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RESUMEN  
 

El cáncer se considera una enfermedad multifactorial de base genética, cuya incidencia y 
mortalidad van en aumento. Las terapias convencionales actuales son poco eficaces y 
tóxicas, por lo que la inmunoterapia representa una opción para el tratamiento de esta 
enfermedad. El objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de la vacunación 
contra la proteína del tumor de Wilm’s (WT1) más oligonucleótidos desoxicitidil-
desoxiguanosina (ODN-CpG) administrados por aerosol, sobre el crecimiento de 
tumores pulmonares y subcutáneos. Primero fue evaluada la capacidad 
inmunomoduladora de los ODN-CpG, a través del análisis de células inmunológicas en 
pulmón y citocinas en suero de ratones, además por histología se evaluaron las 
alteraciones en pulmón, inducidas por los ODN-CpG. Por western blot se determinó la 
expresión de WT1 en las líneas celulares B16F10 y L5178Y-R (utilizadas para los 
modelos in vivo), y se evaluó la especificidad y funcionalidad del plásmido WT1 (H+/-) 
y los dos péptidos sintéticos de WT1 usados como vacunas. Posteriormente se evaluó la 
efectividad terapéutica de la vacunación contra WT1 más ODN-CpG en modelos 
murinos de: a) tumores B16F10 pulmonares, inducidos en ratones C57BL/6 y, b)  
tumores L5178Y-R subcutáneos, en ratones BALB/c; así como la capacidad profiláctica 
de la vacunación en tumores L5178Y-R subcutáneos. El análisis de 
inmunofluorescencia, en comparación al grupo control, mostró que los CpG-1826 y 
CpG-2395 causaron una reducción significativa de células CD3+, CD19+ y CD20+, sin 
presencia de células CD80+, mientras el CpG-2395 indujo un incremento de células 
CD69+ en el tejido pulmonar. El análisis de citocinas, reveló que, en comparación al 
grupo control, el CpG-1826 incrementó significativamente los niveles de IL-4 e IL-10, 
así como de IFNγ, mientras el CpG-2395 redujo IL-6 e IL-10. El análisis histológico 
evidenció alteraciones agudas en los pulmones, algunas significativas con respecto a los 
controles, incluyendo: para el CpG-1826 engrosamiento de sacos alveolares, congestión, 
enfisema e hiperplasia; para el CpG-2395 hiperplasia marcada, infiltrado inflamatorio y 
edema. En otros experimentos se detectó una alta expresión de WT1 en células B16F10 
y L5178Y-R y se demostró la funcionalidad del plásmido WT1 (H+/-), a través de la 
expresión exógena de WT1 en células transfectadas y la producción de anticuerpos anti-
WT1 en ratones inmunizados. La especificidad de los péptidos se comprobó por la 
producción de IFN-γ en co-cultivos de linfocitos y células B16F10. En el modelo de 
tumor B16F10 pulmonar,  el número y tamaño de focos tumorales no mostró diferencias 
entre los diferentes grupos que recibieron vacunación contra WT1 y el CpG-2395, con 
respecto al grupo control, tampoco hubo diferencias en el peso de los pulmones ni en la 
sobrevivencia de los ratones. En el modelo de linfoma subcutáneo L5178Y-R, en 
comparación al control se observó una regresión tumoral y una mayor sobrevivencia en 
todos los grupos de tratamiento, excepto en el que recibió la combinación de los dos 
péptidos de WT1 más el CpG-2395. Finalmente, en el modelo profiláctico de linfoma, 
en los grupos que recibieron el plásmido WT1 H (+/-) solo o en combinación con el 
CpG-2395, la aparición del tumor se retrasó considerablemente y la sobrevivencia se vio 
incrementada para todos los grupos, excepto en los ratones tratados con CpG-2395. En 
conjunto, los datos sugieren la existencia de mecanismos de evasión inmunológica en 
tumores B16F10 pulmonares y respaldan la efectividad de la vacunación pulmonar 
contra WT1 y CpG en tumores L5178Y-R subcutáneos, aunque debe ponerse atención 
en la posible inducción de mecanismos de tolerancia inmunológica. 
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ABSTRACT 

 
Cancer is considered a genetic multifactorial disease, whose incidence and mortality are 
increasing. Current conventional therapies are ineffective and toxic, so immunotherapy 
represents an option for the treatment of this disease. The aim of this work was to 
evaluate the effectiveness of the vaccination against the Wilm’s tumor protein (WT1) 
plus deoxycytidyl-deoxyguanosine oligonucleotides (CpG-ODN) administered by 
aerosol, on the growth of pulmonary and subcutaneous tumors. First, the 
immunomodulatory capacity of CpG-ODN was evaluated, through the analysis of 
immunological cells in the lungs and cytokines in serum of mice. Histologically, lung 
alterations induced by CpG-ODN were also evaluated. Western blot expression of WT1 
was determined on B16F10 and L5178Y-R cell lines (used for the in vivo models), and 
the specificity and functionality of the WT1 (H +/-) plasmid and the two synthetic WT1 
synthetic peptides (used as vaccines) was evaluated. Later, was evaluated the therapeutic 
effectiveness of vaccination against WT1 plus CpG-ODN in murine models of: a) 
B16F10 lung tumors induced in C57BL/6 mice and, b) subcutaneous L5178Y-R tumors 
in BALB/c mice; as well as the prophylactic capacity of vaccination in subcutaneous 
L5178Y-R tumors. Immunofluorescence analysis, compared to the control group, 
showed that CpG-1826 and CpG-2395 caused a significant reduction of CD3+, CD19+ 
and CD20+ cells, without the presence of CD80+ cells, whereas CpG-2395 induced an 
increase of CD69+ in the lung tissue. Cytokine analysis revealed that, in comparison to 
the control group, CpG-1826 significantly increased levels of IL-4 and IL-10 as well as 
IFNγ, while CpG-2395 reduced IL-6 and IL-10 levels. The histological analysis revealed 
acute alterations in the lungs, some significant with respect to the controls, including: for 
CpG-1826 thickening of alveolar sacs, congestion, emphysema and hyperplasia; For 
CpG-2395 marked hyperplasia, inflammatory infiltrate and edema. In other experiments, 
high WT1 expression was detected in B16F10 and L5178Y-R cells and the functionality 
of the WT1 (H +/-) plasmid was demonstrated, through the exogenous expression of 
WT1 in transfected cells and the production of anti-WT1 antibodies in immunized mice. 
The specificity of the peptides was verified by the production of IFN-γ in co-cultures of 
lymphocytes and B16F10 cells. In the lung B16F10 tumor model, the number and size 
of tumor foci did not show differences between the different groups receiving 
vaccination against WT1 and CpG-2395, compared to the control group, with no 
differences in lung weight or survival of the mice. In the L5178Y-R subcutaneous 
lymphoma model, tumor regression and increased survival were observed in all 
treatment groups, except for the combination of the two WT1 peptides plus CpG-2395. 
Finally, in the prophylactic lymphoma model, in groups receiving the WT1 H (+/-) 
plasmid alone or in combination with CpG-2395, tumor onset was significantly delayed 
and survival was increased for all groups, except in mice treated with CpG-2395. 
Overall, the data suggest the existence of immune evasion mechanisms in lung B16F10 
tumors and support the effectiveness of lung vaccination against WT1 and CpG in 
subcutaneous L5178Y-R tumors, although attention should be paid to the possible 
induction of immune tolerance mechanisms. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 
El cáncer es una enfermedad proliferativa, de origen multifactorial, caracterizada por 

un crecimiento descontrolado de células, cuya incidencia y mortalidad han ido a la alza, 

a pesar de los avances en el campo de la medicina y otras áreas del conocimiento. La 

detección temprana de formas localizadas del tumor y su escisión quirúrgica ha sido 

siempre la terapia más efectiva en cáncer; desafortunadamente muchos casos Se 

diagnostican en forma tardía y los tratamientos convencionales (en particular la 

quimioterapia) han mostrado una efectividad limitada, con elevada toxicidad y sin 

beneficios en la supervivencia de los pacientes. 

La proteína del tumor de Wilm’s (WT1) es un factor de transcripción involucrado en 

proliferación y diferenciación celular y apoptosis, que modula la expresión de un gran 

número de genes asociados a estos procesos; se ha demostrado su sobreexpresión en 

distintas neoplasias, desde leucemias hasta tumores sólidos de mama, pulmón, ovario, 

útero, tiroides, melanoma etc., donde desempeña un papel oncogénico, por lo que 

recientemente WT1 fue reconocido como el antígeno tumoral universal más importante 

(en un listado de 75 antígenos), para el desarrollo de inmunoterapias contra el cáncer. 

Actualmente existe evidencia clínica de la vacunación contra WT1 en tumores 

hematológicos y sólidos, donde se ha demostrado que la vacunación es efectiva y segura. 

Las vacunas en cáncer, constituyen una novedosa estrategia inmunoterapéutica y 

tienen como objetivo estimular o potenciar en el huésped una respuesta inmunitaria 

contra los antígenos del tumor, además inducen menos efectos secundarios y tienen el 

potencial de evitar metástasis y recurrencia, en comparación con las terapias estándar. 

Los oligodesoxinucleótidos CpG (ODN-CpG) son moléculas sintéticas que contienen 

dinucleótidos desoxicitidil-desoxiguanosina no metilados que simulan el  ADN 

bacteriano, son reconocidos por el receptor tipo Toll 9 (TLR-9) e inducen la producción 

de citocinas, predominantemente Th1, que participan en la maduración, diferenciación y 

proliferación de linfocitos B y T, células NK y monocitos/macrófagos. Los ODN-CpG 

han mostrado un amplio potencial terapéutico en diversas enfermedades, incluyendo el 

cáncer, donde se demostrado su seguridad y eficacia como adyuvantes en vacunación. 
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Los pulmones son órganos continuamente expuestos a partículas orgánicas e 

inorgánicas y numerosos microorganismos presentes en el medio ambiente, lo que 

obliga al despliegue de mecanismos inmunológicos rápida y eficientemente. La entrega 

de agentes terapéuticos directamente al pulmón representa una opción no invasiva y 

sencilla, ideal para aplicaciones repetidas con disminución de dosis, que garantiza una 

buena absorción y distribución homogénea en el epitelio pulmonar; además, la alta 

vascularización del pulmón y su interacción directa con la circulación sanguínea, 

permiten obtener efectos terapéuticos no solo locales, sino sistémicos. Por todo ello la 

administración pulmonar de vacunas, representa una estrategia recientemente abordada 

para la generación de respuestas inmunes antitumor. 

La finalidad de este trabajo es evaluar la eficacia de vacunas de nueva generación 

basadas en WT1 (DNA y péptidos sintéticos) y en combinación con el adyuvante ODN-

CpG, administradas por aerosol, para el tratamiento de tumores pulmonares y 

subcutáneos, derivados de líneas celulares con alta expresión de WT1. 
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2. ANTECEDENTES 
 

 
2.1. Cáncer 

 

El término cáncer engloba un conjunto de enfermedades de origen multifactorial que 

se caracterizan por el crecimiento descontrolado de células anormales y su diseminación 

en el organismo. A nivel molecular, el cáncer es resultado del daño en el material 

genético inducido por agentes físicos, químicos y/o biológicos, falla en los sistemas de 

reparación del ADN, anomalías en genes reguladores del ciclo celular y apoptosis, así 

como un desbalance de genes supresores de tumor y oncogenes (Binelfa y Salinas, 

2005). 

En la actualidad el cáncer es considerado un serio problema de salud pública, cuya 

incidencia y mortalidad han ido a la alza. Tan solo en el 2012, se registraron más de 14 

millones de casos nuevos de cáncer a nivel mundial, con una mortalidad de 8.2 millones 

de personas (Ferlay et al., 2015). Para el año 2030, la Organización Mundial de la Salud 

estima que habrá en el mundo alrededor de 26 millones de nuevos casos y 17 millones 

de muertes al año (Boyle and Levin, 2008). 

Recientemente, se ha postulado que las células cancerosas poseen 10 características 

biológicas comunes, que se conocen como “hallmarks” o sellos distintivos del cáncer 

(Hanahan y Weinberg, 2000, 2011) e incluyen: a) capacidad de división ilimitada 

(inmortalidad), b) auto-suficiencia en señales de crecimiento, c) insensibilidad a señales 

anti-crecimiento, d) evasión de la apoptosis, e) angiogénesis sostenida, f) invasión de 

tejidos/metástasis, g) metabolismo alterado, h) promoción de la inflamación, i) 

inestabilidad genética con acumulación de mutaciones y, j)  evasión del sistema inmune 

(Figura 1). 
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Figura 1. “Hallmarks” o sellos distintivos del cáncer. Modificado de Hanahan and Weinberg, 2011. 

 

2.2. Inmunovigilancia tumoral 

 

La importancia del sistema inmunológico en la protección contra diversos patógenos 

como virus, bacterias y parásitos está bien establecida. En cambio existe controversia 

sobre si la prevención del cáncer es o no una función primaria inherente al sistema 

inmune (Corthay, 2014). Hace más de 50 años, Lewis Thomas and Frank 

Macfarlane Burnet propusieron la hipótesis de la vigilancia inmunológica o 

inmunovigilancia, como la capacidad del sistema inmune para identificar y eliminar 

células tumorales (Burnet, 1957). No obstante, la hipótesis de la inmunovigilancia del 

cáncer fue aceptada hasta 1990, a partir de evidencia experimental  obtenida en animales  

knock-out, en los que era factible inducir tumores usando agentes químicos y observar la 

aparición de tumores espontáneos (Dunn et al., 2002). Un enfoque opuesto a la hipótesis 

de la inmunovigilancia, sugiere que las células inmunológicas inflamatorias y las 

citocinas presentes en los tumores, actúan como promotoras del crecimiento tumoral, 

más que suprimirlo (Mantovani et al., 2008). Sin embargo, existe basta evidencia que 
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indica que una función primaria del sistema inmunológico es la prevención del cáncer, 

lo que se sustenta en 8 observaciones principales (Corthay, 2014): 

 

1) Los pacientes con inmunodeficiencias primarias tienen un mayor riesgo de 

cáncer 

2) Los pacientes receptores de órganos, que reciben tratamiento inmunosupresor, 

son más propensos a desarrollar cáncer 

3) Los pacientes con VIH tienen un riesgo elevado de cáncer 

4) La cantidad y calidad del infiltrado de células inmunológicas en tumores 

humanos primarios, tiene un importante valor pronóstico en la sobrevivencia de 

los pacientes 

5) Las células tumorales presentan mutaciones en genes codificantes de proteínas 

que son reconocidas específicamente por el sistema inmune adaptativo 

6) Las células tumorales acumulan mutaciones selectivamente, lo que les permite 

evadir la destrucción por el sistema inmune  

7) Los linfocitos que expresan el receptor NKG2D son capaces de reconocer y 

eliminar células estresadas premalignas 

8) Un enfoque prometedor actual para tratar el cáncer consiste en potenciar la 

respuesta inmune natural del paciente, a través del bloqueo de moléculas 

inmunológicas que regulan negativamente la activación de linfocitos T, como 

CTLA-4, PD-1, o PD-L1 

 

2.3. Inmunidad innata contra cáncer 

 

Durante la patogénesis del cáncer ocurre una interacción inicial con varios 

componentes del sistema inmune innato, que se activan para tratar de minimizar la 

inflamación propiciada por el tumor. Este proceso es crucial para el desarrollo de la 

respuesta inmune adaptativa. Las modificaciones genéticas y epigenéticas en las células 

tumorales, se correlacionan con los cambios en la composición de las proteínas de 

superficie, lo que resulta en la expresión de antígenos asociados a tumor (AAT) (Pinho 

et al., 2015). Se ha observado la participación de las proteínas del complemento en el 
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reconocimiento de TAA, iniciando una reacción inflamatoria, la opsonización y, en 

algunos casos, la muerte de la célula blanco. La activación del complemento ha sido 

reportada en fluidos biológicos de pacientes con cáncer, así como en tejidos de pacientes 

con tumores de pulmón, ovario, neuroblastoma, entre otros (Pio et al., 2014). 

Por otro lado, la expresión aberrante o reducida de moléculas del MHC de clase I, 

conduce a la activación de células Natural killer (NK), esto a través de la unión del 

receptor NKG2D con  glicoproteínas de superficie de la familia MICA/B, presentes en 

tumores (Waldhauer and Steinle, 2008). Los mecanismos de muerte de células tumorales 

por parte de células NK incluyen: a) liberación de gránulos citoplasmáticos (perforina y 

granzimas) que forman poros en la membrana celular, b) citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos (CCDA), que requiere la expresión de CD16 (receptor Fc) en 

la superficie de células NK y, c) liberación de citocinas como el IFN-γ, que median la 

activación y presentación de células presentadoras de antígeno (CPA), como las células 

dendríticas (DCs) (Waldhauer and Steinle, 2008). 

Otro mecanismo antitumoral de la inmunidad innata involucra neutrófilos, que 

poseen fagolisosomas equipados con enzimas del sistema NADPH oxidasa, que 

propician la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), causando citotoxicidad 

en células tumorales, a través de la disrupción de la membrana celular (Gregory and 

Houghton, 2011). 

Diversos tipos celulares, incluyendo células dendríticas, células T γδ, macrófagos y 

células NKT sirven como enlaces entre la inmunidad innata y la adaptativa. De hecho las 

células dendríticas y macrófagos, que funcionan como fagocitos en la inmunidad innata, 

también funcionan como CPA  en la inmunidad adaptativa (Palucka and Banchereau, 

2012). Un mecanismo común por el cual las células NKT contribuyen a la respuesta 

inmune antitumoral, ocurre a través de la secreción de IFN-�, que activa las funciones 

efectoras de células NK y linfocitos T CD8+ , que median la lisis tumoral vía granzimas 

y perforinas. Además la interacción de células NKT con células dendríticas vía CD40L y 

CD40, respectivamente, conduce a la activación y secreción de IL-12, que puede activar 

células NK o linfocitos T CD8+ para la lisis y supresión de la progresión del cáncer 

(Terabe and Berzofsky, 2008). CD40 se expresa en varios tipos de CPA y actúa como 

una señal coestimulatoria cuando se une a CD40L en células NK, mastocitos, 
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macrófagos, células B, células epiteliales, células endoteliales y células T activadas 

(Sharpe, 2009).  

Por otra parte, de forma similar a células NK y linfocitos CD8+,  las células T γδ 

expresan el receptor NKG2D, que interactúan con MICA/B en células tumorales, 

promoviendo su lisis. Otros mecanismos usados por las células T γδ para controlar la 

progresión del cáncer involucran: la secreción de IFN-�, que puede activar NK y células 

T CD8+ y provocar lisis tumoral; el reconocimiento de TAA por el receptor CD16, que 

media la CCDA; y la unión de receptores de células T γδ  a auto-antígenos, como son 

proteínas de choque térmico (HSPs), que se encuentran sobreexpresadas en el 

microambiente tumoral (Gogoi and Chiplunkar, 2013). 

 

2.4. Inmunidad adaptativa contra cáncer 

 

Al igual que en la inmunidad innata, el sistema inmune adaptativo está equipado con 

diversos componentes, incluyendo células T, B y CPA, que le brindan la capacidad de 

montar una repuesta antitumoral antígeno-específica. El dogma central detrás de la 

inmunidad contra el cáncer involucra la formación de neoantígenos durante el proceso 

de tumorigénesis, éstos antígenos son captados por fagocitosis por CPA o pinocitosis por 

DCs, para su procesamiento y presentación a través de moléculas del MHC de clase I y 

II (Chen and Mellman, 2013). Las moléculas de MHC clase I se encargan de la 

presentación de péptidos endógenos cortos (8-10 aa) derivados de antígenos tumorales, 

mientras las de clase II presentan péptidos exógenos más largos (15-24 aa) (Chen and 

Mellman, 2013). Esto lleva a la activación de células T con la expresión de moléculas 

co-estimuladoras y la secreción de quimiocinas y citocinas. El efecto conduce a la 

expansión clonal de las células T y al reclutamiento de otras células efectoras del 

sistema inmune, incluyendo componentes del sistema inmune innato. Las células T 

CD4+, conocidas como cooperadoras (Th), secretan citocinas y quimiocinas que regulan 

diferentes aspectos de la repuesta inmune. Las células T CD4+ Th1 propician la 

activación de linfocitos T CD8+, favoreciendo la inmunidad celular contra el tumor. Las 

células T CD4+ Th2 actúan sobre células B, lo que favorece la inmunidad humoral.  Las 

células T CD8+, que son citotóxicas, son activadas por la presentación directa del 
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antígeno (vía MHC de clase I), o por células T CD4+. Finalmente, las células tumorales 

son destruidas por citotoxicidad celular o indirectamente a través de mecanismos de 

citotóxicos dependientes de anticuerpos (Spurrell and Lockley, 2014). 

 

2.5. Inmunoedición tumoral 

La demostración de que los tumores pueden desarrollarse aun cuando el sistema 

inmune es funcional, dio origen al concepto de inmunoedición tumoral, el cual consta de 

3 fases fundamentales: eliminación, equilibrio y escape (Dunn et al., 2004). En la fase de 

eliminación, el sistema inmune detecta y elimina células tumorales que se han 

desarrollado a partir de fallas intrínsecas en los mecanismos supresores de tumor, la 

eliminación puede ser total o parcial, en el último caso se pasa a la fase de equilibrio. 

Durante este periodo, las células tumorales permanecen en latencia o bien continúan 

acumulando alteraciones genéticas,  incluyendo mutaciones en el DNA o cambios en la 

expresión génica, que pueden  modular antígenos tumorales específicos y antígenos 

inducidos por estrés en las células. Mientras este proceso continúa, el sistema inmune 

ejerce una presión selectiva, eliminando clonas de células tumorales susceptibles, esto 

suele ser suficiente para controlar la progresión tumoral, pero si esto no ocurre, el 

proceso resulta en la selección de variantes de células capaces de resistir, evitar o 

suprimir la respuesta inmune antitumoral, conduciendo a la fase de escape. Durante esta 

fase el sistema inmune es incapaz de frenar el crecimiento del tumor, que eventualmente 

progresa (Dunn et al., 2004) (Figura 2). 
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Figura 2. Mecanismo de inmunoedición tumoral. (Tomado de: 

http://science.sciencemag.org/content/331/6024/1565/F3)                                                                    

 

2.6. Mecanismos tumorales de evasión del sistema inmune 

 

Los tumores no crecen de manera aislada, sino que coexisten  dentro de una red 

compleja de estructuras, células y señales químicas provenientes de células epiteliales, 

estroma, sangre y vasculatura linfática, células inmunológicas, citocinas y quimiocinas. 

La inestabilidad genética inherente a las células tumorales, genera la formación de TAA, 

lo que posibilita al sistema inmune a discernir entre una célula tumoral y una normal, sin 

embargo las células tumorales han desarrollado un conjunto de mecanismos para evadir 

el ataque y destrucción por parte del sistema inmune (Spurrell and Lockley, 2014). 
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Los principales mecanismos de evasión del sistema inmune en el microambiente 

tumoral, incluyen (Panda et al., 2015) (Figura 3): 

1. Baja expresión o inmunogenicidad de los TAA 

2. Inducción de tolerancia, anergia y/o apoptosis de células T 

3. Inducción de células T reguladoras 

4. Generación de iDCs y pDCs no funcionales 

5. Generación de células supresoras derivadas mieloides (MDSCs) 

6. Depleción de células NK y NKT 

7. Inducción de FASL y TRAIL 

8. Secreción de factores inmunosupresivos, como TGF-β, IL-10, PGE-2, IDO, 

gangliósidos y galectinas 

9. Promoción del fenotipo M2 en macrófagos 

10. Inducción de señales co-estimuladoras negativas, como CTLA-4 y PD-1 

11. Anormalidades en la presentación antigénica 

 

 
Figura 3. Mecanismos tumorales de evasión del sistema inmune. Tomado de: Panda et. al,, 2015. 
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2.7. Inmunoterapia en cáncer 

 

La caracterización de  múltiples mecanismos de resistencia de los tumores al sistema 

inmunológico, ha conducido en las últimas dos décadas al desarrollo de estrategias para 

superar esos mecanismos, lo que ha llevado a un crecimiento acelerado de la 

investigación en torno a la inmunoterapia en cáncer. Aunque actualmente el número de 

tratamientos aprobados para su uso en humanos, basados en este régimen es limitado, se 

espera que en los próximos años sea parte del abanico de opciones de tratamiento, 

pudiendo usarse como monoterapia o en combinación con otros agentes de 

quimioterapia, radioterapia e incluso de inmunoterapia (Sathyanarayanan and Neelapu, 

2015).  

Actualmente hay dos amplias categorías para el desarrollo de inmunoterapias en 

cáncer (Sathyanarayanan and Neelapu, 2015) (Figura 4): 

a) Agentes dirigidos directamente contra las células tumorales 

b) Agentes que activan las células del sistema inmune, que son las encargadas de 

mediar la destrucción tumoral 

 

 
 

Figura 4. Categorías de inmunoterapia en cáncer. Tomado de: Sathyanarayanan and Neelapu, 2015. 
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2.8. Vacunas terapéuticas en cáncer 

 

Las vacunas terapéuticas representan una opción viable en la inmunoterapia del 

cáncer. El propósito de las vacunas es inducir respuestas antitumorales mediadas por 

células T, a través de la inmunización contra antígenos asociados o específicos de tumor. 

Los resultados prometedores obtenidos en ensayos clínicos, llevaron en 2010 a la 

aprobación por la Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos, de la 

primera vacuna terapéutica en cáncer, denominada Sipuleucel-T (Provenge), usada con 

éxito en cáncer de próstata (Kantoff et al., 2010). 

Además de Sipuleucel-T, otras vacunas han demostrado beneficios terapéuticos en 

ensayos clínicos de fase III, incluyendo una vacuna con el péptido gp100 en melanoma 

(Schwartzentruber et. al, 2011) y otra con una proteína idiotipo en linfoma (Schuster et. 

al, 2011). Sin embargo el beneficio obtenido ha sido modesto en ambos casos. Algunos 

autores sugieren que esto podría deberse a que el material antigénico de estas vacunas se 

dirige contra antígenos asociados a tumor, lo que parece inducir células T de baja o 

moderada afinidad, debido en parte a mecanismos de auto-tolerancia (Sathyanarayanan 

and Neelapu, 2015). 

Una clasificación general de las vacunas en desarrollo o investigación clínica para el 

tratamiento del cáncer (Guo et al., 2013), incluye las siguientes categorías: 

a) Vacunas basadas en células tumorales o inmunológicas 

b) Vacunas de proteínas/péptidos 

c) Vacunas genéticas (de DNA, RNA o virales) 

 

2.8.1. Vacunas basadas en células tumorales  

 

Las vacunas tumorales pueden ser autólogas o alogénicas. Las primeras se preparan 

a partir de célula tumorales derivadas del paciente y representan uno de los primeros 

tipos de vacunas en ser probadas. En éste tipo de vacunas, generalmente las células 

tumorales son irradiadas, combinadas con un adyuvante y luego administradas al 

paciente (Berger et al., 2007). Una de las ventajas principales de las vacunas de células 

tumorales completas es el potencial de presentar un amplio espectro de antígenos 
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asociados a tumor al sistema inmune, pero tienen la limitante de  requerir una suficiente 

cantidad de tumor para su preparación, lo que limita su aplicación a ciertos tipos de 

cáncer, en estadios particulares (Guo et al., 2013). 

Por otro lado, las vacunas tumorales alogénicas contienen 2 o más líneas celulares 

tumorales humanas establecidas, lo que permite superar muchas de las limitaciones de 

las vacunas autólogas, incluyendo la fuente de antígenos tumorales, la estandarización 

de protocolos de producción a gran escala, costos, etc. Un ejemplo es la vacuna 

Canvaxin, que consiste en 3 líneas celulares de melanoma mas el adyuvante BCG. En un 

ensayo clínico fase 2, la sobrevivencia de los pacientes a 5 años, mostró una mejoría 

notable en pacientes con melanoma estadío III, que recibieron como terapia  Canvaxin, 

en comparación al grupo control (Morton et al.,2002). 

 

2.8.2. Vacunas basadas en células dendríticas 

 

Inaba et al. cultivaron células dendríticas murinas ex vivo, a partir de precursores de 

médula ósea, proveyendo las bases el desarrollo de vacunas basadas en DCs, hace casi 

25 años (Inaba et al., 1992). De forma similar, se han generado DCs humanas a partir del 

cultivo de progenitores hematopoyéticos CD34+ o  a partir de monocitos derivados de 

sangre periférica (Banchereau and Palucka, 2005).. La preparación de vacunas de DCs 

se realiza cargando TAA en las DCs autólogas, que son tratadas simultáneamente con 

adyuvantes. Las células cargadas con el antígeno, maduradas ex vivo,  son luego 

administradas en los pacientes para proveer inmunidad antitumoral (Guo et al., 2013). 

La única vacuna anti-cáncer, aprobada por la FDA, se basa en este tipo de estrategia. 

El Sipuleucel-T (Provenge) fue aprobado en el año 2010 para el tratamiento de cáncer de 

próstata inoperable metastásico asintomático. Esta vacuna autóloga consiste básicamente 

en DCs derivadas de PBMC, que han sido incubadas con PA2024, el cual contiene el 

antígeno fosfatasa ácida prostática (PAP), fusionada a GM-CSF. Aunque no se 

observaron diferencias en el tiempo de progresión, si hubo un beneficio significativo de 

4.1 meses en la sobrevivencia de los pacientes que recibieron Sipuleucel-T, en 

comparación al grupo placebo (25.8 vs. 21.7 meses) (Longo, 2010). 
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También se ha trabajado con vacunas basadas en DCs desde otro enfoque, el cual 

tiene como principio que la activación de células T es finamente controlada por 

moléculas co-estimuladoras expresadas en DCs, por lo que se han realizado 

modificaciones genéticas a las DCs para modular los niveles de expresión de estas 

moléculas e incrementar la potencia de este tipo de terapias (Tcherepanova et al., 2008). 

 

2.8.3. Vacunas de proteínas/péptidos 

 

Las vacunas recombinantes se basan en el uso de péptidos derivados de TAAs 

particulares y suelen administrarse con un adyuvante (Guo et al., 2013). El primer gen 

que fue reportado por codificar un antígeno tumoral reconocido por células T, fue 

MAGE-1 (van der Bruggen et al., 1991). Desde entonces, la identificación de TAAs ha 

brindado mayores oportunidades para el diseño de vacunas terapéuticas. 

Las vacunas contra cáncer basadas en proteínas/péptidos tienen ventajas de costo-

beneficio sobre las vacunas autólogas de células tumorales completas o vacunas 

individualizadas, pero tienen la limitante del reducido número de epítopes de TAA 

contra los cuales se dirige la respuesta inmune antitumoral. Para superar esto, se han 

utilizado vacunas de péptidos que combinan varios epítopes, lo que ha permitido el 

despliegue de respuestas específicas tanto para epítopes CD8+ de LTC, como para 

linfocitos T CD4+; otra estrategia para potenciar la efectividad de este tipo de vacunas, 

consiste en alterar la secuencia original, por epítopes agonistas que permitan incrementar 

la afinidad del péptido a moléculas del MHC o al TCR, dando como resultado respuestas 

de células T robustas (Guo et al., 2013). 

La efectividad de las vacunas de proteínas/péptidos sintéticos en cáncer ha sido 

demostrada en diversos estudios clínicos, en los que se ha observado su capacidad para 

inducir respuestas citotóxicas T CD8+ contra diversos antígenos, los resultados clínicos  

no han sido siempre satisfactorios (Buonaguro et al.,2011). Sin embargo el caso positivo 

del Sipuleucel-T, ha motivado una mayor investigación, conduciendo a resultados 

alentadores, en algunos casos. Por ejemplo, en un estudio reciente la vacunación contra 

el antígeno tumoral WT1 mostró eficacia en pacientes con cáncer de pulmón, páncreas, 

ovario, sarcoma y cáncer papilar (Ohno et al., 2012). 
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2.8.4. Vacunas genéticas 

 

Otra estrategia de vacunación, con la que se busca el despliegue de respuestas 

inmunes eficaces  en cáncer, consiste en la utilización de virus, vectores de DNA o 

RNAm que codifiquen antígenos tumorales. Una vez administradas, transfectan células 

somáticas (miocitos, queratinocitos) o DCs que infiltran los tejidos, como parte de la 

respuesta inflamatoria a la vacunación, lo que resulta en una presentación de antígenos 

de forma cruzada o directamente. La principal ventaja de las vacunas basadas en genes 

es la fácil entrega de múltiples antígenos en una sola inmunización, así como la 

capacidad de activar la inmunidad celular y humoral (Aurisicchio and Ciliberto, 2012; 

Kutzler and Weiner, 2008). 

 

2.8.5. Vacunas de DNA 

 

Consisten en plásmidos que codifican para el antígeno tumoral completo o péptidos 

cortos inmunodominantes, al actuar como vectores endógenos, proporcionan inmunidad 

celular y humoral (Liu, 2011) (Figura 5). Desde hace tiempo se han utilizado estrategias 

para incrementar la expresión del antígeno tumoral, a través de la optimización del uso 

de codones, con sustitución de codones raros por codones más frecuentes (Stratford et 

al.,2000). Un aspecto importante es que el esqueleto del plásmido actúa como PAMP, lo 

que estimula a las células del sistema inmune a través de los TLR u otras moléculas de 

reconocimiento de patrón, de la inmunidad innata (Barber, 2011). 
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Figura 5. Mecanismo de acción de las vacunas de DNA. Tomado de: Kutzler and Weiner, 2008. 
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Aunque las vacunas de DNA han mostrado resultados alentadores en modelos 

preclínicos (Xiang et al., 2008), la efectividad antitumoral observada en ratones y ratas 

no se ve reflejada en primates y humanos (Liu and Ulmer, 2005). Sin embargo se han 

estudiado nuevos métodos y formas de administración para incrementar su eficacia. 

Además de la inyección subcutánea e intradérmica, en ensayos clínicos en melanoma, 

las vacunas de DNA han sido inyectadas directamente en los ganglios linfáticos, con ello 

se incrementa la captación del plásmido por CPA y se promueven señales inflamatorias 

localizadas (Ribas et al., 2011). Otros métodos de administración usados en vacunación 

con ADN, con el propósito de potenciar la expresión del antígeno y por ende la eficacia 

de la vacuna incluyen: pistola de genes, electroporación, ultrasonido, láser, liposomas, 

micropartículas y nanopartículas (Guo et al., 2013). 

 

2.9. Administración pulmonar de vacunas contra cáncer 

 

Los pulmones están continuamente expuestos a partículas orgánicas e inorgánicas y 

numerosos microorganismos presentes en el medio ambiente, el mantenimiento de la 

homeostasis depende en primera instancia de interacciones complejas entre los 

componentes efectores del sistema inmune innato (Martin and Frevert, 2005). Para 

responder con rapidez a la entrada de virus o bacterias, las células epiteliales y células 

del sistema inmune que residen en el pulmón poseen PRR, que se encargan de sensar 

diversos PAMP o DAMP e iniciar una repuesta inmune protectora (Mogensen, 2009).   

Los PRR más estudiados son  los TLR, los cuales se ha demostrado juegan un papel 

importante en la activación del sistema inmune para la eliminación de patógenos de las 

vías aéreas (Duggan et al., 2011). 

La entrega de agentes terapéuticos directamente al pulmón representa una opción no 

invasiva y sencilla, ideal para aplicaciones repetidas con disminución de dosis, que 

garantiza una buena absorción y distribución homogénea en el epitelio pulmonar; 

además, la alta vascularización del pulmón y su interacción directa con la circulación 

sanguínea, permiten obtener efectos terapéuticos no solo locales, sino sistémicos (Patton 

and Byron, 2007). 
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Recientemente se ha utilizado esta vía, para la administración de vacunas (Nicola et 

al., 2015),  anticuerpos  monoclonales (Hill et al., 2006), quimioterapéuticos (Koshkina 

and Kleinerman, 2005) y elementos antisentido (Zamora et al., 2009). 

 

2.10. Uso de adyuvantes en vacunación anti-cáncer 

 

Dado que los AAT son por lo general débilmente inmunogénicos, el empleo de 

adyuvantes en la vacunación en cáncer, resulta esencial para la generación de una 

respuesta inmune eficaz. El término adyuvante deriva del latín “adjuvare”, que significa 

ayuda. En efecto los adyuvantes mejoran la respuesta inmune antígeno-específica 

sirviendo como, o induciendo DAMP y/o PAMP, que activan varios PRR del sistema 

inmune innato, incluyendo TLR, NLR, ALR, RLR o CLR, para el despliegue de una 

potente respuesta inmune innata y adaptativa contra las células tumorales. Además, los 

adyuvantes pueden funcionar como sistemas de entrega eficiente de los antígenos a CPA 

(Temizoz et al., 2016). Una clasificación general de adyuvantes, en base a su mecanismo 

de acción sobre el sistema inmune, se muestra en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Clasificación de adyuvantes por modo de acción. Tomado de: Temizoz et al., 2016. 
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2.10.1. Oligodesoxinucleótidos CpG (ODN-CpG)  

 

Los ODN-CpG con patrones de secuencia no metilados que simulan el DNA 

bacteriano, activan células NK para secretar IFN-γ  y de esta manera participan en la 

generación de una respuesta inmune mediada por células, que es la más importante en la 

respuesta inmune en contra de tumores. Los motivos de secuencia específicos presentes 

en el DNA bacteriano son los responsables de activar esas respuestas inmunes en el 

dinucleótido CpG flanqueado por dos purinas 5’ y dos pirimidinas 5’ (Vollmer et al., 

2004). 

A la fecha se han descrito cinco clases de ODN-CpG, las tres clases principales 

(clase A, B y C) varían en la longitud, secuencia, base, enlace químico y formación de 

estructuras secundarias y terciarias, lo que resulta en diferentes propiedades 

inmunoestimulatorias (Vollmer et al., 2004). Los ODN-CpG clase A inducen una fuerte 

producción de interferones tipo I (IFN-I) por células DCs y la activación de células NK, 

los ODN-CpG clase B estimulan fuertemente la diferenciación de células B en células 

plasmáticas productoras de anticuerpos, con activación moderada de NK, mientras los 

ODN-CpG clase C combinan las propiedades de las clases A y B (Hartmann et al., 

2003). 

Los ODN-CpG son tomados por las células vía endocitosis adbsortiva y se unen al 

TLR-9 presente en células B y pDCs. Dicha unión activa las vías TLR-9/MyD88/NF-kB 

o AP-1 y TLR-9/MyD88/IRF-7, que inducen la expresión génica y la secreción de 

citocinas. Los ODN-CpG activan una cascada inmunoestimulatoria induciendo la 

maduración, diferenciación y proliferación de múltiples células del sistema 

inmunológico, incluyendo linfocitos B y T, macrófagos, células NK y 

monocitos/macrófagos que producen IL-1, 6, 12 y 18, IFN-γ, y factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α) (Krieg, 2006). La co-administración de ODN-CpG con el 

antígeno, activa una cascada inmunológica que resulta en respuestas inmunológicas 

antígeno-específicas de larga duración  (Figura 6). 
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Figura 6. Cascada inmunoestimulatoria activada por la administración de antígeno y ODN-CpG. 
 

Uno de los aspectos más cruciales en el diseño de vacunas basadas en péptidos 

sintéticos o en ADN, además de la elección del adyuvante a emplear, es la elección de 

los antígenos apropiados, que proporcionen una respuesta antitumoral apropiada.  

 

2.11. Proteína del  Tumor de Wilm’s (WT1) 

 

La proteína WT1 es un factor de transcripción involucrado en proliferación, 

diferenciación celular y apoptosis. Un largo listado de genes son blanco de 

activación/represión transcripcional por parte de WT1, destacando varios importantes en 

crecimiento y metabolismo celular, como son componentes de matriz extracelular 

(CME), factores de crecimiento y factores de transcripción (incluido el mismo WT1) 

(Yang et al., 2007).  

El gen de WT1 está conformado por cerca de 50 kb, contiene 10 exones y produce un 

RNAm de 3.5 kb, el cual puede sufrir dos ‘splicing’ alternativos durante su maduración 

en los exones 5 y 9. En el primero se insertan o no 17 aa y en el segundo se incorporan o 

eliminan los aa lisina, treonina y serina (KTS), dando como resultado cuatro isoformas 
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designadas como (-,-), (+,-), (-,+) y (+,+), representando la presencia o ausencia de los 

insertos 17aa y KTS, respectivamente (Haber et al., 1991). El RNAm tiene tres sitios de 

inicio de la traducción, lo que resulta en tres isoformas con distinto peso molecular: 36-

38, 52-54 y 62-64 kDa (Scharnhorst et al. 1999). La isoforma mediana representa la 

forma típica de WT1 y posee un extremo carboxilo terminal con cuatro dedos de zinc 

tipo Krüpel (codificados en  los exones 7-10), que son los sitios de unión a secuencias de 

DNA ricas en G-C y algunas proteínas, así como un extremo amino terminal que 

presenta un sitio de transactivación rico en prolina y glutamina, un dominio de 

dimerización y otro de represión (Lee and Heaver, 2001). Motivos adicionales en la 

proteína WT1 son esenciales para auto-asociación, localización nuclear y 

reconocimiento de RNA (Scholz and Kirschner, 2005). La combinación de ‘splicing’ 

alternativos, edición de RNA y sitios de inicio de traducción, conducen a la existencia de 

al menos 24 diferentes variantes de WT1 en mamíferos (Wagner et al., 2003). La 

estructura del gen, RNAm y la proteína de WT1, se muestran en la Figura 7. 

 

 
 

Figura 7. Estructura de WT1. Tomado de: Yang et al., 2007. 
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2.11.1. WT1 como antígeno tumoral 

 

WT1 ampliamente aceptado como supresor de tumor en aproximadamente 15% de 

los tumores de Wilm’s. No obstante en los últimos años se han reportado datos de la 

expresión de WT1 wild-type en tumores adultos de diferente origen, por lo que se ha 

propuesto su rol como oncogén en esas neoplasias. La sobreexpresión de WT1 ha sido 

descrita desde hace más de dos décadas en malignancias hematológicas, incluyendo 

leucemia linfoblástica aguda, leucemia mieloide aguda y crónica, así como en síndromes 

mielodisplásicos, asociándose a un pobre pronóstico (Rosenfeld et al., 2003). Más 

recientemente, Nakatsuka et al. examinaron 494 biopsias de tumores humanos por IHQ 

y hallaron positividad a WT1 en tumores de estómago, próstata, cérvix, endometrio, 

ovario, cerebro, esófago, páncreas, próstata, mama, riñón, pulmón, piel, entre otros 

(Nakatsuka et al., 2006). 

En el 2009, el Instituto Nacional del Cáncer en los Estados Unidos, propuso un 

proyecto piloto de priorización de antígenos tumorales, con base de criterios objetivos 

predefinidos y preponderados (Cheever et al., 2009). El proyecto seleccionó 75 

antígenos representativos para su comparación y puntaje. Los criterios ponderados, en 

orden descendiente, fueron: (a) función terapéutica, (b) inumogenicidad, (c) 

oncogenicidad (d) especificidad, (e) nivel de expresión y porcentaje de células positivas 

al antígeno, (f) expresión en células estaminales, (g) número de pacientes con tumores 

positivos al antígeno (h) número de epítopes antigénicos y (i) localización celular del 

antígeno (Cheever et al., 2009). Los resultados del proyecto ubicaron a WT1 en el 

primer lugar del listado, lo que lo propone como el antígeno tumoral más importante 

para el desarrollo de inmunoterapias en cáncer (Figura 8). 
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Figura 8. Priorización de antígenos tumorales. Proyecto del Instituto Nacional del Cáncer (EU), con 

base de criterios objetivos predefinidos y preponderados. Se muestran los diez primeros antígenos del 

listado reportado, al final de la barra se presenta el puntaje relativo para cada antígeno.                             

Modificado de: Cheever et al., 2009. 

 

2.11.2. Inmunoterapias en cáncer basadas en WT1 

 

Desde hace casi dos décadas,  se demostró que WT1 es un blanco inmunogénico, 

que exhibe una alta antigenicidad de células T (Ohminami et al., 2000; Oka et al., 2000). 

Además de la céluas T específicas de WT1, también ha sido reportada la producción 

natural de anticuerpos IgG anti-WT1, en pacientes con cáncer (Nicoli et al., 2008; Wu et 

al., 2005). A pesar de la expresión de WT1 en tejidos normales, no hay reportes en la 

literatura que indiquen una reacción autoinmune en ratones o en humanos, luego de 

recibir inmunoterapia específica. Asimismo se ha observado que la disminución o 

pérdida de la expresión de WT1 conduce al cese de la proliferación o a la muerte de 

células tumorales, lo que sugiere que la disminución de la expresión de WT1 como un 

mecanismo de evasión del sistema inmune es poco probable (Zapata et al., 2002; 

Yamagami et al., 1996). 

En las últimas décadas, se han realizado decenas de ensayos clínicos que han 

mostrado beneficios inmunológicos y clínicos, en pacientes que recibieron 

inmunoterapia basada en WT1 (Van Driessche et al., 2012), lo que avala la continuidad 

en la investigación de nuevos protocolos de vacunación que involucren a WT1 (Tabla 

2). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

El cáncer engloba un conjunto de enfermedades proliferativas con potencial 

mestastásico, se considera que existen más de 200 tipos de cáncer, pudiendo afectar 

cualquier parte del cuerpo. Aunado a los avances en los métodos de diagnóstico, pero 

sobretodo al envejecimiento de la población, entre otros factores intrínsecos y 

extrínsecos, la OMS estima  que para el año 2030, habrá en el mundo alrededor de 26 

millones de nuevos casos y 17 millones de muertes al año. Tan solo en México, el 

cáncer es la tercera causa de muerte y cada año se suman más de 128 mil casos nuevos, 

de los cuales el 60% se diagnostican tardíamente. 

Además de la remoción quirúrgica, las opciones terapéuticas convencionales 

incluyen radioterapia y quimioterapia, las cuales se caracterizan por su baja selectividad 

de células tumorales, por lo que son muy tóxicas. En los últimos años los esfuerzos se 

han enfocado en el desarrollo de terapias más específicas e inocuas, incluyendo 

estrategias de terapia génica e inmunoterapia.  

A partir del concepto de vigilancia inmunológica y las múltiples evidencias que 

ubican a la destrucción tumoral como una función primaria del sistema inmune, se 

plantea la posibilidad de potenciar la respuesta inmunitaria del organismo, para la 

erradicación de tumores establecidos; las vacunas sintéticas y de DNA representan una 

opción prometedora para el despliegue de mecanismos inmunológicos en contra de 

tumores y diferencia de la radio o la quimioterapia, la vacunación contra antígenos 

tumorales específicos tendría menos efectos secundarios, con la posibilidad de generar 

memoria inmunológica  y así evitar la metástasis y recurrencia del cáncer. 

La proteína del tumor de Wilm’s (WT1) se ha sido reconocido recientemente como 

un antígeno tumoral universal que se sobreexpresa en tumores hematológicos y sólidos; 

su eficiencia como blanco de inmunoterapia ha sido comprobada tanto en tumores 

hematológicos como sólidos, por lo que el uso y evaluación de estrategias que 

involucren la vacunación contra WT1, se considera de alta relevancia en investigación.  

El empleo de adyuvantes en vacunación continúa siendo de especial interés para 

potenciar la inmunidad general del organismo. Los oligonucleótidos CpG (ODN-CpG) 

representan moléculas adyuvantes de nueva generación, que activan mecanismos de 
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inmunidad innata y conducen a respuestas inmunitarias de tipo Th1, y se ha demostrado 

su eficacia y seguridad en diversos modelos animales y en ensayos clínicos.  

Por último, la exploración de nuevas y más eficientes formas de entrega de vacunas, 

representa un área de investigación extensa, en ese sentido, la administración pulmonar 

constituye una vía no invasiva, con una extensa área de superficie y propiedades 

inmunológicas privilegiadas, adicionalmente que ha demostrado la funcionalidad de esta 

vía de administración, en el tratamiento de patologías tanto pulmonares como sistémicas, 

lo que le convierte en una forma muy atractiva para la entrega de vacunas anti-cáncer. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



30 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. HIPÓTESIS 
 

La vacunación contra WT1 por vía aerosol es efectiva contra tumores pulmonares y 

subcutáneos, siendo la respuesta antitumoral más potente al utilizar  ODN-CpG como 

adyuvantes 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general 

 

Evaluar la efectividad de la vacunación con DNA o péptidos sintéticos de WT1 más 

ODN-CpG administrados vía aerosol, contra tumores pulmonares y subcutáneos 

 

5.2. Objetivos particulares 

 

1. Analizar la infiltración de células del sistema inmune en el tejido pulmonar de 

ratones nebulizados con ODN-CpG 

 
2. Evaluar el perfil de citocinas Th1, Th2 y Th17, en sueros de ratones nebulizados 

con ODN-CpG 

 
3. Evaluar la seguridad de la administración vía aerosol de ODN-CpG, mediante el 

análisis histológico de los pulmones 

 
4. Analizar la expresión de la proteína de WT1 en las líneas celulares B16F10 y 

L5178Y-R 

 
5. Evaluar la especificidad y funcionalidad del plásmido WT1 (H+/-) y los péptidos 

sintéticos de WT1, para su empleo como vacunas 

 
6. Evaluar el efecto de las vacunas de DNA/péptidos de WT1 y ODN-CpG, sobre 

tumores B16F10 implantados pulmonarmente 

 
7. Evaluar el efecto de las vacunas de DNA/péptidos de WT1 y ODN-CpG, sobre 

tumores L5178Y-R implantados subcutáneamente 

 
8. Evaluar la capacidad profiláctica de la vacuna de DNA contra WT1 y ODN-CpG, 

en tumores subcutáneos L5178Y-R  
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

 
6.1. Líneas celulares  

 

Se utilizaron las líneas celulares murinas B16F10 (melanoma) y L5178Y-R (linfoma), 

las cuales fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, 

Virginia, USA). Respectivamente, las células fueron cultivadas y mantenidas en medio 

DMEM-F12 o RPMI (Invitrogen, Life Technologies, Burlington, Ontario, Canadá), 

suplementados con 10% de SFB (Gibco, Grand Island, NY, USA), 100 U/ml de 

penicilina, y 100 µg/ml de estreptomicina (ambas de Invitrogen, Life Technologies). Las 

células fueron incubadas  a  37 ºC en una atmósfera a 95% de O2 y 5% de CO2. 

 

6.2. Animales  

 

Se emplearon ratones hembra de las cepas C57BL/6 y BALB/c, de 7 a 8 semanas de 

edad (Harlan México, S.A. de C.V.). Los animales fueron mantenidos en el bioterio 

institucional con agua y alimento ad libitum, bajo condiciones libres de patógenos. 

Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo protocolos estandarizados, tomando en 

cuenta las recomendaciones de la guía internacional ARRIVE (Kilkenny et. al, 2010), 

con la aprobación previa del Comité de Ética Animal de la Facultad de Ciencias 

Biológicas de la UANL. 

 
6.3. Oligodesoxinucleótidos CpG (ODN-CpG) 

 
Para este trabajo fueron utilizados los ODN-CpG 1826 (5’-tccatgacgttcctgacgtt-3’) y 

2395 (5’-tcgtcgttttcggcgc:gcgccg-3’) y como control la secuencia 2395-C (5’-

tgctgcttttggggggcccccc-3’) (Alpha DNA, Montreal, Quebec, Canadá). Todos los oligos 

fueron sintetizados en forma fosforotioato, como un liofilizado purificado mediante 

HPLC libre de endotoxinas. Posteriormente los ODN-CpG y el control fueron 

resuspendidos en agua miliQ estéril a una concentración de 100 µM, alicuotados y 

almacenados a -80°C. 
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6.4. Plásmido y péptidos sintéticos de WT1 

 

El plásmido codificante para la isoforma grande (H+/-) de WT1 utilizado como vacuna 

fue proporcionado por la Dra. Ana Maria Tari. Los péptidos inmunodominantes de WT1 

fueron sintetizados como un liofilizado libre de endotoxinas con una pureza >98% 

(Biopeptek, Malvern, PA, USA). El péptido 9 mer -restringido a MHC I- posee la 

secuencia de aminoácidos 126-134 (RMFPNAPYL) y el péptido 16 mer -restringido a 

MHC II- la secuencia aminoacídica 332-345 (KRYFKLSHLQMHSRKH). Para la 

reconstitución de los péptidos se añadieron 5 µl de DMSO y 95 µl de agua miliQ estéril 

por cada mg del liofilizado, posteriormente se hicieron alícuotas  de ambos péptidos y se 

almacenaron a -20°C. 

 

6.5. Transformación y producción del plásmido WT1 H+/- 

 

Se utilizaron bacterias calcio competentes Escherichia coli de la cepa DH5-α para su 

transformación con el plásmido WT1 H+/-. Primeramente se activaron las cepas de E. 

coli DH5-α, sembrando 50 µl de la cepa en 5 ml de caldo Luria durante 4 h a 37°C. Se 

centrifugaron10 min a 5000 rpm en una centrífuga “Spectrafuge” dentro de un tubo 

Eppendorf de 1.5 ml. Se decantó el sobrenadante, se resuspendió en 400 µl de CaCl2 0.1 

M en frío y se incubó 20 min en hielo. Luego se centrifugó a 5000 rpm, decantando el 

sobrenadante y se añadió 1µl del plásmido añadiendo 20µL de CaCl2 0.1 M; se incubó 

en hielo por 1 h 40 min. Después se realizó un shock térmico a 40°C por un minuto e 

inmediatamente se incubó en hielo por 2 min. Se agregó 200 µl de caldo Luria, 

incubando 1 h en  el shaker a 200 rpm y 37 °C. Se tomaron 50 µl del cultivo y se 

incubaron en 5 ml de caldo Luria por 24 h a 37°C con 50 µg/ ml de ampicilina. 

Después el crecimiento se pasó a otro matraz con 500 ml de caldo Luria, añadiendo 50 

µg/ ml de ampicilina y se incubó por 24 h a 37°C. Posteriormente, se obtuvieron los 

paquetes celulares centrifugando a 3,000 rpm por 10 min en tubos de 50 ml y 

concentrando los 500 ml.  

Para la extracción y purificación del plásmido se usó un kit de purificación a gran escala 

(Pure Link Hi Pure Plasmid Midi Prep Kit, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del 
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fabricante. Finalmente se cuantificó la concentración  del plásmido en un nanodrop 2000 

(ThermoScientific) y se almacenó a -20°C. 

 

6.6. Administración pulmonar de oligonucleótidos CpG 1826, 2395 y 2395-C en 

ratones C57BL/6 

 
Se utilizó un sistema de aerosol para la liberación controlada de los tratamientos, con 

exposición a nariz, acoplado a un compresor comercial Pulmo-Aide modelo 5650D, el 

cual incluye un nebulizador Micro-Mist Nebulizer (DeVilbiss Health Care Corp., 

Somerset, PA) (Figura 9). Se formaron grupos de 3 ratones hembra C57BL/6 y se 

nebulizaron por cada ratón 30 µg de los CpG 1826, 2395 y el control 2395-C, que fueron 

diluidos en un volumen final de 1.5 ml de solución salina estéril. La nebulización de los 

tratamientos llevó alrededor de 10 min. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Sistema empleado para la liberación controlada de los tratamientos por aerosol. El 

dispositivo permite la exposición directa de la nariz de los animales,  con la solución nebulizada por un 

aparato compresor comercial. 
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6.7. Obtención de suero y tejido pulmonar de ratones nebulizados con CpG 1826, 

2395 y 2395-C 

 

A las 16 h post-nebulización de los CpG 1826, 2395 y el control 2395-C, los ratones 

fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (90 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) i.p., 

luego se realizó el sangrado del plexo retro-orbital de los ratones con el uso de capilares 

estériles, la sangre obtenida fue de inmediato transferida a tubos eppendorf de 0.6 ml, se 

dejó coagular durante 20-30 min a 25ºC y se centrifugó durante 20 min a 300 x g a 4ºC. 

Los sueros se recuperaron en tubos previamente etiquetados y se almacenaron a -20ºC. 

Finalmente los ratones fueron eutanasiados y disectados para  obtener los pulmones, que 

fueron transferidos a  tubos con formalina tamponada neutra al 10% p/v, embebidos en 

parafina y se realizaron cortes de 4 µm de espesor en un microtomo, del pulmón 

completo (corte transversal) y de las regiones craneal, media y caudal.  

 

6.8. Análisis de infiltración de poblaciones celulares CD3+, CD19+, CD20+, CD80+ 

y CD69+ en tejido pulmonar de ratones nebulizados con CpG 1826, 2395 y 2395-C 

 

La infiltración de células del sistema inmune en tejido pulmonar se realizó mediante 

análisis de  inmunofluorescencia, para ello se desparafinaron los cortes de pulmón 

completo por 18 h a 60°C en una incubadora (Lab-Line Instruments, Inc.), luego se 

sumergieron en xileno por 10 min., se rehidrataron en una serie de alcoholes en el 

siguiente orden: alcohol absoluto, 96%, 70% y 50%, después se lavaron en agua 

destilada y se calentaron por 1 min en microondas con buffer citrato (1.05 g de ácido 

cítrico monohidratado en 500 ml de agua destilada) para la recuperación antigénica; 

posteriormente los cortes se enfriaron con agua destilada, seguido de dos lavados con 

PBS 1X, se incubó a 4 °C por 8 min con Tritón X-100 (Tritón al 0.1% con citrato de 

sodio al 0.1% en PBS 1X) para permeabilizar el tejido, luego de los lavados los cortes se 

sumergieron por 30 min en (Tris-HCl 0.1M pH 7.5 BSA 3% y 20% de suero fetal 

bovino) para bloquear sitios inespecíficos, seguido de los lavados se incubó por 4 h a 

temperatura ambiente y en cámara húmeda con los anticuerpos monoclonales anti-CD3-

Isotiocianato de fluoresceína (FITC), anti-CD19-PE (Sigma Immuno Chemicals F-
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6902), anti-CD20 (2Q1271) (sc-70579, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-CD80 (N-

20) (sc-1634, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y anti-CD69 (No. 310901 BioLegend), 

diluidos respectivamente a 1:20 y 1:50 en diluyente de anticuerpo (No. 00-3118 

ZYMED), después de los lavados se incubó por 2 h el anti-CD20 con el anticuerpos 

anti-IgM de ratón-FITC (sc-358950, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), el CD80 con el 

anti-IgG de cabra-FITC (sc-2024, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), y el CD69 con el 

anti-IgG de ratón-FITC (No. 62-6611, ZYMED), diluido 1:100 en diluyente de 

anticuerpo, luego de los lavados se incubó por 30 min con DAPI (4´,6-Diamidine-

2´phenylindole dihidrochloride, Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, 

USA), posterior al lavado con metanol y metanol-PBS se montaron en PBS/Glicerol 

(3/7) para ser fotografiadas a 20 y 40X con una cámara DP-71 en un microscopio 

(Olympus B-Max-40) y analizadas en el programa Image-Pro Plus Versión 7.0. Los 

marcadores CD3, CD20, CD80 y CD69 se identificaron por la emisión de fluorescencia 

en color verde y el CD19 en rojo La tinción con DAPI se utilizó como contraste, para 

corroborar que la marca fluorescente observada correspondía a células nucleadas. 

 

6.9. Análisis histológico del tejido pulmonar de ratones nebulizados con CpG 1826, 

2395 y 2395-C 

 

Los cortes de tejido pulmonar de 4 µm de espesor correspondientes a las regiones 

craneal, media y caudal se extendieron y adhirieron a portaobjetos y se tiñeron con 

hematoxilina y eosina (H&E). Las laminillas fueron analizadas bajo el microscopio 

compuesto por el M.C. Armando Trejo Chávez, patólogo veterinario de la Facultad de 

Medicina, Veterinaria y Zootecnia de la UANL y por el Dr. José Isaías Badillo Almaraz, 

especialista en neumología adscrito a la Universidad Autónoma de Zacatecas. Todas las 

observaciones fueron incluidas, con énfasis en los signos de daño agudo o alteraciones 

estructurales en los pulmones. Para el análisis de los datos, a cada característica 

histopatológica le fue asignado un valor en escala del 0 al 3, dependiendo de la 

intensidad del daño observado: ausencia (0), leve (1), moderado (2) y severo (3).   
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6.10. Análisis de citocinas Th1/Th2/Th17 en suero de ratones nebulizados con CpG 

1826, 2395 y 2395-C 

 

La medición de citocinas se realizó por citometría de flujo usando el kit comercial BD 

Cytometric bead array (CBA) mouse Th1/Th2/Th17 kit (catálogo no. 560485, BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.  La 

adquisición de las muestras se realizó en un citómetro de flujo Accuri C6 (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA) y el análisis de datos se hizo en el programa CFlow 

plus, proporcionado por la misma compañía. La concentración individual de cada 

citocina se estimó a partir de la intensidad media de fluorescencia para cada muestra. El 

valor obtenido corresponde al promedio de tres experimentos independientes ± la 

desviación estándar. 

 

6.11. Transfección de células B16F10 con el plásmido de WT1 (H+/-) 

 

En una placa de 6 pozos, fueron sembradas 200, 000 células B16F10 en un volumen de 

2 ml de medio de cultivo por pozo. La placa fue incubada en condiciones estándar hasta 

que el crecimiento celular alcanzó una confluencia  del 70-80%. En ese momento se 

inició el protocolo de transfección, utilizando el polímero policatiónico Polietilenimina 

(PEI) (ramificado, peso molecular= 25 kDa) como agente acarreador. Para ello se 

preparó una solución madre de PEI a una concentración final de 4.3 mg/ml en H2O 

miliQ estéril. La relación de grupos amino de la PEI/ fosfatos del DNA plasmídico 

(radio N/P) calculada fue de 5. 

En tubos eppendorf individuales, por cada pozo a transfectar se diluyeron 4 µg del 

plásmido de WT1 (H+,-) y 0.4 µl de PEI, cada uno en 100 µl de NaCl 150 mM. Se dio 

vortex y spin a cada tubo. Posteriormente se  adicionó la dilución de la PEI a la dilución 

del plásmido, nuevamente se dio vortex/spin. La mezcla se incubó por 30 min. a 

temperatura ambiente, se colocaron 200 µl de los complejos por pozo y se incubó la 

placa por 48 h. 
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6.12. Extracción y cuantificación de proteínas 

 

Con ayuda de un gendarme, se desprendieron y colectaron células B16F10 y L5178Y-R, 

para el posterior western blot y análisis de expresión basal de la proteína de WT1, de 

igual manera fueron colectadas las células B16F10 transfectadas con el plásmido de 

WT1 (H+,-), esto último para evaluar la funcionalidad del plásmido, es decir la 

capacidad de expresar la proteína de WT1, para su posterior uso como vacuna. Las 

suspensiones celulares fueron colocadas en tubos eppendorf y lavadas con PBS 1X. 

Posteriormente los paquetes celulares fueron resuspendidos en buffer de lisis (Tritón 

1%, NaCl 150 mM, Tris 25 mM pH 7.6) e incubados en hielo por 30 min. Transcurrido 

ese tiempo se centrifugaron los tubos por 5 min. a 10,000 rpm y los sobrenadantes 

conteniendo las proteínas fueron transferidos a tubos nuevos y almacenados a -70 ºC. 

La cuantificación de las proteínas se realizó con el kit colorimétrico comercial Bio-Rad 

DC Protein Assay, usando estándares de albúmina bovina a concentraciones de 0.125, 

0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/ml, que sirvieron para realizar la curva de calibración. 

Para cada muestra de proteínas se prepararon diluciones 1:5, utilizando como diluyente 

buffer de lisis; después se preparó un mix 1:20 con los reactivos S y A; posteriormente 

se agregaron 175µL de reactivo B y se incubó por 10 min a temperatura ambiente en la 

oscuridad, tiempo en el cual se desarrolló un cromógeno azul, directamente proporcional 

a la concentración de proteínas. Finalmente se leyó la densidad óptica de los estándares 

y muestras de proteínas en un lector de placas de ELISA, a una longitud de onda de 595 

nm y se calculó la concentración de proteínas para cada muestra. 

 

6.13. Western blot  

 

6.13.1. Preparación de proteínas 

 

Cincuenta  microgramos de proteínas totales fueron desnaturalizados en buffer de carga 

6X (β-mercaptoetanol, SDS, Glicerol, Azul de bromofenol), para lo cual fueron hervidas 

durante 5 min. 
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6.13.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida 

 

Se preparó un gel de poliacrilamida al 12%, se colocó en la cámara de electroforesis con 

buffer de corrida (Tris Base 25 mM, Glicina 250 mM pH 8.3, SDS 1%) y se cargaron las 

muestras en los carriles, incluido el marcador de peso molecular. Inicialmente el 

corrimiento electroforético se realizó a 46 V por 20min y posteriormente se aumentó a 

100 V, por alrededor de 1 h 40 min. 

 

6.13.3. Transferencia a membrana de nitrocelulosa 

 

Para este paso, fue preparado el mismo día el buffer de transferencia (100 ml solución 

stock Tris Base + Glicina, 200 ml de metanol y 700 ml de H2O). Una vez concluida la 

electroforesis, se sacó el gel con mucho cuidado y se formó un “sandwich”, para lo cual 

se colocaron de cátodo a ánodo: esponjas, papel filtro, gel de poliacrilamida, membrana 

de nitrocelulosa, papel filtro y esponjas. Se corrió en la cámara húmeda con buffer de 

transferencia por 2 h a 26 V. 

 

6.13.4. Inmunodetección 

 

Previamente fue preparada una solución stock de TBS 10X,  pH 7.6 (Para un litro: 31.5 

g Tris-HCl + 80 g NaCl y ajustar al pH indicado). Terminada la transferencia se colocó 

cuidadosamente la membrana en una solución de bloqueo (TBS-tween 1% + 5% leche) 

por 1 h.  Luego se incubó por 2 h la membrana con el anticuerpo primario de WT1 

monoclonal diluido 1:200 en TBS-tween + leche 2.5%. Enseguida se lavó la membrana 

con TBS-Tween 1% por 10 min en 3 ocasiones y después se realizó la incubación de la 

membrana con el anticuerpo secundario (conjugado) anti-ratón diluido a 1:5000, 

también en TBS-tween + leche al 2.5%., por 2 h. Se retiró el anticuerpo secundario y de 

nuevo se hicieron tres lavados a la membrana. Posteriormenre se agregó a la membrana 

el sustrato de quimioluminiscencia Lumi-Light plus (Roche Diagnostics Corporation, 

Indianapolis, IN, USA) en partes iguales por 5 min, se eliminó el exceso de reactivo y se 
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fijó la membrana en un cassette  para ser expuesto a un film y revelado en el cuarto 

oscuro. 

Para la normalización de las muestras se empleó un anticuerpo monoclonal para β-actina 

(diluido 1:500 en TBS-tween + leche 2.5%) y se incubó por 2.5 h; el anticuerpo 

secundario fue anti-ratón diluido a 1:5000 en TBS-Tween + leche al 2.5% y se incubó 

por 2 h. La inmunodetección para β-actina se realizó de igual manera con 

quimioluminiscencia, como se describió en el párrafo anterior. 

El análisis de densitometría de las bandas se realizó en el programa Image Studio Lite, 

versión 5.2 (LI-COR Biosciences, Nebraska, USA). 

 

6.14. Análisis de la especificidad de los péptidos 9 mer y 16 mer 

 

Se nebulizaron dos grupos de 3 ratones C57BL/6 con 50 µg y 100 µg de los péptidos 9 

mer y 16 mer, respectivamente, que fueron  sacrificaron seis días después para extraer 

los bazos y obtener las células mononucleares, empleando lymphoprep (Gibco, Grand 

Island, NY, USA. Para ello se realizó la perfusión de los bazos hasta obtener toda la 

pulpa, enseguida se depositó la suspensión celular cuidadosamente sobre un volumen de 

lymphoprep, seguido de una centrifugación a 400g por 30 min. Las células de la 

interfase opaca (células mononucleares) fueron transferidas a un tubo de 15 ml, lavadas 

con PBS 1X  y centrifugadas a 250 g por 10 min. Luego se desechó el sobrenadante, el 

paquete celular fue resuspendido en 5 ml de PBS 1X y centrifugado a 250 g por 10 min., 

seguido de otro lavado.  Posteriormente la suspensión celular fue colocada en una placa 

para separar los linfocitos (células no adherentes), que fueron co-cultivados con células 

B16F10 durante 4 h. Finalmente se tomaron los sobrenadantes, se realizó otra 

centrifugación  para separar el remanente de linfocitos y se analizó la concentración de 

IFN-γ, empleando un kit comercial de ELISA.    

 

6.15. Medición de anticuerpos específicos para WT1 en suero 

 

Para determinar la producción de anticuerpos específicos contra WT1 (IgG), se 

nebulizaron 3 ratones BALB/c con una dosis única de 10 µg de plásmido WT1 (H+/-) 
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acomplejado con PEI. Veintiún días después se obtuvieron los sueros de los animales y 

se analizaron por dot blot. De un extracto proteico de células B16F10 se tomaron  50µg 

y se llevaron a un volumen de 200µl en buffer TBS 1X, por muestra. Posteriormente con 

ayuda de una bomba de vacío se cargaron en el aparato de dot blot. Luego se añadieron 

200 µl de solución de bloqueo (TBS 1X, 2% BSA y H2O2) y se incubó 1 h. Enseguida se 

hicieron dos lavados con buffer TBS-tween al 0.05% y en uno de los pozos se agregaron 

100µl de anticuerpo primario anti WT1 monoclonal 1:500 (Sigma Aldrich), dejando 

incubar por 45 min (control positivo). Se diluyeron 10 µl de cada suero en 500 µl de 

TBS 1X y se añadieron 200 µl a los otros pozos. Posteriormente se realizaron tres 

lavados con buffer TBS-tween al 0.05%. Después se añadió el anticuerpo secundario 

anti ratón 1:5000 (Sigma Aldrich) y se incubó la membrana por 45 min. Finalmente se 

realizaron tres lavados con buffer TBS-tween al 0.05% y se añadieron diaminobencidina 

y H2O2 para observar la reacción.  

 

6.16. Modelo de tumor pulmonar y esquema de tratamientos 

 

Para inducir un modelo de metástasis a pulmón, se inocularon 5x105 células B16F10 

diluidas en 150 µl de medio DMEM/F12 sin suero, en la vena caudal de ratones 

C57BL/6. Al tercer día post-inoculación de las células se formaron aleatoriamente 

grupos de 5 ratones c/u, que recibieron  los siguientes tratamientos en aerosol: a) PBS 

(control), b) CpG-2395,   c) Péptido 9 mer, d) Péptido 16 mer, e) Péptido 9 mer + CpG-

2395, f) Péptido 9 mer + 16 mer, g) Péptido 9 mer + péptido 16 mer + CpG-2395 y, h)  

plásmido WT1 (H+/-). Los tratamientos fueron diluidos en PBS 1X a razón de 500 µl 

por ratón. Las dosis empleadas para los tratamientos fueron: CpG-2395 (25µg), péptido 

9 mer= 50 µg, péptido 16 mer= 100 µg y plásmido= 40 µg. La nebulización de cada 

grupo tomó alrededor de 10 min. Los ratones tratados con los péptidos de WT1 y CpG 

recibieron 3 inmunizaciones en total, con espacio de 5 días entre cada tratamiento, el 

grupo del plásmido recibió un solo tratamiento. Desde el inicio del experimento los 

ratones fueron pesados cada tercer día y se monitoreó diariamente la supervivencia de 

los animales, una vez que iniciaron los decesos los ratones fueron diseccionados, se 

extrajeron y lavaron los pulmones en solución salina estéril, posteriormente fueron 
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analizados en un microscopio estereoscópico para registrar el número y tamaño de focos 

tumorales, por último se pesaron los pulmones. El conjunto de datos fue analizado para 

determinar las diferencias entre los grupos tratados, con respecto al grupo control. 

 

6.17. Modelo de linfoma subcutáneo y esquema de tratamientos 

 

Para inducir un modelo de linfoma implantado subcutáneamente, fueron inoculadas 

2x106 células L5178Y-R en el flanco posterior derecho de ratones BALB/c. Al tercer día 

post-inoculación de las células se formaron aleatoriamente grupos de 5 ratones c/u, que 

recibieron  los siguientes tratamientos en aerosol: a) PBS (control), b) CpG-2395,                 

c) Péptido 9 mer, d) Péptido 16 mer, e) Péptido 9 mer + CpG-2395, f) Péptido 9 mer + 

16 mer y, g) Péptido 9 mer + péptido 16 mer + CpG-2395. Las dosis individuales de los 

tratamientos, así como la forma de entrega en aerosol, fueron iguales que en el modelo 

de tumor pulmonar descrito previamente. Los ratones recibieron 3 inmunizaciones en 

total, con espacio de 3 días entre cada una. El peso de los ratones fue registrado cada 

tercer día desde el inicio del experimento. Asimismo, con ayuda de un vernier digital se 

midió el tamaño de los tumores, el volumen tumoral fue calculado con la fórmula  6/ח x 

largo x ancho2. La sobrevivencia de los animales fue monitoreada diariamente. 

 

6.18. Modelo profiláctico de linfoma subcutáneo 

 

Para evaluar la capacidad de la vacunación contra WT1, para prevenir la formación del 

linfoma, se formaron grupos de 5 ratones c/u, los cuales recibieron una única 

nebulización con: a) PBS (control), b) Plásmido WT1 (H+/-) (10 µg+ PEI), c) CpG-2395 

(25 µg), d) plásmido WT1 + CpG (co-administrados) y e) plásmido WT1 + CpG (CpG 

48 h después del plásmido). Siete días después, fueron inoculadas 4x106 células 

L5178Y-R en el flanco posterior derecho de ratones BALB/c. El peso de los ratones y el 

tamaño de los tumores desde su aparición fueron registrados diariamente. Para el cálculo 

del volumen tumoral se utilizó la fórmula descrita anteriormente. Se llevó un registro 

detallado de la sobrevivencia de los ratones de todos los grupos. 
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6.19. Análisis estadístico 

 

Para el análisis estadístico de los datos se utilizó el programa SPSS Statistics, version 20 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Para analizar las diferencias histológicas inducidas por 

cada ODN-CpG, en comparación al control se usó la prueba U de Mann-Whitney. Las 

diferencias en poblaciones del sistema inmune infilitradas en tejido pulmonar, 

concentración de citocinas, peso de ratones, peso de pulmones y volumen tumoral, se 

analizaron mediante ANOVA; en los casos en los que se hallaron diferencias, se 

procedió a realizar la prueba de Tukey. Finalmente el análisis de sobrevivencia se 

realizó mediante el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier.  Los valores p menores a 

0.05 fueron considerados como indicativos de una diferencia estadísticamente 

significativa. 
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7. RESULTADOS 

 
7.1. Infiltración de células del sistema inmune en tejido pulmonar de ratones 

nebulizados con ODN-CpG 

 

La capacidad de los ODN-CpG para inducir la infiltración de células de la inmunidad 

innata y adaptativa en el tejido pulmonar fue determinada por inmunofluorescencia, 

mediante el conteo de células positivas para los marcadores celulares analizados. 

Para el marcador CD3, presente en células T, se identificaron 3 células positivas por 

campo, en pulmones de ratones del grupo PBS (control), mientras que en el resto de los 

tratamientos no se encontraron células que expresaran dicho marcador (p<0.01). 

Respecto a los marcadores de células B, CD19 y CD20, en el caso de CD19 fueron 

detectadas 26 células positivas por campo, en pulmones de ratones tratados con PBS, 

observándose una disminución en el número de células en los tratamientos con CpG-

1826, CpG-2395 y 2395-C, donde fueron contadas 17, 9 y 14  células, respectivamente 

(Figura 10); solo en el tratamiento con el CpG-2395 la diferencia observada para el 

marcador CD19 fue estadísticamente significativa, en comparación con el grupo PBS 

(p<0.05). Para el marcador CD20, se observaron un promedio de 7 y 6 células CD20+ 

por campo en pulmones de ratones nebulizados con PBS y 2395-C, respectivamente, con 

ausencia de células marcadas en pulmones tratados con ambos ODN-CpG.  
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Figura 10. Inmunofluorescencia de células CD19+ en tejido pulmonar a las 16 h post-nebulización 

de los grupos PBS, CpG-1826, CpG-2395 y 2395-C (40x). La positividad del marcador CD19 se 

observa en color rojo (ficoeritrina). Las laminillas fueron contrastadas con la tinción DAPI (azul). 

 

Para los marcadores de inmunidad innata CD69 y CD80, considerados indicadores de la 

activación de células NK y macrófagos/células dendríticas, respectivamente, se observó 

una ausencia de células CD69+ infiltradas en pulmones de ratones tratados con PBS y 

CpG-1826,  mientras que en los tratamientos con CpG-2395 y 2395-C se contaron un 

promedio de 4 y 7 células positivas por campo, respectivamente (Figura 11), lo que 

representa, en ambos casos, una diferencia significativa con respecto a los grupos PBS y 

CpG-1826 (p<0.01). Finalmente, el marcador CD80 fue negativo en pulmones de los 

grupos tratados con PBS, CpG-1826 y CpG-2395; interesantemente, solo para el 

tratamiento con 2395-C se hallaron células CD80+, en un promedio de 5 células 

marcadas por campo. 
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Figura 11. Inmunofluorescencia de células CD69+ en tejido pulmonar a las 16 h post-nebulización 

de los grupos PBS, CpG-2395 y 2395-C (40x). La positividad del marcador CD69 se observa en color 

verde (FITC). Las laminillas fueron contrastadas con la tinción DAPI (azul). 

 
En conjunto, los resultados demuestran la capacidad del CpG-1826, CpG-2395 y 2395-

C, para modular la infiltración y, en ciertos casos, la activación de poblaciones celulares 

inmunológicas en el tejido pulmonar (Figura 12). 
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Figura 12. Poblaciones de células del sistema inmune infiltradas en pulmones de ratones a las 16 h 

post-nebulización con ODN-CpG y controles. El valor promedio de células contabilizadas en un total de 

10 campos (± desviación estándar) durante el análisis de inmunofluorescencia: A) Por tratamiento y B) 

Por  marcador celular. *p<0.05; **p<0.01, en comparación con el grupo PBS. 

 

 



48 
 

7.2. Perfil de citocinas Th1/Th2/Th17 en suero de ratones nebulizados con ODN-

CpG y controles 

 
Para determinar la capacidad de los ODN-CpG administrados en aerosol, para modular 

la respuesta inmune no solo a nivel pulmonar sino sistémico, se cuantificaron los niveles 

de citocinas Th1/Th2/Th17 en el suero de los ratones. Los resultados obtenidos, con 

respecto al grupo PBS, muestran que el CpG-1826 indujo un incremento significativo en 

los niveles de IL-4 e IL-10 (p<0.01), e IFN-γ (p<0.05). El CpG-2395 causó una 

disminución en los niveles de IL-6 e IL-10. Mientras que el tratamiento con 2395-C 

provocó una reducción en la concentración de IL-6  e IL-17 (Tabla 3). 

 
Tabla 3. Concentración de citocinas en suero de ratones tratados con ODN-CpG y controles. Los 

sueros para la cuantificación de los niveles de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-α e IFN-γ fueron 

colectados a las 16 h post-nebulización de los tratamientos y analizados por citometría de flujo. Los datos 

corresponden al valor promedio ± la desviación estándar de tres experimentos independientes. * p<0.05 

versus grupo control, ** p<0.01 versus grupo control, N.D.= No detectable. 

 

 

 
7.3. Análisis histológico de pulmones tras la administración en aerosol de ODN-
CpG 
 
El análisis histológico del efecto del CpG-1826, CpG-2395 y 2395-C, nebulizados en los 

pulmones 16 h después del tratamiento de los ratones, evidenció la presencia de diversas 

alteraciones estructurales agudas en el tejido pulmonar, incluyendo signos de: a) 

congestión, b) edema,  c) enfisema, d) hiperplasia epitelial y submucosa, e) presencia de 

infiltrado inflamatorio, y f) engrosamiento de sacos alveolares. Esas características 

fueron consideradas para determinar las diferencias entre los tratamientos, con respecto 
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al grupo control. Los hallazgos histológicos más importantes se describen a 

continuación. 

Los pulmones de los ratones tratados con PBS, mostraron alteraciones histológicas 

mínimas, incluyendo un engrosamiento leve de sacos alveolares (Figura 13-a y b) y 

estructura epitelial conservada (Figura 13-c). El tratamiento con el CpG-1826 indujo un 

engrosamiento severo de sacos alveolares (p=0.022) (Figura 13-d y -e), con congestión 

severa (Figura 13-e) (p=0.029), hiperplasia bronquial y submucosa severas (p=0.042) 

(Figura 13-f), y signos de enfisema (p=0.029). 

El CpG-2395 produjo alteraciones histológicas más evidentes, indicadas por una 

congestión  leve (Figura13-g), infiltrado inflamatorio peribronquiolar severo  (p=0.004), 

con pérdida del epitelio cilíndrico ciliado (Figura 13-h), edema (p=0.014), hiperplasia 

epitelial (p=0.001) y engrosamiento moderado de sacos alveolares (Figura 13-i).  

La nebulización de los ratones con la secuencia 2395-C, también provocó cambios 

agudos en el tejido pulmonar. Incluyendo congestión y engrosamiento de sacos 

alveolares  leves (Figura 13-j), una severa hiperplasia epitelial y submucosa (p=0.000) 

acompañada de pérdida del epitelio cilíndrico ciliado (Figura 13-k) y edema perivascular 

moderado (p=0.018) (Figura 13-l)   
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Figura 13. Análisis histológico de los pulmones de ratones nebulizados con ODN-CpG y controles. 

Las imágenes son representativas de cortes de pulmón colectados 16 h después de la administración de los 

tratamientos, teñidos con hematoxilina y eosina (H&E). Grupos: a-c (PBS), d-f (CpG-1826), g-i  (CpG-

2395), y j-l (2395-C). Las flechas indican los hallazgos histológicos observados, descritos a detalle en el 

texto. 

 

Las alteraciones histológicas fueron observadas en todos los segmentos analizados 

(craneal, medial y caudal), indicando una distribución pulmonar homogénea de los 

tratamientos aerosolizados. Por esa razón, los datos del score se realizaron considerando 

pulmones completos, en lugar de segmentos. Los resultados del análisis estadístico se 

resumen en la Tabla 4.  
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Tabla 4. Alteraciones histológicas en pulmones de ratones nebulizados con ODN-CpG y 2395-C. Los 

valores mostrados representan la comparación de cada tratamiento versus el grupo control (PBS), 

obtenidos con la prueba estadística U de Mann-Whitney. *p<0.05, **p≤0.001, ***p<0.0005 

 

 
7.4. Expresión de la proteína de WT1 en las líneas celulares B16F10 y L5178Y-R 

Para poder implementar modelos experimentales que permitieran evaluar la efectividad 

de la vacunación contra WT1, se determinó la factibilidad del empleo de las células 

B16F10 y L5178Y-R, para ello se analizó la expresión de la proteína de WT1 por un 

ensayo de Western blot. Los resultados obtenidos mostraron una alta expresión de WT1 

en ambas líneas celulares, al comparar con el nivel de expresión de la línea celular 

leucémica humana K562, ampliamente utilizada como referencia de la expresión de 

WT1 (Figura 14). 

 
 

Figura 14. Expresión basal de la proteína WT1 en las líneas celulares B16F10 y L5178Y-R.  La 

detección fue realizada por Western blot, usando un anticuerpo anti-WT1 monoclonal. La línea celular de 

leucemia humana K562 fue usada como control positivo de la expresión de WT1. Como control endógeno 

fue detectada la proteína β−actina. 
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7.5. Funcionalidad del plásmido WT1 (H+/-) y especificidad de los péptidos 

sintéticos de 9 mer y 16 mer derivados de WT1 

 

Para evaluar la funcionalidad del plásmido WT1 (H+/-), es decir la capacidad de 

expresar la proteína de WT1, para su posterior uso como vacuna, se analizó mediante 

Western blot la expresión exógena de WT1, en células B16F10 transfectadas con el 

plásmido. Se observó una expresión 7 veces mayor nivel de la proteína WT1, en 

comparación con células control sin transfectar (Figura 15). Lo anterior confirma la 

factibilidad del uso del plásmido como vacuna de DNA, al codificar correctamente para 

el antígeno tumoral. 

 

 

Figura 15. Western blot para WT1. A) Expresión de WT1 en células B16F10 sin transfectar (control) y 

transfectadas con 4 µg del plásmido WT1 (H+/-). Como control de carga se utilizó la proteína β−actina; 

B) Análisis densitométrico de la expresión de WT1 en células control y transfectadas, normalizada en 

relación a la β−actina. 

 
Para determinar la especificidad de los péptidos sintéticos de WT1, primeramente se 

inmunizaron ratones C57BL/6 con los péptidos 9 mer y 16 mer, posteriormente se 

extrajo el bazo de los animales y se separaron los linfocitos, que fueron luego co-

cultivados con células B16F10 y finalmente se cuantificó el nivel de IFN-γ secretado por 

los linfocitos en el medio de cultivo. La concentración de IFN-γ en el sobrenadante 
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control fue de 53.9±18.2 pg/ml, mostrando un incremento a 101.5± 17.0 pg/ml para el 

péptido 9 mer y una disminución a 4.3±1.1 pg/ml para el péptido 16 mer (Figura 16). La 

diferencia en la producción de IFN-γ fue estadísticamente significativa entre los péptidos 

(p<0.05). 

 

 
 

Figura 16. Cuantificación de los niveles de IFN-γ en sobrenadantes. Se co-cultivaron células B16F10 

con linfocitos provenientes del bazo de ratones inmunizados 6 días antes con los péptidos sintéticos  de 

WT1: 9 mer y 16 mer. La determinación fue realizada mediante un kit de ELISA comercial. * p<0.05. 

 

7.6. Detección de anticuerpos contra WT1 en suero de ratones inmunizados con el 

plásmido WT1 (H+/-) 

 
Para evaluar in vivo la capacidad del plásmido WT1 (H+/-) para funcionar como vacuna 

de DNA e inducir una respuesta inmune, se analizó la presencia de anticuerpos 

específicos contra WT1 mediante un dot blot. Para ello fueron inmunizados por vía 

aerosol 3 ratones con una dosis única de 10 µg de plásmido y los sueros fueron 

colectados a los 21 días post-nebulización. Los resultados mostraron que en el suero de 

ratones tratados el plásmido  hubo una producción de anticuerpos anti-WT1 (Figura 17). 

Con ello se confirmó la factibilidad del uso del plásmido como vacuna de ADN en los 

ensayos de modelos tumorales posteriores. 
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Figura 17. Ensayo de dot blot para la detección de anticuerpos anti-WT1. C-: Control de la técnica 

sin anticuerpo primario; C+: Control positivo con anticuerpo primario monoclonal de ratón contra WT1, 

1:500; +: Suero de ratón inmunizado con 10 µg de plásmido en aerosol. 

 
7.7. Efecto de la vacunación con DNA/péptidos de WT1 y CpG-2395, sobre tumores 

B16F10 implantados pulmonarmente 

 
El modelo de cáncer pulmonar fue establecido satisfactoriamente, los focos tumorales 

fueron visibles durante el análisis de los pulmones al octavo día de la inoculación de las 

células B16F10, el número de focos tumorales aumentó para el día 13 (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Metástasis pulmonares en ratones C57BL/6. A) La imagen es representativa de los focos 

tumorales observables bajo el estereoscopio, a los 13 días posteriores a la inoculación de las células 

B16F10. B)  Control,  pulmón de ratón no inoculado con las células tumorales 
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A continuación se llevó a cabo la inducción de tumores pulmonares y al tercer día de 

formaron aleatoriamente grupos de 5 ratones y se iniciaron las nebulizaciones, hasta 

completar los tratamientos programados. A partir del día 20 del experimento, iniciaron 

los decesos de los ratones, que fueron diseccionados para obtener los pulmones. Al 

finalizar el ensayo, el análisis número y tamaño de focos tumorales no mostró 

diferencias entre los diferentes grupos, con respecto al grupo control (Figura 19).  

Tampoco se observaron diferencias en el peso de los pulmones ni en la sobrevivencia de 

los ratones.  

 
 

Figura 19. Fotografías representativas de los pulmones de los grupos de ratones aerosolizados con 

los diferentes tratamientos versus el grupo control. Al registrarse el deceso de los animales, se realizó 

la disección y obtención de los pulmones para determinar diversos parámetros y evaluar la eficacia de los 

tratamientos. 

 

7.8. Efecto de la vacunación con péptidos de WT1 y CpG-2395, sobre tumores 

L5178Y-R implantados subcutáneamente  

 

El monitoreo del peso de los ratones, a partir del tercer día de la inoculación subcutánea 

de 2x106 células L5178Y-R, mostró para todos los grupos un incremento del peso a 

partir del sexto día, cuando los tumores fueron evidentes en los ratones. El día 24 se 

alcanzó el peso máximo para la mayoría de los grupos experimentales, con excepción 
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del grupos CpG-2395 (día 15) y los grupos PBS y 9 mer+16 mer+CpG, en los que los 

ratones siguieron aumentando de peso, en una clara correlación con el incremento de la 

masa tumoral, hasta el deceso de los animales.  

Para el día 24, en todos los grupos hubo un incremento del peso de los ratones, con 

respecto al peso inicial: PBS (18.7%), grupo CpG-2395 (1.3%), 9 mer (11.8%), 16 mer 

(7.7%), 9 mer+CpG (14.3%), 9 mer+16mer (11%), 9 mer+16 mer+CpG (31%) (Figura 

20). 

 

Figura 20. Cinética de peso corporal de ratones BALB/c con tumores L5178Y-R subcutáneos. Se 

inocularon 2x10
6
 células en el flanco posterior derecho de los animales. Al tercer día se formaron 

aleatoriamente grupos de 5 ratones y fueron pesados cada tercer día. Se incluye la desviación estándar 

para cada medición. 

 

El análisis del crecimiento tumoral mostró un aumento gradual del volumen de los 

tumores del grupo PBS, que para el día 18 tuvieron un volumen promedio de 1778 mm3, 

alcanzando un  volumen máximo de 6745 mm3 el día 27; lo mismo ocurrió con los 

tumores del grupo 9 mer+16 mer+CpG, sin embargo en este último el crecimiento 
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tumoral fue mayor, con un volumen promedio de 3976 y 8076 mm3, para los días 18 y 

27, respectivamente. En el resto de los tratamientos se observó una tendencia similar, 

con un aumento de la masa tumoral y una regresión posterior. El volumen tumoral 

máximo se registró el día 9 para el grupo 9 mer (307.5 mm3); y el día 12 para los grupos 

CpG-2395 (463 mm3), 9 mer+CpG (772mm3), 16 mer (281 mm3) y 9 mer+16 mer (436 

mm3) (Figura 21).  

 

 

 

Figura 21. Cinética de volumen tumoral de ratones BALB/c con tumores L5178Y-R subcutáneos. Se 

inocularon 2x106 células en el flanco posterior derecho de los animales (día 0). Al tercer día se formaron 

aleatoriamente grupos de 5 ratones. Los tumores fueron medidos cada tercer día, desde su aparición el día 

6. El volumen tumoral fue calculado con la fórmula π*largo*ancho
2
. Se incluye la desviación estándar 

para cada medición. 

 

En todos los grupos en los que se observó regresión tumoral, para el día 24 era evidente 

una avanzada reabsorción de los tumores (Figura 22), los valores promedio del volumen 

tumoral fueron los siguientes: CpG-2395 (110 mm3), 9 mer (76 mm3), 16 mer (68 mm3), 

9 mer+CpG (269 mm3) y 9 mer+16 mer (280 mm3). 
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Figura 22. Fotografías de ratones con linfoma subcutáneo tratados con los péptidos 9 mer, 16 mer y 

CpG-2395. Las fotografías representativas de los grupos experimentales  fueron tomadas a los 24 días del 

inicio del experimento. 

 
También se analizó el impacto de los tratamientos en la sobrevivencia de los animales, 

se encontró que los grupos PBS y 9 mer+16 mer+CpG tuvieron la menor sobrevivencia, 

lo que estuvo estrechamente ligado al volumen tumoral observado. En el grupo PBS, 

ocurrieron decesos los días 21, 24 y 27; en el grupo 9 mer+16 mer+CpG los días 18 (2 

ratones), 29, y 40; en el resto de los grupos, todos los ratones sobrevivieron hasta el día 

43, cuando se decidió finalizar el experimento. 
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7.9. Efecto de la vacunación con WT1 (H+/-) y CpG-2395, en la prevención del 

desarrollo de tumores L5178Y-R subcutáneos 

 
Para el modelo profiláctico de linfoma, se realizó una sola inmunización en aerosol y 

posteriormente la inoculación de 4x106 células L5178Y-R. Luego de 7 días, los tumores 

se hicieron evidentes en los grupos nebulizados con PBS y CpG-2395; para el día 21, los 

tumores alcanzaron un tamaño promedio de 7720 y 3142 mm3, respectivamente. En los 

grupos que recibieron el plásmido WT1 H (+/-) solo o en combinación con el CpG-2395, 

la aparición del tumor se retrasó hasta el día 14 y para el día 21 el volumen tumoral 

promedio fue el siguiente: WT1 (H+/-)= 456 mm3, WT1+CpG (103 mm3)  y WT1+CpG 

(48h)= 386 mm3 (Figura 23).  

 

 

Figura 23. Cinética de crecimiento tumoral en ratones tratados con WT1 (H+/-) y CpG-2395. Grupos 

de 5 ratones fueron nebulizados por única ocasión con los diferentes tratamientos. Siete días después se 

inocularon 4x10
6
 células L5178Y-R en el flanco posterior derecho de los animales y se monitoreó el 

tamaño de los tumores, desde que fueron visibles. El volumen tumoral fue calculado con la fórmula 

π*largo*ancho
2
. Se incluye la desviación estándar para cada medición. 
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El análisis de supervivencia para este experimento mostró que la menor sobrevivencia 

ocurrió en el grupo PBS, en el que todos los ratones murieron, en los días 21, 24 (dos 

decesos), 25 y 30. En el grupo tratado únicamente con el CpG-2395 se registraron 4 

decesos, en los días 22, 25, 26 y 30. En los grupos restantes que recibieron el plásmido, 

la sobrevivencia de los animales fue alta, mostrando correlación con el bajo desarrollo 

tumoral observado.  El grupo nebulizado con el plásmido y el CpG-2395  a las 48 h tuvo 

una sobrevivencia del 100% a los 45 días, cuando finalizó el experimento (Figura 24). 

 

 
Figura 24. Gráfico de supervivencia de ratones tratados con WT1 (H+/-) y CpG-2395. El análisis de 

los datos se realizó mediante el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier, en el programa SPSS 

Statistics versión 20.   
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8. DISCUSIÓN 

 
El cáncer representa un serio problema de salud pública, la Organización Mundial de 

la Salud estima que para el año 2030, habrá en el mundo 26 millones de nuevos casos y 

17 millones de muertes por año (Boyle and Levin, 2008). Las modalidades actuales de 

tratamiento, incluyendo la radio y la quimioterapia, aunque en algunos casos muestran 

efectividad en la clínica, no tienen un impacto significativo en la sobrevivencia y debido 

a su inespecificidad, resultan muy tóxicas para los pacientes. Aunado a ello, muchos 

tumores poseen una resistencia intrínseca a estas terapias convencionales. Es por ello 

que los nuevos enfoques terapéuticos, incluyendo a la vacunación contra antígenos 

tumorales, representan una opción prometedora para  el tratamiento del cáncer. Además 

de ser una terapia más específica y menos tóxica, que ha demostrado su efectividad en 

diversos modelos preclínicos y en estudios clínicos, la vacunación en cáncer presenta la 

ventaja de inducir memoria inmunológica, lo que puede evitar la recurrencia de la 

enfermedad (Magee et al., 2013). Para el diseño de protocolos de vacunación exitosos, 

se requiere la elección de los mejores antígenos y adyuvantes, con especial atención en 

la dosis y el número de inmunizaciones, así como la vía de administración a utilizar 

(Guo et al., 2013). 

El propósito de este trabajo fue evaluar la efectividad de la vacunación contra WT1 

más ODN-CpG administrados por aerosol, sobre el crecimiento de tumores pulmonares 

y subcutáneos.  La proteína WT1 es un factor de transcripción tipo dedos de zinc, que ha 

sido blanco de una extensa investigación en cáncer, donde se ha observado que tiene un 

importante rol oncogénico. Además se ha demostrado la presencia de anticuerpos 

específicos para WT1 en pacientes con cáncer, lo que demuestra su inmunogenicidad 

(Nicoli et al., 2008; Wu et al., 2005).  En el 2009, el Instituto Nacional del Cáncer en los 

Estados Unidos, propuso un proyecto piloto de priorización de antígenos tumorales, con 

base de criterios objetivos predefinidos y preponderados; los resultados del proyecto 

colocaron a WT1 en el primer lugar del listado, convirtiéndolo en el antígeno tumoral 

más importante para el desarrollo de inmunoterapias en cáncer (Cheever et al., 2009). La 

efectividad de la vacunación contra WT1 ha sido comprobada en varias decenas de 

ensayos clínicos, mediante la administración de péptidos sintéticos cortos, que 
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corresponden a epítopes inmunogénicos de WT1, los resultados obtenidos han permitido 

determinar la seguridad y tolerabilidad de la terapia, con respuestas clínicas e 

inmunológicas significativas (Stasi et al., 2015; Kawakami et al., 2007). Un hecho 

relevante es que  pesar de la expresión de WT1 en tejidos normales, no hay reportes que 

indiquen la presencia de reacciones autoinmunes en ratones o en humanos, luego de 

recibir inmunoterapia específica (Van Driessche et al., 2012). 

Los ODN-CpG fueron seleccionados como adyuvantes en este trabajo, debido a que 

han sido evaluados en diversas enfermedades inmunológicas e infecciosas, así como en 

cáncer, donde se ha demostrado su eficacia en combinación con quimioterapia 

(Manegold et. al, 2008) y otras terapias incluyendo anticuerpos, agentes 

antiangiogénicos, radioterapia y crioterapia (Vollmer et. al, 2009). Además, un estudio 

clínico reciente mostró la efectividad y seguridad  de  ODN-CpG como adyuvantes en la 

vacunación contra WT1 en pacientes con cáncer de pulmón, páncreas, ovario, sarcoma y 

papilar (Ohno et. al, 2012). En modelos preclínicos, se ha demostrado la eficacia 

antitumoral de ODN-CpG usados como monoterapia (Yao et al., 2009). 

La vía de administración de las vacunas representa un aspecto crítico para la 

inducción de una buena respuesta inmune. En este trabajo se propuso la administración 

pulmonar, la cual ha sido poco explorada para la entrega de vacunas en cáncer, sin 

embargo su eficacia es fuertemente respaldada por estudios clínicos previos, donde se ha 

demostrado que la administración pulmonar de antígenos inmunogénicos, propicia el 

desarrollo de una respuesta inmune celular específica (Tavel, J. et al., 2007), además se 

ha observado que la inmunidad provista no solo es loco-regional, sino sistémica (Bivas-

Benita et al., 2010). 

La primera parte de este trabajo se centró en la evaluación de la capacidad adyuvante 

de los ODN-CpG. El análisis de las poblaciones de células inmunológicas infiltradas en 

los pulmones en respuesta a la nebulización con ambos ODN-CpG, en comparación con 

el control, mostraron una disminución en el número de linfocitos B (CD19+ o CD20+) y 

T (CD3+) infiltrados en el tejido pulmonar, además una falta de activación de 

macrófagos o células dendríticas, indicado por la ausencia del marcador CD80+. Norton 

et. al evaluaron la capacidad inmunomoduladora de los ODN-CpG via intranasal, y en 

24h observaron un  aumento en el número de linfocitos, neutrófilos y macrófagos en 
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fluido BAL (Norton et al., 2010), esto podría explicar la disminución en el número de 

linfocitos B y T en el tejido pulmonar observada en nuestros resultados, mientras que la 

maduración de CPA podría requerir de la administración repetida de ODN-CpG 

(Sfondrini et al., 2013). Sin embargo el mecanismo por el cual los ODN-CpG conducen 

a la activación de macrófagos alveolares y DCs en el pulmón no está claro, desde que se 

ha reportado la baja o nula expresión de TLR9 en esas poblaciones celulares en murinos 

(Suzuki et al., 2005; Chen et al., 2006). Interesantemente el CpG-2395 indujo el 

reclutamiento de células NK activadas (CD69+), esto en concordancia con Pesce et al., 

quienes reportaron que los ODN-CpG promueven el reclutamiento selectivo de pDCs en 

tejido pulmonar y de DCs convencionales y NK en tejido pulmonar como en el espacio 

bronquioalveolar y además inducen la activación de células NK, DCs y células T en el 

tejido pulmonar (Pesce et al., 2010). La capacidad del CpG-2395 para inducir la 

activación significativa de células NK, podría ser de especial interés en la terapia del 

cáncer pulmonar, donde la eliminación de células en las fases iniciales depende en gran 

medida de los mecanismos de la inmunidad innata.  

Los resultados de la concentración de citocinas en suero, en comparación al control, 

mostraron que el CpG-1826 indujo un aumento significativo en IL-4, IL-10 e IFN-γ, 

mientras el CpG-2395 disminuyó los niveles de IL-6 e IL-10.  Estos resultados son 

difíciles de extrapolar a otros estudios, dado que el análisis de las citocinas por la 

administración pulmonar de ODN-CpG es realizado en fluido BAL más que en plasma o 

suero. No obstante, los resultados obtenidos con el ampliamente usado CpG-1826, son 

similares a lo reportado por Norton et al. en fluido BAL, con un incremento en la 

concentración de IL-4, IL-10 e INF-γ, sin cambios en los niveles de IL-17, además 

observaron un aumento en los niveles de IL-6, IL-1α, KC, MCP-1 y RANTES (Norton 

et al., 2010). En plasma de ratones, se ha reportado un aumento significativo en la 

concentración de IL-1β, IL-6 e IL-12p40 y otras citocinas, a las 24h de la administración 

intratraqueal de ODN-CpG (clase B) (Tasaka et al., 2009). En general,  nuestros 

resultados sugieren  un patrón diferencial de modulación de citocinas para los CpG-1826 

y el CpG-2395, lo cual sugiere que la elección del ODN-CpG para su administración 

pulmonar, deberá depender del contexto de su aplicación. Por ejemplo, la modulación 

diferencial de IL-10 podría plantear un escenario, en el cual la generación de células T 
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reguladoras podría ser inducida por el CpG-1826, con el efecto opuesto del CpG-2395, 

lo que tendría un gran impacto en las terapias anti-cáncer. Se requieren estudios 

adicionales para elucidar si las citocinas presentes en muestras de suero o plasma son un 

reflejo de la producción de citocinas en el pulmón o si en cambio los ODN-CpG son 

capaces de alcanzar la circulación, como ha sido demostrado para múltiples drogas y 

moléculas (Patton and Byron, 2007), afectando diferencialmente la producción de 

citocinas.  En todo caso, la mayor comprensión del efecto de la administración pulmonar 

de dosis seguras de ODN-CpG, en el patrón y nivel de citocinas producidas local y 

sistémicamente, permitirá una mejor elección de la terapia, en patologías loco-regionales 

y sistémicas. 

Posteriormente se evaluó  la toxicidad de los ODN-CpG administrados a nivel 

pulmonar, mediante el  análisis histológico de los pulmones de ratones nebulizados con 

una dosis terapéutica de 30 µg de los ODN-CpG (Cerkovnik et al., 2013). Los resultados  

mostraron diversas alteraciones en el tejido pulmonar, incluyendo hiperplasia epitelial y 

submucosa, engrosamiento se sacos alveolares, e infiltrado inflamatorio. Este resultado 

concuerda parcialmente con el estudio de Tasaka et. al, quienes observaron que los 

ODN-CpG administrados intratraquealmente inducen daño en los pulmones, con 

engrosamiento de sacos alveolares, además de áreas de hemorragia e incremento en la 

permeabilidad pulmonar (Tasaka et al., 2009). En contraparte, otros estudios reportan 

cambios histológicos mínimos en el tejido pulmonar tras 24h de la administración 

intranasal de ODN-CpG (Norton et al., 2010) y ausencia de cambios en la estructura 

pulmonar, luego de la administración repetida de ODN-CpG (Sfondrini et al., 2013). A 

pesar de que el tratamiento con ODN-CpG provocó alteraciones histológicas en los 

pulmones, los animales mostraron una apariencia saludable hasta el momento del 

sacrificio, en contraste con otros, donde se ha reportado una rápida aparición de 

síntomas asociados a sepsis, incluyendo erizamiento de pelo, exudado ocular y letargia 

(Knuefermann et al., 2007). Los cambios histopatológicos observados en este trabajo 

podrían estar relacionados con la dosis de ODN-CpG y con la eficiencia del sistema de 

administración utilizado. Es necesario realizar estudios de dosis-respuesta para evaluar 

la dosis mínima inmunomodulatoria de los ODN-CpG y la posibilidad de minimizar las 

alteraciones en el tejido pulmonar.  
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Con los datos de la infiltración de células del sistema inmune en tejido pulmonar, la 

modulación de citocinas en suero  y el análisis histológico de los pulmones de ratones 

nebulizados, los resultados sugieren que los ODN-CpG tienen la capacidad de modular 

la respuesta inmune local y sistémicamente. Esto brinda un mayor panorama para el 

entendimiento del potencial inmunomodulador de los CpG-ODN administrados por vía 

pulmonar, así como los posibles riesgos asociados a su uso terapéutico. 

En otros experimentos, se analizó la expresión de WT1en células B16F10 y 

L5178Y-R. Se encontró una alta expresión de WT1 en ambas líneas celulares, tomando 

como referencia a la línea leucémica humana K562. La expresión de WT1 en células de 

melanoma B16F10 fue reportada previamente en nuestro laboratorio, demostrando que 

la expresión de WT1 es esencial  para la viabilidad de esta línea celular (Zamora et al., 

2007). Aunque la expresión de WT1 en células L5178Y-R no ha sido reportada 

previamente en la literatura, creemos que su expresión  podría ser esencial para la 

viabilidad, al igual que ha sido demostrado para otras líneas celulares tumorales de 

origen hematopoyético (Glienke et al., 2007). Con los resultados indicando una alta 

expresión de WT1 en células B16F10 y L5178Y-R, y los antecedentes del rol esencial 

que tiene en muchas líneas celulares,  se asumió que la disminución de WT1 como un 

mecanismo de evasión del sistema inmune es poco probable y por lo tanto ambas líneas 

celulares fueron usadas para establecer los modelos tumorales y probar la efectividad de 

la vacunación contra WT1 in vivo.  

También se evaluó la funcionalidad y especificidad del plásmido codificante de WT1 

y los péptidos sintéticos de 9 mer y 16 mer, para validar su uso como vacunas en este 

trabajo. Se observó una expresión exógena de WT1  7 veces mayor en células B16F10 

transfectadas con el plásmido, con respecto a células sin transfectar; además se detectó  

la presencia de anticuerpos anti-WT1 en suero ratones BALB/c inmunizados con el 

plásmido. En trabajos previos, se ha demostrado la capacidad del plásmido para producir 

la proteína antigénica, como un paso obligatorio para su administración como vacuna de 

DNA (Ren et al., 2004), también se ha demostrado que una sola inmunización con  

plásmido  puede  inducir la producción de anticuerpos específicos en ratones (Kasinrerk 

et al., 2002). Por otro lado, la especificidad de los péptidos fue demostrada a través de la 

producción de IFN-γ en co-cultivos de linfocitos de bazo (de ratones previamente 
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inmunizados) y células B16F10. En un estudios previo, usando el péptido 9 mer en 

combinación con IL-2, IL-15, IL-21, e IL-15/21, se generaron linfocitos T CD8+ 

específicos para WT1, con efecto citotóxico contra la línea MCF-7 (Olguín, 2012). En 

conjunto, nuestros resultados que demuestran la capacidad del plásmido para expresar 

altos niveles de WT1 y su capacidad inmunogénica in vivo, así como con las evidencias 

sobre la inmunogenicidad y especificidad de los péptidos derivados de WT1, validan  su 

uso como vacunas en esta investigación.   

Una vez que se confirmó la capacidad inmunomoduladora de los ODN-CpG y la 

factibilidad del empleo del plásmido y los péptidos sintéticos como vacunas de WT1, se 

inició con los modelos de vacunación in vivo. Primeramente se trabajó con el modelo de 

cáncer pulmonar en ratones C57BL/6 (Zamora-Avila et al., 2009), para ello se realizó la 

inoculación de las células B16F10 y al tercer día se inició con el esquema de 

inmunizaciones, hasta completar 3 tratamientos con espacio de 5 días; el análisis número 

y tamaño de focos tumorales no mostró diferencias entre los grupos nebulizados con  

DNA o péptidos de WT1, ODN-CpG o su combinación, con respecto al grupo control, y 

tampoco se observaron diferencias en el peso de los pulmones ni en la sobrevivencia de 

los ratones. Nuestros resultados concuerdan  con las observaciones  de Sfondrini et al., 

quienes usaron el mismo modelo de cáncer pulmonar para probar la efectividad 

antitumoral del CpG-1826, administrado como monoterapia en aerosol.  El  CpG tuvo la 

capacidad de activar una respuesta inmune local, indicada por la producción de IL-

12p40, IFN-γ e IL-1β y el reclutamiento y maduración de células dendríticas en lavado 

BAL (Sfondrini et al, 2013). Sin embargo no hubo una reducción en el número de 

metástasis pulmonares, lo cual fue atribuido a la presencia de macrófagos M2 

inmunosupresores en los tumores B16F10 implantados en el pulmón. Interesantemente, 

la administración intraperitoneal del CpG si tuvo efecto sobre las metástasis pulmonares, 

lo que mostró correlación con la expansión de células NK, no observado con la 

nebulización (Sfondrini et al, 2013). Adicionalmente ha sido observada una disminución 

en la expresión de las proteínas transportadoras asociados al procesamiento de antígeno 

TAP1 y TAP2 en células B16F10, lo que se ha asociado a una ausencia de 

procesamiento de antígenos asociados a tumor, baja expresión de moléculas de MHC 

clase I en la superficie celular y por ende una baja inmunogenicidad (Zhang et al., 2007). 
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En conclusión, la ausencia de un efecto antitumoral por la vacunación, el adyuvante o la 

combinación en el modelo pulmonar observado en nuestro trabajo, podría deberse a la 

baja inmunogenicidad de la línea celular B16F10, en conjunto con el ambiente 

inmunosupresivo inducido por el tumor. Por esa razón, se decidió no continuar con el 

modelo de tumor B16F10 subcutáneo. 

Para cumplir con el siguiente objetivo del proyecto, se implementó el modelo de 

linfoma subcutáneo, con células L5178Y-R. Al igual que en el modelo de tumor 

pulmonar, el esquema de inmunizaciones inició tres días después de la inoculación de 

las células, en total se realizaron 3 nebulizaciones de los péptidos 9 mer/16 mer, ODN-

CpG y la combinación, con espacio de 3 días. A partir del día 6 post-inoculación de las 

células, los tumores fueron evidentes en la mayoría de los grupos. En todos los grupos 

inmunizados con los péptidos  y/o  ODN-CpG,  se observó un incremento mínimo del 

volumen tumoral y una regresión tumoral posterior, mientras que en el grupo control 

(PBS) el crecimiento tumoral fue paulatino, hasta alcanzar el máximo alrededor del día 

27. Paradójicamente el grupo que recibió la combinación de los dos péptidos más el 

ODN-CpG tuvo un comportamiento similar al grupo control, con un volumen tumoral 

significativamente mayor al resto de los grupos. Los datos del volumen tumoral tuvieron 

correlación con la sobrevivencia, al registrarse decesos de animales únicamente en el 

grupo control y en el que recibió la combinación de los péptidos más el ODN-CpG, a 

partir del día 18, mientras que en el resto de los grupos los ratones sobrevivieron hasta el 

día 43, cuando se decidió concluir el experimento. El efecto antitumoral observado en la 

mayoría de los grupos, se respalda con el éxito obtenido con el tratamiento único con 

ODN-CpG en modelos preclínicos (Yao et al., 2009), así como en estudios clínicos con 

vacunas basadas en péptidos sintéticos de WT1 (Stasi et al., 2015; Kawakami et al., 

2007) , y más aun con los resultados que confirman la efectividad de la combinación de 

péptidos de WT1 y ODN-CpG,  en pacientes con cáncer de pulmón, páncreas, ovario, 

sarcoma y papilar (Ohno et. al, 2012). Por otra parte, se ha observado un escape 

inmunológico en algunos pacientes con leucemia mieloide aguda tratados con vacunas 

de péptidos de WT1, ni de la disminución en la expresión de moléculas del MHC de 

clase I se ha demostrado que este resultado no depende de mutaciones específicas o 

pérdida de expresión de WT1 (Busse et al., 2011). Para explicar esto, se han propuesto 
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varias hipótesis, incluyendo la inducción de tolerancia de células T provocada por la 

inmunización con péptidos cortos (Toes et al., 1996). Más recientemente se ha 

demostrado que ciertas combinaciones y dosis de adyuvantes podrían tener efectos 

detrimentales en la activación de células T específicas, al grado de inducir eventos de 

deleción o anergia (Kuball et al., 2011). Una manera sencilla y eficaz de demostrar la 

inducción de una respuesta inmune celular específica de antígeno se basa en la 

realización de pruebas de hipersensibilidad retardada, en ensayos clínicos de remisiones 

tumorales por vacunación contra WT1, en muchos casos se han observado reacciones 

positivas en la piel, asociadas a la activación del sistema inmune post-vacunación (Van 

Tendeloo et al., 2010; Maslak et al., 2010). En nuestro trabajo, realizamos pruebas de 

hipersensibilidad en dos ratones del grupo que recibió la combinación de los péptidos 

más el ODN-CpG y que sobrevivieron casi al final del experimento, en ambos casos se 

obtuvo una reactividad negativa, lo que sugiere la posible inducción de mecanismos de 

deleción, anergia o tolerancia inmunológica en ese grupo.   

Finalmente y tomando en consideración la efectividad antitumoral observada en el 

modelo terapéutico de linfoma subcutáneo, así como el efecto inesperado de la 

vacunación con los péptidos, se optó por evaluar si la vacunación con DNA contra WT1 

era capaz de evitar la implantación de células L5178Y-R, para ello se formaron varios 

grupos que recibieron por única ocasión el plásmido, el ODN-CpG y la combinación. 

Siete días después se inocularon 4x106 células (el doble que en el modelo terapéutico). 

Luego de 7 días post-inoculación de las células, los tumores fueron evidentes en los 

grupos nebulizados con PBS (control) y ODN-CpG, mientras que en los grupos que 

recibieron el plásmido solo o en combinación con ODN-CpG, la aparición del tumor se 

retrasó hasta el día 14. Al día 21, el volumen tumoral de los grupos inmunizados fue 

significativamente menor, en comparación al grupo control. En el grupo ODN-CpG el 

volumen tumoral fue 60% menor, mientras que en los grupos que recibieron el plásmido 

solo o en combinación con el ODN-CpG, el volumen tumoral fue menor al control,  en 

más de un 90%. Los resultados mostraron correlación con la sobrevivencia de los 

animales, excepto para el grupo tratado con el ODN-CpG, en el cual no hubo un impacto 

en este indicador. Los datos obtenidos en este trabajo coinciden con los obtenidos por 

Ren et al., quienes reportaron  un efecto antitumoral en un modelo murino, a través de la 
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administración intramuscular de 50 µg de una vacuna de DNA y el posterior reto con 

células que expresaban un antígeno específico de cáncer de próstata (Ren et al., 2004). 

Destaca que la dosis empleada en este trabajo fue 5 veces menor, con una efectividad 

antitumoral  superior a la observada en ese estudio, lo que podría explicarse en parte por 

el uso del polímero policatiónico PEI, como acarreador del plásmido. Estudios previos 

han demostrado que la PEI, que protege al DNA de la degradación durante la 

inmunización, proporciona mejores tasas de transfección (Densmore, 2000), lo que le 

confiere un efecto potenciador  del efecto antitumoral de las vacunas de DNA en cáncer 

(Coll et al., 1999).  

En su conjunto, los resultados de la vacunación contra WT1 usando ODN-CpG 

como adyuvantes, sugieren diferencias en la inmunogenicidad de los tumores B16F10 y 

L5178Y-R, y refuerzan las evidencias sobre la existencia de mecanismos de 

inmunosupresión inducidos por las células B16F10 en pulmón.  
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9. CONCLUSIONES 

 
1. Los CpG 1826 y 2395 mostraron una disminución en el número de linfocitos B 

(CD19+ o CD20+) y T (CD3+) infiltrados en el tejido pulmonar, además una 

falta de activación de macrófagos o células dendríticas, indicado por la ausencia 

del marcador CD80+ (versus el grupo control). 

 
2. El CpG-2395 indujo el reclutamiento de células NK activadas (CD69+) en tejido 

pulmonar, con respecto al grupo control. 

 
3. El CpG-1826 indujo un aumento significativo en IL-4, IL-10 e IFN-γ, mientras el 

CpG-2395 disminuyó los niveles de IL-6 e IL-10 (en comparación al grupo 

control). 

 
4. El análisis histológico de los pulmones evidenció alteraciones agudas 

significativas, con respecto al grupo control: para el CpG-1826 engrosamiento de 

sacos alveolares, congestión, enfisema e hiperplasia; para el CpG-2395 

hiperplasia marcada, infiltrado inflamatorio y edema. 

 
5. Se detectó una alta expresión de la proteína de WT1 en células B16F10 y 

L5178Y-R, con respecto a la línea celular leucémica humana K562. 

 
6. Se observó una expresión exógena de WT1 siete veces mayor en células B16F10 

transfectadas con el plásmido, con respecto a células sin transfectar; además se 

detectó la presencia de anticuerpos anti-WT1 en suero ratones BALB/c 

inmunizados con el plásmido. 

 
7. Se demostró la especificidad de los péptidos 9 mer y 16 mer, a través de la 

producción de IFN-γ. 

 
8. En el modelo de tumor pulmonar con células B16F10: no hubo diferencias en el 

número y tamaño de focos tumorales, en el peso de los pulmones ni en la 

sobrevivencia de los ratones, entre los grupos control y nebulizados con DNA o 

péptidos de WT1, ODN-CpG o su combinación. 
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9. En el modelo de linfoma subcutáneo:  

• en los grupos CpG-2395, 9 mer, 16 mer, 9 mer+CpG y 9 mer+16 mer, se 

observó un incremento mínimo del volumen tumoral y una regresión tumoral 

posterior 

• en los grupos control y 9 mer+16 mer+CpG el crecimiento tumoral fue 

significativamente mayor y tuvo correlación con la baja sobrevivencia 

observada. 

 
10.  En el modelo profiláctico de linfoma subcutáneo:  

• en los grupos control y CpG-2395 la aparición del tumor ocurrió al día 7 y se 

retrasó hasta el día 14 para los grupos que recibieron el plásmido solo y en 

combinación con el CpG 

• el volumen tumoral de los grupos inmunizados fue significativamente menor, 

en comparación al grupo control: CpG (60%), plásmido+CpG (> 90%) 

•  hubo una correlación entre el volumen tumoral y sobrevivencia de los 

animales, excepto para el grupo tratado con el CpG 
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