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RESUMEN

El cancer de pancreas es uno de los tipos de canceres con mayor incidencia, mortalidad
y peor prondstico tanto en hombres como en mujeres en el Uruguay y en el mundo, lo que
refleja el bajo éxito en las estrategias de diagndstico y terapia para estos tumores. No obstante,
existe una variedad de nuevas opciones terapéuticas que se encuentran en diversas etapas de
evaluacion clinica. Varias de éstas son formas de inmunoterapia, ya sean vacunas o anticuerpos,
que se dirigen a una variedad de marcadores de superficie expresados en células tumorales, y
ausentes o expresados en menor medida en células sanas. Para el desarrollo de estas nuevas
terapias dirigidas a tumores de pancreas, la identificacion de nuevos biomarcadores asociados

a cancer de pancreas es crucial.

La molécula Tn (GalNAc-Ser/Thr) forma parte del grupo de antigenos carbohidratos
asociados a tumores (TACA), los cuales se expresan en tejido tumoral maligno y se encuentran
poco frecuentemente expresado en tejidos sanos. Por esta razon, el antigeno Tn tienen un gran
potencial como blanco en diagndstico y en terapias antitumorales dirigidas. En efecto, nuestro
laboratorio, Laboratorio de Glicobiologia e Inmunologia Tumoral del Instituto Pasteur de
Montevideo, generd un anticuerpo murino IgM, denominado 83D4, que reconoce clusteres de
2 o 3 moléculas de Tn consecutivas, y otro anticuerpo quimérico recombinante humano

denominado ChiTn IgG el cual deriva del anticuerpo 83D4.

En esta tesina se plantea estudiar la presencia y distribucion del antigeno Tn reconocido
por 83D4 y/o ChiTn en lineas celulares pancreaticas y en tejido tumoral de pancreas de
pacientes, lo cual puede tener impacto en el desarrollo de nuevas estrategias de diagndstico

temprano y nuevas inmunoterapias antitumorales dirigidas.



1. INTRODUCCION

1.1 Biologia del Cancer.

El céancer representa un conjunto de patologias malignas en las que un grupo de células
del cuerpo prolifera anormalmente generando una masa celular que compromete al tejido sano
(National Cancer Institute, 2021). Estas patologias son consecuencia de la adquisiciéon de
mutaciones por parte de las células malignas que perturban los programas de proliferacion,

diferenciacion y apoptosis celular (Hassanpour and Dehghani, 2017).

Las complejas caracteristicas funcionales que permiten el crecimiento tumoral y la
metdstasis en células tumorales pueden ser resumidas, segun Hananhan y Weinberg, en seis
elementos fundamentales, o “Hallmarks” que incluyen: la resistencia a la muerte celular, el
mantenimiento de la sefializacion proliferativa, la evasion de las sefiales supresoras del
crecimiento, la inmortalidad replicativa, la induccién del proceso de angiogénesis y la
capacidad de invadir otros tejidos para generar metdstasis (D and RA, 2000) (Figura 1). Estas

caracteristicas distintivas son el blanco de terapias antitumorales, las cuales se detallan en la

Figura 1.
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Figura 1. Los Hallmarks o sellos caracteristicos del cancer y las opciones terapéuticas basadas en estas
distinciones. Se resumen las seis caracteristicas fundamentales propuestas originalmente por Hananhan y
Weinberg en el 2000 y las cuatro caracteristicas sumadas posteriormente en el afio 2011: la resistencia a la

muerte celular, el mantenimiento de la sefializacidn proliferativa, la evasion de las sefiales supresoras del



crecimiento, la inmortalidad replicativa, la induccién del proceso de angiogénesis, la capacidad de invadir
otros tejidos para generar metdstasis, promocion de un contexto inflamatorio favorable para el tumor,
regulacién del metabolismo energético e inestabilidad gendmica. Estas caracteristicas distintivas de las
células tumorales permiten la progresion y el desarrollo, y estimulan la malignidad y la agresividad tumoral.
Se han desarrollado terapias que interfieren con cada una de estas capacidades adquiridas necesarias para el
crecimiento y la progresion del tumor. Algunas de estas terapias se ejemplifican en la figura. Muchas de
ellas se encuentran atin en la etapa de ensayo clinico, aunque otras ya fueron aprobadas para su uso en el

tratamiento de ciertas formas de cdncer humano (Hanahan and Weinberg, 2011).

Las caracteristicas funcionales que permiten a las células tumorales sobrevivir,
proliferar y diseminarse a través del organismo son adquiridas por diversos mecanismos a lo
largo del desarrollo tumoral (Hanahan and Weinberg, 2011). Segtn los autores, la adquisicion
de estas depende de dos caracteristicas: la inestabilidad genémica y el contexto inflamatorio.
La inestabilidad genémica promueve la adquisicion y acumulaciéon de mutaciones en los genes
responsables de generar los Hallmarks antes mencionados. A su vez, el estado inflamatorio
generado por las lesiones malignas promueve la infiltracion de células inmunes contribuyendo
a la formacion de un microambiente que puede ser favorable para el desarrollo del tumor
(Whiteside, 2008). El infiltrado de células inmunes puede ser determinado por el ambiente
inducido por el tumor (Whiteside, 2008). De esta manera, se ha visto que en tumores malignos,
el infiltrado de células inmunes se encuentra muchas veces enriquecido por células
inmunosupresoras como los linfocitos T reguladores o las células inmunosupresoras de origen
mieloide, las cuales promueven la tolerancia inmune hacia el tumor y previenen la destruccion
de las células malignas (Noy and Pollard, 2014) (Whiteside, 2008). A su vez, la inflamacién
puede contribuir al desarrollo de algunos Hallmarks aportando moléculas bioactivas al
microambiente tumoral tales como factores de crecimiento, sefiales de sobrevida y factores

proangiogénicos entre otros (Hanahan and Weinberg, 2011).

1.2 Epidemiologia del Cancer

En la actualidad, el cancer constituye uno de los desafios sanitarios mas problematicos,
representando la segunda causa de muerte a nivel mundial. La incidencia global del céncer
continda en aumento, estimandose que el nimero de casos nuevos pasard de 14 millones en
2012, a mas de 20 millones para el ano 2030 (World Cancer Report, 2014). En Uruguay,
aproximadamente un cuarto (24.2%) del total de las defunciones anuales se adjudican al cdncer

(Comision Honoraria de Lucha contra el Céancer, 2021) .



El cancer de péncreas es uno de los tipos de canceres de mayor mortalidad e incidencia
tanto en mujeres como en hombres en el Uruguay (Figura 2). En efecto, en Uruguay, junto con
la Republica de Moldova, se registraron las tasas de mortalidad por cancer de pancreas mas
altas en el 2018 (Rawla, Sunkara and Gaduputi, 2019). En mujeres, el cdncer de pancreas es el
séptimo tipo de cdncer mds frecuente y ocupa el cuarto lugar en mortalidad por céncer. En
cambio, en hombres, el cdncer de pédncreas es el octavo tipo de cancer més frecuente y el quinto
tipo de céncer de mayor mortalidad (Comisiéon Honoraria de Lucha contra el Céncer,
2021)(Figura 2). Estas estadisticas reflejan la falta de estrategias de diagndstico de tumores en
etapas tempranas y la baja eficiencia de las terapias antitumorales que se utilizan para tratar

este tipo de cdncer.
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de los principales tumores en Mujeres y Hombres en el periodo
2013-2017. En Uruguay, el cdncer de pancreas se encuentra dentro de los 10 tipos de canceres de mayor
incidencia y mortalidad tanto en mujeres como en hombres (Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer,

2021).

Las tasas de incidencia de cancer de pancreas han aumentado alrededor de un 1% cada
afio desde el ano 2000 (American Society of Clinical Oncology, 2021). Segun estadisticas
recientes de la Sociedad Americana Contra El Cancer, en los Estados Unidos, si el tumor es
detectado en etapas tempranas (tumor menor a 2 cm de didmetro lo cual ocurre en el 11% de
los casos) este se puede extirpar. Para estos pacientes a los que se les haya realizado la cirugia,
la tasa de supervivencia a 5 afios es de 39%. De lo contrario, para tumores avanzados en etapa
metastdsica, la tasa de supervivencia a 5 afios es del 13% (American Society of Clinical
Oncology, 2021). Por lo tanto, el escenario para pacientes con cdncer de pancreas es poco
alentador, por lo que es de gran interés el estudio y desarrollo de técnicas de deteccion temprana

de tumores pancredticos y terapias antitumorales efectivas.




1.3 Antigenos asociados a tumores

En los ultimos afios se han investigado nuevas herramientas de diagndstico o terapia
que permitan seleccionar especificamente células tumorales, y direccionar hacia las mismas ya
sea moléculas reporteras (radioisétopos o fluorocromos), para el diagndstico temprano de
tumores, como drogas para su tratamiento. Este tipo de estrategias direccionadas pueden ser de
gran relevancia clinica, en especial para canceres de deteccion tardia y/o baja tasa de respuesta
a tratamientos, pero exigen la identificacion de blancos moleculares especificos de tumores.
Por esta razon, se han dedicado muchos esfuerzos a la busqueda de moléculas expresadas en

células tumorales y ausentes, o de expresion disminuida, en tejido sano.
1.3.1 Neoantigenos tumorales

Los neoantigenos tumorales son antigenos que se expresan unicamente en células
tumorales y estdn completamente ausentes en tejido sano (Zhang et al, 2021). Los
neoantigenos se generan a partir de alteraciones en el cddigo genético (mutaciones) que
generan proteinas modificadas en las células tumorales durante el desarrollo y la progresion
tumoral (Jiang et al., 2019). La expresion de neoantigenos tumorales diferencia a las células
sanas de las células malignas y por lo tanto, una gran variedad de terapias antitumorales tales
como vacunas o la manipulacién de células inmunes (como la terapia basada en células CAR-

T), se basan en el reconocimiento de estos neoantigenos (Zhang et al., 2021) (Jiang et al., 2019).
1.3.2 Antigenos carbohidratos asociados a tumores (TACA)

Ademas de los neoantigenos tumorales, otras moléculas pueden expresarse
diferencialmente en células tumorales y en células sanas. La glicosilacion alterada es una
caracteristica comuin de las células tumorales y conduce a la formacion de antigenos
carbohidratos asociados a tumores (TACA) (Mantuano et al., 2020). La generacion de motivos
carbohidratos alterados presentes en algunas células tumorales se asocian a tres eventos
caracteristicos: a) aumento de la expresion de glicanos truncados o incompletos, b) aumento
de la ramificacién de N-glicanos, y c¢) aumento o cambio de la presencia de glicanos que
contienen acido sidlico. Estas modificaciones son el resultado de alteraciones en las vias de
sintesis de glicanos, causadas por cambios en la expresion o actividad de enzimas involucradas

en la biosintesis de glicoproteinas (Ajit Varki et al., 2017).



1.3.3 Estructura Tn y antigeno Tn

La molécula carbohidrato conocida como Tn, perteneciente al grupo de los TACA, es
una estructura glicosidica cuya expresion se asocia a la progresion de tumores y tasas de
sobrevida bajas en pacientes (Y et al., 2020). Se ha estimado que el 90% de todos los
adenocarcinomas expresan Tn, mientras que su presencia en tejido sano es poco frecuente

(Kudelka et al., 2015).

La estructura Tn consiste en un residuo de acetilgalactosamina (GalNAc) unido a un
residuo de Serina (Ser) o Treonina (Thr) del esqueleto peptidico (GalNAc-Ser/Thr) (Bennett et
al., 2012). Aunque Tn se expresa en algunos estadios del desarrollo fetal humano, no se
encuentra generalmente expresado en células de adultos sanos (Sadraei, Reynolds and Trant,
2017). Por esta razon, utilizar a Tn resulta de gran atractivo para el desarrollo de terapias y

diagnosticos dirigidos hacia tumores basados en anticuerpos.
1.3.4 Generacién de la estructura Tn

En células tumorales, los productos de glicosilacion generalmente se encuentran
modificados debido a alteraciones en las vias de biosintesis de carbohidratos. Normalmente, el
proceso de O-glicosilacién inicialmente es catalizado por la UDP-GalNAc transferasa
(GalNAc-T) que transfiere el glicido GalNAc co-activado por UDP al esqueleto peptidico
(Bennett et al., 2012). Luego, una serie de O-glicotransferasas agregan grupos adicionales
completando el esqueleto carbohidrato de las glicoproteinas (Brockhausen, 2006) (Figura 3).
En algunos tumores se ha identificado que tanto la ubicacidn, los niveles de expresion, asi como
la actividad de las glicotransferasas se encuentran modificadas (Andergassen ef al., 2015). En
particular, la expresion o actividad alterada de algunas O-glicotransferasas pueden resultar en
la generacion de Tn (Cascio and Finn, 2016) (Figura 3). Por ejemplo, se ha reportado que la
expresion alterada de la transferasa C1GalT1, que adiciona un residuo de Galactosa al residuo
GalNAc, genera un aumento en la expresion de la molécula Tn en células tumorales
pancredticas (Cascio and Finn, 2016) . A su vez, la actividad de la C1GalT1 requiere de la
molécula chaperona Cosmc para su actividad (Ju ef al., 2014). En efecto, la disminucién de la

expresion de Cosmc se correlaciona con alta expresién de Tn (Ju et al., 2002).
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Figura 3. Via de biosintesis de O-glicanos, estructura y generaciéon de Tn. A: Estructura Tn. B: Via de
generacion de Tn. La biosintesis de glicoproteinas comienza en el Reticulo Endoplasmadtico (RE) donde se
agregan N-glicanos co-traduccionalmente. La O-glicosilacién se inicia normalmente en el aparato de Golgi,
con el agregado de una molécula de N-acetilgalactosamida (GalNAc) a residuos Serina o Treonina del
esqueleto peptidico. Posteriormente, la transferasa C1GalT1 (T-sintasa) transfiere un residuo de galactosa
(Gal) co-activado con UDP al precursor comun GalNAc-Ser/Thr (Tn) para generar el nicleo Galf1-
3GalNAcal-Ser/Thr. A partir de este nicleo, las ramificaciones glicosidicas se amplian mediante la adicién
de otros azticares para generar los O-glicanos expresados en células sanas. En algunas células tumorales, la
funcién alterada de la chaperona molecular Cosmc, que es necesaria para la actividad de C1GalT1, promueve

la expresion del antigeno Tn. (Ju et al., 2014)

1.3.5 Tn y desarrollo tumoral

La expresion de Tn en tumores se ha asociado a aumento en la malignidad y capacidad
metastdsica, baja sobrevida y mala prognosis en modelos murinos de cancer (Ju et al., 2002)
(Chugh et al., 2018). También se ha reportado que la induccién de la expresién de Tn mediante
mutaciones en la chaperona Cosmc en lineas celulares de cancer de pancreas se correlaciona
con la disminucioén en la capacidad proliferativa, aumento en la migracion y disminucion en la

apoptosis celular (Hofmann et al., 2015).
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Existen muchas formas en la que las alteraciones en la glicosilacion inducen cambios a
nivel celular. La alteracion en los patrones glicosidicos de las proteinas de membrana celulares
altera las funciones de estas ultimas. Estos cambios pueden conducir a un plegamiento
incorrecto de las glicoproteinas, oligomerizacion anormal, inestabilidad, protedlisis, pérdida de
funcién y reconocimiento anormal por las proteinas de union a glicanos (GBP) (Ju et al., 2014).
En particular, se ha demostrado que frecuentemente, la glicosilacion aberrante de algunos
receptores de la membrana celular promueve su oligomerizacion y perturba las cascadas de
sefializacion celular (Figura 5) (Stowell, Ju and Cummings, 2015). A su vez, las vias de
sefializacion alteradas pueden comprometer los mecanismos normales de apoptosis, control de
proliferacion y diferenciacion, resultando en aumento de la metdstasis, malignidad y
agresividad de los tumores (Stowell, Ju and Cummings, 2015) (Figura 5). De hecho, se ha
reportado que la funcién alterada de la C1GalT1, responsable del aumento en la expresion de
Tn, se relaciona directamente con aumento en la motilidad, capacidad metastdsica y
agresividad de lineas tumorales de pancreas ductal (Cascio and Finn, 2016). Asimismo, se ha
demostrado que la translocacion de las GalNac-T desde el aparato de Golgi al Reticulo
Endoplasmatico (ER) causa la acumulacion del antigeno Tn en los lamelipodios de la superficie
celular y promueve un aumento en la movilidad y adhesion celular (Matsumoto et al., 2020),
lo cual podria encontrarse relacionado con el aumento en la movilidad celular inducido por el

aumento en la expresion de Tn en células malignas.
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Figura 4. Representacion de posibles aberraciones glicosidicas en la progresion tumoral. Durante la

transformacidn celular, los cambios en la glicosilacién de proteinas en la membrana y las glicoproteinas

solubles, como las mucinas, son tipicos y pueden ocurrir tanto al principio como al final de la carcinogénesis,

aunque este fenémeno no estd del todo elucidado. Los diferentes tipos de cambios se muestran en las dreas

encuadradas en rosa, destacando los cambios en los O-glicanos (antigenos T, Tn y STn) y la expresién

alterada de los N- y O-glicanos ramificados. Abreviaturas: Fuc, fucosa; Gal, galactosa; GalNAc, N-

acetilgalactosamina; GlcNAc, N-acetilglucosamina; Man, manosa; NeuSAc, d4cido 5-N-acetilneuraminico ;

Neu5Gc, dcido 5-N-glicolilneuraminico; SLe, sialil Lewis; STn, sialil Tn. (Stowell, Ju and Cummings, 2015)
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Figura 5. Mecanismo de senalizacion alterada por glicosilacion truncada de receptores de membrana
celular. La transformacién celular a lo largo del desarrollo y progresién tumoral se asocia generalmente a
cambios en los patrones glicosidicos de moléculas de membrana. Esto puede resultar en cambios
conformacionales, oligomerizaciones y cambios en la disposicién de los glicanos modificados, lo cual se
asocia a alteraciones en algunas vias de sefializacidn. Abreviaciones: Fuc, fucosa; Gal, galactosa; GalNAc,
N-acetilgalactosamina; Glc, glucosa; GIcA, dcido glucurdnico; IdoA, 4dcido idurénico; Man, manosa;
NeuSAc, 4cido 5-N-acetilneuraminico; Neu5Ge, 4cido 5-N-glicolilneuraminico; STn, sialil Tn; Xyl, xilosa.

(Stowell, Ju and Cummings, 2015).

El contexto inflamatorio y/o el microambiente tumoral muchas veces se encuentra
asociado a la adquisicion de las caracteristicas tumorales, Hallmarks, que promueven el
desarrollo y la progresion tumoral (Hanahan and Weinberg, 2011). Como se menciond
anteriormente, el perfil de células infiltradas y moléculas de sefializacion en el microambiente
tumoral puede promover la malignidad y agresividad tumoral. Recientemente, se ha
demostrado que la expresion de Tn podria inhibir la respuesta inmune antitumoral
disminuyendo el infiltrado de células linfoides citotoxicas y células mieloides antitumorales y

aumentando el nimero de células inmunorreguladoras en céncer colorrectal (Cornelissen et al.,
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2020). Ademas, se ha reportado que la presencia de Tn promueve el crecimiento de tumores
pulmonares, al fomentar la inmunosupresion y la angiogénesis a través de la interaccion con el
receptor lectina 2 de macréfagos (MGL2) (da Costa et al., 2021). Por lo tanto, el aumento en
la expresion de Tn promueve un microambiente tumoral supresor y contribuye a la evasion
inmune y la progresion tumoral, lo cual sugiere que Tn podria ser un posible biomarcador de

agresividad en diagnoéstico.

1.3.6 Tn en cancer de pancreas

En la actualidad existen pocos estudios publicados de la presencia de Tn en cancer de
pancreas. Es importante aclarar que hasta el momento la literatura sobre la expresion de Tn en
tejido de pancreas sanos es contradictoria. Un estudio realizado con la lectina VVL (Vicia
Villosa Lectin) reporta la ausencia de Tn en tejido de pancreas sano (Munkley, 2019). Por otra
parte, se ha reportado la presencia de esta molécula en tejido de pancreas sano, asi como en
tejido de pacientes con cancer pancredtico utilizando la lectina VVL (Itzkowitz ef al., 1991a).
La lectina VVL reconoce al mondmero de la molécula de Tn (GalNAc) con moderada afinidad
(Cummings and Etzler, 2009). Algunos investigadores sugieren que si bien es posible encontrar
mondmeros de Tn en tejidos sanos, otros antigenos Tn, como los clisteres de Tn
(glicosilaciones consecutivas de 2 o 3 moléculas de Tn sobre un esqueleto peptidico) se asocian

en mayor medida a las células tumorales (Mazal ef al., 2013).

Dada la falta de terapias antitumorales efectivas para el tratamiento de cancer de
pancreas, es de gran interés evidenciar la expresion diferencial de cliisteres de Tn en tejido
pancreatico tumoral y en tejido pancreatico sano para el desarrollo de nuevas estrategias
inmunes antitumorales. De esta manera, en esta tesina, se plantea el estudio de la presencia de
clusteres de Tn en células y tejidos pancreaticos tumorales para su posible uso como dianas

inmunoldgicas.

1.4 Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos producidos por clones de una tunica
célula B hacia un antigeno especifico. Para su generacion, se inmuniza un modelo animal con
el antigeno hacia el cual se quiere dirigir el anticuerpo y luego se aislan clones de linfocito B
productores de anticuerpo. Finalmente, se selecciona un clon con afinidad y/o especificidad

deseada hacia dicho antigeno y se fusiona con células de mieloma para la generacion de
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hibridomas, células B inmortalizadas productoras de anticuerpos monoclonales (Garcia

Merino, 2011).

Existen diferentes estrategias terapéuticas y de diagnostico dependientes de anticuerpos
monoclonales cuyos blancos se asocia a antigenos tumorales. Entre ellas destaca el
direccionamiento de drogas citotoxicas conjugadas a anticuerpos especificos contra células
tumorales (Tivadar et al., 2020) y la induccién de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos
(Brandsma et al., 2019). A su vez, es importante destacar el rol de dichos anticuerpos en el

diagnéstico clinico de cincer (Zhang et al., 2014).

En las ultimas décadas, se han realizado muchos estudios utilizando anticuerpos
monoclonales contra antigenos tumorales para el diagndstico y tratamiento de tumores
malignos. La identificacion y andlisis de antigenos tumorales es un campo de gran importancia,
ya que estos pueden ser utilizadas como dianas inmunoldgicas para generar herramientas como
la produccién de anticuerpos y-o fragmentos de anticuerpos especificos contra células

tumorales.
1.4.1 Anticuerpos anti-Tn

La estructura Tn tiene un gran potencial como blanco terapéutico en el tratamiento del
cancer por su particular expresion en tejidos malignos y su ausencia de expresion en la mayoria
de los tejidos sanos. Existe una amplia variedad de anticuerpos dirigidos hacia estructuras Tn
(antigenos Tn) tales como: MLS128 (Sakai et al., 2010), L2AS5 (Loureiro et al., 2018), 2A10,
9A7,6E11, 15G9 (Mazal et al., 2013).

Las estructuras Tn se caracterizaron utilizando tanto anticuerpos monoclonales
especificos (MAb) como lectinas, pero estos enfoques diferentes conducen a un
reconocimiento muy variable de las células tumorales. Como se explicé anteriormente, se ha
demostrado mediante estudios realizados con la lectina VVL, que el antigeno Tn reconocido
por esta molécula, se expresa en células acinares pancredticas sanas (Itzkowitz et al., 1991b),
mientras que, por lo contrario, dos anticuerpos monoclonales anti-Tn (TEC-02 y 12A8-C7-F5)
no reconocieron tejidos sano de pancreas (Cao et al., 1996). Los epitopes reconocidos por
anticuerpos anti-Tn pueden variar en gran medida. De hecho, ademas del papel desempefado
por la densidad de Tn, los residuos de aminoacidos O-glicosilados (Ser vs Thr) asi como el

esqueleto peptidico vecino podrian ser factores importantes que modulan la estructura del
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epitope de Tn (Mazal et al., 2013). Por lo tanto, es importante definir el epitope (la naturaleza

del antigeno Tn) reconocido por cada anticuerpo anti-Tn.

Nuestro laboratorio (Laboratorio de Glicobiologia e Inmunologia Tumoral del Instituto
Pasteur de Montevideo), presenta una amplia trayectoria en el estudio y la generacion de
anticuerpos contra el antigeno Tn (Osinaga et al., 1997) (Babino et al., 2003). En particular, el
anticuerpo monoclonal 83D4, IgM de origen murino, generado por nuestro laboratorio,
demostré reconocer al epitope constituido por GalNAc-O-Ser/Thr (Medeiros et al., 2000)
(Osinaga et al., 2000). Diferentes estudios reportaron que este anticuerpo murino reconoce un
90% de carcinomas de mama, colon, ovario y pulmén (Figura 6) (Mazal et al., 2013). Nuestro
equipo logré analizar los patrones moleculares involucrados en el reconocimiento de Tn por
83D4. El anticuerpo 83D4 reconoce cliisteres compuestos por dimeros o trimeros de Tn (a lo
cual nos referiremos de aqui en adelante como antigeno Tn) , y no a monémeros de Tn aislados
(Medeiros et al., 2000) (Osinaga et al., 2000). Por lo tanto, el anticuerpo 83D4 es una
herramienta clave en el estudio de la expresion de clisters de Tn, a diferencia de otros

anticuerpos o lectinas como la VVL.
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Figura 6. Reconocimiento de Tn por inmunohistoquimicas segiin diferentes anticuerpos monoclonales,
incluyendo 83D4 (Mazal et al., 2013). El anticuerpo monoclonal 83D4 ha reportado un fuerte
reconocimiento de tejido tumoral de mama en relacién a otros anticuerpos monoclonales contra estructuras
Tn. Se observa un andlisis de la expresion del antigeno Tn en tumores de mama humanos a partir de su
reconocimiento por los anticuerpos monoclonales 83D4, 2A10, 6E11 y 9A7, y un anticuerpo monoclonal
inespecifico como su control negativo. El anticuerpo 83D4 reconoci6 todas las muestras de tumores de
mama, reconocio las muestras de cancer de colon con mayor sensibilidad y fue el tinico anticuerpo que logrd

reconocer material secretado.

1.4.2 Anticuerpos recombinantes anti Tn

Los anticuerpos son proteinas que consisten en una region constante denominada Fc, la
cual es compartida por todos los anticuerpos de un mismo isotipo y una region variable, Fab,
la cual difiere entre todos los anticuerpos y contiene al paratope, la region del anticuerpo que
reconoce al antigeno (Garcia Merino, 2011). Un anticuerpo monoclonal contendrd las regiones
Fab y Fc derivadas del organismo inmunizado. Al administrar a un paciente un anticuerpo
monoclonal producido en un modelo animal, este anticuerpo, debido a su origen, puede ser
reconocido como exdgeno y estimular una respuesta inmune en el paciente. A su vez, la

mayoria de los mecanismos efectores de los anticuerpos radican en la region constante Fc y en

17



su reconocimiento por sus receptores inmunes. Esta regién, con gran variabilidad entre
especies, es capaz de interactuar con los receptores Fc celulares (RFc) y estimular los
mecanismos celulares dependientes de anticuerpos tales como la citotoxicidad celular mediada
por anticuerpos (ADCC), opsonizacion y la activacidon celular. A su vez, las regiones Fc
pueden interactuar con receptores Fc solubles, como el sistema de complemento,
desencadenando la respuesta inmune. Por lo tanto, la administracion de un anticuerpo
monoclonal murino, como 83D4, en un paciente humano podria desencadenar una reaccion
inmune no deseada y fallaria en activar los mecanismos inmunes deseados. Una estrategia para

resolver esto es la produccion de anticuerpos recombinantes quiméricos.

Los anticuerpos quiméricos se generan a partir de las regiones variables de anticuerpos
producidos en una especie determinada, y las regiones constantes Fc de otra especie. En efecto,
en nuestro laboratorio, se disefid por ingenieria genética un anticuerpo quimérico IgG humano
(denominado, ChiTn) a partir del anticuerpo monoclonal murino 83D4 (Oppezzo et al., 2000a).
Este anticuerpo mostré un perfil de reconocimiento de Tn similar al del anticuerpo 83D4
murino (Oppezzo et al., 2000a). Ademds, se ha demostrado en modelos animales de cidncer de
mama, que la administracion de ChiTn, junto con ciclofosfamida, promueve remisiones

tumorales completas en el 90% de los animales (Hubert ez al., 2011).

1.5 Un nuevo horizonte

En el presente, existen pocos biomarcadores para las formas mds comunes de tumores
pancredticos(Hasan et al., 2019)(Giannis, Moris and Barbas, 2021) (Trabbic et al., 2019).
Ademas, las opciones terapéuticas para estos tumores, tanto tempranos como avanzados, se
limitan a algunos quimioterapéuticos que no han cambiado durante varios afios. No obstante,
existe una variedad de nuevas opciones terapéuticas que se encuentran en diversas etapas de
desarrollo. Varias de éstas son inmunoterapias, ya sean vacunas o anticuerpos, que se dirigen
a una variedad de biomarcadores de superficie de membrana especificos del cdncer, como los
TACA (Trabbic et al., 2019). Por ejemplo, la molécula glicosidica Sialil Lewis CA 19-9 se
expresa en gran medida en células de carcinoma pancredtico (CP). Weitzenfeld y col. utilizaron
anticuerpos dirigidos a CA 19-9 producidos a partir del suero de pacientes inmunizados con
una vacuna de CA 19-9/hemocianina de lapa californiana (KLH) para proteger con éxito a los

ratones de la progresion del CP (Weitzenfeld, Bournazos and Ravetch, 2019).

A pesar de los esfuerzos realizados para el desarrollo de inmunoterapias efectivas para

el tratamiento de cancer de pancreas, las opciones hasta ahora son muy limitadas (Weitzenfeld,
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Bournazos and Ravetch, 2019). Por lo tanto, la identificacién de nuevos biomarcadores
asociados a cdncer de péancreas es crucial. En esta tesina se planea estudiar la presencia y
distribucion del antigeno Tn en lineas celulares pancredticas y en tejido tumoral de pancreas
de pacientes, a partir de los anticuerpos 83D4 y ChiTn los cuales reconocen cliisteres de 2 0 3
moléculas de Tn. Evidenciar la presencia de estos biomarcadores en carcinoma pancreatico
podria permitir el desarrollo de estrategias de diagndstico y nuevas inmunoterapias

antitumorales dirigidas contra el antigeno Tn.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la presencia del antigeno Tn tanto en lineas celulares como en tejidos tumorales de

pancreas humanos.

2.2 Objetivos especificos

1.

Evaluar la presencia del antigeno Tn en lineas celulares de cancer de pancreas humanos
mediante la técnica de Western blot utilizando el anticuerpo 83D4.

Evaluar la presencia en superficie celular del antigeno Tn en lineas celulares de cancer
de pdncreas humanos mediante la técnica de Citometria de flujo utilizacién el
anticuerpo 83D4.

Evaluar la distribucion celular del antigeno Tn en lineas celulares de cdncer de pancreas
humanos mediante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo
83D4.

Evaluar la reactividad del anticuerpo ChiTn en lineas celulares de cancer de pancreas
humanos mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta.
Evaluar la presencia del antigeno Tn en muestras de tejidos tumorales de péancreas

humanos mediante la técnica de Inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo 83D4.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Anticuerpos 83D4 y ChiTn

Los anticuerpos monoclonales 83D4 y ChiTn fueron producidos en nuestro laboratorio

y cedidos por la Dr. Nora Berois, se trabajé en el formato de sobrenadante sin diluir.

3.2 Evaluacidn de la presencia del antieeno Tn en lineas celulares tumorales de pancreas

3.2.1 Cultivo celular y lineas comerciales

Se estudiaron las lineas comerciales de cancer de pancreas BXPC3, L3.6 y T3M4

(Tabla S1) cedidas por el laboratorio del Dr. Francisco X. Real, del Centro Nacional de

Investigaciones Oncoldgicas, Madrid, Espafia. Para el medio de cultivo se utiliz6 medio
comercial DMEM enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco 16000-044), 2mM
L-glutamina (Gibco 56-85-9) y 1mM Piruvato de Sodio (Gibco 11360-070), en estufa a 37°
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Celsius y 5% CO2. Las células fueron almacenadas en una soluciéon de dimetilsulféxido
(DMSO) 10% en SFB en congeladores a -80° Celsius. Para iniciar el cultivo de células
congeladas, las células fueron descongeladas rdpidamente a 37° Celsius y lavadas con buffer
fosfato salino (PBS, pH 7.2). El lavado consiste en resuspender las células en un volumen 10
veces mayor de PBS estéril y centrifugar a 400 g por 5 minutos, descartando el sobrenadante.
El pellet celular se resuspendié en medio de cultivo DMEM enriquecido como se menciond

anteriormente.

El desprendimiento de la monocapa para los pasajes celulares se realizé lavando la
monocapa celular adherida a la placa de cultivo con PBS estéril y luego incubandolas con una
solucién de Tripsina EDTA 0.25% (Life Technologies) durante 1 a 5 min a 37° C hasta
observar el desprendimiento de la monocapa adherida. Luego, se neutralizé el volumen de
Tripsina afiadido con un volumen equivalente de medio enriquecido. Esta suspension de células
fue lavada con PBS mediante centrifugacion a 400 g por 5 minutos y el pellet de células se
resuspendi6 en medio enriquecido. Para su almacenamiento, se desprendid la monocapa celular
con Tripsina EDTA 0.25% (como se explicé anteriormente) y por ultimo se resuspendieron las
células en una solucién de dimetilsulféxido (DMSO) 10% en SFB e incubadas 1 hora a -20°

Celsius. Finalmente, se almacenaron en congeladores a -80° Celsius.

El conteo de células de realiz6 utilizando la cimara de Neubauer a partir del marcado
con TripanBlue. Para esto, se agregaron 20 uL de la suspension de células en PBS , 20 uL de
Azul de tripano 0.5% (Sigma 72-57-1) a 160 uLL de PBS. Se sembraron aproximadamente 7-10
ulL de la suspension coloreada en la camara de Neubauer y se contaron el nimero de células
vivas (diferenciadas de las muertas por su falta de coloracién azul) en 4 cuadrantes de la

camara.

La concentracion celular se obtuvo segun la ecuacion:

células  # = (10.000) * Factor de dilucion
ml 4

Donde # es el nimero de células contadas en los 4 cuadrantes y el factor de dilucion es el

volumen total de la suspension celular en TripanBlue dividido el volumen de suspension inicial
de las células (en este caso el factor de dilucién es 10 ya que se tomaron 20 uL de la suspension

inicial celular y se resuspendieron en un volumen final de 200uL).
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3.2.2 Ensayos de Western Blot

Los extractos celulares se generaron a partir de células BXPC3, T3M4 y L.3.6 en fase
de crecimiento (confluencia menor a 95%). Las células se resuspendieron con Tripsina y se
lavaron 2 veces con PBS centrifugando a 400 g durante 5 minutos y se contaron (como se
menciond anteriormente). El pellet celular se resuspendi6 en 1 mL de buffer de lisis hipoténico
(Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, pH 7.0 complementado con inhibidores de
proteasas [protease Inhibitor Mix- GE Healthcare Life Sciences]) cada 5x10° células vivas. La
suspension fue incubada 20 minutos en hielo, homogeneizando con vortex cada 5 minutos.
Luego, los lisados fueron sonicados (Sonicador Branson Ultrasonic Sonifier S-450) en 6 pulsos
de 10 segundos a 15% de amplitud espaciados por 10 segundos de descanso. El extracto se

centrifugé a 14000 g por 10 minutos a 4° Celsius y el sobrenadante se almacené a -80° Celsius.

La concentracion proteica se midi6 por el método de Bradford. En una placa de 96
pocillos de fondo plano, se sembraron 150 uL de reactivo de Bradford (Sigma B6916) y 5 uLL
de la solucion de lisado celular sin diluir y diluida 1:10 y 1:100. A su vez, en paralelo se realizé
una curva estandar sembraron diluciones de la solucién patrén de BSA (Sigma, 9048-46-8) de
0 a 2 mg/mL. Luego se midi6 la absorbancia a 650 nm en el espectrofotometro de placas

ThermoScientific Multiskan FC.

Una vez conocida la concentracién de lo extractos celulares generados, 40 ug de
proteinas de los extractos celulares se incubaron en buffer de muestra desnaturalizante 6X (b-
mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol 50% Buffer tris-HC1 0.125M, azul de bromofenol
0.1 mg/mL, ph 6.8) durante 5 minutos a 99° Celsius para lograr su completa desnaturalizacion.
Luego, se sembraron en pocillos de un gel poliacrilamida 12% de 1.5mm de espesor. Se utilizd
el marcador de peso molecular PageRuler Plus Protein Protein Ladder de Thermoscientific
26616 de 10-180 kDa. Las muestras se corrieron a una corriente constante de 35 mA. Una vez
finalizada la corrida electroforética, el gel, una membrana de nitrocelulosa Hybond (GS
Healthcare) y esponjas para la transferencia se equilibraron en buffer de transferencia (Tris
25mM, Glicina 192 mM, 0.1% SDS, EtOH 20%) durante 15 minutos. Posteriormente, se
transfirieron las proteinas del gel de acrilamida a la membrana de nitrocelulosa Hybond por
electrotransferencia semi-seca durante 35 minutos a 380 mA utilizando el equipo de
transferencia Amersham Biosciences. Luego, la membrana se tifié con Rojo Ponceau (Rojo
Ponceau 0.01%, 4cido acético 0.1%) (el cual tifie todas las proteinas de manera inespecifica)
durante 5 minutos a temperatura ambiente, se identificaron y cortaron los carriles y finalmente

las membranas fueron decoloradas en soluciéon de lavado (PBS Tween 0.5%). Los carriles

22



cortados e identificados se incubaron con solucién de bloqueo (PBS, BSA 2.5%, Tween 20
0.05%) a 4° Celsius durante toda la noche. Luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos con
solucién de lavado (PBS, Tween 20 0.05%) y se incubaron las membranas con el anticuerpo
83D4 sin diluir durante 45 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, realizaron 3
lavados de 5 minutos con solucion de lavado y se incubaron los carriles por 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario policlonal rabbit anti-mouse (HRP Cdédigo: P0260
DAKO). Las membranas se dejaron durante toda la noche en solucién lavado para asegurarse
de que la técnica presentara una menor interferencia en la sefial. Para el revelado, las
membranas fueron incubadas 5 minutos con los reactivos Stable Peroxide Solution y
Luminol/Enhancer Solution (1:1) del kit SuperSignal ™ West Pico PLUS (1863096,
Thermoscientific). Finalmente se obtuvieron las imagenes utilizando el equipo ImageQuant

800.

3.2.3 Citometria de flujo

Las lineas celulares BXPC3, L.3.6 y T3M4 provenientes de cultivo celular se contaron
y se fijaron con 5 mL de PBS, paraformaldehido (PFA) 4% (a una concentracion de 2x10/6
células/ml) por 20 minutos en hielo. Luego, se lavé el PFA, para lo cual se centrifugaron las
células a 400g durante 5 minutos, se descarto el sobrenadante. Se resuspendio el pellet celular
en 5 ml de PSB a una concentracion celular de 2x1076 células/mL. La suspension celular se
fracciond en dos partes iguales, una de las cuales corresponderia a las células permeabilizadas
(P) y otra a las células sin permeabilizar (SP). Para poder permeabilizar las células se
centrifugaron a 400g durante 5 minutos y se resuspendieron en PBS, 1% SFB, 0.1 % Tween-
20 por 30 minutos a temperatura ambiente a una concentracion de 1x1076 células/mL. Las

células sin permeabilizar se resuspendieron en paralelo con PBS, 1% SFB.

Luego, se sembraron 100 uL de la suspension celular en diferentes pocillos (100.000
células por pocillo) de una placa de 96 pocillos de fondo cénico y se centrifugaron a 400g
durante 5 minutos. A continuacidn, se descarté el sobrenadante y se incubd cada pocillo con
50 uL del anticuerpo primario 83D4 (sobrenadante sin diluir), durante toda la noche en cdmara
humeda a 4° Celsius. Se sembraron pocillos por triplicado para cada condicion. El triplicado
de los controles con anticuerpo secundario (anti-mouse) y los triplicados de los controles sin
marca (SM) fueron incubados con PBS, SFB 1 % para células no permeabilizadas y con PBS,
SFB 1 %, Tween-20.1 % para células permeabilizadas. Luego se realizaron 3 lavados con PBS,
SFB 1% o PBS, 1 % SFB, 0.1% Tween-20, para los pocillos con células no permeabilizadas y

permeabilizadas, respectivamente. El anticuerpo secundario (polyclonal rabbit anti-mouse
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FITC Codigo: FO261 DAKO) fue incubado en dilucién 1:50 en PBS, SFB 1% (o PBS, 1 %
SFB, Tween-20 0.1% para células permeabilizadas) a temperatura ambiente por 45 minutos.
Luego se realizaron nuevamente 3 lavados con las soluciones correspondientes y las células

fueron resuspendidas en 150 uL de PBS para su posterior analisis.

Las células fueron analizadas por el citometro Accuri C6. Para la estrategia de gating
primero se seleccionaron las células y luego se seleccionaron los singlets, se trabajé siempre
con esta poblacion establecida. Para definir a la poblacion Tn negativa se definié la zona
positiva para la expresion de Tn (Tn+) a partir de los datos de las muestras tratadas solamente
con el anticuerpo secundario (control anti-mouse). Esta zona se define como la zona de
fluorescencia hacia la derecha de la poblacion celular donde se observan menos del 0.5 % de
los eventos de la poblacion celular control (Figura S1, ANEXO). Finalmente, los datos se
analizaron utilizando el Software FlowJo10 ®. Los analisis estadisticos se realizaron a través
del software GraphPad Prism 8.0.2, utilizando el test two-way Anova. Se consideraron

estadisticamente significativos los valores P<0.05 (*).

3.2.4 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Para la técnica de Inmunofluorescencia indirecta, se cultivaron las lineas celulares en
cubreobjetos circulares. Para esto, se colocaron los cubreobjetos redondos de vidrio
previamente remojados en etanol 70% en pocillos de una placa de 24 pocillos. Luego se expuso
la placa a luz ultravioleta en la camara de flujo laminar por 15 minutos. Una vez confirmado
que el etanol se haya evaporado de los vidrios, se sembraron aproximadamente 10.000 células
de las lineas L.3.6, T3AM4 y BXPC3 en los diferentes pocillos con los vidrios y se dejaron crecer
en 1 mL de medio de cultivo DMEM enriquecido hasta llegar a un 60% de confluencia. Luego,
las células en los cubreobjetos de vidrio se lavaron, para lo cual se les retir6 el medio de cultivo,
se les agregd 1 mL de PBS frio en cada pocillo, se incubd la placa 5 minutos y luego se retiré
el PBS (esta secuencia se repitid tres veces). A continuacion, las células se fijaron con 0.5 ml
de PBS, PFA 4% por pocillo por 20 minutos en hielo. Posteriormente se permeabilizaron las
células con 0.5 ml de PBS, BSA 2% ,Triton-X100 0.3% por pocillo por 30 minutos a
temperatura ambiente y se realizé un lavados con la solucién de lavado (PBS, BSA 1%, Triton-
X100 0.15%). Posteriormente, los vidrios fueron transferidos a una plataforma recubierta con
parafilm, sobre 50 uL del anticuerpo primario 83D4 o ChiTn sin diluir, corroborando que la
cara del vidrio con células adheridas quedara hacia abajo en contacto con la solucioén de
anticuerpo. Los vidrios se incubaron durante toda la noche en caimara humeda a 4° Celsius. Los

controles negativos fueron incubados con PBS, BSA 1%, Triton-X100 0.15%. Luego se
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transfirieron los vidrios a la placa nuevamente y se realizaron 3 lavados con PBS, BSA
1% ,Triton-X100 0.15%. A continuacién, se incubaron los vidrios sobre parafilm con el
anticuerpo secundario correspondiente (polyclonal rabbit anti-mouse FITC Cddigo: F0261
DAKO para 83D4 y polyclonal rabbit anti-human 1gA, 1gG, 1gM, Kappa, Lambda FITC
Coédigo: FO200 DAKO para ChiTn en una dilucion 1:50 a temperatura ambiente por 45
minutos. Transcurridos los 45 minutos, se transfirieron los vidrios a la placa y se realizaron 3
lavados con la solucién de lavado, 1 lavado con PBS frio y un dltimo lavado con DAPI (Sigma
D9542-1MG) diluido 1:1000 en PBS, el cual tifie los nicleos. Finalmente se realizaron 3
ultimos lavados con PBS frio. Los vidrios fueron montados en portaobjetos utilizando el
reactivo Prolong Gold #P36930. Las laminas se observaron al menos 24 horas después en el

microscopio confocal Zeiss L. SM 880 con magnificacion 630x.

3.3 Evaluacién de presencia de antigeno Tn en tejidos tumorales de pancreas de pacientes

3.3.1 Ensayos de Inmunohistoquimica: Kit ABCAM

Los ensayos de inmunohistoquimica fueron realizados sobre muestras de tejido tumoral
de pancreas de pacientes, cedidas por el Hospital de Clinicas, Montevideo, Uruguay. Las
muestras se desparafinaron mediante tres incubaciones en Xilol durante 5 minutos y tres
incubaciones con isopropanol durante 5 minutos. Luego se realiz6 un lavado con agua
destilada, para los cuales se incubaron las ldminas por 5 minutos. A continuacion, se realizaron
2 lavados por 5 minutos con solucion de lavado TBST (Buffer Tris 50 mM, NaCl 9%, Tween
0.05% pH 7.5). Como lo indica el Kit, posteriormente se incubaron las muestras a temperatura
ambiente, con Hydrogen Peroxide block solution (H202 3%) por 10 minutos para bloquear la
peroxidasa enddgena y luego con la solucién protein block por 10 minutos para bloquear los
sitios inespecificos de union al anticuerpo. El anticuerpo 83D4 se incubd sin diluir durante toda
la noche a 4 ° Celsius. Al otro dia, se realizaron 4 lavados con solucién de lavado y
posteriormente se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario biotinilado
proporcionado por el kit (anti-mouse) por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se lavaron

las laminas 4 veces por 5 minutos con solucién de lavado.

El marcador se revel6 incubando las muestras con estreptavidina peroxidasa por 10
minutos a temperatura ambiente y luego de lavar 4 veces las laminas en solucion de lavado, se
incubaron con una solucién de DAB cromégeno y DAB substrate (1 gota de cromdgeno por

cada 50 gotas de substrate) 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Luego se
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enjuagaron las ldminas 4 veces en solucién lavado y se dejaron 5 minutos en agua corriente, y
finalmente se incubaron 5 minutos en agua destilada. La contratincion se realizé afiadiendo
soluciéon Hematoxilina de Mayer durante 1 minuto y 15 segundos, en oscuridad, lavando
posteriormente con agua corriente por 10 segundos y sumergiéndose 10 veces en una solucién
de hidréxido de amonio 37 mM. Finalmente se realizaron 4 lavados (uno con agua destilada,
dos con isopropanol y uno con Xilol). Las ldminas se montaron en los portaobjetos con balsamo
Entellan® new y se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas. Las imdgenes fueron
obtenidas utilizando un microscopio Olympus CX41RF con magnificaciones de 100x, 200x,

400x y 1000x.

26



4. RESULTADOS

4.1 Estudio de la presencia del antigeno Tn en lineas celulares tumorales de pancreas

Con el fin de evaluar la presencia de clusteres de Tn en lineas celulares comerciales de
cancer de pancreas, se realizaron ensayos de Western blot, Citometria de flujo e
Inmunofluorescencia indirecta, utilizdndose el anticuerpo 83D4, anticuerpo monoclonal
murino, el cual reconoce clusteres de 2 y 3 moléculas de GalNAc-Ser/Thr consecutivas
(Osinaga et al., 2000) y el anticuerpo recombinante ChiTn. Se estudiaron tres lineas celulares

de céancer de pancreas humano: L3.6, T3M4 y BXPC3 (Tabla 1, ANEXO).

4.1.1 Evaluacion de la expresion del antigeno Tn en lisados de lineas celulares tumorales

de pancreas humano por Western blot a partir de su reconocimiento por 83D4

Con el fin de evaluar la presencia de clusteres del antigeno Tn en las lineas celulares de
cancer de pancreas L3.6, T3M4 y BXPC3, primero se realizaron ensayos de Western blot por
triplicados a partir de lisados celulares utilizando como anticuerpo primario a 83D4, como se
detalla en Materiales y Métodos. En la Figura 7 se presenta uno de los triplicados obtenidos
mediante este ensayo. Como se puede observar en la Figura 7, 83D4 reconocio los lisados de
las tres lineas celulares mencionadas. De esta manera, la presencia de clisteres del antigeno Tn
fue evidenciada para todas las lineas celulares utilizadas. Se puede observar que el patrén de
bandas obtenido para cada linea celular fue similar, aunque se pueden distinguir ciertas
diferencias entre los patrones de bandas obtenidos y la intensidad de algunas bandas lo cual
sugiere que el panel de glicoproteinas que expresan Tn en cada linea celular podria diferir. En
este sentido, se observa una mayor intensidad de las bandas marcadas por 83D4 sobre el lisado
de las células BXPC3 que para los demas lisados pertenecientes a las lineas celulares L3.6 y
T3M4, lo cual nos podria indicar que la linea BXPC3 expresa el antigeno en mayor medida
que las otras dos lineas. Estos resultados deberan ser corroborados realizando otros ensayos de
Western blot, los cuales incluyan un control de carga (como la proteina actina) y cuantificar

por densitometria de la intensidad de las bandas relativas al control de carga.

En resumen, los ensayos de Western blot indicaron la presencia de clusteres del
antigeno Tn en las tres lineas celulares de cancer de pancreas humano evaluadas, al mismo
tiempo que nos indica la presencia del antigeno Tn sobre diferentes proteinas glicosiladas en

cada lisado celular.
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Figura 7. Evaluacién de la presencia del antigeno Tn en lisados celulares por Western Blot. Se
sembraron 40 mg de proteina de los lisados (cuantificado por el método colorimétrico de Bradford) en cada
pocillo. Luego de transferir las proteinas a una membrana mediante transferencia semi-himeda, la misma se
incubd con el anticuerpo 83D4. Se utilizé como control secundario un anticuerpo secundario (anti-mouse)
conjugado a streptavidina peroxidasa y se reveld con los reactivos Stable Peroxide Solution y
Luminol/Enhancer Solution del Kit SuperSignal ™ West Pico PLUS. Se observa el revelado obtenido por el
equipo lamgeQuant800 para cada lisado (83D4) y su respectivo control secundario (anti-mouse) asi como

el marcador de peso molecular (MW).

4.1.2 Evaluacion de la presencia del antigeno Tn y su expresion sobre la membrana
celular en lineas celulares tumorales de pancreas humano por Citometria de flujo a partir

del anticuerpo 83D4

Una vez evidenciada la presencia del antigeno Tn en lineas comerciales de cancer de
pancreas humano por Western blot utilizando el anticuerpo 83D4, decidimos estudiar el
porcentaje de células de cada linea celular que expresa el antigeno Tn y, ademas, evaluar la
expresion del antigeno Tn expuesto sobre la membrana celular. Para esto, se realizaron ensayos
de Citometria de flujo utilizando el anticuerpo 83D4 sobre células permeabilizadas y sin

permeabilizar (Figuras 8,9 y 10; Tabla 2S ANEXO).
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Para el estudio de las lineas celulares por citometria de flujo se sigui6 la estrategia de
Gating propuesta en Metodologia (Figura S1). En los resultaron obtenidos por citometria de
flujo (Figuras 8,9 y 10), se observa que aproximadamente el 100% de las células de las lineas
celulares T3M4, L3.6 y BXPC3 expresan clusteres del antigeno Tn (Figura 8). Para aquellos
ensayos donde las células no se permeabilizaron, el porcentaje de células que resultaron
positivas para 83D4 disminuy6 aproximadamente a 50% en las lineas T3M4 y L3.6,y a 30%
en la linea BXPC3 (Figura 8). Estos resultados muestran que, aunque cerca de la totalidad de
las células de estas tres lineas de cdncer de pancreas humano expresan clusteres del antigeno
Tn, solamente una fraccion de ellas (aproximadamente la mitad para las lineas T3M4 y L3.6 y

un tercio para la linea BXPC3) lo exponen en su membrana.
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Figura 8. Estudio de la presencia y localizacién a nivel de membrana celular de cldsteres del antigeno
Tn en lineas celulares de cancer de pancreas humano por citometria de flujo. Se muestra el porcentaje
de células permeabilizadas (P) y sin permeabilizar (SP) positivas para el marcaje por 83D4. Las células
fijadas con PFA y permeabilizadas, fueron incubadas con el anticuerpo 83D4. En paralelo, se realizaron dos
controles, para los cuales se incubaron las células tinicamente con el anticuerpo secundario (anti-mouse) o
sin ninguno de los dos anticuerpos (Sin Marca, S/M). Para cada grupo (83D4, anti-mouse y S/M) se
realizaron triplicados intraexperimento. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos
independientes. La estadistica corresponde al experimento mostrado y es representativa de los demds
experimentos, (*, P < 0.05; ns, no significativo two way ANOVA). Los valores se detallan en la Tabla 2S
ANEXO.

Ademads de estudiar el porcentaje de células que expresan clusteres del antigeno Tn, se
compararon las medias geométricas de intensidad de fluorescencia de las poblaciones celulares
tratadas con 83D4 para cada linea celular (Figuras 9 y 10). Para esto, se calcul6 la intensidad

de fluorescencia de la poblacion tratada con 83D4 normalizada por el valor de intensidad de
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fluorescencia de la poblacién control tratada con el anticuerpo secundario (anti-mouse) (media
geométrica de intensidad de fluorescencia de la muestra dividido la media geométrica de
intensidad de fluorescencia de las células tratadas con el control secundario anti-mouse). Como
se observa en los graficos de la Figura 9 y en la Figura 10, la linea celular BXPC3 present6 un
valor de intensidad media de fluorescencia relativa al control secundario mayor que las lineas
T3M4 y L3.6. Estos resultados podrian sugerir que la linea BXPC3 expresa un mayor nimero

de clusteres de Tn que las otras lineas celulares estudiadas.
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Figura 9. Estudio de la presencia de clisteres del antigeno Tn en lineas celulares de cancer de pancreas
humano por citometria de flujo. Las lineas celulares de T3M4, BXPC3 y L3.6 permeabilizadas (B, D y F)
y sin permeabilizar (A, C y E), fueron incubadas con el anticuerpo 83D4. En paralelo, se realizaron dos
controles, para los cuales se incubaron las células tinicamente con el anticuerpo secundario (anti-mouse) o
sin ninguno de los dos anticuerpos (S/M). Para cada grupo (83D4, anti-mouse y S/M) se realizaron triplicados
intraexperimentos. A partir de los datos de citometria se realizaron histogramas de intensidad de
fluorescencia para las células definidas como singuletes (Metodologia- figura S1). Se muestran histogramas
de intensidad de fluorescencia de un experimento representativo de 3 experimentos independientes para las
células tratadas con el anticuerpo 83D4 y los 2 controles mencionados. A: T3M4 no permeabilizadas, B:
T3M4 permeabilizadas; C: BXPC3 no permeabilizadas, D: BXPC3 permeabilizadas; E: L3.6 no

permeabilizadas, F: L3.6 permeabilizadas.
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Figura 10. Media Geométrica de intensidad de fluorescencia obtenida por el marcaje de 83D4
normalizada respecto al control en lineas celulares de cancer de pancreas humano por citometria de
flujo. Las lineas celulares de T3M4, BXPC3 y L3.6 permeabilizadas (P) o sin permeabilizar (SP), fueron
incubadas con el anticuerpo 83D4. En paralelo, se realizaron dos controles, para los cuales se incubaron las
células Unicamente con el anticuerpo secundario (anti-mouse) o sin ninguno de los dos anticuerpos (S/M).
Para cada grupo (83D4, anti-mouse y S/M) se realizaron triplicados intraexperimentos. Para cada poblacién
celular, se calculé la media geométrica de fluorescencia a partir de los resultados de intensidad de
fluorescencia obtenidos por los ensayos de citometria de flujo (Figura 10). El valor de intensidad calculado
para las células tratadas con 83D4 se normalizé respecto a la fluorescencia del control secundario (anti-
mouse). Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes Se muestra la
estadistica intra-experimento (* P < 0.05; ns, no significativo, two way ANOVA). Los valores se detallan en

la Tabla 2S ANEXO.

4.1.3 Estudio de la distribucion celular del antigeno Tn en lineas celulares tumorales de

pancreas humano por Inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo 83D4

Luego de confirmar la presencia de clusteres del antigeno Tn en las lineas celulares de
cancer de pancreas humano y de estudiar su expresion en la membrana celular, se decidi6
estudiar la distribucidn celular del antigeno mediante microscopia de fluorescencia utilizando
la técnica de Inmunofluorescencia indirecta. Los resultados de microscopia obtenidos permiten
visualizar la distribucion y localizacién sub-celular del antigeno reconocido por 83D4 (Figuras

11,12, 13).
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Figura 11. Evaluacion del patrén de distribucion del antigeno Tn en células T3M4 por
Inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo 83D4. Las células fueron crecidas, fijadas y
permeabilizadas en cubreobjetos circulares y tratadas con el anticuerpo 83D4 (A, B, C), como control
negativo las células se incubaron Unicamente con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a FITC
(D). Los nicleos fueron tefiidos con DAPI. Las imdgenes fueron tomadas con el microscopio confocal Zeiss

880 en magnificacién 630X.
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Figura 12. Evaluacion del patrén de distribucion del antigeno Tn en células BXPC3 por
Inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo 83D4. Las células fueron crecidas, fijadas y
permeabilizadas en cubreobjetos circulares y tratadas con el anticuerpo 83D4 (A, B, C), como control
negativo las células se incubaron Unicamente con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a FITC
(D). Los niticleos fueron tefiidos con DAPI. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal Zeiss

880 en magnificacién 630X.
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Figura 13. Evaluacion del patron de distribucion del antigeno Tn en células L3.6 por
Inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo 83D4. Las células fueron crecidas, fijadas y
permeabilizadas en cubreobjetos circulares y tratadas con el anticuerpo 83D4 (A, B, C), como control
negativo las células se incubaron Unicamente con el anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a FITC
(D). Los niticleos fueron tefiidos con DAPI. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal Zeiss

880 en magnificacién 630X.

Como se puede observar en las imdgenes de microscopia de fluorescencia, las tres lineas
celulares tumorales de cancer de pancreas humano estudiadas expresan clusteres de Tn (Figuras
11-13). Como se esperaba, los controles negativos se mantuvieron libres de marca. Los
resultados indican una posible diferencia en la intensidad del marcado por 83D4 en las células
de la linea celular BXPC3, la cual parece ser mayor que en las otras dos lineas estudiadas. Esto
sugiere una mayor expresion del antigeno Tn (Figura 11). La sefial de fluorescencia se dispone
en un patrén granular, para las tres lineas celulares. A su vez se observé que en la mayoria de
las células de las lineas T3M4 y L.3.6, los granulos fluorescentes se distribuian de forma
perinuclear o citoplasmatica (Figura 11, Figura 13). Esto fue diferente para la linea BXPC3

cuya distribucidn se observa predominantemente citoplasmatica (Figura 12). En ninguna de las
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lineas celulares estudiadas se observé presencia de clusteres del antigeno Tn en el ntcleo

celular.

4.1.4 Estudio del reconocimiento de lineas celulares de cancer de pancreas humanas por

Inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo ChiTn

Los resultados obtenidos por microscopia de fluorescencia de células marcadas con el
anticuerpo recombinante ChiTn se muestran en las Figuras 14, 15 y 16. La distribucién y el
patron de reconocimiento del antigeno Tn por ChiTn fueron similares a los obtenidos por el
anticuerpo 83D4. Este era un resultado esperable ya que la region variable, que contiene el
pardtope, es idéntica entre ambos anticuerpos. Al igual que en los estudios de microscopia de
fluorescencia realizados con el anticuerpo 83D4, el patron de distribuciéon granular de
fluorescencia para la linea celular BXPC3 fue citoplasmético mientras que para las lineas L3.6

y T3M4 la distribucion predominante fue perinuclear.

Figura 14. Estudio del reconocimiento de células T3M4 por el anticuerpo ChiTn por
Inmunofluorescencia Indirecta. Las células fueron crecidas, fijadas y permeabilizadas en cubreobjetos
circulares y tratadas con el anticuerpo ChiTn (A, B, C) o el anticuerpo secundario anti-human conjugado a

FITC como control negativo (D). Los ntcleos fueron tefiidos con DAPI. Los resultados son representativos
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de 3 experimentos independientes. Las imédgenes fueron tomadas con el microscopio confocal Zeiss 880 en

magnificacién 630X.

Figura 15. Estudio del reconocimiento de células BXPC3 por el anticuerpo ChiTn por

Inmunofluorescencia indirecta. Las células fueron crecidas, fijadas y permeabilizadas en cubreobjetos
circulares y tratadas con el anticuerpo ChiTn (A, B, C) o el anticuerpo secundario anti-human conjugado a
FITC como control negativo (D). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Los
nicleos fueron tefiidos con DAPI. Las imédgenes fueron tomadas con el microscopio confocal Zeiss 880 en

magnificacién 630X.
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Figura 16. Estudio del reconocimiento de células L3.6 por el anticuerpo ChiTn por
Inmunofluorescencia indirecta. Las células fueron crecidas, fijadas y permeabilizadas en cubreobjetos
circulares y tratadas con el anticuerpo ChiTn (A, B, C) o el anticuerpo secundario anti-human conjugado a
FITC como control negativo (D). Los niicleos fueron tefiidos con DAPI. Los resultados son representativos
de 3 experimentos independientes. Las imdgenes fueron tomadas con el microscopio confocal Zeiss 880 en

magnificacién 630X.

En suma, los ensayos de microscopia de fluorescencia revelaron que un gran porcentaje
de las células de las lineas BXPC3, T3M4 y L3.6 expresan el antigeno Tn y que la expresion
es predominantemente intracelular. La intensidad de marca y los patrones de distribucion
celular del antigeno Tn reconocido por el anticuerpo ChiTn fueron similares y comparables

con los obtenidos para el reconocimiento por el anticuerpo 83D4.
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4.2 Estudio del reconocimiento tumoral de pancreas por 83D4 en muestras de tejido de

pacientes

Una vez confirmada la presencia de clusteres del antigeno Tn en lineas celulares de
cancer de pancreas humano a través del reconocimiento por 83D4 mediante diferentes técnicas,
se propuso estudiar la presencia de clusteres del antigeno Tn en tejidos tumorales de pancreas
humanos. Para esto, se realizaron estudios de inmunohistoquimica en dos muestras de tejido
tumoral de pancreas de pacientes del Hospital de Clinicas (Montevideo, Uruguay) y en un array
comercial de 40 muestras tejidos tumorales de pancreas de pacientes (Biomax- C000119b)
(Figura S1). Nuestra hipétesis basada en los resultados obtenidos con las lineas celulares
tumorales humanas es que los tejidos tumorales de pancreas humanos, expresan un perfil de
glicanos con un alto contenido en Tn, expresando por lo tanto clusteres de 2 a 3 moléculas
consecutivas de Tn sobre el esqueleto peptidico de una variedad de proteinas. Por lo tanto,
esperamos que el anticuerpo 83D4 reconozca tejidos tumorales de pancreas y que presente un
reconocimiento menor en tejidos de pancreas sanos. Para evaluar esto ultimo, se utilizé un
estudio del reconocimiento de 83D4 en tejidos sanos de pancreas a partir de un array comercial
de tejidos sanos (Biomax-MNO1021 bd10), realizado por la Q. F. Eugenia Fernandez,

integrante de nuestro laboratorio (Discusion).

4.2.1 Evaluacion de la presencia del antigeno Tn en tejidos tumorales de pancreas de

pacientes a partir de su reconocimiento por 83D4 por Inmunohistoquimica

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de inmunohistoquimica evidencian que
los tejidos tumorales de pancreas de ambos pacientes del Hospital de clinicas fueron
reconocidos por el anticuerpo 83D4 (Figuras 17 y 18). En el tejido del paciente 1 se observa
un marcaje de intensidad moderada a fuerte (Figura 17), en donde se pueden distinguir alguna
de las estructuras marcadas, entre ellos acinos pancredticos, secretores de enzimas digestivas,
marcados sobre la monocapa de células acinares (Figura 17A). Por otro lado, también se
observé marca por 83D4 en conductos neoplasicos (Figura 17B) y conductos colectores (Figura
17C). En cuanto a los conductos colectores, se observé una fuerte intensidad de marca para lo
que podrian ser los productos de excrecidén. No se observé marca en el control negativo (anti-

mouse) (Figura 17D).
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Figura 17. Estudio de la presencia de clisteres del antigeno Tn en una muestra de tejido tumoral de
pancreas humano a través del reconocimiento de 83D4 por Inmunohistoquimica. Paciente 1. Los
preparados de tejido tumoral de pdncreas de pacientes, cedidos por el Hospital de Clinicas, Montevideo,
Uruguay fueron desparafinados con Xilol e isopropanol. Las tinciones por Inmunohistoquimica se realizaron
segin lo presentado en Materiales y Métodos utilizando reactivos del Kit ABCAM para
inmunohistoquimica. Luego de bloquear la peroxidasa enddgena y los sitios inespecificos de unién al
anticuerpo, se incubaron las muestras con el anticuerpo 83D4 sin diluir durante toda la noche a 4° Celsius.
Posteriormente se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario biotinilado proporcionado por el kit
(anti-mouse), el marcado se reveld incubando las muestras con estreptavidina peroxidasa y una solucién de
DAB, cromégeno y sustrato. Se utiliz6 Hematoxilina de Mayer para contrateiiir los tejidos. Las imdgenes
fueron obtenidas utilizando un microscopio Olympus CX41RF. Se observan imégenes con magnificacién
200x (A y B) y 100x (C y D) de las Inmunohistoquimicas de tejido tumoral pancredtico del paciente 1
marcado con 83D4 (A, B, C) y su control negativo anti-mouse (E). Se marcan los acinos pancredticos (flecha

roja), conductos de excrecidn (flecha azul) y conductos neoplésicos (flecha verde).

Las imdgenes de microscopia de la muestra de tejido del segundo paciente muestran
una intensidad de marcacion débil a media y un patrén de estructuras marcadas similar a las
imagenes de tejido del primer paciente (Figura 18). Al igual que para el primer paciente, las
estructuras marcadas distinguidas fueron los conductos excretores y conductos neoplasicos
(Figura 18 A, B, C). En particular, en la Figura 18 B y C se observa que, la marcacién se
concentra sobre las células epiteliales de la pared de los conductos colectores y el conducto

excretor. No se observd marca en el control negativo (anti-mouse) (Figura 18D).
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Figura 18. Estudio de la presencia de clisteres del antigeno Tn en una muestra de tejido tumoral de
pancreas humano a través del reconocimiento de 83D4 por Inmunohistoquimica. Paciente 2. Los
preparados de tejido tumoral de pancreas de pacientes, cedidos por el Hospital de Clinicas, Montevideo,
Uruguay fueron desparafinados con Xilol e isopropanol. Las tinciones por Inmunohistoquimica se realizaron
segin lo presentado en materiales y métodos, utilizando  reactivos del Kit ABCAM para
Inmunohistoquimica. Luego de bloquear la peroxidasa enddgena y los sitios inespecificos de unién al
anticuerpo, se incubaron las muestras con el anticuerpo 83D4 sin diluir durante toda la noche a 4° Celsius.
Posteriormente se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario biotinilado proporcionado por el kit
(anti-mouse), el marcado se reveld incubando las muestras con estreptavidina peroxidasa y una solucién de
DAB, cromégeno y sustrato. Se utilizé6 Hematoxilina de Mayer para contrateiiir los tejidos. Las imdgenes
fueron obtenidas utilizando un microscopio Olympus CX41RF. Se observan imégenes con magnificacién
200x (A) y 100x (B, Cy D) de las Inmunohistoquimicas de tejido tumoral pancredtico del paciente 2 marcado
con 83D4 (A, B, C) y su control negativo anti-mouse (E). Se marcan conductos de excrecion (flecha azul) y

conductos neoplésicos (flecha verde).

Tanto en la muestra del paciente 1 como en la del paciente 2, el tejido conectivo
subepitelial se observo claro, libre de marca. Resulta importante destacar que, ya que el tejido
conectivo no forma parte del conjunto de células tumorales, no se esperaria que expresaran

clusteres de Tn, por lo que no se esperaria observar marca sobre este tejido.

Una vez confirmado el reconocimiento de tejido tumoral de pédncreas humano por

83D4, se estudio el grado de reconocimiento de 83D4 sobre un array de muestras de tejidos de
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pacientes con cancer pancreatico (Figura S3, ANEXO). A cada muestra, se le asign6 un valor
de puntaje. El puntaje, o grado de marca de cada muestra se definié segin el método de puntaje
semicuantitativo combinado (Fedchenko and Reifenrath, 2014) por su simplicidad vy
practicidad. A cada muestra se le asignaron dos valores, del O al 3, de acuerdo con su intensidad
y porcentaje de células marcadas. Para la intensidad de marcado, un valor de 1,2 o 3 representa
un marcaje leve, mediano o fuerte, respectivamente. Para el numero de células marcadas, un
valor de 1, 2 o 3 representa porcentaje de células marcadas mayor a 0 y menor al 33%, del
33% al 66% y del 66% al 100%, respectivamente. El valor O es asignado a los tejidos que no
presentaron ninguna marca. De esta manera, se indicaron puntajes de 1:1 si el tejido presentaba
baja intensidad de marca y con porcentaje de células marcadas menor al 33 %,y un puntaje de
3:3 si el tejido presentaba alta intensidad de marcado con un porcentaje de células marcadas
mayor al 66% ( Tabla 1, Tabla S2). El puntaje calculado para cada muestra se generé sumando

ambos valores (Figura 19).
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Figura 19. Estudio de la presencia de clisteres del antigeno Tn en un array de tejidos tumorales de
pancreas humano a través del reconocimiento de 83D4 por Inmunohistoquimica. Las tinciones por
Inmunohistoquimica se realizaron segtin lo presentado en materiales y métodos, utilizando reactivos del Kit
ABCAM para Inmunohistoquimica. Luego de bloquear la peroxidasa endégena y los sitios inespecificos de
unién al anticuerpo, se incubaron las muestras con el anticuerpo 83D4 sin diluir durante toda la noche a 4°
Celsius. Posteriormente se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario biotinilado proporcionado

por el kit (anti-mouse), el marcado se reveld incubando las muestras con estreptavidina peroxidasa y una
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solucién de DAB, cromdgeno y sustrato. Se utiliz6 Hematoxilina de Mayer para contratefiir los tejidos. Las
imdgenes fueron obtenidas utilizando un microscopio Olympus CX41RF con una magnificacién 100x. Se
observan las imdgenes obtenidas por la Inmunohistoquimica realizada sobre un array de tejidos tumorales
de pancreas humanos con 83D4 y revelado con estreptavidina peroxidasa. Se muestras tejidos
representativos para cada puntaje (0,2,3,4,5, 6) calculado segin la intensidad del marcado y el porcentaje

de células positivas.

Puntaje | Nimero de muestras | % Representativo
0 1 2,5

2 10 250

3 5 12,5

4 5 12,5

5 15 37,5

6 2 50

Total 40 100

Tabla 1. Estudio de grado de presencia de clisteres del antigeno Tn en un array de tejidos tumorales
de pancreas humano. Las Inmunohistoquimicas de los tejidos del array tratado con 83D4 fueron estudiadas
en cuanto al grado de reconocimiento por el anticuerpo 83D4. A cada muestra, se le asigné un valor de
puntaje sumando los valores (del O al 3) asignados representando la intensidad del marcaje y el porcentaje
de células marcadas Se muestra el puntaje calculado y el nimero de muestras para cada puntaje segiin el

método de puntaje semicuantitativo combinado (Fedchenko and Reifenrath, 2014).

Las muestras de tejido tumoral de pancreas humano del array exhibieron un amplio
grado de positividad para el reconocimiento con el anticuerpo 83D4 (Tabla 1). El 97,5%
(39/40) de las muestras estudiadas del array fueron positivas para el marcaje con 83D4. A su
vez, mas del 50% de las muestras obtuvieron un puntaje de 4 o mds, y por lo tanto cuentan con

un marcaje intenso y en un alto porcentaje de células positivas.

Teniendo en cuenta lo mencionado en la introduccién sobre que la presencia de Tn en
células tumorales se asocia a la agresividad y malignidad tumoral, nos propusimos estudiar si
el estadio tumoral podria estar relacionado al puntaje asignado a cada muestra de tejido. De
esta manera, se agruparon los tejidos del array segun su estadio de desarrollo tumoral y se

graficaron los puntajes asignados a cada tejido (Tabla S2) (Figura 20). No se observé una
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correlacion o tendencia entre el estadio de desarrollo tumoral y el puntaje asignado, por el

reconocimiento por 83D4.
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Figura 20. Estudio de correlacion entre el puntaje asignado de marca con 83D4 de tejidos tumorales
de pancreas humanos frente a su estadio de progresién tumoral. Se agruparon las muestras por estadio
tumoral y se graficaron los puntajes asignados (puntos) y el promedio de los puntajes de las muestras en cada

grupo (linea).

4.2.2 Estudio de la distribucion sub-tisular del antigeno Tn en tejido tumoral de pancreas

a partir de su reconocimiento por 83D4

Los resultados de Inmunohistoquimica sobre los tejidos de pancreas tumorales
demostraron que el antigeno reconocido por el anticuerpo 83D4 se distribuye sobre algunas
estructuras particulares (Figura 21). Los tejidos presentados tanto en el array como en las
muestras de tejido de pacientes del hospital de Clinicas, muestran una alta variedad morfoldgica
resultante de la naturaleza de los diferentes cortes del tejido pancreatico. En aquellos cortes
ricos en estructuras secretoras, se observa una moderada a fuerte positividad. Estas estructuras
secretoras fueron positivas para clusteres del antigeno Tn repetidas veces en un gran nimero
de muestras de tejidos del array y de los pacientes 1 y 2. Las mismas son acinos pancreaticos,
estructuras secretoras de enzimas digestivas (Figura 21A), conductos de excrecion, por donde

se transportan los productos de excrecion pancreatica (o conductos colectores, conductos donde
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se vuelcan los productos de excrecion transportados por los ductos) (Figura 21A,21B, 21C),y
conductos neoplésicos (Figura 21A, 21C). Estas estructuras se caracterizan por su rol en

produccién y excrecion de una variedad de proteinas. El tejido conectivo, y el tejido sanguineo

(capilares y vasos) resultaron negativos.

Figura 21. Evaluaciéon de la localizacion subtisular de clisteres del antigeno Tn en los tejidos
tumorales de pancreas de pacientes. Los preparados de tejido tumorales de pancreas pacientes, cedidos
por el Hospital de Clinicas, Montevideo, Uruguay fueron desparafinados con Xilol e isopropanol. Las
tinciones por Inmunohistoquimica se realizaron segin lo presentado en materiales y métodos, utilizando
reactivos del Kit ABCAM para Inmunohistoquimica. Luego de bloquear la peroxidasa enddgena y los sitios
inespecificos de unién al anticuerpo, se incubaron las muestras con el anticuerpo 83D4 sin diluir durante
toda la noche a 4° Celsius. Posteriormente se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario biotinilado
proporcionado por el kit (anti-mouse), el marcado se reveld incubando las muestras con estreptavidina
peroxidasa y una solucién de DAB, cromdgeno y sustrato. Se utiliz6 Hematoxilina de Mayer para contratefiir
los tejidos. Las imdgenes fueron obtenidas utilizando un microscopio Olympus CX41RF. Se muestran las

estructuras excretoras pancredticas en muestras de tejido de pacientes con cancer de pancreas (array: A,y
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B; Paciente 1: Cy D). Se observan imégenes con magnificacién 400x (A) y 200x (B, C y D). Se marcan los
acinos pancredticos (flecha roja), conductos de excrecién (flecha azul) y conductos neopldsicos (flecha

verde).

4.2.3 Estudio de la distribucion sub-celular del antigeno Tn en tejido tumoral de pancreas

humano por Inmunohistoquimica a partir de su reconocimiento por 83D4

Las imdgenes de microscopia obtenidas a partir de los estudios de tejidos de cancer de
pancreas por inmunohistoquimica utilizando al anticuerpo 83D4 revelan patrones distintivos
de marcado intracelular (Figura 22). A lo largo de las muestras estudiadas, la marcacion tiene
un patrén granular, distribuida predominante en el citoplasma con incremento en el drea
perinuclear (Figura 22A, flecha 1). A su vez, en menor medida, se observa marcacion de
membrana (Figura 22, flecha 2), y se evidencia la ausencia de marcacion nuclear. En las
estructuras ductales de excrecion, la coloracion es consistente s6lo con la monocapa de células
epiteliales ductales (Figura 22C, 22D) y el tejido subyacente conectivo se mantiene limpio de
marca. Mientras que en la mayoria de las células epiteliales ductales se observa una distribucion
homogénea de la marcacion a lo largo del eje apical-basal epitelial (Figura 22C), en algunos

casos la marca se localiza exclusivamente en la mitad apical celular (Figura 22 D, Flecha 3).
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Figura 22. Evaluaciéon de la localizacion subcelular de cliisteres del antigeno Tn en los tejidos
tumorales de pancreas de pacientes. Los preparados de tejido tumoral de pancreas de pacientes, cedidos
por el Hospital de Clinicas, Montevideo, Uruguay fueron desparafinados con Xilol e isopropanol. Las
tinciones por inmunohistoquimica se realizaron segiin lo presentado en materiales y métodos, utilizando
reactivos del Kit ABCAM para Inmunohistoquimica. Luego de bloquear la peroxidasa enddgena y los sitios
inespecificos de unién al anticuerpo, se incubaron las muestras con el anticuerpo 83D4 sin diluir durante
toda la noche a 4° Celsius. Posteriormente se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario biotinilado
proporcionado por el kit (anti-mouse), el marcado se reveld incubando las muestras con estreptavidina
peroxidasa y una solucién de DAB, cromdgeno y sustrato. Se utiliz6 Hematoxilina de Mayer para contratefiir
los tejidos. Las imdgenes fueron obtenidas utilizando un microscopio Olympus CX41RF. Se seleccionaron
cortes ricos en elementos relacionados a funciones excretoras y se destacaron dos formas de distribucién
subcelular: citoplasmética (Flecha 1) y membrana (Flecha 2). Se observan imdgenes con magnificacién

1000x.
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5. DISCUSION

En el marco de esta tesina de grado, se estudid la presencia de clusteres de 2 y 3
moléculas de Tn (GalNAc- Ser/Thr) (antigeno Tn) en lineas celulares comerciales de céncer
de pdncreas, a partir de su reconocimiento por el anticuerpo murino 83D4 y el anticuerpo
recombinante ChiTn. Para esto, se realizaron ensayos de Western blot, Citometria de flujo e
Inmunofluorescencia indirecta. A su vez, se estudio el reconocimiento de muestras de tejido
tumorales de pancreas de pacientes oncoldgicos a partir del anticuerpo 83D4 mediante ensayos

de Inmunohistoquimica.
5.1 Expresion del antigeno Tn en cancer de pancreas reconocido por 83D4

En primer lugar, se estudid la presencia del antigeno Tn en lisados celulares generados
a partir de las tres lineas celulares de cancer de pancreas, BXPC3, T3M4 y L3.6 utilizando la
técnica de Western blot. En los ensayos de Western blot, se pudo evidenciar la presencia de
clusteres del antigeno Tn en una variedad de moléculas celulares de alto y mediano peso
molecular para las tres lineas celulares estudiadas. Teniendo en cuenta estos resultados, resulta
de interés realizar un Western blot bidimensional y un estudio de los spots por espectrometria

de masas para estudiar la identidad de las proteinas portadoras de cluster de Tn.

Ademas, ensayos de Citometria de flujo también evidenciaron la presencia del antigeno
Tn en las tres lineas celulares de cancer de pancreas mencionadas. Estos estudios indicaron que
aproximadamente todas las células estudiadas expresan el antigeno Tn reconocido por 83D4.
Las terapias antitumorales dirigidas, o las estrategias de diagndstico basadas en anticuerpos,
actuan sobre blancos moleculares especificos expuestos en las células tumorales. Estas técnicas
se basan generalmente en conjugar drogas o moléculas de deteccion (radioisétopos,
fluorocromos) a un anticuerpo especifico dirigido contra una molécula blanco expuesta en la
membrana de las células tumorales. Por esta razén, resultdé de nuestro interés estudiar la
expresion de clusteres del antigeno Tn expuestos en la membrana celular de las células de
cancer de pancreas. Para esto, se realizaron ensayos de Citometria de flujo utilizando células
permeabilizadas y sin permeabilizar. El estudio de las células sin permeabilizar indicé que
solamente una fraccion de ellas expresaban Tn en su membrana celular. En efecto,
aproximadamente el 50% de las células de las lineas T3M4 y L.3.6, y aproximadamente un 30%
de las células de la linea BXPC3, exponian el antigeno Tn en su membrana celular. Ademas,
el analisis de los estudios de Citometria de flujo sobre estas células indicaron que las células

de la linea BXPC3 presentan una media geométrica de intensidad de fluorescencia superior a

49



las otras dos lineas celulares, lo cual podria sugerir que esta linea, a pesar de no exponer grandes
cantidades del antigeno Tn sobre la superficie celular, expresa en mayor medida el antigeno Tn
en comparacion con T3M4 y L.3.6. Estos datos son importantes para futuros estudios de terapia
o diagnostico in vivo y/o in vitro de cancer de pancreas utilizando el anticuerpo 83D4 o ChiTn,
para los cuales se sugiere utilizar las lineas T3M4 y L.3.6, las cuales cuentan con un mayor

porcentaje de células que expresan este glicoantigeno en su membrana.

En la bibliografia publicada hasta el momento se ha reportado por ensayos de Western
blot, que estas lineas celulares estudiadas expresan débilmente la molécula Tn (Gill et al., 2013)
(Chugh et al., 2018). Sin embargo, en esta tesis, los resultados obtenidos a partir de los ensayos
de Western blot y de Citometria de flujo evidencian una fuerte positividad de las tres lineas
para la presencia de clusteres del antigeno Tn. Los estudios reportados utilizan a la lectina Vicia
Villosa (VVL) y anticuerpos monoclonales que reconocen a Tn como mondmero de GalNAc-
Ser/Thr. A diferencia de los estudios en esta tesina de grado se utiliz6 el anticuerpo 83D4 para
evidenciar la presencia de clusteres de Tn. El anticuerpo 83D4 reconoce clusteres de 2 o 3
moléculas de GalNAc-Ser/Thr, estructura que podria estar asociada al cancer de pancreas en

mayor medida que los mondmeros de Tn.

Adicionalmente, la presencia del antigeno Tn en las lineas celulares BXPC3, T3M4 y
L3.6 también fue evidenciada en ensayos de Inmunofluorescencia indirecta utilizando los
anticuerpos 83D4 y ChiTn. Los resultados de la intensidad del marcado por 83D4 observados
indicaron una posible diferencia en la linea celular BXPC3 respecto a T3M4 y L3.6, la cual
parece presentar una mayor intensidad de marca. Esto sugiere una mayor expresion del
antigeno Tn en BXPC3, lo cual coincide con los resultados de intensidad de fluorescencia
obtenidos para estas tres lineas celular en los ensayos de Citometria de flujo. Los ensayos de
Western blot también sugirieron que esta linea podria expresar el antigeno Tn en mayor medida
que las otras dos lineas, aunque estos resultados deben de ser confirmados a partir de ensayos

de Western blot con control de carga.

Los ensayos de Inmunofluorescencia indirecta también permitieron evidenciar un
patron de marca granular, para las tres lineas celulares. A su vez se observo que en la mayoria
de las células de las lineas T3M4 y L3.6, los granulos marcados se distribuian de forma
perinuclear o citoplasmatica. Esto fue diferente para la linea BXPC3 cuya distribucion se
observa predominantemente citoplasmatica. En ninguna de las lineas celulares estudiadas se

observo presencia de clusteres del antigeno Tn en el niicleo celular. A su vez, estos estudios
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permitieron evidenciar el reconocimiento del antigeno Tn por el anticuerpo ChiTn sobre las

lineas celulares estudias, con un patrén similar al obtenido con el anticuerpo 83D4.

Finalmente, se realizaron estudios de Inmunohistoquimica sobre tejidos tumorales de
pancreas humanos utilizando el anticuerpo 83D4. Los resultados de estos estudios también
evidenciaron la presencia del antigeno Tn en tejidos de pancreas de pacientes oncoldgicos.
Estos ensayos permiten tener resultados en un contexto que refleja mejor la realidad clinica del
cancer de pancreas. Los estudios de Inmunohistoquimica, utilizando un array de tejidos de
cancer de pancreas humanos (n=40), revelaron que un 97,5% de las muestras de pancreas
analizadas contienen el antigeno Tn, evidenciado por su reconocimiento por 83D4. Estos
resultados coinciden con un estudio previo publicado que ha demostrado la presencia de Tn en
muestras de cdncer de pancreas de pacientes por unién a la lectina VVA (Itzkowitz et al.,
1991b) y por algunos anticuerpos anti-Tn (Ohshio et al., 1995). Sin embargo, esta la primera
vez que se reporta especificamente la presencia de clusteres de Tn en tejido de pancreas. A su
vez, la QF. Eugenia Ferndndez, integrante de nuestro laboratorio, realiz6 estudios de
reconocimiento de tejido sano de péancreas por el anticuerpo 83D4 y report6 que, en 2 de 3
muestras de tejido, no se observd reconocimiento por este anticuerpo, aunque en un tejido se
distingui6 un marcado leve (Figura 21). De esta manera, estos resultados preliminares muestran
una baja expresion de clusteres del antigeno Tn en tejido sano de pancreas, lo cual es importante
ya que permite posicionar a los anticuerpos 83D4 y ChiTn como anticuerpos de relevancia para

estudios de diagndstico o terapia de cancer de pancreas.
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Figura 21. Estudio de reconocimiento de tejido sano de pancreas por el anticuerpo 83D4 realizado por
la QF. Eugenia Ferndndez. Se presentan ensayos de Inmunohistoquimica de cortes de tejido sano de
pdncreas tratados con el anticuerpo 83D4 a partir del mismo protocolo utilizado en los ensayos de
inmunohistoquimica realizados en esta tesina. Se observan los resultados obtenidos para tres tejidos (1A 'y
1B; 2A y 2B; 3A y 3B). Lamuestra 1 (1A, 1B) contiene una débil marca mientras que las otras dos muestras

(2 y 3) resultaron negativas para el reconocimiento con 83D4.
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Como se aclaré en la introduccién, hasta el momento la literatura sobre la expresion de
Tn en tejidos de pancreas sanos es contradictoria. Si bien se ha reportado la presencia de Tn en
tejido sano de pancreas (Itzkowitz et al., 1991a) a partir de estudios realizados con la lectina
VVL, también en la literatura se reporta la ausencia de Tn en tejido de pancreas sano (Munkley,
2019). Los resultados de los ensayos de Inmunohistoquimica realizados por la Q. F. Eugenia
Ferndndez, muestran que el tejido de pancreas puede expresar débilmente clusteres de Tn
reconocidos por el anticuerpo 83D4, aunque la mayoria de los tejidos sanos de pancreas
estudiados no resultaron expresar este antigeno. Este reconocimiento fue mas débil que la gran
mayoria de los tejidos de cancer de pancreas estudiados en esta tesina. Es importante comentar
que la lectina VVL reconoce mondmeros del residuo GalNAc (Puri, Gopalakrishnan and
Surolia, 1992). Debido a su naturaleza como lectina, la afinidad con la que reconoce al residuo
carbohidrato es relativamente baja en comparacion con la afinidad promedio de la mayoria de
los anticuerpos (Hammond, 1993) (Cummings and Etzler, 2009). A su vez, la especificidad de
los anticuerpos es generalmente superior a la especificidad de las lectinas (Cummings and
Etzler, 2009). Esto podria explicar las diferencias observadas entre los perfiles de
reconocimiento por 83D4 obtenidos y los perfiles de reconocimiento por VVL reportados en
la literatura. A su vez, el anticuerpo 83D4 reconoce clusteres de 2 a 3 moléculas de Tn, las
cuales podrian estas asociadas a una biosintesis alterada de las glicoproteinas, en mayor medida
que los mondémeros del antigeno Tn. Los resultados de esta tesina evidencian que los clusteres
de Tn se encuentra expresado en gran medida en tejidos tumorales de pancreas y en nula o muy

baja medida en tejido de pancreas sano.

Finalmente, no se observd correlacion entre el estadio de desarrollo tumoral y la
expresion del antigeno Tn. La falta de correlacion entre estas dos variables también fue
reportada en estudios realizados sobre tejidos de carcinomas de mama (Imai et al., 2001) y

colon (Ohshio et al., 1995).

5.2 Estudio comparativo del reconocimiento de lineas celulares tumorales de pancreas

por los anticuerpos 83D4 y ChiTn

A partir de las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia, pudimos
evidenciar que el reconocimiento de las células de cancer de pancreas mediante el anticuerpo
83D4 y el anticuerpo recombinate quimérico ChiTn fue similar. A su vez, los patrones de
distribucion granular de fluorescencia obtenidos mediante el reconocimiento por 83D4 fueron
semejantes a los patrones evidenciados por el anticuerpo ChiTn. Si bien estos ensayos fueron

necesarios para poder asegurar un patron de reconocimiento similar, eran resultados esperables
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ya que la region variable, que contiene el paratope, de ambos anticuerpos es idéntica. Por lo
tanto, el anticuerpo ChiTn, recombinante, tiene potencial para ser utilizados en terapias

antitumorales dirigidas contra cancer de pancreas.
5.3 Distribucion sub-celular y disposicion del antigeno Tn

Una vez evidenciada la presencia del antigeno Tn en células y tejido de pdncreas
tumoral, se propuso estudiar la distribucion celular del antigeno reconocido por 83D4. En
primera instancia, los resultados obtenidos de intensidad de fluorescencia por Citometria de
flujo al comparar células permeabilizadas y no permeabilizadas muestran que posiblemente la
mayoria del antigeno expresado por las células de las lineas T3M4,1.3.6 y BXPC3 se encuentra
en el interior celular y no en membrana celular. En este mismo sentido, las imdgenes de
microscopia de fluorescencia confirman la presencia mayoritaria de este antigeno en el interior
celular. Ademads, tanto por la técnica de Inmunofluorescencia indirecta como por
Inmunohistoquimica, se muestra que el antigeno se dispone en granulos mayoritariamente
distribuidos de forma perinuclear y en algunos casos con distribucion en el citoplasma. El
patron de distribucion citoplasmatico se evidencid, particularmente y en gran medida, en la
linea celular BXPC3 mientras que en las lineas L3.6 y T3M4, la distribucion fue
predominantemente perinuclear. Por su parte, la distribucion perinuclear podria asociarse al
aparato de Golgi, donde se producen la mayoria de las O-glicosilaciones (Loureiro et al., 2018).
Estudios de microscopia de fluorescencia hechos en otras lineas celulares tumorales también
reportan la localizacion del antigeno Tn en la superficie celular (periferia) y en el aparato de
Golgi (regidén perinuclear) (Loureiro et al., 2018) (Osinaga et al., 1997) (Ohshio et al., 1995)-.
En la literatura se ha reportado que la localizacion celular de Tn en células epiteliales ductales
de tejido de cancer de pancreas se da principalmente en la region citoplasmatica perinuclear,
en lo que sugieren podria ser el aparato de Golgi, resultados que coinciden con lo observado
en esta tesis (Itzkowitz et al., 1991a) (Oppezzo et al., 2000b) . Asimismo, se ha propuesto que,
ademds de su expresion alterada, la localizacion intracelular de las glicosiltransferasas puede
llevar a glicosilaciones aberrantes y a la apariciéon del antigeno Tn (Gill et al., 2013)
(Andergassen et al., 2015). En tumores malignos se ha reportado que existe una translocacion
de las transferasas, del aparato del Golgi al Reticulo Endoplasmatico (RE), alterando la
expresion del antigeno Tn y este fendmeno se correlaciona con aumento de la agresividad y
malignidad de las lineas celulares tumorales (Gill et al., 2013). Este fendmeno de translocacién

podria explicar los diferentes patrones de expresion de clasteres de Tn observados. En este
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contexto, seria interesante co-localizar el marcado del RE y del aparato de Golgi, con la

expresion del antigeno Tn.

Adicionalmente, el ensayo de Western blot evidenci6 la presencia de varias proteinas
reconocidas por el anticuerpo 83D4. Como se plante6 anteriormente, nuestras perspectivas son
identificar estas proteinas mediante Espectrometria de masas, lo cual nos daria mayor
informacion acerca de la distribucion del marcado de 83D4 en lineas celulares de cancer de

pancreas.

Por otra parte, los ensayos de Inmunohistoquimica realizados mostraron que las células
epiteliales de los ductos de excrecion pueden presentar dos patrones de distribucion muy
diferentes. Mientras que en la mayoria de las células epiteliales ductales se observa una
distribuciéon homogénea de la marcacion a lo largo del eje apico-basal epitelial, en algunos
casos la marca se localiza exclusivamente en la mitad apical celular. Un estudio publicado
muestra por Inmunohistoquimica que Tn se encuentra concentrado en la region apical de la
membrana celular de las células epiteliales ductales (Itzkowitz et al., 1991a). Las células
epiteliales pancredticas, como muchas otras células de epitelio, presentan una polaridad baso-
apical estructural y funcional, que es un reflejo de la distribucion asimétrica de enzimas y
actividades de transporte entre los dominios apical y basolateral de la membrana plasmatica
(Ohshio et al., 1995) (Simons and Fuller, 1985). Esta distribucién asimétrica se logra por
elementos del citoesqueleto y uniones estrechas que mantienen la organizacion intracelular.
(Simons and Fuller, 1985). Esta polaridad molecular de las células epiteliales podria explicar
la distribucion asimétrica del antigeno Tn que encontramos en algunos ductos excretores en las
muestras de pacientes. Una caracteristica de las células tumorales pancreaticas ductales es la
pérdida de polaridad celular en el proceso de transicion epitelio mesénquima (Dangi-Garimella
et al., 2012). La ausencia de simetria encontrada en la distribucion del antigeno Tn en algunas
células epiteliales de los ductos de excrecion podria ser consecuencia de la pérdida de polaridad

debido a un avanzado estadio tumoral.

54 Estudio de la distribucion sub-tisular del antigeno Tn reconocido por 83D4 en

muestras de tejido tumoral de pancreas de pacientes oncologicos

Al evaluar los patrones de marcado en los tejidos de cancer de pancreas estudiados por
Inmunohistoquimica, se observé que la mayor parte de las estructuras reconocidas por el
anticuerpo 83D4 eran estructuras excretoras como conductos de excrecidn y acinos

pancreaticos. Las proteinas de excrecidn se encuentran sujetas a experimentar en gran medida
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modificaciones postraduccionales, como la N-glicosilacion, dentro del RE y la O-glicosilacion
dentro del aparato del Golgi (Cooley et al., 2020). Por lo tanto, es esperable que las células de
las estructuras secretoras contengan un alto metabolismo biosintético de glicoproteinas, lo que
podria explicar por qué estas estructuras se marcaron con alta intensidad en las muestras de

tejido de cancer de péancreas.
6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que los anticuerpos 83D4 y ChiTn
reconocen lineas celulares de cdncer de pancreas y que el anticuerpo 83D4 reconoce tejido
tumoral de pancreas de pacientes. A su vez, la expresion de los clisteres del antigeno Tn no se
limit6 al interior celular, sino que también se evidenci6 la presencia del antigeno Tn a nivel de
membrana plasmatica en las tres lineas celulares de cancer de pancreas estudias. También se
evidencid en esta tesis que el reconocimiento de las lineas celulares BXPC3, T3M4 y L.3.6 por
el anticuerpo monoclonal murino 83D4 y por el anticuerpo recombinante ChiTn son similares.
Ademads, resultados producidos por nuestro laboratorio muestran que la expresion del antigeno
Tn en tejido de pancreas sano es nula o baja. Por lo tanto, los anticuerpos 83D4 y ChiTn poseen
gran potencial para su utilizacion en diagndstico de cancer de pancreas basado en el
reconocimiento de clusteres de la molécula Tn. Ademas, el anticuerpo ChiTn tiene gran
potencial para su uso en inmunoterapias tumorales dirigidas hacia éste antigeno en cancer de
pancreas humano, lo cual abre nuevos horizontes hacia el desarrollo de terapias efectivas contra

este tipo de tumores.

Como perspectivas de esta tesina de grado resulta interesante identificar las proteinas
marcadas por 83D4 en las lineas celulares de cancer de pancreas. Ademds, se plantea estudiar
la presencia del antigeno Tn en un grupo mayor de muestras de tejidos sanos de pancreas, con
el fin de confirmar la ausencia o baja presencia de este antigeno en tejido pancredtico sano.
Finalmente, dado a los resultados obtenidos, también resulta interesante estudiar la capacidad
antitumoral del anticuerpo ChiTn conjugado a drogas con potencial quimioterapéutico en

modelos in vitro e in vivo de céncer de pancreas.
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7. ANEXO

Linea Celular BXPC3 L3.6 T3IM4
Tumor Carcinoma Carcinoma Carcinoma pancreatico
pancreatico ductal adenoescamoso de ductal
pancreas
Codigo NCI C9120 C5721 C9120
Paciente de origen | Mujer, 61 Anos. Mujer, 77 Afios. Hombre, 64 Afios.

Tabla S1. Lineas comerciales tumorales pancredticas utilizadas. Datos extraidos de la base de datos online

de acceso ptblico Expasy https://web.expasy.org/cellosaurus/

con cada )
muestra anti-mouse

/7 N\ /7 N\

. aplicado a
todas las

muestras -
f. —:

Estrategia de gating

N — ey ey —

Figura S1. Estrategia de gating utilizada para los estudios de Citometria de flujo. Primero se selecciond

el gate de las células, luego el gate de los singuletes y por tltimo se selecciond la regién Tn positivas.

Linea Tratamiento Media geométrica de
Celular % Tn+ fluorescencia
normalizada de células
Promedio Desviacion estandar | marcadas con 83D4
L3.6 Perm 97.0 0 6.0
No Perm 493 1.53 5.6
BXPC3 Perm 979 0.35 18.5
No Perm 25.6 1.59 1.7
T3M4 Perm 98.5 0.65 6.2
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No Perm 51.7 2.94 14

Tabla S2. Evaluacion de los porcentajes de células Tn+ y la media geométrica de intensidad de
fluorescencia para las células tratadas con 83D4 por citometria de flujo. Se muestra el porcentaje de
células permeabilizadas (Perm) y sin permeabilizar (No Perm.) positivas para Tn para las lineas celulares
comerciales trabajadas tratadas con 83D4, y la media geométrica de intensidad de fluorescencia normalizada

por el control secundario.

14 15 BC000119b J13
@ No.:157
: Age:54
Bre Sex:F

Organ/Anatomic Site:Pancreas

Pathology diagnosis:Ductal adenocarcinoma
TNM:T3NOMO

Grade:2

Stage:llA

Col Type:Malignant

Pro

US Biomax, Inc
BC000119b (serial)

Pro

Legend:Bre - Breast, Col - Colon, Lun - Lung, Pan - Pancreas, Pro - Prostate
Q. Malignant tumor, (J - Malignant tumor (stage 1), ) - Malignant tumor (stage 1A), () - Malignant tumor (stage IB), O- Malignant tumor (stage IIA), O- Malignant tumor (stage IIB), [ B
Malignant tumor (stage IlI), . - Malignant tumor (stage llIA), . - Malignant tumor (stage IlIB), . - Malignant tumor (stage IIIC), . - Malignant tumor (stage IV)

Figura S2. Array de tejidos de carcinoma de érganos miiltiples. Se destacan los tejidos estudiados

de adenocarcinoma de pancreas (Pan).
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Muestra

Valor asignado a

Intensidad de marca

Valor asignado a %

de células positivas

Grado

Total calculado

Estadio de desarrollo

J9 3 1 4 ITA
J10 2 3 5 ITA
J11 1 1 2 I1B
J12 2 3 5 ITA
J13 2 1 3 ITA
J14 3 3 6 ITA
J15 2 3 5 I1B
J16 1 1 2 ITA
K1 0 0 0 III

K2 1 1 2 I1B
K3 2 2 4 IB

K4 3 2 5 ITA
K5 3 2 5 IB

K6 3 2 5 I1B
K7 3 1 4 IB

K8 2 1 3 ITA
K9 2 3 5 ITA
K10 2 3 5 ITA
K11 2 2 4 ITA
K12 1 1 2 ITA
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K13 2 2 4 I1B
K14 2 3 5 ITA
K15 2 3 5 I1B
K16 3 3 6 ITA
L1 1 2 3 v
L2 1 1 2 ITA
L3 2 2 2 ITA
L4 2 3 4 IB
L5 1 1 2 ITA
L6 2 2 4 I1B
L7 2 1 3 IB
L8 2 3 5 I1B
L9 1 1 2 IB
L10 2 3 5 I1B
L1l 1 1 2 ITA
L12 2 3 5 IB
L13 1 1 2 IB
L14 1 1 2 IB
L15 2 1 3 III
L16 2 3 5 I1B

Tabla S3. Valores de score asignado a cada muestra del array de tejidos de cancer de pancreas y su estadio

tumoral.
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-_‘_ 21 L16

Figura S3. Estudio de presencia del antigeno Tn en muestras de tejido tumorales de pancreas humanos
en un array por Inmunohistoquimica. Las tinciones por Inmunohistoquimica se realizaron segin lo
presentado en materiales y métodos, utilizando reactivos del Kit ABCAM para Inmunohistoquimica. Luego

de bloquear la peroxidasa enddgena y los sitios inespecificos de unién al anticuerpo, se incubaron las

62



muestras con el anticuerpo 83D4 sin diluir durante toda la noche a 4° Celsius. Posteriormente se incubaron
las muestras con el anticuerpo secundario biotinilado proporcionado por el kit (anti-mouse), el marcado se
reveld incubando las muestras con estreptavidina peroxidasa y una solucién de DAB, cromdgeno y sustrato.
Se utiliz6 Hematoxilina de Mayer para contratefiir los tejidos. Las imdgenes fueron obtenidas utilizando un
microscopio Olympus CX41RF con una magnificacién 100x. Se observan las imdgenes obtenidas por la
Inmunohistoquimica realizada sobre un array de tejidos tumorales de pdncreas con 83D4 y revelado con

17341
1

estreptavidina peroxidasa. Se muestras los 40 tejidos y los valores de intensidad “i” y porcentaje de células

marcadas “%” como i:% sobre la esquina inferior derecha en cada imagen.
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