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Resumen  

Regulación de mecanismos de escape tumoral por progesterona en cáncer de mama  

El cáncer de mama es el cáncer con mayor incidencia entre las mujeres de todo el 

mundo, afectando a una de cada ocho mujeres. Hay numerosas evidencias de que los tumores 

logran escapar del ataque del sistema inmune o bien son susceptibles en un principio, pero luego 

del primer reconocimiento se hacen resistentes y así logran seguir creciendo. Es por esta razón 

que el mayor desafío de la inmunoterapia hoy en día consiste en comprender estos mecanismos 

de escape tumoral, para luego modular dichos procesos, lograr que el tumor sea reconocido y 

que, en consecuencia, el sistema inmune lo destruya. Previamente en nuestro laboratorio 

demostramos que galectina-1 contribuye significativamente al potencial inmunosupresor de 

células tumorales. Por otro lado, se ha demostrado que los esteroides ováricos, los estrógenos 

y la progesterona, regulan diferencialmente la expresión de galectina-1 en útero. Sin embargo, 

no existe hasta el momento ningún reporte en el que se haya demostrado la regulación de 

galectina-1 por hormonas esteroideas en cáncer de mama. Por lo tanto, planteamos nuestro 

principal objetivo: evaluar la regulación de la expresión de galectina-1 por progesterona en 

cáncer de mama hormono dependiente y su impacto funcional en mecanismos de escape 

tumoral. 

Utilizamos diversos abordajes experimentales y técnicas para evaluar esta regulación; 

un modelo animal de carcinogénesis mamaria inducida por MPA en ratones BALB/c hembras, 

cultivos celulares, western blots, citometría de flujo y herramientas bioinformáticas.  

Se corroboro, por medio de herramientas bioinformáticas, la existencia de factores de 

transcripción en el promotor de galectina-1 y el de CCL22, que pueden ser activados mediante 

la presencia de progesterona. Asimismo, observamos algunas diferencias significativas y una 

tendencia hacia un ambiente más inmunosupresor en el grupo tratado con MPA en contraste 

con el grupo control, al analizar por citometría de flujo. A pesar de que no fue posible rechazar 

o probar la hipótesis presentada, los resultados obtenidos son un comienzo prometedor para el 

estudio de la regulación de la expresión de galectina-1 por progesterona en cáncer de mama y 

su impacto funcional en mecanismos de escape tumoral.  
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Abstract  

Regulation of tumoral escape mechanisms by progesterone in breast cancer 

Breast cancer is the cancer with the highest incidence among women worldwide, 

affecting one in eight women. There are numerous evidences that tumors manage to escape the 

attack of the immune system or are susceptible at first, but after the first recognition they 

become resistant and thus continue to grow. This is why, today the greatest challenge of 

immunotherapy consists in understanding these tumor escape mechanisms, to then modulate 

these processes, achieve tumor recognition and that, consequently, the immune system can 

destroy it. Previously in our laboratory, we demonstrated that galectin-1 contributed 

significantly to the immunosuppressive potential of tumor cells. On the other hand, it has been 

shown that ovarian steroids, estrogens and progesterone, differentially regulate the expression 

of galectin-1 in utero. However, to date there is no report that has demonstrated the regulation 

of galectin-1 by steroid hormones in breast cancer. Therefore, we propose our main objective: 

to evaluate the regulation of galectin-1 expression by progesterone in hormone-dependent 

breast cancer and its functional impact on tumor escape mechanisms. 

We use various experimental approaches and techniques to evaluate this regulation; an 

animal model of MPA-induced mammary carcinogenesis in female BALB/c mice, cell cultures, 

western blots, flow cytometry and bioinformatics tools. 

The existence of transcription factors in the galectin-1 promoter and the CCL22 

promoter, which can be activated by the presence of progesterone, was confirmed by means of 

bioinformatics tools. Likewise, we observed some significant differences and a trend towards 

a more immunosuppressive environment in the group treated with MPA in contrast with the 

control group, when analyzed by flow cytometry. Although it was not possible to reject or test 

the hypothesis presented, the results obtained are a promising start for the study of the regulation 

of galectin-1 expression by progesterone in breast cancer and its functional impact on tumor 

escape mechanisms. 
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Introducción  

La teoría de vigilancia inmunológica sostiene que el sistema inmune debería cumplir un 

rol protector frente al desarrollo tumoral. Sin embargo, numerosas evidencias indican que, por 

varias razones, el tumor logra escapar del ataque del sistema inmune o bien es susceptible en 

un principio, pero luego del primer reconocimiento se hace resistente, al seleccionarse aquellos 

clones capaces de no ser reconocidos. El mayor desafío de la inmunoterapia consiste en 

comprender estos mecanismos de escape tumoral mediante los cuales el tumor crea un “escudo” 

que lo mantiene aislado del sistema inmune, para luego modular dichos procesos, lograr que el 

tumor sea reconocido y que, en consecuencia, el sistema inmune lo destruya. 

Las galectinas constituyen una familia de proteínas capaces de ejercer sus funciones a 

través del reconocimiento de glicoconjugados específicos. En nuestro laboratorio demostramos 

que galectina-1 (Gal-1), un miembro de esta familia contribuye significativamente al potencial 

inmunosupresor de células tumorales inhibiendo la respuesta inmunológica antitumoral in vivo 

e induciendo apoptosis de células Th1 y Th17 activadas, promoviendo la diferenciación de 

células T regulatorias e induciendo la diferenciación de células dendríticas tolerogénicas, entre 

otros mecanismos. El bloqueo de Gal-1 en el tumor revierte este estado de supresión 

inmunológica, disminuye el crecimiento tumoral, las metástasis y promueve un incremento en 

la sobrevida de los animales tratados, sugiriendo que la expresión de Gal-1 por células 

tumorales podría constituir un nuevo mecanismo de escape tumoral. 

Se ha demostrado que Gal-1 se expresa en diversos tipos de tumores, tales como 

carcinoma de próstata, ovario, vejiga, melanoma, mama, tiroides, páncreas, pulmón, HNSCC 

(cabeza y cuello) y linfoma de Hodgkin en forma proporcional a la agresividad de estos tumores 

y de su potencial metastático. La asociación entre la actividad inmunosupresora de Gal-1 y su 

expresión incrementada en tumores con alto potencial metastásico, sugirió que la producción 

de esta proteína podría contribuir también al establecimiento de metástasis, a través de diversos 

mecanismos asociados con la invasión tumoral. 

Se ha demostrado que los esteroides ováricos, los estrógenos (Es) y la progesterona (Pg), 

regulan diferencialmente la expresión de Gal-1 en útero. El tratamiento con el antiprogestágeno 

RU486, logró bloquear la expresión de Gal-1 inducida por Pg mientras que el antiestrógeno 
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puro ICI182780 bloqueó, por su lado, la inducción de Gal-1 mediada por estrógenos. La 

regulación de la expresión de Gal-1 por los esteroides sexuales en útero se correlacionó con el 

proceso de implantación.  

El cáncer de mama es el cáncer con mayor incidencia entre las mujeres de todo el mundo 

afectando a una de cada ocho mujeres. La participación de las hormonas sexuales en la 

inducción y la progresión del cáncer de mama ha sido ampliamente documentada, y en nuestros 

días no existe duda alguna de que el efecto que dichos esteroides ejercen sobre el epitelio 

mamario a lo largo de la vida determina que el mayor índice de cáncer de mama se observe en 

la post-menopausia. Sin embargo, y a pesar de que se ha encontrado regulación en útero, no 

existe hasta el momento ningún reporte en el que se haya demostrado la regulación de Gal-1 

por hormonas esteroideas en cáncer de mama. Por lo tanto, sabiendo que la expresión de Gal-1 

en distintos tipos de cáncer se correlaciona con la progresión tumoral, la metástasis y la 

inhibición de la respuesta inmune antitumoral, planteamos nuestro principal objetivo.  

Objetivos 
Objetivo General 

Evaluar, utilizando diversos abordajes experimentales, la regulación de la expresión de 

Gal-1 por Pg en cáncer de mama hormono dependiente y su impacto funcional en mecanismos 

de escape tumoral. 

Objetivos específicos 

1. Evaluar la regulación de la expresión de Gal-1 en cáncer de mama hormono dependiente. 

1.1. Analizar los niveles de expresión de Gal-1 en células de cáncer de mama humano 

hormono dependiente. 

1.2. Evaluar la co-expresión de receptores hormonales y Gal-1 en dichas líneas tumorales. 

2. Evaluar la regulación de la expresión de Gal-1 por Pg.   

2.1. Evaluar la capacidad de la Pg de regular la expresión de Gal-1. 

2.2. Evaluar la capacidad de la Pg de inducir la liberación de Gal-1.  

2.3. Evaluar la existencia de elementos respondedores a esteroides en el promotor de Gal-1 

con herramientas de Bioinformatica. 
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3. Evaluar la regulación por Pg de la calidad y de la cantidad de infiltrado inmune en los 

tumores y en los ganglios ratones portadores de tumores de mama hormono dependientes. 

3.1. Evaluar la frecuencia de linfocitos T CD4, CD8 y T regulatorios.   

3.2. Evaluar el estado de exhaustamiento de los linfocitos CD8 y el perfil inmunosupresor 

de los linfocitos T regulatorios.  

3.3. Evaluar el infiltrado de macrófagos y células dendríticas. 

Estado del Arte 
1. Cáncer de mama   

1.1. Conceptos generales 

El cáncer diagnosticado con mayor frecuencia en las mujeres y la principal causa de 

muerte por cáncer mundialmente es el cáncer de mama, representando más de 1 de 10 nuevos 

diagnósticos de cáncer cada año (Bray et al, 2018). Solo en Argentina alrededor de 21.000 

mujeres son diagnosticadas cada año, representado el 17% del total de los canceres y casi un 

tercio de que afectan a las mujeres. A pesar de que los tratamientos convencionales han 

aumentado significativamente la sobrevida de las pacientes, alrededor del 35% de mortalidad 

aún ocurre en nuestro país (Instituto Nacional del Cáncer, 2018).  

 Las causas del cáncer de mama son diversas; como en otros tipos de tumores los daños 

en el ADN y las mutaciones genéticas son los primeros eventos o drivers de la transformación 

neoplásica. Salvo excepciones, en cáncer de mama estos factores no son hereditarios y están 

más relacionados a factores ambientales o predisposición del individuo. Sin embargo, se sabe 

que los factores hereditarios aumentan el riesgo de desarrollo del cáncer, lo cual esta 

relacionado con la mayor predisposición a padecer cáncer de mama. Dentro de los factores 

familiares hereditarios se incluyen los antecedentes familiares de cáncer de mama o de ovario 

con mutaciones heredadas como los genes pro-cancerosos BRCA1 y BRCA2 (Bray et al, 2018). 

Alrededor del 5 al 10% de los cánceres de mama están relacionados con mutaciones genéticas 

heredadas de uno de los padres, comúnmente en los genes pro-cancerosos BRCA1 y/o BRCA2 

(Feng et al, 2018). En ausencia de mutaciones genéticas igualmente el riesgo de desarrollar 

cáncer de mama aumenta mucho al tener un pariente de primer grado (madre, hermana o hija) 

diagnosticado con el mismo. 
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El cáncer de mama evoluciona de forma silenciosa y generalmente es identificado 

durante exámenes de rutina. También es común que los pacientes encuentren accidentalmente 

un bulto en la mama, que presenten cambios en la forma o tamaño del mismo, o secreciones 

por el pezón.  

Particularmente, siendo la mama un órgano “no vital” el problema de esta enfermedad 

radica en las recurrencias o metástasis que pueden amenazar la vida de las pacientes muchos 

años después de que el tumor primario ha sido extirpado. En este sentido, la medicina ha 

avanzado y muchas mujeres son diagnosticadas tempranamente o a tiempo como para evitar la 

enfermedad metastásica. Sin embargo, se ha demostrado que existen mecanismos que 

promueven la diseminación temprana y que determinan la presencia de células tumorales 

diseminadas en otros órganos vitales hasta cuando el tumor es considerado “in-situ” o no 

invasivo (Hüsemann et al, 2008; Hosseini et al, 2016; Harper et al, 2016).  

1.2. Cáncer de mama hormono dependiente 

Hace más de un siglo y medio que se habla sobre la existencia de una relación entre el 

cáncer de mama humano y las glándulas endocrinas. En 1836, Sir Astley Cooper observó que 

existía una correlación entre el crecimiento tumoral y el ciclo menstrual (Cooper et al, 1836). 

La era moderna de la terapia endocrina para el cáncer de mama comenzó en 1951 cuando 

Huggins demostró que ciertos cánceres de mama sufrirían una remisión después de la 

extirpación de los ovarios y las glándulas suprarrenales, postulando que esta remisión se debía 

al detenimiento de la producción de Estogenos (Huggins y Bergenstal, 1952; Block et al, 1975).  

Hoy en día se ya se sabe que el 70% de los cánceres de mama son “hormono 

dependientes” y son tratados con terapia endocrinas en general con buenos resultados (Beatson, 

1896; Huggins y Bergenstal, 1952; Narod, 2011). El cáncer de mama se regula principalmente 

por estrógenos y progesterona, que se unen a sus respectivos receptores hormonales nucleares 

(ER y PR) regulando genes a través de interacciones proteína-ADN específicas (McDonnell et 

al, 1995). Los ER y PR se analizan de forma rutinaria como marcadores clínicos para 

determinar la posibilidad de administrar terapia endócrina a un paciente. Las pacientes que 

presentan tumores hormono independientes tienen asimismo otras opciones terapéuticas 

(Wittliff, 1984; Jensen, 1996; García-Becerra et al, 2012). Los niveles de expresión y el estado 
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de ER, PR y HER2 (un receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGF), a pesar de ser 

predictores imperfecto de la evolución de la enfermedad en los pacientes, son de los únicos 

factores de pronóstico biológico con aceptación general para su uso en la práctica clínica, junto 

con el índice Ki-67 (Gupta et al, 2015; Kalinina et al, 2021).  

2. Progesterona  

2.1. Conceptos generales  

Los andrógenos, los estrógenos y progestágenos son las hormonas esteroideas sexuales 

(derivadas del colesterol) producidas principalmente por las gónadas (Cooper, 2000). Al ser 

compuestos de señalización, estas hormonas coordinan una multiplicidad de actividades 

fisiológicas dentro de las células eucariotas superiores (Tsai y O'Malley, 1994). Particularmente 

las hormonas esteroideas femeninas (Es y Pg) son las encargadas de regular en otras cosas la 

función, desarrollo y arquitectura de la glándula mamaria normal (Joshi et al, 2010). Además, 

ejercen un control clave en procesos patológicos siendo impulsoras del desarrollo de tumores 

en varios cánceres ginecologicos.  

A pesar de que el efecto pro-tumoral de los Es ha sido estudiado en profundidad a lo 

largo de los años y se encuentra definida su regulación positiva sobre la sobrevida de células 

tumorales de mama (Clemons y Goss, 2001; Gompel, 2019), el estudio del rol que cumple la 

Pg todavía requiere de una mayor investigación. Las terapias de reemplazo hormonal 

combinada (que contienen Es y progestágenos) resultaron en un aumento del 26% en el riesgo 

de cáncer de mama después de 5 años de uso (Rossouw et al, 2002), siendo mayor el impacto 

de las terapias combinadas que el de la aplicación de monoterapia estrogénica (Breast cancer 

and hormone replacement therapy, 1997). Además, hace años se conoce que los anticonceptivos 

combinados incrementan el riesgo de cáncer de mama pre-menopáusico (Busund et al, 2018). 

Con estos resultados en mente, el incremento en el uso de anticonceptivos que solo contienen 

progestágenos plantea más preguntas sobre el potencial impacto de los mismos en la 

tumorigénesis mamaria. Varios estudios encuentran una relación entre el uso de levonorgestrel 

(derivado de la Pg) y un aumento en el riesgo de cáncer de mama (Soini et al, 2015; Zolfaroli 

et al, 2018). No obstante, no todos los estudios coinciden en que el uso de anticonceptivos 

orales incrementa el riesgo de cáncer de mama (Marchbanks et al, 2002) y el impacto de estas 



                                        REGULACIÓN DE MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL  

                                        POR PROGESTERONA EN CÁNCER DE MAMA                                                        

     Prieto Filice, María Victoria  

Página 10 de 43 

 

terapias sobre la agresividad del cáncer de mama y el riesgo de recurrencia ha sido pobremente 

explorada.  

La Pg, edemas de ejercer funciones como hormona sexual, es un potente modulador del 

sistema inmunitario, desplegando acciones directas sobre diversas células inmunológicas e 

induciendo a otras moléculas inmunomoduladoras. Por medio de estos mecanismos la Pg regula 

procesos como inflamación, autoinmunidad y respuesta inmune adaptativas (Hughes, 2012). La 

inmunomodulación ejercida por parte de la Pg en la glándula mamaria podría también afectar 

la inmunovigilancia y la formación de tumores. Recientemente se ha demostrado que ratones 

que sobreexpresan el PR tiene mayor formación de tumores y una menor activación inmune en 

la glandula mamaria (Werner 2021). Estos hallazgos proporcionan nuevos conocimientos sobre 

el rol de los PR en la promoción del desarrollo del cáncer de mama a través de la 

inmunomodulación, sin embargo, se requieren mas experimentos para comprender en 

profundidad este mecanismo (Werner et al, 2021).  

2.2. Receptores hormonales  

 La vía general de la transcripción de genes mediada por PR se encuentra bien 

caracterizada. Al ser una hormona hidrofóbica la Pg penetra fácilmente en la membrana celular 

y una vez dentro de la célula, se une a PR induciendo cambios conformacionales del mismo. 

Esto promueve la disociación de un complejo de chaperonas, la homodimerización y la unión 

a elementos de respuesta de progesterona dentro del promotor de un gen blanco, activando su 

trasncripción. Mediante este mecanismo, la Pg puede inducir un cambio a gran escala en las 

propiedades bioquímicas de una célula (Brown, 2002; Edwards et al, 2002). 

 El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea dentro de la cual el estado de los 

receptores hormonales nos permite clasificar distintos subgrupos: ER + PR +, ER + PR-, ER- 

PR + y ER- PR-. La proporción de los primeros dos aumenta con el aumento de la edad, 

mientras que la proporción de los otros dos subgrupos disminuye al aumentar la edad 

(Dunnwald et al, 2007). Como mencionamos previamente el papel del PR en cáncer de mama 

sigue siendo controversial y no se observa un patrón con respecto a la tasa de PR+ en los grupos 

de edad (Chow y Ho, 2000).  
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3. Microambiente tumoral  

 Una gran cantidad de células trabajan en conjunto para mantener la fisiología normal en 

los tejidos. Las mismas poseen identidad posicional, lo que indica que su posición está definida 

y su número limitado. Las células tumorales pierden estas limitaciones espaciales y 

proliferativas a partir de mutaciones oncogénicas y de genes supresores de tumores. A pesar de 

que la proliferación anormal característica de las células tumorales subyace en estas 

mutaciones, los tumores surgen y progresan dentro de un microambiente que está repleto de 

células sanas no transformadas (Dranoff, 2004; Joyce y Pollard, 2009).  

El microambiente tumoral es una ecología compleja de células que evoluciona con las 

células tumorales. Su composición esta regida por la producción de factores inmunosupresores 

por parte del tumor y la actividad de células reguladoras, tanto mieloides como linfoides. El 

sistema inmunológico interactúa con los tumores a lo largo de su desarrollo pudiendo inhibir el 

crecimiento y la progresión del tumor, o caso contrario promoviendo el progreso por medio de 

inflamación crónica y factores que impulsan el crecimiento, la supervivencia y la angiogénesis 

del tumor (Dougan y Dranoff, 2009; Hodi y Dranoff, 2010). El infiltrado inmunológico en 

tumores con mejor pronóstico o en procesos de regresión se caracteriza por la presencia de 

linfocitos T CD8 citotóxicos, macrófagos activados de forma clásica y células dendríticas 

maduras, entre otras poblaciones celulares (Bianchini et al, 2016). Mientras que, en el infiltrado 

de aquellos tumores que logran evadir el reconocimiento del sistema inmune, se suelen observar 

linfocitos T regulatorios, células mieloides supresoras, macrófagos activados alternativamente 

y linfocitos T exhaustos (Jiang et al, 2015; Noy y Pollard, 2014; Rivera et al, 2015).  

4. Galectina 1  

Las lectinas son proteínas que poseen la capacidad de descifrar la información biológica 

contenida en los patrones de glicosilación (Cagnoni et al, 2016). Dentro de las lectinas, las 

galectinas han cobrado gran importancia debido a su abundancia en microambientes tumorales 

e inflamatorios. Numerosas evidencias asignan a Gal-1, un miembro “proto-tipo” de la familia 

de galectinas, una función crítica en la homeostasis de la respuesta inmune e inflamatoria 

(Rabinovich et al, 2002). Esta proteína es capaz de inhibir la proliferación y expansión clonal 

de linfocitos T activados, mediante mecanismos que involucran bloqueo de la activación, 



                                        REGULACIÓN DE MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL  

                                        POR PROGESTERONA EN CÁNCER DE MAMA                                                        

     Prieto Filice, María Victoria  

Página 12 de 43 

 

arresto del ciclo celular (Rabinovich et al, 1997) e inducción de apoptosis (Rabinovich et al, 

1998). 

Gal-1 se une específicamente a residuos LacNAc presentes en N-y O-glicanos de 

glicoproteínas de superficie. Por lo tanto, la acción de Gal-1 en el microambiente tumoral está 

altamente influenciada por el perfil de glicosilación de las células tumorales y del 

microambiente, el cual es consecuencia de la actividad de las distintas glicosiltransferasas 

durante la progresión tumoral (Cagnoni et al, 2016).  

Gal-1 se expresa en forma abundante en sitios inmunológicamente privilegiados tales 

como placenta, ojo y testículo (Iglesis et al, 1998; Dettin et al, 2003; Romero et al, 2006). 

Asimismo, se ha observado que Gal-1 se expresa en forma abundante en diversos tipos de 

tumores tales como próstata, melanoma, ovario, vejiga, mama y tiroides y que su expresión se 

correlaciona con la malignidad de dichos tumores (Liu y Rabinovich, 2005). En cáncer de mama 

existe una asociación entre los subtipos moleculares más agresivos y la expresión de un 

determinado set de galectinas (Grosset et al, 2016). En este sentido, podemos considerar que 

las galectinas tendrían utilidad clínica como indicadores de la progresión de la enfermedad o 

bien como blancos terapéuticos. No solo esto, sino que la asociación entre la actividad 

inmunosupresora de Gal-1 y su expresión incrementada en tumores con alto potencial 

metastásico, sugirió que la producción de esta proteína podría constituir un mecanismo de 

escape tumoral, favoreciendo el establecimiento de metástasis, a través de la inhibición de la 

respuesta inmunológica efectora.  

Hipótesis 

Existe una regulación de la expresión de Gal-1 por Pg en cáncer de mama hormono 

dependiente, impactando funcionalmente en diversos mecanismos de escape tumoral.  

Materiales y Métodos 
Animales  

Se utilizó un modelo de carcinogénesis mamaria inducida por MPA (17-acetato de 

medroxiprogesterona) (C4HD+) en ratones BALB/c hembras de 8-12 semanas, criados en el 
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bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME) con un régimen de 12 h 

luz y de acuerdo a las guías de cuidados de animales del Instituto Nacional de Salud de los 

Estados Unidos (NIH).  

Crecimiento de tumores 

Ratones hembras BALB/c fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina/Xilazina 

5:1. Se inocularon fragmentos de tumores C4HD+ de manera subcutánea en la línea de las 

mamas con agujas de 25G.  

El MPA se inoculó en forma de depot inyectando 100μl de una suspensión conteniendo 

15mg de hormona. Los pellets de progesterona, norgestrel o mifepristona (Ru486) se prepararon 

pesando 15mg de hormona o 6mg de Ru486 cada 33mg de Fastix según descrito (Giulianelli et 

al., 2008; Lanari et al., 1986). Las drogas y el Fastix se mezclaron hasta obtener una pasta 

homogénea la cual fue colocada en un molde cuadrado calculando pellets cilindricos de 2mm 

de ancho x 1cm de alto x 2mm de espesor. La pasta se dejó secar durante la noche. Se cortaron 

los pellets de la medida necesaria utilizando una hoja de bisturí estéril. Los pellets fueron 

colocados en la región dorsal de los animales de manera subcutánea mediante el uso de un 

trocar de 10G.  

Extracción de tumores y ganglios 

 Todos los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical a los 28 días. Se 

corto la piel de los mismos exponiendo los tumores y los ganglios axilares para su extracción.  

  

Figura 1. Ratón previa y posteriormente a la extracción tumoral. En la imagen de la derecha 

se observa el tumor en la placa de Petri con solución fisiológica (SF).  
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Disgregado de Tumores 

Los tumores se colocaron en placas de Petri con SF. Se los corto en pedazos iguales, la 

mitad se llevo al freezer -70 ℃ para la posterior extracción de proteínas. La otra mitad se colocó 

en gentleMACS C Tubes con 1ml de solución enzimática (Colagenasa D 10X, DNAsa 1) para 

analizar el infiltrado tumoral, siguiendo el protocolo del gentleMACS dissociator para tumores 

de mama de ratones descripto a continuación.  

1. Iniciar la disociación de los tumores ejecutando el programa 

gentleMACSm_impTumor_02 (2x). 

2.  Finalizado el programa, desconectar el tubo C del disociador gentleMACS. 

3. Incubar la muestra durante 40 minutos a 37 °C en rotación continúa utilizando el rotador 

de tubos MACSmixTM. 

4. Colocar el tubo C en el disociador y correr el programa m_impTumor_04 (2x). 

5. Terminado el programa, desconectar el tubo C del disociador y realizar una 

centrifugación corta para recolectar el material de muestra en la parte inferior del tubo.  

6. Resuspender la muestra y pasarla por un MACS SmartStrainer (30 μm o 70 μm) 

colocado sobre un tubo de 15ml.  

7. Lavar el MACS SmartStrainer con 10ml de DMEM.  

8. Centrifugar la suspensión de células a 300 rpm durante 7 minutos. Aspirar el 

sobrenadante completamente. 

9. Resuspender en 1 ml o 500 μl de PBS según pellet.   

10. Pasar 400 μl de la resuspensión al tubo eppendorf correspondiente (previamente 

rotulado).  

11. Centrifugar a 1000 rpm durante 8 minutos. Aspirar el sobrenadante completamente. 

12. Resuspender en 400 μl de zombie. Pasados 15 minutos agregar 200 μl de buffer de 

citometría.  

13. Proceder con la citometría de flujo.  

Ganglios 

 Los ganglios se colocaron en tubos eppendorf con SF, donde fueron aplastados. Luego 

de la decantación de los fragmentos, se tomó el sobrenadante y se paso a otro tubo eppendorf. 
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Se centrifugó durante 8 minutos a 1000 rpm. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el 

pellet en 1ml de PBS 1X.  

Cultivos Celulares 

Las células T47D fueron adquiridas en ATCC. Se mantuvieron en DMEM F12 10% 

suero fetal bovino (SFB) (GIBCO). Los repiques fueron hechos con TryplExpress (GIBCO). 

Las células se lavaron con PBS o SF y luego se incubaron con TryplExpress durante 4 min a 

37°C. Se diluyó la solución con medio completo.  

Tratamiento  

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y se dejaron adherir de la noche a 

la mañana. Al día siguiente se rotularon los pocillos; 2 pocillos control, MPA -7, MPA -8, Pg -

7 y Pg -8, se retiro el medio de todos los pocillos, se lavaron con SF y a cada uno se le agregaron 

2ml del medio correspondiente DMEM F12 10% SFB sin rojo fenol. Se trataron las células 

durante 24hs.  

Western Blot 

Extractos proteicos 

Los extractos proteicos a partir de tumores fueron realizados homogenizando los 

mismos en tubos con buffer de lisis para proteínas (Tris-HCl pH 7,5 50mM, NaCl 150mM, 

EDTA 10mM, NP40 1%), sobre hielo. Los extractos se pasaron a tubos eppendorf, se 

vortexearon y dejaron reposar durante 10min y se centrifugaron a 14rpm, 4℃ durante 15min. 

Se pasaron los sobrenadantes a nuevos tubos eppendorf.  

Los extractos proteicos a partir de células en cultivo fueron preparados lisando las 

células en buffer de lisis de proteínas, agregado directamente en la placa de cultivo previamente 

lavada 2 veces con SF. Las placas se colocaron sobre hielo y las células se levantaron utilizando 

un rastrillo para células o scrapper. Los extractos se pasaron a tubos eppendorf, se vortexearon 

y dejaron reposar durante 10min. Luego se centrifugaron a 14rpm, 4℃ durante 15min. Se 

pasaron los sobrenadantes a nuevos tubos eppendorf.  
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Cuantificación de proteínas  

Se cuantificó la concentración de proteínas en los mismos mediante un ensayo comercial 

de MicroBCA con curva estándar de BSA según las instrucciones de fabricante 

(ThermoScientific). Las lecturas se hicieron a una λ de 595nm en un espectrofotómetro de placa 

Multiskan MS Microplatereader (Thermo). Los valores de concentración se calcularon 

intrapolando las absorbancias de las muestras en la curva de calibración.  

Corrida electroforética  

Los extractos proteicos obtenidos se corrieron en geles de poliacrilamida 

desnaturalizante (SDS-PAGE). Para ello se sembraron entre 20μg-50μg de proteína por muestra 

previamente desnaturalizada con buffer de siembra 2x (BIO-RAD) por 5min a 100℃. Se 

procuró que los volúmenes de siembra fueran iguales para todas las muestras. Se utilizó 

Amersham™ ECL™ Rainbow™ Marker - Full range como marcador de peso molecular de 

12kDa-225kDa.   

Gel de resolución 12%: Acrilamida 30%/N’N’-Bis-Acrilamida 0,8% 4ml, Buffer 

Resolución (Tris 1,5M, SDS 0,2%p/v pH 8.8) 2,5ml, Agua 3,3ml, SDS 10% 100μl, TEMED 

10μl, APS 10% 70μl.  

Gel de resolución 15%: Acrilamida 30%/N’N’-Bis-Acrilamida 0,8% 5ml, Buffer de 

Resolución 2,5ml, Agua 2,3ml, SDS 10% 100μl, TEMED 10μl, APS 10% 70μl.  

Gel de concentración: Acrilamida 30%/N’N’-Bis-Acrilamida 0,8% 650μl, Buffer de 

concentración (Tris 0,5M, SDS 0,4%p/v pH 6.8) 1,25ml, Agua 3ml, SDS 10% 50μl, TEMED 

10ul, APS 10% 50μl. 

La corrida electroforética se realizó a 150V constantes durante 60-90 minutos en buffer 

de corrida (Tris 25mM, Glicina 195mM, 0,1% SDS). Las muestras se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) en buffer de transferencia (Tris 25mM, Glicina 

195mM, 20% Metanol) a 100V constantes durante 60-90 minutos. La transferencia fue 

monitoreada por tinción de las membranas con Rojo Ponceau. Luego se lavaron las membranas 
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en TBS Tween (NaCl 150mM, Tris 50mM pH 7,4, Tween 20 0,1% v/v) y se conservaron en 

heladera o se utilizaron inmediatamente.  

Expresión proteica por quimioluminiscencia  

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

Anticuerpo Origen Anticuerpo primario 

(dilución) 

Anticuerpo Secundario 

(dilución) 

Anti-Gal-1 Conejo PBST 2h TA (1/1000) PBST 1h TA (1/2000) 

Anti-CCL21 Conejo PBST 2h TA (1/1000) PBST 1h TA (1/2000) 

Anti-α-tubulina Ratón PBST 2h TA (1/1000) PBST 1h TA (1/2000) 

Anti-α-actina Conejo PBST 2h TA (1/2000) PBST 1h TA (1/2000) 

Anti-Progesterone 

Receptor (PR) 

Ratón PBST 2h TA (1/200) PBST 1h TA (1/2000) 

Anti-β-actina Ratón PBST 2h TA (1/2000) PBST 1h TA (1/2000) 

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos y protocolos utilizados para el Western blot.                   

Las diluciones fueron realizadas respecto a su concentración de almacenamiento.                 

TA: Temperatura ambiente 

Se utilizó PBST, 5% leche descremada para el bloqueo de las membranas overnight en 

frío. Previo a la incubación con el anticuerpo primario se realizó un lavado con PBST, luego de 

la incubación con el anticuerpo primario se realizaron tres lavados con PBST y luego de la 

incubación con el anticuerpo secundario se realizaron dos lavados con PBST y uno con PBS. 

Las membranas fueron reveladas utilizando sustrato quimioluminiscente (Millipore) en G-box. 

Las imágenes se analizaron en ImageJ.  

Citometría de Flujo  

 Se utilizaron 3 placas de cultivo celular de 96 wells con v-bottom. Una para los 

macrófagos de tumor, otra para las células dendríticas y CD8 de tumor y la última para las 

células T regulatorias (Tregs) de tumor y de ganglio. Los anticuerpos fueron preparados 1/200 

en buffer de citometria (PBS-BSA 0,5%), con excepción de anti-FOXP3 que se utilizó 1/100. 
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Se pipetearon 140 μl de infilrado tumoral o suspensión de ganglios según correspondía en cada 

well. Se centrifugaron las tres placas y se descartó el sobrenadante por volcado.  

 Tregs: Cada well de la placa de Tregs se resuspendió en 50 μl de la dilución de 

anticuerpos anti-CD8 y anti-CD45 para tumor y solo anti-CD8 para ganglio. Se incubó en 

heladera durante 25 minutos, se centrifugó nuevamente y se descartó el sobrenadante. Se 

resuspendió en 100 μl de 1+3 DILUENT, se centrifugó, se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió en 100 μl de permeabilizante durante 15 minutos. Se centrifugó, se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió en 50 μl de permeabilizante 10X con anticuerpos anti-CD4, anti-

FOXP3 y anti-CTLA4. Se incubó en heladera durante 30 minutos. Se centrifugó una vez más, 

se descartó el sobrenadante y se resuspendió en buffer de citometría.  

 CD y CD8: Para marcar células dendríticas (CD) y CD8 cada well de la placa se 

resuspendió en 50 μl de los anticuerpos correspondientes. Para CD8 se utilizaron: anti-CD45, 

anti-CD8, anti-PD1 y anti-TIM3. Para las dendríticas se utilizaron: anti-CD45, anti-CD11c, 

anti-1Ab, anti-CD103, anti-CD4 y anti-CD8. Además, se realizó un negativo de anti-1Ab y 

anti-CD103 (well con los demás anticuerpos excepto estos dos).  

 Macrófagos; Cada well de la placa para macrófagos se resuspendió en 50 μl de anti-

CD45, anti-CD11b, anti-F480, anti-1Ab, anti-CD206, anti-CD86. Además, se realizó un 

negativo de anti-CD206, anti-CD86 y anti-1Ab (well con los demás anticuerpos excepto estos 

tres). 

 Posteriormente, la placa para CD8 y dendríticas y la placa para macrófagos, fueron 

fijadas en solución de fijación 4x (PFA 4%) diluyendo en PBS. Se incubó durante 15 minutos, 

se centrifugó y se resuspendió en buffer de citometría.  

 El citómetro de flujo utilizado fue BD FACSCanto II. Se pipeteó el contenido cada well 

en un tubo de citometría y se pasaron las muestras por el citómetro. Los resultados fueron 

analizados con el programa FlowJo (10.7.2) BD Company. 
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Sitios de unión de factores de transcripción 

 Se utilizó la herramienta de MatInspector del Genomix Software Suite y el database de 

TRANSFAC para hacer un análisis de los sitios de unión de factores de transcripción en el 

promotor del gen que codifica para Gal-1 en humanos (LGALS1) y en ratón (lgals1), y CCL22 

en humanos.  

Análisis estadísticos  

Se utilizo el programa Prism 10. 

Resultados y discusiones 
Tumores y tratamiento in vivo 

Para comenzar con nuestros experimentos inoculamos los tumores C4HD+ de manera 

subcutánea en la línea de las mamas en ratones hembras BALB/c, además de MPA en forma de 

depot en la región dorsal de manera subcutánea. A los 28 días se realizó el sacrificio de los 

mismos para la extracción de los tumores y de los ganglios axilares. Se procedió con la 

extracción de proteínas de los tumores, para ser analizadas mediante los WB descritos a 

continuación. Además, parte de los tumores fueron sometidos al protocolo para análisis del 

infiltrado tumoral por citometría de flujo. Los ganglios también fueron procesados para su 

análisis correspondiente por citometría de flujo.  

En la figura 2 podemos observar el crecimiento tumoral durante el tratamiento, 

idealmente se hubieran tomado mediciones de los mismos a lo largo del tiempo, sin embargo, 

por limitaciones en la asistencia al laboratorio por la situación de la pandemia esto no fue 

posible. En la figura 3 observamos el peso tumoral de los grupos control y MPA al momento 

de extracción. Observamos que los tumores del grupo MPA tienden a ser más pesados que los 

del control. Por tratarse de un tumor hormono dependiente, al extirpar el pellet de hormona la 

ausencia de MPA circulante provoca una detención en el crecimiento tumoral de los ratones del 

grupo control.   
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Figura 2. Gráfico generado en Prism 10 con el volumen tumoral (mm3) de los ratones control 

y tratados con MPA. Se observa la media y el desvío standard. 

 

Figura 3. Gráfico generado en Prism 10 con el peso tumoral (g) al momento de extracción, de 

los ratones control y tratados con MPA. Se observa la media y el desvío standard. 

 
Western Blot  

WB1 

La siguiente curva de calibración fue utilizada para cuantificar la concentración de los 

extractos de proteínas de los tumores C4HD.  
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Figura 4. Curva de calibración para la cuantificación de extracto de proteínas de tumores 

C4HD. 

Muestra Abs (μg/μl)  20μg (μl) a 10μl con LB2X 
(μl)  

Control 1 0,803 30,6 0,7 9,3 

Control 2 0,480 16,9 1,2 8,8 

Control 3 0,426 14,6 1,4 8,6 

Control 4 0,486 17,1 1,2 8,8 

Control 5 0,682 25,5 0,8 9,2 

MPA 1 0,395 13,3 1,5 8,5 

MPA 2  0,471 16,5 1,2 8,8 

MPA 3  0,494 17,5 1,1 8,9 

MPA 4  0,414 14,1 1,4 8,6 

Tabla 2. Resultados de la cuantificación de proteínas. Se calcula el volumen necesario para 

sembrar 20μg de proteína por columna y llevar el volumen a 10μl con loading buffer 2X.  

 Se realizan electroforesis en geles de poliacrilamida y se transfiere a membrana, se 

bloquea overnight con leche y luego se incuba con los anticuerpos según la tabla de Mat y Met. 

Los resultados, luego del revelado en Gbox, del Western Blot realizado con los datos de la tabla 

anterior se observan a continuación. En los mismos, evaluamos la expresión de Gal-1 y CCL21, 
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una quimocina relevante en cáncer de mama, en extractos de proteínas de tumores C4HD, en 

condiciones control y de tratamiento con MPA. En la figura 5 observamos que las bandas 

correspondientes a CCL21 son muy tenues, hay mucho background noise y una de las bandas 

esta dando mucha señal. Suponemos que el anticuerpo utilizado no se encontraba en buenas 

condiciones. Por lo tanto, no se realizó el análisis estadístico del mismo.   

 

Figura 5. Western Blot para Gal-1 y CCL21, realizado con extracto de proteínas de tumores 

C4HD. Se utiliza Tubulina como control de carga. Las primeras 5 columnas corresponden a 

los tumores de ratones control mientras que las ultimas 4 columnas corresponden a los 

tumores de ratones tratados con MPA.  

En la figura 6 donde cuantificamos  los niveles de expresión de Gal-1 determinados por 

Western Blot en los extractos de proteínas de tumores C4HD observamos que los mismos son 

mayores en el control en comparación con el de los ratones tratados con MPA. Este resultado 

no fue el esperado, siendo que nosotros proponemos que existe una regulación positiva de la 

expresión de Gal-1 por Pg en cáncer de mama hormono dependiente y experimentos previos de 

nuestro laboratorio lo corroboraron, impactando funcionalmente a mecanismos de escape 

tumoral por la actividad inmunosupresora de Gal-1. Cabe mencionar que estos resultados no 

son significativos, debido a la falta de repeticiones. 
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Figura 6. Gráfico generado en Prism 10 con los datos de la densitometría del WB1 para Gal-

1. Se observa la media y el desvío standard.  

WB2 

 Luego repetimos el Western Blot de Gal-1 y además (Fig. 7) evaluamos la expresión de 

PR en los mismos extractos de proteína de tumores C4HD, en condiciones control y de 

tratamiento con MPA. Observamos que Gal-1 nuevamente cuenta con bandas nítidas, mientras 

que PR tiene algo de background noise y las columnas 8 y 9 no se observan, debido 

probablemente a la presencia de una burbuja en el momento de la transferencia.  

 

Figura 7. Western Blot para Gal-1 y PR, realizado con extracto de proteínas de tumores 

C4HD. Se utiliza Tubulina como control de carga. Las primeras 5 columnas corresponden a 

los tumores de ratones control mientras que las ultimas 4 columnas corresponden a los 

tumores de ratones tratados con MPA.  

 En los gráficos de la cuantificación de bandas luego del análisis estadístico realizado 

con Prism 10 (Fig. 8) observamos que, los niveles de Gal-1 en los extractos de proteínas de 
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tumores C4HD son levemente mayores en el caso del tratamiento con MPA, en comparación 

con el control del tratamiento in vivo. En el caso de PR, los niveles del mismo son menores en 

los extractos de proteínas de ratones tratados con MPA, en contraste con los del control. Esto 

concuerda con lo esperado, ya que al tratar a las células que expresan PR con su hormona 

correspondiente (en este caso utilizamos MPA), esperaríamos que el receptor se regule 

negativamente al activarse La calidad de las bandas del PR no fue la mejor y se debería volver 

a realizar el WB para obtener resultados más confiables, además de llevar a cabo repeticiones 

para poder contar con datos significativos.  

 

Figura 8. Gráficos generado en Prism 10 con los datos de la densitometría del WB2 para Gal-

1 y PR. Se observa la media y el desvío standard.  

WB3  

Posteriormente realizamos cultivos de líneas MCF-7, las cuales tratamos in vitro con 

MPA en distintas concentraciones. El western Blot 3 (Fig. 9) fue realizado con extracto de 

proteínas de cultivo celular MCF-7, para evaluar la expresión de Gal-1 y CCL21 en condiciones 

control y de distinta concentración de MPA o Pg.  
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Figura 9. A. Control de transferencia del Western Blot con Rojo Ponceau. B. Western Blot 

para Gal-1 y CCL21, realizado con extracto de proteínas de cultivo celular MCF-7. Se utiliza 

B actina como control de carga. Las primeras dos columnas corresponden a los pocillos 

control, las demás corresponden a las células tratadas con distintas concentraciones de MPA o 

Pg.  

Observando la cuantificación de los WB (Fig. 10) vemos que, el mayor nivel de 

expresión de Gal-1 se encuentra en condiciones de exposición del cultivo a Pg -8M, seguido 

del control, MPA -7M, Pg -7M y siendo el nivel más bajo en presencia de MPA -8M. En el 

gráfico correspondiente a CCL21 observamos el mayor nivel del mismo en presencia de Pg -

8M y el menor con MPA -7M, como fue el caso de Gal-1. CCL21 Chemokine (C-C motif) 

ligand 21 pertenece a una familia de quimiocinas cuyo receptor es el CCR7 y posee con 

relevancia en cáncer de mama debido a su capacidad de modular el trafico linfocitario al tumor 

o bien dirigir a las células tumorales al ganglio metastásico (Tutunea-Fatan et al, 2015).  

Tanto para Gal-1 como para CCL21, esperaríamos encontrar niveles más altos en 

presencia de MPA o Pg en relación con el control. Una vez más, es necesario realizar 

repeticiones de este experimento para obtener datos significativos y poder hacer un buen 

análisis. 

A. B. 
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Figura 10. Gráfico generado en Prism 10 con los datos de la densitometría del WB3 para Gal-

1 y CCL21. Se observa la media y el desvío standard.  

WB4 

 Luego realizamos un cultivo de células T47D. El Western Blot numero 4 con extracto 

de proteínas de cultivo celular T47D fue realizado para evaluar la expresión de Gal-1, utilizando 

en este caso B-actina como control de carga. El mismo se realizó por duplicado, ambas veces 

no se observaron bandas debido a problemas técnicos. 

WB5 

El último Western Blot fue llevado a cabo para medir nuevamente la expresión de Gal-

1 y CCL21 en extracto de proteínas de tumores C4HD. En este caso se repitió tratamiento in 

vivo de los ratones portando tumores C4HD pero se trató un numero mayor de ratones con 

MPA para aumenta el n del experimento.  Los ratones de este experimento fueron divididos en 

dos grupos: control (n=5) y tratamiento con MPA (n=9).  
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Figura 11. Western Blot para Gal-1 y CCL21, realizado con extracto de proteínas de tumores 

C4HD. Se utiliza B actina como control de carga. Las primeras 5 columnas corresponden a 

los tumores de ratones control, las siguientes 9 columnas corresponden a los tumores de 

ratones tratados con MPA. 

En la figura 12 observamos que, los niveles de CCL21 en los extractos de proteínas de 

tumores C4HD son significativamente mayores en el tratamiento con MPA en contraste con el 

control. En el caso de Gal-1, aunque no se observa una diferencia significativa, vemos que hay 

una tendencia de mayor nivel de Gal-1 en los ratones tratados. Nuevamente es necesario realizar 

repeticiones del mismo experimento para así poder definir si esta diferencia es solo una 

tendencia o si es significativa (como pensamos que debería ser en base a la bibliografía y a 

experimentos previos realizados en nuestro laboratorio).   

 

Figura 12. Gráficos generados en Prism 10 con los datos de la densitometría del WB5 para 

Gal-1 y CCL21. Se observa la media y el desvío standard.  
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Citometría de Flujo 

Debido a que nuestro objetivo era determinar si  la administración de MPA modificaba 

el microambiente tumoral, comenzamos a estudiar el infiltrado más relevante en respuesta 

inmune antitumoral. Los resultados se observan a continuación.  

Tumor 

Primero determinamos el infiltrado inmune en disgregados de los tumores tratados o 

no con MPA tal como se describió en Materiales y Métodos.  

CD8 

         

          

Figura 13. Gráficos generados en Prism 10 con los datos de salida del citómetro de flujo, al 

pasar la placa para las CD8 de tumor. Se observa la media y el desvío standard.  

Primero evaluamos el % de células CD8+ citotóxicas que infiltran a tumor. Observamos 

que en la figura 13 ninguna de las diferencias es significativa. El número de células CD8+ 

infiltrantes de tumor no se vio modificado con el MPA (Fig. 13A). Así mismo, el numero de 

las CD8+ que además eran PD1+ TIM3+ tampoco se vio modificado (Fig. 13D), si bien se 
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observa una tendencia a que aumenten en el grupo tratado. Este subgrupo de CD8 se trata de 

los CD8 exhaustos los cuales se encuentran normalmente en el microambiente tumoral y son 

incapaces de ejercer su actividad citotóxica.   

CD4 

         

 

Figura 14. Gráficos generados en Prism 10 con los datos de salida del citómetro de flujo, al 

pasar la placa para las Tregs de tumor. Se observa la media y el desvío standard.  

 Luego proseguimos con las células CD4+Foxp3+ que son las T regulatorias (Tregs), un 

grupo de linfocitos T altamente supresores con relevancia en cáncer de mama que expresan el 

factor de transcripción distintivo Foxp3. Las diferencias entre los infiltrados de Tregs de los 

tumores control y los tratados con MPA no dieron significativas. Sin embargo, observamos una 

tendencia de aumento de Tregs y de CTLA4+ dentro de los Tregs y de los CD4, en el grupo 

tratado con MPA. CTLA4 es una proteína expresada en la membrana celular de los Tregs que 

produce una señal de co-estimulación negativa, inhibiendo la activación de los linfocitos T 

(tanto CD8 como CD4). Con lo cual una mayor expresión de CTLA4 se correlaciona con un 
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ambiente más inhibitorio. Cabe mencionar que en experimentos previos de nuestro laboratorio, 

observamos diferencias significativas en las Tregs entre los grupos control y tratado con MPA.  

Células dendríticas 

        

           

Figura 15. Gráficos generados en Prism 10 con los datos de salida del citómetro de flujo, al 

pasar la placa para las células dendríticas de tumor. Se observa la media y el desvío standard.  

 Luego pasamos al análisis de la población mieloide infiltrante de tumor comenzando 

con las células dendríticas (CD) o células presentadoras de antígenos profesionales. No 

observamos diferencias significativas en el infiltrado de células dendríticas totales pero si  en 

el caso de las CD que son CD11c CD103+, tanto viendo solo la expresión de CD103+ (Fig. 

15B) como la del MHCII+ y CD103+ (Fig. 15A). El marcador  MHCII+ es el complejo mayor 

de histocompatibilidad tipo 2 y marca una subpoblación de CD maduras que están listas para la 

presentación de antígenos a las CD4+ naive. CD103+ se encuentra involucrado en la cross-

presentación de antígenos, el cual es un tipo de presentación antigénica que ocurre en el 

microambiente tumoral e involucra la presentación de antígenos endocitados a linfocitos T 

naive CD8+ y es necesaria para activar la respuesta inmune contra la mayoría de los tumores. 

Si bien el aumento de CD103+ en los ratones tratados no correspondería con la idea de la 
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inmunosupresión generada por la presencia de MPA, se debe considerar que el crecimiento 

tumoral exacerbado en presencia de esta hormona generaría una situación más propicia para 

presentación antigénica.   

Macrófagos  

                  

                         

Figura 16. Gráficos generados en Prism 10 con los datos de salida del citómetro de flujo, al 

pasar la placa para los macrófagos de tumor. Se observa la media y el desvío standard.  

 Finalmente evaluamos el infiltrado de macrófagos los cuales, dependiendo de su perfil, 

han sido involucrados en la progresión tumoral en cáncer de mama por favorecer las metástasis.  

En la figura 16 no observamos diferencias significativas en la cantidad de macrófagos totales 

de los tumores control y tratados con MPA, pero sí encontramos diferencias en las 

subpoblaciones de macrófagos MHCII+ CD206+, los cuales son los macrófagos pro-tumorales 

(TAM: asociados a tumor) o de Tipo 2.  Es decir que, observamos un aumento significativo de 

los macrófagos tipo 2 dentro de la población total de los macrófagos que infiltra los tumores 

tratados con MPA (Fig. 14A).  
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Ganglio  

Tregs  

                                

                                              

 

Figura 17. Gráficos generados en Prism 10 con los datos de salida del citómetro de flujo, al 

pasar la placa para las Tregs de ganglio. Se observa la media y el desvío standard.  

 Luego analizamos las poblaciones inmunes en ganglio drenante, el cual es el sitio 

inmunológico donde se observan más cambios influenciados por el microambiente tumoral. En 

este caso, al analizar las Tregs en el ganglio observamos un aumento significativo en las Tregs 

considerando la población de CD4+ totales como la población parental. Observamos una 
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tendencia de aumento de las CTLA4+ Foxp3+ principalmente dentro del grupo de las CD4+ 

(Fig. 17C). Sin embargo, no hay diferencias significativas en el número de CD8 (Fig. 17B) ni 

en el ratio de Tregs con CD8 (Fig. 17E), siendo este ultimo dato muy relevante para dilucidar 

si tenemos un ambiente inmunosupresor. Las células Tregs son muy importantes en cáncer de 

mama y se ha demostrado que el aumento en su frecuencia se corresponde con un pronostico 

negativo o con la presencia de células tumorales diseminadas en el ganglio drenante (Núñez et 

al, 2020).  

Sitios de unión de factores de transcripción  

 

 

Figura 18. Salida del análisis de los sitios de unión de factores de transcripción en el 

promotor del gen que codifica para Gal-1 en humanos, en MatInspector. 

 

Figura 19. Salida del análisis de los sitios de unión de factores de transcripción en el 

promotor del gen que codifica para Gal-1 en ratones, en TRANSFAC.  
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Figura 20. Salida del análisis de los sitios de unión de factores de transcripción en el 

promotor del gen que codifica para CCL22 en humanos, en TRANSFAC.  

Por último, analizamos la presencia de elementos respondedores en los promotores de 

los genes de Gal-1 y CCL22 para ver si esta hormona tenia la capacidad teórica de modelar la 

expresión por el pegado de su receptor a los mismo. Observamos que, dentro de los factores de 

transcripción en el promotor del gen que codifica para Gal-1 en humanos (Fig. 18), se encuentra 

el factor de transcripción del elemento regulador de esteroides con un score de 0.977 en 

similitud de matiz (siendo un buen match a la matriz una similitud > 0.80). Con respecto a los 

factores de transcripción en el promotor del gen que codifica para Gal-1 en ratones (Fig. 19), 

se encuentra el GR-like receptors (receptores de glucocorticoides). Por último, dentro de los 

factores de transcripción en el promotor del gen que codifica para CCL22 en humanos (Fig. 

20), se encuentran SMAD factors. Se ha demostrado que la quimiocina CCL22 al igual que la 

CCL21, atrae Tregs al tejido tumoral, es por esto que decidimos evaluar si la progesterona es 

capaz de modular este mecanismo (Curiel et al, 2004).   

Conclusiones 

 Debido a la situación de pandemia ampliamente conocida; siendo que nos 

encontrábamos limitados a la concurrencia al laboratorio y al tiempo, a la adquisición de nuevos 

reactivos, la disponibilidad de animales, células de cultivo y demás insumos necesarios para 

llevar a cabo el proyecto, no fue posible llegar a rechazar o probar la hipótesis presentada.  

 Idealmente se hubieran realizado al menos tres repeticiones de cada WB y de la 

citometría de flujo, para poder contar con datos contundentes y poder sacar conclusiones con 
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un sustento estadístico. También se hubieran repetido aquellos experimentos que fallaron, como 

el WB4 con nuevos extractos proteicos.  

Dado que corroboramos, por medio de herramientas bioinformáticas, la existencia de 

factores de transcripción en el promotor de Gal-1 y el de CCL22, que pueden ser activados 

mediante la presencia de Pg, esta hormona es capaz de regular su expresión. Además, logramos 

encontrar una regulación positiva en la quimiocina CCl21 y una tendencia al aumento en la 

Gal1 de los tumores C4HD tratados con MPA. En los resultados obtenidos de la citometría de 

flujo observamos algunas diferencias significativas en determinadas poblaciones relevantes con 

Tregs y macrófagos tipo 2 y una tendencia hacia un ambiente más inmunosupresor en el grupo 

tratado con MPA en contraste con el grupo control. Además, en experimentos realizados 

previamente en nuestro laboratorio observamos diferencias significativas que corroboran estos 

resultados. Aunque no se pudo probar o rechazar la hipótesis inicial, los resultados obtenidos 

son un comienzo prometedor para el estudio de la regulación de la expresión de Gal-1 por Pg 

en cáncer de mama y su impacto funcional en mecanismos de escape tumoral.  

Perspectivas futuras  

Cabe mencionar algunas de las perspectivas futuras de este proyecto de investigación. 

Para comenzar, se buscaría profundizar en el entendimiento de los mecanismos mediante los 

cuales la Pg produce una inmunosupresión en el microambiente tumoral. Posteriormente, 

realizaría ensayos de tratamiento con un anti-progestágeno con el fin de evaluar si de esta 

manera se logra revertir la inmunosupresión. Por consiguiente, determinar si al revertir la 

inmunosupresión mejoran por ejemplo las respuestas a inmunoterapias en cáncer de mama. Este 

tipo de ensayos se están realizando hoy en día en IBYME; se combinan los anti-progestágenos 

con inmunoterapias con inhibidores de checkpoints inmunológicos, en cáncer de mama del tipo 

luminal. Esto abriría un panorama muy interesante para el tratamiento del cáncer de mama mas 

frecuente que hoy no responde a inmunoterapia. 
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