivo, de animales que fueron previamente inoculados con 

la línea celular EG7-O±! ȅ ǘǊŀǘŀŘƻǎ Ŏƻƴ Ŝƭ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ƳƻƴƻŎƭƻƴŀƭ ʰ-PD1. Como se 

observa en la Figura 12Figura, se obtuvo una mayor lisis específica en esplenocitos de 

ŀƴƛƳŀƭŜǎ ǉǳŜ ǇƻǎŜƝŀƴ ǘǳƳƻǊΣ ǉǳŜ ŦǳŜǊƻƴ ǘǊŀǘŀŘƻǎ Ŏƻƴ Ŝƭ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰ-PD1 y que 

además recibieron la transferencia adoptiva de células Th17 con un perfil efector, 

comparados con aquellos animales que recibieron PBS como control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. La transferencia adoptiva de células con fenotipo Th17 efector mejora el 

efecto anti-ǘǳƳƻǊŀƭ ŘŜ ƭŀ ƳƻƴƻǘŜǊŀǇƛŀ Ŏƻƴ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰt5м. Sobrevida de los 

animales C57Bl6 WT que fueron inyectados subcutáneamente con 5,0x105 de la línea 

celular de linfoma tímico EG7.OVA el día 0, y 200 µg de anti-PD1 los días 6, 9 y 12. El 

día 9 un grupo se transfirió adoptivamente con 5x106 células OT-II fenotipo Th17 i.v., 

y el otro grupo recibió PBS i.v. Las células Th17 con un fenotipo efector fueron 

generadas in vitro, a partir de células T de bazo de animales OT-II. * p <0,05; Prueba 

de rango logarítmico (Mantel-Cox).  
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Figura 12. Estudio de citotoxicidad in vivo contra células que expresan OVA en 

ratones portadores de tumores EG7-OVA. Los esplenocitos de ratones C57BL/6 sin 

tratamiento previo se tiñeron diferencialmente con una sonda DDAO-SE 0.8 mM 

(alto) o 0.08 mM (bajo). La población de DDAO alta se cargó durante 60 min a 37ºC 

con péptido SIINFEKL OVA 50 mM. Después de tres lavados, la población alta y baja 

se mezclaron en una proporción de 1: 1. Las células mixtas (2.0x106) se inyectaron 

ǇƻǊ ǾƝŀ ƛΦǾ Ŝƴ ǊŀǘƻƴŜǎ ǇƻǊǘŀŘƻǊŜǎ όƻ ƴƻ άnaiveέύ ŘŜ ǘǳƳores a los cuales de les realizó 

ƭŀ ǘǊŀƴǎŦŜǊŜƴŎƛŀ ŀŘƻǇǘƛǾŀ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢Ƙмт Ƴłǎ Ŝƭ ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰ-PD-1 o PBS más el 

ŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻ ʰ-PD-1. Cuatro horas más tarde, los ratones se sacrificaron y se 

cosecharon los bazos. Los esplenocitos se analizaron mediante citometría de flujo 

para evaluar las poblaciones altas y bajas de DDAO. * p <0.05; Prueba t de Student. 

La citotoxicidad específica se calculó utilizando la siguiente fórmula:  

Porcentaje de lisis específica = (1- [rnaive/r portador de tumor]) X 100.  

r =% de células DDAObajo/% de células DDAOalto.  
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 Discusión 
 

Nuestro grupo había reportado que la inhibición farmacológica de Tmem176b 

desencadena respuestas inmunes anti-tumorales a través de la activación del 

inflamasoma y mediadas por linfocitos T CD8+ 120. A pesar de que el tratamiento fue 

efectivo en protocolos profilácticos, no fue capaz de controlar el crecimiento de 

tumores establecidos. Entendimos que era necesario profundizar en los mecanismos 

inmunológicos implicados, con el fin de obtener información que nos permitiera 

mejorar la respuesta terapéutica. Dada la relevancia de las DCs en la respuesta anti-

tumoral64 y la fuerte expresión de Tmem176b en esos leucocitos121, planteamos que 

estudiar el impacto de la inhibición de Tmem176b en diferentes sub-poblaciones de 

DCs podría aportar elementos pertinentes para resolver nuestro problema. De esa 

manera, nos propusimos caracterizar el impacto de la inhibición de Tmem176b en 

cDC1 y cDC2. Ese conocimiento es importante para desarrollar formulaciones y/o 

tratamientos acompañantes que mejoren el efecto anti-tumoral del BayK8644. La 

identificación de los mecanismos implicados también podría aportar biomarcadores 

que eventualmente sean útiles en etapas de evaluación clínica de la estrategia anti-

tumoral basada en el uso de BayK8644 que ha desarrollado nuestro laboratorio.  

Hemos demostrado que la inhibición de Tmem176b con BayK8644, resulta en el 

bloqueo de una de las funciones más específicas de las cDC1, la presentación cruzada 

de antígenos9,99,224. Entendemos que esto impacta directamente en la generación de 

una respuesta anti-tumoral eficiente. 

Esta observación nos motivó a  estudiar como potenciar la respuesta antitumoral en 

la subpoblación de cDC1 mediante el desarrollo de NPs que contienen al BayK8644. 

La encapsulación de BayK8644 en NP (NP-BayK8644) previene la inhibición de la 

presentación cruzada de antígenos mientras mantiene la capacidad de activación del 

inflamasoma NLRP3. El tratamiento con NP-BayK8644 en animales que poseen 

tumores establecidos, controló el crecimiento tumoral, de una manera dependiente 

de Tmem176b. El control tumoral se asoció con una mayor infiltración tumoral por 

células T CD8+ totales y específicas de tumor dentro del grupo de animales tratados 

con NP-BayK8644. En suma, la formulación de BayK8644 en NP mejoró la eficacia 
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antitumoral del compuesto libre al evitar la inhibición de la presentación cruzada de 

antígenos al tiempo que desencadena la activación del inflamasoma. 

 

Entendemos que nuestro resultado in vitro de presentación cruzada de antígenos, en 

el cual la inhibición farmacológica de Tmem176b con el compuesto BayK8644 inhibió 

la presentación de la proteína OVA soluble en DCs esplénicas era un resultado 

esperable, ya que va en el mismo sentido que estudios previos de nuestro grupo que 

muestran que Tmem176b favorece la presentación cruzada de antígenos. DCs 

murinas deficientes en Tmem176b (Tmem176b-/ -) mostraron menor capacidad de 

presentar antígenos a las células T CD8+ por esta vía97. Entendemos que sería 

interesante estudiar en detalle los mecanismos moleculares que intervienen en la 

inhibición de la presentación cruzada por el compuesto BayK8644.  

La modulación del pH fagosomal en las DCs, es uno de los mecanismos que controlan 

el procesamiento de antígenos en el lumen del fagosoma, con esto surge la pregunta 

si la inhibición de Tmem176b con el compuesto BayK8644 modula el pH fagosomal. 

También nos interesa saber si al modular el pH del fagosoma se ve afectada la 

integridad del mismo, con una consecuente ruptura lisosómica y liberación de 

antígenos al citosol celular. Aportaría información a nuestro estudio mostrar a través 

de la expresión endógena de un determinado antígeno, si el compuesto BayK8644 

está involucrado en la vía de presentación de antígeno endógena, restringido a las 

moléculas MHC-I. Sería curioso también evaluar si la internalización de un antígeno 

soluble, como la OVA, es regulado  o no por el BayK8644.  

 

El resultado anterior en el cual mostramos que el BayK8644 inhibe el proceso de 

presentación cruzada de antígenos (especialización funcional de las cDC1), nos indujo 

a buscar alternativas en el área de la nanomedicina para intentar prevenir la 

inhibición de la presentación cruzada de antígenos, al mismo tiempo que promover la 

generación de subpoblaciones de células T CD8+,  responsables de una respuesta anti-

tumoral. Para esto desarrollamos una estrategia de nanopartículas capaces de 

encapsular a nuestro compuesto de interés BayK8644. Diseñamos junto al grupo de 

los Dres. Helena Pardo y Álvaro Mombrú (Centro NanoMat, Instituto Polo 
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Tecnológico de Pando, Facultad de Química) nanopartículas de quitosano, que son 

nanocápsulas de envoltura polimérica y núcleo oleoso, en la que queda contenida 

más del 99 % del BayK8644. En la formulación de las NP-BayK8644 logramos obtener 

valores de tamaño de alrededor de los 200nm.  Este tamaño siempre fue homogéneo 

durante las síntesis realizadas en esta tesis. Es necesario destacar la importancia del 

tamaño de las NPs, en formulaciones con un objetivo biológico, ya que partículas con 

un tamaño menor a 20-30 nm son generalmente eliminadas por vía renal mientras 

que las partículas con tamaños superiores a los 300 nm son eliminadas por 

opsonización, por fagocitos y macrófagos circulantes o pueden ser filtradas por el 

hígado o bazo225,226. En la síntesis de nuestras NP-BayK8644  para el desarrollo de 

esta tesis se adicionó PEG para recubrir los nanosistemas y podemos afirmar que 

poseen una carga neta positiva. Sabemos por literatura que las nanopartículas con 

carga superficial positiva pueden establecen interacciones electrostáticas con las 

cargas negativas presentes en la superficie celular y penetrar las membranas 

plasmáticas, mientras que las nanopartículas con carga superficial negativa o neutra 

presentan bajos niveles de interacción e internalización celular 193,227. Además, las 

NPs más eficientes en captar los antígenos y en última instancia mejorar la 

presentación cruzada de antígenos exógenos, son aquellas que tienen carga 

superficial positiva193. En cuanto a la forma, la esférica, la cual fue demostrada por 

imágenes de microscopía electrónica en esta tesis, provee mayor captación celular 

que la forma alargada debido a la simetría que éstas poseen228. Más aún, una 

propiedad fisicoquímica muy importante para determinar la estabilidad de la 

suspensión es el potencial Z. Un potencial zeta alto (en valor absoluto) típicamente 

mayor a 30 mV indica un coloide estable 229. Las NP-BayK8644 sintetizadas en esta 

tesis siempre tuvieron un potencial Z mayor a 25 mV. 

Logramos mediante una formulación nanotecnológica encapsular al BayK8644 en NPs 

de quitosano. Sabemos que las NPs son estrategias prometedoras para la liberación 

controlada de fármacos, especialmente en oncología184.  

Así, estudiamos el efecto de la encapsulación del BayK86644 sobre la presentación 

cruzada de antígenos y mostramos que dicha encapsulación logra evitar la inhibición 

de la presentación cruzada de antígenos mediada por el compuesto libre. Por lo 
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tanto, una formulación basada en nanotecnología fue clave para resolver un 

problema biológico como lo es la inhibición de la presentación cruzada por BayK8644. 

En el mismo sentido que nuestros resultados, y con el objetivo de potenciar la 

presentación cruzada de antígenos mediante el uso de nanopartículas, Gong y 

colaboradores describieron una nanovacuna que provocó un incremento en la 

presentación cruzada de antígenos y consecuente protección frente al desarrollo 

tumoral. La nanovacuna transformable facilitó la administración citosólica a las 

células del sistema inmune y promovió la presentación cruzada del antígeno. Además 

fue capaz de activar el inflamasoma NLRP3, aumentando así la inmunidad anti 

tumoral, a través de una respuesta de células T CD8+. El tratamiento combinado de la 

nanovacuna con la terapia con anicuerpo anti-PD-L1 provocó una disminución del 

crecimiento tumoral y una sobrevida prolongada de animales inyectados con células 

tumorales como B16F10-OVA y modelos de HPV E6/7 (TC-1)198.  

Otro encare utilizando NP para potenciar la presentación cruzada fue el descrito por 

Pei M y col. en el que se intenta escapar de la vía endosoma/lisosoma, y lograr que el 

antígeno (por ejemplo OVA) permanezca en el citosol, para ser luego presentado a 

linfocitos T CD8+. En este estudio los autores utilizaron NPs de polietilenimina (PEI) 

que que se caracteriza por el esŎŀǇŜ ŜƴŘƻǎƽƳƛŎƻΣ ǇƻǊ ǎǳ ŜŦŜŎǘƻ άesponja de 

protonesέΦ [os grupos amina del PEI son capaces de captar protones del endosoma, 

provocando un efecto tamponador del pH del endosoma, acompañado por una 

acumulación de protones en el endosoma. Este incremento neto de la concentración 

de iones, provocaría la entrada masiva de agua al interior del ensosoma, el 

hinchamiento y finalmente la ruptura del endosoma230.  

Finalmente, en el mismo sentido que nuestros resultados, en los cuales pretendemos 

fomentar la presentación cruzada de antígenos, para desencadenar una respuesta 

inmune anti-tumoral Daniel Shae y colaboradores desarrollaron vesículas poliméricas 

(ó polimerosomas), los cuales son sensibles al cambio de pH. Dichos nanosistemas 

encapsulan eficientemente a cGAMP, que activa a STING. Cuando se desmontan en 

respuesta a la acidificación endolisosómica, las unidades del polímero desestabilizan 

la membrana del endolisosoma y promueven así el escape del mismo. Los antígenos 

tumorales encapsulados en dichas nanopartículas poliméricas sintéticas condujeron 
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al control tumoral en modelos de melanoma de ratón y cáncer de colon a través de 

mecanismos que involucran a STING 231. 

 

Es importante destacar en el mecanismo de presentación cruzada de antígenos 

implica una acidificación gradual en el pH del fagolisosoma a lo largo del tiempo y que 

el procesamiento del antígeno en el compartimiento endofagosómico se produce 

mediante una cinética rápida 98. Entendimos relevante estudiar en nuestro modelo la 

liberación del compuesto BayK8644 de la nanopartícula de quitosano a diferentes 

niveles de pH, simulando el cambio gradual que se produce en los niveles de pH 

dentro del fagolisosoma, a lo largo del tiempo mientras ocurre el proceso de 

presentación cruzada de antígenos. Nuestros estudios en medio acuoso muestran 

que a pH ácido la liberación del BayK8644 es  mayor. Este resultado era esperable, ya 

que el quitosano es un compuesto sensible a pH más ácido 232.  

Entendemos que este experimento debe ser complementado con un estudio in vitro 

con DCs mediante microscopía de fluorescencia, evaluando la liberación del 

BayK8644 conjugado a biotina de la NPs de quitosano. Especulamos que en este 

estudio complementario, en el cual están presentes enzimas y proteínas 

fagolisosómicas que aceleran este proceso, obtendremos resultados similares de 

liberación del BayK8644 a pH ácidos, a tiempos menores a los determinados en 

medio acuoso.  

Esto nos permite especular en el contexto de la presentación cruzada de antígenos, 

que el BayK8644 será liberado de la NPs luego de que ocurra la presentación cruzada 

de antígenos, ya que las DCs, mantienen los fagosomas y endosomas/lisosomas a un 

pH cercano a la neutralidad (7.5) durante 120 minutos, y luego el pH se acidifica9,92,97.  

 

Nuestro grupo previamente ha demostrado que Tmem176b se encuentra expresado 

en DCs convencionales y plasmocitoides y su localización es a nivel de la membrana 

endofagosomal, asi como en la red trans-Golgi97,124. En esta tesis mostramos en 

experimentos de  microscopía confocal la colocalización de las NPs cargadas con una 

sonda fluorescente con la proteína Tmem176b. Nuestros resultados sugieren que que 
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el BayK8644 liberado por las NPs dentro de los endosomas estará en proximidad con 

la proteína TMEM176B. 

 

En el objetivo de esta tesis plantemos nuestro interés en abodar un resultado previo 

de nuestro grupo que creemos importante para definir a Tmem176b como blanco en 

inmunoterapia oncológica y es que a diferencia de la respuesta anti-tumoral 

observada al inhibir farmacológicamente a Tmem176b con BayK8644 en un protocolo 

profiláctico, no se observó una respuesta anti-tumoral eficiente cuando el modelo fue 

terapéutico. Hemos logrado en esta tesis mediante la formulación de NP-BayK8644 

aumentar la sobrevida y retardar el crecimiento tumoral, en un modelo in vivo 

terapéutico, con un tumor ya establecido. La protección observada frente al 

crecimiento tumoral con los nanosistemas NP-BayK8644 ocurrió de manera 

dependiente de Tmem176b. Así, mejoramos los resultados previos de nuestro grupo, 

en los cuales fuimos capaces de potenciar la inmunidad anti-tumoral y mejorar la 

eficacia de bloqueadores de puntos de control a través de la deleción génica y/o del 

bloqueo farmacológico del canal iónico Tmem176b, con BayK8644 pero un modelo 

profiláctico120. El aumento de la sobrevida y control del crecimiento tumoral 

mediante el tratamiento con NP-BayK8644 por vía intra-tumoral fue dependiente de 

la vía de administración, ya que la inyección de NP-BayK8644 por vía intravenosa (i/v) 

no generó protección frente al desarrollo de tumores. Esto puede deberse a que 

cuando la inyección es realizada por vía i/v los nanosistemas son generalmente 

reconocidos como cuerpos extraños y rápidamente son eliminados por el sistema 

fagocítico mononuclear, principalmente las células de Kupffer presentes en el hígado 

y los macrófagos del bazo 37. Una de las ventajas de la inyección de Nanopartículas 

por vía intratumoral, es que se aprovecha el efecto de permeabilidad y retención 

ŀǳƳŜƴǘŀŘŀ 9tw όάenhanced permeation and retentionέύ ƳŜƴŎƛƻƴŀŘƻ Ŝƴ ƭŀ 

introducción, el cual permite la acumulación de la NPs en el tumor. Esto es debido a 

que el proceso de angiogénesis del tumor presenta vasos sanguíneos dilatados que 

permiten la extravasación en el intersticio del tumor181,233.  
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Para comprender mejor el mecanismo mediante el cual las NP-BayK8644 controlan el 

crecimiento tumoral determinamos la presencia de Caspasa-1 activa en los TDNL de 

animales con tumor establecido. En animales que recibieron el tratamiento 

terapéutico con NP-BayK8644 por vía intra-tumoral se observó activación del 

inflamasoma en TDLN. Este resultado de activación de Caspasa-1 en TDLN de 

animales tratados con NP-BayK comparado con animales tratados con eNP concuerda 

con el resultado obtenido previamente por nuestro grupo de trabajo, en el cual se 

observó que en los TDLN la activación de Caspasa-1 fue mayor en animales 

Tmem176b-/-, comparado con su control WT. Este aumento fue observado 

únicamente en células dendríticas de tipo 2 (cDC2) residentes TDLN, pero no en las 

cDC2 migradoras ni en las cDC1120. Cabe destacar que las cDC2 son CD11b+, las cDC1 

ǊŜǎƛŘŜƴǘŜǎ ŘŜƭ ƎŀƴƎƭƛƻ ǎƻƴ /5уʰ+, mientras que las cDC1 migradoras son CD103+ 234. 

Entendemos que es necesario verificar que el efecto anti-tumoral desencadenado por 

las NP-BayK8644 es específicamente dependiente de la activación de inflamasoma 

NLRP3. Para esto pretendemos realizar un experimento in vivo con animales 

Caspasa1/11-/-, en los cuales creemos que se perderá el efecto protector de las NP-

BayK8644. Además consideramos que sería importante mostrar en este punto que las 

NPs logran llegar a los TDLN de los animales, para lo cual ya disponemos de NPs 

cargadas con una sonda fluorescente 6-coumarin, que nos permitirá realizar el 

seguimiento de las mismas en el animal tratado con NP-6coumarin por vía intra-

tumoral. 

 

Mostramos también in vitro, que el BayK8644 encapsulado en NPs de quitosano 

estimuló el inflamasoma NLRP3 en BMDCs. Este efecto fue dependiente de 

Tmem176b. Este resultado está en el mismo sentido que lo que hemos reportado 

previamente que el compuesto BayK866 libre es capaz de activar el inflamasoma 

NLRP3 en BMDCs120. Es importante recordar aquí que la composición química de la 

NP también influye en dicho fenómeno, el quitosano por sí mismo activa el 

inflamasoma NLRP3 e induce la ruptura lisosómica235ς237. 
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En nuestro modelo de trabajo mostramos que el tratamiento con NP-BayK8644 al 

promover la presentación cruzada de antígenos, generaría una respuesta vía 

linfocitos T CD8+, responsables y necesarios para el desarrollo de la inmunidad 

antitumoral. Observamos en el TME de animales tratados con NP-BayK8644 una 

tendencia a tener mayor número de células T CD8+ totales y específicas contra 

antígenos de tumor comparados con animales tratados con eNP o con el compuesto 

BayK8644 libre. En este punto sería deseable mostrar que la respuesta antitumoral es 

efectivamente vía células T CD8+ , para esto pretendemos realizar un experimento in 

vivo, en el cual las células T CD8+ serán depletadas mediante el uso de un anticuerpo 

-hCD8. 

En el TME de animales tratados con NP-BayK8644 se observó una correlación positiva 

entre el tamaño tumoral y el número de células T CD8+ totales y específicas contra 

antígenos de tumor. También observamos dentro de este grupo, que los animales 

que responden al tratamiento con NP-BayK8644 poseen mayor porcentaje y número 

absoluto de células T CD8+ totales y específicas contra antígenos de tumor 

comparado con los animales progresores. Cuando analizamos las poblaciones de 

células T CD8+ en los TDLN, detectamos una tendencia a tener mayor  infiltración en 

número absoluto de células T CD8+ totales y específicos de antígenos tumorales en 

TDLN de animales tratados con NP-BayK8644 comparados con animales tratados con 

eNP o con el compuesto BayK8644 libre.  

El análisis de las células T CD8+ en TDLN y en el microambiente tumoral, por lo tanto, 

respaldan el rol de las NP-BayK8644 en preservar la presentación cruzada de 

antígenos y así mejorar las respuestas inmunes antitumorales. Sabemos que en un 

contexto de respuesta anti-tumoral, la activación de las células T contra antígenos 

exógenos, como lo son los antígenos tumorales, depende de la presentación cruzada 

de antígenos por parte de las CDs9. En esta tesis demostramos que al encapsular al 

BayK8644 en NPs de quitosano, promovemos la presentación cruzada de antígenos, 

lo que induciría una respuesta de células T CD8+ anti tumoral. Además logramos 

obtener una respuesta inmune anti-tumoral con un tratamiento terapéutico con las 

NP-BayK8644, el cual no  habíamos logrado con el compuesto libre. Este resultado se 

correlaciona con los resultados previos de nuestro grupo, donde demostramos que la 
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desinhibición del inflamasoma en ratones deficientes en Tmem176b resulta en un 

aumento en los linfocitos T CD8+ intratumorales, tanto totales como específicos del 

tumor, resultando en una mejor sobrevida que los ratones Tmem176b WT120. 

Además, en ese trabajo  fue demostrado el rol fundamental de las células T CD8+ al 

perder la protección frente al crecimiento tumoral en animales Tmem176b-/- 

depletados de linfocitos T CD8+ 120. 

 

 

En el trabajo previo de nuestro grupo logramos potenciar la inmunidad anti-tumoral y 

mejorar la eficacia de bloqueadores de puntos de control a través de la deleción 

génica y/o del bloqueo farmacológico del canal iónico Tmem176b con BayK8644 libre 

120.  Entonces, sería esperable que con el encare de NPs que encapsulan al BayK8644 

también mejoraríamos la respuesta anti-tumoral en un contexto de terapia con anti-

PD-1. Estudiamos el efecto de las NP-BayK8644 combinado a la terapia con anti-PD1, 

manteniendo el mismo protocolo que el utilizado en nuestros estudios previos, 

donde el BayK8644 fue administrado diariamente por vía intraperitoneal 3 días 

después de comenzar la terapia con anti-PD1120. Sin embargo no tuvimos el efecto 

esperado, ya que no mejoramos el efecto de la monoterapia con anti-PD1 en este 

modelo combinado con NP-BayK8644. De todos modos sabemos que  actualmente es 

altamente debatida la importancia de la secuencia y el momento en el cual realizar el 

bloqueo de puntos de coƴǘǊƻƭ ƛƴƳǳƴƻƭƽƎƛŎƻ όǘŜǊŀǇƛŀǎ ŎƻƳƻ ʰ-CTLA-п ƽ ʰ-PD-1) y 

como combinarlos con el uso de tratamientos para la modulación de las respuestas 

inflamatorias. En este sentido Verma y colaboradores mostraron recientemente que 

el tratamiento con anti-PD-1 cuando el cebado a las células T CD8+ ocurre en 

condiciones subóptimas confiere resistencia a la inmunoterapia y al fracaso 

terapéutico, ya que se generan células PD-1+CD38hiCD8+ disfuncionales, este 

fenómeno puede revertirse mediante la estimulación antigénica adecuada. Los 

autores destacan que la secuencia adecuada de agentes inmunomoduladores es 

crucial para obtener buenos resultados terapéuticos238. Es por esto que estamos 

evaluando nuestro tratamiento con NP-BayK8644 más anti-PD1 en un orden inverso 

al ya investigado. Así cuando el tumor ya está establecido realizamos la inyección con 
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NP-BayK8644 para luego a las 24 horas posteriores comenzar el tratamiento con anti-

PD1. Esperamos con esta secuencia de tratamiento, lograr mejorar la eficacia de 

bloqueadores de puntos de control. Está ampliamente demostrado, que  las células T 

que se generan durante una repuesta inmune antitumoral es variable 

cuantitativamente y cualitativamente. En este contexto de diferencias cualitativas 

varios estudios han demostrado el subtipo responsable de promover una respuesta 

antitumoral en el contexto del bloqueo de PD-1, se trata de  un subconjunto de 

linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) que combina características de células T 

agotadas y células T de memoria y muestra un fenotipo único caracterizado por la 

coexpresión de PD-1, Tcf-1 y Tox, así como la falta de expresión de TIM3 106,239. 

Esperamos que al invertir el orden de nuestro experimento con terapia combinada de 

NP-BayK8644 y anticuerpo anti-PD1 poder correlacionar la existencia de protección 

frente al desarrollo tumoral con la presencia en el TME de un mayor porcentaje de 

células progenitoras exhaustas con un fenotipo Tcf-1+Tox+PD-1+. 

 

Además previamente se había reportado que el bloqueo de PD-1 induce el rechazo 

tumoral al revitalizar a las células T CD8+, llevando a un aumento en la actividad 

funcional y en la frecuencia. El bloqueo de la señalización del eje PD-1 impide la 

atenuación de la señalización del TCR, permitiendo que se restaure la función 

efectora de alguna de las subpoblaciones de células T CD8+ exhaustas 147,167. Basados 

en la bibliografía mencionada sobre la respuesta inmune anti-tumoral en un contexto 

de terapia con BPC, consideramos que en nuestro modelo de inhibición de 

Tmem176b con el compuesto BayK8644, en el cual in vitro observamos que el BayK 

inhibe la presentación cruzada de antígenos, pero en modelo in vivo obtenemos una 

respuesta anti tumoral, y adicionalmente mejoramos el efecto de la terapia con BPC, 

hipotetizamos que las células T CD8+ encontradas dentro de los infiltrados tumorales 

(T CD8+ totales y específicos del tumor) podrían presentar un fenotipo de células T 

efectoras (CD8+GrzB+CD44+PD1-), y estamos investigando sobre qué subtipo de 

células exhaustas existen en el TME y en los TDLN de nuestro modelo. 
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Hasta ahora en esta discusión me he centrado en las consecuencias que tiene la 

inhibición de Tmem176b sobre el mecanismo de presentación cruzada de antígenos, 

característica funcional de la subpoblación cDC1.  

Para estudiar el rol que tiene la activación del inflamasoma NLRP3 a través de la 

inhibición de Tmem176b en las cDCs de tipo 2, evaluamos el efecto sobre la 

diferenciación a un fenotipo Th17 y como esto afecta en la respuesta inmune anti-

tumoral. Las cDC2 inducen la diferenciación a un perfil Th1778. En esta tesis 

mostramos en un modelo in vitro y ex vivo la mayor capacidad que tienen las células 

que poseen el inflamasoma activado, de promover la diferenciación a un fenotipo 

Th17 comparada con las que no tienen el inflamasoma activado. Mostramos que este 

efecto se pierde en aquellas células que carecen de Caspasa-1, corroborando la 

dependencia de activación del inflamasoma.  

Es importante resaltar aquí las diferencias que encontramos en esta tesis, en relación 

al tipo de cDC2 que participa (residentes versus migradoras) en la generación de un 

fenotipo Th17, entre la inhibición farmacológica de Tmem176b con el compuesto 

BayK86644 (cDC2 migradoras) y la deleción génica (cDC2 residentes). Esto puede 

deberse a que la inhibición farmacológica es una inhibición aguda, bloqueando la 

función de la proteína Tmem176b, pero la proteína permanece expresada en la 

membrana endofagosomal. Así puede interaccionar con otras proteínas o formar 

complejos, que puedan generar una respuesta compensatoria a tal inhibición. 

Además los animales que posee la deleción génica de Tmem176b, mantienen la 

expresión de su homólogo Tmem176a, sin embargo la inhibición farmacológica con 

BayK8644 es capaz de inhibir a ambas proteínas. 

 

Los resultados antes mencionados en esta tesis están alineados con los resultados 

obtenidos previamente por nuestro grupo, en lo que en un modelo experimental, se 

ƻōǎŜǊǾƽ ǳƴŀ ƳŀȅƻǊ ŦǊŜŎǳŜƴŎƛŀ ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢/wʲ+CD4+RORgt+ en TDLN de animales 

Tmem176b-/ - en comparación con animales WT y animales Tmem176b-/- tratados con 

anticuerpo anti-IL-мʲΦ !ŘŜƳłǎ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢h17 parecen tener un rol importante en el 

desarrollo de la respuesta anti-tumoral en ratones Tmem176b-/-, ya que la 

neutralización de la IL-17A en estos ratones conduce a la pérdida del efecto anti-
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tumoral. A su vez, la IL-мʲ ǘƛŜƴŜ ǳƴ Ǌƻƭ ŎƭŀǾŜ Ŝƴ ƭŀ ƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ŘŜ Ŝǎǘŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ƘмтΣ ƭŀ 

neutralización de dicha citoquina en ratones Tmem176b-/ - resulta en una reducción 

en el número de células Th17 a nivel del ganglio que drena el tumor120. En nuestros 

experimentos mencionados anteriormente en esta tesis, al co-cultivo de células 

dendríticas con células T CD4+, se le adicionaron las las citoquinas IL-мʲΣ L[-6, IL-23 e 

IL-2 al cultivo. Este microambiente citoquínico promovió la diferenciación de las 

células Th17 a un fenotipo efector ó patogénico. 

 

Cabe recordar en este punto que uno de los programas efectores adaptativos que son 

activados por el eje inflamasoma/IL-мʲ Ŝƴ ǳn contexto de cáncer, son los linfocitos 

cooperadores Th17240. Sin embargo, el rol de las células Th17 en el cáncer es 

controvertido. Han sido reportados estudios que muestran un efecto anti-tumoral de 

las células Th17, así como otros que muestran su participación en la progresión 

tumoral. De hecho, una alta frecuencia en células Th17 en el infiltrado tumoral de 

pacientes con cáncer de colon, de hígado, o de páncreas se correlaciona fuertemente 

con un mal pronóstico. Sin embargo, un aumento en el número de células Th17 en 

tumores de ovario se ha asociado a mejor sobrevida 114,115. Como fue discutido en la 

introducción de esta tesis, estos hallazgos sorprendentes y controversiales, se deben 

en principio a la plasticidad de las células Th17. Fundamentalmente las células Th17 

diferenciadas en presencia de IL-мʲΣ L[-6 e IL-23 no expresan CD39 y CD73. La 

expresión de CD39 y CD73 lleva a la transformación de ATP o ADP a adenosina, la cual 

tiene potente efecto inmunosupresor. Estas células co-expresan los factores de 

ǘǊŀƴǎŎǊƛǇŎƛƽƴ ¢ōŜǘ ȅ whwʴǘΣ ƭƻ ǉǳŜ ǊŜǎǳƭǘŀ Ŝƴ ƭŀ ǎŜŎǊŜŎƛƽƴ ŘŜ LCb-ʴ Ŝ L[-17, pero no IL-

млΦ 9ǎǘŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ƘмтΣ άǘƛǇƻ ¢ƘмέΣ ƳŜŘƛŀƴ ƭŀ ǊŜƎǊŜǎƛƽƴ ǘǳƳƻǊŀƭ ƻōservada en algunos 

diseños experimentales109,111,115,116. 

 

Para estudiar el rol de las células Th17 en la respuesta anti-tumoral generada por la 

terapia con BPC, en esta tesis mostramos que la transferencia adoptiva de células 

(ACT) con fenotipo Th17 efector, diferenciadas en presencia de IL-1ʲ Σ mejora el 

efecto antitumoral de la monoterapia con anticuerpo anti-PD1.  La ACT de las células 

Th17 mejoró la capacidad citotóxica in vivo de las células T CD8+ contra los antígenos 
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tumorales. Estos resultados sugieren que las células efectoras Th17 mejoran la 

inmunidad tumoral provocada por el bloqueo de PD-1. 

Estos resultados son congruentes con resultados publicados por Orozco y 

colaboradores en lo que demuestran en un modelo de melanoma de ratón, que la 

transferencia de células adoptivas (ACT) de las células Th17 efectoras promueve la 

acumulación de DCs en el TME y la diferenciación de las células T CD8+ específicas del 

tumor en linfocitos T citotóxicos (CTL), necesarios para la respuesta anti-tumoral119.  

En estudios con sangre periférica de humanos con cáncer de próstata y melanoma 

avanzado, Dulos y colaboradores demuestran que el bloqueo con la terapia anti-PD-1 

induce una respuesta proinflamatoria  Th17241. Además, estudios en pacientes con 

melanoma mestastásico que poseen una alta frecuencia de células Th17 mostraron 

una mayor inmunidad anti-tumoral inducida por las vacunas administradas, lo que se 

traduce a un aumento de la sobrevida del paciente118. 

Sabemos actualmente que la terapia con BPC induce en los pacientes efectos 

adversos inmuno-relacionados, discutidos en la Introducción de esta tesis. En este 

contexto, Kim y colaboradores demostraron el aumento de células con un perfil Th17 

en sangre perfiérica de pacientes con cáncer, previo al tratamiento con anticuerpo 

anti-PD1, en aquellos pacientes que presentaron efectos adversos severos242. 

Sumado a este resultado, recientemente Nakamura et al, mediante estudios de 

RNAseq, no encontraron diferencias en el perfil de citoquinas relacionadas a las 

células Th17 en células de sangre perfiférica de pacientes con  melanoma243. 

 

Finalmente, me gustaría recordar que si bien los BPC han logrado resultados notables 

en el tratamiento de melanoma metastásico y otros tipos de cánceres, es necesario 

identificar, caracterizar y manipular nuevos puntos de control en la inmunidad anti-

tumoral para lograr vencer mecanismos de resistencia primaria y secundaria. En este 

sentido se necesita profundizar en la investigación de los mecanismos 

desencadenados por los BPC para desarrollar biomarcadores predictivos de 

respuesta. Cabe recordar aquí que la IL-мʲ Ŝǎ ǳƴ ŦŀŎǘƻǊ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀƴǘŜ Ŝƴ ƭŀǎ 

propiedades efectoras de las células Th17. Así, resta determinar en nuestros estudios 

si la activación del inflamasoma NLRP3 modula la diferenciación de células Th17.  
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Conclusión 

 

Mostramos que el bloqueo con NPs de quitosano del inhibidor del inflamasoma 

TMEM176B controla el crecimiento tumoral de una manera dependiente de 

Tmem176b, e induce la presencia en el microambiente tumoral de un infiltrado de 

células T CD8+. La formulación nanotecnológica de BayK8644 nos permitió 

desencadenar la activación del inflamasoma en el TDLN evitando la inhibición de la 

vía de presentación cruzada. No obstante, se necesitan más estudios toxicológicos 

para trasladar este enfoque a entornos clínicos. 

 

Además mostramos la importancia de la activación del inflamasoma NLRP3 en las 

cDC2 para inducir la diferenciación a células con un perfil Th17 efector o patogénico. 

Proponemos que la activación del inflamasoma in vivo podría ser una estrategia para 

potenciar las respuestas efectoras de las células Th17, y así superar los efectos 

adversos de la terapia con anti-PD1, como lo son las resistencias primarias y 

secundarias. 

 

En suma, estudiamos en esta tesis el impacto de la inhibición de Tmem176b en 

diferentes subtipos de cDCs, cDC1 y cDC2 con el objetivo de desarrollar estrategias 

que permitan mejorar el efecto anti-tumoral del BayK8644 libre y además 

estudiamos mecanismos  desencadenados al inhibir a Tmem176b.  
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Perspectivas 
 

Como mencionado en la introducción de esta tesis es de interés en nuestro grupo de 

trabajo estudiar los mecanismos a través de los cuales el bloqueo de la vía PD-1 

desencadena la inmunidad anti tumoral. La vía de PD-1 altera la activación de las 

células T y atenúa las funciones efectoras y la proliferación de las células T, lo que 

promueve la aparición de las células T agotadas ó exhaustas 149, 165, 166. El agotamiento 

όƽ άŜȄƘŀǳǎǘƛƴƎέύ ŘŜ ƭŀǎ ŎŞƭǳƭŀǎ ¢ Ŝǎ ǳƴ ƳŜŎŀƴƛǎƳƻ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ ǉǳŜ ƭƛƳƛǘŀ ƭŀ ŀŎǘƛǾƛdad 

de las mismas en presencia de estimulación antigénica crónica y actúa para preservar 

clones de linfocitos T que de otra manera sufrirían una muerte celular inducida por 

activación147. La terapia con anticuerpo anti-PD-1 puede mejorar la inmunidad 

antitumoral al prevenir el agotamiento de las células T CD8+, al promover el cebado 

de las células T de novo y/o al modular las células que ya poseen un fenotipo de 

exhaustas.  

En el trabajo previo de nuestro grupo logramos potenciar la inmunidad anti-tumoral y 

mejorar la eficacia de bloqueadores de puntos de control a través de la deleción 

génica y/o del bloqueo farmacológico del canal iónico Tmem176b con BayK8644 

libre120. 

Como perspectiva general de este trabajo pretendemos estudiar el efecto de la 

terapia combinada de NP-BayK8644 junto a la terapia con anti-PD-1.  

Con el objetivo de obtener un mayor beneficio en el uso de la inmunoterapia, 

debemos investigar cómo afecta en nuestro protocolo de trabajo la secuencia y el 

momento en el cual realizar el bloqueo de puntos de control inmunológico (con anti-

PD-1) y cómo combinarlo con la activación del inflamasoma a través del uso de NP-

BayK8644. 

Pretendemos realizar estudios in vivo en lo cuales administraremos NP-BayK8644 por 

vía intratumoral y 24 horas posteriores a la primera inyección de NP-BayK8644, se 

comenzará con la terapia con anti-PD1 por vía intraperitoneal. Realizaremos un total 

de 3 inyecciones con anti-PD1 y 5 inyecciones con NP-BayK8644. Tenemos resultados 

preliminares que muestran un retraso en el crecimiento tumoral utilizando este 

protocolo, pero el número de animales es aún bajo. 
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Además pretendemos estudiar que poblaciones de células T exhaustas se generan en 

este modelo, así esperamos con nuestro experimento con terapia combinada de NP-

BayK8644 y anticuerpo anti-PD1 poder correlacionar la existencia de protección 

frente al desarrollo tumoral con la presencia en el TME de un mayor porcentaje de 

células progenitoras exhaustas con un fenotipo Tcf-1+Tox+PD-1+. 
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Abstract 

 

Pharmacological blockade of the immunoregulatory cation channel TMEM176B with 

BayK8644 triggers anti-tumoral immune responses in an inflammasome and CD8-

dependent manner. Although BayK8644 controls tumor growth in preventive 

protocols, it failed to do so in established tumors. Since TMEM176B promotes antigen 

cross-presentation, we speculated that BayK8644 may inhibit this process and thus 

limit its anti-tumoral efficacy. Here we show that BayK8644 does inhibit cross-

presentation by splenic DCs to antigen-specific CD8+ T cells. To prevent such 

inhibition, we reasoned that formulating BayK8644 in nanoparticles may delay the 

release of the compound in endosomes. Avoiding TMEM176B inhibition at least 

during the first 30 minutes of nanoparticle internalization by DCs, may help cross-

presentation to occur during that critical time frame. We indeed observed that 

BayK8644 encapsulated in NPs (NP-PEG-BayK8644) did not inhibit antigen cross-

presentation, in contrast to the free compound. Moreover, NP-PEG-BayK8644 

triggered inflammasome activation in a Tmem176b-dependent manner. We then 

injected empty NPs (eNP-PEG) or NP-PEG-BayK8644 to mice bearing established 

tumors. NP-PEG-BayK8644 significantly controlled tumor growth and mice survival as 

compared to eNP and free BayK8644 in a Tmem176b-dependent manner. NP-PEG-

BayK8644 therapy was associated with increased inflammasome activation by 

dendritic cells in the tumor-draining lymph node. Moreover, responding animals 

treated with NP-PEG-BayK8644 showed reinforced tumor infiltration by total and 

tumor-specific CD8+ T cells. In conclusion, formulating BayK8644 in NPs improved its 

anti-tumoral therapeutic efficacy by inducing inflammasome activation while avoiding 

inhibition of antigen cross-presentation. Thus, a nanotechnology-based formulation 

was key to solve a biological problem such as inhibition of cross-presentation by 

BayK8644. 
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Introduction 

 

Immunotherapeutic approaches have revolutionized cancer therapy (1). However, 

only a minority of treated patients have clinical benefits (2ï4). We thus need to 

identify and target novel immunoregulatory molecules to trigger effective anti-tumoral 

immune responses. In this context, TMEM176B has been proposed as an emergent 

player in immunoregulation (5ï7). 

TMEM176A and TMEM176B are intracellular acid-sensitive non-specific cation 

channel which belong to the MS4A family (8ï10). They are strongly expressed by 

mouse, rat and human DCs (8,10ï14) among other leukocyte subsets. Functionally, 

TMEM176B plays a key role in tolerogenic DCs to prolong allograft survival (8). 

Moreover, we have shown that TMEM176B inhibits the NLRP3 inflammasome 

activation through ionic mechanisms in mouse and human DCs and macrophages 

(15). Inflammasomes are cytosolic multiprotein complexes that sense cellular stress 

and lead to Caspase-1-dependent activation of IL-1b and IL-18 (16).  

High TMEM176A/B expression has been associated with diminished overall survival 

in patients with colon (15), glioblastoma (17) and gastric cancer (18). Those data 

therefore support TMEM176A/B as potential pharmacological targets in oncology.  

Indeed, pharmacological and genetic evidence has shown that targeting TMEM176B 

triggers strong anti-tumoral immune responses which depend on host inflammasome 

activation and CD8+ T cell responses (15). In vivo TMEM176A/B blockade with 

BayK8644 controlled tumor growth in murine cancer models in preventive but not in 

therapeutic protocols (mice bearing established tumors) (15).  

We speculated that pharmacological blockade of TMEM176B may impair antigen 

cross-presentation, a critical pathway to trigger anti-tumoral CD8+ T cell responses 

(19,20), and thus limit the therapeutic efficacy of BayK8644. Indeed, Tmem176b-/- 

DCs showed undermined capacities of cross-presenting antigens to CD8+ T cells (8). 
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Limited V-ATPase-dependent phagosomal acidification and transient alkalinized 

phagosomal pH were observed in Tmem176b-/- DCs during the first 30 minutes after 

phagocytosis, potentially explaining the cross-presentation defect (8). In fact, 

phagosomal pH is kept near neutrality by DCs to allow antigens to be cross-presented 

(21ï24). Moreover, endo-phagosomal antigen processing occurs through a fast 

kinetic, since a time limit of 25 minutes has been proposed (25). Thus, exogenous 

antigens that were not processed before that time, would not be presented on MHC 

class I molecules (25). We therefore speculated that formulating BayK8644 through a 

strategy that allows a slow release kinetic in endosomes may prevent inhibition of 

cross-presentation by the compound while potentially maintaining its capacity to 

induce inflammasome activation. Chitosan nanoparticles (NPs) are known to slowly 

release hydrophobic compounds within hours in a process that is accelerated by 

acidic pH (26,27). Thus, chitosan NPs should avoid BayK8644 release in 

compartments such as early endosomes with neutral pH where antigen processing for 

cross-presentation is thought to take place.  Once cross-presentation occurred, 

BayK8644 release might still trigger inflammasome activation.  

Here we show that BayK8644 does inhibit antigen cross-presentation. BayK8644 

encapsulation in NPs (NPBayK8644) prevents such inhibition while still triggering 

inflammasome activation. NP-PEG-BayK8644 controlled tumor growth of established 

tumors in a Tmem176b-dependent manner. Tumor control was associated with 

increased inflammasome activation by DCs the in tumor-draining lymph nodes 

(TDLN) and with tumor infiltration by total and tumor-specific CD8+ T cells within the 

NP-PEG-BayK8644-treated animals. Thus, formulating BayK8644 in NPs improved 

the anti-tumoral efficacy of the compound by triggering inflammasome activation while 

preventing the inhibition of antigen cross-presentation.  
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Results  

BayK8644 inhibits antigen cross-presentation by splenic DCs in vitro.  

We first studied whether BayK8644 inhibits antigen cross-presentation in vitro.  

Enriched splenic CD11c+ DCs from WT mice were pulsed with OVA protein and co-

cultured with the OVA-specific CD8+ B3Z T cell hybridoma in which the ɓ-Gal enzyme 

is under the control of the IL-2 promoter (32). OVA induced a dose-dependent 

activation of B3Z cells (Figure S1). We observed that treating splenic DCs with 

BayK8644 significantly decreased their capacity to activate B3Z cells (Figure 1A). 

Conversely, BayK8644 did not inhibit activation of B3Z cells induced by the minimal 

OVA peptide SIINFEKL (Figure 1B). Thus, these results suggest that Bayk8644 

interferes with the processing of OVA protein through the cross-presentation pathway 

in splenic DCs. Formulating BayK8644 through a strategy that avoids inhibition of 

cross-presentation may therefore improve the anti-tumoral immune responses 

triggered by the compound.  

Encapsulation of BayK8644 in chitosan nanoparticles.   

Processing of antigens through the cross-presentation pathway is known to require a 

fast kinetic (33). The rate of antigen release in endo-phagosomes directly affects 

cross-presentation efficiency, with an apparent time limit of 25 minutes post 

internalization for antigen release to be productive (33). Accordingly, transient 

alkalinized phagosomal pH during the first 30 minutes after phagocytosis was 

associated with impaired cross-presentation in Tmem176b-/- DCs (8). We therefore 

reasoned that formulating BayK8644 through a slow releasing mechanism in the 

endosomal compartment might avoid inhibition of cross-presentation by the 

compound.  Chitosan nanoparticles (NPs) have been characterized as drug-

encapsulating strategies that release compounds with a slow kinetic (26,27). We 

therefore speculated that encapsulating BayK8644 in chitosan NPs may avoid 
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inhibition of cross-presentation by the compound while probably keeping its 

inflammasome-activation capacity.    

Chitosan NPs (semi-crystalline linear polysaccharide composed of N-acetyl D-

glucosamine and D-glucosamine units linked by ɓ (1-4) glucosidic bonds) were 

synthesized and coated on their surface with polyethylene glycol (PEG), which forms 

a protective hydrophilic layer around the nanoparticles (28). Thus, empty pegylated 

NPs (eNP-PEG), pegylated NPs containing the compound (+)-BayK8644 (NP-PEG-

BayK8644) and pegylated NPs containing the fluorescent probe 6-coumarin (NP-

PEG-6cou) were synthesized. The average size, the polydispersity index (PI) and the 

Z potential of the NPs as well as the efficiency of encapsulation of the formulation 

containing BayK8644, are detailed in Table 1. The NPs size was obtained by using a 

Nano Zetasizer, showing an average size close to 200 nm, which is within the range 

of optimal sizes to improve the biological fluids circulation time of NPs, as well as for 

its cellular internalization (34). We can also conclude that the colloidal solutions 

obtained are stable, since their Z potential is less than 30 mV. The BayK8644 

encapsulation efficiency in all the performed syntheses was always greater than 99%. 

In Figure 2 A, the TEM images of NP-BayK8644 and eNP show their spherical shape 

and a homogeneous size distribution. The sizes obtained by TEM are smaller than 

those obtained by Nano Zetasizer and shown in Table 1. This difference in size 

measurement arises because in solution the ions of opposite charge will be attracted 

to the surface of the nanoparticles generating ionic layers that move along with it, and 

the Nano Zetasizer measures the nanoparticles hydrodynamic diameter in solution, 

while the TEM reports the actual diameter of the NPs without the ionic layer (35). 

In Figure 2 B, (ESPECTRO RAMAN) the study by confocal Raman microscopy 

allowed to evaluate there are notorious differences between the spectra of pure 

BayK8644 and chitosan NPs with respect to that obtained with chitosan NPs loaded 

with BayK8644, obtaining a spectrum different from the one that would have been 
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used. obtained only by adding the individual spectra. This indicates that there must 

have been a chemical interaction between the constituent materials of the NPs and 

the BayK8644 molecule. The latter is important when it comes to obtaining an 

adequate release of the BayK8644 molecule, which would occur from the lipid phase 

as the wall of 

We then studied the in vitro release kinetics of BayK8644 from NPs at different pHs. 

As expected (26,27), we observed a slow kinetic release of the compound (Figure 

2C). Acidic pH increased the percentage of released BayK8644 since 24 h incubation 

of the NPs with the buffer (Figure 2C). Thus, encapsulation of BayK8644 in chitosan 

NPs is highly efficient, generates NPs with physicochemical characteristics 

compatible with their use with cells and releases the compound with a slow kinetic.  

 

NP-PEG-BayK8644 do not inhibit antigen cross-presentation by DCs but still trigger 

inflammasome activation.  

To further determine whether encapsulation of BayK8644 in chitosan NPs may 

reinforce the anti-tumoral properties of the compound, we studied whether and how 

NPsBayK8644 modulate DCs biology. We therefore first assessed their internalization 

by DCs. Flow cytometry studies showed that BMDCs efficiently internalizes NP-6cou, 

increasing both the percentage of 6cou+ cells (Figure 3A, B) and 6cou mean 

flouorescence intensity (MFI) (Figure 3A, C) in comparison to untreated cells and 

BMDCs incubated at 0°C as a control to minimize active internalization. Confocal 

microscopy experiments showed that at 0°C the NPs were lying at the cell surface, 

whereas at 37 °C the NPs were in fact within the BMDCs (Figure 3D). Moreover, we 

observed that NPs6-cou co-localized with the TMEM176B protein (Figure 3E), 

suggesting that NPs are internalized by TMEM176B+ endosomes (8). Thus, 

BayK8644 released by NPs within endosomes will be in proximity to TMEM176B.    
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We then wished to determine whether BayK8644 encapsulated in NPs may inhibit 

antigen cross-presentation by DCs. Splenic DCs were loaded with OVA protein ± 

BayK8644 or ± NPBayK8644 and co-cultured with B3Z CD8+ T cells. We observed 

that in contrast to BayK8644, NPBayK8644 failed to block activation of B3Z cells 

(Figure 3F). Furthermore, treatment of DCs with NP-PEG-BayK8644 induced the 

secretion of IL-1ɓ at higher levels than eNP-PEG in WT but not in Tmem176b-/- DCs 

(Figure 3G). Moreover, NP-PEG-BayK8644 were at least as effective as BayK8644 in 

triggering IL-1ɓ secretion (Figure 3H). NP-PEG-BayK8664 were more effective than 

eNP-PEG and BayK8644 in inducing Caspase-1 activation in DCs (Figures 3I-J and 

Figure S2). Thus, NP-PEG-BayK8644 trigger inflammasome activation in DCs while 

preventing inhibition of antigen cross-presentation by BayK8644.  

 

Therapeutic treatment with BayK8644 encapsulated in chitosan NPs increases 

survival and retards tumor growth in a Tmem176b-dependent manner.  

Having shown that NP-PEG-BayK8644 do not inhibit antigen cross-presentation while 

still triggering inflammasome activation, we then studied whether those NPs may 

control tumor growth in vivo in a therapeutic setting. We had shown that although 

BayK8644 injected i.p before tumor establishment controlled its growth (preventive 

protocol), it failed to do so in animals with established tumors (therapeutic protocol) 

(15).   

To evaluate the therapeutic efficacy of NPBayK8644, in vivo studies were carried out 

in WT mice carrying established EG7 tumors. We observed that intratumoral injection 

of NPBayK8644 significantly improved mouse survival and controlled tumor growth as 

compared to animals injected with eNPs (Figure 4A, D). In contrast, when Tmem176b-

/- animals were treated with NP-PEG-BayK8644 or eNP, we found no difference in 

mouse survival nor tumor growth in those conditions (Figure 4B, E). Thus, 
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NPBayK8644 control tumor growth through a Tmem176b-dependent mechanism. 

Additionally, intratumoral injection of BayK8644 also failed to control tumor growth 

and improve mouse survival in comparison to vehicle-treated animals (Figure 4C, F). 

To further understand how NP-PEG-BayK8644 may control tumor growth, we 

assessed inflammasome activation in the tumor-draining lymph nodes (TDLN) of 

animals treated with NPBayK8644 or eNP. In fact, we had reported that i.p BayK8644 

was associated with increased Caspase-1 activation in the TDLN and controls tumor 

growth in a Casp1/11-dependent manner (15). Indeed, we observed that NP-PEG-

BayK8644 induced higher percentages of Caspase-1+ DCs in the TDLN than eNP-

PEG (Figure 4G). Moreover, the anti-tumoral effect of NP-PEG-BayK8644 was 

inflammasome-dependent, since it was abrogated in Casp1/11-/- mice (Figure 4H).  

 

Increased tumor infiltration by total and tumor-specific CD8+ T cells is associated with 

tumor control in NP-PEG-BayK8644-treated animals.   

We then speculated that, in addition to its capacity to trigger inflammasome activation, 

preventing antigen cross-presentation inhibition by BayK8644 may enhance the anti-

tumoral efficacy of NP-PEG-BayK8644. Anti-tumoral CD8+ T cells are primed in the 

TDLN through the cross-presentation pathway. We therefore studied CD8+ T cells by 

flow cytometry in the TDLN form EG7 tumors-bearing animals treated with BayK8644, 

eNP-PEG or NP-PEG-BayK8644. According to our hypothesis, absolute numbers of 

tumor-specific and total CD8+ T cells were increased in the TDLN from NP-PEG-

BayK8644 mice in comparison with BayK8644 and eNP-treated animals, although 

statistical significance was not reached (Figure 5A-B). A similar trend was found in the 

tumor microenvironment for absolute numbers of total and tumor-specific (Figure 5C-

D) CD8+ T cells, when comparing the three therapeutic groups. We did find a 

significant positive correlation between the size of tumors and the absolute numbers 
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of total (Figure 5E) and tumor-specific (Figure 5F) tumor-infiltrating CD8+ T cells within 

the NP-PEG-BayK8644-treated group. Accordingly, we observed a significant 

increase in the percentage and absolute number of intratumoral total CD8+ T cells in 

animals controlling tumor growth (responders) versus progressors within the NP-PEG-

BayK8644-treated group (Figure 5G-I). Similar results were found when analyzing 

intratumoral tumor-specific CD8+ T cells (Figure 5J, K, I). The analysis of CD8+ T cells 

in the TDLN and tumor microenvironment therefore supports a role for preserved 

antigen cross-presentation in the anti-tumoral properties of NP-PEG-BayK8644.  
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Discussion.    

High TMEM176A/B expression has been associated with diminished overall survival 

in different human tumors, suggesting that it is a potential pharmacological target to 

control cancer progression (15,17,18). BayK8644 triggers inflammasome and CD8+ T 

cell-dependent anti-tumoral immune responses leading to tumor control in preventive 

but not in therapeutic protocols (15). Here we report that formulating the 

TMEM176A/B inhibitor BayK8644 in chitosan nanoparticles prevents inhibition of 

antigen cross-presentation while strongly triggers inflammasome activation. This 

approach improves the anti-tumoral efficacy of the compound, allowing the control of 

established tumors in mice. Thus, a nanotechnology-based formulation was key to 

solve a biological problem such as inhibition of cross-presentation by BayK8644.  

Understanding the mechanisms by which NP-PEG-BayK8644 control tumor growth is 

key to develop pharmacodynamic biomarkers which might help to determine which 

patients may respond to this approach in translational settings. Rational combination 

of therapies may also arise through this approach. Nevertheless, future work should 

study whether, as observed with BayK8644, NP-PEG-BayK8644 therapy may also be 

associated with increased CD4+ RorgT+ T cells and IL-17A production (5,15).  

NPs are promising strategies for the controlled release of drugs, particularly in 

oncology (36). Although chitosan is considered a safe polymer, variations in origin, 

composition and molecular weight among other parameters have complicated the 

translational pathway of chitosan nanoparticles (37). Our study adds proof of concept 

of the reinforced anti-tumoral properties of BayK8644 through its encapsulation in 

nanoparticles. Further research will need to determine whether encapsulation of the 

compound in NPs of other materials will give similar results in preclinical models. The 

mechanisms studied here reveal that independently of the material used, BayK8644 
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should not be released at early time points after NP internalization to avoid inhibition 

of cross-presentation.  

We have previously shown that its pharmacological blockade is not associated with 

toxicities in mice (15), though further toxicological studies in larger species are 

needed to position BayK8644 as a drug candidate. Additionally, immune-related 

adverse events triggered by TMEM176A/B inhibition remains to be determined. 

Nevertheless, we know that Tmem176b-/- mice do not suffer from spontaneous 

autoimmune disease (8,15). 

Triggering inflammation to improve anti-tumoral immune responses and improve 

cancer immunotherapy is a matter of intense research (6,38). Specifically, 

intratumoral injection of inflammogenic NPs have shown promising results to control 

tumor growth. ɓ-cyclodextrin nanoparticles loaded with the TLR-7 and TLR-8 agonist 

R848 sensitized the mouse colon tumors MC38 to anti-PD-1 therapy by polarizing 

tumor-associated macrophages to an M1 phenotype (39). The use of NPs has also 

been reported to trigger anti-tumoral immune responses in a STING (Stimulator of 

Interferon genes; TMEM173)-dependent manner. Tumoral antigens encapsulated in 

synthetic polymeric nanoparticles led to tumor control in mouse melanoma and colon 

cancer models through mechanisms involving STING (40). Moreover, endosomolytic 

polymersomes  designed for the cytosolic delivery of STING agonists (cGAMP) 

improved the anti-tumoral therapeutic efficacy of the dinucleotides (41). In a different 

approach, endosomal disruption in DCs using polymer NPs loaded with tumoral 

peptides led to effective inhibition of tumor growth in mouse melanoma through 

mechanisms involving cross-presentation and NLRP3 inflammasome activation (42). 

Thus, combining STING agonists with TMEM176B inhibitors in a rationally designed 

NP that also allows the cross-presentation pathway to occur might result in strong 

inflammatory stimuli to trigger tumor immunity.  
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In conclusion, here we show that blocking the inflammasome inhibitor TMEM176B 

with NPs controls tumor growth in a Tmem176b, inflammasome and CD8+ T cell-

dependent manner. The nanotechnological formulation of BayK8644 allowed us to 

trigger inflammasome activation in the TDLN while avoiding inhibition of the cross-

presentation pathway. Nevertheless, further toxicological studies are needed to 

translate this approach into clinical settings.   
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Figure legends.  

Figure 1. Free BayK8644 inhibits cross presentation in splenic dendritic cells   .  

A) CD11c+ splenic DCs were loaded with 3mg/ml soluble OVA for 4 hours ± 10 µM or 

20 µM of free BayK8644. Then, DCs were extensively washed, fixed, and cultured (18 

hs) with the ɓ-galactosidase-inducible B3Z T-cell hybrid, which is specific for the OVA 

peptide (SIINFEKL) in association with H-2Kb MHC-I molecules. B3Z T cell activation 

was measured by assessing ɓ-galactosidase activity in a colorimetric assay. A pool of 

three independent experiments is shown. ***p < 0.001, ****p < 0.0001. One-way 

ANOVA test. 

B)  Splenic DCs were loaded for 45 minutes with the OVA peptide SIINFEKL, which 

does not need further processing in intracellular compartments to be presented on 

Hπ2Kb MHCπI molecules± 20µM BayK8644. DCs were then washed and fixed and co-

cultured with B3Z T cells. A pool of three independent experiments are shown. ***p < 

0.001, ****p < 0.0001. Unpaired Studentôs t test.  

 

Figure 2. Physicochemical characterization of chitosan nanoparticles (csNP).  

A) Transmission electron micrograph (TEM) image showing spherical morphology and 

physical diameter of csNPs. Note that csNPs sizes are fairly uniform and it reveals the 

conserved csNPs size distribution.  

B) The Raman spectrum of NP-BayK (in red), free BayK8644 (blue) and empty NP 

(black). 

C) Cumulative drug release profiles of BayK8644-encapsulated NPs at different pH 

conditions. The NP-BayK8644 displayed a pH-dependent BayK8644 release profile. 

NP-BayK8644 solution was dissolved in RPMI culture media at the indicated pH (pH 
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5.0, pH 6.0 and pH 7.4). The amount of free BayK8644 released was determined by 

HPLC at different time points.  

 

Figure 3. Chitosan nanoparticles are internalized by DCs, do not inhibit antigen cross-

presentation and trigger inflammasome activation.   

A) BMDCs were treated in vitro with 6-coumarin encapsulated NPs (NP-6cou) for 30 

minutes, at 37°C or 0°C as a negative endocytosis control. A representative dot plot is 

shown with the percentage of 6-coumarin positive cells of BMDCs treated with NP-

6cou at 37°C (red dots), compared with BMDCs treated with 6-coumarinNP at 0°C 

(cyan dots). Grey dots represent untreated BMDCs.   

B) Percentage of 6-coumarin positive cells. A pool of three independent experiments 

is shown. ** p < 0.01, One-way ANOVA test.  

C) Mean Fluorescence Intensity (MFI) of 6-coumarin dye determined by flow 

cytometry; *** p < 0.001; ****p < 0.0001.  One-way ANOVA test.  

D) Confocal microscopy analysis of BMDCs treated with NP-PEG-6cou (green 

fluorescence) at the indicated temperatures (0°C and 37°C). Nuclei were stained with 

DAPI (blue fluorescence). One experiment representative of three is shown. At least 

50 cells were analyzed/experiment.  

E) Confocal microscopy study showing the colocalization of NP-PEG-6cou and the 

Tmem176b protein. BMDCs from Tmem176b (WT) mice and Tmem176b-/- mice were 

treated with NP-PEG-6cou for 30 minutes, then the immunostaining were performed 

with anti-Tmem176b (red) antibody. Nuclei were stained with DAPI (blue). The graph 

shows the colocalization representation by the intensity profiles of anti-TMEM176B 

staining (red) and NP-PEG-6cou (green) obtained using ImageJ software, along the 

indicated yellow line inside the white square. The fluorescence intensities are plotted 
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along the y-axis and the image position along the x-axis. One experiment 

representative of three is shown. At least 50 cells were analyzed/experiment. 

F) CD11c+ splenic DCs were left untreated or loaded with 3mg/ml soluble OVA for 4 

hours ± 20 µM BayK8644, NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG. B3Z T cell activation was 

assessed through a colorimetric assay. A pool of three independent experiments is 

shown, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. One-way ANOVA test.  

G) WT and Tmem176b-/- BMDCs were treated with LPS (0.25 µg/mL) for 3 hours, 

washed and exposed for 2 hours to 50 µM BayK8644 encapsulated in chitosan 

nanoparticles (NP-PEG-BayK8644), or an equivalent amount of empty NPs (eNP). IL-

1ɓ was measured in the culture supernatant by ELISA. One experiment 

representative of three is shown. ****p < 0.0001. Two-way ANOVA test. 

H) WT BMDCs were treated with LPS (0.25 µg/mL) for 3 hours, washed and exposed 

for 2 hours to 50 µM BayK8644 encapsulated in chitosan nanoparticles (NP-PEG-

BayK8644), or an equivalent amount of empty NPs (eNP) or 50 µM free BayK8644. 

IL-1ɓ was measured in the culture supernatant by ELISA. One experiment 

representative of three is shown. ****p < 0.0001. Two-way ANOVA test. 

I) WT BMDCs were treated as in H. Inflammasome activation was studied by 

assessiing Caspase-1 quantification by Flow cytometry using the FLICA-1 reagent. 

Representative dot plots are shown for the FLICA quantification by flow cytometry. 

One experiment representative of five is shown.  

J)  A pool of the five experiments commented in I is shown. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001. One-way ANOVA test.  

 



151 

 

Figure 4. Therapeutic treatment with BayK8644 encapsulated in chitosan 

nanoparticles (NP-PEG-BayK8644) increases mice survival and reduces tumor 

growth compared with empty nanoparticles (eNP-PEG).  

WT and Tmem176b-/- animals were inoculated with EG7 tumors. Once tumors 

reached 25 mm2, animals were i.t. injected with 70 x10-9 moles of BayK8644, NP-

PEG-BayK8644 or eNP-PEG. Treatments were repeated every two days reaching a 

total of five injections. Mice were euthanized when the longer diameter reached 

tumors reached >200 mm.  

Mouse survival of WT mice injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG. **p< 0.01. 

Log-rank (Mantel-Cox) Test. 

Mouse survival of Tmem176b-/- injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG. ns= 

not significant. Log-rank (Mantel-Cox) Test. 

Mouse survival of WT mice injected with vehicle control or BayK8644. ns= not 

significant. Log-rank (Mantel-Cox) Test. 

Tumor growth follow up in WT mice injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-PEG.  

Tumor growth follow up in Tmem176b-/- injected with NP-PEG-BayK8644 or eNP-

PEG. 

Tumor growth follow up in WT mice injected with vehicle control or BayK8644.  

Percentage of FLICA-1 (Active Caspase-1) positive cells within CD11c+MHC+ 

conventional DCs in the TDLN 15 days after tumor cell inoculation in WT animals i.t. 

injected with eNP-PEG or NP-PEG-BayK8644. *p< 0.05, Studentôs t test.  

 

Figure 5. Tumor control in NP-PEG-BayK8644-treated mice is associated with tumor 

cell infiltration by CD8+ T cells. 
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WT mice were subcutaneously injected with 5.0x105 cell line E.G7-OVA. BayK8644, 

eNP-PEG or NP-PEG-BayK8644 were i.t injected every 2 days when tumors size 

reached 25 mm2. CD8+ T cells were studied in cellular suspensions from tumors and 

TDLNs harvested at 24 hs after the third NP or BayK8644 injection from the indicated 

groups. Animals from three experiments are shown. Absolute numbers are expressed 

by 1x105 tumor cells (Vɓ12+ cells). When indicated, NP-PEG-BayK8644-treated 

animals were classified as responders if at the resection time their tumor sized 

<100mm2 and as progressors if they sized >100 mm2.  

A) Absolute numbers of OVA-specific CD8+ T cells in tumors.  

B) Absolute numbers of total CD8+ T cells in tumors.  

C) Absolute numbers of OVA-specific CD8+ T cells in tumors. 

D) Absolute numbers of total CD8+ T cells in tumors.  

E) Correlation study between the tumor-infiltrating total OVA-specific CD8+ T cell 

absolute numbers and tumor size (mm2). Correlation test.  

F) Correlation study between the tumor-infiltrating CD8+ T cell absolute numbers and 

tumor size (mm2). Correlation test.  

G) Relative frequency of total CD8+ T cells among Vɓ12- cells in tumors of NP-PEG-

BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. *** p < 0.001, 

Studentôs t test.  

H) Absolute numbers of total CD8+ T cells among Vɓ12- cells in tumors of NP-PEG-

BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. *** p < 0.001, 

Studentôs t test. 

I) Representative flow cytometry dot plots of total and OVA-specific CD8+ T cells in 

tumors of NP-PEG-BayK8644-treated mice comparing progressor and responder 

animals. 
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J) Relative frequency of OVA-specific CD8+ T cells among Vɓ12- cells in tumors of 

NP-PEG-BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. * p < 

0.05, Studentôs t test. 

K) Absolute numbers of OVA-specific CD8+ T cells among Vɓ12- cells in tumors of 

NP-PEG-BayK8644-treated mice comparing progressor and responder animals. *** p 

< 0.05, Studentôs t test. 
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Tables. 

Table 1. Physico-chemical properties of the nanosystems obtained (mean ± s.d.; n=3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Type of nanosystem  Size ± SD 

(nm) PDI ± SD Zeta potencial 

± SD (mV) 
Encapsulation 

efficiency (%) 
csNP 180.7 ± 15.0 0.249 ± 0.075 27.8 ± 1.3   

csNP-PEG 173.4 ± 4.1 0.218 ± 0.020 25.9 ± 5.7   

csNP-PEG-BayK8644 209.9 ± 11.9 0.198 ± 0.032 24.6 ± 2.2 99.8 ± 0.1 

csNP-PEG-6cou 199.1 ± 2.65 0.228 ± 0.006 24.2  ± 1.04   
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Materials and methods.  

Nanoparticle Synthesis  

Synthesis of CS-PEG copolymer  

100 mg of chitosan-HCl (Protasan UP CL113), 27.6 mg of MeO-PEG-COOH, 2.4 mg 

Biotin-PEG-CO2H and 3.4 mg of NHS were dissolved in 14 mL of water. Then, 69 mg 

of EDC was added in four equal portions every 30 minutes. The resulting solution was 

stirred for 24 hr at room temperature, and then was ultrafiltered (Amicon 10KDa) with 

water and lyophilized to give chitosan-PEG as a white foam. 

Preparation of CS nanoparticles  

Synthesis of blank chitosan nanoparticles (NpCS) were prepared by using the solvent 

displacement technique, described by Torrecilla et al. ((28)) based on the solvent 

displacement method, with some modifications. Briefly, 40 mg of Lecithin were 

dissolved in 0.5 mL of ethanol before adding 125 ɛL of Crodamol and 9.5 mL of 

acetone. This organic phase was directly poured over 20 mL of aqueous phase 

containing 10 mg of CS and 50 mg of Poloxamer 188. The mixture turned milky 

immediately as a result of the formation of CSNp. Finally, solvents were evaporated 

under vacuum to a final volume of 10 mL. BayK8644 and fluorescent probe (6 

coumarin) loaded CSNp formulations were prepared as described above by adding 

0.5 mL of ethanolic BayK8644 solution (20 mg/mL) and 1 mL of ethanolic Coumarin 

solution (1mg/mL) to the organic phase respectively. The final BayK8644 

concentration obtained in CSNp was 1 mg/mL. 

Nanoparticles characterization 

Particle size and zeta potential 

Hydrodynamic diameter and zeta potential of samples were obtained using a Nano-

ZetaSizer (Malvern Instruments Ltd., UK). Analyses were performed in aqueous 
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medium at 25 °C, viscosity of 0.8872 cP and RI of 1.33. Particle size was read in 

terms of z-average and zeta potential was calculated from measured electrophoretic 

mobility using the Helmoltz-Smoluchowski equation. Samples were analyzed in 

triplicate. 

Surface morphology 

The morphology of the nanocarriers was examined by transmission electron 

microscopy (TEM), JEOL JEM-1010. Samples were stained with 2% (w/v) 

phosphotungstic acid solution and placed on copper grids (200-mesh) for viewing by 

TEM. 

Encapsulation Efficiency of BayK8644-Loaded CSNp 

The encapsulation efficiency of BayK8644 in the CSNp was determined indirectly by 

the difference between the total amount of BayK8644 in the formulation and the free 

drug found in the supernatant of the formulation. Consequently, the total amount of 

drug was estimated by dissolving an aliquot of nonisolated BayK8644-loaded CSNp 

with acetonitrile and measured with a high performance liquid chromatography 

(HPLC) system. The no encapsulated drug was determined by the same method 

following separation of the CS structures from the aqueous medium by 

ultracentrifugation. The HPLC system consisted of a Thermo Scientific Ultimate 3000 

equipped with a UV detector set at 410 nm and a reverse phase Zorbax Extend 300 

C18 column (4.6 Ĭ 150 mm i.d., pore size 3.5 ɛm Agilent, U.S.A.). The mobile phase 

consisted of a mixture of acetonitrile:water (50:50 v/v). The standard calibration 

curves of BayK8644 were linear (r2 > 0.999) in the range of concentrations between 

0.1-1.4 ɛg/mL. 

Animals  

Six-to-ten weeks old male or female C57BL/6 Tmem176b (WT) and Tmem176b-/- 

mice were used (Jackson Lab; Bar Harbor, ME) and bred for up to 20 generations in 
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the Transgenic and Experimental Animals Unit (UATE) of the Pasteur Institute in 

Montevideo in conditions free of specific pathogens (SPF). These were kept in a 

controlled environment, with a temperature between 19 and 21°C, and cycles of 14 

hours of light and 10 hours of darkness. Mice received water and sterile ration 

administered under ad libitum conditions. Tmem176b-/- mice were generated in the 

129/SvJ strain and heterozygous mice were backcrossed for 10 generations onto the 

C57BL/6 background (Janvier, Saint Berthevin, France) as reported in ((29)).All 

experiments were performed according to local regulation and approved by the Institut 

Pasteur de Montevideo. 

Cell line culture 

The E.G7-OVA (expressing OVA antigen) cell line (ATCC® CRL-2113Ê, (Manassas, 

VA), thymic lymphoma of murine origin) was cultured in DMEM medium 

supplemented with 10% fetal bovine serum (SBF), 10 mM HEPES, 1 mM sodium 

pyruvate, MEM-1% non-essential amino acids, 0.05 mM ɓ-mercaptoethanol, 

penicillin/streptomycin 100 units/mL and 0.4 mg/mL geneticin. It was kept at 37°C in 

the presence of 5% CO2. 

Tumor Models and Treatments 

Tmem176b and Tmem176b-/- C57BL/6 mice were injected s.c with 0.5 x 106 E.G7-

OVA thymic lymphoma cells. At the indicated experiment, injection was performed 

alternating one Tmem176b and one Tmem176b-/- mouse until completing both 

groups. In treated animals, alternation was done between BayK8644- and vehicle-

treated animals or NP-BayK8644 and eNP-treated animals. Tumor growth was caliper 

measured manually every 2-3 days, and the two major diameters were taken. 70 

nmoles of free BayK8644 or BayK8644 encapsulated in chitosan nanoparticles, or the 

same amount of empty NPs injections were repeated at the +2, +4, +6, +8 days after 
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the first injection. Mice were sacrificed when one of the major tumor diameters 

reached 2 cm. 

Primary culture of dendritic cells derived from bone marrow (BMDCs) 

Dendritic cells derived from bone marrow (BMDCs) were obtained performing the 

protocol described by Segovia et al ((30)). For this, the femurs and tibiae bone 

marrow was extracted of Tmem176b and Tmem176b-/- C57BL/6 mice. After red blood 

cells lysis, 5.0x106 cells were seeded in Petri dishes, in RPMI supplemented medium 

(10% fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, 1 % non-essential 

MEM-amino acids, 2 mM L-glutamine , 0.05 mM ɓ-mercaptoethanol, 

penicillin/streptomycin 100 units/mL). Thus, bone marrow-derived DCs were 

differentiated by culturing bone marrow cells for 8 days in the presence of 0.4 ng/mL 

GM-CSF. On day 3 and 6, the growth medium was renewed, adding GM-CSF to the 

culture each time. At day 8, adherent cells were >95% CD11c+CD11b+MHC IIint 

evaluated by flow cytometry analysis. 

Nanoparticles uptake by Bone Marrow Dentritic Cells (BMDCs). 

At day 8, BMDCs were detached with a buffer solution containing SFB and EDTA. For 

confocal microscopy internalization studies, 1.0×105 cells were seeded in a 12-well 

plate, glass cover slips were previously placed in each well. Cells were allowed to 

adhere for 1,5 hours and stimulated for 30 minutes with 6 coumarin-NP at 37°C to 

allow endocytosis process or 0°C (as a negative control), washed and then chased for 

15 minutes at the same conditions. All images were taken using a Zeiss LSM 800Ê 

semi-spectral confocal laser scanning microscope (Beckman Coulter). For flow 

cytometry internalization studies, the same protocol was followed as mentioned 

above. BMDCS were collected and samples were acquired using Cyan ADP Flow 

Cytometer equipped with a 488 nm laser and a band filter (530/40 nm). For data 

analysis FlowJo v.X software (BD, Ashland, OR, USA) was used. 
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Colocalization Studies by Confocal Microscopy  

Tmem176b+/+ (WT) and Tmem176b-/- C57BL/6 BMDCs were plated in 12-well plate 

(1×105 cells/well) containing glass cover slips and cultured for 1,5 hours. Then cell 

were treated with 6-coumarin NPs during 30 minutes, washed and chased for 15 

minutes. Cells were fixed in 2% (w/v) paraformaldehyde (PFA) for 15 min, 

permeabilized and blocked using TritonX100 0,1%, 3% BSA in PBS. Primary 

antibody, rabbit anti-mTMEM176B Polyclonal antibody (Proteintech Group) 5 ɛg/mL, 

or a control IgG antibody, was diluted in BSA-PBS-Triton solution and incubated 

overnight at 4 °C. Three washing steps were performed using PBS solution. Biotina-

donkey anti-Rabbit IgG (H+L) secondary antibody diluted 1:500 in BSA-PBS-Triton 

was added and incubated for 1,5 hours. After washing, cells were incubated with 

Streptavidin Alexa Fluor 568 conjugate (Molecular Probes) diluted 1:1000 in BSA-

PBS-Triton. Finally, nuclei were stained with DAPI diluted 1:5000 (Life Technologies) 

and incubated for 5 minutes. Sections were mounted in ProLong antifade mounting 

medium (Molecular Probes). Fluorescence was observed by confocal microscopy 

Zeiss LSM 800Ê semi-spectral.  

In Vitro Inflammasome Activation 

IL-1ɓ was quantified in BMDCs culture supernatant as a readout of the NLRP3 

inflammasome activation. As mentioned above, at day 8, 5.0x104 BMDCs were 

seeded in a 96-well plate, and allowed to adhere for 1,5 hours.  Then, cells were 

stimulated for 3 hs with 0.25 ɛg/mL LPS, washed and treated for 2 hours with the 

indicated doses of free BayK8644, NP-BayK8644 and eNP. The presence of IL-1ɓ 

was determined with a ELISA kit, according to the manufacturer protocol (Biolegend, 

432603).  

To determine Caspase-1 activation by Western blot, culture supernatants from 

BMDCs stimulated in the absence of FBS were precipitated with 20%(v/v) TCA and 
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washed with acetone. Cell lysates were generated with RIPA buffer in the presence of 

a protease inhibitor cocktail. Cell lysates and precipitates from culture supernatants 

were electrophoresed, blotted and probed with anti-Caspase-1 (Adipogen, AG-20B-

0042) antibodies. Quantification was carried out using ImageJv.1.5i software and for 

statistical analysis. 

Caspase-1 activation was quantified in Tmem176b BMDCs culture as a readout of the 

NLRP3 inflammasome activation. As mentioned above, at day 8, BMDCs were 

seeded (5x105cells) in 35 mm culture dishes, and allowed to adhere for 1,5 hours. 

Cells were stimulated for 2 hr with 100 ɛM of free BayK8644, NP-BayK8644 and eNP 

and then washed. BMDCs were stained with FLICA-1 (FLICA 660 Caspase-1 Assay, 

ImmunoChemistry) for 30 minutes, and analyzed by flow cytometry using Cyan ADP 

Flow Cytometer equipped with a 488 nm laser and a band filter (530/40 nm). For data 

analysis FlowJo v.X software (BD, Ashland, OR, USA) was used. 

Antigen cross-presentation assays in mouse splenic dendritic cells. 

To obtain splenic DCs, spleen of C57Bl6 mice was extracted, cut into small pieces 

and treated with collagenase-D (Roche, Merck). After 30 minutes of incubation at 37 ° 

C, the enzymatic reaction was stopped with a 10 mM EDTA solution. Lysis of red 

blood cells was performed with an ammonium chloride solution. Finally, cells were 

washed with PBS/SFB1%. For the isolation of CD11c+ cells, murine anti-CD11c 

monoclonal antibodies coupled to magnetic microspheres supplied in the commercial 

kit "CD11c MicroBeads UltraPure, mouse" (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, USA) 

were used according to the protocol suggested by the manufacturer. Briefly, splenic 

cells were labeled with anti-CD11c antibodies conjugated to the beads. The cells were 

allowed to pass through a magnetic column subjected to a magnetic field. Thereby, 

CD11c+ cells were retained on the column. Then, the column was removed from the 
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influence of the magnetic field and cells were eluted. The purity of the CD11c+ fraction 

was confirmed by flow cytometry. 

CD11c+ spleen cells were incubated with 3 mg/mL of soluble OVA, or OVA plus 20 

ɛM of free BayK8644, 20 ɛM of BayK8644 encapsulated into chitosan nanoparticles 

(NP-BayK8644) or empty counterpart (eNP) for 4 hours in supplemented-RPMI 

medium. Also, as a control, CD11c+ spleen cells were incubated with SIINFEKL 

peptide at indicated concentrations or SIINFEKL peptide plus BayK8644 for 4 hours in 

supplemented-RPMI medium. Cells were then washed with PBS/BSA 1% and fixed 

with 0.008 % glutaraldehyde for 3 minutes on ice and quenched with 0.2 M glycine 

solution. After one final wash with PBS, CD11c+ spleen cells were incubated with the 

B3Z cell line (T cell hybridoma cell line) for 18 hours at 37°C and 5% CO2. B3Z cell 

line specific for SIINFEKL allowed us to study the T cells activation, and was kindly 

provided by Ignacio Cebrián (Membrane Fusion Laboratory, IHEM -CONICET; 

Faculty of Medical Sciences, UNCuyo). The B3Z cell line is a ɓ-galactosidase (lacZ) 

inducible T cell hybridoma. They are stably transfected with the Dectin-1-CD3ɕ 

chimeric construct (Dectin-1 extracellular region fused to the CD3ɕ cytoplasmic 

region). Furthermore, these cells are transiently transfected with an NFAT-LacZ 

reporter gene (activated T-cell nuclear factor NFAT, fused to the E. coli lacZ gene); 

since CD3ɕ triggers an intracellular signal that leads to the activation of the 

transcriptional factor NFAT. Previous studies demonstrated that the heterologous lacZ 

gene, under the control of the complete enhancer region of IL-2 or NFAT alone, is 

specifically induced in transfected and activated T cells. Therefore, activation of 

transfected T cells results in the synthesis of the products of the IL-2 and lacZ genes. 

The activation of B3Z cell line was measured detecting ɓ-galactosidase activity by 

optical density (absorbance at 595ï655 nm) using chlorophenol red-ɓ-D-

galactopyranoside (CPRG; Roche) as substrate for the reaction.  
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Ex vivo isolation and flow cytometry analysis of CD8+ T cells  

Tmem176b C57BL/6 mice were injected s.c with 0,5 x 106 EG7 thymic lymphoma 

cells. When tumors were palpable (tumor size of 5mm x 5mm), 70 nmoles of 

BayK8644 encapsulated in NPs was intratumorally injected. NPs injections were 

repeated at the +2, +4 days after the first injection. After the third NP-BayK8644 

injection, tumors were resected.  

Animals treated with NP-BayK8644 were classified according to tumor growth 

kinetics. Those animals that control tumor growth over time (tumor size at the 

resection time were <100mm2) were named Responders. Inversely, those animals did 

not control the tumor size were called Progressors. T cells were isolated by 

dissociating tumor tissue in the presence of collagenase D (1 mg/ml) (Roche- Merck) 

for 10 min at 37°C. Reaction was stopped with EDTA 10mM, and the suspension was 

filter through a 50 µm strainer. After red blood cell lysis, flow cytometry analysis was 

performed. For flow Cytometry analysis, single cell suspensions were stained with 

antibodies against surface molecules CD8Ŭ-APC-Cy7, TCRɓ-PE, CD19-PercPCy5.5, 

OVA-pentamer-APC and TCRvɓ12-FITC to discriminate EG.7-OVA tumor cells. All 

data were collected on a FACS Aria Fusion (BD Biosciences) and analyzed with 

FlowJo software (FlowJo v.X software (BD, Ashland, OR, USA).  

Quantitative RT-PCR  

Quantitative RT-PCR Total RNA from tumors was isolated using TRIzol Reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). Reverse transcription was performed using M-MLV 

Reverse Transcriptase and random primers following manufacturerôs instructions 

(Invitrogen). Gene expression was assessed with the Fast SYBR Green Master Mix 

reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA). Mouse primers used in this study 

(Table X) were all designed over different exons to prevent amplification of genomic 

DNA. Gapdh gene was used as the reference gene. Real-time PCR was performed 
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using the Eco Real-Time PCR System (Illumina). Gene expression was normalized 

using glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase and expressed in arbitrary units 

using the 2-ȹ ȹCt method ((31)). 

Statistical analysis  

Statistical analyses were performed by GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., 

La Jolla, CA). Survival analyses were done with the Log-rank (Mantel-Cox) test. 

Comparison of two experimental conditions was done with unpaired Studentôs t test. 

Comparison of multiple conditions was done with one-way ANOVA tests. Differences 

in gene expression between responder and progressors groups were assessed using 

the unpaired t-test when normality assumption was met.  
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