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El cáncer de mama triple negativo (CMTN) se caracteriza por una progresión metastásica y un peor pronóstico. Aunque es

inicialmente sensible a la quimioterapia, muchos pacientes rápidamente desarrollan resistencia. Este proyecto profundiza en

el papel que cumple el antígeno Tn, un O-glicano truncado comúnmente asociado a cáncer, en la biología del CMTN. Con este fin,

utilizamos un modelo pre-clínico ortotópico Tn+ de CMTN metastásico murino generado por nuestro grupo. Encontramos que

tanto los tumores como los ganglios drenantes de los ratones que fueron inoculados con células 4T1 Tn+ presentaron una

mayor frecuencia de linfocitos T CD4+ FoxP3+ mientras que los esplenocitos expresaron mayores niveles de IL-10, en relación

a los ratones con tumores 4T1 wt. Como el antígeno Tn se ha vinculado con la resistencia a la quimioterapia, estudiamos

también la respuesta a diferentes drogas en nuestro modelo experimental. A pesar de que en los ensayos in vitro encontramos

diferencias en cuanto a las respuestas con algunas drogas, este comportamiento no se reprodujo en los ensayos in vivo. A su

vez, este proyecto también estudió el papel del antígeno Tn en la acción pro-tumoral de la O-glicoproteína Neuropilin-2 (Nrp2).

Para ello abolimos la expresión de la misma en las células 4T1 Tn+ mediante la tecnología Crispr/Cas9 y encontramos que

tanto el crecimiento tumoral como el desarrollo de metástasis pulmonares se ven inhibidos. En cuanto a la respuesta inmune

sistémica generada contra el clon Tn+Nrp2-, observamos que hay una mayor cantidad de linfocitos T CD4+ y CD8+ productores

de IL-10 en los bazos de los ratones inoculados con este clon respecto a los inoculados con el clon Tn+. Estos resultados

sugieren que en células de CMTN murino que expresan Tn, el Nrp2 cumple un rol esencial en la progresión tumoral, que puede

estar vinculado con mecanismos inmunosupresores.
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En el ámbito de la salud mundial, el cáncer se encuentra entre las enfermedades de mayor impacto. Es la segunda causa de

muerte en el mundo y se estima que en el 2018 ocasionó 9.6 millones de defunciones (https://www.who.int/cancer/). En

particular, el cáncer de mama es la principal causa de muerte por cáncer en las mujeres (https://www.who.int/cancer/). El

CMTN se caracteriza por una progresión metastásica y un mal pronóstico y se identifica por la ausencia del receptor de

estrógenos, de progesterona y Her2, que son la base de las hormonoterapias y las terapias dirigidas para los otros subtipos de

cáncer de mama. El CMTN representa hasta un 15-20% de todos los casos de cáncer de mama y aún no existen terapias

dirigidas aprobadas para su tratamiento. Los pacientes con CMTN presentan una sobrevida global más corta comparada con

los pacientes con otros subtipos de cáncer de mama(1-2).

Las células tumorales presentan cambios fenotípicos o moléculas características que las distinguen de las células normales.

Algunas de estas moléculas son carbohidratos, que se forman por varios cambios a nivel de las vías de glicosilación de las

proteínas en estas células. Además de representar marcadores tumorales, estos motivos glucídicos tienen implicancias

funcionales ya que potencian la progresión tumoral, la diseminación y la metástasis(3). En particular, el antígeno Tn (GalNAc-

O-Thr/Ser) se ha encontrado en la mayoría de los tumores epiteliales pero no se encuentra en los tejidos normales(4-5). Por

tanto, constituye una herramienta muy poderosa como marcador tumoral, tanto para el diagnóstico clínico como para el

seguimiento de los tumores(3, 6). Diferentes estudios in vitro han sugerido que el antígeno Tn puede contribuir a la adhesión o la

invasión de las células tumorales, y como consecuencia, participa en el proceso de metástasis(7-8). Sin embargo, aún no se

conocen en detalle los mecanismos que explican estos sucesos. Su elucidación a nivel celular y molecular es crucial para el

desarrollo de nuevas y eficientes terapias anti-tumorales. Además de las funciones mencionadas, los antígenos carbohidratos

asociados a tumor pueden modular el fenotipo maligno de las células tumorales o suprimir la inmunidad anti-tumoral(7).

Estudios recientes sugieren un papel crucial del antígeno Tn en el crecimiento tumoral, aunque para ello se utilizaron modelos

experimentales tumorales de xenotransplante, con limitaciones en el estudio del sistema inmune y en la generación de

metástasis(8-9). Por dicho motivo, poco se conoce sobre la función específica del antígeno Tn en lo que respecta a la

modulación del sistema inmune durante el proceso metastásico.

Para dilucidar el papel del antígeno Tn en el crecimiento tumoral y el desarrollo de metástasis, así como para estudiar la

respuesta inmune anti-tumoral es necesario contar con modelos ortotópicos singénicos experimentales animales que

mimeticen la situación clínica. Esto es fundamental, ya que Tn no está expresado en líneas tumorales murinas. Nuestro grupo
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de investigación desarrolló un modelo ortotópico de CMTN metástasico utilizando la línea celular murina 4T1 (10-11).

Modificamos genéticamente esta línea celular utilizando la tecnología Crispr/Cas9 de forma tal de mutar a la chaperona

Cosmc, la cual es esencial para la actividad de la enzima core 1 sintasa que elonga al antígeno Tn. Como resultado todos los O-

glicanos quedan como antígeno Tn (4T1 Tn+). También seleccionamos un clon celular que pasó por todo el proceso de

transformación pero no incorporó mutaciones en Cosmc y por ende no expresa Tn (4T1 Tn-). Encontramos que la línea celular

Tn+ genera tumores significativamente más grandes que la línea celular Tn- y la línea parental, y los ratones presentaron una

menor sobrevida (11). Para evaluar la capacidad metastásica in vivo, removimos quirúrgicamente el tumor primario y

analizamos la sobrevida por disfunción respiratoria debido a la presencia de metástasis pulmonares, realizando autopsias

luego del fallecimiento de cada ratón. Los ratones inoculados con las células 4T1 Tn+ presentaron una sobrevida

significativamente menor que los inoculados con las células 4T1 Tn- o 4T1 wt (11). 

En este trabajo nos propusimos abordar el estudio del sistema inmune en el microambiente tumoral y metastásico para poder

dilucidar el rol que tiene la expresión de Tn en la inmunomodulación en nuestro modelo de CMTN. Para ello analizamos los

leucocitos presentes en tumores mamarios, ganglios drenantes, bazos y pulmones con metástasis a través de diversos

ensayos, que incluyen proliferación celular, determinación de citoquinas por ELISA y el análisis de leucocitos productores de

citoquinas reguladoras por citometría de flujo. Esperábamos encontrar infiltrados linfocitarios asociados a un fenotipo T

regulador, es decir linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresen las citoquinas inmunoreguladoras IL-10 o TGF-beta o el factor de

transcripción FoxP3 presente en algunos tipos de linfocitos T reguladores. Para poder asociar la expresión de Tn con la

progresión metastásica y con la expresión de moléculas reguladoras como FoxP3, MGL2 e IL-10 en el cáncer de mama

humano, también analizamos muestras tumorales y de metástasis adquiridas comercialmente en formato de microarrays

tisulares y realizamos inmunohistoquímicas para detectar estos tres marcadores y poder realizar correlaciones estadísticas.

El resultado esperado en este caso es una correlación entre la expresión de Tn con el estadío tumoral y la metástasis así

como la correlación entre la expresión de Tn y la de las moléculas inmunoreguladoras mencionadas. 

El mayor obstáculo para el tratamiento exitoso del CMTN es la resistencia a la quimioterapia citotóxica, el principal

tratamiento en este tipo de enfermedad. A pesar de ser altamente sensible a la quimioterapia, la tasa de sobrevida global de

los pacientes con CMTN permanece baja debido al hecho de que numerosos pacientes desarrollan eventualmente resistencia

secundaria, lo que puede resultar en la muerte(12-13). De hecho, se ha documentado la resistencia a la muerte inducida por

gemcitabina(14), doxorubicina(15), o paclitaxel(16) en el CMTN. Se han asociado diferentes mecanismos moleculares a la

resistencia a las drogas quimioterapéuticas. Por ejemplo, las células madre tumorales y la EMT inducen la resistencia a

drogas en múltiples tumores(12-13). Además, la hipoxia y los bajos niveles de especies reactivas del oxígeno en las células

tumorales promueven una mayor capacidad de sobrevida lo que resulta en resistencia a la radioterapia y quimioterapia(17-18).

Interesantemente, la O-glicosilación aberrante en las células tumorales, que lleva a la acumulación del antígeno Tn, también

promueve la quimioresistencia(19). Asimismo, también se asocia la sobre-expresión de glicosiltransferasas que median la

síntesis del antígeno Tn (GALNT3/GALNT6) con la quimioresistencia en el cáncer de colon y ovario(19-20). Incluso se ha

asociado la sobre-expresión de mucinas que expresan Tn con la resistencia a la apoptosis y a la quimioterapia(21). En este

trabajo nos propusimos relacionar la expresión del antígeno Tn con la quimiorresistencia o la sensibilidad a diferentes drogas

quimioterápicas en nuestro modelo experimental de CMTN. Esperábamos que la expresión de Tn estuviera relacionada con una

mayor resistencia a la acción mediada por las drogas quimioterapéuticas y por tanto que la línea celular 4T1 Tn+ sea la que

presente mayor quimiorresistencia tanto in vitro como in vivo. 

En colaboración con el Dr. Andrés Iriarte, realizamos un ensayo preliminar de RNAseq con análisis bioinformático que

compara las líneas celulares 4T1 Tn+ y wt de forma de poder determinar la expresión diferencial de genes en estas líneas

(Festari et al., manuscrito en preparación). Este ensayo reveló que la línea 4T1 Tn+ sobre-expresa genes que participan y

promueven la transición epitelio-mesenquimal y participan en el proceso metastásico. Dentro de estos genes encontramos a la

neuropilin-2 (Nrp2) que es un co-receptor multifuncional de las semaforinas y diferentes factores de crecimiento que participan

en el desarrollo del sistema linfático(22), entre otros procesos. Nrp2 también se expresa en una amplia variedad de tumores

epiteliales humanos, como el cáncer de mama(23), asociándose con tumores de alto grado y un peor pronóstico y menor

sobrevida(24-25). Diferentes estudios demostraron que la expresión forzada de Nrp2 incrementa el crecimiento tumoral,

mientras que el silenciamiento o bloqueo de Nrp2 previene la formación de tumores, o reduce el crecimiento tumoral e

incrementa la apoptosis(26-27), lo que relaciona a Nrp2 con el comportamiento agresivo en el cáncer(24-25). Además, Nrp2

puede potenciar la angiogénesis (28-31) y el proceso de transición epitelio-mesenquimal (EMT) en donde ocurren la disrupción

de la adhesión célula-célula y de la polaridad celular, la remodelación del citoesqueleto y cambios en la adhesión célula-matriz

extracelular(32), lo que se asocia con una mejor capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales. Por último, Nrp2
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puede también ser de importancia para el sistema inmune y mediar una inmunosupresión(33-35). Considerando las funciones

que cumple Nrp2 en la biología tumoral, su inhibición/bloqueo podría constituir una estrategia terapéutica contra el cáncer(25-

26, 36-37). Interesantemente, Nrp2 puede estar O-glicosilada, lo que influencia su actividad biológica(38-39). Nrp2 posee

diferentes sitios de O-glicosilación en los sitios de unión del ligando. La glicosilación aberrante (como la expresión de O-

glicanos truncados como el antígeno Tn) podría incrementar la interacción de Nrp2 con sus ligandos y promover así efectos

pro-tumorales. Para evaluar como el antígeno Tn puede favorecer la función de Nrp2 en cáncer, inhibimos la expresión de Nrp2

en las células 4T1 Tn+ y evaluamos la capacidad de estas células de inducir tumores mamarios y metástasis pulmonares y de

favorecer un sistema inmune más permisivo para el crecimiento del tumor. Esperábamos que el crecimiento tumoral y la

generación de metástasis fuera menor en la línea 4T1 Tn+ Nrp2- respecto a la línea Tn+. Respecto al análisis de la respuesta

inmune generada contra estas células, esperamos encontrar menor cantidad de leucocitos reguladores que expresen

citoquinas anti-inflamatorias en la línea 4T1 Tn+ Nrp2- respecto a la línea Tn+.

1. Análisis inmunológico del microambiente tumoral en el tumor primario y en las metástasis in vivo a partir de las diferentes

líneas celulares generadas y en muestras clínicas provenientes de pacientes, de forma de evaluar si el antígeno Tn tiene

relación con la expresión de moléculas inmunoreguladoras que puedan favorecer el crecimiento y la diseminación de las

células tumorales. 

Primeramente investigamos si la mayor agresividad tumoral, evidenciada a través del crecimiento acelerado y mayor número

de metástasis pulmonares de ratones inoculados con las células 4T1 Tn+ respecto a los inoculados con las células wt (11) se

asocia con la presencia de linfocitos T reguladores y otras células con propiedades inmunomoduladoras y con la expresión de

citoquinas inmunoreguladoras (TGF-beta, IL-10). Para el análisis de poblaciones celulares realizamos citometría de flujo con

anticuerpos específicos y la expresión de citoquinas fue estudiada por citometría de flujo intracelular y ELISA. Los estudios

fueron realizados en el microambiente del tumor primario, en los ganglios drenantes, en el bazo y en leucocitos provenientes

de pulmones metastatizados provenientes de ratones inoculados con las células 4T1 Tn+, wt o Tn-. Para estos ensayos 70000

células tumorales 4T1 Tn+, wt o Tn- fueron resuspendidas en 50 µl de PBS y fueron inoculadas en la cuarta mama derecha de

ratones hembra BALB/c, los cuales fueron sacrificados en el día 28 post-inoculación y se les extrajo el tumor, los pulmones,

los ganglios drenantes y el bazo para realizar los diferentes análisis. Al menos 8 ratones fueron utilizados por grupo.También

analizamos la capacidad de las células tumorales de producir especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (ROS/RNS) por

citometría de flujo. Para ello utilizamos la sonda DCFDA, una sonda fluorogénica que se oxida para formar 2?,7 ?-

diclorofluoresceína, permitiendo así su análisis por citometría de flujo.

Para poder realizar un análisis que correlacione la expresión de Tn con diferentes parámetros clinico-patológicos y con la

expresión de moléculas inmunoreguladoras a nivel tumoral en un modelo clínico realizamos inmunohistoquímicas de muestras

de pacientes con cáncer de mama (tanto del tumor primario como de las metástasis) obtenidas comercialmente en el formato

de microarrays tisulares (Biomax, BRM961). Para ello utilizamos la lectina Vicia villosa (VV, reconoce Tn) y anticuerpos anti-

FoxP3 y -MGL2 humanos. También probamos un anticuerpo anti-IL-10 pero no obtuvimos marcación ni variando la

concentración ni realizando recuperación antigénica con pH ácido o básico. Hemos adquirido otro anticuerpo anti-IL-10

humana que es recomendado para uso en inmunohistoquímica (LS-B7432, LSBio) y estamos realizando titulaciones para poder

completar el estudio. Para la marcación con VV, se tuvo en cuenta la intensidad de marcación (0-3) y el porcentaje del tejido

marcado (0-100%) y por lo tanto el score final es la multiplicación de ambos valores (0-300). En el caso de la marcación con los

anticuerpos anti-FoxP3 y anti-MGL2, debido a que la marcación fue muy tenue y muy pocos cortes presentaron marcación, solo

las catalogamos como positivos o negativos (score 0 o 1). 

2. Análisis de la resistencia a diferentes drogas quimioterápicas de tumores 4T1 Tn+ y wt

Primero evaluamos la sensibilidad in vitro de las líneas celulares 4T1 Tn+ y wt, incubándolas con diferentes drogas

quimioterapéuticas y evaluando luego la viabilidad por el ensayo de MTT. Las drogas evaluadas fueron 5-fluoracilo, paclitaxel,

cisplatino y gemcitabina a diferentes concentraciones. Luego, evaluamos el tratamiento con las drogas que mostraron mejor

respuesta in vitro (paclitaxel y gemcitabina) en ratones con tumores de mama generados al inyectarles las líneas tumorales

Tn+ y wt. 

Metodología/Diseño del estudio
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3. Evaluación del papel de Nrp2 glicosilado con Tn en la tumorigenicidad y la capacidad metastásica in vivo de las células de

cáncer de mama.

a) Obtención de células tumorales 4T1 Tn+ Nrp2 knockout

Para poder analizar el papel de Nrp2 en la metástasis del cáncer de mama generamos la línea celular 4T1 Tn+ Nrp2- (línea

tumoral Tn+ carente de Nrp2), utilizando la tecnología Crispr/Cas9. Los clones celulares se obtuvieron por “Single Cell

Deposition” de las células GFP+ utilizando un “cell sorter”. 

b) Evaluación in vivo de la capacidad tumorigénica y metastásica. 

70000 células tumorales 4T1 Tn+, wt y Tn+ Nrp2- fueron resuspendidas en 50 µl de PBS y fueron inoculadas en la cuarta mama

derecha de ratones hembra BALB/c. El crecimiento tumoral se midió regularmente con un calibre. Las micrometástasis

pulmonares fueron cuantificadas en ratones sacrificados en el día 41 luego de la implantación de las células tumorales. Para

ello realizamos un ensayo clonogénico estándar teniendo en cuenta su resistencia inherente al tratamiento con 6-

tioguanina(10). 

4. Evaluación de la respuesta inmune anti-tumoral en ratones con tumores 4T1 Tn+, Tn+ Nrp2- y wt

Evaluamos la presencia de células inmunes con capacidad inmunoregulatoria de forma similar a lo descrito en el punto 1) en

los bazos provenientes de los ratones inoculados con las células tumorales 4T1 Tn+, Tn+ Nrp2-, y wt. También evaluamos la

producción de citoquinas por los esplenocitos tanto por citometría de flujo como por ELISA (posterior a la inducción de

proliferación celular in vitro) con anticuerpos específicos.

Actividad 1. Evaluación de las poblaciones inmunes en el microambiente del tumor primario y las metástasis pulmonares

generados por las células 4T1 Tn+, 4T1 Tn- y 4T1 wt. 

A pesar de que no observamos cambios en la frecuencia de células CD45+ que infiltran los tumores provenientes de las células

wt, Tn+ y Tn-, encontramos una mayor proporción de células CD11c+ F4/80+ en los tumores Tn+ comparados con los wt y Tn-

(Figura 1A). Por otro lado, observamos una mayor frecuencia de células CD11b+ MHCII- y CD11b+ MHCII+ en los tumores Tn+

que en los tumores wt y Tn-, aunque esta diferencia sólo fue significativa para el segundo tipo de células (Figura 1B, gate y

gráfica a y b, respectivamente). Por último, encontramos una reducción en la frecuencia de células CD11b- MHCII+ (células

presentadoras de antígenos linfoides, como las células B) en los tumores Tn+ respecto a los wt y Tn-. Exploramos la expresión

de Ly6G y Ly6C en estas células de forma de establecer si existe una diferencia en el reclutamiento de potenciales células

mieloides supresoras en los tumores. La mayoría de las células CD11b+ MHCII+ expresaban altos niveles de Ly6G y bajos

niveles de Ly6C (Figura 1C, gráfica a), mientras que no hay diferencia en la expresión de Ly6G y Ly6C en las células CD11b+

MHCII+ (Figura 1C, gráfica b) o en las células CD11b- MHCII+ (Figura 1C, gráfica c). Sin embargo, los tumores Tn- presentaron

una menor frecuencia de estas células comparados con los tumores wt y Tn+. Estos resultados indican que la presencia del

antígeno Tn se acompaña de una mayor frecuencia de células CD11c+ F4/80+ cells, que pueden corresponder a células

presentadoras de antígenos.

Por otro lado, el análisis de los linfocitos T en el microambiente tumoral reveló una reducción en los linfocitos T CD3+ en los

tumores Tn+ comparados con los wt o Tn-, aunque esta diferencia no fue significativa (Figura 2A). Sin embargo, cuando

analizamos los linfocitos T CD4+ y CD8+ (Figura 2B y C, gráficas b y c, respectivamente), se observa una menor frecuencia de

estas células en los tumores Tn+ que en los wt y Tn-. Además, los linfocitos T CD4+ de los tumores Tn+ expresan mayores

niveles de FoxP3 que los derivados de los tumores wt y Tn- (Figura 2C, gráfica d, izquierda). Los linfocitos T CD8+ de todos los

tumores expresan niveles similares de FoxP3 (Figura 2C, gráfica d, derecha). Los ganglios drenantes de los tumores Tn+ y wt

presentaron menor frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ respecto a los tumores Tn- (Figura 2D, gráfica b y c,

respectivamente). Sin embargo, se observó una mayor expresión de FoxP3 en los linfocitos T CD4+ provenientes de los ganglio

de los tumores Tn+ respecto a los de los ganglios de los de los tumores wt y Tn- (Figura 2D, gráfica d), reflejando

características similares a las células reclutadas a los tumores Tn+. En conclusión, estos resultados demuestran que el

antígeno Tn induce un reclutamiento de linfocitos T CD4+ que expresan FoxP3 tanto en los tumores como en los ganglios

drenantes respectivos de los ratones inoculados con las células 4T1. Para caracterizar la respuesta inmune tanto sistémica
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como en los órganos metastásicos, primero estudiamos la capacidad de los esplenocitos derivados de los ratones con tumores

de producir diferentes citoquinas luego de la estimulación con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Los esplenocitos derivados de

los ratones con tumores Tn+ produjeron menores niveles de INF? y mayores niveles de IL-10 e IL-17 que los de los ratones con

tumores wt (Figura 3A y B). Se observa un patrón similar cuando se comparan los esplenocitos de los ratones con tumores Tn+

con los Tn-, aunque en este caso, los derivados de ratones con tumores Tn- produjeron niveles solo un poco menores de INF?

que los de los ratones con tumores Tn+ (Figuras 3A y B). Cabe destacar que los esplenocitos estimulados de todos los ratones

con tumores expresaron menores niveles de INF? que los derivados de los ratones naive. Sin embargo, solo los esplenocitos

estimulados de los ratones con tumores Tn+ expresaron mayores niveles de IL-10 e IL-17 que los ratones naive. También

analizamos la producción de IFN-?, IL-10 e IL-17 en los pulmones derivados de los ratones con tumor. Para ello utilizamos el

sobrenadante de los pulmones disgregados. Observamos una mayor expresión de IL-10 en los pulmones derivados de los

ratones con tumores Tn+ que los derivados de ratones naive, mientras que no se observan diferencias en los niveles de IL-10

producidos en los ratones con tumores wt y Tn- (Figura 3C y D). Estos resultados indican que la presencia del antígeno Tn está

relacionada con un incremento en los niveles de IL-10 producida por el bazo y los pulmones en los ratones con tumor.

Tanto la línea Tn+ (Figura 4A) como los tumores Tn+ (Figura 4B) producen mayores niveles de ROS/RNS que las líneas

celulares wt y Tn-. Ya que las ROS y las RNS pueden inhibir la proliferación de los linfocitos T, y considerando que los

esplenocitos de los ratones con tumores Tn+ no eran capaces de producir INF? luego de la estimulación CD3/CD28 (Figura 3A),

nos preguntamos si la producción de ROS por las células Tn+ puede inhibir la producción de INF-? por esplenocitos naive

estimulados. Para poder responder esto, esplenocitos naive estimulados con CD3/CD28 se incubaron con sobrenadante de

tumores Tn+, Tn- y wt, en presencia o ausencia de NAC, un scavenger de ROS. Los sobrenadantes de los 3 tipos de tumores

abolían completamente la producción de INF? por los esplenocitos estimulados. Sin embargo, la presencia de NAC en el cultivo

llevó a un incremento significativo en la producción de INF? en presencia de los sobrenadantes de los tumores wt y Tn- pero no

de los Tn+ (Figura 4C). Cabe destacar que no se encontraron niveles detectables de IL-10 en el medio de cultivo de los

esplenocitos. Todos estos resultados sugieren que las células Tn+ producen mayores niveles de ROS/RNS y que el ROS

derivado de los tumores Tn+ no está implicado en la supresión de la producción de INF? por los esplenocitos estimulados. 

Actividad 2- Generación de líneas celulares 4T1 Tn+ Nrp2-

Hemos generado, utilizando la tecnología Crispr/Cas9 y partiendo de la línea celular 4T1 Tn+, 5 clones que pudieron haber

incorporado mutaciones en el gen Nrp2. De los 5 clones, solo uno (A8) demostró una reducción significativa en la expresión de

Nrp2, según análisis por Western blot (Figura 5). Aún resta caracterizar la mutación incorporada en el gen por secuenciado

(secuenciación en proceso).

Actividad 3- Estudio de la correlación entre la expresión del antígeno Tn y otras moléculas inmunomoduladoras en muestras

clínicas de cáncer de mama y metástasis correspondientes

Luego de titular los anticuerpos y poner a punto las inmunohistoquímicas, realizamos la marcación con la lectina VV y los

anticuerpos anti-FOXP3 y anti-MGL2 de un microarray tisular que contiene muestras de cáncer de mama del tumor primario,

metástasis (en ganglios) y tejido mamario adyacente normal (US Biomax, Inc.) proveniente de 48 pacientes diferentes. 

La mayoría de los tumores, metástasis y mama normal presentaron marcación con VV (Figura 6) aunque encontramos una

marcación significativamente más intensa en el caso de las metástasis (Figura 6A) comparando con el tejido normal. Los

tumores primarios presentaron mayor marcación que el tejido normal aunque esa diferencia no fue significativa. Para el caso

de FoxP3 y MGL2, ambas moléculas con un rol inmunomodulador y protumoral, solo unos pocos casos fueron positivos, y no

pudimos encontrar una correlación con la expresión de Tn. Debemos ampliar el número de muestras e incluir a la IL-10 en este

análisis, dado los resultados que obtuvimos en la actividad 1. 

Actividad 4- Analizar la sensibilidad/resistencia a diferentes drogas de las diferentes líneas celulares generadas

a. Ensayo in vitro: 

Primero se realizaron experimentos iniciales con la línea celular 4T1 wt que nos permitieron determinar la densidad celular,

las concentraciones de las drogas y los tiempos de incubación apropiados. Luego se midió y comparó la quimiosensibilidad de
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las 3 líneas celulares para cada una de las drogas seleccionadas. Así, pudimos generar curvas dosis-respuesta para las 3

líneas en estudio con las 4 drogas seleccionadas (Figura 7). Como se aprecia en la Figura 7, las mayores diferencias entre la

respuesta de las células 4T1 wt y Tn+ se observan al tratarlas con las drogas Paclitaxel y Gemcitabina. En ambos casos se

observa que la viabilidad de la línea wt desciende considerablemente más que la de la línea Tn+ a determinadas

concentraciones de dichas drogas. 

b. Ensayos in vivo: 

Inicialmente solo realizamos estos ensayos con Paclitaxel y Gemcitabina que son las drogas que evidenciaron un efecto

diferencial in vitro, dado el alto costo que poseen estas drogas. Como podemos ver en la Figura 8, los resultados in vivo no se

corresponden con lo que obtuvimos in vitro. En este caso, no parece haber diferencia entre los tumores generados por ambas

líneas celulares en cuanto a la respuesta al tratamiento. A futuro quisiéramos probar otras concentraciones de drogas. 

Actividad 5- Análisis del papel de Nrp2-Tn en el crecimiento tumoral y la metástasis

Aunque las células 4T1 wt crecieron más de lo reportado previamente (el clon Tn+ normalmente crece mucho más rápido que

las wt in vivo), los tumores generados con el clon Tn+Nrp2- fueron mucho más pequeños que los generados por la línea Tn+

(Figura 9A), un efecto que se mantuvo cuando se analizó el peso tumoral luego del sacrificio (Figura 9B). 

Como se observa en la Figura 9C, los ratones con tumores derivados de la línea 4T1 Tn+ Nrp2- no desarrollaron

micrometástasis al igual que los pulmones derivados de los ratones naive. Por tanto, podemos decir que la línea 4T1 Tn+ Nrp2-

presenta una reducción del crecimiento tumoral y una menor capacidad metastásica que la línea 4T1 Tn+. Para determinar si

estos efectos son mediados o potenciados por la expresión del antígeno Tn sobre esta molécula, es de nuestro interés poder

también inhibir la expresión de Nrp2 en las células 4T1 wt (con O-glicosilación normal) para poder repetir estos ensayos. 

Actividad 6- Evaluación de la respuesta inmune anti-tumoral en ratones inyectados con las células Tn+/Nrp2+ (4T1 Tn+),

Tn+/Nrp2- (A8) y Tn-/Nrp2+ (wt). 

Se observa un mayor porcentaje de linfocitos T CD4+ y T CD8+ en los bazos de los ratones inoculados con el clon A8, con un

nivel similar al obtenido con los ratones naive (Figura 10A y B). Además, los linfocitos T CD4+ y CD8+ de los tumores A8

expresan mayores niveles de IL-10 pero no de FoxP3 que los derivados de los tumores wt y Tn+ (Figura 10C-F). No observamos

diferencias en los niveles de IL-4, INF-? o IL-17 expresados por los linfocitos T CD4+ (Figura 10G-I). 

Además, los esplenocitos derivados de los ratones con tumores Tn+ Nrp2- (A8) produjeron menores niveles de IL-17 que los

ratones con tumores Tn+ cuando fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3 y -CD28, aunque no se observan cambios

significativos ni en la producción de INF-? ni de IL-10 (Figura 11). 

En suma, se podría sugerir que Nrp2 en las células Tn+ está vinculado con una reducción en el infiltrado linfocitario a nivel del

bazo de los ratones inoculados con dichas células y que además parece haber una relación con la expresión de IL-10 y de IL-

17, aunque los resultados vinculados con las citoquinas deben repetirse ya que los niveles de IL-10 e IL-17 de las células Tn+

fueron muchos menores que los que observamos en la actividad 1 en relación a los ratones naive. 

Del presente trabajo podemos concluir que la expresión de Tn en nuestro modelo experimental de cáncer de mama

metastásico induce tanto el crecimiento del tumor primario como la metástasis pulmonar así como también la generación de

una respuesta inmunosupresora. En este sentido, el bloqueo del antígeno Tn podría constituir una estrategia terapéutica

innovadora que inhiba las metástasis derivadas del CMTN. 

A pesar de que se ha reportado que la expresión de Tn está vinculada con mecanismos de quimiorresistencia, esto no fue lo

que observamos en nuestro modelo. Sería interesante continuar estudiando este fenómeno variando las dosis de las drogas.

En cuanto al papel que cumple Nrp2 O-glicosilado con Tn en nuestro modelo, podemos decir que la ausencia del mismo en las

células 4T1 Tn+ afecta el desarrollo y progresión tumoral, inhibiendo su crecimiento y evitando el desarrollo de metástasis.

Este fenómeno podría estar mediado por un fenómeno inmunomediado dado que observamos un mayor infiltrado linfocitario en

Conclusiones y recomendaciones
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los bazos de los ratones que fueron inoculados con las células Tn+ carentes de Nrp2. Aunque también encontramos diferencias

a nivel de las citoquinas que expresan los esplenocitos inoculados con las células carentes de Nrp2, estos resultados deben

repetirse por inconsistencias con resultados anteriores. Todos estos hallazgos nos motivan a seguir profundizando en el rol del

Nrp2 en el CMTN y en cómo Tn puede modular su actividad. Para ello continuaremos este estudio a través de la tesis de

Doctorado de la MSc. Mercedes Landeira la cual se titula: “Estudio de la O-glicosilación aberrante en la función de la

Neuropilin-2 en el cáncer de mama”. Los resultados aquí presentados sugieren que Nrp2 puede ser un blanco terapéutico

prometedor contra el CMTN. El uso de estrategias terapéuticas que bloqueen Nrp2 en conjunto con una terapia contra el

antígeno Tn podría mejorar los tratamientos existentes y podría proveer una oportunidad única para evitar la capacidad que

tienen los tumores de CMTN de crecer y metastatizar. 
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