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DESARROLLO DE UNA INMUNOTERAPIA CONTRA EL CÁNCER DE MAMA 
MEDIANTE EL BLOQUEO DE STAT3 (PROTEÍNA TRANSDUCTORA DE LA 
SEÑAL Y ACTIVADORA DE LA TRANSCRIPCIÓN 3) 
 

La proteína transductora y activadora de la transcripción 3 (STAT3) es un nodo 

de señalización para múltiples vías oncogénicas y se encuentra frecuentemente 

activada en diversos tipos de cánceres, incluyendo el de mama. Las evidencias 

experimentales y clínicas vinculan a los progestágenos con la carcinogénesis mamaria. 

Por ello, estudiamos la participación de los progestágenos en la activación de STAT3. 

En esta Tesis demostramos que los progestágenos inducen la fosforilación de 

STAT3 en el residuo serina 727 por medio de la activación de la vía c-Src/p42/p44 

MAPK y que ésta fosforilación es necesaria para su completa activación transcripcional 

y para promover la proliferación tumoral mediada por progestágenos. Por otro lado, 

considerando que la inhibición de STAT3 en células tumorales induce la expresión de 

citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, desarrollamos una inmunoterapia basada 

en la utilización de células de cáncer de mama que tienen inhibida la activación de 

STAT3 como inmunógeno. La administración de estas células en ratones indujo una 

respuesta anti-tumoral mediada por células T CD4+ y células NK citotóxicas que inhibió 

el crecimiento del tumor primario y la de sus metástasis. Además, la inhibición de la 

activación de STAT3 indujo un programa de senescencia celular, contribuyendo 

probablemente con su fenotipo inmunogénico. Los resultados expuestos demuestran 

el papel crítico de STAT3 en la tumorigénesis mamaria inducida por progestágenos y 

proporcionan las primeras evidencias preclínicas que la inhibición de STAT3 en células 

de cáncer de mama resulta en inmunoterapia eficaz contra el crecimiento tumoral. 

 

Palabras clave: STAT3, receptor de progesterona, inmunoterapia, cáncer de mama, 

senescencia. 

 



 

IMMUNOTHERAPY AGAINST BREAST CANCER TARGETING STAT3 (SIGNAL 
TRANSDUCER AND ACTIVATOR OF TRANSCRIPTION 3) 

 

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) is a signaling node of 

multiple oncogenic pathways and is therefore frequently activated in breast cancer. As 

experimental and clinical evidence reveals that progestins are key players in controlling 

mammary gland tumorigenesis, we studied STAT3 participation in this event. 

In this Thesis we demonstrate that progestins induce STAT3 phosphorylation at 

Ser727 residue which occurs via activation of c-Src/p42/p44 mitogen-activated protein 

kinase pathways and that this phosphorylation is required for full transcriptional 

activation and for progestin-dependent tumor growth. Moreover, considering that 

STAT3 inhibition in tumor cells induces the expression of pro-inflammatory cytokines 

and chemokines, we proposed to apply Stat3-inhibited breast cancer cells as a source 

of immunogens to induce an antitumor immune response. Immunization with these 

cells inhibited wild-type tumor growth and metastasis in vivo in BALB/c mice through 

the activation of cellular immune responses involving CD4+ T cells and cytotoxic NK 

cells. Furthermore, inhibition of STAT3 activation induced a cellular senescence 

program, which probably contributes to the inmunogenic phenotype. The results 

presented here demonstrate the critical role of STAT3 in progestin-dependent 

mammary tumorigenesis and provide preclinical proof of concept that ablating STAT3 

signaling in breast cancer cells results in an effective immunotherapy against breast 

cancer growth and metastasis. 

 

Key words: STAT3, progesterone receptor, immunotherapy, breast cancer, 

senescence. 
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INTRODUCCION GENERAL 
 

1. CÁNCER DE MAMA 

 

El cáncer de mama es una enfermedad con una altísima incidencia, siendo el tipo de 

cáncer más frecuente en la mujer en el mundo entero y la segunda causa de muerte por cáncer, 

luego del cáncer de pulmón. De acuerdo con los datos oficiales, en Argentina se estima que 

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

Nación, reportó que la mortalidad anual por cáncer de mama en Argentina asciende a 18,31 

casos por cada 100.000 mujeres, significando esto alrededor de 5.417 muertes por año por esta 

enfermedad (Instituto Nacional del Cáncer http://www.msal.gov.ar/inc/equipos_analisis.asp). 

Por su parte, el National Cancer Institute (NCI) estima que a una de cada ocho mujeres que viva 

hasta los 85 años se le diagnosticará cáncer de mama durante su vida. La mortalidad por cáncer 

de mama ha disminuido en los últimos años en los países desarrollados gracias al diagnóstico 

precoz, a los mejores esquemas de tratamiento disponibles y la reciente reducción de la 

incidencia. Sin embargo, en los países subdesarrollados o en vías de desarrollo esta tendencia 

se ha revertido: el escaso acceso a planes de cobertura médica, a tratamientos personalizados 

de avanzada y mejores herramientas de diagnóstico, así como también la co-existencia de 

infecciones en situaciones de pobreza, impiden que los últimos avances se traduzcan en una 

mejora del tratamiento de la enfermedad. 

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

incluyen la determinación de los receptores de estrógenos y progesterona y  la sobreexpresión 

del receptor tirosina quinasa ErbB2 en la membrana de las células tumorales realizados en  la 

biopsia del tumor del paciente. También los cánceres se clasifican en estadíos clínicos de I a IV 

teniendo en cuenta el tamaño tumoral, compromiso ganglional y metástasis a distancia (NCI, 

http://www.cancer.gov/cancertopics/pdq/treatment/breast/healthprofessional/page3). Es así que la 

sobrevida a cinco años es del 83,8%  cuando se detectan metástasis ganglionares al diagnóstico 

y solo del  22,3%  cuando las metástasis son a distancia (Maxmen 2012). A partir del diagnóstico 

http://www.msal.gov.ar/inc/equipos_analisis.asp
http://www.cancer.gov/cancertopics/pdq/
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histopatológico y el estadio clínico, se siguen distintos tratamientos como tumorectomía, 

radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal o terapias dirigidas contra blancos específicos, 

como es el caso del uso del anticuerpo monoclonal trastuzumab (Herceptin®) contra el ErbB2, 

miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico. Sin embargo, el 

fracaso de las terapias se refleja por la recurrencia de la enfermedad que es del 30%  en estadíos  

I-II, y alcanza al 70%  en estadio III. Por ello, es importante conocer los mecanismos que 

promueven la proliferación tumoral e investigar terapias innovadoras para poder ofrecer 

alternativas terapéuticas a los pacientes afectados con este mal.  

 

2. CANCER DE MAMA Y PROGESTÁGENOS 

 

Según datos epidemiológicos la incidencia del cáncer de mama no sólo aumenta con la 

edad sino que la mayor tasa de incremento ocurre durante los años reproductivos (Bernstein, 

et al. 2002; Pike & Spicer, 2000) observándose un marcado pico de incidencia en la etapa de la 

premenopausia. Este aumento en la incidencia estaría causado por los efectos acumulativos 

provocados por la proliferación que inducen los esteroides sexuales ováricos sobre el epitelio 

mamario (Henderson & Feigelson 2000). Con cada sucesivo ciclo menstrual, la proliferación de 

las células del epitelio mamario, dirigida por los esteroides sexuales, puede resultar en la 

adquisición progresiva de mutaciones somáticas en el linaje celular, lo cual conduciría a la 

transformación y progresión neoplásica. Esta hipótesis está avalada por la observación de que 

una menarca tardía (Apter et al., 1989; Apter & Vihko 1983) o una menopausia temprana (Pike 

& Ross 2000; Trichopoulos et al., 1972) se correlacionan con una reducción del riesgo de cáncer 

de mama. En ambas situaciones, se minimiza la exposición del epitelio mamario a los esteroides 

sexuales a lo largo de la vida. De los esteroides ováricos, los estrógenos fueron considerados 

tradicionalmente los principales esteroides sexuales involucrados en la proliferación del epitelio 

mamario y por extensión en la progresión de dicho linaje al fenotipo neoplásico (Bernstein & 

Ross 1993; Henderson & Feigelson 2000). Basándose en el efecto antiproliferativo que la 

progesterona tiene en el endometrio, en contraposición a los estrógenos, se asumió que la 

progesterona ejercería similares efectos inhibitorios en el epitelio mamario y, por lo tanto, no 
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contribuiría significativamente a la iniciación o progresión tumoral (Lydon, et al., 2000). No 

obstante, con estos indicios ha sido difícil explicar por qué el índice proliferativo del epitelio 

mamario era más alto durante la fase luteal del ciclo menstrual dominada por la progesterona 

(King, et al, 1993), por qué la inclusión de progestágenos en los protocolos de terapia de 

reemplazo hormonal (HRT por sus siglas en inglés, Hormone Replacement Therapy) incrementó 

la densidad de las células epiteliales mamarias con respecto a la administración de estrógenos 

solos (Haslam, et al., 2002; Hofseth et al., 1999), por qué los progestágenos combinados en 

anticonceptivos orales podían prevenir el cáncer de ovario y endometrio pero no el de mama 

(Pike & Spicer 2000), o por qué un gran número de ensayos clínicos mostraron un leve pero 

significativo aumento en el riesgo de cáncer de mama cuando el progestágeno sintético acetato 

de medroxiprogesterona (MPA) fue incluido en los regímenes de HRT (Chlebowski, et al., 2003; 

Magnusson et al., 1999). En particular, el ensayo WoŵeŶ’s Health IŶitiative RaŶdoŵized Trial, 

cuyo objetivo fue determinar la relación entre el uso de estrógenos y progesterona y el cáncer 

de mama en más de 16.000 mujeres postmenopáusicas en Estados Unidos, debió ser detenido 

antes de la finalización del protocolo previsto. Esta determinación se tomó debido a que las 

estadísticas para cáncer de mama invasivo, excedieron los límites permitidos para este efecto 

adverso (Chlebowski et al. 2003). Finalmente, los resultados del estudio clínico The Million 

Women Study, que investigaba la relación entre distintos patrones de uso de HRTs e incidencia 

de cáncer de mama y mortalidad en más de un millón de mujeres inglesas, permitió interpretar 

efectivamente que las HRTs que incluían progestágenos están asociadas a un aumento en el 

riesgo de cáncer de mama respecto a las que incluyen sólo estrógenos (Beral 2003). 

Los efectos de la progesterona en la glándula mamaria son controversiales debido a la 

complejidad estructural y funcional de este órgano. Dependiendo del modelo experimental, del 

contexto celular y de la duración del tratamiento, la progesterona puede ejercer efectos 

proliferativos o antiproliferativos en el crecimiento del epitelio mamario. Se ha hipotetizado 

que, luego de una ronda de proliferación, el pulso inicial de progesterona actúa como un factor 

iniciador para las acciones de factores secundarios involucrados en vías proliferativas, de 

diferenciación o apoptóticas. Entonces, serían los múltiples factores secundarios que regulan el 
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crecimiento y desarrollo de un tumor de mama, en combinación con la progesterona, los que 

contribuyen con esta variedad de efectos (Lange, et al 1999). 

El concepto primitivo que consideraba a los estrógenos inductores y a la progesterona 

protectora en el carcinoma mamario se encuentra actualmente y, a la luz de las explicaciones 

antes citadas, en proceso de revisión. Los riesgos y beneficios asociados con la progesterona y 

los progestágenos sintéticos requieren una mejor comprensión de su función en la biología de 

células de mama normales y en la desregulación que ocurre en los tumores malignos de mama.  

 Muchos trabajos, incluyendo los de nuestro laboratorio, demostraron que existe una 

interacción entre las hormonas esteroideas y las vías de señalización de los factores de 

crecimiento, las cuales en un principio, se describían como procesos independientes (Béguelin 

et al. 2010b; Carnevale et al. 2007; Labriola et al. 2003; Lange et al., 2000; Proietti et al. 2009; 

Real et al. 2002). 

  De hecho, los pacientes que tienen tumores que expresan receptores de estrógenos y 

progesterona, son beneficiados con la terapia antihormonal. Sin embargo algunos tumores 

igual progresan adquiriendo características de hormono-resistencia. Esto es probable que 

suceda debido a que los factores de crecimiento toman el control del crecimiento tumoral, no 

sólo porque son capaces de activar vías de señalización mitogénicas sino también porque 

pueden transactivar a los receptores esteroideos. En este sentido, la familia de proteínas 

transductoras de señales y activadoras de las transcripción (STATs) está involucrada en la 

interacción entre hormonas esteroideas y factores de crecimiento (De Miguel, et al. 2003; 

Stoecklin, et al. 1999; Zhang, Jones, Hagood, Fuentes, & Fuller, 1997). Esta interacción es 

bidireccional y STAT3 constituye un nodo de convergencia entre la señalizacion de los factores 

de crecimiento y hormonas esteroideas (De Miguel et al. 2003; Stoecklin et al. 1999; Zhang et 

al. 1997).  

  

3. PROTEINAS TRANSDUCTORAS DE SEÑALES Y ACTIVADORAS DE LA TRANSCRIPCIÓN 
(STATS) 
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3.1. Miembros de la familia 

 

Las proteínas STATs se identificaron originalmente como factores de transcripción 

críticos en la mediación de la señalización por citoquinas. Se han identificado 7 genes 

codificantes para STATs en mamíferos: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STAT6 

(Bromberg & Darnell 2000). Además, reacciones de splicing alternativo o de proteólisis, 

geŶeƌaŶ foƌŵas adiĐioŶales de “TATϭ ;“TATϭα o pϵϭ y “TATϭβ o pϴϰͿ y “TATϯ ;“TATϯα y 

“TATϯβͿ. Las pƌoteíŶas ƌesultaŶtes ĐoŶtieŶeŶ eŶtƌe ϳϱϬ y ϴϱϬ aŵiŶoáĐidos y la estƌuĐtuƌa de 

sus 6 dominios es altamente homóloga y conservada (Figura 1).  

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de los dominios estructurales de los miembros de la familia de proteínas 

STATs. El dominio amino (N) terminal está involucrado en las interacciones proteína-proteína. El dominio de unión 

al ADN hace contacto directo con sitios consenso TT(N4-6)AA en los promotores de los genes regulados. La 

interacción entre el dominio SH2 de un monómero y el residuo fosfotirosina (pY) de otro media la formación del 

dímero activo. El dominio de transactivación está involucrado en la activación transcripcional de los genes blanco a 

través de interacciones con correguladores. El dominio carboxi terminal contiene un sitio de fosforilación en serina 

que estimula la activación transcripcional en algunos miembros de la familia. Tomado de Yu y Jove 2004.  
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3.2. Mecanismos de acción de las proteínas STATs 

 

Las STATs funcionan como moléculas señalizadoras en el citoplasma y como factores de 

transcripción luego de su translocación al núcleo (Bromberg & Darnell 2000; Yu & Jove 2004). 

La unión de factores de crecimiento (Olayioye et al. 1999; Ren & Schaefer 2002; Silvennoinen et 

al. 1993) o de citoquinas a sus receptores resulta en la activación de la actividad tirosina 

quinasa intrínseca del receptor o de las quinasas intracelulares asociadas al receptor, como 

quinasas de la familia de Janus (Jaks) o de Src (Darnell, et al. 1994; Taga & Kishimoto 1997). 

Estas quinasas fosforilan las colas citoplasmáticas de los receptores en residuos tirosina 

específicos, que proveen sitios de anclaje para el reclutamiento de monómeros de STATs por 

sus dominios SH2. Las STATs reclutadas son fosforiladas en residuos tirosina específicos en el 

dominio carboxi-terminal y forman homo o heterodímeros activos por interacción recíproca a 

través del residuo fosfotirosina y del dominio SH2, que deben ser mutuamente compatibles. Las 

STATs fosforiladas dimerizan y translocan al núcleo, donde a través de su dominio de unión al 

ADN, reconocen su secuencia específica en el ADN y regulan la transcripción génica (Figura 2). 

Debido a que las STATs pueden conservar la habilidad de unirse a la misma secuencia altamente 

conservada, hay una notable superposición en el sitio de reconocimiento en el ADN entre 

STAT1, STAT3 y STAT5 (Decker & Kovarik 2000).  
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Figura 2.Vías de señalización que convergen en la activación de las STATs. La unión de factores de crecimiento o 

de citoquinas a sus receptores resulta en la activación de la actividad tirosina quinasa del receptor o de las 

quinasas JAKs o SRC, que fosforila a las STATs. Una vez fosforiladas, las STATs dimerizan, translocan al núcleo 

donde se unen al ADN activando la transcripción génica. Dependiendo del contexto celular y de las condiciones de 

crecimiento de las células, la activación de las STATs puede producir proliferación, diferenciación o apoptosis. En 

células normales, la señalización de STATs se encuentra regulada por diversas moléculas inhibitorias, incluyendo a 

la proteína supresora de la señalización de citoquinas (SOCS), a la proteína inhibidora de STATs activadas (PIAS) y 

proteínas con actividad tirosina fosfatasa (PTPases). (Adaptado de Yu, Kortylewski, & Pardoll, 2007). 

 

El patrón de activación de las STATs suele ser específico del ligando y del tipo celular. En 

las células normales, y bajo condiciones fisiológicas, la activación de las proteínas STATs es 

rápida y transitoria, ya que su activación se encuentra finamente regulada por varias familias de 

proteínas como SOCS (proteína supresora de la señalización de citoquinas) y PIAS (proteína 

inhibidora de STATs activadas) (Shuai 2000). Dado que la actividad de las STATs está regulada 

por varias modificaciones post-traduccionales y por interacciones proteína-proteína, estos 
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factores de transcripción son capaces de integrar señales de múltiples redes de señalización. 

Debido a la gran variedad de ligandos y factores de crecimiento capaces de activarlas, las STATs 

están involucradas en un gran espectro de eventos celulares incluyendo diferenciación, 

proliferación, apoptosis, angiogénesis y respuesta inmune (Ren & Schaefer 2002; Silva 2004). 

 

3.3. STAT3 como regulador de la transformación celular 

 

STAT3 regula una serie de vías importantes en la tumorigénesis. Se han encontrado 

sitios de unión de STAT3 en los promotores de genes cuyos productos están involucrados en la 

progresión del ciclo celular y la apoptosis (c-fos, c-Myc, ciclina D1) (Bromberg et al., 1999; Leslie 

et al., 2006) y en la angiogénesis tumoral (factor de crecimiento del endotelio vascular, VEGF) 

(Niu et al. 2002). Se probó además que STAT3 participa en los procesos de invasión y metástasis 

(Yu & Jove 2004). Los mecanismos a través de los cuales las STATs promueven eventos pro-

tumorigénicos constituyen un área de activa investigación. La fosforilación de las STATs está 

finamente regulada y la perturbación del delicado balance de las STATs activas en las células 

podría predisponer a la malignización mediante la desregulación de la apoptosis o la 

proliferación.  

Se ha encontrado activación constitutiva y persistente de STAT3 en una gran variedad 

de tumores humanos, entre ellos de mama, y en líneas celulares establecidas a partir de 

tumores humanos (Bowman & Jove 1999). En particular, STAT3 está constitutivamente activa 

en el 69%  de cánceres de mama (Dolled-filhart, et al. 2003), en el 82%  de cánceres de próstata 

(Mora et al. 2002), en el 82%  al 100%  de carcinomas de cabeza y cuello (Nagpal et al., 2002) y 

en el 71%  de carcinomas nasofaríngeos (Hsiao et al. 2003). Además, se ha demostrado que 

STAT3 es requerida para la transformación de los fibroblastos NIH 3T3 por una serie de 

oncogenes, como v-src (Bromberg, et al. 1998), y para la proliferación tumoral. De hecho, una 

forma mutante constitutivamente activa de STAT3, STAT3-C, (que dimeriza espontáneamente 

por puentes cisteína-cisteína en vez de por interacciones fosfotirosina-SH2) es suficiente para 

inducir la formación tumoral en ratones nude cuando se inoculan células transfectadas con 
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STAT3-C (Bromberg et al., 1999). Tales hallazgos reafirman la concepción de STAT3 como un 

mediador en el proceso de transformación maligna. 

Los efectos de STAT3 activo son muy diferentes según el tipo celular. En particular, 

STAT3 puede ser una señal de muerte para las células epiteliales secretoras de la mama normal 

(Watson 2001) en comparación con los efectos opuestos de STAT3 en carcinomas mamarios. 

Una de las razones de estos efectos paradójicos puede deberse a que, mientras que la 

activación de las STATs es un proceso transiente en células normales, la sobreexpresión o 

activación persistente de tirosina quinasas en cáncer puede provocar la activación constitutiva 

de las STATs. De hecho, hasta ahora, no se han reportado mutaciones naturales de STAT3 que 

resulten en su activación persistente. Por lo cual, es probable que la generalizada activación de 

STAT3 en líneas celulares de cáncer y en tejidos sea debido a un mal funcionamiento de los 

eventos de señalización río arriba de STAT3. Se sabe que son numerosos los receptores con 

actividad tirosina quinasa intrínseca que pueden activar a STAT3, como el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR) y el  ErbB2, el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 

(FGFR) el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas, (PDGFR) y el receptor de 

VEGF (VEGFR). En las células tumorales, muchos de estos receptores se encuentran 

constitutivamente activados, ya sea por el resultado de mutaciones  que afectan su estructura, 

o debido a su sobreexpresión o ya sea por la continua activación por ligandos autócrinos o 

parácrinos, dando como resultado una continua señalización de activación de STAT3. Esto 

produce cambios permanentes en la expresión de genes que controlan procesos biológicos 

fundamentales, y lleva a cambios en el fenotipo celular (Yu & Jove 2004). 

 

4. STAT3 y CANCER DE MAMA 

 

Como mencionamos, STAT3 se encuentra activo en más del 50%  de los tumores 

primarios de mama, en sus cultivos primarios y en varias líneas celulares derivadas de tumores 

mamarios como MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MDA-MB-435 (Bromberg, 2002; Cotarla et al., 

2004; Dechow et al., 2004; Dolled-filhart et al., 2003; Leslie et al., 2006; Vultur et al., 2004). 
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La evidencia que indica que STAT3 participa en el desarrollo de la tumorigénesis 

mamaria proviene de ensayos en donde muestran que la expresión de la forma 

constitutivamente activa de STAT3 (STAT3C) en células epiteliales mamarias humanas 

inmortalizadas y en células MCF-10 produjo su transformación (Dechow et al. 2004). Por otro 

lado, el tratamiento de células de cáncer de mama humano in vitro e in vivo, con el inhibidor 

farmacológico S3I-201 que inhibe la dimerización de STAT3, su unión al ADN y su actividad 

transcripcional, inhibe la expresión de ciertos genes regulados por STAT3, como ciclina D1, Bcl-

XL, y survivina conduciendo a una inhibición de su crecimiento (Siddiquee et al. 2007). 

Interesantemente, estos genes blanco de STAT3 están implicados en la progresión del cáncer de 

mama o en su pronóstico (Bromberg, 2000). Otro trabajo que pone de manifiesto la relevancia 

de STAT3 en cáncer de mama fue realizado en células tumorales mamarias 4T1. En estas 

células, el bloqueo de la expresión de STAT3 por ARN corto de interferencia (shRNA) suprimió la 

tumorigenicidad de las mismas y la formación de metástasis en los pulmones de ratones 

inmunocompetentes (Ling & Arlinghaus 2005). Además, varios trabajos postulan que la 

disminución de los niveles de STAT3 activo aumenta la muerte por apoptosis en células en 

cultivo y disminuye la tumorigénesis, el crecimiento tumoral y la angiogénesis en modelos 

tumorales que utilizan xenoingertos (Alvarez et al. 2005; Diaz et al. 2006; Kotha et al. 2006; 

Leslie et al. 2006; Ling & Arlinghaus 2005). Finalmente, estudios clínicos demostraron que 

aquellos pacientes con cáncer de mama en estadio temprano tipo II, que presentaban niveles 

elevados de pSTAT3, respondían de manera incompleta a la quimioterapia, revelando que la 

activación de STAT3 puede conducir a la resistencia a la terapia (Diaz et al. 2006). 

Teniendo en cuenta todos estos  antecedentes, en esta Tesis nos focalizamos en STAT3 

como blanco molecular en cáncer de mama. Para ello, estudiamos las vías de transducción de 

señales moduladas por progestágenos para fosforilar STAT3 en el residuo tirosina 727 y su 

relevancia biológica. Luego, diseñamos una inmunoterapia basada en la administración de 

células tumorales que tienen bloqueada la activación de STAT3 a partir de la cual: i) describimos 

la inducción de senescencia en las células tumorales ii) logramos efectos antitumorales 

profilácticos y terapéuticos que podrán ofrecer una alternativa terapéutica a pacientes con 

cáncer de mama. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

1. METODOLOGÍA GENERAL 

 

Animales  

Los experimentos se realizaron en hembras vírgenes de la cepa BALB/c de dos meses de 

edad criadas en el bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME). Las 

hembras provenían de reproductores sanos y fueron criadas en un ambiente controlado y de 

entrada restringida, con agua y comida ad libitum, con doce horas de luz y doce de oscuridad. 

Los ratones nude de la cepa NIH (S), hembras de 2 meses de edad, fueron provistas por el 

bioterio de la Facultad de Veterinaria, Universidad de La Plata. Se mantuvieron en el bioterio 

del IBYME, en jaulas estériles en racks ventilados con filtros HEPA. Todos los experimentos con 

animales fueron realizados de acuerdo con los más altos estándares de cuidados animales, 

como se detalla en la guía del National Institute of Health de los EEUU para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996) y fueron 

aprobados por el comité de ética del IBYME. 

 

Tumor C4HD 

Se utilizó el adenocarcinoma mamario murino C4HD perteneciente al modelo 

experimental desarrollado por la Dra. Claudia Lanari (Lanari et al. 1986). Los tumores se 

originaron en ratones hembra BALB/c tratados con 40 mg del progestágeno sintético acetato de 

medroxiprogesterona (MPA) (Medrosterona, Laboratorios Craveri, Buenos Aires, Argentina) 

cada 3 meses durante 1 año y han sido mantenidos por pasajes singeneicos en ratones tratados 

con MPA (Lanari & Molinolo, 1986; Proietti et al., 2005; Salatino et al., 2004). El MPA se 

administra en forma de depósito (40mg) en el flanco contralateral al inóculo tumoral. El 

adenocarcinoma mamario C4HD es de histología ductal, de crecimiento hormono-dependiente, 

requiriendo MPA para proliferar tanto in vivo como in vitro (Molinolo et al. 1987). El tumor 
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C4HD expresa receptores de progesterona (RP) y estrógenos (RE), carece de expresión de 

receptores de glucocorticoides y de EGFR, sobreexpresa ErbB-2, exhibe altos niveles de ErbB-3 y 

baja expresión de ErbB-4 (Balañá et al. 2001; Labriola et al. 2003; Lanari et al., 1986).  

 

Cultivos primarios de células epiteliales C4HD 

Para realizar los cultivos primarios, los tumores C4HD se extirparon de los ratones en el 

flujo laminar aproximadamente a los 21 días de haber sido inoculados. Luego se realizó  una 

disgregación mecánica y enzimática después (tripsina 0,25%  p/v; colagenasa tipo II 0,25%  p/v; 

SAB 0,5%  p/v), agitando durante 40 min a 37oC y se agregó al final, medio DulďeĐĐo’s Modified 

Eagle’s Mediuŵ/FϭϮ sin rojo fenol (DMEM/F12, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) + 10%  de de suero 

fetal bovino (SFB, Gen S.A., Buenos Aires, Argentina) decomplementado. El suero se 

decomplementa previamente calentándolo a 56oC durante 30 minutos. Se obtuvo una 

suspensión compuesta por una población de estirpe epitelial y otra fibroblástica, que se 

separaron según la técnica de Pandis y col (Pandis et al. 1992) con algunas modificaciones. 

Brevemente, esta técnica se basa en que la velocidad de sedimentación de las células epiteliales 

que forman agregados celulares es mayor que la de los fibroblastos, permitiendo su separación 

luego de varias decantaciones diferenciales. Para comenzar la purificación, las células obtenidas 

luego de la disgregación se centrifugaron a 400 g durante 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante y el pellet celular se resuspendió en solución de lavado (DMEM/F12 + SFB 2 %  

v/v), dejando sedimentar durante 20 minutos; el sedimento constituye la fracción enriquecida 

en células epiteliales que se encuentran habitualmente en agregados, el sobrenadante se 

descartó luego de cada decantación. Este procedimiento se repitió aproximadamente 10 veces, 

hasta que no se detectaron fibroblastos en el sobrenadante. Las células epiteliales fueron 

cultivadas en DMEM/F12 + 10%  SFB, durante 48 h para favorecer el pegado de acúmulos de 

células epiteliales y luego fueron cultivadas en DMEM/F12 + 2,5%  SFB deprivado de esteroides 

por tratamiento con carbón activado (ChSFB) + 10 nM MPA durante otras 48-72 h. Luego de 

ello, se realizaron todos los experimentos descriptos. El cultivo de células epiteliales fue de una 

pureza mayor al 98%  evidenciado por inmunohistoquímica de citoqueratina. 
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 Progestágeno  

 El MPA (6-metil-17-hidroxi-acetato-progesterona) utilizado en los medios de cultivo 

es de Sigma (Sigma, St. Louis, MO). En los tratamientos in vivo se utilizó MPA (Medrosterona, 

(Medrosterona, Laboratorios Craveri, Buenos Aires, Argentina) en forma de depósito (40 

mg/ratón). 

 

Líneas celulares 

Las células de tumor mamario humano T-47D y MDA-MB 231, de tumor mamario 

murino 4T1, de carcinoma de colon de ratón CT-26 y de linfoma de ratón YAC-1 fueron 

obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EEUU). La línea celular 

T-47D-Y, que no expresa RP (Sartorius et al. 1994), fue donada por la Dra. Horwitz (University of 

Colorado, Denver, CO, EEUU) y se obtuvo mediante clonación por dilución límite a partir de la 

línea T47-D (Keydar et al. 1979). La línea celular T-47D-Y-PR-B es el resultado de la transfección 

estable de las células T47-D-Y con la isoforma B del RP (Sartorius, et al. 1994), y fue también 

donada por la Dra. Horwitz. La línea T47-D-Y-RP-BmPro, donada por la Dra. C. Lange (University 

of Minnesota Cancer Center, Minneapolis, MN, EEUU) se obtuvo por transfección estable de las 

células T-47D-Y con una mutante de la isoforma B del RP que tiene las tres prolinas 422, 423 y 

427, ubicadas en el dominio rico en prolinas del RP, convertidas a alanina. Este dominio del 

receptor fue definido como absolutamente necesario para su interacción con todos los 

dominios SH3, impidiendo por lo tanto la interacción con Src y la consecuente activación rápida 

de cascadas de señalización (Boonyaratanakornkit, et al. 2001; Carnevale, Proietti et al. 2007). 

La línea celular T-47D-Y y las derivadas de ella fueron cultivadas en las mismas condiciones que 

la línea T-47D. Para mantener las líneas T-47D-Y-RP-B y T-47D-Y-RP-BmPro se agregó al medio 

de cultivo el antibiótico análogo de la neomicina, G418 (500 µg/ml, Sigma). Las líneas celulares 

de cáncer de mama humano T-47-D y MDA-MB-231 fueron mantenidas en medio DMEM/F12 + 

10%  SFB. Las células 4T1, CT26 y YAC-1 se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Gibco, BRL, 

Gaitherburg, MD, EEUU) + 10%  SFB. En experimentos donde se estimuló con MPA, las células T-

47D se cultivaron en DMEM/F12 sin rojo fenol suplementado con 0,1%  SFBCh.  
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Inhibidores farmacológicos 

Se utilizaron los siguientes inhibidores farmacológicos: JSI-124 2 M (Calbiochem, La 

Jolla, CA, EEUU) para inhibir la fosforilación de STAT3; U0126 10 M (Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, EEUU) para bloquear MEK1/2. Los inhibidores de la familia de quinasas Src, 4-

Amino-5-(4-clorofenil)-7-(t-butil) pirazolo [3,4-d] pirimidina (PP2, Calbiochem) y Dasatinib 10 

µM (LC Laboratories, Woburn, MA, EEUU). Los mismos fueron agregados 30-60 minutos antes 

del agregado de MPA en ciertos ensayos. Se realizaron controles para verificar que el 

dimetilsulfóxido (1:2000), utilizado como vehículo de los inhibidores farmacológicos, no 

modificaba la fosforilación de c-Src, p42/p44 MAPK ni la fosforilación de STAT3Ser727 inducida 

por MPA.  

 

Ensayo de Western blot 

Los extractos proteicos totales de células sometidas a las distintas transfecciones y/o 

tratamientos descriptos, fueron obtenidos a partir de células lisadas en buffer conteniendo Tris 

(pH 7,4) 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 10%  glicerol, 1%  Nonidet P-40, SDS 

0,1% , Mg2Cl ϭ ŵM, PM“F ϭ ŵM, leupeptiŶa ϭϬ μg/ŵl, pepstatiŶa ϱ μg/ŵl, apƌotiŶiŶa ϱ μg/ŵl, 

Na3VO4 1 mM y NaF 25 mM. Los lisados fueron centrifugados a 12.000 g durante 30 min a 4° C, 

y se determinó el contenido proteico en el sobrenadante mediante el método de Bradford. 

También se obtuvieron extractos proteicos a partir de tumores extirpados de ratones. Para ello, 

se homogeneizó un trozo de tumor (aproximadamente 100 mg) con un Ultraturrax en presencia 

del buffer de extracción de proteínas previamente descripto. El homogenato tumoral se 

centrifugó a 105000 g a 4°C durante 45 min en una ultracentrífuga. Se descartó el pellet y el 

contenido proteico del sobrenadante fue determinado de acuerdo al método de Bradford. 

Los extractos proteicos se corrieron en geles de poliacrilamida desnaturalizante con 

dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). El extracto proteico (25 a 50 µg de proteínas) se diluyó en 

buffer de siembra 3X (Tris-HCl 60 mM [pH 6,8], SDS 2%  p/v, glicerol 10%  v/v, 0,7 M 2-

βŵeƌĐaptoetaŶol y azul de ďƌoŵofeŶol Ϭ,ϭ% p/ǀͿ y se llevó a ebullición durante 5 min. Las 

muestras se corrieron en geles de 7,5-15%  acrilamidabisacrilamida según el peso molecular de 

la proteína a revelar. Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0,2 µm, 
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BioRad, Hercules, CA, EEUU) y se bloquearon durante 18 h a 4°C con leche descremada 5%  p/v 

o sero albúmina bovina (SAB)  5%  o 3%  p/v, según el caso, en PBS+tween 20 0,1%  v/v. Las 

membranas se incubaron con los siguientes anticuerpos diluidos en PBS+tween 20 0,1%  v/v 

durante 2 h a temperatura ambiente con agitación o bien durante 18h. con SAB 5%  o 1%  p/v 

con agitación, según el anticuerpo:  

Stat3 policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU) 1/15000 

Fosfotirosina Stat3 (Y705) monoclonal de ratón (B-7, Santa Cruz Biotechnology) 1/1000  

Fosfoserina STAT3 (Ser727) monoclonal de ratón (4G6, Cell SignalingTechnologies) 1/1000 

Ciclina D1 policlonal de conejo (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA) 1/2000 para células humanas, 

1/50000 para células murinas 

Src monoclonal de conejo (36D10, Cell Signaling Technologies) 1/8000 

Fosfotirosina Src (Y416) policlonal de conejo (Cell Signaling Technologies) 1/4000 

p42/p44 MAPK policlonal de conejo (C-14, Santa Cruz Biotechnology) 1/2000 

Fosfo p42/p44 MAPK monoclonal de ratón (E-4, Santa Cruz Biotechnology) 1/3000 

RP monoclonal de ratón (Ab-7, Thermo Scientific) 1/700 

Actina monoclonal de ratón (Ab-5, Thermo Scientific) 1/15000  

β-tubulina monoclonal de ratón (Sigma) 1/70000 

GFP policlonal de conejo (Abcam, Cambridge, MA, EEUU) 1/5000 

p16INK4a policlonal de conejo (M-156, Santa Cruz Biotechnology) 1/500 

p15INK4b policlonal de conejo (K-18, Santa Cruz Biotechnology), 1/500 

FLAG-M2 monoclonal de ratón (Sigma) 1/1000 

Luego de 3 lavados de 10 minutos en PBS+tween 20, las membranas se incubaron con 

los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (HRP) anti ratón, anti conejo o anti 

cabra, todos de Vector Laboratories (Burlingame, CA, EEUU). Las membranas se revelaron 

utilizando el reactivo de quimioluminiscencia ECL plus (General Electric, Buckinghamshire, 

Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de la primera revelada, las 

membranas se incubaron 30 minutos a 50°C con solución de stripping (2-βŵeƌĐaptoetanol 100 

mM, SDS 2%  v/v, Tris-HCl 62,5 mM pH 6,7) en agitación para extraer los anticuerpos unidos a la 

misma. Luego de dos lavados con PBS+tween, las membranas se bloquearon durante 18 h en 
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leche 5%  p/v y se incubaron al día siguiente con el anticuerpo contra la proteína total 

correspondiente. 

Análisis estadístico: Las bandas obtenidas se escanearon, y se midió la densidad de cada una 

con el programa Image J (National Institute of Health, EEUU). Las formas fosforiladas de las 

proteínas fueron normalizadas con sus respectivas proteínas totales. En los casos en que se 

evaluaron niveles de expresión, las bandas de la proteína en cuestión se normalizaron con las 

bandas de actina o β tubulina corrida en el mismo gel. La significancia de las diferencias de 

inteŶsidad eŶtƌe los distiŶtos tƌataŵieŶtos se aŶalizó ƌealizaŶdo uŶ ͞t test͟ o uŶ ANOVA, de 

acuerdo a si se tratan de dos o más tratamientos a comparar, respectivamente, de muestras de 

varios experimentos. 

 

Plásmidos 

La construcción del promotor de ciclina D1 humano de 1745 pares de bases de longitud 

ubicado río arriba del gen de la luciferasa (-1745 ciclina D1-luc) fue donado por el Dr. R. Pestell 

(Northwestern University Medical School, Chicago, IL, EEUU). El plásmido reportero de 

luciferasa que contiene cuatƌo Đopias del sitio de uŶióŶ a “TATϯ de alta afiŶidad ͞ŵϲϳ͟ 

(p4xm67-tk-luc) fue donado por el Dr J. Darnell (The Rockefeller University, New York, NY, 

EEUU). El plásmido de expresión de luciferasa Renilla RL-CMV fue comprado a Promega 

(Madison, WI, EEUU). El vector de expresión de STAT3 fusionado a GFP (STAT3-GFP), el vector 

que codifica para la proteína STAT3 posee una mutación puntual en la serina 727 y por lo tanto 

no puede ser fosforilada en este residuo y también fusionada a GFP (STAT3S727A-GFP) y el 

vector backbone de las construcciones anteriormente mencionadas (pcDNA5/FRT) fueron 

gentilmente donadas por H. Yu (Beckman Research Institute, Duarte, CA, EEUU) (H. Lee et al. 

2009). El vector de expresión de la forma dominante negativa de STAT3, STAT3Y705F, posee 

una mutación puntual en el codón 705, una sustitución de la tirosina por fenilalanina, que 

provoca la reducción de la fosforilación en tirosina de la proteína STAT3 salvaje endógena y por 

lo tanto inhibe la dimerización y la unión de STAT3 al ADN (Bromberg et al. 1998; Bromberg et 

al. 1999). Este vector, al igual que el plásmido vacío pcDNA3.1, fue provisto por el Dr. J. Darnell.  

 



P á g i n a  | 24 

 
Transfecciones transientes 

Las células C4HD o T-47D fueron transfectadas transientemente durante 48 o 24 h con 2 

µg/ml de STAT3-GFP o STAT3S727A-GFP o con el plásmido vacío pcDNA5/FRT en placas de 6 

hoyos. Las células C4HD fueron transfectadas en DMEM-F12 + SFBch 2,5%  v/v + MPA 10 nM, y 

las células T-47D fueron transfectadas en DMEM-F12 + SFB 10%  v/v con el reactivo de 

transfección Fugene HD (Roche Biochemicals, Indianapolis, IN, EEUU), siguiendo las 

indicaciones del fabricante. La eficiencia de transfección fue evaluada determinando el 

porcentaje de células que exhibieron la expresión de GFP 4 días después de la transfección, que 

varió entre el 60 y 70% . En los experimentos en los que se estudió el rol de la fosforilación de 

STAT3 en serina 727 en la capacidad del MPA de inducir la actividad transcripcional de STAT3 

las células C4HD o T-47D, según lo indicado en cada caso, fueron transfectadas transientemente 

durante 48 o 24 hs, respectivamente, con 1 µg/ml del vector 4xm67-tk-luc o con 1 µg/ml del 

plásmido reportero -1745 ciclina D1-luc y con 10 ng/ml de RL-CMV utilizado para corregir 

variaciones internas en las eficiencias de transfección. Las células fueron co-transfectadas con 2 

µg/ml de STAT3-GFP o STAT3S727A-GFP. Las cantidades totales de ADN transfectado fueron 

estandarizadas agregando el plásmido vacío pcDNA5/FRT. En los casos de los ensayos de 

actividad del gen reportero, las células fueron lavadas con PBS, lisadas con la solución Pasive 

Lysis Buffer (Promega) y con un ciclo de congelado-descongelado en nitrógeno líquido. La 

actividad luciferasa fue determinada empleando el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y con un luminómetro 20n/20 (Turner 

Bio Systems, Madison, WI, EEUU). La actividad luciferasa se informó cómo veces de inducción 

de la razón entre la actividad Firefly luciferasa y la actividad Renilla luciferasa con respecto a 

cada grupo sin MPA. Se realizaron triplicados para cada tratamiento. Las diferencias entre los 

grupos experimentales fueron analizadas por ANOVA seguida del test de Tukey. 

Para los ensayos del capítulo II y III las células C4HD y 4T1 fueron sembradas en placas 

de 6 hoyos y transfectadas transitoriamente durante 48 h o durante los tiempos indicados 

según cada experimento con 2 µg del vector de expresión STAT3Y705F. Las células C4HD se 

transfectaron en DMEM/F12 + 2,5%  + MPA 10 nM y las 4T1 en RPMI-1640 + 10%  SFB siempre 
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en la ausencia antibióticos. Como control se transfectaron células con el vector vacío pcDNA3.1 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU).  

Para el estudio de las citoquinas secretadas, se tomaron los sobrenadantes de las células 

C4HD transfectadas durante 48 h con STAT3Y705F o controles. 

 

Transfecciones con ARN de interferencia (siRNA)  

Los siRNAs dirigidos contra RP, STAT3 y p16INK4a fueron sintetizados por Dharmacon 

(Lafayette, CO, EEUU). Las secuencias de siRNAs fueron las siguientes: siRNA contra STAT3 

ŵuƌiŶo: ϱ͛-GGUCAAAUUUCCUGAGUUGUU-ϯ͛; si‘NA ĐoŶtƌa “TATϯ huŵaŶo: ϱ͛-

GAGCAGAGAUGUGGGAAUGUU-ϯ͛; si‘NA ĐoŶtƌa ‘P ŵuƌiŶo: ϱ͛-AUAGGCGAGACUACAGACGUU-

ϯ͛. El Ŷúŵeƌo de Đatálogo del si‘NA ĐoŶtƌa pϭϲINK4a utilizado es J-043107-06 (Dharmacon). 

Como siRNA control, se utilizó un siRNA no silenciador, que no corresponde a ninguna 

secuencia conocida de genes de mamíferos, también comprado a Dharmacon. Las células 

fueron transfectadas durante 24 a 72 h con 25 a 100 nM de siRNAs, según el experimento, con 

el reactivo de transfección DharmaFECT (Dharmacon) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas con 50 nM siRNA contra STAT3 o siRNA control 

durante 48 h en medio DMEM/F12 + SFB 10% .  

 

Inmunofluorescencia y microscopía confocal 

Las células C4HD y T-47D crecidas sobre cubreobjetos fueron transfectadas o no, según 

el experimento, y luego incubadas en DMEM-F12 con los tratamientos que se indican en cada 

ensayo. Las células fueron fijadas y permeabilizadas en metanol a -20ºC y luego bloqueadas con 

PBS + SAB 1%  a temperatura ambiente durante 30 minutos. La incubación con los anticuerpos 

primarios se llevó a cabo en PBS + SAB 1%   durante 18 h a 4ºC, utilizando una dilución del 

anticuerpo de 1/100. Los anticuerpos empleados fueron los siguientes: 

Stat3 policlonal de conejo (C-20, Santa Cruz Biotechnology) 

Fosfoserina STAT3 (Ser727) monoclonal de ratón (4G6, Cell SignalingTechnologies) 

Trimetil K9 H3 monoclonal de conejo (Millipore, Temecula, CA, EEUU) 
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Luego de 3 lavados de 10 minutos con PBS + SAB 1% , los cubreobjetos con células fueron 

incubados durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios conjugados 

con fluorocromos. Para detectar pSTAT3Ser727 y TriMeK9H3, se utilizó un anticuerpo de cabra 

anti IgG de conejo conjugado con Alexa 488 (Molecular Probes, Invitrogen); y para detectar 

Stat3 (C-20) se empleó un anticuerpo de cabra anti IgG de ratón conjugado con rodamina 

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EEUU). Los controles negativos se 

realizaron incubando las células con PBS + SAB 1%  en lugar del anticuerpo primario, seguido de 

la iŶĐuďaĐióŶ ĐoŶ los aŶtiĐueƌpos seĐuŶdaƌios. Los ŶúĐleos fueƌoŶ teñidos ĐoŶ DAPI ;ϰ͛,ϲ͛-

diamidino-2-fenilindol) (Sigma) utilizado en una dilución de 2 ng/ml. Para cada tratamiento se 

analizaron entre 100 y 200 células. Las fotos que se muestran en los Resultados ilustran algunas 

células representativas de las examinadas. Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio 

Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments), cuyo límite de resolución es de 300 nm.  

 

Ensayos de proliferación por incorporación de timidina-[
3
H] en células C4HD, T-47D y MDA-

MB-231 

Para realizar los ensayos de proliferación con las células C4HD se repicaron las células 

creciendo en DMEM-F12 + SFBch 2,5%  v/v + MPA 10 nM y se sembraron 4x104 células por hoyo 

en placas de 96 hoyos de fondo plano. Las células repicadas se dejaron adherir durante 24 hs en 

DMEM-F12 + SFB 10%  v/v. Dicho medio fue luego reemplazado por medio de transfección 

suplementado con los diferentes siRNAs y vectores de expresión. Luego de 72 hs, las células se 

incubaron durante 48 hs con DMEM-F12 con o sin MPA o con DMEM-F12 10% , según lo 

indicado. Para los ensayos de proliferación con las células T-47D, se sembraron 104 células por 

hoyo en placas de 96 hoyos. Se dejaron adherir durante 24 hs y luego se reemplazó el medio 

por medio de transfección suplementado con diferentes vectores de expresión indicados para 

cada caso. Después de 24 hs, las células se incubaron durante 24 hs más DMEM-F12 con o sin 

MPA. Para las células MDA-MB-231, se sembraron 104 células por hoyo y se dejaron adherir 

durante 24 hs. Luego se transfectaron con los siRNAs indicados durante 72 h en DMEM-F12 + 

SFB 10% . Todos los ensayos se realizaron por octuplicado. Se empleó el método de 

incorporación de timidina-[3H] para evaluar la síntesis de ADN como medida de la proliferación 
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celular. Durante las últimas 24 hs de incubación de todos los tipos celulares, se aplicó un pulso 

de 1 µCi de timidina-[3H] (New England Nuclear, Dupont, Boston, MA, EEUU) actividad 

específica: 20 Ci/mmol) en cada hoyo. Los cultivos se despegaron de la placa de cultivo con 

tripsina (50µl/hoyo) y se cosecharon en un cosechador de  células Nunc. La radioactividad 

incorporada se midió en un contador beta de centelleo líquido (Tri-Carb2800TR, Perkin Elmer) 

durante 1 minuto por métodos estándar de centelleo líquido. Previamente se demostró que la 

incorporación de timidina-[3H] se correlaciona con el número de células (Dran et al. 1995) 

siendo de este modo, un método apropiado para medir proliferación celular. La incorporación 

de timidina-[3H] se muestra como cuentas por minuto (cpm).  

Análisis estadístico: En cada experimento individual se promediaron los octuplicados, se 

calcularon las cpm ± DE (desviación estándar) y se evaluó la significancia estadística mediante 

un test de ANOVA. Para la comparación de distintos tratamientos entre sí, se usó el test de 

Tukey después del ANOVA. 

 

2. METODOLOGÍA ESPECÍFICA CAPITULO I 

 

Ensayo de fosforilación in vitro con ATP no radioactivo 

Las células T-ϰϳD fueƌoŶ pƌeiŶĐuďadas o Ŷo ĐoŶ ϭϬ μM de UϬϭϮϲ duƌaŶte ϵϬ ŵiŶ y luego 

fueron tratadas o no con MPA 10 nM durante 2 min. Las células fueron lisadas en un buffer de 

lisis para quinasas (20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM EGTA, 1%  NP-40, 2.5 mM MgCl2) y la quinasa 

MAPK fue iŶŵuŶopƌeĐipitada a paƌtiƌ de ϱϬϬ μg de eǆtƌaĐtos pƌoteiĐos usaŶdo uŶ aŶtiĐueƌpo 

anti p42/p44 MAPK (C-ϭϰ; “aŶta CƌuzͿ. “TATϯ fue iŶŵuŶopƌeĐipitado a paƌtiƌ de ϱϬϬ μg de 

extractos proteicos de células T-47D no estimuladas utilizando un anticuerpo contra STAT3 total 

(C-20, Santa Cruz). STAT3 así inmunoprecipitada fue sometida a un ensayo de fosforilación in 

vitro con p42/p44 MAPK inmunoprecipitada de cada tratamiento. La reacción fue realizada 

incubando los inmunocomplejos conteniendo a p42/p44 MAPK con STAT3 inmunoprecipitado 

Đoŵo sustƌato, eŶ ϯϬ μl de ďuffeƌ ƋuiŶasa ĐoŶ el agƌegado de ϯ.ϯ ŵM DTT y ϭϬϬ μM de ATP 

durante 30 min a 30ºC, como se describió previamente (M Salatino et al. 2006). Las proteínas 
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fueron separadas mediante electroforesis, los geles transferidos a membranas de nitrocelulosa 

y revelados utilizando anticuerpos anti pSTAT3Ser727. Las membranas fueron sometidas a 

stripping y re incubadas con un anticuerpo anti STAT3. La parte inferior de la membrana fue 

revelada con un anti pp42/p44 MAPK y luego anti p42/p44 MAPK. 

 

Ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

Se sembraron 3 millones de células T-47D por placa de 80 mm de diámetro, se 

transfectaron durante 48 h y se mantuvieron en el medio de ayuno correspondiente durante 48 

h y se trataron o no con MPA. Se realizó un crosslinking incubando las células con formaldehído 

en una concentración final de 1%  durante 10 minutos a 37ºC, y la reacción se detuvo agregando 

glicina en una concentración final de 140 mM. Luego las células se lavaron con PBS frío dos 

veces, se recolectaron de las placas de cultivo en 1,5 ml de PBS con inhibidores de proteasas 

(descriptos previamente) utilizando un scrapper, y fueron precipitadas por centrifugación y 

resuspendidas en 1 ml de buffer hipotónico (HEPES 20 mM [pH 7,9], EDTA 1 mM, EGTA 1 mM). 

Se centrifugó 1 minuto a 16000 x g para obtener los núcleos en el pellet, que se resuspendió en 

300 µl de buffer de lisis (SDS 1% , EDTA 10 mM, Tris-HCl 50 mM [pH 8,1]). Después de la lisis los 

extractos celulares fueron sonicados en hielo con un sonicador Fisher Scientific, modelo 500. 

Recibieron 4 a 6 pulsos de 10 segundos al 20%  de potencia del sonicador. Se centrifugaron 

durante 10 minutos a 16000 x g a 4ºC, el sobrenadante se diluyó 10 veces con buffer de 

inmunoprecipitación (Triton X-100 1,1% , EDTA 1,2 mM, Tris-HCl 16,7 mM [pH 8,1], NaCl 167 

mM) y la cuantificación de proteínas fue determinada por un ensayo de Bradford (BioRad). 

Trescientos µg de proteína fueron preclareados con 40 µl de bolitas de agarosa conjugadas a 

proteína A, bloqueadas con ADN de esperma de salmón (Millipore). Dos por ciento de esta 

ĐƌoŵatiŶa se ƌeseƌǀó Đoŵo ͞iŶput͟ ;ADN totalͿ y se pƌocesó luego junto con los 

inmunoprecipitados en el paso de reversión del crosslinking (más adelante). La cromatina 

remanente fue incubada durante 18 h a 4ºC con 4 µg de Ac anti STAT3 (C-20, Santa Cruz 

Biotechnology) o con IgG de conejo (Sigma). El complejo proteína-ADN-anticuerpo fue 

precipitado incubando durante 2 hs a 4ºC con 80 µl de bolitas de agarosa conjugadas a proteína 

A, bloqueadas con ADN de esperma de salmón (Millipore). Las partículas de agarosa asociadas 
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al complejo fueron precipitadas por una centrifugación de 1 min a 4000 x g. Se lavaron con dos 

buffers de lavado diferentes de alta concentración salina (SDS 0,1% , Triton X-100 1% , EDTA 2 

mM, Tris-HCl 20 mM [pH 8,1], NaCl 150 mM, y el otro buffer: SDS 0,1% , Triton X-100 1% , EDTA 

2 mM, Tris-HCl 20 mM [pH 8,1], NaCl 500 mM), luego con un tercer buffer de lavado de baja 

concentración salina (LiCl 0,25 M, NP-40 1% , deoxicolato 1% , EDTA 1 mM, Tris-HCl 10 mM [pH 

8,1]), y dos lavados con Tris-EDTA (TE). El complejo proteína-ADN se obtuvo extrayendo las 

partículas de agarosa con 400 µl de buffer de elución (SDS 1% , NaHCO3 0,1 M). La reversión del 

crosslinking del complejo proteína-ADN se realizó incubando con NaCl 0,2 M a 65ºC durante 18 

h. Las proteínas de las muestras fueron digeridas por incubación con 50 µg de proteínasa K 

durante 1 h a 45ºC. El ADN se extrajo con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico y se precipitó 

con 2,5 volúmenes de etanol, 1,25 volúmenes de AcNH4 y 20 µg de glucógeno durante 30 min a 

-70ºC. El ADN fue precipitado por una centrifugación de 10 min a 16000 x g y resuspendido en 

10 µl de H2O hexadestilada libre de DNAsas (Promega). Para cada PCR se utilizaron 2 µl. Los 

ĐoŶtƌoles ͞iŶput͟ se usaƌoŶ eŶ uŶa diluĐióŶ de ϭ/ϭϬ. 

PCR cuantitativa en tiempo real: El ADN obtenido de los ensayos de ChIP fue amplificado por 

reacciones de PCR en tiempo real, que se realizaron con el equipo detector ABI Prism 7500 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) utilizando SYBR green PCR master mix de Applied 

Biosysteŵs. El paƌ de pƌiŵeƌs ϱ͛-GCACCAAAGAGACAGAAC-ϯ͛ y ϱ͛TTAACCGGGAGAAACACACC-ϯ͛, 

fue diseñado para amplificar dos regiones del promotor de ciclina D1 humano que contiene un 

sitio GAS (-ϵϴϰͿ. Estos pƌiŵeƌs se diseñaƌoŶ ĐoŶ el softǁaƌe ͞Pƌiŵeƌ Eǆpƌess͟ ;Applied 

Biosystems). El programa de PCR en tiempo real fue: 10 min a 95ºC, seguido de 40 ciclos de 15 

seg a 95ºC y 1 min a 60ºC. Los números de los ejes de las ordenadas de los histogramas de ChIP 

se calcularon dividiendo los números arbitrarios obtenidos para cada muestra en la PCR 

ĐuaŶtitatiǀa poƌ el ͞iŶput͟ ;ADN totalͿ, estaďleĐieŶdo eŶ ϭ los ǀaloƌes de las ŵuestƌas siŶ tƌataƌ 

y determinando las veces de incremento de ADN inmunoprecipitado relativo a ese punto. La 

sigŶifiĐaŶĐia de las difeƌeŶĐias eŶtƌe dos tƌataŵieŶtos se aŶalizó ƌealizaŶdo uŶ ͞t test͟ de 

muestras apareadas. 
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Análisis del ciclo celular por citometría de flujo  

Para el análisis del ciclo celular, cultivos primarios de células C4HD o células de la línea 

T-47D fueron transfectadas con el vector de expresión STAT3-GFP o STAT3S727A-GFP durante 

24 h, luego fueron ayunadas en medio DMEM/F12 + 0,1%  SFBCh por 24 h y tratadas o no con 

MPA 10 nM durante 18 o 24 h. Las células fueron cosechadas por la acción de la tripsina y 

fijadas en etanol 70%  por 24 h a 4° C. Posteriormente fueron lavadas dos veces con PBS, 

seguido de digestióŶ poƌ A‘Nsa ;A‘Nsa A ϱϬ U/ŵlͿ y tiŶĐióŶ ĐoŶ ioduƌo de pƌopidio ;ϮϬμg/ŵlͿ 

durante 30 min a temperatura ambiente, en oscuridad. Las células se analizaron en un 

citómetro FACScan (Becton Dickinson (BD), La Jolla, CA, EEUU). El análisis del ciclo celular se 

realizó mediante el software Modfit LT (Beckton Dickinson). Se indica el porcentaje de células 

en cada fase del ciclo celular (G0/G1 y S+G2M). 

 

Crecimiento in vivo del tumor C4HD transfectado con STAT3S727A-GFP  

Las células C4HD transfectadas in vitro con el vector de expresión de STAT3S727A-GFP o 

con el vector vacío (pcDNA5/FRT) fueron cosechadas incubándolas 45 min con PBS-EDTA 1 mM 

estéril, y resuspendidas en medio sin suero en una concentración de 1x106 células/100l y se 

inyectaron subcutáneamente 100 µl en el flanco izquierdo del ratón utilizando una jeringa 25G 

(Terumo, Somerset, NJ, EEUU). En el flanco derecho se inoculó el MPA de depósito. Cuando los 

tumores se hicieron palpables, aproximadamente una semana después de la inoculación, se 

comenzó a medir el largo y el ancho de los mismos con un calibre de Vernier calculando tres veces 

por semana el volumen tumoral. El volumen tumoral (mm3) se calculó con la siguiente fórmula: (L 

x W2)/2, donde L=largo del tumor (mm), W=ancho del tumor (mm) (Leonetti et al. 1996). El día 35, 

los animales fueron sacrificados y el tumor removido. Los tejidos destinados a estudios 

moleculares fueron mantenidos a -80º C, y los que se utilizarían para análisis histopatológico de 

rutina (Hematoxilina y Eosina –H&E-) fueron fijados en formol neutro 10% . Todas las muestras 

fueron examinadas por un patólogo que desconocía el tratamiento que había recibido cada 

ejemplar. Varios cortes de cada tumor u órgano fueron evaluados. 

 

Pacientes y micro arreglos de tejido (TMA) 
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Se seleccionaron 48 tejidos incluidos en parafina de carcinomas de mama invasivos para 

la construcción de bloques de TMA de los archivos del departamento de Histopatología del 

Instituto de Oncología Henry Moore, Buenos Aires, entre el 2001 y el 2008. De estos, en 9 

muestras no se pudo determinar los niveles nucleares de pSTAT3Ser727 por la pérdida de las 

secciones analizadas. Todos los pacientes fueron tratados con cirugía. Este estudio fue realizado 

bajo la aprobación del comité de ética del IBYME y del Instituto de Oncología Henry Moore y los 

consentimientos escritos de los pacientes fueron obtenidos antes de su inclusión en este 

estudio. El estadio de los pacientes antes del tratamiento fue clasificado de acuerdo al sistema 

de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Singletary et al. 2002). Para la determinación 

del grado histológico se utilizó el sistema Elston and Ellis (Page, et al. 1995).  Los TMA fueron 

construidos como se describió previamente (Roxana Schillaci et al. 2012).  

   

Immunofluorescencia de tejidos 

La recuperación  antigénica se realizó utilizando buffer citrato de sodio 10mM pH 6 

durante 4 min a máxima potencia en microondas. Los vidrios fueron bloqueados por 30 min en 

Buffeƌ HaŶk ModifiĐado  ;MHB de sus siglas eŶ iŶglés Modified HaŶk͛s BuffeƌͿ ĐoŶ ϱ%  de “AB, 

luego se incubaron durante 18h a 4ºC con el anticuerpo anti pSTAT3Ser727 (4G6) (1:50, Cell 

Signalling). Seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de 

conejo acoplado a Alexa 488 (Molecular Probes) Para reducir la autofluorescencia se incubaron 

los vidrios en Sudan Black B 0.1%  (Sigma). Los núcleos fueron teñidos con ioduro de propidio. 

Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments). Los 

controles negativos se realizaron con MHB sin el agregado de los anticuerpos primarios. La 

señal de intensidad de marcación nuclear se puntuó según la siguiente escala: 0, sin tinción o 

tinción débil en menos del 10%  , 1, tinción débil del 10-25% , 2, tinción moderada del 26-50% ; y 

3, tinción intensa de más del 50% , como se describió previamente para la clasificación de la 

tinción nuclear de pSTAT3Tyr705 por otros autores (Dolled-Filhart et al. 2003, Sato et al. 2011). 

Dos patólogos determinaron el puntaje de forma independiente, con una alta correlación entre 

ambos. Las discrepancias entre ambos fueron promediadas para obtener un único puntaje final. 

Para que la muestra sea considerada positiva para la expresión nuclear de pSTAT3Ser727 se 
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requirió un puntaje de uno (1) o más (Sato et al. 2011). RE y RP fueron evaluados por 

inmunohistoquímica con los Ac clon 6F11 (Novocastra Laboratories) y el clon hPRa2+hPRa3 

(NeoMarkers), respectivamente y puntuados como se describió previamente (Schillaci et al. 

2012). 

Análisis estadístico: El análisis se llevó a cabo utilizando el software SPSS Software version 17.0 

(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Las correlaciones entre las distintas variables se realizaron 

utilizando el χ2-test o el test exacto de Fisher.  

 

3. METODOLOGÍAS ESPECIFICAS DEL CAPÍTULO II 

 

3.1. Experimentos in vivo capítulo II 

 

Transfección celular y protocolo de inmunización 

 Las células C4HD y 4T1 fueron sembradas en placas de 80mm y transfectadas 

transitoriamente durante 48 h con 11 µg del vector de expresión STAT3Y705F, que codifica para 

una proteína que no puede fosforilarse en el residuo tirosina 705 y que actúa como un 

dominante negativo de STAT3 (Bromberg et al. 1998; Proietti et al 2005). Las células C4HD se 

transfectaron en DMEM/F12 suplementado con ChSFB 2,5%  + MPA 10 nM y las 4T1 en RPMI-

1640 + 10%  SFB siempre en la ausencia antibióticos. Como control se transfectaron células con 

el vector vacío pcDNA3.1 (Invitrogen). En todos los casos, se utilizó el reactivo de transfección 

FuGENE HD (Roche Biochemicals) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Estas células 

fueron utilizadas para inmunizar ratones BALB/c. Brevemente, las células se cosecharon 

incubándolas 45 min con PBS-EDTA 1mM estéril y se resuspendieron en PBS estéril en una 

concentración de 2x106 células/100l. Dicha suspensión celular se irradió con 50 Gy (C4HD) o 

100 Gy (4T1) de una fuente de cobalto (60Co). Mediante un ensayo de incorporación de 

timidina-[3H], realizado como se describió previamente, se comprobó que la dosis de irradiación 

era efectiva para anular la proliferación celular, mientras que, realizando un ensayo de 

exclusión del colorante azul de tripán se verificó la viabilidad celular. Los ratones (BALB/c o 

nude) se inyectaron subcutáneamente utilizando una jeringa 25G (Terumo) en el flanco 
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izquierdo con 2x106 células transfectadas con el vector STAT3Y705F e irradiadas. Se efectuaron 

tres dosis de inmunización separadas por 15 días; o sea seis, cuatro y dos semana antes del 

desafío tumoral, el cual se efectuó inoculando subcutáneamente a los ratones inmunizados con 

un fragmento (1 mm3) del tumor parental C4HD o con 1x104 células 4T1 implantadas en la 

cuarta glándula mamaria. Simultáneamente al desafío con C4HD se les administró a los ratones 

MPA de depósito. En cada grupo se incluyeron de 5 a 8 ratones según los experimentos. Los 

grupos controles incluyeron ratones inyectados, siguiendo el mismo esquema, con el vehículo 

(100l de PBS estéril), con células sin tratamiento o con células transfectadas con el vector 

vacío pcDNA3.1 durante 48 h e irradiadas de manera similar. Cuando los tumores se hicieron 

palpables, aproximadamente una semana después de la inoculación, se comenzó a medir el 

largo y el ancho de los mismos con un calibre de Vernier calculando tres veces por semana el 

volumen tumoral. El volumen tumoral (mm3) se calculó con se explicó anteriormente. Se 

monitoreó el crecimiento tumoral por 21 (C4HD) o 33 (4T1) días después de inoculadas las 

células. Se determinó, conjuntamente con el volumen tumoral, la tasa de crecimiento, como la 

pendiente de la curva de crecimiento, la cual se obtuvo graficando el volumen tumoral en 

función del tiempo. También se calculó el porcentaje de inhibición del crecimiento tumoral 

dividiendo el volumen tumoral medio del grupo de ratones inmunizados con células 

transfectadas con el vector STAT3Y70F por el volumen tumoral medio de cada grupo control, 

restando el resultado a 1 y multiplicándolo por 100. 

 

Evaluación de metástasis pulmonares 

Los ratones BALB/c (n = 8) con tumores 4T1 fueron sacrificados al día 33, los pulmones 

se fijaron con Bouin y se contó el número de colonias pulmonares superficiales mediante la 

observación en lupa.  

Análisis estadístico: la comparación del número de metástasis de pulmón entre los diferentes 

grupos se realizó por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.  

 

Inmunización de ratones nude 
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Los ratones nude se inmunizaron con células epiteliales provenientes de un cultivo 

primario del tumor C4HD como se describió anteriormente para la inmunización de los ratones 

BALB/c. Dos semanas después de la última dosis se efectuó el desafío tumoral, inoculando a los 

ratones inmunizados con un fragmento (1mm3) del tumor parental C4HD estéril. 

Simultáneamente al desafío tumoral se les administró a los ratones  MPA de depósito. Cuando 

los tumores alcanzaron un volumen medio de 15 mm3, aproximadamente una semana después 

de la inoculación, se comenzó a medir el largo y el ancho de los mismos calculando el volumen 

tumoral como se explicó previamente. Se monitoreó el crecimiento tumoral durante 25 días. En 

cada grupo se incluyeron 6 ratones. 

 

Depleción in vivo de las subpoblaciones linfocitarias 

Los animales inmunizados fueron depletados de linfocitos T (LT)  CD4+ y de LT CD8+ por 

la administración intraperitoneal (i.p.) de 0,5 mg/ratón de anticuerpo contra CD4 (clon YTS 

191.1), CD8 (clon YTS 169.4) (gentilmente provistos por el laboratorio del Dr. Podhajcer) en los 

días -1, 0, 1, 8, 15 y 22, con relación a la inoculación del tumor (día 0). Para la depleción de 

células NK, los ratones fueron inyectados con 0,25 mg/ratón de anticuerpo anti-asialo GM1 

(Wako, Richmond, VA, EEUU) en los días -1, 7, 14 y 21. Los ratones control recibieron 

cantidades equivalentes de IgG normal de rata o IgG de conejo en los mismos días. En el día 7, 

se tomaron muestras de sangre de la vena facial para confirmar las depleciones por citometría 

de flujo. Se lisaron los eritrocitos usando un buffer ACK (NH4Cl 154 mM, KHCO3 9,9 mM, EDTA 

0,09mM) y se marcaron las distintas poblaciones linfocitarias utilizando anticuerpos anti CD3 

(PeCy5), CD4 (FITC), CD8 (PE) y DX5 (APC). Las células se analizaron en un citómetro FACSaria 

(Becton Dickinson). El análisis de los datos obtenidos se realizó utilizando el programa FlowJo 

(Tree Star, Inc, Ashland, OR, EEUU). 

 

Inmunización terapéutica 

Los ratones hembra BALB/c (n = 5) fueron desafiados con un fragmento del tumor C4HD 

y se les administró MPA de depósito en el flanco opuesto al desafío. Una vez que el tumor fue 



P á g i n a  | 35 

 
palpable (día 6 post-desafío) los animales fueron inmunizados con 2x106 células C4HD-

STAT3Y705F o células control irradiadas por inyección s.c. Los animales fueron inmunizados por 

segunda vez el día 18 y sacrificados el día 38.  

En otro experimento, ratones hembra BALB/c (n=8) fueron inyectados s.c. con 1x104 

células 4T1 el día 0. En el día 4, cuando los tumores ya fueron palpables, los ratones fueron 

inmunizados con 1x106 células 4T1-STAT3Y705F o con células control, 4T1-pcDNA3.1. Se 

repitieron las inmunizaciones en los días 11 y 18. Los animales fueron sacrificados el día 34. 

 

Análisis Histopatológicos 

Los tumores se extirparon al final del experimento en los días indicados previamente y 

se fijaron en formol neutro 10% . Los fragmentos más representativos se incluyeron en parafina, 

se cortaron secciones de 5 m utilizando un micrótomo y se tiñeron con H&E para observarlas 

luego en el microscopio, con la asistencia de un patólogo especializado. Se realizó un conteo de 

mitosis por campo (High Power Field, 1 HPF=0.152 mm2) con un objetivo 40x.  

 

Determinación de la especificidad de la respuesta imnune generada por  la inmunización 

Los ratones se inmunizaron como se explicó detalladamente en el protocolo de 

inmunización con células 4T1 transfectadas transientemente e irradiadas, n=5 para cada grupo. 

Dos semanas después de la última inmunización los ratones inmunizados se desafiaron 

inoculándolos con un fragmento (1mm3) del tumor C4HD o con 4x105 células CT26 por ratón. 

Las células C4HD y CT26 se cosecharon con PBS- EDTA 1mM, se diluyeron en medio a una 

concentración de 4x105 células en 100 l y se inyectaron subcutáneamente en el flanco 

izquierdo del ratón utilizando una jeringa. Cuando los tumores alcanzaron un volumen medio 

de 15 mm3, aproximadamente una semana después de la inoculación, se comenzó a medir el 

largo y el ancho de los mismos calculando diariamente el volumen tumoral como se explicó 

previamente. 

 

Ensayo de Hipersensibilidad retardada (DHT) 
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Los ratones se inmunizaron tal como se describió previamente para el protocolo de 

inmunización con células C4HD. Una semana después de la última dosis los ratones se 

desafiaron con 3x105 células C4HD en 50l de PBS tratadas por 48 hs con MPA 10nM e 

irradiadas, inyectándolas subcutáneamente en la almohadilla plantar del miembro trasero 

izquierdo. Como control de ausencia de reacción se inyectó la almohadilla plantar del miembro 

trasero derecho con 50l de PBS estéril. La respuesta de hipersensibilidad retardada se 

determinó a las 48 hs. midiendo con un micrómetro la inflamación de ambas almohadillas 

plantares. Los resultados se expresaron como un índice de inflamación de la almohadilla plantar 

(IAP) obtenido al restar el grosor de la almohadilla plantar derecha (basal) al grosor de la 

almohadilla plantar izquierda (desafiada). Cinco ratones fueron incluidos en cada grupo 

experimental. Se evaluó la significancia estadística mediante un test de ANOVA. Para la 

comparación de distintos tratamientos entre sí, se usó el test de Tukey después del ANOVA. 

 

Análisis estadístico 

Para todos los casos, las diferencias entre el control y los grupos experimentales fueron 

analizadas mediante ANOVA, seguida por prueba t de Tukey. El análisis de regresión lineal se 

realizó sobre curvas de crecimiento, y las pendientes fueron comparadas mediante ANOVA para 

determinar la significación estadística. Los gráficos de Kaplan-Meier fueron generados 

utilizando el software GraphPad Prism (La Jolla, CA, EEUU) y analizados con la prueba de log-

rank. 

 

3.2. Ensayos in vitro capítulo II 

 

Arreglo de citoquinas 

Las células C4HD fueron transfectadas como se describió previamente, con el vector 

STAT3Y705F o fueron tratadas con el inhibidor farmacológico JSI-124 2 µM. Se colectaron los 

medios condicionaos después de 48 h de tratamiento. Se utilizaron microarreglos de 

anticuerpos de citoquinas y quimioquinas en membranas de nitrocelulosa (Panomics, Redwood 

City, CA, EEUU), las cuales fueron incubadas durante 2 h a T° ambiente con los medios 
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condicionados. Las membranas se revelaron siguiendo las indicaciones del fabricante. Cada 

punto fue densitometrado usando el programa Image J y se graficaron las intensidades relativas 

al control positivo en la membrana. 

 

Determinación de título de anticuerpos 

Se evaluó la presencia de anticuerpos IgG contra el tumor C4HD en los sueros de 

ratones inmunizados y controles. Los ratones se inmunizaron tal como se describió 

previamente para el protocolo de inmunización con células C4HD. En este caso, dos semanas 

después de la última dosis se obtuvieron muestras de sangre de los ratones inmunizados por 

punción de la vena facial. La sangre se dejó coagular a temperatura ambiente por 30 min y se 

centrifugó a 1000 g por 10 min para separar el suero, el cual fue decomplementado como se 

explicó previamente. La detección de anticuerpos se realizó por inmunofluorescencia indirecta. 

Las células C4HD cultivadas en presencia de 10nM de MPA fueron cosechadas con PBS-EDTA 

1mM. Luego de dos lavados con PBS las células C4HD se resuspendieron en PBS + 3%  SAB + 0,02 

%  azida, se alicuotaron a razón de 5x105 células por tubo y se incubaron 30 min a 4ºC con una 

dilución 1:50 de los sueros de los ratones inmunizados. Luego de dos lavados, las células se 

incubaron con  un segundo anticuerpo específico para IgG de ratón conjugado con el 

fluorocromo Alexa 488 (dilución de uso 1:200, Molecular Probes). La intensidad de 

fluorescencia se evaluó utilizando un citómetro de flujo FACScan, y los niveles de fluorescencia 

inespecífica se determinaron incubando a las células del mismo modo, pero con un suero de 

ratón control no inmunizado. Los datos se analizaron utilizando el programa FlowJo (Tree Star 

Inc, Ashland, OR, EEUU). Los resultados se expresaron como intensidad de fluorescencia media 

(IFM) determinada restando la fluorescencia media inespecífica obtenida con el suero de ratón 

control a la fluorescencia media obtenida con los sueros de los ratones inmunizados. Los 

ensayos de realizaron por cuadruplicado. 

 

Ensayo de proliferación de esplenocitos 

Los ratones se inmunizaron tal como se describió previamente para el protocolo de 

inmunización con células C4HD. En este caso, dos semanas después de la última dosis los 
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ratones inmunizados fueron sacrificados, se les extrajeron los bazos y se aislaron a partir de los 

mismos los esplenocitos. Para ello, los bazos fueron disgregados en fragmentos pequeños 

usando una tijera de punta curva, obteniéndose una suspensión celular. A cada bazo se le 

agregó 3 ml de RPMI-1640 (Gibco), se homogeneizó y se pasó la suspensión por filtros de 70 

µm. Se realizó un lavado con RPMI-1640, resuspendiendo luego a las células en medio de 

cultivo completo, constituido por RPMI-1640 suplementado con SFB 10% , 2-mercaptoetanol 

50M, HEPES 10 mM, glutamina 2mM y gentamicina 50 g/ml (RMPI-1640 completo) y se 

sembraron en una placa de 96 hoyos a razón de 5x105 células/hoyo. Los esplenocitos se 

cultivaron por 5 días en estas condiciones en presencia o ausencia de 1x104 células C4HD, que 

habían sido previamente incubadas con 50 g/ml de mitomicina C por 1 hora a 37C y lavadas 

exhaustivamente. Dieciséis horas antes de terminar el cultivo se agregó 0,5 Ci de timidina-[3H] 

por hoyo, luego de lo cual se cosecharon las células y se midió la incorporación de timidina-[3H] 

como se describió previamente.  

 

Ensayos de citotoxicidad 

La capacidad de los esplenocitos o de células NK provenientes de los ratones 

inmunizados para lisar a las células blanco C4HD y YAC-1 fue determinada in vitro utilizando un 

ensayo estándar de liberación de 51Cr. Los linfocitos del bazo, referidos como células efectoras, 

fueron aislados de los ratones inmunizados como se describió en detalle previamente y fueron 

co-cultivados durante 5 días en medio RPMI-1640 + SFB 10 %  con células C4HD previamente 

inactivadas por tratamiento con mitomicina C y lavadas exhaustivamente. Paralelamente, 

células C4HD o células YAC-1 se cosecharon con PBS-EDTA y se marcaron con 100 Ci de 51Cr 

(Na2
51CrO4 actividad específica: 19,5 GBq/mg, NEN) por 1 hora a 37C, las células se lavaron 4 

veces con PBS y se plaquearon en una microplaca de fondo cóncavo a razón de 1x104 

células/hoyo (Células blanco). Los linfocitos del bazo que habían sido estimulados al co-

cultivarlos con las células C4HD, se plaquearon en esta microplaca en las siguientes relaciones 

efector:blanco; 100:1, 50:1, 25:1, 12:1 y 6:1. En el caso del ensayo de citotoxicidad de células 

NK, las células NK fueron purificados mediante selección negativa usando el kit de 

enriquecimiento de células NK de ratón (BD Biosciences) a partir de los esplenocitos co-
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cultivados durante 5 días con células C4HD según lo descripto previamente. Las células NK 

purificadas se plaquearon en una microplaca conteniendo 1x104 células blanco C4HD o YAC-1 

en las siguientes relaciones efector:blanco; 5:1, 2,5:1, 1,25:1 y 0,625:1. Las placas se 

centrifugaron a 200 g por 1 min para ubicar ambas estirpes celulares en el fondo cóncavo del 

hoyo y maximizar el contacto, y se incubaron por 4 hs a 37C en una estufa humidificada con 

5%  de CO2. Se plaquearon también hoyos sólo con células blanco en medio de cultivo para 

determinar la liberación espontánea de 51Cr y otros con triton X-100 1%  para determinar la 

liberación máxima de 51Cr. Al terminar la incubación las placas se centrifugaron nuevamente, se 

tomaron 100 l de sobrenadante de cada hoyo y se contó la radioactividad presente, o sea 

liberada por la lisis de las células blanco, en un contador gama. El porcentaje de lisis específica 

de las células blanco se calculó utilizando la fórmula [E-S)/(T-S)]x 100, donde E= el promedio de 

radiactividad de liberación experimental, S= el promedio de radiactividad de liberación 

espontánea, y T= el promedio de radiactividad máxima. 

 

Determinación del tipo de citotoxicidad: CD4
+
, CD8

+
 o NK dependiente 

Para determinar si la citotoxicidad era CD4+ o CD8+ o NK dependiente, se realizó un 

ensayo estándar de liberación de 51Cr, previa depleción selectiva de la población de LT CD4+ o 

LT CD8+ o de células NK. Los linfocitos totales fueron aislados de los ratones inmunizados como 

se describió en detalle previamente y fueron co-cultivados durante 5 días con células C4HD 

previamente inactivadas por tratamiento con mitomicina C. En el día 5 se cosecharon los 

esplenocitos que habían sido estimulados al co-cultivarlos con las células C4HD y se realizó el 

protocolo de depleción de CD4+ o de CD8+ utilizando el kit Dynabeads mouse CD4-CD8 de 

separación celular inmunomagnética (Dynal, Oslo, Noruega) o de células NK utilizando el kit de 

selección positiva EasySep® Mouse panNK (CD49b) (StemCell Technologies, Vancouver, Canadá) 

según las indicaciones de los fabricantes. Brevemente, las partículas inmunomagnéticas 

Dynabeads se lavaron 3 veces con PBS-SFB 1% , en cada lavado se descartó el sobrenadante, las 

partículas se sedimentaron apoyando el tubo sobre la gradilla magnética, se resuspendieron en 

el volumen originalmente pipeteado de PBS-SFB 1% . Se partió de 3x106 linfocitos totales por 

ratón para cada depleción. Para depletar de CD4+ se tomaron 13 l de la suspensión de 



P á g i n a  | 40 

 

partículas anti-CD4, mientras que para depletar de CD8+ se tomaron 8 l de la suspensión de 

partículas anti-CD8. Estos valores se calcularon según la relación partícula:célula recomendada 

por el fabricante (4-10:1). Los linfocitos totales (aproximadamente 300 l) se mezclaron con las 

correspondientes partículas, se incubaron 20 min en hielo agitando por inversión cada 3 min. La 

separación se completó al ubicar el tubo en la gradilla magnética. Se tomó el sobrenadante, el 

cual quedó depletado completamente de LT CD4+ en un caso, y  de LT CD8+ en el otro, y se 

sembró en una microplaca de fondo cóncavo 100l por hoyo junto con 1x104 células C4HD 

marcadas con 51Cr /hoyo (relación efector:blanco, 100:1). Se procedió como se describió en el 

punto anterior. El porcentaje de lisis específica se calculó como se explicó previamente. 

 

Degranulación de células NK 

Para la evaluación de la degranulación, Se sembraron 4x106 esplenocitos de ratón 

(2x106 esplenocitos/ml) en ausencia o en presencia de 2 x 105 células C4HD tratadas con 

mitomicina C. Las células fueron incubadas 18 h en estufa de atmósfera controlada a 37ºC con 

5%  de CO2. Durante las últimas 4 h de cultivo se añadió al cultivo el anticuerpo anti-CD107a 

(FITC) (eBioscience, San Diego, CA, EEUU) o el correspondiente control de isotipo. A 

continuación se lavaron las células y se marcaron anticuerpo  anti CD3 (PeCy5) y anti DX5 (APC) 

(eBiocience) durante 30 min a 4ºC en oscuridad. Posteriormente, se lavaron las células con 

PBS/BSA1% /NaN3. Las muestras se adquirieron en un citómetro de flujo FACSAria y los datos 

obtenidos se analizaron con el programa FlowJo. Se seleccionaron las células NK (CD3-DX5+) 

para determinar el porcentaje de CD107a+ en esta población. 

 

Determinación de citoquinas liberadas al medio de cultivo 

Los linfocitos del bazo de los ratones inmunizados fueron aislados como se describió en 

detalle previamente. En una placa de 24 hoyos se co-cultivaron en medio RPMI-1640 + SFB 10%  

4x106 linfocitos por hoyo con 8x104 células C4HD durante 48 hs, las cuales habían sido crecidas 

en medio + MPA e inactivadas por tratamiento con mitomicina C en un volumen de 1ml. Luego 

de terminada la incubación se colectó el sobrenadante de cada hoyo y se determinó la cantidad 

de IFN-, de IL-2, IL-4 y de IL-10 liberada al medio de cultivo mediante un ensayo de ELISA de 
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captura (OptEIATM, PharMingen, San Diego, EEUU). El protocolo se realizó según las 

instrucciones del fabricante. Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado. 

 

Determinación de IFN-γ intracelular 

Para la detección intracelular de IFN-ɶ, se ĐultiǀaƌoŶ duƌaŶte ϭϴ h espleŶoĐitos ;ϮǆϭϬ6 

células/por ml) en medio RPMI-1640 completo con IL-2 recombinante murino (10 U/ml) 

(Peprotech, Rocky Hill, NJ, EEUU) en presencia o ausencia de células C4HD tratadas con 

mitomicina C, o en presencia de 1 ng de IL-12 (Peprotech). Durante las últimas 4 h de cultivo, se 

añadió monensina (10 µg/ml, Sigma) para inhibir el transporte del Golgi. Las células fueron 

marcadas con diferentes combinaciones anticuerpos acoplados a fluorocromos anti-CD4 (FITC), 

-CD3 (PE) y -DX5 (APC) (eBioscience). Para determinar la producción de IFN-ɶ, las células se 

marcaron adicionalmente con anti-IFN-ɶ (PercpCy5.5) (eBioscience) utilizando un kit de fijación 

y permeabilización (eBioscience), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se incubaron 

en paralelo células con anticuerpos contra los isotipos correspondientes. La fluorescencia se 

adquirió usando un citómetro FACSAria  y se analizaron con el software FlowJo. 

 

Evaluación de los linfocitos infiltrantes del tumor 

Los tumores C4HD y 4T1 se extirparon los días detallados previamente y fueron 

disgregados de forma mecánica y luego enzimática en una solución de RPMI-1640 conteniendo 

400 U/ml de colagenasa tipo II (Invitrogen Life Techonologies) y 50 U/ml de DNasa I (Thermo 

Scientific) durante 1 h a 37 ° C. Las células fueron lavadas en PBS dos veces y filtradas (filtros de 

poro de 70 µm). Las células fueron incubadas durante 30 min con un anticuerpo bloqueante de 

receptores Fc, CD16/32 (eBioscience) y marcadas con anticuerpos conjugados a fluorocromos 

para la caracterización fenotipica por citometría de flujo de las distintas subpoblaciones. Se 

utilizaron los siguientes anticuerpos: CD45 (APC), CD3 (FITC o PECy5), DX5 (APC), CD4 (FITC), 

CD8 (PE), FOXP3 (PE) y CD25 (APC) (eBiosciences) durante 30 min a 4ºC en oscuridad. 

Posteriormente, se lavaron las células con PBS/SAB1% /NaN3. Las muestras se adquirieron en un 

citómetro de flujo FACSAria y los datos obtenidos se analizaron con el programa FlowJo. Se 

seleccionó la población linfoide en función de los parámetro de tamaño y granularidad y del 
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marcador CD45+ y a partir de estas células se calcularon los porcentajes de células NK (CD3-

DX5+), T CD4+ (CD3+CD4+), T CD8+ (CD3+CD8+) y Tregs (CD4+CD25+FOXP3+). 

La expresión de CD69 y la producción de IFN-ɶ en LT CD4+ y en células NK cells fue 

determinada en suspensiones del tumor disgregado y cultivadas en RPMI-1640 + SFB 10%  

durante 5 h en presencia de dosis mitogénicas de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) de 10 

ng/ml e ionomicina 1 µg/ml. Junto con el estímulo se agregó monensina (10 µg/ml). Al finalizar 

el experimento, se realizó una marcación intracelular de IFN-ɶ Đoŵo se desĐƌiďió pƌeǀiaŵeŶte. 

La expresión en membrana de CD69 fue realizada mediante una inmunomarcación directa con 

un anticuerpo anti-CD69 (PE) Ab (eBioscience). Las muestras se adquirieron en un citómetro de 

flujo FACSAria y los datos obtenidos se analizaron con el programa FlowJo. Se seleccionó la 

población linfoide en función de parámetro de tamaño y granularidad y se calcularon los 

porcentajes de células NK (CD3-DX5+) y T CD4+ (CD3+CD4+) positivas para CD69 y para IFN-ɶ en 

esta población. 

 

Análisis de células NK en ganglios linfáticos y LT CD4
+
 de memoria bazo 

Se obtuvieron ganglios linfáticos y bazos de los ratones BALB/c inmunizados dos 

semanas luego de la última inyección. Los ganglios fueron disgregados mecánicamente con 

tijera y luego enzimáticamente con 400 U/ml colagenasa tipo II. Se lavaron con PBS/SAB 

3% /NaN3, se centrifugaron y luego marcaron con anticuerpo  anti-CD3 (PeCy5) y -DX5 (APC).  

Los esplenocitos de los bazos de los ratones inmunizados se co-cultivaron durante 5 días con 

células C4HD como se explicó previamente para el ensayo de proliferación de esplenocitos. 

Luego de ser lavados con PBS/SAB3% /NaN3, los esplenocitos se incubaron con un anticuerpo  

anti-CD4 (FITC), -CD3 (PeCy5) y –CD44 (PE) (eBioscience) por 30 min a 4C. La marcación 

inespecífica se evaluó incubando a las células con una IgG control del mismo isotipo de la 

utilizada para la marca específica conjugada con PE. Las muestras se adquirieron en un 

citómetro de flujo FACSAria y los datos obtenidos se analizaron con el programa FlowJo. Se 

seleccionó la población linfoide en función de parámetro de tamaño y granularidad y se 

calcularon los porcentajes de células NK (CD3-DX5+) en ganglio y LT CD4+ (CD3+CD4+) positivas 

para CD44 en bazo. 
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Activación de células dendríticas de bazo (DCs) 

La activación de DCs se evaluó mediante la medición de la expresión de diversos 

marcadores de superficie por citometría de flujo. Los esplenocitos de los animales inmunizados 

fueron co-cultivados durante 48 h con las células C4HD tratadas con mitomicina C, y después se 

tiñeron con anticuerpos conjugados específicos para CD11c (FITC), CD40 (APC), CD86 (PE) y 

MHC clase II (PECy5) o control de isotipo (eBiosciences). Después de la tinción, las células 

fueron fijadas y analizadas por citometría de flujo usando un FACSAria. Los datos fueron 

analizados mediante el software FlowJo. 

Para el análisis ex vivo de la activación de DC, las suspensiones celulares se obtuvieron a 

partir de nódulos linfáticos de drenaje y el bazo se tiñeron como se ha descrito anteriormente. 

 

Análisis por citometría de flujo de la expresión de RAE-1 y H-60 

Las células C4HD fueron cosechadas con PBS-EDTA 1 mM y fueron incubadas con un 

anticuerpo anti RAE-1 (APC) o H-60 (PE) murinos (R & D Systems, Minneapolis, MN, EEUU). Las 

células fueron entonces lavadas y un total de 104 células por muestra fueron analizadas usando 

un citómetro FACSAria. La tinción basal fue evaluada utilizando un anticuerpo irrelevante del 

mismo isotipo al de detección. El análisis de los datos se realizó con el programa FlowJo.  

 

4. METODOLOGÍAS ESPECÍFICAS DEL CAPÍTULO III 

 

Evaluación de la enzima β-galactosidasa (β-gal) a pH 6,0 

Células C4HD, 4T1 y MDA-MB 231 fueron cultivadas cobre cubreobjetos y transfectadas 

con el vector de expresión de STAT3Y70F o con siRNA contra STAT3 según lo descripto 

anteriormente. Las células se lavaron dos veces en PBS, se fijaron en una solución 2%  

formaldehído/0,2%  glutaraldehído durante 5 min y se lavaron nuevamente en PBS. Las células 

se incubaron durante 18 h a 37 ° C (sin CO2Ϳ ĐoŶ la soluĐióŶ de tiŶĐióŶ de la β-gal asociada a 

senescencia (SA-β-Gal) (1 mM MgCl, 1 mg/mL X-Gal (Sigma), 5 mM de ferrocianuro de potasio, 
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5 mM de ferricianuro de potasio (1 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indolil P3-D-galactósido (X-Gal) 

por ml/ 40 mM de ácido cítrico/fosfato de sodio, pH 6,0/5 mM de ferrocianuro de potasio/ 5 

mM de ferricianuro de potasio/150 mM de NaCl/2 mM MgCl2). Al día siguiente se lavaron las 

células durante dos veces con PBS, y una vez con metanol. Los cubreobjetos se dejaron secar y 

luego se observaron a microscopio de campo claro y se contaron las células azules sobre el total 

de células por campo para poder calcular el porcentaje de células senescentes (%  SA-β-Gal). 

 

Extracción de ARN, transcripción reversa y PCR en tiempo real 

El ARN total fue aislado de las células C4HD crecidas en placas de 6 hoyos previamente 

transfectadas, durante los tiempos indicados en medio completo, utilizando el reactivo TRIzol 

(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN se cuantificó por 

espectrofotometría y 1 µg de ARN se sometió a transcripción reversa mediante el uso de la 

enzima retrotranscriptasa SuperScript III de Invitrogen, según las indicaciones del fabricante. 

El ADNc obtenido fue amplificado por PCR en tiempo real. Los primers utilizados para amplificar 

el ADNĐ de pϭϲINKϰa ŵuƌiŶo fueƌoŶ: ϱ͛-CTCAACTACGGTGCAGATTCGA-ϯ͛ y ϱ͛- 

 CACCGGGCGGGAGAA-ϯ͛. Los primers que se usaron para amplificar el ADNc de GAPDH murino 

Đoŵo ĐoŶtƌol de ŶoƌŵalizaĐióŶ fueƌoŶ: ϱ͛-CCAGAACATCATCCCTGCAT-ϯ͛, ϱ͛-

GTTCAGCTCTGGGATGACCTT-ϯ͛. Las ĐoŶdiĐioŶes de ĐiĐlado de la PC‘ y el diseño de primers 

fueron tal como se describió para ChIP. Las veces de inducción de la expresión del ARNm de 

p16INK4a se calculó dividiendo los números arbitrarios obtenidos para cada muestra en la PCR 

cuantitativa por las cantidades obtenidas del control interno GAPDH, estableciendo en 1 los 

valores de las muestras sin tratar y determinando las veces de incremento o disminución de 

ARNm relativo a las muestras sin tratar. La significancia de las diferencias entre dos 

tƌataŵieŶtos se aŶalizó ƌealizaŶdo uŶ ͞t test͟ de ŵuestƌas apaƌeadas. 
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Efectos no genómicos de los progestágenos sobre 

la activación de STAT3 y su relación con la 

proliferación de células de cáncer de mama  
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INTRODUCCION (CAPITULO I) 
 

1. ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA 

 

El receptor de progesterona (RP) es un miembro de la superfamilia de receptores 

nucleares de hormonas esteroideas con actividad de factores de transcripción dependientes de 

ligando y media los diversos efectos biológicos de la progesterona. Es una proteína modular 

que presenta los tres dominios estructurales característicos de los receptores nucleares: el 

dominio amino terminal, el dominio central de unión al ADN (DBD, por sus siglas en inglés, DNA 

binding domain) y el dominio carboxilo terminal de unión al ligando (LBD, por sus siglas en 

inglés, Ligand Binding Domain). Dentro de estos módulos hay por lo menos dos dominios de 

activación de la transcripción (AFs). El dominio de activación ligando independiente AF-1 se 

encuentra en el dominio amino terminal y el dominio AF-2 dependiente de ligando está 

presente en el LBD (Figura 3). El DBD contiene dos clásicas estructuras de dedos de zinc que le 

permiten la unión al ADN y la interacción con ciertas proteínas. Tanto el LBD como el DBD se 

encuentran altamente conservados entre los miembros de la familia de receptores nucleares, 

mientras que el dominio amino terminal presenta una gran variabilidad en la longitud y en la 

secuencia (Leonhardt, et al. 2003). 

El RP se expresa en dos isoformas: A y B. El receptor de progesterona B, RP-B (120 kDa), 

presenta en el extremo amino terminal 164 aminoácidos más que el RP-A (94 kDa). A pesar de 

que ambas isoformas poseen DBD y LBD similares, se ha descripto que regulan la expresión de 

diferentes genes, que tienen actividades transcripcionales distintas y que reclutan 

correguladores diferentes (Richer et al. 2002). La isoforma B presenta un tercer dominio de 

activación de la transcripción (AF-3) en los primeros 164 aminoácidos, siendo así un activador 

transcripcional diez veces más fuerte que la isoforma A (Figura 3) (Beato, et al. 1996; 

Leonhardt, et al. 2003). 
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Figura 3. Esquemas de los dominios de las isoformas A y B del RP humano. La isoforma B posee 164 aminoácidos 

más que la isoforma A y en el dominio amino terminal contiene un tercer dominio de activación (AF-3) que le 

confiere una mayor actividad transcripcional. DBD: dominio de unión al ADN, LBD: dominio de unión al ligando, AF-

1 y AF-2: dominios de activación transcripcional, IF: dominio de inhibición. 

 

En la glándula mamaria, se requiere la expresión de ambas isoformas en iguales 

proporciones para su correcto desarrollo y diferenciación (Mote et al. 2002). En contraste, las 

cantidades relativas del RP-A y RP-B se encuentran alteradas en la mayoría de los tumores 

mamarios. Numerosos trabajos demostraron que dichas alteraciones son un evento temprano 

en el proceso de carcinogénesis mamaria y aumentan con el progreso de la enfermedad (Hopp 

2004; Mote et al. 2002). 

 

2. MECANISMOS DE ACCIÓN DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA 

 

2.1. Efectos genómicos 

 

En ausencia de ligando, el RP se encuentra asociado a un complejo de proteínas 

chaperonas como las proteínas de shock térmico Hsp70 y Hsp90. La progesterona difunde a 

través de la bicapa lipídica de una célula blanco para unirse y activar su receptor. En el modelo 

clásico, la unión de la progesterona al RP induce un cambio conformacional del receptor, su 

fosforilación, disociación de las proteínas chaperonas, seguido de su dimerización y 

translocación al núcleo. Cuando se sitúa en el núcleo, se fosforila nuevamente en varios 

residuos y se une a elementos respondedores a progesterona (PRE, por sus siglas en inglés) en 
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los promotores o regiones enhancer de los genes blanco, para activar o silenciar la transcripción 

de aquellos genes que regula, lo que da como resultado la respuesta biológica de la célula 

blanco (Figura 4). 

El mecanismo por el cual los receptores de hormonas esteroideas unidos a sus ligandos 

afectan la velocidad de transcripción dirigida por la RNA polimerasa II involucra la interacción 

de los receptores con componentes del complejo de preiniciación. Esta interacción ocurre de 

manera directa e indirecta a través del reclutamiento secuencial de varios coactivadores. Los 

coactivadores constituyen un grupo diverso de moléculas que otorgan múltiples funciones 

estructurales y enzimáticas al promotor (Rowan & Malley, 2000). Son reclutados al complejo 

RP-ligando y tienen la capacidad de facilitar el ensamblado del complejo de preiniciación y de 

aumentar la transactivación dependiente del receptor (Figura 4) (Li et al. 2003). 

 

Figura 4. Modelo de acción del receptor de progesterona. El RP está presente en un complejo inactivo con 

proteínas chaperonas (Hsp 70 y 90). Al unirse a la progesterona, el RP se fosforila, se dimeriza, se disocia de las 

proteínas chaperonas y transloca del citoplasma al núcleo donde se fosforila nuevamente en varios residuos. Tras 
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el reclutamiento de las proteínas necesarias, se une a los elementos respondedores a hormonas (HRE) presentes 

en los promotores de los genes cuya transcripción regula, PRE para el RP. Src: coactivador de receptores de 

esteroides, CBP: proteína de unión al elemento respondedor de unión a cAMP (CREB), P/CAF: p300/factor de 

asociación a CBP. Adaptado de Rowan y O'Malley 2000. 

 

Además de unirse directamente al ADN, el RP puede unirse a otros factores de 

transcripción, incluyendo a SP1 (Specificity Protein 1), STAT5, AP1 (Activator Protein 1) y STAT3 

para regular promotores de genes que no poseen secuencias ĐaŶóŶiĐas P‘E, Đoŵo β-caseína, 

ciclina D1, Bcl-X y p21CIP1 (Stoecklin et al. 1999; Cicatiello et al. 2004; Proietti et al. 2011), en un 

llaŵado ŵeĐaŶisŵo ͞geŶóŵiĐo Ŷo ĐlásiĐo͟. EŶ ĐualƋuieƌ Đaso, paƌa aĐtiǀaƌ la tƌaŶsĐƌipĐióŶ de 

los genes blanco, el RP activado por su ligando recluta las enzimas remodeladoras de la 

cromatina y el aparato transcripcional de la RNA polimerasa II. Paradójicamente, muchos de los 

genes blanco del RP involucrados en el ciclo celular o la proliferación, no contienen PREs 

canónicos en sus regiones promotoras y por lo tanto estarían regulados por estos mecanismos 

no clásicos del RP independientes de su unión directa al ADN (Faivre, et al., 2008). El RP puede 

también mediar la transcripción y/o represión de genes de manera independiente de ligando 

(Buser et al. 2007; Jacobsen et al. 2002). 

El RP presenta un nivel basal de fosforilación que aumenta sensiblemente en presencia 

del ligando. Numerosos trabajos demostraron que su fosforilación es un importante mecanismo 

de regulación de su función. En particular, la fosforilación inducida por ligando en la serina 294 

está mediada por acción de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) p42/p44 

MAPKs, siendo necesaria para su actividad transcripcional y la posterior exportación nuclear, 

ubiquitinación y degradación citoplasmática, demostrando la participación de las MAPKs tanto 

en la estabilidad como en la funcionalidad del receptor (Lange, et al., 2000; Shen et al., 2001; 

Qiu et al., 2003). 

 

2.2. Efectos no genómicos  

 



P á g i n a  | 50 

 
La regulación transcripcional mediada por el RP abarca varios niveles de complejidad y 

mecanismos intrincados involucrando acciones genómicas (efectos transcripcionales directos) y 

efectos rápidos o no genómicos. Estos últimos fueron descubiertos a partir del hallazgo de vías 

de regulación génica mediadas por el RP pero que no son dependientes de la unión del receptor 

al ADN. Auricchio y colaboradores demostraron por primera vez que los progestágenos activan 

en forma rápida la vía Src/p21RAS/MAPKs a través del RP clásico ubicado en el citosol o cercano 

a la membrana plasmática, en células de carcinoma mamario T-47D (Migliaccio et al. 1998). 

Luego se demostró que la activación de la tirosina quinasa c-Src por el RP ocurre en forma 

indirecta, mediante la interacción de dos dominios presentes en el dominio amino terminal del 

RP con el LBD del receptor de estrógenos (Ballaré et al. 2003). A su vez, este último interactúa 

con c-Src mediante la unión de los dominios SH2 de la quinasa y el residuo Tyr537 del receptor 

de estrógenos. Sin embargo, los trabajos de Edwards y colaboradores determinaron una 

interacción directa entre el RP y la familia de quinasas Src (Boonyaratanakornkit et al. 2001). La 

presencia del sitio rico en prolinas, PPPPLPPR, presente entre los aminoácidos 421-428 del 

dominio amino terminal del RP le permite interactuar con dominios SH3 de proteínas de la 

familia Src activando en forma rápida la vía Src/MAPKs luego del tratamiento con progesterona 

(Figura 5). Tras la unión del ligando al RP o receptor de estrógenos, la interacción proteína-

proteína con c-Src, libera una conformación inhibitoria intermolecular permitiendo la auto-

activación de c-Src. c-Src activa inicia la cascada de transducción de señales vía RAS/RAF/MAPK 

(Migliaccio et al. 1998; Boonyaratanakornkit et al. 2001). Esta activación ocurre fuera del núcleo 

y sería inducida sólo por la isoforma B del RP debido a la distribución principalmente nuclear 

que presenta la isoforma A (Boonyaratanakornkit et al. 2007). Las discrepancias observadas 

podrían explicarse por la formación de diferentes complejos dependiendo de la presencia de 

diversas moléculas adaptadoras y transductoras de señales (Lange, 2004). La isoforma B del RP, 

pero no la A, además de activar rápidamente la señalización en el citosol (Boonyaratanakornkit 

et al. 2001), media las acciones proliferativas de los progestágenos (Faivre et al. 2008) y es la 

isoforma clave requerida para el desarrollo de la glándula mamaria (Mulac-Jericevic et al. 2003). 
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Figura 5. Modelo de la función dual del RP. El RP modula en el citoplasma vías de señalización celular a través de 

los dominios hormono dependientes SH3 y modula la transcripción de genes en el núcleo asociándose 

directamente al ADN a través de factores de transcripción. Adaptado de Hagan et al. 2012 y V Boonyaratanakornkit 

et al. 2001. 

 

3. RECEPTOR DE PROGESTERONA Y CÁNCER DE MAMA 

 

A pesar de los significativos avances logrados con respecto a la funcionalidad y 

estructura del RP in vitro, el progreso con respecto a la respuesta fisiológica atribuible a este 

receptor nuclear ha estado retrasado debido a la superposición con las funciones de los 

estrógenos, muchas de las cuales dependen de la activación del RP. Los experimentos 

realizados utilizando ratones knock-out y knock-in del RP demostraron que la señal proliferativa 

de la progesterona no sólo es esencial en la morfogénesis y función normal de la glándula 

mamaria, sino también en el aumento de incidencia de tumores mamarios (Ismail et al. 2003). 
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En estos experimentos, se observó que ratones normales para la expresión de RP pero que 

poseían una alta cantidad de progesterona circulante, tenían una mayor incidencia de tumores 

mamarios, al ser tratados con el carcinógeno dimetil-benzantraceno (DMBA), en comparación a 

los ratones knock-out del RP. Este estudio no sólo puso en evidencia la importancia de la 

progesterona como un mitógeno endócrino mamario, sino también avaló las conclusiones 

obtenidas de aquellos estudios en los que se discute la relación riesgo-beneficio asociada a los 

regímenes de HRTs post-menopáusicos que incluyen a la progesterona, mencionados 

previamente en la Introducción. 

Los progestágenos son mitogénicos para células de cáncer de mama y las protegen de la 

apoptosis (Moore, et al., 2000; Faivre & Lange 2007). A pesar de que estos estudios aportan 

conocimientos sobre las ventajas proliferativas que confieren los progestágenos a los tumores 

de mama humanos, no están dilucidados todos los mecanismos por los cuales los 

progestágenos median la proliferación. 

En cuanto a la participación de los efectos no genómicos de los progestágenos en la 

regulación del desarrollo del cáncer de mama, permanece poco investigada. Los trabajos 

pioneros de Auricchio y Edwards mencionados anteriormente abrieron el camino a la 

exploración en este campo. 

 

4. STAT3 Y PROGESTERONA  

 

Las proteínas STATs constituyen un punto de convergencia importante para muchas vías 

de señalización. En particular, se demostró que las interacciones entre las vías de las STATs y de 

los receptores de hormonas esteroideas, tienen una naturaleza bidireccional, en donde los 

receptores de hormonas esteroideas regulan la transcripción dependiente de STATs; y de 

manera inversa, las STATs modulan la transcripción mediada por hormonas esteroideas (De 

Miguel et al. 2003; Stoecklin et al. 1999; Zhang et al. 1997; Takeda et al. 1998). En particular, el 

grupo de la Dra. Horwitz ha demostrado interacciones funcionales entre progestágenos y STATs 

en donde el tratamiento de la línea celular de cáncer de mama humano T-47D con el 

progestágeno sintético R5020 indujo un aumento en los niveles de expresión de STAT3 y de 
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STAT5 (Lange et al. 1998; Richer et al. 1998). En particular, la regulación de STAT3 por 

progestágenos se comprobó en el mesometrio decidual de ratas durante la preñez, en donde la 

progesterona aumentó el pool citoplasmático de STAT3 (Liu & Ogle 2002). Este efecto fue 

inhibido por el antagonista de progestágenos RU486, lo que prueba que la expresión de STAT3 

es, en este modelo, el resultado de la acción de la progesterona. Resultados consistentes con 

estas líneas de evidencia se obtuvieron también de un análisis de la expresión de STAT3 

fosforilada en líneas celulares de cáncer de mama y en tejidos de cáncer de mama invasivo, que 

mostraron que los altos niveles de fosforilación de STAT3 en el residuo Tyr705 están 

significativamente asociados a la expresión del RP (Hsieh, et al. 2005). 

En nuestro laboratorio también contribuimos con nuevos hallazgos sobre la relación 

entre STAT3 y los progestágenos en cáncer de mama. En particular, hemos demostrado que los 

progestágenos inducen la rápida fosforilación en la Tyr705  de STAT3 (pSTAT3Tyr705), a través 

de un mecanismo dependiente de las Janus quinasas (JAKs) y c-Src. Estos efectos sobre la 

activación de c-Src y JAKs dependen de RP, mostrando que a través de una vía de señalización 

rápida, RP es capaz de activar STAT3. A su vez, hemos observado que el progestágeno sintético 

acetato de medroxiprogesterona (MPA), estimula la asociación entre RP y STAT3, la 

translocación nuclear de STAT3, su unión al ADN y su activación transcripcional. Esta activación 

transcripcional inducida por MPA es un requisito para la estimulación del crecimiento de las 

células de cáncer de mama murinas y humanas (Proietti et al. 2005). Estos hallazgos proveyeron 

la primera evidencia sobre la participación de STAT3 en el crecimiento celular del cáncer de 

mama inducido por progestágenos y respaldan la participación de STAT3 en la proliferación de 

células de cáncer de mama ya descripta (Figura 6) ( Proietti et al. 2005).  
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Figura 6. Interacción entre las vías del RP y de STATs en células de carcinoma mamario. Los progestágenos (ej: 

MPA) interactúan con el RP, el cual, mediante efectos no genómicos, activa las vías de las quinasas JAKs y Src. Estas 

quinasas citoplasmáticas activas fosforilan a STAT3, el cual dimeriza y transloca al núcleo en donde se une a 

secuencias específicas en el ADN y modula la expresión de genes relacionados con la proliferación y la 

supervivencia.      

 

En particular, ha sido demostrado que las STATs regulan la proliferación celular a través 

de distintos mecanismos, como por ejemplo, inhibiendo la apoptosis (Takeda et al. 1998), o 

modulando la expresión de genes necesarios para la proliferación (Fukada et al. 1996), como es 

el caso de los genes de ciclinas (ciclina D1) (Bromberg et al. 1999; Leslie et al. 2006) y de ciclinas 

dependientes de quinasas (CDKs) (Kaplan et al. 1998). Asimismo STAT3 regula, por ejemplo, la 

transcripción del gen c-Myc, un regulador crítico del crecimiento celular. El producto de este 

gen está modulado coordinadamente por múltiples señales en funciones celulares diversas 
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tales como crecimiento, diferenciación y muerte, tanto en células normales como en 

transformadas (Kiuchi et al. 1999). 

 

5. FOFORILACION DE STAT3 EN SERINA  

 

5.1. Los sitios de fosforilación en serina de STATs están en su dominio de activación 

transcripcional 

 

Originalmente se pensaba que las proteínas de la familia STAT podían ser fosforiladas 

únicamente en un residuo tirosina. Sin embargo, ahora es bien conocido que también pueden 

ser fosforiladas en un residuo serina (Decker & Kovarik 2000). Considerando que un segundo 

evento de fosforilación permitiría modular más finamente la actividad de una proteína, muchos 

grupos de investigación han estudiado qué aspectos de la función de STATs están siendo 

regulados por cada sitio de fosforilación y con qué consecuencias para la respuesta a distintos 

estímulos. A su vez, a lo largo de estos años también se ha hecho mucho hincapié en la 

identificación de las quinasas responsables de dichas fosforilaciones. 

La función de transactivación de las proteínas STATs reside en su dominio C-terminal, ya 

que su eliminación genera proteínas transcripcionalmente inactivas, resultando 

frecuentemente en alelos dominantes negativos (Caldenhoven et al. 1996; Onishi et al. 1996; 

Shuai 2000). En particular, se observó en la región C-terminal de STAT 1, 3 y 4 un motivo PMSP 

perfectamente conservado entre las posiciones 720 y 730 (Wen, et al. 1995). Las secuencias 

PMSP son potenciales sitios de fosforilación de quinasas dirigidas a prolinas, como es el caso de 

las quinasas de la familia MAP (Clark-Lewis, et al. 1991). Las MAPKs fosforilan sustratos en sitios 

consenso de fosforilación, residuos serina o treonina seguido de una prolina, o secuencias 

PX(S/T)P. En 1995, el grupo de Darnell describió que  STAT1 y STAT3 podían ser fosforiladas en 

el residuo Serina 727 (Ser727) del dominio de activación transcripcional (Wen et al., 1995). En 

particular, la Ser727 de STAT3 puede ser fosforilada en respuesta a diversos estímulos y existen 

numerosas evidencias que describen su relevancia en la modulación de la actividad 

transcripcional de la proteína (Decker et al. 2000; Wen et al 1995). Las consecuencias biológicas 
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de dicha fosforilación se estudiaron usando proteínas mutantes en donde la Ser727 fue 

reemplazada por una alanina (S727A). En base a este tipo de estudios, se pudo determinar que 

el rol biológico de la fosforilación de STAT3 en Ser727 varía de acuerdo con el estímulo y/o 

contexto celular (Sasse et al. 1997). Mientras algunos estudios demuestran que la fosforilación 

en serina aumenta la actividad transcripcional (Wen, et al. 1995; Wen et al. 1997), otros 

trabajos proponen que la fosforilación en serina induce una actividad inhibitoria (Chung et al 

1997; Lim & Cao, 1999). Por ejemplo, se sabe que STAT3 participa en la transformación de 

fibroblastos mediada por v-Src (Bromberg, et al, 1998; Turkson et al., 1998, 1999) y que dicha 

transformación depende de la fosforilación de STAT3 en Ser727 (Bromberg et al. 1998), 

demostrando la relevancia de este sitio de fosforilación en la transformación oncógenica. A su 

vez, experimentos de sustitución del alelo salvaje de STAT3 por el mutante STAT3S727A 

revelaron la importancia de la fosforilación en STAT3 Ser727 en la supervivencia postnatal y el 

crecimiento de ratones (Shen et al., 2004).  

 

5.2. Quinasas que participan en la fosforilación en serina de STAT3 

 

La fosforilación de STATs en serina puede ocurrir a través de diferentes vías de 

transducción de señales. Como mencionamos anteriormente, las proteínas MAPKs (p42/p44 

MPKs, JNK o p38MAPK) juegan un papel importante en la fosforilación del motivo PMSP. 

Mediante el uso de inhibidores específicos de estas vías se encontró que las proteínas STAT1, 3, 

4 y 5 son un blanco de fosforilación de MAPK (p42/p44, p38, JNKs) activadas por factores de 

crecimiento (Decker & Kovarik 2000). Existe evidencia convincente de que las proteínas 

p42/p44 MAPK son quinasas río arriba de STAT3 cuando éstas son activadas por receptores 

tirosina quinasas o por receptores de citoquinas (Ng & Cantrell 1997). También se ha descripto 

la fosforilación de la serina de STAT3 por activación de la vía JNK por irradiación con UV o 

mediante la exposición a señales inflamatorias, como TNF y LPS (Zhang et al., 2001; Lim & Cao 

1999). Con respecto a la vía de p38MAPK, también se ha encontrado que la fosforilación en 

serina de STAT3 es sensible a la inhibición de esta vía (Gohet al., 1999). También se describieron 

otras quinasas capaces de fosforilar a STAT3 en este residuo. La proteína quinasa C delta, 
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activada por distintos estímulos, como la IL-6 u oncostatina M, fosforila a STAT3 en Ser727 (Jain 

et al., 1999; Lacreusette et al. 2009). Por otro lado, la proteína quinasa C épsilon, ha sido 

relacionada con la fosforilación de STAT3 en Ser727 en cáncer de próstata (Aziz et al. 2007). Por 

último, se ha demostrado que la quinasa mTOR media la activación de STAT3 en el residuo 

serina inducido por IL-6 en neuroblastoma y en hepatocarcinoma celular (Qin et al., 2008; 

Yokogami, et al. 2000). 

 

6. CICLINA D1 Y CÁNCER DE MAMA 

  

La ciclina D1 pertenece a la familia de ciclinas tipo D que regulan la progresión del ciclo 

celular en G1-S (Quelle et al. 1993). La ciclina D1 actúa mediante la activación de quinasas 

dependientes de ciclinas (Cdks) que fosforilan e inactivan a la proteína retinoblastoma. Sin 

embargo, algunos hallazgos indican que ciclina D1 podría promover la progresión del ciclo 

celular a través de mecanismos independientes de Cdk, como la interacción y modulación de la 

actividad de factores de transcripción (Arnold & Papanikolaou 2005). La ciclina D1 es un 

conocido oncogen que se encuentra amplificado y/o sobreexpresado en una gran proporción 

de cánceres humanos, incluyendo cáncer de colon, linfoma, melanoma y cáncer de próstata 

(Ewen & Lamb 2004). Específicamente ciclina D1 es uno de los genes más comúnmente 

sobreexpresados en cáncer de mama humano (hasta el 50%  de adenocarcinomas mamarios) 

(Arnold & Papanikolaou 2005). La actividad oncogénica de ciclina D1 en la glándula mamaria fue 

confirmada por modelos en ratones modificados genéticamente, donde la sobreexpresión de 

ciclina D1 provocó el desarrollo de carcinomas mamarios (Wang et al. 1994), mientras que la 

ablación de ciclina D1 resultó en la resistencia al cáncer de mama inducido por varios 

oncogenes en ratones (Yu, et al. 2001). Interesantemente, en células epiteliales mamarias la 

expresión de ciclina D1 es inducida por estrógenos y progesterona (Sutherland, et al. 1998), 

actuando a través del reĐeptoƌ de estƌógeŶos ;α y βͿ y el ‘P ;A y BͿ a pesaƌ de Ŷo teŶeƌ 

elementos respondedores a estas hormonas en el promotor proximal. La amplificación del gen 

de ciclina D1 se encuentra sólo en una minoría de cánceres de mama que sobreexpresan ciclina 

D1, indicando que la activación transcripcional patogénica de este gen por factores como el RP 
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o el receptor de estrógenos podría ser un mecanismo importante para inducir su 

sobreexpresión. Experimentos de silenciamiento de ciclina D1 en células de cáncer de mama 

confirmaron la correlación que existe entre los niveles de expresión de ciclina D1 y la 

proliferación celular, sugiriendo a ciclina D1 como un blanco terapéutico potencial para el 

cáncer de mama (Arnold & Papanikolaou 2005; Grillo et al. 2006).  

 

Como hemos mencionado, existen varias quinasas activadas por un gran número de 

ligandos implicadas en la fosforilación de STAT3 en serina. Sin embargo, no existen reportes 

que vinculen la activación de STAT3 en Ser727 en respuesta a progesterona. Teniendo en 

cuenta que la progesterona induce la activación de la vía de MAPKs en células de cáncer de 

mama, y que ésta vía está involucrada en la fosforilación de STAT3 en Ser727, decidimos 

estudiar la fosforilación en serina de esta proteína como un nuevo efecto no genómico de RP y 

explorar su significado biológico como mediadora de la expresión del gen de ciclina D1, 

proteína íntimamente relacionada con el desarrollo y la progresión de esta patología. 
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OBJETIVO GENERAL (CAPITULO I) 

 

Estudiar los efectos no genómicos del receptor de progesterona que activan a STAT3 en 

células de cáncer de mama.  

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Evaluar la capacidad de los progestágenos de activar a STAT3 mediante su fosforilación 

en el residuo Ser 727. 

 

 Evaluar la capacidad de los progestágenos de promover la expresión de ciclina D1 

mediante la fosforilación de STAT3 en Ser727. 

 

 Explorar la importancia de la fosforilación de STAT3 en Ser727 en la proliferación de 

células de cáncer de mama in vitro e in vivo inducida por progestágenos. 

 

 Correlacionar las características clinicopatológicas de pacientes con tumores de mama 

invasivos con la fosforilación de STAT3 en Ser727. 
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RESULTADOS (CAPÍTULO I) 

 
1. El acetato de medroxiprogesterona (MPA) induce la fosforilación STAT3 en el residuo 

serina 727 

 

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que el MPA induce la 

fosforilación de STAT3 en el residuo Tyr705 a través de una vía de señalización dependiente de 

las proteínas quinasas JAKs y Src y su consecuente activación transcripcional en células de 

cáncer de mama humano, T-47D, y en las células C4HD progestágeno-dependientes (Figura 6) 

(Proietti et al. 2005). En trabajo de Tesis decidimos evaluar la fosforilación de STAT3 por MPA 

en el otro residuo de fosforilación descripto, la Ser727. Para ello, tratamos células C4HD in vitro 

con MPA durante distintos tiempos y analizamos mediante Western Blot (WB) la fosforilación 

de STAT3Ser727 (pSTAT3Ser727). La estimulación de las células C4HD con MPA indujo la 

fosforilación de STAT3Ser727, desde los 5 min, manteniéndose elevada hasta los 30 min (Figura 

7 A, panel superior). Los efectos estimulatorios del MPA sobre pSTAT3Ser727 fueron inhibidos 

por la pre-incubación con el antagonista del receptor de progesterona RU486 (Figura 7 B, panel 

izquierdo), y por el silenciamiento de la expresión del gen del RP con siRNAs (Figura 7 B, panel 

de la derecha). En la Figura 7 B (panel de la derecha) se muestra que el siRNA contra RP 

efectivamente silenció en un 90%  la expresión de RP. En la línea celular de cáncer de mama 

humano T-47D, también se observó la activación de STAT3Ser727 inducida por MPA, con una 

cinética de fosforilación similar a la de las células murinas (Figura 7 A, panel inferior). Para 

explorar más exhaustivamente el rol del RP, se repitieron los experimentos en la línea celular T-

47D-Y, derivada de la línea T-47D, que no expresa RP (Sartorius et al. 1994). Encontramos que 

en estas células, el MPA no tuvo efecto sobre la fosforilación de STAT3 en Ser727. Sin embargo, 

en las células T-47D-Y transfectadas establemente con la isoforma B del RP (T-47D-Y-RP-B), el 

tratamiento con MPA indujo una fuerte fosforilación de STAT3Ser727 (Figura 7 C). Estos 

resultados indican que el MPA regula la fosforilación de STAT3 en el residuo Ser727 actuando a 

través del receptor clásico de progesterona. 



P á g i n a  | 61 

 

 

Figura 7. El tratamiento con MPA induce la fosforilación de STAT3 en Ser727 a través del receptor clásico de 

progesterona en células de cáncer de mama. (A) Células C4HD (panel superior) o T-47D (panel inferior) fueron 

tratadas con MPA 10 nM durante los tiempos indicados. Se prepararon extractos celulares que se analizaron por 

WB utilizando anticuerpos contra la forma fosforilada en serina de STAT3 en el residuo 727 (pSTAT3Ser727) o 

contra fosfo p42/p44 MAPK. Las membranas fueron luego sometidas a stripping y reveladas con un anticuerpo 

contra STAT3 y contra p42/p44 MAPK. La β-tubulina fue usada como control de carga. Los WB mostrados son 
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representativos de cinco experimentos. (B) Células C4HD fueron pretratadas con RU486 10 nM durante 90 min y 

luego tratadas con MPA 10 nM durante 10 minutos (izquierda). Células C4HD fueron transfectadas durante 72 h 

con 25 nM de ARNs de interferencia (siRNAs) dirigidos contra RP o con siRNA control como control de especificidad 

y luego tratadas con MPA 10nM durante 10 min (derecha). En el panel inferior derecho se muestran los WB de 

extractos de células C4HD transfectadas con 25 nM de siRNAs contra RP o control durante 72 h, para controlar la 

eficiencia del silenciamiento de RP con los siRNAs, que fue de un 90% . Los extractos proteicos se analizaron por 

WB como en (A). (C) Las células  T-47D-Y y T-47D-Y-RP-B fueron tratadas con MPA 10 nM durante los tiempos 

indicados. Los extractos proteicos se analizaron por WB como en (A). En todos los casos las bandas fueron 

cuantificadas usando el programa Image J y la densitometría de las fosforilaciones fue normalizada a la proteína 

total. Esta relación en células sin tratar fue considerada como 1. (A-C) La señal de pSTAT3Ser727 sobre STAT3 total 

está representada en los gráficos de barra (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Las barras indican la media de veces 

de inducción ± ES de tres experimentos. La disminución de la fosforilación en las células C4HD causada por el siRNA 

contra RP con respecto a las transfectadas con siRNA Control también es significativa (p<0,001). 

 

2. El MPA induce la fosforilación de STAT3Ser727 a través de la vía de señalización de c-

Src/p42/p44 MAPK 

 

La activación de la proteína quinasa c-Src por progestágenos en células de tumores 

mamarios ha sido estudiada, incluso en el modelo tumoral murino C4HD (Migliaccio et al. 1998;  

Boonyaratanakornkit et al. 2001; Proietti et al. 2005). Trabajos pioneros han definido al 

dominio rico en prolinas del RP humano como absolutamente necesario para su interacción con 

c-Src (Boonyaratanakornkit et al. 2001) y la consiguiente activación de cascadas de señalización 

en respuesta a progestágenos (Boonyaratanakornkit et al. 2001; Migliaccio et al. 1998). 

Quisimos entonces explorar si la activación de c-Src estaba involucrada en la fosforilación de 

STAT3Ser727 mediada por progestágenos. Para evaluar esto, se utilizó la línea celular T-47D-Y 

transfectada establemente con una mutante de la isoforma B del RP (T-47D-Y-RP-BmPro). Esta 

mutante tiene las tres prolinas 422, 423 y 427, ubicadas en el dominio rico en prolinas del RP, 

reemplazadas por alanina, de manera que esta mutante es incapaz de activar las vías rápidas de 

señalización, incluyendo a c-Src (Boonyaratanakornkit et al. 2001; Carnevale et al. 2007). No se 

observó pSTAT3Ser727 en respuesta a MPA en las células T-47D-Y-RP-BmPro (Figura 8 A), lo 

que sugiere que c-Src activado por progestágenos participa de la señalización que conduce a la 
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fosforilación de STAT3 en Ser727. Además, la inhibición de la actividad de c-Src utilizando los 

inhibidores farmacológicos PP2 y Dasatinib, impidió la fosforilación de STAT3 inducida por MPA 

en el residuo Ser727de las células T-47D (Figura 8 B, panel de la izquierda). A pesar de que el RP 

murino carece de la secuencia poliprolina, éste es capaz de interactuar con c-Src. En nuestro 

laboratorio hemos demostrado previamente que el tratamiento con MPA de células murinas 

C4HD durante 2 a 10 min induce una fuerte fosforilación de c-Src en su residuo Tyr416 (Proietti 

et al. 2005). El bloqueo de la activación de c-Src inducida por MPA por el tratamiento de las 

células C4HD con el inhibidor farmacológico PP2 condujo a la inhibición de la fosforilación de 

STAT3Ser727 en estas células murinas (Figura 8 B, panel de la derecha).  

 

Figura 8. c-Src media la activación de STAT3Ser727 inducida por MPA. (A) Las células T-47D-Y-RP-BmPro fueron 

tratadas con MPA 10 nM por los tiempos indicados. Las células T-47D se muestran como control de la fosforilación 

de STATSer727. Los extractos proteicos se analizaron por WB como en la figura 6. (B) Las células T-47D fueron 

tratadas con MPA 15 min (pSTAT3Ser727) o 2 min (pSrc y pp42/p44 MAPK) o preincubadas durante 90 min con 

PP2 o Dasatinib antes del tratamiento con MPA (panel de la izquierda). Las células C4HD fueron tratadas con MPA 

durante 10 min o fueron preincubadas con PP2 10 µM durante 90 min previo al estímulo con MPA (panel de la 

derecha). Se realizaron extractos celulares que fueron analizados por WB utilizando anticuerpos contra las 

fosfoproteínas indicadas. Las membranas se revelaron, después de ser sometidas a stripping, con anticuerpos 

contra las proteínas totales. Los WB mostrados son representativos de entre tres y cuatro que se hicieron con 
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resultados similares. En todos los casos, las bandas fueron cuantificadas y representadas en gráficos de barra como 

se describió para la figura 7 (**, p <0,01). La densitometría de las bandas de las fosfo-proteínas normalizadas con 

las proteínas totales mostró un aumento significativo de la fosforilación de c-Src en las células tratadas con MPA 

comparando con las no tratadas (p<0,001). 

 

Es ampliamente conocido que los progestágenos activan a las serina/treonina quinasas 

p42/p44 MAPK a través de la señalización vía c-Src (Ballaré et al. 2003;  Migliaccio et al. 1998). 

Como mencionamos anteriormente, la Ser727 de STAT3 se encuentra en un motivo conservado 

que se parece a los motivos consenso en las proteínas blanco de MAPK (Decker & Kovarik 

2000). Por lo tanto, hipotetizamos que p42/p44 MAPK estaría involucrada en la fosforilación de 

STAT3 en Ser727 inducida por progestágenos. En la figura 7 se confirmó que el MPA induce una 

rápida fosforilación de p42/p44 MAPK en células C4HD y T-47D. Esta activación inducida por 

MPA se observó entre los 2 y los 5 min después del tratamiento y fue previa a la fosforilación de 

STAT3Ser727 (Figura 7 A). La figura 9 muestra que la inhibición de la vía de p42/p44 MAPK, 

utilizando el inhibidor farmacológico U0126, impidió la fosforilación de STAT3Ser727 mediada 

por MPA en las células C4HD (Figura 9 A). Para determinar si p42/p44 MAPK activada por MPA 

era capaz de fosforilar a STAT3 en el residuo Ser727 in vitro, realizamos un ensayo de 

fosforilación con ATP no radioactivo. La quinasa p42/p44 MAPK fue inmunoprecipitada de 

células T-47D tratadas o no con MPA durante 2 min, y de células T-47D en las cuales la 

activación de p42/p44 MAPK había sido bloqueada con U0126. Por otro lado 

inmunoprecipitamos STAT3 a partir de extractos de células no estimuladas y la utilizamos como 

una fuente de STAT3 no fosforilado en este ensayo. Como se muestra en la Figura 9 B, las 

quinasas p42/p44 MAPK activada por MPA fueron capaces de fosforilar a STAT3 en el residuo 

Ser727. Ni las quinasas provenientes de células sin tratar, ni las inactivadas por U0126 

indujeron la fosforilación de STAT3 (Figura 9 B). En su conjunto, estos resultados sugieren 

fuertemente que p42/p44 MAPK son las quinasas activadas por MPA responsables de la 

inducción de la fosforilación de STAT3 en Ser727. 
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Figura 9. p42/p44 MAPK media la fosforilación de STAT3Ser727 inducida por MPA. (A) Células C4HD fueron 

tratadas con MPA o preincubadas por 90 min con U0126 previo al tratamiento con MPA. Se realizaron WB para 

pSTATSer727 (panel de arriba) y pp42/p44 MAPK (panel de abajo). Las membranas fueron sometidas a stripping y 

reveladas contra la proteína total. Los WB mostrados son representativos de cuatro que se realizaron con 

resultados similares. En todos los casos, las bandas fueron cuantificadas y representadas en gráficos de barra como 

se describió para la figura 7 (***, p < 0,001). La densitometría de las bandas de las fosfo-proteínas normalizadas 

con las proteínas totales mostró un aumento significativo de la fosforilación de p42/p44 MAPK en las células 

tratadas con MPA comparando con las no tratadas (p<0,001). (B) Las células T-47D fueron tratadas o no con MPA 

durante 2 min, o preincubadas con U0126 90 min antes de la estimulación con MPA. Los extractos proteicos 

fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo anti p42/p44 MAPK a partir de 500 μg de proteínas de cada 

tratamiento. STAT3 fue inmunoprecipitado de 500 μg de extractos proteicos de células no estimuladas y fue usado 

como sustrato en la reacción de fosforilación in vitro. La reacción de fosforilación in vitro fue realizada como se 

describe en Materiales y Métodos. Las proteínas fueron separadas por electroforesis, transferidas a nitrocelulosa y 

los inmunoblots fueron realizados en la parte inferior con un anticuerpo anti pp42/p44 MAPK. La parte superior 

fue revelada utilizando un anticuerpo anti pSTAT3Ser727. La membrana fue sometida a stripping y re-incubada con 

un anticuerpo anti las proteínas totales. El experimento se repitió tres veces con resultados similares. IP: 

Inmunoprecipitación. Las bandas de pSTAT3Ser727 fueron cuantificadas y normalizadas con las bandas de STAT3. 

Las células sin tratar fueron consideradas como 1.  

 



P á g i n a  | 66 

 
Los progestágenos promueven la fosforilación de STAT3 en el residuo Ser727 a través 

del receptor clásico de progesterona y por medio de la activación de las vías de señalización 

de c-Src y p42/p44 MAPKs. 

 

3. MPA requiere la fosforilación de STAT3Ser727 para lograr máxima activación 

transcripcional de STAT3 

 

A continuación nos propusimos estudiar las consecuencias biológicas de la fosforilación 

de STAT3 en Ser727 inducida por MPA. Por un lado, como se mencionara anteriormente, en 

nuestro laboratorio se ha demostrado que la fosforilación de STAT3 en la Tyr705 es necesaria 

para la activación transcripcional de STAT3 y para promover la proliferación de las células de 

cáncer de mama inducida por progestágenos in vitro e in vivo (Proietti et al. 2005). Por otro 

lado, existen numerosos trabajos que proponen que la fosforilación de STAT3Ser727 es 

requerida para alcanzar una máxima activación transcripcional. Por lo tanto, nos preguntamos 

si la fosforilación del residuo Ser727 era necesaria para la activación transcripcional de STAT3 

inducida por progestágenos observada en trabajos previos (Proietti et al. 2005; Béguelin et al. 

2010). Para ello, las células C4HD fueron co-transfectadas con el vector de expresión 

STAT3S727A, que lleva una sustitución de serina por alanina en el codón 727, junto con un 

plásmido reportero que contiene cuatro copias del sitio de unión de STAT3 de alta afinidad 

͞ŵϲϳ͟, deŶoŵiŶado ϰǆŵϲϳ-tk-luc (Bromberg et al. 1999). Como control, junto con el plásmido 

reportero las células fueron co-transfectadas con el vector de expresión de STAT3 salvaje o 

wilde-type o con un vector vacío. Al igual que lo observado previamente por nuestro grupo, el 

MPA induce la activación transcripcional de STAT3 (Figura 10 A) (Proietti et al. 2005). La 

transfección con STAT3S727A inhibió la capacidad del MPA de activar el plásmido reportero 

m67-Luc (Figura 10 A). Estos datos indican que la fosforilación de STAT3Ser727 es necesaria 

para la máxima activación transcripcional de STAT3 inducida por MPA. Por estudios de Western 

blots se observó una expresión similar de STAT3WT y STAT3S727A en las células C4HD 

transfectadas (Figura 10 B) 
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Figura 10. Las fosforilación de STAT3 en Ser727 es un requisito para la activación transcripcional de STAT3. (A) 

Las células C4HD fueron transfectadas durante 48 h con 1 µg/ml de un plásmido reportero de luciferasa que 

ĐoŶtieŶe Đuatƌo Đopias del sitio de uŶióŶ a “TATϯ de alta afiŶidad ͞ŵϲϳ͟ ;pϰǆŵϲϳ-tk-luc). Las células se 

cotransfectaron junto con 10 ng/ml de luciferasa Renilla y con 2 µg/ml del vector de expresión de STAT3WT, 

STAT3S727A o un vector vacío (pcDNA 5/FRT). Luego de 24 h de ayuno, las células fueron tratadas o no con MPA 

10 nM durante 24 h. Las actividades luciferasa y renilla fueron medidas como se describió en Materiales y 

Métodos. Los resultados se expresan cómo veces de inducción de la actividad luciferasa con respecto a células sin 

tratar con MPA. Los datos representan la media de tres experimentos independientes ± ES (*p<0,05, **p<0,01). (B) 

WB de los extractos proteicos de las células transfectadas con pcDNA5/FRT, STAT3WT y STAT3S727A, en los que se 

evaluaron los niveles de STAT3WT-GFP y de STAT3S727A-GFP. 

 

4. La fosforilación de STAT3Ser727 participa en el mecanismo de expresión de ciclina D1 

inducida por MPA 

  

Para explorar la relevancia biológica de STAT3Ser727, se estudió la regulación de la 

expresión de ciclina D1 por progestágenos, ya que se trata de un gen particularmente atractivo 

por su rol en el crecimiento del cáncer de mama y presenta sitios de unión a STAT3 en su 

promotor proximal (Leslie et al. 2006). La inducción del gen de ciclina D1 por progestágenos ya 

ha sido demostrada en líneas celulares de cáncer de mama humano (Boonyaratanakornkit et 

al., 2007; Faivre et al. 2005; Musgrove et al., 1993; Sutherland & Musgrove, 2004) y murinos 

(Béguelin et al., 2010). Resulta importante destacar que la región proximal de 1 kb del 

promotor de ciclina D1 no contiene sitios de unión a RP canónicos (PREs) (Skildum, et al. 2005). 
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Esto hace que el promotor de ciclina D1 sea un modelo ideal para investigar si la fosforilación 

de STAT3 en Ser727 es requerida para promover la expresión génica mediada por 

progestágenos de manera independiente de la unión de RP a sus sitios PREs. Células C4HD y T-

47D fueron transfectadas con una construcción del promotor de ciclina D1 humano de 1745 

pares de bases de longitud, ubicado río arriba del gen de la luciferasa. Este promotor 

(esquematizado en la figura 11 A) contiene seis sitios de unión a STAT3, denominados sitios GAS 

(por gamma interferon activating site, de secuencia TTN 5 AA), en las posiciones -984, -568, -

475, -239, -68 y -27, y fue descripto previamente por Bromberg y colaboradores (Leslie et al. 

2006). A su vez, las células fueron co-transfectadas con un vector vacío, o con un vector de 

expresión de STAT3 salvaje o con un vector de expresión de STAT3S727A. El tratamiento con 

MPA de ambos tipos celulares dio como resultado un aumento de la actividad de promotor de 

ciclina D1 en las células transfectadas con el vector vacío o con STAT3WT (Figura 11 B). Por otra 

parte, la transfección con STAT3S727A inhibió los efectos del MPA en la activación del 

promotor de ciclina D1 en estas células (Figura 11 B). 

 

Figura 11. La fosforilación de STAT3 en Ser727 regula la activación del promotor de ciclina D1 inducida por MPA. 

(A) Esquema de la construcción del promotor de ciclina D1 humano de 1745 pb de longitud ubicado río arriba del 

gen de la luciferasa. Los rectángulos celestes representan los sitios GAS. (B) Las células C4HD (izquierda) o T-47D 

(derecha) fueron transfectadas durante 48 o 24 h, respectivamente, con 1 µg/ml del plásmido reportero -1745 

ciclina D1-luc. Las células se co-transfectaron junto con 10 ng/ml de luciferasa Renilla y con 2 µg/ml de un vector 
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vacío (pcDNA 5/FRT) o del vector de expresión de STAT3WT, STAT3S727A. Luego de 24 h de ayuno, las células 

fueron tratadas o no con MPA 10 nM durante 18 h. Las actividades luciferasa y renilla fueron medidas como se 

describió en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran cómo veces de inducción de la actividad luciferasa 

con respecto a células sin tratar con MPA. Los datos representan la media de tres experimentos independientes ± 

ES (*, p<0,05, **, p<0,01). 

 

Los ensayos que se muestran en las figuras 10 y 11 indican que la proteína STAT3S727A 

estaría actuando como un dominante negativo del STAT3 endógeno. Por último, nos 

propusimos determinar la participación de pSTAT3Ser727 en la inducción de la expresión de la 

proteína ciclina D1 por MPA. La transfección con STAT3S727A inhibió la inducción de la 

expresión de ciclina D1 estimulada por MPA en células C4HD y T-47D (Figura 12). 

 

Figura 12. La expresión de la proteína ciclina D1 es inducida por MPA a través de un mecanismo dependiente de 

la fosforilación de STAT3 en Ser 727. Las células C4HD (A) o T-47D (B) fueron transfectadas o no con 1µg/ml de los 

plásmidos pcDNA5/FRT, STAT3WT o STAT3S727A durante 48 h; después de 24 h de ayuno fueron tratadas con MPA 

10 nM durante 24 h. Los niveles de expresión de ciclina D1 fueron analizados por WB a partir de los extractos 

proteicos. Se reǀeló β-tubulina como control de carga. Las bandas fueron cuantificadas usando el software Image J 

y los valores obtenidos para ciĐliŶa Dϭ fueƌoŶ Ŷoƌŵalizados a los de β-tubulina. Las células sin tratamiento con 

MPA fueron consideradas 1. Estos experimentos se repitieron cuatro veces con resultados similares. El análisis de 

los resultados demostró que los incrementos en ciclina D1 inducidos por el tratamiento con MPA en células 

transfectadas con el vector vacío y con STAT3WT en comparación con las células sin tratar y la inhibición causada 

por la transfección con STAT3S727A fueron significativos (p<0,01). 

 

En conjunto, nuestros resultados indican que la fosforilación de STAT3Ser727 es 

necesaria para la máxima activación transcripcional de STAT3 inducida por MPA. En 

particular, esta fosforilación es biológicamente relevante en la inducción de la expresión de 
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ciclina D1 por progestágenos. A su vez, estos resultados sugieren que la proteína STAT3S727A 

está actuando como un dominante negativo del STAT3 endógeno. 

 

5. La fosforilación de STAT3Ser727 es requerida para la unión de STAT3 al promotor de ciclina 

D1 

 

Con el objetivo de explorar la participación de pSTAT3Ser727 en la asociación específica 

de STAT3 con la cromatina en un contexto de células vivas, utilizamos la técnica de 

inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). En un trabajo previo del laboratorio, se demostró 

el reclutamiento de STAT3 a sitios GAS del promotor de ciclina D1 luego del tratamiento con 

MPA. En esta oportunidad, nos preguntamos si la fosforilación de STAT3 en Ser727 es necesaria 

para el reclutamiento de STAT3 a estos sitios GAS. Para abordar esta cuestión, se transfectaron 

células T-47D con un vector vacío, o con el vector de expresión de STAT3WT o de STAT3S727A y 

se trataron o no con MPA durante 30 min. Luego se inmunoprecipitó la cromatina con un 

anticuerpo anti-STAT3 o anti-IgG como control de especificidad. Para la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) se empleó un par de primers que flanquea los sitios GAS -948 del promotor 

de ciclina D1 humano, representados con flechas rojas en el esquema de la figura 13 A. 

Conforme a lo reportado previamente, el MPA indujo la unión de STAT3 al sitio -948 en células 

transfectadas con el vector vacío, y también en células que expresan STAT3WT (Figura 13 B) 

(Béguelin et al., 2010). Por otro lado, el bloqueo de la fosforilación de STAT3Ser727 inhibió la 

ocupación de STAT3 en los sitios GAS del promotor de ciclina D1. Estos resultados revelan que 

la fosforilación de STAT3 en residuo Ser727 es necesaria para el reclutamiento in vivo de STAT3 

en el promotor de ciclina D1 luego del tratamiento con MPA. 
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Figura 13. MPA induce el reclutamiento de STAT3 al promotor de ciclina D1 vía pSTAT3Ser727. (A) Esquema del 

gen de ciclina D1 humano, los triángulos verdes representan los sitios GAS, las flechas rojas, los pares de primers 

utilizados para la PCR en tiempo real (las secuencias de los primers están detalladas en los Materiales y Métodos). 

Bajo las flechas se indican las posiĐioŶes de los eǆtƌeŵos ϱ͛ de los primers  forward y reverse. “e ŵuestƌa Đoŵo ͞+ϭ͟ el 

sitio de inicio de la transcripción. (B) Se realizó la técnica de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) sobre 

extractos de células T-47D. Las células fueron transfectadas con pcDNA5/FRT, STAT3WT, STAT3S727A o no 

transfectadas tratadas o no con MPA 10 nM por 30 min y se prepararon las cromatinas, como se describe en 

Materiales y Métodos, para inmunoprecipitar la cromatina, se utilizaron anticuerpos anti-STAT3  o IgG de conejo 

como control de especificidad. El ADN inmunoprecipitado y el total (como control de carga) se amplificó mediante PCR 

cuantitativa en tiempo real. Los valores arbitrarios obtenidos para cada muestra fueron divididos por los obtenidos 

para el ADN total sin inmunoprecipitar para cada tratamiento, estableciendo en 1 los valores de las muestras sin 

tratar, y determinando las veces de incremento de ADN inmunoprecipitado relativo a la muestra sin tratar 

correspondiente. Los resultados representan la media de dos experimentos independientes ± ES (**, p<0,01). 

 

6. La fosforilación de STAT3 en Ser727 es esencial para la proliferación de células de cáncer de 

mama progestágeno-dependiente 

 

Con el propósito de investigar la correlación entre la fosforilación de STAT3Ser727 

inducida por MPA y la proliferación celular, examinamos la respuesta proliferativa in vitro a 
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MPA de células C4HD y T-47D transfectadas con un vector de expresión de STAT3WT o de 

STAT3S727A o con el vector vacío correspondiente. La proliferación se evaluó por incorporación 

de timidina-[3H] a las 48 h o 24 h de tratamiento MPA, respectivamente. Como se muestra en la 

Figura 14, la expresión de la mutante STAT3S727A tuvo un efecto inhibitorio sobre la 

proliferación inducida por MPA en las células de cáncer de mama humanas y murinas, en 

comparación con las células transfectadas con STAT3WT o con un vector vacío y estimuladas 

con MPA. 

 

Figura 14. La fosforilación de STAT3 en Ser727 es necesarias para la proliferación in vitro de células de cáncer de 

mama. Se transfectaron las células C4HD (izquierda) y T-47D (derecha) durante 24 h con los plásmidos pcDNA5/FRT, 

STAT3WT o STAT3S727A. Después de 24 h de ayuno fueron tratadas con MPA 10 nM durante 24 o 48 h 

respectivamente o permanecieron sin tratar. El ensayo de incorporación de timidina-[3H] se utilizó como una medida 

de la síntesis de ADN. Los datos se presentan como la media de las cpm ± DE de octuplicados. Las diferencias 

significativas fueron calculadas contra las células transfectadas con el vector vacío o con STAT3WT sin tratar (***, 

p<0,001). Se muestra un experimento representativo de tres. 

 

La proliferación de células T-47D transfectadas con STAT3S727A fue también evaluada 

por distribución del ciclo celular mediante análisis por citometría de flujo de células teñidas con 

ioduro de propidio. La expresión de STAT3S727A tuvo un efecto inhibitorio sobre el efecto 

proliferativo del MPA que se reflejó en el arresto en fase G0/G1 de la mayoría de las células  a 

diferencia de las células transfectadas con STAT3WT en las cuales se observó un aumento en las 

fases S y G2/M del ciclo celular (Figura 15). Estos hallazgos demuestran una correlación directa 
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entre la fosforilación de STAT3 en Ser727 y la proliferación inducida por progestágenos de 

células de cáncer mamario. 

 

 

7. El bloqueo de la fosforilación de STAT3 en Ser727 inhibe el crecimiento in vivo de tumores 

mamarios 

 

El modelo de cáncer de mama C4HD posee características únicas que lo hacen 

particularmente atractivo para experimentos in vivo en los que se quiere estudiar la respuesta a 

progestágenos. Como los tumores C4HD sobreexpresan ErbB2 y también poseen altos niveles 

de expresión del receptor de estrógenos y progesterona, se asemejan al fenotipo presente en 

aproximadamente el 50%  de los cánceres de mama humanos que sobreexpresan ErbB2, un 

fenotipo asociado a la resistencia a la terapia hormonal (Prat & Baselga 2008). Los cultivos 

primarios de células epiteliales C4HD fueron transfectados con el plásmido vacío o con el vector 

de expresión de STAT3S727A. Un millón de células fue inyectado subcutáneamente en la cuarta 

glándula mamaria de ratones hembras vírgenes BALB/c tratadas a su vez con  MPA de depósito 

(conteniendo 40 mg). Como se muestra en la Figura 16, la expresión de STAT3S727A en células 

C4HD inhibió un 55%  el crecimiento tumoral inducido por MPA (p<0,001). La media del tamaño 

tumoral y la tasa de crecimiento de los tumores desarrollados a partir de las células 

transfectadas con STAT3S727A fueron significativamente menores que aquellas de los tumores 

del grupo control (tabla 1 y Figura 16). Los animales fueron sacrificados y los tumores extraídos 

al día 35 post-inyección. Los análisis histopatológicos mostraron que los tumores del grupo de 

Figura 15. Proliferación de células C4HD que expresan 

STAT3S727A medida por distribución del ciclo celular. 

Células T-47D fueron transfectadas con STAT3WT o 

STAT3S727A y tratadas con MPA 10 nM durante 24 h. 

Luego, fueron teñidas con ioduro de propidio y tratadas 

con ARNasa y se analizó su distribución en el ciclo celular 

por citometría de flujo utilizando el programa Modfit. 

Están indicados los porcentajes de células totales en cada 

fase del ciclo celular. Estos experimentos fueron repetidos 

cuatro veces con resultados similares.  
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ratones que recibieron las células transfectadas con STAT3S727A, exhibieron extensas áreas de 

fibrosis y una disminución marcada en las figuras mitóticas en comparación con los tumores de 

las células transfectadas con un vector vacío (tabla 1).  

 

Figura 16. El bloqueo de la fosforilación de STAT3 en Ser727 inhibe el crecimiento in vivo progestágeno-

dependiente de tumores mamarios C4HD. Las células C4HD fueron transfectadas por 48 h con el plásmido vacío 

pcDNA5/FRT o con STAT3S727A. Un millón de células fue inyectado s.c. en la cuarta glándula mamaria de ratones 

hembras vírgenes BALB/c. A la vez, se les administró MPA de depósito de forma s.c. Los volúmenes tumorales 

fueron calculados como se describió en Materiales y Métodos. Cada punto representa el volumen tumoral medio ± 

ES de 5 tumores para todos los grupos experimentales. El experimento fue repetido dos veces con resultados 

similares (*, p<0.05).  

 

Tabla 1. Crecimiento de tumores C4HD-STATS727A 

Tratamiento Media del 
volumen tumoral 

(mm3) ± ES 

Tasa de 
crecimiento ± ES 

(mm3/día) 

%  Inhibición 
del  

crecimiento   

Mitosis por 
campo  

%  Fibrosis 

      
C4HD-vector vacío 416,4 ± 86,2

a
 14,3 ± 1,6

a
 

 
 3-5 <20 

C4HD- STAT3S727A 132,4 ± 67,6
b
 4,9 ± 1,1

b
 

 
68,3 ± 5,4 2-3 20-60 

Los volúmenes tumorales y el porcentaje de inhibición del tumor C4HD-STAT3S727A con respecto al C4HD-vector 
vacío fueron calculados al día 36 post-desafío. Las tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las 
curvas de crecimiento. 
a 

vs
b
, p<0.01 

 

Luego se examinó el estado de activación de STAT3 en Ser727 y la expresión de ciclina 

D1 en muestras de extractos tumorales de ambos grupos experimentales. Como se muestra en 

la figura 17, los tumores desarrollados en los ratones inyectados con células C4HD-STAT3S727A 
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presentaron niveles significativamente más bajos de pSTAT3Ser727 y de ciclina D1 que los 

tumores de ratones inyectados con células C4HD-vector vacío.  

     

Figura 17. Fosforilación de STAT3Ser727 y expresión de ciclina D1 en tumores C4HD. Se realizaron extractos 

proteicos a partir de los tumores extirpados de los ratones. Mediante WB se determinaron los niveles de 

fosforilación de STAT3 en Ser727 y de ciclina D1. Se muestra el resultado de dos tumores representativos de cada 

grupo. Las membranas fueron sometidas a stripping y reveladas con anticuerpos anti STAT3 o actina, como control 

de carga. Las bandas fueron cuantificadas como se mencionó anteriormente. La primera muestra de tumores 

C4HD transfectados con el vector vacío fueron consideradas 1. 

 

Estos resultados apoyan la importancia de la fosforilación de STAT3Ser727 en la 

proliferación del cáncer de mama in vitro e in vivo inducida por progestágenos.  

 

8. La fosforilación de STAT3 en Ser727 se asocia con la expresión de RP en carcinomas 

invasivos 

 

Debido a que los ensayos in vitro e in vivo previamente descriptos proporcionaron 

evidencia de que la inducción de la fosforilación de STAT3Ser727 por progestágenos es esencial 

para la regulación de la expresión de ciclina D1 y la proliferación celular, se exploró si 

pSTAT3Ser727 se correlaciona con diferentes parámetros clínicos en pacientes con carcinomas 

invasivos. Mediante inmunofluorescencia nos propusimos analizar la localización nuclear de 

pSTAT3Ser727 utilizando un anticuerpo específico en los micro arreglos de tejido (TMA por sus 

siglas del inglés Tissue Micro Arrays). Antes de proceder con este ensayo, evaluamos la 

especificidad de este anticuerpo en el reconocimiento de pSTATSer7273. Para tal fin, 

realizamos una inmunofluorescencia y análisis por microscopía confocal de células T-47D 
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transfectadas con siRNA dirigido contra STAT3 (Béguelin et al. 2010) y estimuladas con MPA 

durante 10 min. Como control, las células fueron transfectadas con una secuencia de siRNA que 

no está dirigida contra algún producto génico conocido (siRNA Control) y también tratadas con 

MPA. Para el ensayo de inmunofluorescencia utilizamos el anticuerpo anti-pSTAT3Ser727 (9G6) 

de Cell Signaling Technlogies seguido de incubación con un anticuerpo anti-IgG de ratón-Alexa 

488, y anti-STAT3 (Santa Cruz C-20) seguido de incubación con un anticuerpo anti-IgG de 

conejo-Rodamina. Como esperábamos, en células transfectadas con siRNA Control y tratadas 

con MPA observamos una fuerte señal de co-localización de pSTAT3Ser727 y STAT3 tanto en los 

compartimentos citosólicos como nucleares, que se muestra en amarillo en el panel de 

superposición (Figura 18, primera línea del tercer panel). Por otro lado, células transfectadas 

con siRNA contra STAT3 mostraron una drástica disminución en la tinción de STAT3 y de 

pSTAT3Ser727 (Figura 18, segunda línea, primer y segundo panel). Estos datos nos 

proporcionaron evidencia de la especificidad del anticuerpo pSTAT3 Ser727 y nos permitieron 

continuar con nuestro objetivo, que es el análisis por inmunofluorescencia de pSTAT3Ser727 en 

muestras de pacientes. 

 

Figura 18. Análisis de la especificidad del anticuerpo anti-pSTAT3Ser727. Células T-47D fueron transfectadas con 

siRNA contra STAT3 o siRNA Control durante 48 h. Luego de 24 h de ayuno, las células fueron tratadas con MPA 10 

nM durante 10 min. La técnica de inmunofluorescencia se realizó como se describe en ͞Mateƌiales y Métodos͟. 

pSTAT3Ser727 fue identificada con un anticuerpo monoclonal de ratón seguido de la incubación con un segundo 
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anticuerpo anti IgG de ratón conjugado con Alexa 488 (verde). STAT3 fue identificada con un anticuerpo de conejo 

seguido de la incubación con un segundo anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con rodamina (rojo). Los 

núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Imágenes representativas de dos experimentos independientes. Barras de 

escala: 10 µm.       

 

Evaluamos 48 muestras de tumores obtenidos de los pacientes antes de la terapia de 

nuestra cohorte. Las expresiones de receptores de estrógenos y RP fueron realizados por 

inmunohistoquímica usando los anticuerpos comúnmente utilizados en la clínica para su 

diagnóstico. De las 48 muestras de tumores en los TMA, pudimos interpretar 39 muestras 

(82% ). Las características clínicopatológicas de estos ejemplares se muestran en la Tabla A del 

anexo. Los niveles de pSTAT3Ser727 nucleares detectados por IF se contabilizaron teniendo en 

cuenta tanto el porcentaje de células positivas como la intensidad de la tinción. Para el análisis 

se consideró que una muestra era positiva para pSTAT3Ser727 nuclear cuando su puntaje era 

1+ o más. En la figura 19 A se muestran tinciones representativas de los tumores. El puntaje 0 

corresponde a una tinción apenas perceptible en menos del 10%  de las células, 1+ a una tinción 

débil en el 10-25%  de las células, 2+ a una tinción moderada en el 26-50%  de las células y 3+ 

tinción fuerte en más del 50%  de las células. Observamos una tinción nuclear positiva en 27 de 

39 muestras analizables (69,2% ). La distribución de pSTAT3Ser727 nuclear se muestra en la 

Figura 19 B, y fue similar a la distribución previamente descripta para pSTAT3Tyr705 (T. Sato et 

al. 2011).  
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Figura 19. Localización celular de pSTAT3Ser727 en muestras de carcinomas mamarios invasivos. (A) Puntaje 

nuclear de pSTAT3Ser727. Los niveles de pSTAT3Ser727 (verde) fueron determinados por inmunofluorescencia y 

analizados por microscopía confocal. Los núcleos fueron teñidos con ioduro de propidio (rojo). La superposición de 

las imágenes muestra la tinción nuclear de STAT3Ser727. El puntaje 0 representa tinción tenue o apenas 

perceptible en menos del 10%  de las células, 1+ tinción de localización nuclear débil en el 10-25% , 2+ tinción 

moderada en el 26-50% , y 3+ tinción de localización nuclear fuerte en >50%  de las células. (B) Distribución de la 

tinción nuclear de pSTAT3Ser727 en las muestras de carcinomas mamarios invasivos analizados (puntajes 0-3). 

 

Cuando se examinó la posible correlación entre los diferentes parámetros clínicos, se 

encontró que la localización nuclear de pSTAT3Ser727 correlaciona significativamente con la 

expresión de RP en las muestras tumorales (P = 0,027, Tabla 2). De hecho, entre los tumores 

positivos para RP, 22 de los 27 (81% ) presentaron localización nuclear de pSTAT3Ser727. En 

contraste entre los tumores RP-negativos sólo el 37%  presentó localización nuclear de 

pSTAT3Ser727 (3 de 8 tumores). Por otro lado, también se observó una tendencia para la 

localización nuclear de pSTAT3Ser727 en tejidos que expresan receptores de estrógenos, pero 

esta tendencia no fue estadísticamente significativa (P = 0,061). 
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Tabla 2. Asociación entre la expresión de pSTATSer727 nuclear y las características clinicopatológicas del cáncer 

de mama. 

 Cohorte Total (N=39)  

   pSTAT3Ser727, n (% ) valor de P 
a 

 Negativo Positivo  

Tamaño tumoral    

   ≤ ϮϬŵŵ 5 (41,7) 14 (56,0) 0,321 

   >20mm 7 (58,3) 11 (44,0)  
 Total N (% ) 12 (32,4) 25 (67,6)  

    

Metastasis ganglionares    
   Negativo 8 (66,7) 14 (56,0) 0,401 
   Positivo 4 (33,3) 11 (44,0)  
 Total N (% ) 12 (32,4) 25 (67,6)  

    

Metástasis a distancia    
   M0 11 (91,7) 26 (100,0) 0,316 
   M1 1 (8,3) 0 (0)  
 Total N (% ) 12 (31,6) 26 (68,4)  

    

Estadio clínico    
   I 4 (33,3) 11 (40,7) 0,472 
   II+III+IV 8 (66,7) 16 (59,3)  
 Total N (% ) 12 (30,8) 27 (69,2)  
    

Grado tumoral    
 Bien a moderadamente diferenciado

c 
5 (41,7) 17 (70,8) 0,092 

  Poco diferenciado 7 (58,3) 7 (29,2)  
 Total N (% ) 12 (33,3) 24 (66,7)  

    

Expresión de RE
d  

   
   Negativo 3 (30,0) 1 (4,0) 0,061 
   Positivo 7 (70,0) 24 (96,0)  
 Total N  10 (28,6) 25 (71,4)  

    

Expresión de RP
e  

   
   Negativo 5 (50,0) 3 (12,0) 0,027 
   Positivo 5 (50,0) 22 (88,0)  
 Total N  10 (28,6) 25 (71,4)  

a
Test de Fisher's. 

b
Algo a moderadamente diferencido: grado tumoral 1+2, Poco diferenciado: grado tumoral 3. 

c
RE: 

Receptor de estrógeno. 
d
RP: Receptor de progesterona. 
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cáncer de mama utilizando a STAT3 como 

blanco molecular 
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INTRODUCCIÓN (CAPITULO II) 
 

1. BREVE INTRODUCCIÓN AL SISTEMA INMUNE 

 

El sistema inmune está compuesto por el sistema inmune innato y adaptativo. Esta 

clasificación tiene como fin facilitar el estudio de la inmunología. La inmunidad innata es la 

primera barrera de defensa del organismo, no requiere sensibilización previa y por lo tanto se 

manifiesta rápidamente (Janeway & Medzhitov, 2002). Básicamente, se compone de barreras 

físicas y anatómicas como la piel y los epitelios de las mucosas. Entre los componentes 

celulares, se destacan los neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, células asesinas naturales o 

natural killers (NK) y células dendríticas (CDs). Además posee componentes humorales como el 

sistema de complemento, las proteínas de fase aguda y los interferones (IFN)-α y β (Fainboim & 

Geffner 2005). El sistema inmune innato carece de la exquisita especificidad del adaptativo, 

pero sin embargo, es capaz de discriminar lo propio respecto de lo no propio, peligroso o 

extraño a través de ciertos patrones moleculares presentes en los microorganismos (Janeway, 

2005). La inmunidad adaptativa emplea como sistema de reconocimiento un repertorio amplio 

y variado de receptores antigénicos, distribuidos clonalmente en células T y B (Janeway, 2005). 

En el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa participan fundamentalmente los linfocitos 

y mediadores solubles liberados por los mismos como citoquinas. Cada clon B o T reconoce 

epitopes antigénicos a través de sus receptores BCR o TCR. La existencia de centenares de 

millones de clones diferentes brinda un repertorio adecuado para el reconocimiento de los 

diferentes antígenos (Fainboim & Geffner 2005). El linfocito T CD4+ (LT CD4+) o CD8+ (LT CD8+) 

que reconoció a su antígeno en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) II 

o I, respectivamente, se activa y sufre un proceso denominado expansión clonal que genera una 

progenie compuesta de células con idéntica especificidad antigénica. Al dividirse, una fracción 

mayoritaria de los integrantes del clon expandido mediarán funciones efectoras que llevarán a 

cabo frente al patógeno. Una fracción menor se diferenciará a células de memoria, las cuales 

pueden permanecer por años en nuestro organismo y permitir en el futuro una respuesta 
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rápida y eficiente frente a una re-exposición al mismo patógeno. Por lo tanto, la expansión 

clonal y la memoria inmunitaria representan dos propiedades esenciales de la inmunidad 

adaptativa, no compartidas por la inmunidad innata.  

Los LT CD8+ citotóxicos (CTL) desempeñan un papel central en la erradicación o control 

de patógenos intracelulares como los virus y eŶ la ƌespuesta iŶŵuŶe aŶti‐tuŵoƌal. Las células T 

CD4+ vírgenes pueden diferenciarse en linfocitos T colaboradores o helper (Th), que a su vez 

constituyen una población heterogénea ya que una vez activados pueden diferenciarse en 

diversas subpoblaciones efectoras, entre las cuales pueden mencionarse los linfocitos Th1, Th2 

y Th17. Estas subpoblaciones difieren en la forma de inducción, los patrones de circulación, el 

perfil de citoquinas que producen y los mecanismos efectores que activan (Janeway, 2005). 

Además, las citoquinas características de cada perfil promueven la diferenciación de la propia 

subpoblación y en algunos casos pueden inhibir el desarrollo de otras subpoblaciones ;O͛Gaƌƌa 

& Arai 2000). Las células T se diferencian hacia un perfil Th1 cuando las CDs producen IL‐ϭϮ eŶ 

auseŶĐia de IL‐ϰ o ĐitoƋuiŶas iŶŵuŶosupƌesoƌas. Los linfocitos Th1 se caracterizan por ser 

células productoras de IFN‐ɶ, interleuquina (IL)‐Ϯ y liŶfotoǆiŶa‐β y son esenciales en la 

activación de una respuesta inmune mediada por células fagocíticas, especialmente frente a 

patógenos intravesiculares. El IFN‐ɶ producido por los linfocitos Th1 estimula la actividad 

microbicida de las células fagocíticas, lo cual favorece la destrucción intracelular de los 

microorganismos fagocitados. El IFN‐ɶ también estimula la síntesis de anticuerpos IgG 

opsonizantes y fijadores de complemento, que facilitan la fagocitosis. Por el contrario, en la 

diferenciación hacia un perfil Th2 es importante la presencia de IL‐ϰ (producida por células NKT 

y en menor grado por mastocitos) y ausencia de IL‐ϭϮ. Este perfil es característico de la 

respuesta a helmintos y alérgenos. Los principales mecanismos efectores asociados a las células 

Th2 son las reacciones inmunes mediadas por IgE, eosinófilos y mastocitos. A su vez, los 

linfocitos Th2 colaboran con las células B a los fines de promover la diferenciación a células 

plasmáticas productores de anticuerpos. Recientemente se ha descripto un nuevo linaje de 

células T CD4+ que poseen un alto potencial patogénico en enfermedades inflamatorias 

crónicas y autoinmunes (Weaver et al 2006). Estas células se caracterizan por producir IL-17 y 

se denominan Th17 (Steinman 2007). Entre los factores claves involucrados en la generación de 
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dichas células se encuentran los factores de diferenciación TGF-β e IL-6 o IL-21, la IL-23 (que 

actúa como factor de crecimiento y estabilización) y los faĐtoƌes de tƌaŶsĐƌipĐióŶ “TATϯ, ‘O‘ɶt 

y ‘O‘α (Korn et al. 2009). Las células Th17 actúan en infecciones por hongos y baterías 

extracelulares y son las responsables de perpetuar procesos autoinmunes e inflamatorios 

crónicos (Mcgeachy & Cua 2008). 

 

2. INMUNIDAD TUMORAL 

 

La historia natural de un tumor incluye las fases de crecimiento in situ, invasión, 

extravasación y metástasis. Durante esas fases, las células tumorales interaccionan con su 

microambiente tolerogénico y son influenciadas por señales que provienen del estroma, del 

endotelio vascular y del sistema inmune. En este contexto, los tumores sólidos están infiltrados 

por diferentes tipos celulares, como linfocitos, macrófagos y mastocitos. Generalmente se ha 

asociado a estos últimos con la producción de factores relacionados con la inflamación crónica 

y la progresión tumoral (Coussens & Werb 2002), mientras que el infiltrado de LB y LT, células 

NK y CDs se ha relacionado con el control de la enfermedad y mejor pronóstico en muchos tipos 

de cáncer (Sato et al. 2005). 

Los tumores humanos albergan una multitud de mutaciones genéticas somáticas y 

desregulaciones epigenéticas que dan como resultado proteínas aberrantes que pueden ser 

potencialmente reconocidas por el sistema inmune como antígenos extraños. En 1909, Paul 

Erlich propuso por primera vez la idea de que el sistema inmune puede protegernos del 

desarrollo de tumores (Ehrlich, 1909). En 1950, Burnet y Thomas lograron demostrar esto, y 

postularon la teoría de la inmunovigilancia (Burnet 1957; Thomas 1959), que propone que el 

sistema inmune es capaz de detectar y eliminar las células transformadas antes de que puedan 

crecer e invadir nuevos tejidos. En aquella época su teoría fue luego desalentada ya que no 

hallaron diferencias en la incidencia de tumores cuando expusieron ratones atímicos a 

carcinógenos químicos. Alrededor de 1990, resurge la hipótesis de la inmunovigilancia al 

descubrirse que los ratones atímicos tienen células NK y poblaciones funcionales de células T de 

desarrollo extratímico. También en esa década se demostró que el IFN-ɶ es Đlaǀe paƌa la 
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protección frente a tumores transplantados o inducidos químicamente (Dighe et al. 1994) y 

espontáneos (Street, et al. 2002). Años más tarde, sobre la base de la hipótesis de la 

inmunovigilancia se propuso la teoría de la inmunoedición de tumores, definida por tres 

eventos claves: eliminación, mediante la cual el sistema inmune puede reconocer y deshacerse 

de las células tumorales recientemente originadas; equilibrio, donde el sistema inmune puede 

seleccionar y/o promover variantes de células tumorales que sobrevivan al control 

inmunológico, y escape, en la cual el tumor, a través del desarrollo de mecanismos de 

resistencia, puede evadir la respuesta inmunológica (Dunn, et al. 2004). 

 

2.1. Efectores de la inmunidad anti-tumoral 

 

Uno de los mecanismos efectores más efectivos de la respuesta inmune anti-tumoral es 

la activación de células citotóxicas (LT CD8+ y células NK). Estos tipos celulares inducen la 

muerte de las células blanco por apoptosis mediada por dos tipos de mecanismos. En el 

primero, las células citotóxicas reconocen y movilizan sus gránulos secretorios hacia la sinapsis 

inmunológica, contactando con las células blanco. Estos gránulos contienen diferentes 

componentes que participan en el mecanismo citotóxico, como la granzima B, capaz de activar 

caspasas y la perforina, capaz de desestabilizar la membrana plasmática. El complejo de 

granzima B junto a la perforina acceden al citosol de la célula blanco y activan al sistema de 

caspasas que inducen la muerte por apoptosis (Barry & Bleackley 2002). El segundo proceso 

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

de Fas (FasL). Una vez activadas, las células citotóxicas comienzan a expresar FasL en su 

superficie, lo que les permite unirse a diversas células que expresan su receptor CD95 (Fas). La 

interacción entre Fas y FasL induce la trimerización de Fas en la célula blanco promoviendo el 

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

activación de caspasas que involucra a la caspasa 8 y conduce a la apoptosis de la célula blanco. 

Las células NK fueron descriptas por su capacidad de lisar células tumorales o células 

infectadas con virus que no expresaban moléculas de clase I del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH). Esto dio origen a la hipótesis de missing self, que propone que la 
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función de las células NK está regulada en parte por el reconocimiento de moléculas CMH de 

clase I (CMH-I) en la célula blanco  (Cooper, et al. 2001). Para que las células NK desarrollen su 

función tienen primero que identificar a la célula blanco. Para ello las células NK poseen 

diferentes tipos de receptores con función de reconocimiento de moléculas en las células 

blanco y en consecuencia de activar la maquinaria citolítica y/o secretora de estas células. A su 

vez, existe otro tipo de receptores cuya función es inhibitoria. En consecuencia hoy se conoce 

que la actividad citotóxica de las células NK se encuentra finamente regulada por la integración 

de las señales inhibitorias y activadoras procedentes de sus receptores de superficie. En 

condiciones normales, la señalización a través de los receptores activadores está 

continuamente bloqueada y prevalecen las señales desencadenadas por los receptores 

inhibitorios, que mayoritariamente reconocen a diversas moléculas de clase I del CMH. En 

situaciones patológicas (principalmente frente a células tumorales o infectadas con virus) en las 

que se produce una disminución en la expresión de ligandos de receptores inhibitorios de 

células NK o en situaciones en las que se produce un aumento en la expresión de ligandos de 

receptores activadores de células NK, se genera un balance en la señalización intracelular en 

favor del desarrollo de citotoxicidad (Bryceson et al. 2006). La unión de receptores activadores 

a moléculas de membrana de células blanco no sólo desencadena la citotoxicidad sino que 

también promueve la producción de citoquinas, la migración de las células NK, su activación y 

su proliferación. 

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

contra los tumores, sino que además tienen un rol inmuno-regulatorio, ya que promueven la 

activación de CDs y su producción de citoquinas pro-inflamatorias, lo que en definitiva estimula 

respuestas T CD4+ y CD8+. En particular, las células NK secretan TNF-α e IFN-ɶ Ƌue ĐoŶtƌiďuyeŶ a 

la maduración de CDs. La producción continua de estas citoquinas genera una 

retroalimentación positiva que permite potenciar tanto la actividad de las células NK como de 

las CDs, conduciendo a una respuesta rápida y amplificada. Este diálogo recíproco entre las 

células NK con las CDs puede originar fuertes respuestas anti-tumorales a través de múltiples 

mecanismos. En primer lugar, las CDs maduras que infiltran el tumor tienen aumentada su 

capacidad migratoria y su capacidad como presentadora de antígenos, lo que permite su 
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movilización hacia el nódulo linfático donde puede iniciar una respuesta inmune adaptativa 

(Cooper, 2004). En segundo lugar, las CDs producen citoquinas, como la IL-12, que promuevan 

la activación y maduración de células NK por un lado, y por el otro la polarización hacia un perfil 

Th1. Esta interacción entre células NK y CDs puede ser muy importante a la hora de iniciar y 

sostener una respuesta anti-tumoral dependiente de linfocitos T (Moretta et al. 2002). Esto 

hace a las células NK muy atractivas en los estudios tendientes al desarrollo de inmunoterapias 

para el tratamiento del cáncer, ya que son capaces de perfilar la respuesta inmune adaptativa 

anti-tumoral y destruir células transformadas. 

 

2.2. Acción de los linfocitos T CD4
+
 en la inmunidad anti-tumoral 

 

Los LT CD4 + son fundamentales para la activación y regulación de la defensa del 

organismo contra las infecciones y para una adecuada función de LT CD8+. Sin embargo, el rol 

de los LT CD4+ en la inmunidad anti-tumoral es bastante controvertido (Muranski & Restifo 

2009). Tradicionalmente, los CTL eran considerados el único componente necesario para la 

eliminación de tumores, pero en los últimos años se hizo evidente el rol de los LT CD4+ en el 

desarrollo de una inmunidad anti-tumoral efectiva. En la bibliografía existen numerosos 

reportes que describen la función de los LT CD4+ como proveedores de señales regulatorias 

requeridas para la activación de los CTL (Kennedy & Celis 2008). Sin embargo, se ha demostrado 

que en muchos casos, los tumores pierden con frecuencia la capacidad de procesar y presentar 

antígenos endógenos a los LT CD8+, indicando que se requieren otros mecanismos de 

eliminación del tumor independientes de los CTLs (Khong & Restifo 2002). Algunos trabajos 

demostraron que los LT CD4+ son capaces de proteger a los animales de experimentación 

contra la inoculación de tumores hematológicos o sólidos sin la participación de la población de 

células CD8+ (Fujiwara & Fukuzawa 1984). También existen evidencias que tanto las células Th1 

como las Th2 son capaces de mediar respuestas anti-tumorales mediante el directo 

reconocimiento y eliminación de células malignas (Nishimura et al. 1999). Por otro lado, las 

citoquinas producidas por los LT CD4+ pueden activar células de la inmunidad innata como los 

eosinófilos y los macrófagos lo que favorece la eliminación de las células tumorales (Hung et al. 
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1998). En particular, la secreción de IFN-ɶ paƌeĐe teŶeƌ uŶ ƌol fuŶdaŵeŶtal eŶ la ƌegulaĐióŶ de 

la actividad anti-tumoral de los macrófagos (Corthay et al. 2005; Nishimura et al. 2000). 

Asimismo, las células T CD4+ también pueden reclutar células NK en los tumores (Kennedy & 

Celis 2008) y mediar sus respuestas anti-tumorales (Broeke, et al. 2003). 

 

2.3. Estrategias inmunosupresoras mediadas por células tumorales 

 

Como mencionamos anteriormente, para que se desarrolle un tumor, las células pre-

cancerígenas deben primero adquirir mecanismos de escape inmunológico para evadir el 

ataque de las células del sistema inmune. Entre los principales mecanismos utilizados por los 

tumores para evitar el reconocimiento inmunológico se encuentran la inducción de una 

presentación antigénica inadecuada, la producción de factores inmunosupresores, la expresión 

de galectina-1 y la activación de las señales negativas de co-estimulación (Rabinovich et al., 

2007). Además, las células tumorales pueden promover la expansión, activación y migración de 

ciertos tipos de células regulatorias capaces de suprimir la respuesta inmunológica anti-

tumoral, tales como linfocitos T reguladores (Tregs), células supresoras mieloides (MDSCs), 

macrófagos asociados al tumor (TAM) y distintos subtipos de CDs maduras e inmaduras (Zou 

2006). Asimismo, las células tumorales pueden interferir con la acción de las células efectoras; 

se observaron trabajos en los que las células tumorales evitan ser detectadas por las células NK 

al no expresar ligandos para receptores activadores, como por ejemplo el ligando de NKG2D. 

También pueden evitar su eliminación mediada por células T al desarrollar insensibilidad a IFN-

ɶ. AuŶ ĐuaŶdo la pƌeseŶtaĐióŶ aŶtigéŶiĐa es correcta, las células tumorales pueden evitar al 

sistema inmune aumentando la expresión de moléculas anti-apoptóticas (FLIP y BCL-XL), 

expresando receptores de muerte mutados (Fas, TRAIL) (Hinz et al. 2000; Takahashi et al. 2006) 

o inhibiendo directamente la actividad de células T a través de la expresión de ligandos 

supresores (PD-L1) (Salatino et al., 2008). 
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3. STAT3 E INMUNOSUPRESIÓN TUMORAL 

 

Como mencionamos en la introducción general, STAT3 regula genes implicados en la 

proliferación celular y en la producción de factores angiogénicos y antiapoptóticos (Bromberg 

et al. 1998; Buettner et al. 2002). Además, estudios recientes han identificado a STAT3 como 

una molécula importante en la mediación de la inmunosupresión inducida por tumores. Por un 

lado, STAT3 es un potente regulador negativo de la respuesta inflamatoria mediada por 

linfocitos Th1. Por el otro, es un importante activador de genes cruciales para la 

inmunosupresión, ya que la activación de STAT3 en células tumorales promueve la secreción de 

factores inmunosupresores, como el VEGF y la IL-10. Estos factores, a su vez, tienen la 

capacidad de activar a STAT3 en aquellas células que se encuentran interactuando con el tumor 

(Wang et al. 2004). Esto lleva a la propagación de la activación de STAT3 desde las células 

tumorales hacía, por ejemplo, diversas células del sistema inmune, lo cual provee un 

mecanismo de retroalimentación positiva que conduce a la supresión de la respuesta de la 

inmunidad innata y adaptativa contra el tumor. Por un lado, la actividad de STAT3 en CDs afecta 

negativamente su maduración, inhibiendo la expresión de CMH de clase II y de moléculas co-

estimuladoras, y citoquinas como la IL-12 (Tianhong Wang et al. 2004). Por el otro, el aumento 

de la actividad de STAT3 en neutrófilos y células NK inhibe su actividad citotóxica contra las 

células tumorales y disminuye la capacidad efectora en LT C8+ (Figura 20). 
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Figura 20. La señalización de STAT3 facilita la comunicación entre las células tumorales y diversas células del 

sistema inmune inhibiendo la inmunovigilancia. La actividad de STAT3 está aumentada en células T regulatorias 

(Treg). La señalización de STAT3 en Treg puede aumentar la expresión de moléculas inmunosupresoras, como el 

factor de transformación de crecimiento-β ;TGF- βͿ e IL-10, que a su vez inhiben la función efectora de los LT CD8
+
 

así como también la maduración de células dendríticas. Las células NK y los neutrófilos en el microambiente 

tumoral también tienen activación constitutiva de STAT3, lo que inhibe su actividad citotóxica en ambos tipos 

celulares.  STAT3P
+
, STAT3 fosforilada en el residuo tirosina (activada). 

  

Los hallazgos que vinculan la activación de STAT3 con la inhibición de la 

inmunovigilancia comenzaron en el año 1999. Mediante terapia génica contra el melanoma 

murino B16, usando un vector de expresión que codifica para una variante dominante negativa 

de STAT3 (DNSTAT3), se observó no sólo una disminución del crecimiento tumoral sino también 

una fuerte infiltración de células del sistema inmune (Niu et al. 1999). Años más tarde, esta 

observación fue reforzada mediante el trabajo pionero de Wang y colaboradores que 

demostraron que la inhibición de la actividad de STAT3 en células tumorales promueve la 

expresión de varias citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas. A la inversa, la activación de 

STAT3 en fibroblastos normales, ya sea a través de la transformación mediada por Src o por la 
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sobreexpresión de un mutante constitutivamente activa de STAT3, STAT3C, inhibe la liberación 

de citoquinas pro-inflamatorias inducida por el lipopolisacárido (LPS). Tomados en conjunto, 

estos hallazgos demuestran que la actividad de STAT3 en tumores puede influir negativamente 

en la expresión de moléculas inmunoestimulatorias. Trabajos adicionales revelaron que los 

mediadores pro-inflamatorios producidos por las células tumorales que tienen bloqueada la 

activación de STAT3 podrían activar células del sistema inmune, como macrófagos y neutrófilos, 

lo que conduce a una secreción adicional de mediadores pro-inflamatorios y en consecuencia a 

un aumento de la citotoxicidad contra las células tumorales (Wang et al. 2004). En efecto, los 

mediadores pro-inflamatorios producidos por el bloqueo de STAT3 en células tumorales 

también conducen a un aumento de la presentación antigénica en CDs derivadas de médula 

ósea, promoviendo de este modo la activación de LT vírgenes (Wang et al. 2004). 

La capacidad de STAT3 para inhibir la expresión de mediadores pro-inflamatorios no es 

exclusiva de las células tumorales ya que, como mencionamos previamente, STAT3 también 

regula negativamente la expresión de moléculas inmunoestimulatorias en células del sistema 

inmune. Por ejemplo, la inhibición de STAT3 en macrófagos conduce a la expresión de altos 

niveles de varias citoquinas pro-inflamatorias similares a las encontradas en las células 

tumorales en las que la señalización de STAT3 esta inhibida (Takeda et al. 1999). Estudios de los 

últimos años han demostrado que el bloqueo de la señalización de STAT3 en células 

hematopoyéticas, antes o después del establecimiento del tumor, puede inhibir 

significativamente el crecimiento del tumor e incluso provocar el rechazo del tumor por medio 

de la activación del sistema inmune, independientemente de la actividad STAT3 en las células 

del tumor (Kortylewski et al. 2005). 

La actividad persistente de STAT3 en células mieloides resulta en la acumulación de 

células mieloides inmaduras y en la inhibición de la diferenciación in vitro de CDs. La inhibición 

de STAT3, mediante el uso del inhibidor farmacológico JSI-124 (Cucurbitacin I), resultó en la 

diferenciación de CDs y en la eliminación de células mieloides inmunosupresoras en distintos 

modelos tumorales (Nefedova,  et al. 2005). Es más, se ha demostrado en varios trabajos que el 

uso de este inhibidor farmacológico potencia el efecto de varias vacunas anti-tumorales (Molavi 

et al. 2008; Nefedova et al. 2005). 



P á g i n a  | 92 

 
Como ya mencionamos, STAT3 se encuentra constitutivamente activa en una gran 

variedad de tumores humanos. En particular, STAT3 está constitutivamente activa en el 69%  de 

cánceres de mama (Dolled-filhart et al. 2003), en el 82%  de cánceres de próstata (Mora et al. 

2002), en el 82%  al 100%  de carcinomas de cabeza y cuello (Nagpal et al. 2002) y en el 71%  de 

carcinomas nasofaríngeos (Hsiao et al. 2003). Adicionalmente, existe una correlación inversa 

entre los niveles de activación de STAT3 en células tumorales con la migración de células del 

sistema inmune in vitro y la infiltración de tumores in vivo (Burdelya et al. 2005). 

 Estos antecedentes en su conjunto, indican que STAT3 está activado en una gran 

variedad de tipos de cáncer y que el bloqueo de STAT3 puede inducir un potente efecto anti-

tumoral mediado tanto por la inmunidad innata como adaptativa. Este efecto pleiotrópico es 

una potencial consecuencia de la amplia función de STAT3 en la organización del 

microambiente del tumor, por un lado promoviendo el crecimiento del tumor y por el otro 

inhibiendo la inmunovigilancia. Es por esto que STAT3 ha surgido como un blanco interesante 

en el desarrollo de inmunoterapias contra el cáncer. 

 

4. INMUNOTERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA EL CÁNCER 

 

En la actualidad existen tres tratamientos convencionales contra el cáncer: la cirugía, la 

radioterapia y la quimioterapia. Los dos primeros cumplen su objetivo terapéutico cuando las 

células tumorales se encuentran localizadas puntualmente. Por el contrario, cuando éstas se 

han diseminado desde su lugar de origen, es necesario recurrir a la quimioterapia, para poder 

eliminar a las células tumorales diseminadas en el organismo. No obstante los procedimientos 

de esta práctica son, en mayor o menor medida, tóxicos para las células normales limitando sus 

aplicaciones terapéuticas. Por otro lado, en base a la relación entre el sistema inmune y el 

cáncer, actualmente se están estudiando y aplicando en la clínica otro tipo de terapias 

conocidas como inmunoterapias.  

Existen distintos tipos de inmunoterapias:  

 Terapias con anticuerpos monoclonales: basada en el desarrollo de anticuerpos contra 

antígenos tumorales.  
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 Inmunoterapias no específicas: diseñadas para potenciar la respuesta del sistema 

inmune de manera general, resultando en una mayor reactividad contra las células 

tumorales.    

 Vacunas anti-tumorales: funcionan de igual manera que las vacunas tradicionales, con 

el objetivo de activar el sistema inmune para atacar las células tumorales de manera 

específica. Su objetivo es ayudar a tratar el cáncer o prevenir su recurrencia.  

 

4.1. Terapia con anticuerpos monoclonales 

 

Las terapias basadas en el uso de anticuerpos monoclonales en el tratamiento del 

cáncer se ha consolidado como una de las estrategias terapéuticas más eficaces tanto para 

malignidades hematológicas como para tumores sólidos. Algunos ejemplos de anticuerpos 

monoclonales para el tratamiento del cáncer aprobados por la FDA (del inglés, US Food and 

Drug Administration) son: trastuzumab (Herceptin®), que es un anticuerpo contra el receptor 

ErbB2, aprobado para el  tratamiento del cáncer de mama;  bevacizumab (Avastin®), contra el 

factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) aprobado para el cáncer de colon, 

glioblastoma y cáncer renal; y rituximab (Rituxan®), contra el CD20 aprobado para linfomas no-

Hodgkin y leucemia linfocítica crónica (Scott, et al. 2012). 

Además de los antígenos tumorales, otro de los blancos de las inmunoterapias es la 

modulación de citoquinas y el bloqueo de moléculas involucradas en inmunosupresión. En 

particular el antígeno 4 asociado a linfocitos T citotóxicos (CTLA-4) es un regulador crucial en la 

inducción y mantenimiento de la tolerancia (Peggs et al. 2009) y está presente en todas las  

células T. El bloqueo de CTLA-4 con anticuerpos monoclonales (Ipilimumab) fue eficaz en la 

inhibición del crecimiento tumoral en ratones y actualmente está aprobado por al FDA para el 

tratamiento de melanoma metastásico  (Ribas et al. 2005; Scott et al. 2012; Weber et al. 2008). 

 

4.2. Inmunoterapias no específicas 
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No están dirigidas contra una determinada célula o antígeno, sino que estimulan el 

sistema inmune de manera general, lo cual puede dar lugar a una mayor actividad contra las 

células tumorales. Algunas inmunoterapias no específicas se pueden administrar solas como 

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

sistema inmune. Algunos ejemplos de este tipo de terapia aprobados por la FDA son: las 

citoquinas, como la IL-2, aprobada para tratar el cáncer avanzado de riñón y melanomas 

metastásicos; el IFN-α apƌoďado paƌa el uso ĐoŶtƌa leucemias, linfoma no-Hodgkin, linfoma 

cutáneo de células T, melanomas, cáncer de riñón y sarcoma de Kaposi; el factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) se utiliza para aumentar el número de glóbulos 

blancos después de la quimioterapia. También se han aprobado numerosos fármacos que 

estimulan el sistema inmune de una manera inespecífica, al igual que las citoquinas, cómo la 

talidomida, que se utiliza como un tratamiento para el mieloma múltiple y algunos otros tipos 

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

para tratar el cáncer de vejiga (Monjazeb, et al., 2012). 

 

4.3. Vacunas anti-tumorales 

 

El objetivo de una vacuna anti-tumoral es inducir una respuesta inmune celular o 

humoral eficaz contra al tumor o bien mejorar la respuesta ya existente. Para alcanzar esto, es 

necesario inducir la activación de células reactivas contra el tumor y que estas células puedan 

ejercer su acción anti-tumoral. Es por esto, que el primer paso para el desarrollo de una eficaz 

vacuna anti-tumoral  es superar los mecanismos inmunosupresores asociados al tumor. El uso 

del sistema inmune adaptativo como una herramienta específica contra el cáncer es atractivo, 

precisamente por su exacta especificidad y porque no daña otros tejidos, cómo si ocurre con la 

quimioterapia. La especificidad puede estar dada por el reconocimiento de anticuerpos a 

proteínas de superficie celular o por LT CD8+ citotóxicos o por LT CD4+ colaboradores que 

reconocen péptidos tumorales asociados a los CMH de clase I y II, respectivamente. Por otro 

lado, las vacunas anti-tumorales son atractivas porque de ser exitosas, la respuesta inmune 
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desarrollada puede derivar en memoria inmunológica, proporcionando la capacidad para 

proteger en el futuro contra alguna recurrencia del tumor. 

 Existen numerosos desafíos a la hora de diseñar una vacuna eficaz. En primer lugar, se 

deben seleccionar aquellos antígenos presentes en las células tumorales que sean 

inmunogénicos. En segundo lugar, se debe proporcionar una plataforma capaz de ofrecer 

adecuadamente estos antígenos, y por último, es necesario mejorar el contexto 

inmunoestimulante en el cual la vacuna es entregada. En algunos casos de cánceres inducidos 

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

aproximadamente el 15%  de todos los canceres diagnosticados, puede pensarse en realizar 

vacunas dirigidas contra antígenos virales. En este sentido, se han desarrollado vacunas 

preventivas frente a dos serotipos del virus del papiloma humano (HPV-16 y HPV-18) a 

administrarse en mujeres que no son sexualmente activas (Garland et al. 2007). Estas vacunas 

inducen una respuesta humoral frente a estos serotipos pero suelen fallar durante una 

infección crónica de HPV donde ocurre integración genómica de genes virales codificando para 

oncoproteinas (E6 y E7). Se desarrollaron también vacunas terapéuticas en las cuales E6 y E7 

son administradas junto con adyuvante de Freund incompleto obteniéndose 50%  de 

erradicación del tumor en mujeres con neoplasia pre-maligna (Kenter et al. 2009).  

Por último nos referiremos a las terapias en donde se busca incrementar la respuesta 

del portador frente al tumor mediante la inoculación de células enteras. Entre este tipo de 

estrategias, se halla, por un lado, la transferencia adoptiva de células inmunes. Algunas 

metodologías se centran en la transferencia de células efectoras como LT CD4+ y LT CD8+ 

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

modificadas para que expresen un TCR anti-tumoral de alta afinidad (Lauritzsen & Bogen 1993). 

Algunas metodologías buscan mejorar la presentación antigénica al realizar transferencia de 

células dendríticas expuestas ex vivo a antígenos tumorales. Un ejemplo de este tipo de vacuna 

es Sipuleucel-T (Provenge®), la única vacuna anti-tumoral aprobada por la FDA hasta el 

momento. Esta vacuna se utiliza en pacientes con cáncer de próstata que no responden a la 

terapia hormonal y se basa en la exposición in vitro de CDs diferenciadas del propio paciente al 

antígeno tumoral fosfatasa ácida prostática (prostatic acid phosphatase, PAP). Estas CDs 
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cargadas con el antígeno tumoral PAP son inyectadas al paciente donde promueven el 

desarrollo de una respuesta inmune contra el cáncer de próstata. A pesar de que esta vacuna 

no erradica por completo a las células tumorales, ha mostrado cierta efectividad prolongando la 

supervivencia de los pacientes en varios meses (Monjazeb et al. 2012). Por otro lado, en 

nuestro país el grupo del Dr. Mordoh ha desarrollado una inmunoterapia contra el melanoma 

basada en la inyección de células dendríticas cargadas con células tumorales apoptóticas y 

necróticas. Esta terapia ha sido probada en pacientes con melanoma en un ensayo clínico de 

fase I, en donde se ha observado que la vacuna es segura, bien tolerada y puede inducir 

inmunidad específica contra antígenos tumorales (Von Euw et al. 2008). 

 

Por último, haremos una mención especial sobre las vacunas de células tumorales 

enteras, ya que son de interés para nuestro trabajo. 

 

4.3.1. Vacunas basadas en células enteras 

 

Las vacunas celulares se definen como vacunas que usan células enteras o lisados 

celulares, ya sea como fuente de antígenos o como plataforma para presentar los antígenos. 

Existen distintos tipos de vacunas celulares, las vacunas de células tumorales salvajes 

inoculadas junto a algún  adyuvante o de células tumorales modificadas genéticamente para 

suministrar antígenos in vivo en un contexto inmunoestimulatorio. En este último enfoque, se 

utiliza a la célula tumoral como una fuente de inmunógenos capaz de inducir una respuesta 

inmune anti-tumoral. La ventaja de utilizar este tipo de enfoque es que no es necesario 

identificar de manera prospectiva a los antígenos tumorales y que se pueden dirigir 

simultáneamente múltiples antígenos. En la actualidad, se encuentran en desarrollo clínico este 

tipo de vacunas, basadas en la inmunización con células tumorales enteras, tanto autólogas 

como alogénicas. Los primeros estudios realizados con células tumorales irradiadas enteras por 

sí solas no han demostrado eficacia alguna. Sin embargo, la expansión del conocimiento de 

cómo las citoquinas y quimioquinas trabajan juntas para inducir una inmunidad sistémica, 

condujo al desarrollo de enfoques basados en células tumorales enteras modificadas 
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genéticamente para expresar estas moléculas inmuno-estimulantes. Se han hecho extensas 

pruebas preclínicas y clínicas basadas en esta segunda generación de vacunas de células 

tumorales enteras que expresan citoquinas, quimioquinas y moléculas co-estimuladoras que 

han demostrado diversos grados de inmunidad anti-tumoral en modelos de ratón y en los 

primeros ensayos clínicos. Un ejemplo de esto es la vacuna GVAX (Cell Genesys), que consiste 

en la modificación genética de cualquier célula tumoral, autóloga o alogénica, para expresar 

GM-CSF. El GM-CSF funciona localmente de una manera paracrina para reclutar y activar células 

presentadoras de antígeno y para promover la fagocitosis de células tumorales irradiadas para 

ser presentadas a la inmunidad adaptativa (Ercolini et al. 2005; Betty Li et al. 2009). Otro tipo 

de vacuna con células enteras es Canvaxin (CancerVax) que se trata de una vacuna contra el 

melanoma basada en la inyección de células de tres líneas celulares de melanoma irradiadas 

junto a BCG. Ensayos clínicos utilizando esta estrategia han demostrado una respuesta positiva 

en una pequeña proporción de los pacientes en un estadio avanzado de la enfermedad (Hsueh 

et al. 1999; Morton et al. 1992). 

En numerosos modelos pre-clínicos las vacunas contra el cáncer han demostrado éxito 

en la inhibición del crecimiento de tumores e inclusive en su regresión (Le et al. 2011). También 

existen pruebas sobre su capacidad para inducir respuestas inmunes en pacientes. En muchos 

casos, estas respuestas se correlacionan con mejores resultados clínicos. Sin embargo, las 

vacunas contra el cáncer aún no han demostrado su verdadero potencial en los ensayos 

clínicos. Esto se debe, probablemente, a la dificultad de inducir una respuesta anti-tumoral 

significativa en aquellos pacientes con enfermedad avanzada a causa de los mecanismos de 

tolerancia pre-existentes, proporcionando pruebas de que los criterios tradicionales pueden ser 

insuficientes a la hora de probar la eficacia de los enfoques inmunoterapéuticos. Es por esto 

que nos proponemos en el siguiente trabajo desarrollar una estrategia de vacunación capaz de 

superar la tolerancia tumoral.  
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OBJETIVO GENERAL (CAPÍTULO II) 
 
 

Evaluar el efecto anti-tumoral de la inmunización con células de cáncer de mama que tienen 

bloqueada la activación de STAT3.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estudiar el fenotipo secretorio de células de cáncer de mama luego del bloqueo de la 

activación de STAT3. 

 

 Estudiar el efecto de la inmunización con células de cáncer de mama que tienen inhibida 

la activación de STAT3 frente al desarrollo tumoral (abordaje profiláctico).  

 

 Evaluar la efectividad de la inmunización con células que tienen bloqueada la activación 

de STAT3 en la inhibición de metástasis espontáneas.  

 

 Caracterizar los efectores del sistema inmune involucrados en la respuesta antitumoral 

inducida por la inoculación de células tumorales con STAT3 bloqueado.  

 

 Estudiar la capacidad de la inmunización con células tumorales que tienen inhibida la 

activación de STAT3 de superar la tolerancia inmunológica e inhibir el crecimiento de un 

tumor ya establecido (abordaje terapéutico).  
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RESULTADOS (CAPÍTULO II) 

1. Estudio de la secreción de mediadores inflamatorios en células tumorales que tienen 

bloqueada la activación de STAT3 

 

Existen numerosas evidencias indicando que la activación constitutiva de STAT3 en 

células tumorales regula negativamente su capacidad para expresar mediadores inflamatorios. 

Estudios realizados en células B16 de melanoma murino, en células de carcinoma de colon CT-

26, y en la línea de carcinoma mamario SCK-1, demostraron que el bloqueo de STAT3 por 

transfección con una variante dominante negativa (DN) de STAT3 (“TATϯβ) o con un 

oligonucleótido antisentido de STAT3, aumentó la expresión de interferón-β ;IFN-βͿ, del faĐtoƌ 

de necrosis tumoral-α ;TNF-αͿ, de IL-6 y de las quimioquinas RANTES e IP 10 (Wang et al. 2004). 

Teniendo en cuenta estas evidencias, decidimos investigar el efecto del bloqueo de STAT3 en la 

expresión de citoquinas y quimioquinas en células C4HD, provenientes de un carcinoma 

mamario murino progestágeno dependiente. Para ello, transfectamos células C4HD con un 

vector de expresión de STAT3DN, STAT3Y705F, (C4HD-STAT3DN) o alternativamente las 

tratamos con un inhibidor farmacológico de STAT3, JSI-124. Luego de 48 horas, se levantaron 

las células y se colectaron los sobrenadantes y sobre este último se determinó la presencia de 

citoquinas por medio de un arreglo de anticuerpos anti citoquinas. La expresión de la proteína 

STAT3Y705F fue corroborada por Western Blot (WB), revelando la membrana con un 

anticuerpo contra el péptido FLAG, fusionado a STAT3Y705F (Figura 21 A, panel de la izquierda). 

Por otro lado, también verificamos la efectividad del tratamiento con JSI-124, observando que 

la incubación con el inhibidor farmacológico inhibe la fosforilación de STAT3 en el residuo 

tirosina 705 en células C4HD (Figura 21 A, panel de la derecha). A continuación incubamos las 

membranas del arreglo de anticuerpos de captura para las distintas citoquinas y quimioquinas, 

con los sobrenadantes de los distintos tratamientos y luego revelamos por quimioluminiscencia 

(Figura 21 B). La intensidad de la señal obtenida para cada punto del arreglo de anticuerpos anti 

citoquinas y quimioquinas fue semicuantificada y graficamos las veces de inducción en la 

expresión de las distintas citoquinas o quimioquinas en cada tratamiento con respecto al 
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control sin tratar (Figura 21 C). Pudimos observar un aumento en la secreción de las citoquinas 

TNF-α, IL-2, IFN-ɶ e IL-6 y en las quimioquinas IP-10 y Rantes. 

 

Figura 21. Secreción de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias en células C4HD que tienen bloqueada la 

activación de STAT3. (A) Células C4HD fueron transfectadas con el vector de expresión de una variante dominante 

negativa de STAT3 (C4HD-STAT3Y705F) o con el vector vacío (C4HD-pcDNA3.1) o tratadas con el inhibidor 

farmacológico de STAT3 JSI-124 (2 µM), en presencia o ausencia de MPA 10 nM. Las células 4T1 fueron 

transfectadas con STAT3Y705F o con pcDNA3.1 durante 48 h. Realizamos WB con los extractos proteicos para 

evaluar la fosforilación de STAT3 en tirosina 705 y la expresión de FLAG. Las membranas fueron sometidas a 

stripping y reveladas con la proteína total. (B) Se colectaron medios condicionados de células C4HD transfectadas 

con un vector de expresión de STAT3Y705F en presencia de MPA 10 nM o tratadas con JSI-124 en presencia de 

MPA o únicamente crecidas en medio con MPA. Utilizamos un arreglo de anticuerpos específicos para analizar la 

presencia de citoquinas y quimioquinas en los medios condicionados. (C) Cuantificación del arreglo de anticuerpos 

de citoquinas y quimioquinas. Los puntos del arreglo fueron cuantificados por densitometría usando el programa 
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Image J y normalizados al control positivo (recuadro). Los resultados están expresados como veces de inducción de 

cada citoquina con respecto a C4HD control (valor arbitrario de 1). 

 

2. Efecto anti-tumoral de la inmunización con células tumorales que tienen bloqueada la 

activación de STAT3  

 

En línea con lo observado por otros investigadores, nuestros resultados muestran que el 

bloqueo de la señalización de STAT3 en células tumorales induce la expresión de mediadores 

inflamatorios necesarios para la activación de células del sistema inmune. Este es uno de los 

aspectos más interesantes con respecto al potencial uso terapéutico de las estrategias anti-

STAT3, ya que el efecto antitumoral observado al bloquear la activación de dicha proteína 

estaría mediado por una respuesta inmune del huésped. Por lo tanto, diseñamos un protocolo 

de inmunización tendiente a explorar si la inyección seriada de células que expresan un DN de 

STAT3 podía tener un potencial inmunogénico capaz de inducir una respuesta inmune anti-

tumoral y proteger contra un posterior desafío con el tumor C4HD. Para ello, los ratones se 

inyectaron tres veces, a intervalos de 2 semanas, con 2x106 células de un cultivo primario del 

tumor C4HD que habían sido transfectadas durante 48 h con el vector STAT3Y705F e irradiadas 

con 50 Gy de una fuente de 60Co para inactivarlas. Como se mostró en la figura 21 A, las células 

se transfectaron con 2 µg/hoyo de p6, cantidad de vector necesaria para ver una alta expresión 

de la proteína mutante y que a su vez resulta efectiva para inhibir la proliferación celular 

mediada por MPA (Proietti et al. 2005). Como grupos controles se inocularon ratones con 

células tratadas con MPA 10nM o transfectadas con un vector vacío, pcDNA3.1, e irradiadas, o 

simplemente se inocularon con el vehículo, PBS estéril. Dos semanas después de la última 

inoculación, los animales se desafiaron con un fragmento de tumor parental C4HD y 

simultáneamente se les aplicó MPA de depósito en el flanco opuesto. Se monitoreó el 

crecimiento tumoral 21 días luego del desafío (Figura 22 A). Como se muestra en la curva de 

crecimiento en la figura 22 B, no se observó protección alguna en los ratones inmunizados con 

células tratadas con MPA o transfectadas con el vector vacío, ya que dichos ratones 

desarrollaron tumores con la misma velocidad de crecimiento que los ratones sin inmunizar 
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(grupo PBS). Sin embargo, se observó una inhibición significativa en el crecimiento tumoral en 

ratones que habían sido inmunizados con las células transfectadas con STAT3Y705F (Figura 22 

B), en comparación con los tumores de los grupos controles. Al final del experimento, día 21, el 

crecimiento tumoral en los animales inoculados con células transfectadas con el DN de STAT3 

resultó inhibido en un 77,3±5,4% , 74,3±6,1% , 78,2±5,2%  con respecto a los grupos PBS, C4HD 

salvajes y vector vacío, respectivamente. La velocidad de crecimiento de los tumores en los 

ratones inmunizados con células transfectadas con STAT3Y705F fue también significativamente 

menor (p<0,001) que la de los controles (Tabla 3). Estos resultados sugieren que la inyección 

con células que tienen bloqueada la activación de STAT3 podría estar promoviendo una 

respuesta inmune del huésped contra el tumor parental C4HD, que resulta en la inhibición del 

crecimiento tumoral. 

 
Figura 22. Efecto de la inmunización con células C4HD transfectadas con el vector STAT3Y705F sobre el 

crecimiento de tumor C4HD. (A) Células C4HD fueron transfectadas in vitro con 2 µg de STAT3DN (C4HD-

STAT3Y705F) o un vector vacío (C4HD-pcDNA3.1) por 48 h, y posteriormente fueron inactivadas por irradiación con 

50 Gy de 
60

Co. Se inyectaron ratones hembra BALB/c tres veces en total (n=6/grupo), con un intervalo de dos 

semanas entre cada inyección, con 2x10
6
 células C4HD-DNSTAT3 o C4HD-pcDNA3.1 o células C4HD salvajes (sin 

transfectar) o con PBS. Dos semanas después de la última inoculación, los animales se desafiaron con un 

fragmento de tumor C4HD y simultáneamente se les aplicó MPA de depósito en el flanco opuesto. (B) Se 

monitoreó el crecimiento tumoral 21 días post-desafío tal Đoŵo se eǆpliĐa eŶ ͞Mateƌiales y Métodos͟. Cada punto 

representa la media del volumen de 5 tumores ± ES. *, p<0,05; ***, p<0,001, ratones inmunizados con C4HD 

STAT3DN vs grupos control. Se muestra un experimento representativo de cinco realizados. 
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Tabla 3. Vacuna celular profiláctica de células C4HD-STAT3Y705F 

 

Tratamiento 
Media del volumen 
tumoral (mm

3
) ± ES 

Tasa de crecimiento 
± ES (mm

3
/día) 

%  Inhibición del  
crecimiento   

    

PBS 639,5 ± 54,3
a
 16,1 ± 1,8

a
  

C4HD 534,1 ± 116,6
a
 18,7 ± 3,7

a
  

C4HD-pcDNA3.1 662,6 ± 164,7
a
 21,4 ± 2,9

a
  

C4HD-STAT3Y705F 157,2 ± 37,3
b
 5,6 ± 1,4

b
 77,3

c
, 74,3

d
 y 78,2

e
 

Los volúmenes tumorales y el porcentaje de inhibición del tumor de animales inmunizados con C4HD-STAT3Y705F con respecto 
a los inyectados con PBS, o inmunizados células C4HD o con células C4HD-pcDNA3.1 fueron calculados al día 23 post-desafío. 
Las tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento. 
a 

vs
b
, p<0.01. 

c
 con respecto a PBS, para la inhibición del crecimiento, p<0,001, 

d
 con respecto C4HD cells, para la inhibición del crecimiento, p<0,001, 

e
 con respecto células C4HD-pcDNA3.1, para la inhibición del crecimiento, p<0,001, 

 

Adicionalmente estudiamos la morfología general de los tumores extirpados el día 21 de 

los ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F, C4HD-pcDNA3.1, C4HD o con PBS, a 

través de la observación de cortes histológicos teñidos con H&E. La figura 23 muestra cortes 

representativos de los tumores de los distintos grupos. Se observó que los tumores proveniente 

de los animales inmunizados con células C4HD transfectadas con el DN de STAT3 presentan 

extensas áreas de fibrosis y necrosis acompañado de infiltración linfocitaria (Figura 23). En un 

área no necrótica, el tumor muestra pocas mitosis (recuadro, H&E, ×400). Además, estos 

tumores presentan una marcada disminución en el número de mitosis por campo, en 

comparación con los tumores de los animales inyectados con células C4HD-pcDNA3.1 (10,5 ± 

0,5 vs. 3,8 ± 0,3, p<0,01) (Figura 23). En los tumores de los ratones inmunizados con células 

C4HD transfectadas con el vector vacío se observó la estructura de un carcinoma ductal 

compuesto por pseudolóbulos de células glandulares altamente cohesivas separadas por un 

escaso estroma vascular (H&E, ×100).  
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Con el objetivo de extender nuestros resultados obtenidos en células C4HD a otros 

modelos tumorales, evaluamos la eficacia de esta vacuna utilizando el carcinoma mamario 

murino 4T1. Este modelo se obtuvo a partir de un tumor que surgió de manera espontánea en 

un ratón de la cepa BALB/cfC3H (Aslakson & Miller 1992). Este tumor es capaz de generar 

metástasis en diversos órganos, incluyendo pulmón, hígado, cerebro y hueso y tiene la 

particularidad de tener STAT3 constitutivamente activa (Ling & Arlinghaus, 2005). El tumor 4T1 

crece progresivamente y causa una enfermedad letal, inclusive luego de la extirpación del 

tumor primario. Otra particularidad que presenta es la falta de expresión de receptores 

hormonales (receptores de estrógenos y PR) y ausencia de expresión de ErbB2. Dado que 

comparte numerosas características con los carcinomas humanos estadio IV, se ha convertido 

en los últimos años en un excelente modelo animal. Además, tanto las células 4T1 como las 

células C4HD son poco inmunogénicas (Aslakson & Miller 1992; Dexter et al. 1978; Schillaci et 

al., 2006). Para evaluar si la vacuna propuesta es efectiva en este modelo realizamos 

inmunizaciones siguiendo el protocolo diseñado para las células C4HD pero utilizando la línea 

4T1. Para ello, se inyectaron ratones hembra BALB/c tres veces en total, a intervalos de 2 

semanas, con 1x106 células 4T1 que habían sido transfectadas durante 48 h con el vector 

Figura 23. Análisis histopatológico de los 

tumores C4HD. Se cortaron secciones de 

tumores C4HD obtenidos de ratones 

inmunizados (H&E ×100). Las figuras 

mitóticas se indican con flechas en la imagen 

con mayor aumento (recuadro, H&E ×400, 

paneles izquierdos). En los tumores 

provenientes de ratones inmunizados con  

C4HD-STAT3Y705F, se observa en la imagen 

de la izquierda, necrosis, apoptosis e 

hialinización (H&E, ×100, panel inferior 

izquierdo) y una a alta infiltración linfocitaria  

(indicadas con puntas de flecha en el 

recuadro, H&E, ×400, panel inferior 

derecho). 
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STAT3Y705F (4T1-STAT3Y705F) o con el vector vacío (4T1-pcDNA3.1) e inactivadas por 

irradiación con 100 Gy de una fuente de 60Co. Dos semanas después de la última inmunización, 

los ratones fueron desafiados con 1x104 células 4T1 salvajes. Monitoreamos el crecimiento 

tumoral a lo largo del experimento y observamos una marcada inhibición del tamaño tumoral 

en los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F. A los 33 días post-desafío la inhibición 

del grupo 4T1-STAT3Y705F fue del 81%  con respecto al grupo 4T1-pcDNA3.1 (Figura 24 A, Tabla 

4). En concordancia con la disminución del volumen tumoral, los ratones inmunizados con 

células 4T1-STAT3Y705F presentaron una disminución en el peso de los tumores al finalizar el 

experimento (Figura 24 B). Interesantemente, sólo el 50%  de los ratones pertenecientes a este 

grupo desarrollaron tumor, en comparación con el grupo control en donde observamos 

tumores en el 87,5%  de los animales (Figura 24 C). 

 

Figura 24. La inmunización con células 4T1 transfectadas con STAT3Y705F induce una respuesta inmune anti-

tumoral contra el tumor  salvaje. (A) Se inyectaron s.c. ratones BALB/c (n = 8) con 1x10
6
 células 4T1 transfectadas 

con el vector STAT3Y705F o con el vector vacío pcDNA3.1 e irradiadas (100 Gy) 6, 4 y 2 semanas antes del desafío 

con 1x10
4
 células 4T1 salvajes. Se obtuvieron resultados similares en 4 experimentos. Cada punto representa la 

media del volumen del tumor de los ratones portadores del tumor (7 tumores ± SEM para los ratones inmunizados 

con células 4T1-pcDNA3.1 en comparación con 4 tumores ± ES de los ratones inmunizados con células 4T1-

STAT3Y705F). *, P <0,05; ***, P <0,001.  (B) Peso del tumor al finalizar el experimento, *, p<0,05. (C) Número de 

ratones libre de tumor después del desafío con células 4T1 de ratones inmunizados. (p<0,01). Los datos fueron 

evaluados utilizando una curva de supervivencia de Kaplan-Meier y la prueba de log rank. 

 

 

 



P á g i n a  | 106 

 
Tabla 4. Vacuna celular profiláctica de células 4T1-STAT3Y705F 

Tratamiento 
Media del volumen 
tumoral (mm

3
) ± ES 

Tasa de crecimiento 
± ES (mm

3
/día) 

%  Inhibición del  
crecimiento   

    

4T1- pcDNA3.1 594,0 ± 259,0
a
 12,9 ± 1,8

a
  

4T1-STAT3Y705F 112,8 ± 79,8
b
 1,9 ± 0,5

b
 81,0

c
 

    

Los volúmenes tumorales y el porcentaje de inhibición del tumor de animales inmunizados con células 4T1-
STAT3Y705F con respecto a los inmunizados con células 4T1-pcDNA3.1 fueron calculados al día 33 post-desafío. Las 
tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento. 
a 

vs
b
, p<0,01. 

c
 con respecto a células 4T1-pcDNA3.1, para la inhibición del crecimiento, p<0,001. 

 

Por último, contamos el número de nódulos metastásicos en pulmón y observamos que 

los pulmones de los ratones pertenecientes al grupo STAT3Y705F presentaban una marcada 

disminución en el número de colonias metastásicas en comparación al grupo control (Figura 

25). 

 

 

Nuestros hallazgos indican que la inmunización con células tumorales mamarias que 

tienen inhibida la activación de STAT3 confiere protección contra el tumor primario, 

disminuyendo la incidencia de tumores, el volumen tumoral y reduciendo la frecuencia de 

metástasis espontáneas en pulmón. 

 

3. La inmunización con células C4HD transfectadas con STAT3Y705F no involucra inmunidad 

de tipo humoral 

 

Nuestros resultados sugieren que la inmunización con células tumorales que tienen 

inhibida la activación de STAT3 provoca una respuesta inmune contra el tumor parental. Para 

Figura 25. Inhibición del desarrollo de metástasis en ratones 

inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F. Se obtuvieron los 

pulmones de ratones inmunizados con células 4T1-

STAT3Y705F o con células 4T1-pcDNA3.1 al día 33 post-

desafío y se contaron el número de colonias tumorales o 

nódulos metastásicos. Los valores representan la media de 

colonias metastásicas ± ES (n = 8), *, p<0,05. Se obtuvieron 

resultados similares en tres experimentos independientes. 
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dilucidar el mecanismo involucrado en dicho efecto antitumoral se estudiaron varios 

parámetros relacionados con el tipo de respuesta inmune desencadenada. En primer lugar, 

decidimos evaluar la inmunidad humoral contra el tumor C4HD. Para ello, investigamos 

mediante inmunofluorescencia y citometría  de flujo la presencia de anticuerpos tipo IgG que 

fueran capaces de reconocer a las células tumorales C4HD, tanto en suero de ratones 

inmunizados con células transfectadas con STAT3Y705 como en los controles. Los sueros de los 

ratones que habían sido sometidos al protocolo de inmunización descripto en detalle 

previamente se obtuvieron a partir de sangre extraída dos semanas después de la última 

inmunización. No se detectaron diferencias significativas en los títulos de anticuerpos IgG entre 

los sueros provenientes de ratones que habían sido inmunizados con células transfectadas con 

STAT3Y705F y los sueros de los controles, como se puede observar en la figura 26. Estos 

resultados sugieren que la diferencia en el crecimiento tumoral no está mediada por una 

respuesta inmune de tipo humoral 

 

Figura 26. Determinación del título de anticuerpos contra el tumor C4HD. Los ratones se inmunizaron con células 

C4HD transfectadas como se describió previamente. Dos semana después de la última inmunización se evaluó la 

presencia de anticuerpos tipo IgG en los sueros de los ratones inmunizados por inmunofluorescencia indirecta, 

utilizando como fuente antigénica células C4HD que habían sido cultivadas en presencia de 10 nM de MPA. La 

determinación se realizó incubando a las células C4HD con los sueros de los ratones inmunizados (dilución 1:50) y 

luego con un segundo anticuerpo anti-IgG murina conjugado con el fluorocromo Alexa 488 (dilución 1:200). La 

fluorescencia fue evaluada por citometría de flujo y los resultados se expresaron como intensidad de fluorescencia 

media (IFM) ± ES para 5 ratones por grupo. Este es un experimento representativo de un total de 2. Las diferencias 

no resultaron significativas. 
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4. La inmunización con células C4HD-STAT3Y705F induce inmunidad de tipo celular 

 

Teniendo en cuenta que no se encontraron diferencias en los títulos de los anticuerpos  

en los sueros de los ratones BALB/c inmunizados con STAT3Y705F, nos preguntamos si la 

inmunización con células tumorales transfectadas con STAT3Y705F podría estar induciendo una 

respuesta inmune de tipo celular. Para probar esta hipótesis, primero se evaluó la respuesta de 

hipersensibilidad retardada (DTH), ensayo habitualmente utilizado para determinar in vivo la 

presencia de inmunidad de tipo celular. Los ratones se sometieron a tres inyecciones seriadas 

con 2x106 células C4HD transfectadas con el DN de STAT3 o controles e irradiadas, de manera 

similar al protocolo original de inmunización. Una semana después de la última dosis los 

ratones se inyectaron con células C4HD irradiadas, administrándolas subcutáneamente en la 

almohadilla plantar del miembro trasero izquierdo. Como control se inyectó la almohadilla 

plantar del miembro trasero derecho con PBS estéril. La respuesta DTH frente a las células 

tumorales se determinó a las 48 h midiendo con un micrómetro la diferencia de inflamación 

entre ambas almohadillas plantares. Los resultados se expresaron como un índice de 

inflamación de la almohadilla plantar (IAP) y se ilustran en la figura 27. Se observó una marcada 

reactividad DTH en ratones que habían sido inmunizados con células transfectadas con el DN de 

STAT3 en comparación a los grupos control, lo que indica que la inmunización indujo una 

respuesta inmune de tipo celular. 
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5. La inmunización con células C4HD-STAT3Y705F gatilla una respuesta inmune T-dependiente 

 

Debido a que las evidencias experimentales indican que la respuesta inmune 

involucrada es de tipo celular, se procedió en segundo lugar a evaluar si el efecto anti-tumoral 

observado es mediado por los linfocitos T en particular. Para ello, se estudió el efecto de la 

inmunización sobre el crecimiento del tumor C4HD en ratones nude (atímicos). A tal fin, los 

ratones nude se sometieron a tres dosis de inmunización con células C4HD transfectadas e 

irradiadas siguiendo el mismo protocolo aplicado en los ratones de la cepa BALB/c. Como antes, 

dos semanas después de la última dosis, se desafiaron los ratones con el tumor C4HD y se 

inyectaron en el flanco opuesto con MPA de depósito. En la figura 28 se ilustra el crecimiento 

del tumor C4HD en ratones nude inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F o en los grupos 

controles. La inyección de células C4HD transfectadas in vitro con el vector DN de STAT3 no 

provocó diferencias significativas en el volumen tumoral entre los distintos grupos. Por lo tanto, 

este resultado demuestra terminantemente que los linfocitos T son esenciales para la respuesta 

antitumoral observada en ratones BALB/c. 

Figura 27. Respuesta de hipersensibilidad retardada en los 

ratones inmunizados. Los ratones se inmunizaron con células 

C4HD tratadas como se describió previamente. Una semana 

después de la última dosis los ratones se desafiaron con 3x10
5
 

células C4HD tratadas por 48 h con MPA 10 nM e irradiadas, 

inyectándolas subcutáneamente en la almohadilla plantar del 

miembro trasero izquierdo. La almohadilla plantar del 

miembro trasero derecho se inyectó con PBS estéril. La 

respuesta de hipersensibilidad retardada se determinó a las 48 

h. Los resultados se expresaron como un índice de inflamación 

de la almohadilla plantar (IAP) obtenido al restar el grosor de la 

almohadilla plantar derecha (basal) al grosor de la almohadilla 

plantar izquierda. Los resultados se expresaron como la media 

± ES del IAP de 5 ratones para cada grupo. Este es un 

experimento representativo de un total de cuatro. ***, 

p<0,001    
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Figura 28. Efecto de la inmunización sobre el crecimiento del tumor C4HD en ratones nude. Los ratones nude, que 

habían sido inmunizados con las células C4HD transfectadas con el vector STAT3Y705F o controles, se desafiaron 

con un fragmento de tumor mamario C4HD. Se monitoreó el crecimiento tumoral por 28 días como se explica en 

͞Mateƌiales y Métodos͟. Cada puŶto ƌepƌeseŶta el ǀoluŵeŶ ŵedio tuŵoƌal ± ES para 6 tumores independientes en 

cada grupo. No hay diferencias significativas en los volúmenes tumorales de los distintos grupos. 

 

6. Las células T CD4
+
 y las células NK están involucradas en la respuesta inmune anti-tumoral 

inducida por la inmunización con células que expresan STAT3Y705F 

 

Hasta aquí sabemos que la respuesta inmune es de tipo celular, y que los linfocitos T 

están involucrados en la misma. Ahora nos preguntamos qué población específica de linfocitos 

está involucrada en dicho efecto anti-tumoral. Para responder esta pregunta, inmunizamos 

animales según el protocolo descripto anteriormente para las células C4HD y, al momento de 

desafiar los ratones con el tumor C4HD, depletamos de las distintas poblaciones linfocitarias 

mediante el uso de anticuerpos específicos contra LT CD8+, LT CD4+ o contra células NK. 

Observamos que la depleción de LT CD4+ y de células NK anuló el efecto anti-tumoral de la 

inmunización con células C4HD- STAT3Y705F, mientras que la depleción de LT CD8+ no tuvo 

efecto significativo sobre el crecimiento tumoral. Como control, los animales fueron inyectados 

con IgG (Figura 29). Esto implica que tanto los LT CD4+ como las células NK son necesarios para 

inducir la respuesta antitumoral observada. 
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Figura 29. La inhibición del crecimiento tumoral por la inmunoterapia involucra una respuesta del sistema 

inmune mediada por células NK y LT CD4
+
. Los ratones fueron inmunizados con células C4HD según se describió 

previamente y se depletaron de células NK o de LT CD4
+
 o LT CD8

+
 antes del desafío con las células C4HD más el 

MPA de depósito. Se utilizaron anticuerpos monoclonales para depletar las distintas poblaciones celulares,  YTS 

191.1 para LT CD4
+
 y el YTS 169.4 para los LT CD8

+
. Para la depleción de  células CD8

+
 y CD4

+ 
 se inyectaron 0,5 mg 

de anticuerpo los días -1, 0, 1, 2, 9, 16 y 23, considerando 0 el día del desafío con el tumor. Para la depleción de 

células NK se inyectaron 0,25 mg del anticuerpo anti-asialo-GM1 los días -1, 7, 14 y 21. Los ratones inmunizados 

con células transfectadas con el vector vacío fueron inyectados con IgG de conejo o de rata como control. Cada 

punto representa la media del volumen de 5 tumores ± SD.  *, p<0,05; **, p<0,01, ***, p<0,001 (C4HD-STAT3Y705F 

vs.C4HD-pcDNA3.1). 

 

Analizamos mediante inmunofluorescencia y citometría de flujo las poblaciones 

celulares presentes en sangre periférica con el objeto de corroborar la depleción de células 

CD3+ CD4+, CD3+ CD8+ o de las células NK (CD3-DX5+) (Figura 30). La inyección de los anticuerpos 

específicos para eliminar cada tipo celular fue efectiva, observando una reducción de un 93%  

en la población de LT CD8+, de un 99%  en los LT CD4+ y un 75%  de células NK. Curiosamente, se 

observó un aumento de células NK en circulación en animales inyectados con la IgG control e 

inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F, una semana después de desafío tumoral.  
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Figura 30. Determinación de la efectividad de la depleción de poblaciones de linfocitos de sangre periférica. Se 

inmunizaron ratones con células C4HD según se describió previamente y, al momento del desafío con el tumor, los 

ratones fueron depletados de células CD4
+
, CD8

+
 y células NK mediante la administración de anticuerpos 

específicos tal como se describe en la figura 29. Una semana después del desafío con el tumor, obtuvimos las 

células de sangre periférica por punción de la vena facial y las teñimos con anticuerpos conjugados a  fluorocromos 

anti-CD4, CD3, CD8 y DX5. La fluorescencia se analizó por citometría de flujo. Los resultados presentados 

corresponden a un ejemplo representativo de cada grupo experimental (n=5). 

  

Por otro lado, en otro experimento, también encontramos aumentada la población de 

células NK dos semanas luego de la última inmunización en los ganglios linfáticos de ratones 

inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F en comparación a los ganglios de ratones control 

(Figura 31). 
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Las DCs son células presentadoras de antígenos (CPA) profesionales que cumplen una 

función crítica en la inducción y regulación de la respuesta inmune adaptativa ya que son las 

únicas capaces de estimular linfocitos T vírgenes e iniciar una respuesta inmune primaria 

(Mellman et al 2001). Las DCs transitan dos estadios los cuales difieren sustancialmente en su 

fenotipo y funcionalidad: DCs inmaduras y DCs maduras. En ausencia de procesos inflamatorios 

y de respuesta inmune, las DCs inmaduras se encuentran recorriendo y censando los tejidos 

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

2002). Las DCs maduras expresan altos niveles de las moléculas co-estimulatorias CD40, CD80 y 

CD86 como así también del CMH. Existen numerosas evidencias que indican que las células 

tumorales pueden secretar factores que inhiben la maduración de células dendríticas 

(Gabrilovich et al., 1996; Sombroek et al., 2002). Por otro lado, las citoquinas pro-inflamatorias 

inducen un aumento en la capacidad de estas células para presentar antígenos (Mellman et al. 

2001). Wang y colaboradores han demostrado que la exposición de células dendríticas a medios 

condicionados de células de melanoma murino B16 transfectadas con un dominante negativo 

de STAT3 (STATϯβ) resulta en una mayor expresión de IL-12, CMH de clase II y CD40 (Wang et 

al. 2004). Teniendo en cuenta esto, nos interesó evaluar si la inmunización con células de 

cáncer de mama que sobre-expresan STAT3Y705F podía inducir la maduración in vivo de CDs. 

Para abordar esto analizamos mediante inmunofluorescencia y análisis por citometría de flujo 

la expresión de marcadores de activación en CDs provenientes de bazos y de ganglios linfáticos 

de ratones dos semanas después de la última inmunización (ex vivo). Observamos un aumento 

en la expresión de CD86 y CMH clase II en las CDs de ratones inmunizados con células C4HD-

STAT3Y705F en comparación con el grupo inmunizado con células C4HD-pcDNA3.1 (Figura 32). 

Por otra parte, también detectamos un aumento en la expresión de CD86 y de CMH de clase II 

Figura 31. Evaluación de las células NK presentes en ganglio linfático. 

Obtuvimos ganglios linfáticos de ratones inmunizados con células C4HD dos 

semanas luego de la última inmunización y evaluamos por citometría de flujo la 

población de células NK (CD3
-
DX5

+
). Se muestra un promedio del porcentaje de 

células NK en ganglio de cada grupo experimental. **, p<0,01. 
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en CDs de bazo de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F después de co-cultivar 

los esplenocitos con células C4HD tratadas con mitomicina C (in vitro) (Figura 32). A diferencia 

de estos marcadores de maduración de CDs, no pudimos observar cambios en los niveles de 

expresión de CD40 en los ensayos realizados (Figura 32). 

              

Figura 32. Activación de CDs de bazo y de ganglios linfáticos. Se extrajeron los bazos y ganglios drenantes de los 

ratones dos semanas después de la última inmunización con células C4HD-STAT3Y705F-C4HD o células C4HD-

pcDNA3.1. Mediante inmunofluorescencia y citometría de flujo se analizó la expresión en membrana plasmática de 

CD40, CD86, CMH y moléculas de clase II en CDs (CD11c
+
) presentes en bazos y ganglios ex vivo. También 

evaluamos estos marcadores en CDs esplénicas de ratones luego del co-cultivo in vitro de esplenocitos con células 

C4HD tratadas con mitomicina C. Resultados representativos de tres experimentos independientes. 

 

Contando con la evidencia de que los LT CD4+ están involucrados en el efecto 

antitumoral, nos interesó explorar si la inmunización con células tumorales que no pueden 

activar a STAT3, induce la diferenciación a células T CD4+ de memoria. Estas células se 

caracterizan por persistir a lo largo de prolongados períodos de tiempo, permitiendo responder 

rápidamente a una futura exposición al antígeno. Tras el análisis por citometría de flujo se 

observó que la población T CD4+CD44+ de memoria se encontraba aumentada 
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significativamente en ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F con respecto a los 

ratones inmunizados con células C4HD-pcDNA3.1 (Figura 33).  

 

 

 

Para poder eliminar a las células tumorales, las células NK deben infiltrar el tejido 

tumoral para entrar en contacto directo con sus células blanco. Siguiendo esta lógica nos 

preguntamos si la inmunización con células 4T1-STAT3Y705F modula la composición del 

microambiente tumoral. Extirpamos los tumores y analizamos mediante inmunofluorescencia y 

citometría de flujo cómo están conformadas las poblaciones de células infiltrantes. Observamos 

que los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F presentaban un mayor porcentaje de 

células NK y una disminución del porcentaje de linfocitos T regulatorios (Tregs) 

(CD4+CD25+FOXP3+) infiltrantes en comparación con ratones inmunizados con células 4T1-

pcDNA3.1 (Figura 34). Esta disminución de linfocitos Tregs favorece la actividad anti-tumoral, ya 

que estas células intervienen en la modulación negativa de la respuesta inmune, promoviendo 

la tolerancia inmunológica.  

Figura 33. Análisis de células CD4
+
 de memoria. Se aislaron 

esplenocitos  dos semanas después de la última inmunización 

con células C4HD-STAT3Y705F-C4HD o células C4HD-

pcDNA3.1 Mediante inmunofluorescencia y citometría de flujo 

se  determinó la frecuencia de la población de células TCD4
+
 

de memoria (CD3
+
CD4

+
CD44

+
), cuyo porcentaje se muestra en 

el cuadrante superior derecho. 
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Figura 34. Infiltración linfocitaria en tumores 4T1 de animales inmunizados. Se analizó por inmunofluorescencia y  

citometría de flujo la presencia de distintas poblaciones de linfocitos en tumores 4T1 extirpados de ratones 

inmunizados con células 4T1 transfectadas como se describió previamente (Figura 24). Se muestra el porcentaje de 

células NK (CD3
-
DX5

+
) entre los linfocitos totales y la frecuencia de células T regulatorias (CD4

+
CD25

+
FOXP3

+
) entre 

los LT CD4
+
 (números en los cuadrantes superiores izquierdos y derechos respectivamente). *, p<0,05 (n = 5).  

 

En conjunto, estos resultados indican que la inmunización con células que tienen 

inhibida la activación de STAT3 induce una respuesta anti-tumoral dependiente de linfocitos T 

CD4+ y de células NK, caracterizada por un aumento de células NK en circulación, en ganglios 

linfáticos e infiltrantes del tumor. Además, sugieren que esta inmunización promueve la 

maduración de CDs e induce la diferenciación de células T CD4+ de memoria, lo que podría 

mantener dicho efecto antitumoral en el tiempo. 

 

7. La inmunización con células tumorales que expresan una variante dominante negativa de 

STAT3 es inespecífica 

 

Para determinar la especificidad de la protección impartida por la inyección de células 

C4HD transfectadas con el vector STAT3Y705F se repitió el protocolo de inmunización utilizado 
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para las células 4T1 pero en lugar de desafiar únicamente a los ratones con el tumor parental 

(células 4T1), también se los desafió con un fragmento del tumor mamario murino C4HD o con 

4x105 células de la línea celular de carcinoma de colon murino CT26. Curiosamente, se observó 

que la inmunización de ratones con células 4T1-STAT3Y705F protegió tanto contra el desarrollo 

de los tumores C4HD como CT26. Esto se reflejó por la notable inhibición en el crecimiento de 

estos tumores en comparación con los ratones que habían sido inmunizados con células 4T1-

pcDNA3.1 (Figura 35). Estos resultados sugieren que la memoria inmunológica desarrollada en 

los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F induce protección cruzada contra otras 

células singeneicas de tumores de mama, inclusive contra células tumorales de órganos no 

relacionados (colon).  

 

Figura 35. Crecimiento in vivo del tumor C4HD y de la línea de carcinoma de colon CT26 en ratones BALB/c 

inmunizados con células 4T1. Los ratones inmunizados con células 4T1 transfectadas con STAT3Y705 o controles 

fueron desafiados con un fragmento de tumor mamario murino C4HD junto con MPA de depósito (A) o con 4x10
5
 

células de cáncer de colon CT26 (B). Cada punto representa la media ± ES del volumen de cinco tumores 

independientes. Se obtuvieron resultados similares en 2 experimentos. *, p<0,05. 

 

8. Los esplenocitos de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F proliferan y 

producen citoquinas en respuesta al antígeno 

 

Para profundizar en los mecanismos inmunológicos observados en los experimentos in 

vivo, decidimos realizar una serie de ensayos in vitro. Nuestro objetivo fue evaluar la respuesta 

de los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados frente al encuentro con las células 

C4HD. Los ratones fueron sometidos al protocolo original de inmunización y dos semanas 
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después de la última dosis se sacrificaron, se extrajeron los bazos y se aislaron sus esplenocitos. 

En primer lugar, quisimos ver la capacidad de estos esplenocitos de proliferar en presencia del 

antígeno, es decir, de células C4HD. Para ello, realizamos co-cultivos de esplenocitos con o sin 

células C4HD inactivadas con mitomicina C. Luego de 4 días de cultivo evaluamos la 

proliferación por incorporación de timidina 3[H] durante 18h. Sólo los esplenocitos 

provenientes de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F fueron capaces de 

proliferar en presencia de C4HD salvajes, en comparación con esplenocitos de los otros grupos 

(Figura 36). Estos resultados aportaron más evidencias de la existencia de una respuesta de tipo 

celular. 

 

Figura 36. Proliferación in vitro de esplenocitos de ratones inmunizados, co-cultivados con células C4HD. Los 

ratones se inmunizaron con células C4HD como se describió previamente. Dos semana después de la última dosis, 

se aislaron los esplenocitos y se cultivaron durante 5 días en presencia (+) o ausencia (-) de células C4HD tratadas 

con mitomicina C (50 µg/ml). Los cultivos se incubaron las últimas 16 h con 0,5 µCi timidina 
3
[H]. Las células se 

cosecharon y se determinó la cantidad de timidina 
3
[H] incorporada al ADN como medida de proliferación. Los 

datos se expresaron como la media de cpm ± ES de 6 ratones independientes. ***, p<0,001. 

 

En segundo lugar, nos propusimos identificar fenotípicamente el tipo de respuesta 

inducida por la inmunización. Para ello, se evaluó la capacidad de los esplenocitos de liberar 

citoquinas luego de ser enfrentados a las células tumorales. La liberación de IFN-ɶ y de IL-2 está 

asociada a una respuesta tipo 1,  mientras que la liberación de IL-10, IL-5 e IL-4 a una respuesta 

de tipo 2 (Carter & Dutton 1996). Los esplenocitos aislados a partir ratones inmunizados con 
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células C4HD-STAT3Y705F y con células controles se cultivaron en presencia de células C4HD 

tratadas con MPA e inactivadas con mitomicina C. Luego del co-cultivo se colectó el 

sobrenadante y se determinó la cantidad de IFN-ɶ, IL-2, IL-10 e IL-4 liberada al medio por los 

esplenocitos mediante un ensayo de ELISA. Como se observa en la figura 37, los esplenocitos 

provenientes de ratones que habían sido inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F liberaron 

altos niveles de IFN-ɶ al seƌ eŶfƌeŶtados a Đélulas CϰHD, lo Đual ƌepƌeseŶtó uŶ auŵeŶto de 

aproximadamente 3 veces en comparación a los esplenocitos provenientes de ratones 

inmunizados con células C4HD-pcDNA3.1. Del mismo modo se determinó la liberación del IL-2 e 

IL-4 al medio y observamos un aumento significativo en su producción por parte de 

esplenocitos de ratones C4HD-STAT3Y705F en comparación con el control. Para el caso de la IL-

4, su nivel fue considerablemente menor al observado para las otras citoquinas (de 3 órdenes 

de magnitud menor). También evaluamos la producción de IL-10 aunque no se observaron 

diferencias significativas en su liberación entre los distintos tratamientos (Figura 37). Esto indica 

que la inmunización con células C4HD transfectadas con un DN de STAT3 induce a los 

esplenocitos a liberar IFN-ɶ, IL-2 y en menor medida IL-4, lo que podría indicar un perfil de 

liberación de citoquinas similar al característico de respuestas de tipo 1. 

 

A continuación nos propusimos determinar cuál era la población de linfocitos 

provenientes de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705 responsables de la 

producción de IFN-ɶ. Para tal fin realizamos cultivos de esplenocitos en presencia o ausencia de 

células C4HD y analizamos, mediante citometría de flujo, la producción de IFN-ɶ iŶtƌaĐelulaƌ eŶ 

Figura 37. Secreción de citoquinas por los esplenocitos de los 

ratones inmunizados. Los esplenocitos aislados a partir de los 

ratones inmunizados con células C4HD se co-cultivaron a una 

concentración de 4x10
6
 células/ml en presencia de 8x10

4
 células 

C4HD tratadas previamente con MPA e inactivadas con 

mitomicina-C. Después de 48 h se colectó el sobrenadante y se 

determinó por un ELISA la cantidad de IFN-ɶ, IL-2, IL-10 e IL-4 

secretadas al medio. Cada valor representa la media ± ES de 6 

ratones. ***, p<0.001. Este experimento se repitió tres veces. 
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LT CD4+ y LT CD8+ y en células NK en estas condiciones o con el agregado de IL-12. En la figura 

38 se observa que los ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F presentan un mayor 

porcentaje de LT CD4+ (Figura 38 A) y de células NK (Figura 38 B) productoras de IFN-ɶ luego de 

la activación de los esplenocitos por células C4HD. Por otro lado, no observamos ningún cambio 

en el porcentaje de LT CD8+ IFN-ɶ+ en presencia de células C4HD (dato no mostrado). La 

estimulación con IL-12 de los esplenocitos procedentes de animales inmunizados con células 

C4HD-STAT3Y705F dio como resultado un mayor porcentaje de células NK secretoras de IFN-ɶ 

que la observada tras la estimulación de las células provenientes de ratones C4HD-pcDNA3.1 

con IL-12 (Figura 38 B). Esto sugiere una posible actividad citotóxica que involucre células NK 

efectoras y  LT CD4+. 

 

 

 

 

A 
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Figura 38. Análisis de la producción intracelular de IFN-γ por células T CD4
+
 y células NK. Los esplenocitos de los 

ratones inmunizados se incubaron durante 18 h en presencia o ausencia de células C4HD. El gráfico de barras que 

muestra el porcentaje promedio de células productoras de IFN-ɶ de 5 ratones. (A-B) Las células se tiñeron con 

anticuerpos específicos conjugados con distintos fluorocromos para CD4, CD3, DX5 e IFN-ɶ y se analizaron por 

citometría de flujo. Los números en los cuadrantes superiores derechos representan el porcentaje de células 

CD3
+
CD4

+
 positivas para IFN-ɶ ;A) o células CD3

-
DX5

+
 positivas para IFN-ɶ ;B). También se evaluó el porcentaje de 

células NK positivo para IFN-ɶ de células tratadas con IL-12 (B). *, p <0,05, **, p < 0,01, ***, p < 0,001, 

 

También quisimos determinar la capacidad que tienen las células que infiltran el tumor 

de activarse y de producir IFN-ɶ. Paƌa evaluar la activación, analizamos la expresión de CD69 

que es un antígeno de diferenciación expresado poco después de la activación de los linfocitos 

T y de otras células de origen hematopoyético, incluyendo células NK. El CD69 en los linfocitos T 

actúa como una molécula co-estimuladora de la proliferación y de la secreción de citoquinas. 

Mediante inmunofluorescencia y citometría de flujo analizamos la expresión de este marcador 

y la producción de IFN-ɶ iŶtƌaĐitoplasŵátiĐa eŶ LT CD4+ y células NK que infiltran el tumor 4T1. 

Observamos un aumento del número de células NK y de LT CD4+ productoras de IFN-ɶ después 

de la activación in vitro con PMA e ionomicina (Figura 39) de linfocitos presentes en el 

microambiente tumoral de ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F. También 

B 
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observamos mayor expresión de CD69 en estas células (Figura 39). Estos resultados revelan que 

LT CD4+ y células NK que residen en el bazo y en el tumor de animales inmunizados con células 

de cáncer de mama que expresan STAT3Y705F secretan IFN-ɶ. 

 

 

Figura 39. Expresión de CD69 y producción de IFN-γ en linfocitos infiltrantes del tumor de 4T1. Se obtuvo una 

suspensión celular a partir de los tumores provenientes de ratones inmunizados (Figura 24) como se describió en 

͞Mateƌiales y Métodos͟. La suspensión celular fue cultivada durante 5 h en presencia de PMA 10 ng/ml y de 

monensina. Analizamos el IFN-ɶ iŶtƌaĐitoplasŵátiĐo y la expresión de CD69 en células CD3
+
CD4

+
 y CD3

-
DX5

+
 por 

citometría de flujo. Los datos mostrados se obtuvieron de un pool de 5 ratones. 

 

9. Rol de las células NK como efectoras de la citotoxicidad anti-tumoral 

 

Hasta el momento contamos con evidencia in vivo de que tanto las células NK como los 

LT CD4+ son partícipes del efecto anti-tumoral inducido por la inmunización con células que 

tienen inhibida la activación de STAT3. Por otro lado, sabemos que ambos tipos celulares son 

responsables de la producción de IFN-ɶ. Ahoƌa Ŷos pƌopusiŵos diluĐidaƌ Đuál poďlaĐióŶ Đelulaƌ 

está mediando la citotoxicidad contra el tumor. En primer lugar decidimos evaluar el potencial 

citotóxico de los esplenocitos de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F. Con este 

fin, co-cultivamos esplenocitos de los distintos grupos experimentales durante 5 días con 
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células C4HD tratadas con mitomicina C y utilizamos estos esplenocitos como células efectoras 

en un ensayo estándar de liberación de 51Cr. Los esplenocitos provenientes de ratones que 

habían sido inyectados con células transfectadas con el DN de STAT3 mostraron una fuerte 

actividad citotóxica (37,9%  de lisis específica) frente a las células C4HD marcadas con 51Cr 

(relación 100:1 efector: blanco). Los esplenocitos aislados de los ratones de los grupos controles 

mostraron una baja citotoxicidad basal (<5% ) (Figura 40) al ser enfrentados a células C4HD 

marcadas con 51Cr.  

 

  

 

Para identificar dentro de los esplenocitos a la población celular efectora, se realizó un 

ensayo estándar de liberación de 51Cr similar al descripto anteriormente, previa depleción 

selectiva de las poblaciones de LT CD4+ o de LT CD8+ o de células NK utilizando anticuerpos 

acoplados a perlas magnéticas. Los esplenocitos depletados de la población de LT CD4+ y de LT 

CD8+ (Figura 41 A, barras amarillas y celestes, respectivamente) provenientes de ratones que 

habían sido inmunizados con células transfectadas con STAT3Y705F retuvieron la capacidad de 

lisar a las células C4HD, ejerciendo una citotoxicidad de igual magnitud que la determinada con 

la población celular total (Figura 41 A, barras naranjas). Sin embargo, cuando se repletó de la 

población de células NK (Figura 41 A, barras violetas), la actividad citotóxica de los esplenocitos 

cayó a los niveles basales, demostrando que eran las células NK la población con actividad 

citotóxica sobre las células C4HD. La depleción de la población de LT CD4+ o de LT CD8+ de los 

Figura 40. Actividad citotóxica in vitro de esplenocitos de 

ratones inmunizados sobre células C4HD. Los ratones se 

inmunizaron con células C4HD tratadas como se describe en 

͞Mateƌiales y Métodos͟. Dos seŵaŶas después se aislaƌoŶ 

los esplenocitos y se co-cultivaron durante 5 días con células 

C4HD inactivadas con mitomicina C. Se realizó un ensayo 

estándar de liberación de 
51

Cr utilizando como blanco 1x10
4
 

células C4HD. Se estudiaron diferentes relaciones efector 

(esplenocitos): blanco (C4HD). Se muestra el porcentaje de 

lisis específica media ± ES para 6 ratones independientes. 

***p<0,001. 
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esplenocitos provenientes de ratones controles, C4HD-pcDNA3.1, no afectó la citotoxicidad 

basal, siendo esta similar a la obtenida con ambas poblaciones presentes. Finalmente, nos 

propusimos validar estos resultados mediante una estrategia complementaria, para lo cual 

purificamos células NK mediante una selección negativa luego de 5 días de co-cultivo de 

esplenocitos con células C4HD. Utilizamos a la población enriquecida en células NK cómo las 

células efectoras en un ensayo de citotoxicidad por liberación de 51Cr y a células YAC-1 o células 

C4HD como células blanco. Observamos que las células NK enriquecidas a partir de esplenocitos 

de ratones inmunizados con C4HD-STAT3Y705F fueron eficaces para lisar no sólo a las células 

YAC-1 (Figura 41 B), sino también a las células C4HD (Figura 41 C). A pesar de estos resultados, 

no pudimos detectar citotoxicidad contra las células C4HD por parte de células NK purificadas a 

partir de esplenocitos frescos, es decir, aquellos que no fueron co-cultivados durante 5 días con 

células C4HD y con el resto de los tipos celulares presentes en el bazo (datos no mostrados). 

Estos datos sugieren que las células NK adquieren actividad citotóxica después de estar en 

contacto con los LT CD4+ y en presencia de células tumorales.  

 

 

Figura 41. Participación de las células NK en la actividad citotóxica inducida por la inmunización con células 

C4HD-STAT3Y705F. (A) Los esplenocitos de ratones inmunizados fueron co-cultivados durante 5 días con células 

C4HD tratadas con mitomicina C y luego se realizó un ensayo de citotoxicidad por liberación de 
51

Cr. Se utilizaron 

como células efectoras a los esplenocitos totales o a los esplenocitos depletados de CD4
+
, CD8

+
 o de células NK por 

separación inmunomagnética. Como células blanco se utilizaron células C4HD marcadas con 
51

CrO4
2-

. (B) y (C), 

Purificamos células NK a partir de esplenocitos co-cultivados durante 5 días con las células C4HD tratadas con 
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mitomicina C. Realizamos un ensayo de citotoxicidad utilizando como células efectoras a las NK purificadas y como 

blanco a las células sensibles a las NK, YAC-1 (B) o a las C4HD (C) marcadas con 
51

CrO4
2-

. **, p<0,01, ***, p<0,001 

 

Teniendo en cuenta que la actividad citotóxica y la capacidad de degranulación de las 

células NK es clave para la eliminación de células tumorales, decidimos estudiar de manera 

complementaria al estudio de citotoxicidad, su capacidad de degranulación. Esto puede ser 

evaluado analizando la expresión del marcador CD107a, que es una molécula asociada a 

gránulos de granzimas y perforinas que queda expuesta en la superficie cuando estas son 

liberados (Anfossi 2006). Para ello, realizamos co-cultivos de 18 h de esplenocitos con o sin 

células C4HD. Posteriormente cosechamos las células y realizamos una marcación con 

anticuerpos específicos acoplados a distintos fluorocromos con el objeto de determinar el 

porcentaje de células CD3-DX5+CD107a+. Como se muestra en la figura 42, las células NK de 

ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F cultivados en presencia de células C4HD 

muestran mayor expresión en superficie del marcador CD107a que las células NK de ratones 

inmunizados con células C4HD-pcDNA3.1.  

 

Figura 42. Degranulación de células NK gatillada por células C4HD. Los esplenocitos de ratones inmunizados 

fueron cultivados solos o en presencia de células C4HD tratadas con mitomicina C. Evaluamos la expresión de 

CD107a en membrana en la población de células NK (CD3
-
DX5

+
). Se muestra el porcentaje de células NK positivas 

para CD107a de cada grupo experimental (n=5 ratones). Los resultados corresponden a un experimento de un total 

de tres experimentos independientes (media ± SE). *, p<0,05. 
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La actividad citotóxica de las células NK esta finamente regulada por la integración de la 

señalización de receptores activadores e inhibidores de la citotoxicidad (Pegram et al. 2011). 

Por lo tanto, nos preguntamos sí las células C4HD expresan ligandos, como el RAE-1 y H-60, 

para el receptor activador NKG2D. Mediante inmunofluorescencia y análisis por citometría de 

flujo comprobamos la expresión de H-60 y en menor medida de RAE-1 en células C4HD (Figura 

43). Asimismo un trabajo previo demuestra que las células 4T1 también expresan estos ligandos 

de NKG2D (Takaki et al. 2005). Para evaluar si la expresión de H-60 y RAE-1 cambia por el 

bloqueo de STAT3, transfectamos las células C4HD y las 4T1 con el vector DN de STAT3. No se 

observó ninguna modulación en la expresión de H-60 o RAE-1 en las células que expresan el DN 

de STAT3 en comparación con las expresan el vector vacío (datos no mostrados). 

 

Figura 43. Expresión de H-60 y RAE-1 en células C4HD. Evaluamos la expresión de H-60 y de RAE-1 en células C4HD 

mediante citometría de flujo. Los niveles de expresión fueron determinados comparando el nivel de intensidad de 

fluorescencia (eje-x) de H-60 y de RAE-1 los marcadores (línea sólida) con el control de isotipo (área gris). Los 

resultados se expresan como la media de la intensidad de fluorescencia (MIF), calculada restando la media de 

fluorescencia de las células control de isotipo de la fluorescencia media de cada anticuerpo específico.  

 

10. Efecto terapéutico de la inmunización con células tumorales que expresan STAT3Y705F 

 

 En células C4HD 

 

Teniendo en cuenta que el protocolo de inmunización profiláctica demostró una gran 

efectividad en la inhibición del crecimiento tumoral, decidimos desarrollar un protocolo de 

vacunación terapéutico. Para ello, se desafiaron ratones BALB/c con el tumor C4HD y al día 5 

cuando el tumor fue palpable, (tumor de 10 mm3), se los inyectó con 2x106 células C4HD 
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transfectadas in vitro con el vector de expresión de la proteína DN de STAT3 o con el vector 

vacío e inactivadas por irradiación. La inmunización se repitió en el día 19. Se monitoreó el 

crecimiento tumoral y se observó a los 38 días post desafío una inhibición del 46,6±9%  en los 

ratones inmunizados con las células C4HD-DNSTAT3 con respecto al grupo vector vacío (Figura 

44 A, tabla 5). La reducción en el volumen tumoral fue acompañado por una disminución en el 

peso del tumor (Figura 44 B). Mediante un análisis histopatológico de los tumores observamos 

una disminución del grado histológico (grado II) en los tumores de ratones inmunizados con 

células C4HD-STAT3Y705F. Estos tumores presentaron extensas áreas de necrosis y fibrosis con 

una disminución en el número de mitosis por campo en comparación con los tumores 

provenientes de ratones inmunizados con células C4HD-pcDNA3.1 (Figura 44 C), los cuales 

presentaron un grado histológico III con elevado número de figuras mitóticas (Figura 44 C).  

 

Figura 44. La administración terapéutica de células C4HD-STAT3Y705F induce una respuesta anti-tumoral (A) Los 

ratones hembra de la cepa BALB/c fueron desafiados con el tumor C4HD e implantados con MPA  de depósito. 

Cuando el tumor fue palpable, se separaron los ratones en dos grupos (5 ratones por grupo) con igual tamaño 
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tumoral. Se inmunizaron los ratones con 2x10

6
 células C4HD-STAT3Y705F o pcDNA3.1-C4HD e inactivadas por 

irradiación (50 Gy). Los ratones fueron inmunizados el día 5 y el día 19 (indicados con flechas).  Se monitoreó el 

crecimiento tumoral a partir de la semana de desafiados los ratones (día 1 de la curva). Este es un experimento 

representativo de 3 realizados. *, p<0,05 (C4HD-STAT3Y705F vs. C4HD-pcDNA3.1). (B) y (C) En el día 38 se 

sacrificaron los animales y el tumor fue pesado (B) y luego fijado en formol 10%  e incluido en parafina. Se 

realizaron cortes histológicos y se tiñeron con H&E (100X) (C). Se observan las figuras mitóticas indicadas con 

flechas a mayor aumento en los recuadros (400X).  

 

Tabla 5. Vacuna celular terapéutica de células C4HD-STAT3Y705F 
 

Tratamiento 
Media del volumen 
tumoral (mm

3
) ± ES 

Tasa de crecimiento 
± ES (mm

3
/día) 

%  Inhibición del  
crecimiento   

    

C4HD-pcDNA3.1 1025,0 ± 333,4
a
 32,4 ± 2,2

a
  

C4HD-Stat3Y705F 762,3 ± 140,1
b
 19,2 ± 1,2

b 
46,6

c 

Los volúmenes tumorales y el porcentaje de inhibición del tumor de animales inmunizados con C4HD-STAT3Y705F con respecto 
a animales inmunizados C4HD-pcDNA3.1 fueron calculados al día 38 post-desafío. Las tasas de crecimiento se calcularon como 
las pendientes de las curvas de crecimiento. 
a 

vs
b
, p<0.01. 

c
 con respecto a células C4HD-pcDNA3.1, para la inhibición del crecimiento, p<0,001, 

 

También examinamos si la inmunización con células C4HD-STAT3Y705F recluta linfocitos 

en el microambiente tumoral. Mediante un análisis por inmunofluorescencia y citometría de 

flujo, los linfocitos infiltrantes de tumores inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F 

presentaban un aumento en el número de células NK en comparación con los ratones del grupo 

control. También pudimos observar un leve aumento, aunque no significativo, en la infiltración 

de LT CD4+ en el grupo C4HD-STAT3Y705F, mientras que los porcentajes de LT CD8+ infiltrantes 

se mantuvieron similares para ambos grupos (Figura 45).  
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Figura 45. Caracterización de las poblaciones linfocitarias infiltrantes del tumor C4HD luego de la inmunización 

terapéutica. Analizamos por inmunofluorescencia y citometría de flujo la presencia de distintas poblaciones de 

linfocitos en tumores C4HD extirpados de ratones inmunizados en forma terapéutica con células C4HD 

transfectadas como se describió previamente (Figura 43). Se muestra el porcentaje de células NK (CD3
-
DX5

+
), de  

LT CD4
+
 y de LT CD8

+
 entre los linfocitos totales (números en los cuadrantes superiores izquierdos y derechos 

respectivamente). **, p<0,01 (n = 5). 

 

 En células 4T1 

 

Para el caso de las células 4T1, se inyectaron s.c. ratones BALB/c con 1x106 células 4T1 

transfectadas in vitro con el vector STAT3Y705F o con el vector pcDNA 3.1 e inactivadas por 

irradiación (100Gy) a los días 4, 11 y 18 post desafío con el tumor 4T1 salvaje Se monitoreó el 

crecimiento tumoral a lo largo del experimento y observamos una inhibición del 37,5%  en los 

ratones inmunizados con las células 4T1-STAT3Y705F con respecto al grupo vector vacío a los 
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34 días post desafío (Figura 46 A, tabla 6). También observamos una disminución en el peso 

tumoral (Figura 46 B) y en el número de metástasis en pulmón (Figura 46 C). Los estudios 

histopatológicos de los tumores de los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F 

mostraron una disminución del grado histológico, con una disminución de la anisocariosis y del 

número de mitosis por campo en comparación a lo observado en tumores de ratones 

inyectados con células 4T1-pcDNA3.1 (datos no mostrados).  

 

Figura 46. La administración terapéutica de células 4T1-STAT3Y705F induce una respuesta anti-tumoral. (A) El día 

0, los ratones BALB/c (n=8) fueron inoculados con 1x10
4
 células 4T1. Los ratones se trataron con 1x10

6
 células 4T1-

STAT3Y705F irradiadas o células control los días 4, 11 y 18. Se midió el volumen tumoral tres veces por semana. (B) 

Se pesaron los tumores provenientes de ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F o 4T1-pcDNA3.1 al 

finalizar el experimento, *, p<0,05. (C) Se contaron el número de colonias metastásicas en los pulmones de los 

ratones desafiados con el tumor 4T1 y posteriormente inmunizados. Los valores representan la media ± ES (n = 8), 

*, p <0,05. Se obtuvieron resultados similares en 3 experimentos independientes. 

 

Tabla 6. Vacuna celular terapéutica de células 4T1-STAT3Y705F 
 

Tratamiento 
Media del volumen 
tumoral (mm

3
) ± ES 

Tasa de crecimiento 
± ES (mm

3
/día) 

%  Inhibición del  
crecimiento   

    

4T1- pcDNA3.1 522,5 ± 44,1
a
 27,3 ± 2,9

a
  

4T1-STAT3Y705F 326,6 ± 56,33
b
 18,4 ± 1,4

b
 37,5

c
 

    

Los volúmenes tumorales y el porcentaje de inhibición del tumor de animales inmunizados con células 4T1-
STAT3Y705F con respecto a los inmunizados con células 4T1-pcDNA3.1 fueron calculados al día 34 post-desafío. Las 
tasas de crecimiento se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento. 
a 

vs
b
, p<0,01. 

c
 con respecto a células pcDNA3.1-4T1, para la inhibición del crecimiento, p<0,001. 
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Estos hallazgos demuestran por primera vez que la inmunización con células que 

tienen inhibida la activación de STAT3 es capaz de inhibir el crecimiento de tumores primarios 

ya establecidos, lo que sugiere una potencial aplicación terapéutica de este protocolo de 

inmunización con células tumorales. 
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CAPÍTULO III 

Inducción de senescencia por inhibición de 

STAT3 en células de cáncer de mama 
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INTRODUCCIÓN (CAPITULO III) 
 

 

1. SENESCENCIA CELULAR 

 

En los últimos años, los avances realizados en la comprensión de la patología del cáncer 

han puesto en evidencia el rol de la senescencia como una barrera a la iniciación y progresión 

tumoral. En 1965, Leonard Hayflick describió por primera vez a la senescencia celular como el 

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

que la senescencia tamďiéŶ puede seƌ iŶduĐida eŶ Đélulas ͞jóǀeŶes͟ poƌ la aĐtiǀaĐióŶ aďeƌƌaŶte 

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

senescence), exposición a fármacos quimioterapéuticos, estrés oxidativo, por pérdida de genes 

supresores de tumores, como PTEN, RB1, NF1 e INPP4B o bien recientemente se ha descripto 

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

de la célula.  

Las células senescentes muestran cambios en la morfología celular, el metabolismo, la 

estructura de la cromatina y tienen un determinado patrón de expresión génico (Kuilman, et al.  

2010). Una característica distintiva de las células senescentes es el aumento en la actividad de 

la ß-galactosidasa asociada a senescencia (Dimri et al. 1995), un marcador, que en combinación 

con otros marcadores moleculares permite identificar las células senescentes in vitro o in vivo 

(Collado et al. 2005). 

 

1.1. Senescencia replicativa 

 

Ocurre durante la propagación de células humanas en cultivo como consecuencia del 

acortamiento progresivo de los telómeros, lo que conduce, luego de sucesivas divisiones 

celulares, a un freno en la replicación (Harley, et al 1990). Cuando los telómeros alcanzan una 

longitud mínima crítica, la célula censa este acortamiento como una ruptura en la doble hélice 

en el ADN. Esta ruptura de la doble hélice desencadena una respuesta de daño al ADN (DDR, del 
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inglés DNA damage response) que resulta en la formación de focos de fosforilación de la 

histoŶa HϮAX ;ɶ-H2AX) asociados a senescencia y en la activación de las quinasas ATM y ATR 

(d´Adda di Fagagna et al. 2003). Estas quinasas, a través de una cascada de señalización 

molecular, conducen a la activación de varias proteínas involucradas en el ciclo celular, 

incluyendo a CDC25 (una familia de fosfatasas) y al supresor tumoral p53. En conjunto, estos 

cambios pueden provocar un paro transitorio en la proliferación, dando lugar a que las células 

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

extenso o si excede un cierto umbral, las células están destinadas a sufrir apoptosis o 

senescencia. Al día de hoy no se conocen con exactitud los mecanismos que favorecen la 

activación de uno u otro programa, pero se sabe que dependen del tipo celular, de la 

intensidad y de la duración de la señal, así como también de la naturaleza de los daños (d´Adda 

di Fagagna et al., 2003). Además de p53, la senescencia replicativa está relacionada con otro 

supresor tumoral, la proteína Rb y con una proteína inhibidora de quinasas dependientes de 

ciclinas (CDKI, del inglés, Cyclin dependent kinase inhibitor) y de p16INK4a (Kuilman et al. 2010). 

 

1.2. Senescencia celular prematura 

 

Como mencionamos anteriormente, la senescencia puede también ser inducida 

independientemente del acortamiento de los telómeros por una gran variedad de condiciones. 

Este tipo de senescencia se ha denominado prematuro, ya que surge antes de la etapa en la 

que es inducida por la reducción de los telómeros. En los últimos años, se han acumulado 

evidencias respecto a este tipo de senescencia y su rol en la supresión de tumores. A 

continuación mencionaremos algunos ejemplos. 

 

1.2.1.  Senescencia inducida por oncogenes (OIS) 

 

Se define como el arresto irreversible del ciclo celular en células normales como 

consecuencia de la sobre-expresión de un oncogén como Ras y Raf (Serrano et al 1997; Zhu et 

al., 1998). Se cree que la OIS actúa como una barrera a la tumorigénesis, tanto en modelos de 
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carcinogénesis humanos como murinos (Collado et al., 2005; Serrano et al 1997). En particular, 

la proliferación exacerbada durante la transformación oncogénica de fibroblastos por 

activación de una proteína mutante de HRAS, HRASG12V, gatilla la inducción de un programa de 

senescencia. Esta replicación excesiva del ADN conduce a la activación de un mecanismo de 

respuesta al daño al ADN, distinto al inducido por la senescencia replicativa, que resulta en la 

formación de focos asociados a senescencia en el ADN. Como consecuencia de esto, se activa 

p53, que tiene un rol muy importante como efector de la OIS, induciendo la transcripción de 

genes asociados a la senescencia como CDKN1A (que codifica para la proteína CDKI, p21). La 

OIS no sólo promueve la expresión de p53, sino también la de otros efectores de senescencia 

como p16INK4A. Es decir, p53 y p16INK4a tienen un rol crítico durante la senescencia 

replicativa y la OIS. En células de ratón, la inactivación de p53 es suficiente para eludir la 

senescencia inducida por la activación constitutiva de Ras (Collado et al., 2007; Kamijo et al. 

1997; Serrano et al. 1997). En las células humanas, p16INK4a parece jugar un papel más 

importante que p53, ya que algunas células dependen únicamente de p16INK4a para que se 

induzca senescencia por activación de un oncogén (Ben-porath & Weinberg 2005). En efecto, 

los mecanismos de OIS no parecen ser universales para todos los tipos celulares. 

 

1.2.2.  Senescencia inducida por inactivación de genes supresores de tumores.  

 

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

un gen supresor de tumores también puede desencadenar un programa de senescencia en 

células humanas y de ratón. En particular, la pérdida de genes supresores de tumores, como 

PTEN, RB1, NF1 e INPP4B (Collado et al. 2005; Shamma et al. 2009) puede inducir rápidamente 

la activación de un programa de senescencia. La senescencia inducida por la pérdida de PTEN es 

promovida por mecanismos distintos a los descriptos para OIS ya que se caracteriza por la 

ausencia de una replicación exacerbada y por la falta de activación de mecanismos de 

reparación en respuesta al daño al ADN (Alimonti et al. 2010). Al igual que durante la OIS, p53 

tiene un rol importante en la senescencia inducida por la inactivación de un gen supresor de 
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tumores. La pérdida de PTEN conduce a una hiperactivación de mTOR, lo que promueve el 

aumento de la expresión de p53 y el consecuente arresto del ciclo celular.  

 

1.3. Senescencia inducida por inactivación de oncogenes 

 

 Las consecuencias de la inactivación de un oncogén en un tumor son muy variadas y 

dependen del contexto celular. Recientemente se han realizado experimentos utilizando 

modelos de ratones transgénicos condicionales para explorar las consecuencias de la supresión 

de los oncogenes MYC, Ras, Braf y BCR-ABL en tumores (Felsher et al. 1999; Hoeflich et al., 

2006; Huettner et al. 2000; Jain et al., 2013; Shachaf et al. 2004). La inhibición de estos 

oncogenes puede conducir a la detención de la proliferación, la apoptosis (Felsher et al. 1999), 

la diferenciación (Shachaf et al. 2004), la inhibición de la angiogénesis (Giuriato, et al. 2006) y 

hasta incluso la inducción de senescencia (Wu et al. 2007). En particular, el grupo del Dr. 

Felsher ha demostrado la importancia de la inducción de senescencia por inactivación de MYC 

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

diversos modelos tumorales, incluyendo linfoma, osteosarcoma y carcinoma hepatocelular, que 

contaban con la particularidad de haber sido inducidos precisamente por el oncogén MYC. La 

tumorigénesis mediada por MYC promueve un fenómeno que se conoce como adicción a un 

oncogén (oncogene addiction) (Felsher 2008), caracterizado por la dependencia de las células 

tumorales a los oncogenes que ayudaron en el desarrollo del tumor. En este trabajo, Wu y 

colaboradores demostraron que la inactivación de los mediadores cruciales de la senescencia, 

como p16INK4a, RB y p53, inhibió la senescencia y la regresión tumoral observada por 

inactivación de MYC en ratones inmunocompetentes. De esto se concluye que las células deben 

mantener intactos estas moleculas clave para que los tumores sean sensibles a la senescencia. 

Probablemente, las células que no puedan expresar éstas proteínas o que presenten 

mutaciones en las mismas no van a ser capaces de activar un programa de senescencia luego de 

la inactivación de un oncogén.   

Por otro lado, la inactivación de oncogenes también puede inducir senescencia celular 

en casos en donde el oncogén blanco no es el responsable de la carcinogénesis. Un ejemplo de 
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esto es el carcinoma de pulmón iniciado por KRASG12D, en donde la inactivación de los tres 

parálogos de MYC, MYC, MYCL1 y MYCN da como resultado la regresión del tumor por 

inducción de apoptosis y de senescencia (Soucek et al. 2008). En su conjunto, estos resultados 

muestran que la inhibición de un oncogén puede gatillar senescencia en tumores ya 

establecidos, lo que sugiere que esta senescencia por inactivación de un oncogén puede ser un 

mecanismo general de regresión tumoral luego de la inactivación de oncogenes (Figura 47). 

Sobre estas evidencias es razonable esperar que las terapias dirigidas contra moléculas 

necesarias para el crecimiento tumoral den lugar a la inducción de senescencia celular (Collado 

& Serrano 2010).  

 

Figura 47. Modelo de inducción de senescencia por inactivación de oncogenes. La activación de un oncogén en 

células normales puede activar la respuesta de daño al ADN e inducir senescencia, mediada por el aumento de la 

expresión de los genes supresores de tumores p53 y RB, de los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas, 

p15INK4b, p16INK4a y p21
CIP

, y una formación de heterocromatina. En células en donde algunos de los 

mecanismos moleculares que promueven la senescencia se encuentran mutados o ausentes, la activación de un 

oncogén puede conducir al desarrollo tumoral. Por otro lado, la inactivación de un oncogén en estas células 

tumorales también puede conducir a la senescencia mediada por los efectores moleculares previamente 

descriptos para la senescencia por activación de un oncogén. Adaptado de Wu et al., 2007.      

 

2. INMUNOVIGILANCIA DE CÉLULAS SENESCENTES  

 

Como mencionamos anteriormente, la senescencia celular actúa como una potente 

barrera frente a la tumorigénesis. Las células senescentes no sólo presentan la característica de 
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sufrir la detención del ciclo celular, sino además, se ha encontrado que secretan factores que 

refuerzan la detención del ciclo, que alteran el microambiente, y que pueden activar la inmuno-

vigilancia. En su conjunto, estos factores secretados conforman lo que se conoce con el nombre 

de fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP, del inglés, senescence associated secretory 

phenotype), que incluye factores de crecimiento, quimioquinas y citoquinas inflamatorias 

(Freund, et. al 2010; Mason et al., 2006). Por medio de la secreción de estos factores, las células 

senescentes pueden comunicarse con su entorno y, por lo tanto influir en el microambiente 

tisular, promoviendo distintos procesos como la angiogénesis, la diferenciación celular o la 

proliferación (Hoenicke & Zender 2012). Con respecto al desarrollo del tumor, originalmente se 

creía que los factores secretados por las células senescentes promovían la proliferación del 

tumor (Krtolica, et al 2001). Sin embargo, datos más recientes indican que el fenotipo secretor 

asociado a senescencia puede atraer a células del sistema inmune. Un ejemplo de esto es el 

estudio realizado por Lowe y colaboradores en donde la restauración de la expresión de p53 en 

un modelo de cáncer hepático de ratón provocó la inducción de senescencia celular asociada a 

una secreción pronunciada de quimioquinas y citoquinas. Estos factores promovieron la 

infiltración de células inmunes como macrófagos, neutrófilos y células NK que mediaron la 

eliminación de las células tumorales senescentes (Xue et al. 2007) (Figura 46). Este estudio 

demostró por vez primera la interacción entre la senescencia celular y el sistema inmune y 

sugiere que la inducción de senescencia puede ser un estrategia terapéutica para activar una 

respuesta inmune anti-tumoral (Xue et al. 2007). 

Teniendo en cuenta que la inducción de senescencia es un mecanismo que frena la 

transformación oncogénica, y en base a la interacción existente entre las células senescentes 

con el sistema inmune, recientemente se ha explorado sí la respuesta inmune contra células 

pre-cancerosas senescentes tiene relevancia en la supresión de la formación del tumor. Se ha 

encontrado que las citoquinas y quimioquinas producidas por hepatocitos de ratón senescentes 

por sobre-expresión de NRASG12V atraen células de la inmunidad innata y adaptativa, sugiriendo 

que estos hepatocitos senescentes podían ser eliminados por el sistema inmune (Kang et al., 

2011). En este trabajo se demostró efectivamente, que la eliminación de los hepatocitos pre-

cancerosos senescentes depende de la inducción de una respuesta inmune adaptativa ya que 
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en ratones inmunodeficientes y en ratones knockout para LT CD4+ la eliminación de lo 

hepatocitos que expresan NRASG12V fue ineficiente. Más aún, en estos ratones, la expresión de 

este oncogén condujo al desarrollo de carcinomas hepatocelulares (Kang et al., 2011). A su vez, 

se encontró que los LT CD4+ dependen de los monocitos y de los macrófagos para eliminar 

eficientemente a los hepatocitos senescentes (figura 48). En otro trabajo se describió que las 

células NK son fundamentales para eliminar a las células hepáticas estrelladas senescentes y 

como consiguiente limitar la progresión de la cirrosis hepática (Krizhanovsky et al. 2008) (Figura 

48). Esto implica que las respuestas inmunes contra las células senescentes pueden ser muy 

distintas para cada situación patológica y dependen del contexto de cada enfermedad (Figura 

48). En conjunto, estos antecedentes muestran que la senescencia inducida por oncogenes 

tiene un rol importante en la inducción de respuestas inmunes específicas contra antígenos 

expresados en las células pre-cancerosas y que las células T CD4+ y la inmunidad innata son 

jugadores clave en la eliminación de estas células impidiendo el desarrollo de cáncer de hígado.  

 
Figura 48. Representación esquemática de las respuestas inmunes contra las células senescentes en contextos de 

diferentes enfermedades. La inducción de senescencia en los carcinomas de hígado activa una respuesta inmune 

innata que lleva a la eliminación de las células senescentes por los macrófagos, neutrófilos y células NK (izquierda). 

En contraste, los hepatocitos pre-malignos senescentes, inducidos por la activación aberrante de un oncogén, 

activan una respuesta mediada por células T CD4
+
 antígeno específicas. En esta respuesta también están 

involucrados los monocitos y macrófagos (medio). Las células estrelladas hepáticas senescentes son eliminadas por 

células NK, evento fundamental para limitar la progresión de la fibrosis hepática en hígados dañados crónicamente 

(derecha). Adaptado de Hoenicke & Zender, 2012. 
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Por otro lado, también existen trabajos que vinculan la respuesta inmune con la 

inducción de senescencia por inactivación de un oncogén. Felsher y colaboradores demostraron 

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

linfoma de células T o en leucemias de células B, por inactivación de MYC o del oncogén BCR-

ABL, respectivamente, requieren de un sistema inmune intacto, más específicamente, de las 

células T CD4+ (Rakhra et al. 2010). En este trabajo demostraron que la inactivación de MYC 

resulta en un aumento de la expresión de diversas citoquinas y quimioquinas en tumores, como 

eotaxina-1, IL-5, Rantes, IFN-ɶ y TNF-α. Todos estos ŵediadoƌes pƌo-inflamatorios pueden 

fomentar una respuesta inmune anti-tumoral. Estos resultados indican que la regresión del 

tumor por inactivación de un oncogén depende de células del sistema inmune. 

 

3. SENESCENCIA Y STAT3 

 

Hasta la fecha, existen muy pocos trabajos que vinculen a STAT3 y las vías que conducen 

a la senescencia celular. En particular, estos trabajos son de los últimos años, 2011 y 2012, y 

fueron publicados al poco tiempo de empezar la nueva línea de investigación que estamos 

introduciendo en este capítulo. Podemos mencionar entre ellos, al estudio realizado en líneas 

celulares de cáncer de colon y de pulmón humano, en donde lo autores describen que la 

inhibición de la vía de señalización de IL-6/STAT3 en células tumorales expuestas a daños en el 

ADN deteriora el crecimiento de las mismas y favorece la inducción de la senescencia (Yun, et 

al., 2012). En base a los resultados obtenidos, este estudio sugirió que la IL-6 inhibe la 

senescencia, y que a su vez, promueve la supervivencia y proliferación de las células tumorales 

expuestas a daños en el ADN a través de la activación de la vía de señalización de STAT3-JAK1 

(Yun, et al., 2012). En otro trabajo, investigando el rol en células de melanoma de Maml1, una 

proteína co-activadora de las vías de señalización de Notch y Wnt, se encontró que su inhibición 

resulta en la inducción de senescencia y en un aumento de la producción de IFN-ɶ y de 

quimioquinas, junto con la disminución de la actividad de STAT3. Por otro lado, 

interesantemente, en este trabajo muestran que la inhibición en la proliferación in vivo de 

células de melanoma murino que tienen inhibida la expresión de Maml1 depende en parte de 
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los LT CD8+ y de las células NK, aportando más evidencias sobre la inducción de senescencia y 

su contribución al aumento de la imnunovigilancia (Kang et al., 2012). 

 

Teniendo en cuenta que: i) la senescencia celular es un mecanismo importante de 

regresión tumoral luego de la inactivación de oncogenes; ii) las células senescentes promueven 

respuestas inmunes mediadas por células de la inmunidad innata, como NK y macrófagos, y de 

la inmunidad adaptativa como los LT CD4+; iii) STAT3 es un punto de convergencia de 

numerosas vías oncogénicas; iv) el proceso de senescencia conduce a la secreción de citoquinas 

pro-inflamatorias al igual que la inactivación de STAT3; v) la actividad de STAT3 protege de la 

inducción de senescencia; y vi) la inmunización con células tumorales de mama que tienen 

bloqueada la activación STAT3 induce una respuesta anti-tumoral NK-CD4+ dependiente 

(Capítulo II). Entonces, nos preguntamos si la inhibición de STAT3 está activando un programa 

senescencia celular en células de cáncer de mama. 
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OBJETIVOS (CAPÍTULO III) 

 

Evaluar las consecuencias de la inhibición de STAT3 en la expresión de marcadores 

moleculares asociados a senescencia celular en células de cáncer de mama  

 

Objetivos específicos: 

 

 Estudiar si el bloqueo de STAT3 a través de  la transfección con el vector STAT3Y705F o 

con siRNA inducen marcadores de senescencia como la actividad de la eŶziŵa β-

galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal) y la expresión de las proteínas 

p16INK4a, p15INK4b y p21CIP en células de cáncer de mama murinas y humanas. 

 

 Estudiar cambios en la estructura de la cromatina por inhibición de STAT3.  

 

 Evaluar posibles mecanismos moleculares involucrados en la inducción de senescencia 

por inhibición de STAT3.  
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RESULTADOS (Capítulo III) 

1. La inhibición de STAT3 está asociada a un aumento de marcadores de senescencia celular. 

 

Como mencionamos anteriormente, la senescencia celular es un mecanismo importante 

durante la regresión tumoral por inactivación de oncogenes críticos para el desarrollo y 

mantenimiento del fenotipo tumoral (Wu et al. 2007). También sabemos que este proceso 

conduce a la secreción de citoquinas pro-inflamatorias (Freund, et. al 2010; Mason et al., 2006), 

por lo tanto, nos preguntamos si además de la inducción de apoptosis (Gritsko et al., 2006; 

Proietti et al. 2005), la inhibición de STAT3 también podría llevar a la inducción de un programa 

de senescencia. Para responder esto, evaluamos distintas características asociadas a 

senescencia en células tumorales que tienen inhibida la actividad de STAT3. La expresión del 

vector STAT3Y705F en células C4HD y 4T1 resultó en uŶ auŵeŶto de la tiŶĐióŶ de la β-

galactosidasa ácida asociada a senescencia (SA-β-Gal) (Figura 49 A). Por otro lado, quisimos 

corroborar estos resultados utilizando otra estrategia para inhibir a STAT3. Con ese fin, 

utilizamos la técnica de siRNA: transfectamos células en cultivo con un siRNA específico contra 

la secuencia de STAT3. Al igual que lo observado para la transfección con el vector STAT3Y705F, 

la inhibición de STAT3 por siRNA indujo un aumento de SA-β-gal (Figura 49 B). Corroboramos, 

mediante WB, que la inhibición de STAT3 utilizando siRNA específico contra esta proteína fue 

de alrededor del 80-90%  en las células C4HD y 4T1 (Figura 50).  
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Figura 49. La inhibición de Stat3 induce un aumento de la actividad de SA-β-gal. (A) Las células C4HD y 4T1 fueron 

transfectadas con el vector vacío pcDNA3.1 o con Stat3Y705F. La actividad SA-β-gal se evaluó luego de 48 h de 

tƌaŶsfeĐĐióŶ segúŶ el pƌotoĐolo desĐƌipto eŶ la seĐĐióŶ ͞Mateƌiales y ŵétodos͟. Oďseƌǀaŵos las Đélulas eŶ el 

microscopio y registramos el número de células senescentes de un total de 400 células contadas por tratamiento. 

Magnificación original 400X. Los datos representan la media ± ES del porcentaje de células SA-β-gal-positivas de 

duplicados experimentales (**, p<0,01). Se muestra un experimento representativo de un total de 4. (B) Las células 

C4HD y 4T1 fueron transfectadas con siRNA control o con siRNA contra Stat3 y 72 h luego evaluamos la actividad 

SA-β-gal. Se procedió de igual manera a lo descripto para (A). (**,p<0,01, ***, p<0,001). Se muestra un 

experimento representativo de un total de 3. 
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Para corroborar que la inactivación de STAT3 resulta en la inducción de un programa de 

senescencia, analizamos la expresión de otros marcadores moleculares como p15INK4b y 

p16INK4a. Tras la inactivación in vitro de STAT3 por transfección con STAT3Y705F, las células de 

cáncer de mama C4HD y 4T1 exhibieron una inducción de la expresión de la proteína p15INK4b 

y p16INK4a como se muestra mediante WB (Figura 51).  

 

 

De manera similar, la inhibición de la expresión de STAT3 por siRNA en células C4HD 

también produjo un aumento del ARNm de p16INK4a analizado por RT-PCR cuantitativa (Figura 

52 A) así como la expresión a nivel proteico (Figura 52 B).  

 

 

 

 

 

 

Figura 51. La expresión de STAT3Y705F induce la expresión de 

marcadores moleculares asociados a senescencia celular. Las 

células C4HD y 4T1 fueron transfectadas con el vector vacío 

pcDNA3.1 o con STAT3Y705F durante 48 h. Los niveles de 

expresión de p16INK4a y p15INKb fueron analizados por WB a 

partir de los extractos proteicos. Se reveló β-tubulina como 

control de carga.  

Figura 50. Análisis de la expresión de STAT3. Las células 
C4HD y 4T1 fueron transfectadas con siRNA control o siRNA 
STAT3 durante 48 h. Los niveles proteicos de STAT3 fueron 
evaluados por WB. “e ƌeǀeló β-tubulina como control de 
carga. 
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A     B 

 

Figura 52. La inhibición de STAT3 por siRNA induce la expresión de marcadores moleculares asociados a 

senescencia celular. (A) Las células C4HD fueron transfectadas con siRNA Control o siRNA STAT3 durante los 

tiempos indicados. Se extrajo el ARN y luego de la retrotranscripción, el ADNc se amplificó por PCR en tiempo real. 

Las veces de inducción de la expresión del ARNm se calcularon dividiendo los números arbitrarios obtenidos para 

el ARNm de p16INK4a de cada muestra en la PCR cuantitativa por las cantidades obtenidas del control interno 

GAPDH, estableciendo en 1 el valor de la muestra siRNA Control y determinando las veces de incremento del 

ARNm relativo a la muestra siRNA Control. Los datos representan la media de tres experimentos independientes ± 

ES (*, p<0,05). (B) Se determinaron los niveles de expresión de p16INK4a por WB a partir de extractos proteicos de 

células C4HD transfectadas 48 h con siRNA control o siRNA STAT3. “e ƌeǀeló β-tubulina como control de carga.  

 

Por lo tanto, la inactivación de STAT3 en las células de cáncer de mama murino C4HD y 

4T1 resulta en un aumento de la SA-β-gal y en la inducción de p16INK4a y p15INK4b, todos 

marcadores moleculares asociados con la senescencia celular. 

 

2. La inactivación de STAT3 produce cambios en la estructura de la cromatina. 

 

La senescencia celular es conocida por estar asociada con cambios globales en la estructura 

de la cromatina (Narita et al. 2003; R. Zhang et al. 2005). Por lo tanto, examinamos modificaciones 

de la cromatina asociadas con la senescencia celular en células C4HD in vitro, como la trimetilación 

de la lisina 9 de la histona H3 (triMeK9H3). Mediante inmunofluorescencia y microscopía confocal, 

encontramos que la transfección de células C4HD con el vector STAT3Y705F o con un siRNA contra 
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STAT3 promueve un aumento de la triMEK9H3 en comparación con las células control (Figura 53). 

Por lo tanto, estos resultados indican que la inactivación de STAT3 promueve cambios en las 

modificaciones post-traduccionales de histonas, específicamente en la trimetilación de la lisina 9 de 

la histona H3, modificación que ha sido previamente asociada a un fenotipo senescente. 

 

Figura 53. La inhibición de Stat3 induce cambios en la estructura de la cromatina in vitro. Evaluamos la 

trimetilación de la lisina 9 de la histona H3 (TriMeK9H3) por inmunofluorescencia seguida de microscopía confocal 

en células C4HD-pcDNA3.1 o Sat3Y705F o en células trasfectadas con siRNA Control o siRNA STAT3 durante 48 h. 

TriMeK9H3 fue localizado utilizando un anticuerpo monoclonal de conejo seguido de la incubación con un 

anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado con Alexa 488 (Verde). Los núcleos fueron teñidos con DAPI 

(azul). Estas imágenes son representativas de 3 experimentos.  

 

3. La inhibición de la proliferación de cáncer de mama por inactivación de STAT3 depende de 

la inducción de senescencia celular 

 

La activación del programa de senescencia celular requiere de la función de distintos 

supresores de tumores, incluyendo a p16INK4a, p53 y Rb entre otros (Chen et al. 2005; Masashi 

et al. 2003; Schmitt et al. 2002). Por lo tanto quisimos evaluar si la expresión de alguno de estos 

genes era necesaria para la inducción de senescencia por inhibición de STAT3. Por lo tanto, 
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evaluamos el efecto de la pérdida de expresión de p16INK4a en células C4HD transfectadas con 

siRNA contra STAT3. Para ello bloqueamos la expresión de p16INK4a con siRNAs junto con el 

bloqueo de STAT3. La inhibición en la expresión de p16INK4a y de STAT3 en células C4HD 

transfectadas con siRNAs contra ambas proteínas se corroboró por WB (Figura 54 A). Pudimos 

comprobar que las células C4HD que no tienen p16INK4a no pueden efectuar su programa de 

senescencia, determinada por la actividad de SA-β-gal, gatillado por la falta de STAT3. Por el 

contrario, luego de la inhibición de STAT3 encontramos actividad SA-β-gal en células que 

expresan p16INK4a endógena (Figura 54 B).  

A    B 

 

Figura 54. La pérdida de p16INK4a impide la inducción de SA-β.gal en células que tienen inhibida STAT3. (A) Las 

células C4HD fueron transfectadas con siRNA control o siRNA STAT3 o siRNA p16INK4a o con la combinación de 

estos dos últimos siRNA durante 48 h. Los niveles proteicos de STAT3 y de p16INK4a fueron evaluados por WB. Se 

ƌeǀeló β-tubulina como control de carga.  (B) Se realizó un ensayo de SA-β.gal como se explicó para la figura 47. Los 

datos representan la media ± ES del porcentaje de células SA-β-gal-positivas de duplicados experimentales (**, 

p<0,01). Se muestra un experimento representativo de un total de 4. 

 

 Acorde a resultados previos de nuestro laboratorio (Proietti et al., 2009; Proietti et al., 

2005), la inhibición de STAT3 disminuyó la proliferación in vitro de células C4HD creciendo en 

un medio completo, rico en suero (Figura 55). Sin embargo, la inhibición de la expresión de 

p16INK4a en estas células bloqueó parcialmente  el arresto en el ciclo celular observado por la 

transfección con siRNAs contra STAT3. Es decir, las células C4HD que no expresan p16INK4a 

exhibieron una proliferación sostenida, inclusive mayor al control, tras la inactivación de STAT3 
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(Figura 55). La pérdida de p16INK4a previene la inducción de senescencia celular y  la inhibición 

de la proliferación por inactivación de STAT3. 

 

Figura 55. La pérdida de p16INK4a revierte la inhibición de la proliferación inducida por la inhibición de STAT3. 

Realizamos un ensayo de proliferación por incorporación de timidina-[
3
H] en células C4HD transfectadas con siRNA 

control o siRNA STAT3 o siRNA p16INK4a o con la combinación de estos dos últimos siRNA. Luego 48 h en medio de 

transfección más 24 h en medio completo se cosecharon las células y se midió la radioactividad incorporada. Los 

datos se presentan como la media de las cpm ± ES de octuplicados. Las diferencias significativas fueron calculadas 

contra las células transfectadas con siRNA Control y contra células transfectadas con siRNA Stat3 (***, p<0,001). Se 

muestra un experimento representativo de tres. 

 

4. La inhibición de STAT3 induce senescencia en células de cáncer de mama humano 

 

Por último, quisimos evaluar si los resultados obtenidos para las células de cáncer de 

mama de ratón podían extenderse a modelos humanos. Para ello trabajamos con la línea 

celular humana de cáncer de mama, MDA-MB-231, que tiene activación constitutiva de STAT3 

(Cotarla et al., 2004; Dechow et al., 2004; Diaz et al., 2006; Dolled-filhart, et al. 2003; Leslie et 

al., 2006; Vultur et al., 2004). La línea celular MDA-MB-231 deriva de la efusión pleural de un 

paciente con cáncer de mama y que no expresa niveles significativos de receptores de 

estrógeno, de RP ni de ErbB2. Transfectamos células MDA-MB-231 con siRNA contra STAT3 y 

analizamos la tinción de SA-β-gal. Observamos un aumento en la tinción de SA-β-gal en células 

MDA-MB-231-siRNASTAT3 en comparación con las células transfectadas con un siRNA control 

(Figura 56 A). Por otro lado, analizamos la expresión de marcadores moleculares de senescencia 
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como p21CIP. Observamos un aumento en la expresión de proteína inhibidora de quinasas 

dependientes de ciclinas p21CIP luego de la inhibición de STAT3 (Figura 56 B). Se ha reportado 

que las MDA-MB231 no tienen una proteína p16INK4a funcional. En nuestro caso, no pudimos 

observar expresión de la misma por WB. La inactivación de STAT3 en éstas células por medio de 

transfección con siRNA de STAT3 inhibe su proliferación (figura 56 C), al igual que lo observado 

en las MDA-MB-231 utilizando inhibidores farmacológicos de STAT3 (R Garcia et al. 2001; Kotha 

et al. 2006).  

 

Figura 56.  La inhibición de Stat3 en células de cáncer de mama humano induce la expresión de marcadores 

asociados a senescencia celular. (A) Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas con siRNA control o siRNA 

contra STAT3. La actividad SA-β-gal se evaluó luego de 48 h de transfección según el protocolo descripto en la 

seĐĐióŶ ͞Mateƌiales y ŵétodos͟. Oďseƌǀaŵos las Đélulas eŶ el ŵiĐƌosĐopio y ƌegistƌaŵos el Ŷúŵeƌo de Đélulas 

senescentes de un total de 400 células contadas por tratamiento. Magnificación original 400X. Los datos 

representan la media ± ES del porcentaje de células SA-β-gal-positivas de duplicados experimentales ( **, p<0,01). 

Se muestra un experimento representativo de un total de 3. (B) Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas 
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como se explicó para (A) y luego de 48 h se prepararon extractos proteicos y se evaluaron los niveles de expresión 

de p21
CIP

 y de STAT3 por WB. “e ƌeǀeló β-tubulina como control de carga. (C) Realizamos un ensayo de 

proliferación por incorporación de timidina-[
3
H] en células MDA-MB-231 transfectadas con siRNA control o siRNA 

STAT3. Los datos se presentan como la media de las cpm ± ES de octuplicados (***, p <0,001). Se muestra un 

experimento representativo de tres. 
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DISCUSION (CAPITULO I) 

 
 

En el presente estudio hemos demostrado que los progestágenos son capaces de inducir 

la fosforilación STAT3 en el residuo Ser727 y que la vía de señalización c-Src/p42/p44 MAPK 

está implicada en este evento de fosforilación (figura 57). Además, hemos demostrado que la 

fosforilación de STAT3 en la Ser727 es necesaria para inducir la expresión de ciclina D1 y 

promover la proliferación de las células de cáncer mama tanto in vivo como in vitro (figura 57). 

Estos resultados contribuyen a comprender más en profundidad los efectos no genómicos de 

los progestágenos en el crecimiento del cáncer de mama, evidenciando que la fosforilación de 

STAT3 en Ser727 es un evento esencial.  

 

Figura 57. Modelo de activación de STAT3 

inducida por progestágenos. El receptor de 

progesterona unido a su ligando induce la 

activación de Src y la consecuente activación 

de, por un lado la vía de las quinasas MAPK 

(Boonyaratanakornkit et al. 2001) y por el 

otro, de las quinasas Jak (Proietti et al, 

2005). La activación de Jak conduce a la 

fosforilación en a tirosina 705 (Proietti et al, 

2005) y las MAPKs activadas fosforilan a 

STAT3 en la serina 727. STAT3 activada por 

estos efectos rápidos, no genómicos del PR 

transloca al núcleo donde se une a los sitios 

GAS del promotor de ciclina D1 y activa su 

transcripción. 
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Actualmente se encuentran descriptas una amplia variedad de quinasas que participan 

en la fosforilación de la Ser727 de STAT3 en diversos tipos celulares, incluyendo p42/p44 MAPK, 

quinasas c-Jun (JNK), la MAPK p38, quinasas PKCy mTOR (Decker & Kovarik 2000). 

Recientemente se reveló que la actividad oncogénica de PKCocurre a través de la activación 

de la vía de Raf-1, MEK-1 y MAPK p42/p44 para finalmente fosforilar a STAT3 en el residuo 

Ser727. Adicionalmente se encontró que la fosforilación de STAT3 en la Ser727 es necesaria 

para la inducción de la invasión en varios tipos de cáncer humano vía activación de PKC (Aziz et 

al. 2007).  

Con respecto a la señalización rápida del RP, Auricchio y colaboradores describieron un 

efecto no genómico de los progestágenos, evidenciando la activación de la vía de señalización 

c-Src/p21ras/p42/p44 MAPK en la línea celular humana de cáncer de mama T-47D (Ballare et al. 

2003, Migliaccio et al. 1998). Más aun, resultados previos de nuestro grupo demostraron que 

los progestágenos son capaces de inducir la fosforilación de STAT3 en el residuo Tyr705 a través 

de la activación de la cascada de señalización de c-Src/Jak (Proietti et al. 2005). Estos efectos de 

los progestágenos sobre las vías de señalización celular en ausencia de efectos transcripcionales 

dependen del clásico RP. De hecho, la proteína RP humana tiene en el dominio amino terminal 

(aminoácidos 421 a 428) un motivo poliprolina que media la interacción directa de RP con el 

dominio SH3 de la quinasa específica de tirosinas c-Src, activándola mediante un mecanismo de 

desplazamiento del dominio SH3 (Boonyaratanakornkit et al. 2001). También estos autores 

confirmaron que la activación de c-Src está mediada por el RP exclusivamente en el citosol, 

apoyando la idea de que sólo RP-B puede estimular a c-Src y no RP-A, que es principalmente 

nuclear (Boonyaratanakornkit et al. 2007). Notablemente, en nuestros experimentos con 

células de cáncer de mama humanas, que no expresan RP (T-47D-Y), y en aquellas que expresan 

la proteína RP-BmPro, carente del motivo poliprolina necesario para la activación de c-Src, 

comprobamos que el tratamiento con el progestágeno MPA fue incapaz de fosforilar a  STAT3 

en el residuo Ser727. Interesantemente, hemos encontrado que el MPA induce la activación de 

p42/p44 MAPK a través de c-Src en células C4HD. Se sabe que el RP de ratón carece del motivo 

de poliprolina, pero sin embargo, hemos demostrado en un trabajo previo del grupo que el 

MPA también induce la activación de c-Src en células murinas C4HD (Proietti et al. 2005). 



P á g i n a  | 155 

 
Además, recientemente, en otro trabajo, hemos descripto la importancia de la fosforilación del 

RP en Ser294, tanto en células humanas como de ratón, en la regulación de c-Src en respuesta a 

heregulina (Proietti et al. 2009). Teniendo en cuenta que el MPA induce la fosforilación de RP 

en el residuo Ser294 (Lange et al., 2000), la activación de este receptor podría a su vez inducir la 

activación de c-Src en ratón, de manera independiente al motivo poliprolina. 

  La evidencia aquí proporcionada sugiere una conexión directa entre la vía de 

transducción de señales formada por c-Src/p42/p44 MAPK y la fosforilación de STAT3 en el 

residuo Ser727. En primer lugar, el tratamiento de las células con U0126, inhibidor de la vía 

p42/p44 MAPK, suprimió la capacidad del MPA de fosforilar a STAT3 en el residuo Ser727. Por 

otro lado, la inhibición de c-Src por medio de los inhibidores farmacológicos PP2 y dasatinib, 

impidió la activación de p42/p44 MAPK y en consecuencia, la fosforilación de STAT3 en Ser727 

inducida por MPA. Por último, el ensayo de fosforilación in vitro demostró que las p42/p44 

MAPK activadas por MPA pueden fosforilar a STAT3 en el residuo Ser727. En conjunto, todas 

estas evidencias sugieren fuertemente que el MPA desencadena una cascada de señalización 

que conduce a la activación secuencial de c-Src y p42/p44 MAPK, promoviendo  la fosforilación 

de STAT3 en el residuo Ser727, tanto en células de cáncer de mama humanas como de ratón.  

Hay varios informes que proponen que la finalidad biológica de la fosforilación de STAT3 

en Ser727, es alcanzar una máxima activación transcripcional de STAT3 (Decker & Kovarik 2000, 

Wen et al. 1995). En esta línea, Shen y colaboradores observaron y describieron una marcada 

reducción en la actividad transcripcional de STAT3 in vivo cuando las células expresan la 

mutante STAT3S727A (Shen et al., 2004). El mecanismo por el cual STAT3S727A actúa como 

dominante negativo radica en su capacidad de formar heterodímeros con la proteína 

endógena, lo que resulta en la formación de un homodímero inactivo y como consecuencia, en 

una pobre activación transcripcional (Bromberg et al., 1998). Nuestros resultados indican que la 

presencia de la proteína mutante STAT3S727A suprimió la actividad transcripcional del 

reportero m67 y del promotor del gen de ciclina D1. Además, los ensayos de ChIP realizados en 

células transfectadas con STAT3S727A, demuestran claramente que la fosforilación de STAT3 en 

el residuo Ser727 es necesaria para el reclutamiento de STAT3 a los sitios GAS del promotor de 

ciclina D1. 
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En un principio se creía que el aumento de la transcripción por la fosforilación en serina 

podía ser explicado por una influencia positiva de la fosforilación de la serina en la fosforilación 

de la tirosina de STAT3. Sin embargo, hasta el momento, la información disponible no 

acompaña esta posibilidad. Al igual que para STAT1, pareciera que la fosforilación de la tirosina 

de STAT3 no se ve aumentada por la fosforilación en Ser727 (Decker & Kovarik 2000). Por otro 

lado, se ha observado recientemente en leucemias linfocíticas crónicas que la fosforilación de 

STAT3 en Ser727 es capaz de mediar su activación transcripcional independientemente de la 

fosforilación en el residuo Tyr705 (Hazan-Halevy et al. 2010). Estos antecedentes sugieren que 

los dos eventos de fosforilación pueden, en principio, estar desacoplados. Esta hipótesis, a su 

vez, también está apoyada por estudios que muestran la fosforilación de serina por estímulos 

que no causan la fosforilación de la tirosina de STAT3 (Ceresa & Pessin 1996; Gotoh et al. 1996; 

Koǀaƌik et al. ϭϵϵϴ; Kuƌoki & O͛Flaheƌty ϭϵϵϵ; Lim & Cao 1999; Ng & Cantrell 1997). Todos estos 

datos sugieren que los efectos de la fosforilación de STAT3 en Ser727 en gran medida 

dependen del tipo celular, de la clase de estímulo extracelular, y del estado de activación de la 

célula en estudio.  

Es ampliamente conocido que la expresión de ciclina D1 es necesaria para la 

carcinogénesis mamaria (Yu et al. 2001). A lo largo del capítulo I de esta Tesis hemos 

demostrado que la inducción de ciclina D1 por progestágenos depende de la cascada de 

señalización compuestas por c-Src/ p42/p44 MAPK /pSTAT3Ser727. Además, encontramos que 

este evento de fosforilación es esencial para la proliferación de células de cáncer de mama, 

tanto in vitro como in vivo, inducida por progestágenos. Estos hallazgos no sólo profundizan 

nuestro conocimiento acerca de la biología del cáncer, sino también permiten proponer nuevos 

abordajes terapéuticos dirigidos contra las vías de señalización mediadas por p42/p44 MAPK, 

como lo es el inhibidor de MEK AZD6244 que actualmente se encuentra en ensayos clínicos en 

fase II para varios tumores malignos ;O͛Neil et al. ϮϬϭϭ; Patel & Kim 2012). 

Nuestros datos obtenidos del estudio de una cohorte de pacientes con cáncer de mama 

demuestran, por primera vez, que existe una asociación entre los niveles aumentados de 

pSTAT3Ser727 y la expresión de RP en carcinomas de mama ductales invasivos. De hecho, se 

observó que el 81%  de los tumores RP positivos también acumulan pSTAT3Ser727 en el núcleo, 
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aportando más sustento al número cada vez mayor de evidencias que muestran la activación de 

STAT3 en muestras de cáncer de mama (Dolled-Filhart et al. 2003, Sato et al. 2011). 

Adicionalmente nuestros datos sugieren que la fosforilación de STAT3 en el residuo Ser727, 

puede ser atribuida a la presencia de RP, y por lo tanto a la acción de la progesterona en 

pacientes con cáncer de mama. Estos resultados junto con los datos que demuestran que la 

fosforilación en Ser727 de STAT3 es necesaria para su activación transcripcional refuerzan la 

teoría de que la fosforilación en Ser727 conduce a una fuerte actividad transcripcional de STAT3 

a través su asociación con coactivadores (Schuringa et al., 2001) y en consecuencia, esto 

promueve la oncogénesis del cáncer de mama. Alternativamente, la expresión de 

pSTAT3Ser727 en tejido de cáncer de mama también puede representar una activación 

persistente de los miembros de la familia MAPK, que son en parte, las quinasas responsables de 

la fosforilación de STAT3 en serina 727 (David et al., 1995; Gee et al., 2001). En otro trabajo 

evaluaron por inmunohistoquímica los niveles de pSTAT3Ser727 en carcinomas de mama 

ductales, y observaron un marcado aumento en la tinción en comparación con los tejidos de 

mama no cancerígenos (Yeh et al. 2006). En este trabajo estudiaron una cohorte de 68 

carcinomas mamarios ductales infiltrantes, y encontraron una correlación positiva entre el nivel 

de pSTAT3Ser727 y el estadio tumoral y su tamaño. La expresión de pSTAT3Ser727 presentó 

también una correlación negativa con la expresión del receptor de estrógenos, y ninguna 

correlación con el RP (Yeh et al. 2006). En este trabajo consideraron como positivo a todas 

aquellas muestras que presentaban un 50%  más de expresión de pSTAT3Ser727 en el tejido de 

cáncer de mama que en el tejido de mama normal. Si bien nosotros no encontramos una 

correlación significativa entre la expresión del receptor de estrógenos y pSTAT3Ser737 y si 

entre pSTAT3Ser727 y el RP, cabe destacar que nuestro análisis fue completamente distinto. Las 

diferencias entre ambos trabajos puede deberse al uso de distintas técnicas de detección 

(inmunohistoquímica vs inmunofluorescencia), al uso de anticuerpos diferentes (policlonal vs 

monoclonal), al tipo de estatificación y también a las diferentes cohortes (cohorte de pacientes 

de China vs. Argentina).   

Por otro lado, existen diversos estudios sobre la fosforilación de STAT3 en la tirosina 705 

en muestras de cáncer de mama. Sin embargo, los datos hasta el momento son bastante 
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contradictorios en cuanto al valor pronóstico de STAT3 en cáncer de mama (Dolled-filhart et al. 

2003; Sato et al., 2011; Sheen-Chen et al., 2008). En el trabajo de Dolled-Filhart y colaboradores 

detectaron un modesto valor pronóstico favorable para la localización nuclear de Stat3 

fosforilada en la tirosina en tumores de cáncer de mama. En dicho trabajo, no encontraron 

relación significativa entre pSTAT3Tyr705 y la expresión de receptores hormonales. En el 

estudio de Sato y colaboradores, al igual que en el de Yamashita y colaboradores no detectaron 

ningún valor pronóstico de STAT3 (Sato et al. 2011; Yamashita et al. 2006). Cabe señalar que 

todas estas diferencias pueden ser debido a una combinación del análisis de datos de distintas 

STAT3 (total vs. fosforilada en Tyr705), así como las diferencias en cohortes de pacientes y la 

duración del seguimiento clínico. Es también importante destacar que existe la posibilidad de 

que STAT3 tenga valor pronóstico en ciertos subgrupos moleculares de cáncer de mama y es 

por esto que es importante distinguir entre cada grupo. 

 

En conclusión, los resultados revelan que la progesterona, a través de una 

cascada de señalización independiente de los efectos genómicos, es capaz de 

fosforilar a STAT3 en la Ser727 conduciendo a la inducción de ciclina D1 y la 

concomitante activación del crecimiento del cáncer de mama in vivo.  
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DISCUSIÓN (CAPITULO II) 

 

Uno de los aspectos más interesantes de STAT3 como blanco en la terapia contra el 

cáncer, es que el efecto antitumoral observado al bloquear la expresión de STAT3, utilizando 

distintas estrategias, involucra también una respuesta inmune del huésped (Molavi et al., 2008; 

Niu et al., 1999; Yu, et al. 2007). En el presente trabajo demostramos que la inyección seriada 

de células de cáncer de mama, C4HD y 4T1, transfectadas in vitro con un vector DN de STAT3, 

STAT3Y705F, impartió una protección inmunológica ante el desafío in vivo con el tumor 

parental. Nuestros resultados demuestran que la inhibición de la activación de STAT3 produce 

un cambio en el fenotipo tumoral, ya que las células pasan de un estado promotor de la 

tumorigénesis y de la tolerancia inmunológica a un fenotipo inflamatorio que puede ser 

aprovechado con éxito en una inmunoterapia contra el cáncer de mama, ya sea en forma 

profiláctica o terapéutica. Nuestros estudios en las células de cáncer de mama C4HD, en donde 

la activación de STAT3 es inducida por MPA, y en células 4T1, que presentan activación 

constitutiva de STAT3, muestran que la inmunización con células transfectadas con un DNSTAT3 

resulta en la inhibición del crecimiento tumoral y en la prevención de metástasis. Además, 

hemos demostrado que los ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F desarrollaron una 

respuesta inmune antitumoral que proporciona protección cruzada contra otros cánceres de 

mama singeneicos, como las células C4HD, y contra las células de carcinoma de colon CT26.  

Este trabajo es el primer reporte experimental demostrando que la inhibición del 

crecimiento de un tumor de mama puede ser logrado mediante la activación del sistema 

inmune administrando como inmunógeno a las células tumorales que tienen inhibida la 

activación de STAT3.   

Como mencionamos en la introducción de esta Tesis, la activación de STAT3 está 

finamente controlada en células normales, debido a que es necesario prever su hiperactivación 

para mantener la homeostasis del sistema inmune. En contraste, en células tumorales STAT3 se 

encuentra constitutivamente activa, lo que resulta en una respuesta inmune defectuosa y 

conduce a que las células tumorales logren evadir al sistema inmune. En concordancia con los 
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informes anteriores en melanoma, carcinoma de colon, sarcoma y linfoma B difuso de células 

grandes (Nefedova et al., 2005; Scuto et al., 2011; Wang et al., 2004), nuestros resultados 

muestran que el bloqueo de la señalización de STAT3 en células de cáncer de mama, mediante 

la transfección con el vector STAT3Y705F o por el tratamiento con el inhibidor farmacológico 

JSI-124, induce un aumento en la secreción de citoquinas pro-iŶflaŵatoƌias Đoŵo TNFα, IFN-ɶ, 

IL-6, IL-5, así como de quimioquinas, incluyendo IP-10 y RANTES. Por lo tanto, la transfección 

con un vector DNSTAT3 convierte a la célula tumoral en una célula que tiene potencialmente la 

capacidad de neutralizar las señales inmunosupresoras creando un microambiente favorable 

para el reconocimiento por parte del sistema inmune. Wang y colaboradores demostraron que 

el sobrenadante de fibroblastos 3T3 transformados con v-Src que expresan una proteína 

DNSTAT3 induce la maduración de CDs (Tianhong Wang et al. 2004). Además, la inhibición de la 

señalización de STAT3 en CDs por tratamiento con el inhibidor farmacológico JSI-124 dio lugar a 

la maduración de estas células en presencia de factores derivados del tumor (Nefedova et al., 

2005). En línea con esta evidencia, en esta Tesis hemos demostrado que las CDs de ratones 

inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F co-cultivadas con células C4HD tuvieron un 

aumento de la expresión la molécula co-estimulatoria CD86 y de la molécula CMH de clase II, 

ambos marcadores de maduración de CDs. Es importante destacar que las células tumorales 

transfectadas con el vector DNSTAT3 o tratados con JSI-124 liberan TNF-α e IFN-ɶ, Ƌue puedeŶ 

actuar sinérgicamente para inducir en células T CD4+ una señalización que promueve la síntesis 

de quimioquinas antiangiogénicas y por lo tanto previene de la vascularización tumoral, y de la 

consecuente proliferación de células tumorales y de las múltiples etapas de la carcinogénesis 

(Müller-Hermelink et al. 2008). Además, las células tumorales que tienen inhibida la actividad 

de STAT3 producen RANTES, quimioquina implicada en la migración de células T y en el 

reclutamiento de células NK a los tumores (Wendel et al. 2008), e IP-10, que es un 

quimioatractante para células NK y células T activadas (Arenberg et al. 1996). 

Previamente, se ha descripto que la transfección con el vector STAT3Y705F, tiene una 

alta eficacia en la inducción de la regresión del melanoma de ratón B16 a pesar de la baja 

eficiencia de transfección in vivo (sólo el 10-15%  de las células tumorales fueron transfectadas 

con este vector) (Guilian Niu et al. 1999). Esto llevó a elaborar y comprobar la hipótesis del 
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efecto bystander, que infiere que las células que sí están transfectadas producen factores 

solubles que conducen a la inducción de apoptosis y el arresto del ciclo celular de las células 

vecinas no transfectadas (Niu et al., 2001). Desde entonces se han encontrado numerosos 

factores, como factores pro-angiogénicos, que son blanco de STAT3 y que en su ausencia no se 

expresan, que influyen en el efecto bystander referido anteriormente. También se ha 

adjudicado a este efecto la regulación de la respuesta inflamatoria e inmune del microambiente 

tumoral. Es por esto, que pese a que la eficiencia de transfección no sea del 100% , se puede 

especular que la inhibición de STAT3 en las células transfectadas afecta a las vecinas, 

modificándolas de todos modos. 

A través de experimentos de depleción selectiva de células del sistema inmune, se 

encontró que tanto la falta de LT CD4+ como de células NK, pero no de LT CD8+, impidieron el 

efecto anti-tumoral observado por la inmunización de ratones BALB/c con células transfectadas 

con STAT3Y705F. Además, también hemos determinado que sólo las células NK de ratones 

inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F tienen la capacidad de lisar las células C4HD 

salvajes. También observamos un fuerte incremento en la secreción de IFN-ɶ eŶ espleŶoĐitos 

provenientes de ratones inmunizados con células C4HD-STAT3Y705F luego del co-cultivo con 

células C4HD. Respecto a este punto, encontramos que los LT CD4+ y las células NK son la 

principal fuente de IFN-ɶ.  

En contraste, la inmunización de ratones nude, que carecen de linfocitos T, no produjo 

una inhibición significativa del crecimiento tumoral. Nuestros datos también revelan la 

generación de células T CD4+ de memoria y la activación de CDs por inmunización con células 

de cáncer de mama que expresan STAT3Y705F. Tomados en su conjunto, los resultados 

presentados aquí apoyan la noción de que los LT CD4+ activados probablemente por las CDs, 

son necesarios para la respuesta inmune anti-tumoral inducida por la inmunización con células 

de cáncer de mama STAT3Y705F. En particular, las células NK son las efectoras de la 

citotoxicidad contra el tumor, y su acción depende de la activación de LT CD4+ colaboradoras. 

Por otro lado, comprobamos que estos LT CD4+ tienen expresión de marcadores de células de 

memoria, con lo cual podemos suponer que en ellos reside el reconocimiento del tumor en la 

administración profiláctica.  
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Hasta el momento, el rol fundamental de los LT CD4+ en la inducción de una respuesta 

primaria y de memoria eficaz de los LT CD8+ ha sido extensamente estudiado (Wiesel & Oxenius 

2012). Sin embargo, actualmente existen numerosos trabajos que dan cuenta de la relación 

existente entre las células NK y los LT CD4+, tanto para la inducción de respuestas contra 

patógenos, como de respuestas anti-tumorales. Un estudio in vitro reveló que las células NK 

humanas CD56+ presentes en ganglios linfáticos pueden ser activadas por la IL-2 derivada de 

células T (Fehniger et al. 2003). Estas células NK activadas por IL-2 producen altos niveles de 

IFN-ɶ, Đapaz de iŶflueŶĐiaƌ eŶ el desarrollo de una respuesta inmune antígeno específica. Esto 

demuesta el rol de las células NK como inmunoreguladores innatos de la respuesta inmune 

adapativa primaria. Por otro lado, se demostró que la comunicación entre las células T y las 

células NK humanas se requiere para mediar la respuesta contra la influenza y contra el  

Plasmodium falciparum dependiente de las células NK productoras de IFN-ɶ (He et al. 2004; 

Horowitz et al. 2010). En un modelo de ratón de infección in vivo con Leishmania major, Bihl y 

colaboradores demostraron que los LT CD4+ antígeno específicos eran necesarios para la 

activación de células NK (Bihl et al. 2010). En estudios recientes también se abordó la 

importancia de la comunicación entre LT y células NK en modelos de cáncer. Estos estudios 

revelaron que el control del crecimiento tumoral mediado por células T CD4+ requiere la 

presencia de células NK (Perez-Diez et al. 2007) y que las células T CD4+ son necesarias para la 

producción de IFN-ɶ por parte de las células NK (Li et al., 2007). Por otro lado, Ni y 

colaboradores observaron que la protección contra el crecimiento tumoral inducida por la 

inyección de células NK pre-activadas con IL-12, IL-15 e IL-18 depende de la presencia de células 

CD4+ (Ni et al., 2012). En este trabajo, encontraron presencia simultánea de células NK y de LT 

CD4+ en el tejido tumoral, sugiriendo que su interacción podía ocurrir dentro de los tumores. 

También demuestran la importancia de la IL-2 y de las células T CD4+ para la expansión y la 

actividad antitumoral de las células NK pre-activadas (Ni et al. 2012). Todavía no se encuentran 

completamente caracterizadas las moléculas involucradas en el diálogo entre LT CD4+ y NK 

durante las respuestas anti-tumorales. En nuestro caso, observamos un aumento en la 

producción de IL-2 en co-cultivos de esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con 

células C4HD-STAT3Y705F con células C4HD salvajes. Esta citoquina podría ser en nuestro caso 
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una de las moléculas que interviene en el diálogo cruzado entre LT CD4+ y NK al igual que lo 

descripto para otras situaciones (Fehniger et al. 2003; Ni et al. 2012). 

La diferencia crucial entre los LT CD8+ y los LT CD4+ es la forma en que reconocen los 

antígenos a través de dos vías separadas de procesamiento de antígeno. Los LT CD8+ 

reconocen, predominantemente, los antígenos endógenos, aquellos antígenos intracelulares 

que son presentados por moléculas del CMH de clase I, que están ubicuamente expresadas por 

la mayoría de los tejidos normales y cancerosos. El reconocimiento directo de los antígenos en 

el contexto del CMH de clase I por los LT CD8+ citotóxicas resulta atractivo. Sin embargo, las 

células tumorales son poco confiables en cuanto a su capacidad como presentadoras de 

antígeno. En muchos casos, carecen de la activación de moléculas co-estimulatorias y tienen 

genomas inestables que son propensos a perder moléculas clave necesarias para el 

procesamiento y presentación de antígenos [15 , 16]. 

La actividad citotóxica de las células NK está finamente regulada por la integración de 

señales de receptores inhibitorios y activadores (Pegram et al., 2011). El receptor activador 

NKG2D es de particular interés ya que se une a varias glicoproteínas de la superficie celular, 

incluyendo en ratón la proteína RAE-1 y H-60 (Diefenbach, et al 2001). En esta Tesis mostramos 

que las células C4HD expresan RAE-1 y H-60, y en estudios previos se ha demostrado la 

expresión de estos antígenos en células 4T1 (Takaki et al. 2005), lo que indica que ambas líneas 

celulares son capaces de ser blanco de células NK, conduciendo a la eliminación del tumor. 

La inmunoterapia contra el cáncer de mama que planteamos en este trabajo puede 

resultar una vacuna tumoral muy atractiva, práctica y genérica precisamente por el hecho de 

que confiere protección cruzada contra otros cánceres de mama y contra otro tipo de cáncer, 

en este caso, colon. En la bibliografía se pueden encontrar algunos trabajos, en donde el uso de 

diversas estrategias de inmunización induce una respuesta inmune que proporciona protección 

cruzada. A continuación, enumeraremos algunos ejemplos: i) la administración de células CT26 

de carcinoma de colon que sobre-expresan IL-12 en ratones produce el rechazo del tumor de 

cáncer de mama murino, LM3, a través de la participación de LT CD8+ citotóxicos (Adris et al. 

2000); ii) la inmunización con células madre embrionarias humanas irradiadas promueve la 

producción de IFN-ɶ eŶ Đélulas T CDϰ+ y el rechazo del tumor CT26 (Li et al. 2009); iii) la 
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inmunización de ratones con una biblioteca de ADNc de tejido normal de próstata humano, 

expresado a partir de vectores virales altamente inmunogénicos, genera una respuesta 

dependiente de células T CD4+ y células Th17 que rechaza el establecimiento de tumores de 

próstata en ratón (Kottke, T. et al. 2011); iv) la inmunización con células irradiadas 4T1 co-

transfectadas con Flt3L y p53 inhibe el crecimiento de otra línea celular de cáncer de mama y 

muestra un aumento de linfocitos secretores de IFN-ɶ e IL-4 (Sang et al. 2005). Sin embargo, en 

ninguno de estos trabajos se evaluó la participación in vivo de células NK. Nuestros resultados 

sostienen que el efecto antitumoral inducido por la inmunización con células de cáncer que 

expresan la proteína DNSTAT3 requiere de las células NK como efectoras de la citotoxicidad 

contra el tumor, pero también de los LT CD4+, lo que sugiere la existencia de antígenos 

tumorales compartidos por los diferentes tipos de células tumorales con los que trabajamos 

que podrían servir de objetivo en esta terapia y de este modo validar la protección cruzada 

observada. 

Los experimentos utilizando células 4T1 como modelo de cáncer de mama metastásico 

mostraron que la inmunización con células 4T1 transfectadas con STAT3Y705F inhibe el 

crecimiento tumoral y reduce el número de metástasis en pulmón. Curiosamente, se encontró 

una disminución en el número de células Treg y un aumento en las células NK que infiltran 

tumores 4T1 creciendo en ratones inmunizados con células 4T1-STAT3Y705F en comparación 

con animales inmunizados con células 4T1-pcDNA3.1. Esta correlación inversa entre Tregs y las 

células NK es apoyada por los hallazgos de Olkhanud y col., que demostraron que las Tregs son 

necesarias para la metástasis de pulmón de las células 4T1 y que la protección contra la 

metástasis reside en la población de células NK (Olkhanud et al. 2009). Por otro lado, el 

aumento del número de células NK intratumorales correlaciona frecuentemente con un mejor 

pronóstico en los pacientes con cáncer (Coca et al. 1997; Villegas et al. 2002) y también con 

mejor sobrevida en ratones (Wendel et al. 2008). 

Por otro lado, demostramos que la inmunización con células de cáncer de mama que 

expresan la proteína DNSTAT3 también resultó eficaz en un protocolo de administración 

terapéutica. Observamos que los tumores provenientes de ratones inmunizados con células 

transfectadas con el vector STAT3Y705F tenían un menor tamaño tumoral y un menor grado 
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histológico que los de los ratones inmunizados con células pcDNA3.1. En un estudio de 

seguimiento de pacientes con cáncer de mama durante 10 años mostró que el tamaño del 

tumor, el compromiso ganglionar y el grado histológico del tumor son los factores pronósticos 

más importantes para la supervivencia a largo plazo (Soerjomataram et al., 2008). Estos mismos 

factores son considerados predictores del establecimiento de metástasis a distancia (Rabbani & 

Mazar, 2007). Esto resalta la importancia del hallazgo de que la inmunización con células que 

tienen inhibida la activación de STAT3 disminuye el grado tumoral, el crecimiento tumoral y las 

metástasis, ya que se tratan de los indicadores pronósticos más importantes en cáncer de 

mama. 

Actualmente el estudio de STAT3 como blanco para el desarrollo de una inmunoterapia 

contra el cáncer continúa siendo explorado mediante la utilización de múltiples estrategias. 

Entre estos enfoques podemos encontrar trabajos en donde bloquean in vivo a STAT3 por 

deleción genética en células tumorales o en células del sistema inmune o por la administración 

de inhibidores farmacológicos (Floriddia, et al., 2011; Kortylewski et al., 2005; Liu et al., 2011; 

Wang et al., 2004). Sin embargo, las tasas de éxito en la estimulación de la respuesta inmune 

anti-tumoral de estas estrategias son variables, y hasta el momento la aplicación clínica de 

estos enfoques está limitada al diseño de mecanismos que hagan posible la inhibición in vivo 

específica del objetivo. En relación a esto, recientemente se ha desarrollado otra estrategia 

basada en el bloqueo in vivo de STAT3 en células del sistema inmune mediante el uso de siRNAs 

contra STAT3 conjugados a secuencias CpG de activación de receptores tipo toll (TLR). De esta 

manera, se inhibe la expresión de STAT3 en células de sistema inmune y esto potencia su 

actividad contra el tumor (Kortylewski et al. 2009, 2010). Sin embargo, uno de los principales 

problemas de las terapias basadas en el bloqueo sistémico de STAT3 es la aparición de 

manifestaciones autoinmunes. La inhibición de STAT3 durante períodos de tiempo prolongados, 

de más de un mes, puede producir una sobre-activación del sistema inmune, que conduce a 

fenómenos como la colitis autoinmune, según se informó previamente (Alonzi et al. 2004; 

Welte et al. 2003). Nuestra estrategia anti-tumoral, al no estar basada en el bloqueo sistémico 

de STAT3 mediante moléculas inhibitorias, no presenta este tipo de problemas. En nuestro 
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caso, se induce una respuesta contra células tumorales, que no mostró ningún efecto adverso 

en otros órganos.   

En nuestro estudio proporcionamos el primer informe del uso de una vacuna de células 

tumorales enteras que tienen inactivación de STAT3. Este enfoque tiene la ventaja de que el 

inmunógeno no es un único antígeno sino toda la gama de antígenos expresados por las células 

tumorales presentados al organismo en el contexto de un microambiente inmuno-estimulatorio 

compuesto por múltiples citoquinas y quimioquinas pro-inflamatoria. Esto permite la 

generación de una respuesta inmune anti-tumoral eficaz para inhibir el desarrollo y crecimiento 

tumoral. Existen numerosas evidencias previas del uso de vacunas celulares contra tumores 

sólidos. En nuestro laboratorio, se desarrolló una inmunoterapia basada en la inoculación de 

células tumorales C4HD que tienen inhibida la expresión del receptor de factor de crecimiento 

semejante a la insulina tipo I (IGF-IR) (Schillaci et al., 2006). En este trabajo demostraron que la 

inmunización con células C4HD tratadas con un oligonucleótido antisentido para el IGF-IR 

indujo una inhibición significativa del crecimiento del tumor C4HD con respecto a los tumores 

de los grupos controles. En este caso, el efecto antitumoral resultó ser específico para el tumor 

C4HD, pues no se observó protección cuando se desafió con otros tumores mamarios 

singeneicos. A diferencia de lo observado en esta Tesis, la respuesta anti-tumoral observada en 

este trabajo dependía de los LT CD8+. Por otro lado, este tipo de estrategias ya han sido 

probadas en pacientes con cáncer, inclusive algunos ya han superado las pruebas de fase III y 

otras, como sipuleucel-T, ya han sido aprobadas por la FDA. Se han realizado ensayos clínicos 

con vacunas basadas en la administración de células tumorales autólogas o heterólogas junto 

con adyuvantes, como el caso de GVAX (Cell Genesys), que consiste en la modificación genética 

de cualquier célula tumoral, autóloga o alogénica, para expresar GM-CSF (Ercolini et al. 2005; 

Betty Li et al. 2009) o de Canvaxin (CancerVax) que se trata de una vacuna contra el melanoma 

basada en la inyección de células de tres líneas celulares de melanoma irradiadas junto a BCG 

(Hsueh et al. 1999; Morton et al. 1992). Sin embargo, hasta el momento existe una larga lista de 

ensayos clínicos de vacunas celulares sin obtener los resultados esperados. Los estudios 

preclínicos sugieren que las inmunoterapias tienen mayor probabilidad de éxito cuando la carga 

de la enfermedad es baja y los mecanismos de tolerancia inmune son menos pronunciados. Sin 
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embargo, los actuales ensayos clínicos de fase III de vacunas contra el melanoma que han 

resultado negativos fueron realizados en pacientes con melanoma avanzado. A pesar de estos 

resultados negativos de los estudios realizados con vacunas celulares, hoy en día se propone 

que cada plataforma individual de vacunación y su estrategia tiene que ser evaluada en su 

mérito científico propio. 

En particular, nuestra propuesta es que frente a un paciente oncológico dado, se podría, 

luego de extirpar quirúrgicamente el tumor primario, cultivar in vitro a las células tumorales 

tratarlas con un inhibidor farmacológico de la activación de STAT3, irradiarlas y vacunar al 

paciente con sus propias células modificadas. De este modo se podría inhibir la formación de 

metástasis o la recurrencia tumoral, beneficiando a los pacientes con una inmunoterapia 

antitumoral específicamente diseñada. El esfuerzo de la inmunoterapia en gran medida, está 

basado en aumentar la inmunogenicidad tumoral. Por muchos motivos, que ya hemos 

enumerado y otros que se desconocen, el tumor escapa al ataque del sistema inmune o bien es 

susceptible en un principio, pero luego del primer reconocimiento y ataque se hace resistente, 

al seleccionarse aquellos clones capaces de no ser reconocidos. El mayor logro de la 

inmunoterapia será entender los mecanismos por los cuales los tumores se vuelven refractarios 

al sistema inmune, para modular luego dichos procesos y lograr que el tumor vuelva a ser 

reconocido y que el sistema inmune, en consecuencia, lo destruya. La óptima estrategia 

inmunoterapéutica consistiría en lograr tres cosas simultáneamente: proveer una señal que 

active al sistema inmune; eliminar los factores inhibitorios y evitar la propagación de los 

fenotipos inmuno-resistentes. Al respecto, los avances en el conocimiento del mecanismo de 

acción de las respuestas inmunitarias celulares antitumorales están permitiendo el desarrollo 

de nuevas generaciones de vacunas antitumorales. El paso clave ha sido el reconocimiento de la 

necesidad de que células profesionales presentadoras de antígeno sean las que presenten los 

antígenos tumorales al sistema inmunitario. Estos avances permitirán llevar a la práctica clínica 

potentes tratamientos de estimulación de la respuesta celular antitumoral para la prevención 

de recidivas o el tratamiento primario del cáncer. Para optimizar la respuesta terapéutica de los 

protocolos de fortalecimiento del reconocimiento antigénico, se está tendiendo a combinar a 

las vacunas contra el cáncer con otras terapias convencionales. Sin embargo, aún es necesario 
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desarrollar un conocimiento más profundo para determinar la modalidad óptima del uso de las 

vacunas contra el cáncer en combinación, por ejemplo, con la quimioterapia, o la radiación. 

Otro punto en el que habrá que avanzar es en el uso de nuevos adyuvantes, los cuales son 

indispensables para quebrar la tolerancia de los antígenos propios del tumor y vencer a la 

inmuno-supresión inducida por el tumor. Con el correr de las investigaciones, hemos 

comenzado a disecar a la respuesta inmune antitumoral y debemos, sin embargo, seguir 

aprendiendo a correlacionar estos nuevos resultados con la clínica. 

 

En conclusión, hemos demostrado, por primera vez, que es posible inhibir el 

crecimiento de un tumor mamario induciendo una respuesta inmune protectora al inyectar 

repetidas veces células tumorales que no pueden activar STAT3. Nuestros resultados, 

demostrando que la inmunización tiene un efecto antitumoral y la caracterización de las 

poblaciones celulares responsables de dicho efecto, tienen potencial aplicación en la clínica. 
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DISCUSIÓN (CAPÍTULO III) 

 

En el presente trabajo proporcionamos la primera evidencia de que la inhibición de 

STAT3 induce un programa de senescencia en células tumorales. Observamos luego de la 

inactivación de STAT3 por transfección con STAT3Y705F o por inhibición con siRNA, varias 

características moleculares asociadas a senescencia, incluyendo una elevada actividad de SA-β-

gal, un aumento en la expresión de los inhibidores de ciclo celular p15INK4b y p16INK4a, y 

cambios característicos en la estructura de la cromatina, como el aumento de la metilación de 

la lisina 9 de la histona H3. Además, nuestros resultados demuestran que la senescencia de 

células C4HD requiere de la expresión de p16INK4a, ya que su inhibición en células que tienen 

inactivación de STAT3 disminuye la actividad SA-β-gal. Por otro lado, ya ha sido extensamente 

descripto el requerimiento de STAT3 para la proliferación de células de cáncer de mama (Garcia 

et al. 2001; Proietti et al. 2005). Interesantemente, la senescencia celular resultó un mecanismo 

importante en la inhibición de la proliferación de células de cáncer de mama C4HD luego de la 

inhibición del oncogén STAT3, ya que demostramos que la pérdida de la expresión de p16INK4a 

restaura la proliferación celular in vitro de células transfectadas con siRNA contra STAT3 o con 

STAT3Y705F. En base al requerimiento de la proteína p16INK4a para la inducción de 

senescencia y para la inhibición de la proliferación por inactivación de STAT3, podemos sugerir, 

que al menos en las células C4HD, la supresión de STAT3 activa un programa de senescencia 

celular a través de mecanismos similares a los observados para la inducción de senescencia por 

activación de un oncogén (Braig et al. 2005; Chen et al. 2005; Collado et al. 2005). De tal 

manera, sería interesante poder estudiar en el futuro, si los otros genes supresores de tumores, 

p53 y Rb, involucrados también en OIS, tienen algún rol en nuestro modelo de inducción de 

senescencia por inactivación de STAT3. En particular, este estudio sería de especial interés ya 

que STAT3 inhibe de manera directa la expresión de p53 mediante su unión al promotor de este 

gen y la represión de su transcripción (Niu et al. 2005). Se conoce, por lo tanto, que la 

inactivación de STAT3 puede permitir el restablecimiento de la función de p53 en aquellos 

tumores en los cuales no se encuentra mutada. Es por esto, que habría que evaluar si su 
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restablecimiento por la inhibición del factor de transcripción que reprime su expresión puede 

promover la inducción de senescencia. 

Los resultados obtenidos en este trabajo son acordes a lo observado por el grupo del Dr. 

Felsher, que demostró por primera vez que la inactivación de un oncogén, en este caso MYC, en 

células de linfoma, osteosarcoma y en carcinomas hepatocelulares induce senescencia celular, 

conduciendo a una disminución del crecimiento tumoral (Wu et al. 2007). Estudios posteriores 

de este grupo demostraron que los LT CD4+ juegan un papel central en la regresión del tumor y 

en la inducción de senescencia luego de la inactivación de MYC. Las células CD4+ no son las 

únicas relevantes en este trabajo, ya que encontraron que otros efectores inmunes del 

huésped, como los macrófagos, las células NK, los mastocitos y las células B, pueden contribuir 

con la respuesta anti-tumoral. En efecto, en este trabajo proponen que es posible que las 

células T CD4+ estén mediando en parte la regresión del tumor mediante el reclutamiento de 

estas poblaciones efectoras. Esta función coordinadora de los LT CD4+ los convierte en un 

componente importante del mecanismo de regresión por la inactivación de oncogenes. Otra de 

las características interesantes de este trabajo, es la descripción de un fenotipo secretor 

caracterizado por la expresión de IFN-ɶ, TNF-α y de IL-5, que se asemeja a lo observado en 

nuestro trabajo luego de la inactivación de STAT3 (Capitulo II). Por otro lado, también se sabe 

que la activación de STAT3 modula la expresión de MYC en la glándula mamaria, y que este 

hecho es fundamental para la transformación mediada por c-Src de estas células (Bowman et 

al. 2001). Con respecto a esto, en nuestro laboratorio se confirmó que STAT3 es requerida para 

la conocida expresión de MYC inducida por progestágenos en células de cáncer de mama (Rivas 

et al. 2012; Sutherland 1991). Todas estas evidencias, y sumado a nuestros resultados de que la 

vacuna de células tumorales que tienen inactivada la función de STAT3 induce una respuesta 

inmune anti-tumoral mediada por células TCD4+, avalan nuestras observaciones sobre la 

inducción de senescencia por inactivación de STAT3. 

Recientemente se sugirió que la inactivación de un oncogén puede alterar el equilibrio 

de las vías pro- y antiapoptoticas permitiendo la inducción de apoptosis en tumores (Sharma et 

al. 2006). En particular, es ampliamente conocido que la inhibición de la activación de STAT3 

conduce a la apoptosis de células tumorales en diversos modelos de cáncer, como por ejemplo, 
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en células cáncer de mama humano (Garcia et al. 2001), en mieloma (Catlett-Falcone et al. 

1999) y en melanoma entre otros (Niu et al. 1999). En nuestro grupo hemos demostrado 

previamente que la inhibición de la señalización de STAT3 induce apoptosis en células C4HD 

(Proietti et al. 2005), pero, sin embargo, también encontramos que la inmunización con células 

C4HD apoptóticas por irradiación con UV no fue capaz de desencadenar una respuesta inmune 

anti-tumoral (Schillaci et al., 2006). En cambio en este trabajo hemos demostrado que las 

células C4HD y 4T1 que tienen inhibida la activación de STAT3 pueden activar senescencia 

celular. Por lo tanto, la inactivación de STAT3 puede resultar en la inducción de distintos 

programas celulares, que conducen desde la detención de la proliferación por senescencia 

hasta la muerte de la célula por apoptosis. Se describió para los tumores hematopoyéticos que 

la inactivación de MYC resulta en un arresto inicial de la proliferación, acompañado de 

diferenciación y senescencia, que conduce finalmente a una total eliminación por apoptosis 

(Felsher et al. 1999). Por otro lado, la activación de la quinasa del punto de control 2 (Chk2), 

que cumple un rol en la regulación del daño al DNA, resulta en la detención del ciclo celular por 

la inducción dual de senescencia y de apoptosis en células de cáncer humanas (Hela y DLD1). 

Sin embargo, hasta el momento no han sido dilucidados los mecanismos que favorecen la 

activación de un programa de apoptosis o de senescencia, pero se sabe que dependen del tipo 

celular, de la intensidad y de la duración de la señal, así como también de la naturaleza de los 

daños ;d͛Adda di FagagŶa ϮϬϬϴͿ. Por lo tanto, el destino celular depende de la combinación de 

numerosos factores intrínsecos y extrínsecos y es por esto que puede ser extremadamente 

variable, incluso dentro de un mismo tipo celular.  

También es conocido que STAT3 tiene un rol en la inmortalización de células tumorales, 

mediante la inducción de la telomerasa humana (hTERT) (Konnikova et al., 2005), por lo que es 

razonable que su inactivación resulte en senescencia. 

Hasta el momento, existen numerosos reportes que indican que la supresión de STAT3 

tiene consecuencias específicas en diferentes tipos de tumores. Aquí, mostramos por primera 

vez que la inactivación de STAT3 en distintas líneas de cáncer de mama promueve la 

senescencia celular. Nuestros resultados suman nuevas evidencias a los obtenidos por del 

grupo del Dr. Felsher, y avalan la hipótesis de que la inducción de senescencia puede ser un 
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mecanismo más de regresión tumoral por inhibición de un oncogén. Si bien sabemos que la 

inhibición del crecimiento tumoral por inactivación de un oncogén puede estar regulada por 

numerosos mecanismos intrínsecos de las células y por mecanismos dependientes del entorno 

celular, como la inhibición de la angiogénesis, en nuestro trabajo postulamos a la senescencia 

como un nuevo mecanismo intrínseco de las células tumorales gatillado por la inhibición de 

STAT3 en células de cáncer de mama. 

Por otro lado, nosotros observamos que la inmunización con células tumorales que 

tienen inhibida la activación de STAT3 induce una respuesta inmune anti-tumoral. Como 

mencionamos previamente en la introducción del capítulo III, las células senescentes secretan 

factores inmunomoduladores que pueden activar la inmunovigilancia. Por medio de su fenotipo 

secretor asociado a senescencia, estas células pueden comunicarse con su entorno y, por lo 

tanto influir en el microambiente tisular, atrayendo por ejemplo células del sistema inmune. El 

laboratorio del Dr. Lowe demostró que la restauración de la expresión de p53 en un modelo de 

cáncer hepático de ratón induce senescencia celular y regresión tumoral. Esta eliminación de 

las células tumorales fue llevada a cabo por células del sistema inmune, como macrófagos, 

neutrófilos y células NK (Xue et al. 2007). También se ha explorado el rol de la senescencia en la 

eliminación de hepatocitos pre-cancerosos y se ha comprobado que la inducción de 

senescencia en estas células es importante para promover una inmunovigilancia de células T 

CD4+ eficiente y por consiguiente la supresión de la formación de tumores en el hígado. Si bien 

los datos experimentales hasta el momento se limitan al hígado, actualmente se ha comenzado 

a espeĐulaƌ Ƌue la seŶesĐeŶĐia puede teŶeƌ uŶ ƌol geŶeƌal eŶ la ͞fase de eliŵiŶaĐióŶ͟ de la 

inmunovigilancia de tumores, según lo postulado por Schreiber y Smyth (Schreiber et al.,  

2011). Esta etapa descripta en la teoría de la inmunoedición de tumores describe una fase 

temprana en donde los tumores incipientes se detectan mediante la interacción de células del 

sistema inmune innato y adaptativo (Schreiber et al. 2011). Por otro lado, estudios recientes 

sugieren que las respuestas inmunes contra las células senescentes no se limitan sólo al cáncer 

o células precancerosas, sino también a patologías no cancerosas. Se ha demostrado que 

durante el daño hepático crónico y el desarrollo de fibrosis, un tipo especial de células 

hepáticas, las células estrelladas, sufren senescencia y por lo tanto limitan la progresión de la 
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fibrosis. Curiosamente, la restricción de la progresión de la fibrosis fue dependiente de la 

eliminación de las células estrelladas senescentes por acción de las células NK (Krizhanovsky et 

al. 2008). En resumen, existe una creciente evidencia de que el control de las células 

senescentes determina la aparición del cáncer y progresión del cáncer, el daño tisular y el 

envejecimiento, y se ha demostrado que las respuestas inmunes contra las células senescentes 

tienen un papel importante en el cáncer así como también en patologías no cancerosas.  

Recientemente se publicó un trabajo en donde desarrollaron una inmunoterapia basada 

en la preparación in vitro de células senescentes, por tratamiento con el inhibidor veliparb, que 

actúa inhibiendo la función de reparación de ADN de la polimerasa poli(ADP-ribosa), junto con 

radiación ionizante y en su posterior inyección en ratones portadores de melanoma. La 

inmunización con estas células tumorales senescentes, productoras de citoquinas 

inmunoestimuladores resultó eficaz en la inducción de una respuesta inmune anti-tumoral 

mediada por linfocitos T CD8+ citotóxicos (Meng et al. 2012).  

En base a estos antecedentes, nuestros resultados sugieren que la senescencia inducida 

por inhibición de STAT3 en las células de cáncer de mama de ratón 4T1 y C4HD puede estar 

involucrada en la respuesta inmune inmune anti-tumoral que observamos cuando inyectamos 

estas células en ratones a modo de una vacuna celular. Nosotros postulamos que: 1) las células 

tumorales senescentes secretan factores inmunomoduladores que pueden reclutar células del 

sistema inmune al sitio de inmunización y promover la activación y maduración de CDs; 2) las 

CDs maduras pueden interaccionar con LTh vírgenes en ganglios linfáticos permitiendo la 

inducción de una respuesta inmune celular y la generación de células T CD4+ de memoria; y 3) 

las células T CD4+ pueden promover mediante la secreción de citoquinas Th1 (IL-2 e IFN-ɶͿ la 

activación de células NK lo que conduce a su citotoxicidad contra el tumor salvaje (Figura 58). 
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Figura 58. Esquema representativo de la inducción de una respuesta anti-tumoral por inmunización con células 

tumorales que tienen inhibida la activación de STAT3. Las células tumorales senescentes que sobre-expresan 

STATY705F, y por lo tanto tienen disminuida la activación de STAT3, secretan factores inmunomoduladores que 

pueden reclutar células del sistema inmune al sitio de inmunización y promover la activación y maduración de CDs. 

Las CDs maduras pueden interaccionar con LTh vírgenes permitiendo la inducción de una respuesta inmune celular 

y la generación de células T de memoria. En presencia de las células tumorales salvajes, las células T CD4
+
 pueden 

promover mediante la secreción de citoquinas Th1 (IL-2 e IFN-ɶͿ la aĐtiǀaĐióŶ y su consecuente aumento de 

citotoxicidad de células NK. 

  

En conclusión, hemos demostrado que la inhibición de la señalización de STAT3 en 

células de cáncer de mama resulta en un inmunógeno eficaz capaz de activar el sistema de 

inmunovigilancia e inhibir el crecimiento del cáncer de mama y sus metástasis. La inducción 

de senescencia celular después de la inactivación STAT3 es un nuevo hallazgo que abre 

nuevas estrategias para la investigación y aplicación clínica de las inmunoterapias en cáncer  
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Tabla A. Características clinicopatológicas de los pacientes 

 
Característica Nº pacientes %  

Número total de pacientes 39  
   

Edad (años)   
   Media 55  
   DE 12.3  
   Rango 32-78  
   

Menopausia    
   Premenopáusica 14 38 
   Postmenopáusica 23 62 
No documentado 2  
   

Tamaño del tumor   
   T1 19 51 
   T2 17 46 
   T3 1 3 
   T4 0 0 
No documentado 2  
   

Estadio de compromiso de nódulos linfáticos   
Negativo 22 59 
Positivo 15 41 
No documentado 2  
   

Metástasis a distancia   
   M0 37 97 
   M1 1 3 
No documentado 1  
Sitio de localización de las metástasis   

Hueso 1  
   

Estadio clínico   
   I 15 38 
   II 14 36 
   III 7 18 
   IV 3 8 
   

Grado tumoral   
1 3 8 
2 19 53 
3 14 39 

   No documentado 3  
   

Receptores hormonales   
  RE+ RP+

a
 27 78 

  RE+ RP- 4 11 

  RE- RP+ 0 0 

  RE- RP- 4 11 

  No documentado 4   
a
RE: Receptor de estrógenos. RP: Receptor de Progesterona. 
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