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La inmunoterapia revolucionó el campo de las terapias disponibles contra el cáncer, 

especialmente la terapia de inhibición de puntos de control del sistema inmune o immune 

checkpoints (ICI). La terapia ICI está diseñada para bloquear señales inhibitorias de la 

activación de linfocitos T para promover la inmunidad anti-tumoral. Para el caso de los 

tumores mamarios de muy alta mortalidad, como por ejemplo los resistentes al tratamiento 

hormonal, no existe hasta el momento una terapia dirigida eficiente, con lo cual se ha 

ensayado inmunoterapia. Sin embargo, la resistencia a ICI ocurre en varios tipos de tumores 

por mecanismos que no se conocen en profundidad y, actualmente, las investigaciones 

sugieren la necesidad de utilizar inmunoterapia con terapias combinadas que bloqueen 

además otras vías oncogénicas.  

 

Desde hace varios años, nuestro grupo ha estudiado la función oncogénica del 

receptor RET en el cáncer de mama. RET es un receptor tirosina quinasa, propuesto como 

blanco terapéutico, que se encuentra sobre-expresado en aproximadamente el 50% de los 

tumores mamarios en comparación con el tejido normal. Previamente, utilizando un sistema 

de ratón transgénico inducible por doxiciclina (RET/MTB), demostramos que la expresión de 

RET en el epitelio mamario es oncogénica y genera tumores que representan el subtipo 

humano de cáncer de mama resistentes a terapias hormonales. La expresión de RET 

correlaciona con una menor supervivencia de las pacientes con cáncer mamario y se han 

observado los niveles más altos de RET en tumores endócrino-resistentes.  

 

Uno de los blancos de la inmunoterapia más estudiados es el de la interacción entre 

el receptor PD-1 expresado por el linfocito T, y el ligando PD-L1 expresado por la célula 

tumoral. En la clínica, se ha probado que la inmunoterapia contra la interacción entre PD-1 y 

PD-L1 aumenta significativamente la actividad anti-tumoral en diferentes tipos de tumores 

sólidos. Sin embargo, los inhibidores PD-1/PD-L1 han mostrado limitadas tasas de respuesta 

en tumores mamarios. La expresión de PD-L1 en las biopsias del tumor mamario se considera 

como indicador de la administración de este tipo de inmunoterapias. Sin embargo, los niveles 

de PD-L1 tumoral son fluctuantes y no son necesariamente un marcador seguro de respuesta 

efectiva a los bloqueantes PD-1/PD-L1. Por lo tanto, estudios que aborden el entendimiento 

de los mecanismos de regulación de PD-L1 tumoral que operan en los tumores mamarios 

difíciles de tratar resulta una prioridad en la clínica. 

 

En este trabajo, utilizamos en primer lugar distintos modelos in vivo de tumores 

mamarios hormono-resistentes para evaluar la marcación histológica de PD-L1, tanto en 

presencia como en ausencia de RET. Los resultados evidencian la complejidad de la 

marcación histológica de PD-L1 y confirman la presencia de células mieloides en el infiltrado 

inmune tumoral. En una segunda parte, estudiamos particularmente la regulación de la 

expresión de PD-L1, río abajo de la señalización de RET en líneas celulares de cáncer de 

mama. Dependiendo del modelo celular se observó un aumento significativo de la expresión 

de PD-L1 como consecuencia de la estimulación de RET por sus ligandos.  

 

Nuestros resultados sugieren que si bien la señalización río abajo de RET podría 

contribuir en cierta medida a la modulación de los niveles de PD-L1, la presencia de RET no 

es necesaria para la expresión de PD-L1, indicando la relevancia de la participación de otras 

vías de señalización en dicha regulación.  
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Evaluation of RET receptor signaling on PD-L1 expression in breast cancer cells 

 

Cancer immunotherapy, particularly immune checkpoint blockade therapy (ICT), has 
significantly advanced the field of cancer treatment. ICT aims to block inhibitory signals in T 
cell activation, thereby promoting anti-tumor immune responses. Despite its potential, ICT 
resistance is common, especially in high-mortality breast tumors such as hormone-resistant 
subtypes, where efficient targeted therapies are lacking. Current research suggests  the 
necessity of combining immunotherapy with other therapies that block additional oncogenic 
pathways. 

 
For several years our lab has been studying the oncogenic function of the RET 

receptor in breast cancer. RET, proposed as a therapeutic target, is a tyrosine kinase receptor 
which is overexpressed in almost 50% of breast tumors compared to normal tissue. 
Previously, using a doxycycline-induced transgenic mouse model (RET/MTB), we 
demonstrated that RET expression in the mammary epithelium is oncogenic and induces 
tumors representing the human hormone-resistant breast cancer subtype. RET expression 
correlates with breast cancer patients' lower survival, and the highest RET levels has been 
observed in hormone-resistant tumors. 

 
One of the most extensively studied targets in ICT is the interaction between PD-1, 

expressed by T cells, and its ligand PD-L1, expressed by tumor cells. Clinical evidence has 
shown that PD-1/PD-L1 blockade significantly enhances antitumor effects in various solid 
tumors. However, PD-1/PD-L1 inhibitors have demonstrated limited response rates. PD-L1 
expression in breast tumor biopsies is considered a biomarker for immunotherapy 
administration, but its fluctuating levels make it an unreliable marker for effective PD-1/PD-L1 
blocking therapy. Consequently, further studies are needed to elucidate the mechanisms 
regulating tumoral PD-L1 in breast cancer. 

 
In the present study, we first utilized several in vivo hormone-resistant breast cancer 

models to evaluate PD-L1 histological marks in the presence or absence of RET. The results 
revealed the complexity of PD-L1 histological marks and confirmed the presence of myeloid 
cells in the immune infiltrate. Subsequently, we investigated PD-L1 expression regulation 
downstream of RET signaling in breast cancer cell lines. Depending on the cell line model, a 
significant increase in PD-L1 expression was observed as a result of RET stimulation by its 
ligands. 

 
Our findings suggest that while RET downstream signaling may contribute to PD-L1 

modulation levels, RET presence is not essential for PD-L1 expression, highlighting the 
importance of other signaling pathways in this regulation. 
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1. Cáncer 

 

El cáncer es una enfermedad producida por la proliferación descontrolada de células 

transformadas sujetas a evolución por selección natural. Esta definición incluye la 

inestabilidad cromosómica y los cambios genéticos y epigenéticos que se acumulan dentro 

de una población de células cancerígenas (Brown et al., 2023). Dichos cambios se ven 

influenciados tanto por el microambiente tumoral como por factores exógenos y, 

progresivamente, perjudican el complejo sistema de regulación del crecimiento y muerte 

celular (Sørlie, 2007). Este proceso lleva a la formación de una masa de tejido en el órgano 

afectado denominada tumor, que puede ser extirpada y en la mayoría de los casos no 

reaparecen, o en el caso de los tumores malignos las células tumorales pueden modificar el 

tejido a su alrededor, entrar al torrente sanguíneo o al sistema linfático y diseminarse a otros 

órganos (Atlas INC, 2021), lo que se conoce como el proceso metastásico (Lee et al., 2017). 

La combinación de todos estos factores resulta en una gran diversidad de fenotipos 

tumorales, dando lugar actualmente al surgimiento de terapias dirigidas contra blancos 

específicos y personalizadas, esto es dependiente de las características tumorales 

particulares de cada paciente (Won and Spruck, 2020). 

 

2. Cáncer de mama 

 

Existen más de 100 tipos de cáncer (National Cancer Institute, NIH), los cuales 

corresponden a tumores que son muy heterogéneos y diversos entre sí. Esto se debe en 

parte a que las características de distintos tipos de cáncer varían de acuerdo con las 

particularidades de los órganos a partir de los cuales se forman. En esta tesis nos 

centraremos en el estudio de tumores mamarios utilizando modelos experimentales que 

representan la enfermedad del cáncer de mama. 

 

La glándula mamaria es un órgano secretorio complejo que atraviesa varios cambios 

morfológicos y funcionales durante su desarrollo, y cuya diferenciación terminal se completa 

luego del nacimiento (Khan Y. S., 2023). Existen dos compartimientos tisulares que 

constituyen la glándula mamaria: el epitelio y el estroma. El epitelio mamario está compuesto 

por una capa de células luminales que tapizan los conductos por los cuales circulará la leche 

durante la lactancia, y una capa externa de células mioepiteliales (también llamadas basales), 

con propiedades contráctiles fundamentales para la actividad secretoria de la mama. Estas 

últimas se encuentran en contacto con una membrana basal (Figura I1). 
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Figura I1: La glándula mamaria. Esquema representativo de la anatomía de la glándula mamaria humana (A) y 

de su composición celular y extracelular (B). (Adaptado de Fu et al., 2020; Srivastava et al., 2020). 

 

El cáncer de mama es el tipo de cáncer más frecuente en mujeres y la causa más 

común de muerte por cáncer en mujeres a nivel mundial (GLOBOCAN 2022). En 2022, se 

diagnosticaron 2,3 millones de mujeres con cáncer de mama y hubo cerca de 670.000 

muertes a causa de esta enfermedad a nivel mundial (World Health Organization). 

Actualmente, el cáncer de mama es la primera causa de muerte por cáncer dentro de la 

población femenina argentina, con una tasa estimada de incidencia de 73,1 casos por cada 

100.000 mujeres, tal como lo indican los datos aportados por el Instituto Nacional del Cáncer 

(Atlas INC, 2021). 

 

Simplificadamente, en base a los perfiles moleculares que detectan la expresión de 

proteínas específicas por ensayos de inmunohistoquímica (IHQ), es posible clasificar a los 

tumores mamarios en cuatro subtipos: luminal A, luminal B, basal y el subtipo HER2. Los 

tumores mamarios de tipo luminal poseen un patrón de expresión génica similar al de las 

células luminales (aquellas que dan a la luz de conductos y estructuras lóbulo-alveolares), 

mientras que los tumores de subtipo basal poseen un patrón semejante al de las células 

basales (no son secretorias y se encuentran entre las células luminales y la membrana basal) 

(Prat et al., 2015). 

 

Los tumores luminales expresan receptores de estrógeno (ER) y progesterona (PR) y 

representan el 70% de los pacientes (tumores ER+ PR+). La expresión de PR es dependiente 

de la actividad de ER como factor de transcripción y por lo tanto un tumor PR+ sugiere una 

señalización activa de ER (Kaneko et al., 1993). Por otro lado, el subtipo HER2 es menos 

frecuente y se caracteriza por poseer amplificación y alta expresión del gen ERBb2, el cual 

codifica para el receptor HER2, un receptor perteneciente a la familia de receptores con 

actividad tirosina quinasa (RTK) (Sørlie, 2007). El subtipo basal se caracteriza por ser en 
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general triple negativo (TNBC), es decir, que no expresa ninguno de los receptores 

previamente mencionados (tumores ER- PR- HER2-), y aunque solo representa el 10-20% 

de los casos, es el subtipo más agresivo. 

 

Al desarrollarse en un órgano que no es vital para la supervivencia de la mujer 

afectada, la remoción quirúrgica del tumor primario es una operación de bajo riesgo para la 

paciente con cáncer mamario. Dependiendo del subtipo del tumor, se indica la terapia a 

implementar. Sin embargo, la alta tasa de mortalidad revela que, en muchos casos, existen 

limitaciones y resistencias terapéuticas para frenar el proceso metastásico, con la 

diseminación a órganos secundarios vitales, generalmente pulmón o hueso (Lei et al., 2019; 

Bianco and Gevry, 2012).  

 

En los tumores ER+ PR+, lo más común es el uso de terapias endocrinas, que 

disminuyen o detienen el crecimiento de las células tumorales, y son específicas y dirigidas a 

estos receptores. En la clínica diaria, se utiliza por ejemplo el tamoxifeno, el cual se une y 

bloquea al ER; o inhibidores de aromatasa, la enzima que sintetiza estrógenos (Jordan, 2003; 

Smith & Dowsett, 2003). Para el caso de los tumores mamarios difíciles de tratar, esto es, 

resistentes al tratamiento hormonal, muchos de ellos ER+ PR-, o bien aquellos clasificados 

como triple negativo, no existe hasta el momento una terapia dirigida eficiente (Won and 

Spruck 2020). En estos tumores se han probado otras opciones terapéuticas como la 

inmunoterapia, aunque la respuesta ha sido muy variable (Adams et al. 2019). 

 

En los últimos años ha habido grandes avances en el conocimiento de la inmunología, 

los cuales condujeron al desarrollo de una nueva generación de inmunoterapias. Éstas 

utilizan bloqueantes de la interacción de moléculas que participan en puntos de evasión del 

sistema inmune por parte de la célula tumoral, conocidos como immune checkpoints. Uno de 

los immune checkpoints más estudiados es el que involucra la interacción de la proteína de 

muerte programada 1 (PD-1) en el linfocito T, y su correspondiente ligando de muerte 

programada 1 (PD-L1) en la célula tumoral (Zou, Wolchok, and Chen 2016). Dado que el 

blanco principal de las inmunoterapias son los linfocitos T (directa o indirectamente), la 

cantidad de infiltrado CD3+CD8+ podría ser un posible biomarcador predictivo de la respuesta 

inmunológica de un paciente (Dalotto-Moreno et al., 2018). Sin embargo, en los tumores 

mamarios, el infiltrado de linfocitos T es escaso, siendo las células mieloides el componente 

celular inflamatorio más abundante (Zou, Wolchok, and Chen 2016). Las células mieloides, 

como por ejemplo los macrófagos o neutrófilos (Locati, Curtale, and Mantovani 2020), pueden 

expresar tanto PD-1 como PD-L1, complejizando así la señalización de estas moléculas (Lee, 

Bayik, and Lathia 2022). La expresión de PD-L1 en biopsias del tumor mamario se considera 

como un indicador de la administración de este tipo de inmunoterapia (Won and Spruck 2020). 

Sin embargo, los niveles de PD-L1 tumoral son fluctuantes y no son necesariamente un 

marcador seguro de respuesta efectiva a los bloqueantes PD-1/PD-L1 (Zhou et al. 2017). Por 

lo tanto, los estudios que aborden el entendimiento de los mecanismos de regulación de PD-

L1 tumoral que operan en los tumores mamarios difíciles de tratar resultan una prioridad en 

la clínica (Schmidt et al. 2018). 
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3. El Immune checkpoint de PD-1/PD-L1 

 

La inmunidad producida por linfocitos T es crítica para el mantenimiento de la 

homeostasis de nuestro organismo, reconociendo y eliminando selectivamente patógenos o 

células anormales, tales como las células tumorales. Sin embargo, la hiperactivación de 

linfocitos T puede provocar el ataque a células normales, generando así respuestas 

autoinmunes. Una manera de impedir esto es la expresión de proteínas co-inhibitorias o 

immune checkpoints tales como la proteína asociada a linfocitos T citotóxicos 4 (CTLA-4), la 

proteína PD-1, y el ligando PD-L1, los cuales mantienen una intrincada regulación de la 

actividad de linfocitos T en condiciones fisiológicas (Zhang and Bevan, 2011). PD-1 es un 

receptor inhibitorio expresado en la superficie de linfocitos T, linfocitos B, células NK, 

monocitos y células dendríticas, y es responsable por el mantenimiento de la 

inmunotolerancia. La unión de PD-1 y su ligando específico PD-L1 transmite señales 

inhibitorias que en última instancia llevan a un fenotipo exhausto de los linfocitos T y a la 

inmunosupresión (Salatino et al., 2018). 

 

Varios tipos de cáncer, incluyendo algunos subtipos de cáncer de mama, expresan 

altos niveles de PD-L1 y explotan la vía de señalización de PD-1/PD-L1, evadiendo así la 

respuesta inmune. Además de las células tumorales, múltiples células del microambiente 

tumoral tales como macrófagos, fibroblastos y células dendríticas, expresan también PD-L1, 

reduciendo así la inmunidad anti-tumoral (Curiel et al., 2003; Zou et al., 2016).  

 

Adicionalmente, la expresión de PD-L1 se encuentra regulada por varios procesos, 

tanto a nivel transcripcional, como post-transcripcional, post-traduccional y transporte 

exosomal (Cha et al., 2019). Si bien las evidencias indican que la señalización de PD-1/PD-

L1 se ve restringida a contactos intercelulares, también se encuentran variantes 

extracelulares de PD-L1 en varios tipos de cáncer, generadas a través de exosomas o de 

isoformas solubles secretadas, correspondiendo estas últimas a variantes de splicing que 

carecen de dominios transmembrana (Figura I2). En ambos casos, la consecuencia de la 

acción de PD-L1 es una supresión de la inmunidad anti-tumoral a nivel sistémico, dificultando 

la eficacia de la inmunoterapia bloqueante de PD-1/PD-L1, lo cual se encuentra asociado a 

un peor pronóstico del paciente (Cha et al., 2019). 

 



           

Paula D. Ienni 
Tesis de Licenciatura 

 

15 

 
Figura I2: Mecanismos regulatorios de la expresión de PD-L1. La compleja regulación de la expresión de PD-

L1 incluye alteraciones genómicas, regulación transcripcional, post-transcripcional, modificaciones post-

traduccionales y transporte exosomal. (Adaptado de Cha et al., 2019). 

 

3.1. PD-L1 en cáncer de mama 

 

La terapia dirigida contra immune checkpoints ha cambiado dramáticamente el 

desenlace para pacientes de cáncer, confiriendo en muchos casos beneficios clínicos 

duraderos en un grupo de pacientes (Sharma et al., 2023). Dado que el bloqueo de PD-1/PD-

L1 permitió la inhibición de la progresión tumoral en numerosos tipos de cáncer, se convirtió 

en la inmunoterapia por excelencia. Su aplicación no solo se limita a la monoterapia, sino que 

también se emplea en combinación con otras estrategias antitumorales para potenciar su 

eficacia (Dalotto-Moreno et al., 2018). Sin embargo, la respuesta frente a este tipo de terapias 

varía entre los diversos tipos de tumores (Sharma et al., 2023). 

 

Múltiples estudios han revelado la expresión de PD-L1 en tumores mamarios, ya sea 

en las células cancerosas o en el infiltrado inmune tumoral (Vranic et al., 2019). Estos estudios 

también han mostrado que la expresión de PD-L1 es mucho más prevalente en los cánceres 

mamarios de tipo ER- (triple negativo y HER2+) (Vranic et al., 2019). De hecho, el 20% de los 

cánceres de tipo triple negativo expresan PD-L1, postulándolos potencialmente susceptibles 

a las terapias anti-PD-1/PD-L1 (Mittendorf et al., 2014). Sin embargo, estudios clínicos en 

pacientes han demostrado baja tasa de respuesta a las terapias inmunes de bloqueo de 

immune checkpoints en pacientes de cáncer de mama triple negativo. Por ello, que ha surgido 

el desarrollo de nuevas modalidades de inmunoterapia más efectivas y la validación de 
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nuevos biomarcadores (Salatino et al., 2018). Del mismo modo, para tumores endócrino-

resistentes se ha comenzado a evaluar inmunoterapia (Nicolini et al., 2016). 

 

Se ha demostrado que una expresión difusa (tumor proportion score/TPS/ ≥50%) en 

la expresión de PD-L1 en non-small cell lung cancer (NSCLC) se asocia con una mejor 

respuesta terapéutica frente a inhibidores de PD-L1. Sin embargo, existe una considerable 

heterogeneidad intra-tumoral en la expresión de PD-L1 en tumores mamarios, siendo la señal 

raramente difusa y mayormente focalizada en parches correspondientes a células tumorales 

o al infiltrado inmune. Esto explica parcialmente la respuesta moderada observada en 

pacientes de cáncer de mama tratadas con inhibidores de los immune checkpoints (Vranic et 

al., 2019). La utilidad clínica predictiva de PD-L1 como un biomarcador para inmunoterapia 

se ve obstaculizada por cuestiones tales como los anticuerpos usados para su detección, los 

distintos scores y umbrales utilizados para determinar positividad de las muestras, la 

presencia de PD-L1 no solo en las células tumorales sino también en el infiltrado inmune, el 

tipo de biopsia (primaria o metastásica), entre otras. Aunque la detección de PD-L1 por IHQ 

ha sido aprobada como test diagnóstico, su uso como biomarcador predictivo de 

inmunoterapia en cáncer de mama no se encuentra totalmente optimizado (Vranic et al., 

2019).  

 

La expresión de moléculas immune checkpoints, incluyendo PD-L1 (Cha et al., 2019), 

se encuentra regulada por vías aberrantes inflamatorias y oncológicas. En el microambiente 

tumoral, las células tumorales deben enfrentarse a la inmunovigilancia orquestada tanto por 

la inmunidad innata como adaptativa, con lo cual en esta región abundan citoquinas 

inflamatorias. En la glándula mamaria, las citoquinas inflamatorias a través de la señalización 

de la vía de JAK/STAT1-6 cumplen una función regulatoria crucial durante el desarrollo 

fisiológico normal (Fornetti et al., 2014; Levy et al., 2010), pero también impactan en 

condiciones patológicas como el desarrollo de un tumor mamario (Ben-Baruch, 2002). Por 

ejemplo, las células tumorales también aprovechan este ambiente inflamatorio para aumentar 

la expresión de PD-L1 y crear condiciones favorables para la progresión tumoral al suprimir 

la inmunidad anti-tumoral (Cha et al., 2019). Por ejemplo, se ha descrito que IFNγ es un fuerte 

inductor de la expresión de PD-L1 (Zhang et al. 2017). El IFNγ es una citoquina inflamatoria 

producida por los linfocitos T y las células NK que aumenta la expresión del complejo mayor 

de histocompatibilidad (MHC), lo cual promueve la presentación antigénica en las células 

tumorales. Sin embargo, la célula tumoral activa la vía JAK/STAT1 en respuesta a IFNγ, 

aumentando en consecuencia los niveles de ARNm de PD-L1, lo cual atenúa la 

inmunovigilancia favoreciendo al tumor (Cha et al., 2019) (Figura I3).  

 



           

Paula D. Ienni 
Tesis de Licenciatura 

 

17 

 
Figura I3: Mecanismo de acción y regulación de PD-1/PD-L1. Los linfocitos T CD8+ se activan tras el 

reconocimiento del antígeno presentado por el MHC de clase I y libera IFNγ, el cual se une a su receptor e induce 

consecuentemente la expresión de PD-L1 en las células tumorales. PD-L1 se conjuga con las moléculas de PD-1 

presentes en la superficie de los linfocitos T, desencadenando el eje inhibitorio de PD-1/PD-L1. Anticuerpos 

bloqueantes anti-PD-1 o anti PD-L1 bloquean la interacción de PD-1 y PD-L1 y evita la inhibición de células T 

aumentando la actividad antitumoral. (Adaptado de Lei et al., 2020). 

 

Por otro lado, vías oncogénicas que involucran a PTEN/PI3K, factores de transcripción 

como MYC o NF-κB, o receptores del tipo RTKs como HER1 (Cha et al., 2019) o VEGFR 

(Jeong et al., 2022), también pueden aumentar la expresión de PD-L1 cuando se encuentran 

mutadas o hiperactivadas. En relación con los RTKs se ha reportado que, en células 

tumorales de cáncer de cabeza y cuello, la expresión de PD-L1 se regula río abajo de la 

activación de la señalización RET (REarranged during Transfection) (Lin et al., 2017; Knetki-

Wróblewska et al., 2022), Sin embargo, aún no hay reportes de la potencial interacción entre 

la vía de señalización del receptor RET y PD-L1 en la células tumorales mamarias o en 

modelos animales de cáncer de mama. 

 

4. El receptor RET 

 

 RET, es el receptor del tipo RTK para la familia de péptidos denominados factores 

neurotróficos derivados de la glía (GDNF). Estos ligandos se unen a RET junto con sus co-

receptores (GFRα 1-4), los cuales suelen estar generalmente anclados a la membrana, o en 

ocasiones en sus versiones solubles.  Los GFRα forman homodímeros que son reclutados 

por ligandos selectivos de la familia de GDNF (GDNF, NRTN, ARTN y PSPN) formando un 

complejo de alta afinidad, el cual luego interactúa y activa homodímeros de RET (Mulligan, 

2014) (Figura I4). 
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Figura I4: El receptor RET y los componentes de señalización. (A) El receptor de tirosina quinasa RET 

mostrando sus dominios funcionales. RET es el receptor transmembrana de cuatro ligandos. Los ligandos son 

reclutados a RET por interacción con los co-receptores celulares de la familia GFRα. (B) Complejo de señalización 

RET-GDNF. Estos complejos reclutan a RET a dominios de membrana denominados lipid drafts donde ocurre la 

señalización. (Adaptado de Mulligan, 2019). 

 

Durante su activación, RET se autofosforila en residuos tirosina y, a su vez, activa 

numerosas vías de señalización intracelular río abajo relacionadas con la proliferación, 

diferenciación y migración celular (Mulligan, 2014). 

 

El gen de RET codifica para tres isoformas (RET9, RET43 y RET51), las cuales a nivel 

proteico difieren en sus dominios carboxilo-terminales y en sus residuos tirosina quinasa. La 

isoforma RET51 codifica para la forma completa de la proteína, es decir, aquella que posee 

todos los residuos susceptibles a fosforilación y, junto con RET9, constituyen las isoformas 

más abundantes en los tejidos (Ibáñez, 2013), incluyendo tanto tejidos de tumores en general 

como líneas celulares tumorales mamarias (Boulay et al., 2008). 

 

En la fisiología normal, RET se expresa en las células precursoras de la cresta neural 

y del tracto urogenital, en cerebro y en glándulas salivales (De Groot et al., 2006) y forma 

junto con los co-receptores GFRα complejos moleculares versátiles para el desarrollo, función 

y regeneración del sistema nervioso (Paratcha & Ledda, 2008). El tejido glandular mamario 

de ratones hembras vírgenes muestra, en general, niveles relativamente bajos de RET 

(Vallone et al., 2022). En tejido mamario humano, tanto RET como el co-receptor GFRα1 y 

su ligando GDNF se expresan en niveles bajos o indetectables (Esseghir et al., 2007). 

 

Durante las distintas etapas del desarrollo de la glándula mamaria del ratón, los 

estudios de nuestro grupo detectaron expresión tanto de algunos de los co-receptores 

(GFRα1 y GFRα2) como de los ligandos de RET, GDNF y uno de sus ligandos alternativos 

denominado nerturin (NRTN), indicando la vía activa en este tejido (Vallone et al., 2022).  

Existen reportes que indican diferencias entre la señalización iniciada por GDNF o sus 
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ligandos alternativos (Airaksinen & Saarma, 2002), pero no se encuentra estudiada en tejido 

mamario.  

 

La primera manifestación clínica de la función oncogénica de RET fue identificada 

como re-arreglos génicos en carcinoma de tiroides (Grieco et al., 1990). En este tipo de tumor, 

la presencia de una mutación genera una proteína de fusión (denominada RET-PTC), la cual 

representa la activación constitutiva de RET y su señalización río abajo, independientemente 

de la unión del ligando/co-receptor (Grieco et al., 1990). Más tarde, se han identificado otras 

proteínas de fusión en adenocarcinomas de pulmón (Kohno et al., 2012), colon (Le Rolle et 

al., 2016) y, en un porcentaje muy bajo, en cáncer de páncreas, próstata y mama (Gattelli et 

al., 2020; Stransky et al., 2014).  

 

 

4.1. RET y cáncer de mama 

   

En el cáncer de mama, las mutaciones en el gen RET no son frecuentes, menor al 1% 

en las diversas cohortes de pacientes analizados (Stransky et al., 2014; Kan et al., 2010, 

Oliveira & Mulligan, 2023). Sin embargo, RET se sobre-expresa en aproximadamente el 50% 

de los tumores mamarios humanos (Gattelli et al., 2020; Drilon et al., 2018; Gattelli et al., 

2013; Esseghir et al., 2007) (Figura I5). Más recientemente, en algunos casos de cáncer de 

mama con metástasis en cerebro, se hallaron niveles aumentados de expresión de RET en 

los focos metastásicos en comparación con los tumores primarios (Vareslija et al., 2019) 

(Figura I5, C). Por otra parte, los ligandos de RET también están implicados en otros tipos de 

cáncer (Fielder et al., 2018). La expresión génica de RET, el co-receptor GFRα1, y el ligando 

GDNF, se encuentra incrementada en cáncer de mama respecto de los tejidos mamarios 

normales (Esseghir et al., 2007). 

 

Independientemente del subtipo de cáncer mamario, niveles altos de expresión de 

RET se correlacionan con peor pronóstico del paciente (Gattelli et al., 2013). Por otro lado, a 

pesar de que la expresión de RET se asocia mayormente a tumores de tipo luminal (ER+), 

los tumores que han resultado resistentes a la terapia anti-estrogénica poseen niveles aún 

más altos de RET (Morandi et al., 2013; Plaza-Menacho et al., 2010) (Figura I5, C), indicando 

su participación en mecanismos de resistencia endocrina. La señalización desencadenada 

por la activación de RET en cáncer de mama incluye, además de la activación de ER, la 

activación de vías MAPK/ERK, AKT/mTOR, FAK y STAT, principalmente STAT1 y STAT3 

(Figura I5, D). 
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Figura I5: Efectos sobre las alteraciones de RET en cáncer de mama. (A, B) RET se encuentra sobre-

expresado en cáncer de mama, en comparación con tejido mamario normal. (C) Cuando hay recurrencia a la 

enfermedad debido a mecanismos de resistencia endocrina, ya sea en mama o en sitios metastásicos, los niveles 

de RET están elevados. (D) La señalización desencadenada por la activación de RET incluye las vías MAPK/ERK, 

PI3K-AKT, mTOR, ER, FAK y STAT, que contribuyen a la resistencia endocrina y al aumento de la proliferación y 

migración de células tumorales. (Adaptado de Gattelli et al., 2020). 

 

5. Modelos tumorales 

 

Para estudiar el cáncer de mama se ha desarrollado un amplio repertorio de modelos 

experimentales desde líneas celulares creciendo en placas de cultivo (in vitro) hasta modelos 

in vivo, en los cuales se estudian tumores creciendo en roedores de laboratorio generados 

por inyección de células tumorales (trasplantes) o por inducción en animales transgénicos 

especialmente diseñados (Holen et al., 2017; Boix-Montesinos et al., 2021). Durante el 

desarrollo de este trabajo de tesis hicimos uso de distintos modelos de cáncer de mama, tanto 

in vivo como in vitro, los cuales se hallan disponibles en nuestro laboratorio. 

 

Existen líneas celulares humanas y de ratón (murinas) que representan los distintos 

subtipos de cáncer de mama. Sin embargo, cuando se estudia el sistema inmune, algunos 

investigadores utilizan células murinas, ya que al ser inyectadas en ratones singenéicos no 

son rechazadas, pudiendo investigar de este modo el sistema inmune en su completo 

funcionamiento (modelos inmunocompetentes). La línea celular tumoral mamaria murina 4T1 

es un modelo del subtipo TNBC (ER- PR- HER2-) altamente usada en investigación (Hynes 

et al., 2015). Esta línea, cuando es inyectada en ratones hembra (BALB/c) en la almohadilla 

de grasa o fat pad de glándula mamaria (alotrasplante), es tumorigénica e invasiva pudiendo 
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generar tumores y espontáneamente metástasis en múltiples sitios que son típicamente 

afectados en cáncer de mama, incluyendo pulmón, hígado, cerebro y hueso (Lelekakis et al., 

1999; Yoneda T et. al., 2000). No existen muchos modelos inmunocompetentes de cáncer de 

mama del tipo endócrino resistente. El modelo tumoral generado por células J110 (ER+PR+), 

si bien es menos frecuentemente utilizado (Torres‐Arzayus et al, 2006; Torres‐Arzayus et al, 

2010), y algunos autores lo describen de fenotipo basal (Lambouras et al., 2023), se comporta 

in vivo como un modelo endocrino-resistente ya que responde sólo parcialmente a la terapia 

endocrina  (Gattelli et al., 2013). Las células EO771 corresponden a una línea celular tumoral 

murina que ha sido descrita como modelo representativo del subtipo luminal de cáncer de 

mama humano resistente a la terapia endocrina (Naour et al., 2020). Estas células expresan 

ER, pero son negativas para PR (ER+PR-), indicando un ER no funcional.  Además, ambas 

líneas celulares, J110 y EO771 (y no así 4T1), expresan RET, y son consideradas un modelo 

de tumores mamarios endócrinos resistentes, subtipo en el cual RET se encuentra altamente 

expresado (Pecar et al., 2023; Gattelli et al., 2013; Gattelli et al., 2018).  

5.1. Modelo celular y tumoral mamario EO771 RET-KO 

 

En los últimos años, a partir de la línea celular EO771, nuestro laboratorio generó un 

modelo celular murino carente o knock-out (KO) de la expresión de RET (RET-KO) (no 

publicado). Para ello, se diseñaron dos guías alternativas de ARN o single guide RNA 

(sgRNA), denominadas sg1RET y sg2RET, las cuales fueron clonadas en plásmidos 

lentivirales siguiendo protocolos publicados por Sanjana, Shalem, and Zhang 2014. 

Posteriormente, partículas virales conteniendo el plásmido con la guía o sin guía (control) 

fueron usadas para infectar células EO771 que expresan Cas9 acoplada a GFP (EO771-

Cas9). De este modo, y por medio de un proceso de selección, se generaron líneas EO771 

clonales carentes de la expresión de RET (RET-KO) y sus correspondientes controles (RET-

WT).  Los niveles de expresión de RET fueron analizados por WB a partir de lisados proteicos 

de cultivos de las líneas RET-KO y RET-WT, verificando la ausencia de expresión de RET en 

las células RET-KO (Figura I6, A). 
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Figura I6: Caracterización del modelo tumoral mamario EO771 RET-KO. (A) Ensayos de WB para la detección 

de RET realizados sobre lisados proteicos obtenidos de las líneas RET-KO y RET-WT (clones) generadas con las 

distintas sgRNAs (sg1RET o sg2RET). Extractos de células MCF7 tumorales mamarias humanas RET+ o tumores 

transgénicos Ret/MTB fueron usados como control positivo de la expresión de RET. (B) Curva de crecimiento 

tumoral en función del tiempo de los tumores generados por alotrasplante de inyección de células EO771 editadas 

en ratones hembra C57BL/6. Cada grupo tuvo 6 réplicas (n=6). Se muestran los resultados agrupados de 4 

experimentos independientes (N=4). Los valores del último punto de la curva se analizaron mediante el test t de 

Student. (Adaptado de la Tesis Doctoral de Sabrina Vallone, no publicado). (C) Ensayos de WB para la detección 

de RET realizados sobre lisados proteicos obtenidos de tumores RET-KO y RET-WT. (Adaptado de la Tesis 

Doctoral de Sabrina Vallone, no publicado). 

 

 

Las líneas celulares EO771 RET-KO y RET-WT también fueron utilizadas en nuestro 

laboratorio para la generación de modelos in vivo de tumores mamarios, obteniendo así 

tumores por alotrasplantes mediante inyección de estas células en el fat pad de ratones 

hembra de la cepa FVB/N (Figura I6, B-C).  Como se ha observado previamente con otros 

modelos (Gattelli et al. 2013), los tumores generados por las células tumorales RET-KO (sin 

expresión de RET) resultaron significativamente de menor tamaño a aquellos desarrollados 

por las células RET-WT.  

 

Del mismo modo que se describió anteriormente para la línea EO771 RET-KO, 

nuestro laboratorio generó un modelo tumoral murino carente o knock-out (KO) de la 

expresión de PD-L1 (PD-L1 KO) y su correspondiente línea control (PD-L1 WT) (no 

publicado). Tanto las líneas celulares como muestras de tejido de los tumores generados in 

vivo se utilizaron como control de la expresión de PD-L1 en los ensayos realizados.  

  

5.2. Modelo tumoral mamario Ret/MTB  

 

Para estudiar la función oncogénica de la forma no mutada de RET in vivo contamos 

con la cepa de ratón transgénico desarrollada por nuestro grupo (Gattelli et al., 2018). En este 

sistema (Gunther et al., 2002), la forma no mutada del gen de RET51 humano fue clonada e 

introducida río abajo del promotor mínimo de tetraciclina (TetO-Ret). La secuencia IRES-

luciferasa (Luc) se utiliza como gen reportero de la inducción del transgen (Figura I7, A). 

 

El sistema ha sido ampliamente utilizado para estudiar el efecto de otras proteínas 

oncogénicas, como por ejemplo MYC y HER2, en la glándula mamaria (Moody et al., 2002; 

Blakely et al., 2005).  En nuestro caso, la expresión del oncogén RET y Luc es inducida 

mediante la ingesta del análogo del antibiótico tetraciclina, doxiciclina (DOX), en el agua de 

bebida de los ratones. En presencia de DOX, el rtTA se une a su promotor y la expresión de 

RET es inducida selectivamente en la glándula mamaria. Luego de 2-3 días de administración 

de DOX, se detecta la inducción del transgen (Gattelli et al., 2018). 

 

Los niveles de expresión del transgén en las glándulas mamarias pueden ser 

monitoreados in vivo usando bioluminiscencia, midiendo la actividad luciferasa luego de la 

inyección intraperitoneal de luciferina (Figura I7, B), o bien detectando la proteína RET 

mediante ensayos de WB con anticuerpos específicos sobre lisados del tejido mamario 

(Figura I7, C). 
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Figura I7: Modelo tumoral de ratón transgénico Ret/MTB. (A) El ADNc de RET51 humano (hRet51) fue clonado 

a partir de células MCF7 e introducido río debajo del promotor de tetraciclina (TetO). El sitio IRES-luciferasa (Luc) 

se usa como gen reportero de la expresión del transgen. Para generar los animales bitransgénicos (Ret/MTB), los 

ratones conteniendo la secuencia TetO-Ret (Ret/-) fueron cruzados con la cepa transgénica conteniendo MMTV-

rtTA (MTB/-), la cual expresa constitutivamente la proteína transactivadora del promotor TetO (rtTA) en las células 

del epitelio mamario. Mediante el agregado de doxiciclina (DOX) al agua de bebida de los ratones Ret/MTB, el 

rtTA se une a su promotor y la expresión de Ret y Luc es inducida en la glándula mamaria. (B) La actividad de Luc 

en glándulas mamarias de ratones Ret/MTB vírgenes bajo una semana de tratamiento con DOX fue monitoreada 

por bioluminiscencia. Ratones sin tratamiento de DOX fueron usados como control negativo. (C) La expresión de 

RET fue analizada mediante ensayos de WB usando anticuerpos específicos sobre lisados proteicos de tejido 

mamario de los ratones hembras transgénicos indicados, bajo tratamiento de DOX (+) o no (-). El lisado de células 

MCF7 fue usado como control positivo de la expresión de RET humano. (Adaptado de Gattelli et al., 2018). 

 

En una primera instancia, transcurridos dos meses de inducción crónica del sistema, 

la expresión de RET en la glándula mamaria de ratones transgénicos Ret/MTB promueve la 

generación de hiperplasias (Vallone et al., 2022; Gattelli et al., 2018). Transcurridos 4-8 

meses de inducción, la expresión crónica de RET en el epitelio mamario resulta en el 

desarrollo de tumores mamarios (Gattelli et al., 2018). Estos tumores poseen características 

similares a los tumores luminales humanos (Sorlie et al., 2003); expresan niveles 

relativamente bajos de HER2, son ER+ pero PR-, por lo que son resistentes a la terapia anti-

estrogénica (Gattelli et al., 2018).  

 

Pequeñas piezas de tumores Ret/MTB pueden ser trasplantadas en el fat pad de 

ratones hembra hospedadores, en este caso ratones Nude, generando así múltiples ratones 

portadores de tumor. Estos alotrasplantes retienen las características del tumor primario 

(Gattelli et al., 2018). De este modo, y dando relevancia a nuestro modelo transgénico, se 

reproducen las características de tumores humanos que expresan RET. Sin embargo, a 

diferencia del modelo in vivo tumoral RET-WT/RET-KO, el modelo de alostrasplantes de 

tumores Ret/MTB, corresponde a un modelo inmunodeficiente, dado que los tumores se 
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hayan creciendo en ratones Nude, los cuales no poseen un sistema inmune completo 

(Sharkey & Fogh, 1984).  

 

El agregado de doxiciclina (DOX) al agua de bebida genera la inducción de la 

expresión de RET (RET-ON) lo cual resulta en el desarrollo de tumores mamarios, mientras 

que retirar posteriormente el tratamiento con doxiciclina (DOX-OUT) cesa la inducción de RET 

(RET-OFF) y causa la regresión tumoral (Gattelli et al., 2018). Como consecuencia, el tamaño 

de los tumores que no expresan el transgén RET es significativamente menor al de los 

tumores en los cuales la expresión de RET se sostiene (Gattelli et al., 2018) (Figura I8, A-B).  

 

 

 
Figura I8: Caracterización del modelo tumoral mamario Ret/MTB. (A) Curva de crecimiento tumoral en función 

del tiempo de los tumores generados por alotrasplante de tumores Ret/MTB en ratones Nude. Cada grupo tuvo 9-

10 réplicas (n= 9-10). Se muestran los resultados agrupados de 2 experimentos independientes. Los valores se 

analizaron mediante el test t de Student.  (B) Actividad luciferasa medida en ratones Ret/MTB. Ensayo de IHQ 

para RET en tumores creciendo bajo inducción del sistema (Dox) o regresionando luego del retiro del antibiótico 

(Dox-OUT). (Adaptado de Gattelli et al., 2018). 
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Hipótesis de trabajo 

 

Varios reportes indican que la señalización río debajo de la activación del receptor 

RET en cáncer está acompañada de estimulación de ciertos componentes específicos de la 

cascada inflamatoria. Dada la importancia de la actividad de RET en el desarrollo tumoral 

mamario, el uso de inhibidores de su actividad en terapias anti-tumorales para tumores 

sólidos, y considerando la creciente importancia del immune checkpoint PD-L1 como 

indicador de administración de inmunoterapia en cánceres de mama difíciles de tratar, 

hipotetizamos que la activación de RET en células tumorales mamarias podría tener un 

impacto sobre la regulación de la expresión de PD-L1. 

 

 

Objetivo general 

 

La presente tesis tiene como objetivo general estudiar el impacto de la señalización 

río debajo de la activación del receptor RET sobre la expresión de PD-L1 en células tumorales 

mamarias. 

 

Objetivos específicos 

 

Para abordar la hipótesis de trabajo nos propusimos llevar a cabo los siguientes 

objetivos específicos: 

1. Analizar la expresión de PD-L1 en tejidos tumorales de diferentes modelos de cáncer 

de mama RET+ generados in vivo, en comparación con tumores que carecen de la 

expresión/activación de RET (Parte I). 

2. Evaluar los niveles de expresión de PD-L1 en cultivos de líneas celulares de cáncer 

de mama luego de la activación de RET (Parte II). 
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1. Ensayos de Inmunohistoquímica (IHQ) 

 

Nuestro laboratorio cuenta con muestras de tumores que previamente fueron 

extraídos y conservados en PFA 4%. La muestra de melanoma de ratón fue gentileza del 

laboratorio del Dr. G. Rabinovich. 

 

Se utilizaron cortes de entre 5 y 6 µm de espesor del material montado en portaobjetos 

silanizados. Para desparafinar las muestras, se las incubaron a 60°C durante 45 minutos y 

luego se colocaron en xilol durante 1 hora. Posteriormente, se hidrataron los cortes con 

pasajes sucesivos de 5 minutos cada uno en concentraciones decrecientes de alcohol (100%, 

96% y 70%), seguido de un lavado de 10 minutos en agua destilada. A continuación, se realizó 

la recuperación antigénica llevando los vidrios a hervor en Buffer Citrato (Citrato de Sodio 10 

mM, pH 6) y luego manteniéndolos a temperatura de sub-ebullición de 2 a 3 minutos en 

microondas, y a continuación se los dejó enfriar por 30 minutos, seguido de un lavado en PBS 

de 5 minutos. Posteriormente, para inactivar la peroxidasa endógena se incubaron las 

muestras en H2O2 al 3% en PBS por 10 minutos, seguido por un lavado en PBS de 5 minutos. 

Este paso es crucial dado que los anticuerpos secundarios utilizados se encuentran 

acoplados a peroxidasa, por lo que es necesario agotar la peroxidasa endógena. 

Seguidamente, se realizó el bloqueo de manera tal de minimizar el pegado inespecífico de 

los anticuerpos, incubando las muestras con una solución de BSA al 2,5% en PBS en cámara 

húmeda por 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios fueron preparados en 

BSA al 2,5% en PBS (Tabla M1) e incubados con las muestras en cámara húmeda toda la 

noche a 4°C. Al día siguiente, se removió la solución de anticuerpos y se realizaron tres 

lavados en PBS de 3 minutos cada uno y se incubaron los vidrios con el anticuerpo secundario 

anti-Rabbit biotinilado preparado en BSA al 2,5% en PBS (Tabla M1) en cámara húmeda a 

temperatura ambiente por 1 hora. Se realizaron tres lavados en PBS, uno rápido y dos de 3 

minutos. Con el objetivo de amplificar la señal, se incubaron las muestras con una solución 

de biotina-avidina unidas a peroxidasa (VECTASTAIN ® ABC Kit, Vector) en proporción 1:1 

en PBS, la cual se preparó e incubó previamente por 30 min a temperatura ambiente. Se 

realizó un lavado de 3 minutos en PBS. Posteriormente, se incubaron las muestras con el 

sustrato DAB 30 segundos-1 minuto hasta la aparición de color. El DAB es procesado por la 

peroxidasa unida al complejo, generando un precipitado de color marrón en el lugar donde se 

encuentra la proteína de interés. Una vez visualizada la marcación, se frenó la reacción con 

agua destilada, y se realizó una contratinción con hematoxilina (1 minuto) para teñir los 

núcleos celulares. Luego, se procedió con la deshidratación de las muestras por pasajes 

sucesivos en concentraciones crecientes de alcohol (70%, 96%, 100%). Finalmente, se 

embebieron los vidrios en xilol y se montaron con bálsamo sintético para, luego de su secado, 

observar al microscopio óptico y tomar fotografías de los aumentos deseados. 

 

Como control de la especificidad del anticuerpo secundario, en algunas muestras no 

se utilizó anticuerpo primario. 

 

Proteína a detectar 
Concentración del 
anticuerpo usada 

Proveedor del 
anticuerpo 

N° catálogo del 
anticuerpo 

PD-L1 1:150 Abcam ab213480 



           

Paula D. Ienni 
Tesis de Licenciatura 

 

29 

S100A9 1:800 Cell Signaling sc-73425 

Rabbit-FC 1:400 
Vectastain Elite 
ABC-HRP Kit 

PK-6101 

Tabla M1: Anticuerpos utilizados para los ensayos de IHQ. 

 

Todas las imágenes histológicas fueron obtenidas mediante microscopio óptico 
(Microscopio Olympus CX31) con ocular 10x y objetivos de aumentos 4x, 10x y 40x, 
resultando magnificaciones de X40, X100 y X400, respectivamente. La cámara utilizada para 
tomar las fotos es del modelo Axiocam 208 color. 

 

            Para la cuantificación de la marca producida por la tinción de PD-L1 se tomaron fotos 

de los cortes (X400) y, mediante ImageJ, se cuantificó el área teñida (marrón) respecto del 

área total visualizada en la foto. Para ello, fotografiamos 4 campos aleatorios de cada 

preparado de tumor, correspondiendo cada tumor a un ratón independiente para cada 

condición evaluada (n=3), sin tener en cuenta regiones en donde en ocasiones la 

acumulación de anticuerpos puede resultar en falsos positivos, tales como áreas necróticas, 

zonas donde los tejidos están dañados o plegados, y los bordes (edge). Se analizó el 

promedio de los 4 campos obtenidos para cada preparado. 

2. Cultivo celular 

 

En nuestro laboratorio contamos con la línea celular tumoral mamaria murina EO771 

(ER+PR-) parental, y con líneas que fueron editadas previamente en el laboratorio mediante 

la tecnología de CRISPR-Cas9 y son carentes de RET (RET-KO) o PD-L1 (PD-L1 KO) y sus 

contrapartidas RET-WT y PD-L1 WT. En la generación de estas líneas celulares se usaron 

dos guías alternativas de ARN, sg1 y sg2. Además, se generaron líneas celulares clonales 

sg1 y s2, las cuales fueron usadas indistintamente en esta tesis. Las células se cultivaron en 

medio DMEM alta glucosa (Gibco) con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB, Internegocios), 1% 

del antibiótico penicilina/estreptomicina (Gibco), y 1% de glutamina. 

 

La línea celular tumoral murina J110 (ER+PR+)  fue cultivada en DMEM/F12 (Gibco), 

5% SFB, 50 µg/ml gentamicina (Gibco). 

 

Las células fueron mantenidas en placas de 100 mm en estufa a 37°C en una 

atmósfera húmeda y condiciones reductoras con 5% de CO2. Como parte de su 

mantenimiento, el medio celular fue renovado cada 2 días, y las células fueron repicadas cada 

3 días. 

 

2.1. Recuento celular 

 

Se realizó un conteo de células previo al comienzo de cada experimento, de modo tal 

de conocer el número de células de partida al momento de la siembra. A partir de placas de 

células en fase de crecimiento, se retiró el medio de cultivo, se realizó lavado con PBS, 

tripsinización (tripsina 1:4 en PBS), inactivación de la tripsina con medio de cultivo, 
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centrifugación y resuspensión celular en medio de cultivo. Luego, se tomaron 10 µL de las 

células resuspendidas y se colocaron en una Cámara de Neubauer. Se contaron las células 

presentes en cada uno de los cuatro cuadrantes de la cámara por observación al microscopio 

óptico. La concentración de células presentes en la dilución de calculó de acuerdo a la 

siguiente fórmula: 

 

𝑁° 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠/𝑚𝐿 =
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒

[𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒 (𝑚𝑚2) 𝑥 𝑝𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐á𝑚𝑎𝑟𝑎 (𝑚𝑚) 𝑥 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛]
 

 

A partir de esta cuenta, se obtuvo el número de células por mililitro en cada caso, y se 

sembró el volumen necesario según la cantidad de células requeridas para cada experimento. 

 

3. Ensayo de señalización celular y síntesis de ARNm 

 

Se mantuvo la línea celular EO771 en placas de 100 mm hasta el 80% de confluencia. 

A continuación se realizó recuento celular como se describió en la sección anterior. Se 

sembraron 120.000 células por pocillo en una placa de 6 pocillos. A cada pocillo se le 

agregaron 2 mL de medio completo (10% SFB). Al día siguiente, para hambrear los cultivos, 

se reemplazó el medio completo por medio de hambreado (1% SFB). Luego de 24 hs de 

hambreado, con el objetivo de promover la activación de RET, se estimularon las células con 

NRTN 30 ng/mL o IFN-𝛾 (control) 10 ng/mL durante 24 y/o 48 hs. Se utilizó el agregado de 

iguales cantidades de medio de hambreado como control sin estimular. Cada condición se 

realizó por triplicado. Pasado el tiempo de estimulación, se lisaron las células con Trizol 

Reagent (Molecular Research Center) y se congelaron las placas a -20°C para posterior 

extracción de ARN. El experimento se realizó por triplicado. 

 

3.1. Extracción de ARN total 

 

Se extrajo ARN de células lisadas y congeladas a -20°C contenidas en placa de 6 

pocillos como se describió anteriormente. Con la ayuda de scrappers, el lisado fue colectado 

en tubos eppendorf y se siguieron las indicaciones del protocolo estipulado (Trizol Reagent). 

Brevemente, por cada 1 mL de Trizol, se agregaron 200 µL de cloroformo y se agitó de forma 

manual vigorosamente con el fin de lograr separar 2 fases: una fase orgánica inferior 

conteniendo membranas y otros componentes celulares, y una fase acuosa superior 

conteniendo el ARN solubilizado. Se incubó la mezcla 3 minutos a temperatura ambiente, 

luego de lo cual se centrifugó a 4°C durante 15 minutos a 12000 rpm, favoreciendo la 

separación de fases. La fase acuosa fue colectada y transferida a otro tubo. A continuación, 

se agregaron 500 µL de isopropanol con el fin de precipitar el ARN. Se centrifugó nuevamente 

a 4°C durante 10 minutos a 12000 rpm, tras lo cual se observó la presencia de un pellet 

blanquecino en la pared del tubo. Luego de extraer cuidadosamente el sobrenadante, el pellet 

fue lavado con 1 mL de etanol 75% y centrifugando por 5 minutos a 7500 rpm a 4°C. 

Seguidamente, se descartó el etanol 75% y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente 
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por 5 minutos. Finalmente, se resuspendió el precipitado en 20 µL de agua miliQ autoclavada 

libre de RNAsas y se conservó a -80°C. 

 

Se determinó la concentración del ARN extraído midiendo la absorbancia de cada 

muestra a 260 nm (longitud de onda a la cual absorbe el ARN) utilizando un espectrofotómetro 

(Nanodrop). También se midió la absorbancia a 280 nm (longitud de onda en la que absorben 

los aminoácidos aromáticos) y a 230 nm (longitud de onda a la cual absorben carbohidratos 

y fenol, entre otros). Como criterio de pureza, sólo se utilizaron las preparaciones de ARN 

cuya relación entre las absorbancias 260/280 y 260/230 fuera aproximadamente 2 dado que, 

una relación menor, implicaría que la muestra se encuentra contaminada con remanentes del 

proceso de purificación, tales como proteínas o fenol. La integridad del ARN fue analizada 

mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE teñido con bromuro de etidio; 

la observación de las bandas correspondientes al ARN mayoritario mitocondrial 18S y 21S se 

tomaron como indicativo de buena calidad de ARN. Una vez corroborada la pureza e 

integridad del ARN extraído y cuantificada su concentración, las muestras se conservaron a 

-80°C. 

3.2. Retrotranscripción (RT) del ARNm a ADNc 

 

 Para evaluar el nivel de transcripción de determinados genes es preciso enriquecer la 

muestra en ARNm, por lo cual se utilizó un Oligo-dT que hibride la cola de poli-A de los 

mensajeros y pueda ser usado como cebador o primer en una reacción de PCR. 

 

En una primera etapa, a 3 μg de ARN de cada muestra se le agregó 0,25 μL de Oligo-

dT (Biodynamics SRL, Buenos Aires, Argentina) y se completó a volumen final de 12,75 μL 

con agua libre de RNasas. Posteriormente, los tubos se incubaron a 70°C durante 5 minutos 

con el fin de permitir la desnaturalización del ARN, y la hibridación entre el ARN y el Oligo-dT 

(Biodynamics SRL, Buenos Aires, Argentina), seguido de un enfriamiento rápido para evitar 

la re-naturalización. Luego, a cada tubo de reacción se le agregó una mix preparada 

previamente compuesta por 1 μL de transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen), 2 μL de dNTPs 

10 mM (Promega, Madison, WI), y 4 μL de buffer 5X de la MMLV (Promega, Madison, WI) 

(volumen final = 20 μL). Una vez agregada la mezcla a cada tubo, se colocaron los mismos 

en un termociclador BIO-RAD T100 programado de la siguiente manera:  60 minutos a 42°C 

y, finalmente, 5 minutos a 95°C con el fin de inactivar la enzima MMLV. El ADNc resultante 

se guardó a -20°C y posteriormente a -80°C. 

 

3.3. PCR en tiempo real (RT-qPCR) 

 

Diseñamos primers específicos para mPD-L1 (ratón) y mβ-actina (ratón). Estos 
primers fueron diseñados sobre las secuencias del GeneBank siguiendo las siguientes reglas: 
18-21 nucleótidos de longitud, producto de amplificación de 100-200 pb, extremos 3’ 
terminado en 1-2 G o C, Tm entre 56º-64ºC siendo Tm=2(A+T)+4(G+C), contenido G+C 50% 
y evitar complementariedad intra e inter primer. 

 

 Para cuantificar los niveles de expresión de los genes de interés se llevaron a cabo 
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ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). En el análisis y cuantificación de los 

datos se utilizó el método de curva estándar. Para ello, se realizaron curvas de diluciones 

seriadas con un pool de algunas muestras de ADNc generadas previamente. Se realizaron 

diluciones seriadas al ½ para PD-L1 y 1/10 para actina. De esta manera, para cada dilución 

conocida (en el eje x), se obtiene un valor de ciclo (CT value, en el eje y) definido en el cual 

el producto de amplificación se detecta, y se construye la curva estándar en donde la 

pendiente de la recta obtenida debió encontrarse entre -3.2 y -3.5 para garantizar la eficiencia 

de cada par de primers. Cada par de primers debió cumplir el requisito de que sus curvas de 

calibración tuvieran un R2 mayor a 0,97, de manera de ajustar correctamente a una función 

lineal (Figura M1). Estas curvas estándar se utilizan cada vez que se lleva a cabo el ensayo 

de RT-qPCR. 

 

 
Figura M1: Curvas de calibración de (A) PD-L1 y (B) β-actina, ambas obtenidas por RT-

qPCR. 

 

Las reacciones de RT-qPCR se llevaron a cabo a partir de ADNc, en un volumen final 

de 25 μL en los cuales 3 μL corresponden al volumen de ADNc y 22 μL a una solución formada 

por 2 μL MgCl2 50 mM (Promega), 0,5 µL dNTPs 10 mM (Promega), 1,15 μL de la enzima 

Taq polimerasa 5U/μL (Invitrogen o Inbio Highway), 0,025 μL SYBR Green (Roche) diluído 

1:30000 en DMSO, 2,5 μL buffer 10X PCR (Invitrogen o Inbio Highway),  2 ng/mL  de cada 

primer específico para la secuencia a amplificar (Tabla M2) y se completó hasta volumen final 

con agua libre de RNAsas. Las reacciones se realizaron por duplicado utilizando el 

termociclador CFX96™ Real-Time System (BIO-RAD). El programa de ciclado utilizado fue: 

3 minutos a 95 °C; 40 ciclos de 25 segundos a 95 °C, 30 segundos a la correspondiente 

temperatura de hibridación de los primers y 30 segundos a 72 °C, efectuándose en este último 

paso las lecturas de la fluorescencia producida en cada ciclo. Para cada uno de los ADNc se 

analizó la obtención de un solo producto de amplificación mediante la observación de la curva 

de melting obtenida. 

 

 

Gen 
(mouse) 

Secuencia 

PD-L1 
Forward: 5’-GACCAGCTTTTGAAGGGAAATG-3’ 
Reverse: 5’-CTGGTTGATTTTGCGGTATGG-3’ 

β-actina Forward: 5’- GTGGGCCGCTCTAGGCACCA-3’ 
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Reverse: 5’- CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG-3’  

Tabla M2: Secuencias de los primers utilizados para RT-qPCR. 

 

Adicionalmente, para determinar las condiciones de PCR y corroborar la existencia de 
un único producto de amplificación, se realizaron electroforesis en geles de agarosa 2% 
teñido con bromuro de etidio (Promega) (Figura M2). 
 

 
Figura M2: Producto de amplificación de PD-L1 de muestras representativas 

correspondientes a condiciones de estimulación con GDNF, NRTN, sin estimular (Control) o 

blanco de reacción (Blanco). 

 

             Las curvas estándares fueron obtenidas a partir del programa Bio-Rad CFX Maestro. 

El análisis de los Ct correspondientes a las distintas condiciones ensayadas se realizó 

mediante Microsoft Excel, y la estadística mediante Graphpad Prism 8.0.1. La normalización 

de los datos obtenidos fue realizada por medición de la cantidad de ARNm de 𝛽-actina 

utilizando la misma técnica de RT-qPCR. Cada punto de análisis fue ensayado por triplicado.  

 

4. Análisis de proteínas por ensayos de Western Blot (WB) 

 

Se mantuvieron las líneas celulares EO771-Cas9 RET-WT, RET-KO y PD-L1 KO en 

placas de 100 mm hasta el 80% de confluencia. A continuación se realizó recuento celular 

como se describió anteriormente. Se sembraron 120.000 células por pocillo en una placa de 

6 pocillos. A cada pocillo se le agregaron 2 mL de medio completo. Una vez en confluencia, 

se realizó la extracción de proteínas. 

 

 

4.1. Extracción de proteínas 

 

Las células de cada pocillo fueron lisadas directamente agregando 60 μL de cracking 

buffer (Tris-HCl 50mM, pH 6,8; SDS 2%; Glicerol 10%; Azul de Bromofenol 0,006%) y 𝛽-
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mercaptoetanol 1% por pocillo. Los extractos proteicos fueron recogidos y se incubaron 

durante 5 minutos a 95ºC para completar el proceso de desnaturalización de las proteínas. 

 

No se cuantificaron los extractos proteicos por un método específico (dado que, en 

nuestra experiencia, al sembrar la misma cantidad de células por pocillo la concentración de 

proteínas obtenida en cada uno es similar). 

 

4.2. Ensayo de WB 

 

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida (Bio-Rad) 10% en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se sembraron 20 µL de muestra en cada calle del gel, junto 

con un marcador de peso molecular conocido (Rainbow marker, GE). Las electroforesis 

fueron realizadas a voltaje constante (100 V durante aproximadamente 20 minutos, seguido 

de 160 V por 1 hora y media aprox.) en el buffer de corrida (Tris-HCl 25 mM pH 8,8; Glicina 

192 mM; SDS 0,1 %). Una vez finalizada la corrida, las muestras se transfirieron a una 

membrana de PVDF (GE HealthCare), mediante transferencia de tipo húmeda. La 

transferencia se realizó a amperaje constante (0,3 A) durante 1 hora 30 minutos. Para 

corroborar la correcta transferencia, las membranas fueron teñidas con una solución de rojo 

Ponceau-S (Rojo Ponceau 0,1%; Ácido Acético 5%). Luego, se lavaron con agua destilada y 

posteriormente con TBS-T 0,1% (Tween 0,1% en TBS 1X). 

 

A continuación, se bloquearon las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente 

en una solución 5% de leche en polvo en TBS-T 0,1%. Las membranas se incubaron durante 

toda la noche a 4°C en agitación con la dilución deseada de los anticuerpos primarios 

específicos para las proteínas de interés (Tabla M3), preparados previamente en leche 5% 

en TBS-T 0,1%. 

 

Al día siguiente se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno en TBS-T 0,1%. 

Luego se incubaron las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con las diluciones 

de los respectivos anticuerpos secundarios específicos de la especie (porción FC) del 

anticuerpo primario (anti-Rabbit o anti-Mouse según la especie del anticuerpo primario usado 

en cada caso) (Tabla M3) preparados en leche 5% en TBS-T 0,1%. Una vez transcurrida la 

incubación, se realizaron tres lavados de 10 minutos en TBS-T 0,1% y un posterior lavado en 

TBS 1X. Finalmente, se realizó el revelado del ensayo mediante una reacción 

quimioluminiscente utilizando el reactivo ECL+PlusSystem (GE HealthCare) y exposición en 

placas radiográficas (Thermo Scientific) a diferentes tiempos (30 segundos, 1 minuto, 5 

minutos y 10 minutos). 

 

 

Proteína a detectar 
Dilución del 
anticuerpo 

Proveedor del 
anticuerpo 

N° de catálogo del 
anticuerpo 

PD-L1 1:1000 Abcam ab213480 

β-actina 1:1000 Santa Cruz sc-47778 
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α-tubulina 1:5000 Santa Cruz sc-32293 

Rabbit-FC 1:5000 Amersham NA934 

Mouse-FC 1:5000 Amersham NA931 

Tabla M3: Anticuerpos utilizados en los ensayos de WB. 

 

Se llevó a cabo la cuantificación de las bandas de WB utilizando el procesador de 

imágenes ImageJ. Se expresó el resultado como unidades relativas de intensidad de la banda 

obtenida para la proteína de interés respecto de la banda obtenida para el control de carga o 

housekeeping (α-tubulina o β-actina, dependiendo el caso). 

5. Estadística 

 

Utilizamos el programa GraphPad Prism 8.0.1 para los análisis estadísticos. La 

distribución gaussiana (normal) de los datos se determinó utilizando la prueba de normalidad 

de Shapiro-Wilk, analizando los Q-Q plots y la distribución de la población. Para los datos que 

siguieron una distribución normal, se examinaron las diferencias entre los grupos para 

determinar la significancia estadística mediante la prueba de t de Student (para dos grupos). 

Los  datos que no pasaron la prueba de normalidad, se analizaron mediante la prueba de 

Mann-Whitney (para dos grupos). Los valores de p menores o iguales a 0,05 se consideraron 

significativos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.  
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Parte I: Análisis de la expresión de PD-L1 y exploración de la población de células 

inmunes en tejidos tumorales proveniente de modelos in vivo de cáncer de mama  

RET+, en comparación  con tumores que carecen de la expresión/activación de RET. 

 

Con el objetivo de estudiar el efecto de la presencia de RET tanto en la expresión de 

PD-L1 como su impacto en la población de células inmunes en el microambiente tumoral, 

realizamos ensayos de inmunohistoquímica (IHQ) sobre cortes de tejidos provenientes de 

distintos modelos tumorales mamarios generados previamente en el laboratorio. Para ello, 

realizamos la marcación con anticuerpos específicos para PD-L1 (Figura R1) y para 

poblaciones determinadas de células del sistema inmune (Figura R2) sobre cortes de tejido 

tumoral tanto del modelo de tumores EO771 RET-WT y RET-KO como del modelo de tumores 

Ret/MTB bajo inducción de expresión de RET y su contraparte control. 

 

Dado que estudios previos lo han descrito como un modelo tumoral PD-L1+ (Mall et 

al., 2015), utilizamos, en primer lugar, muestras de tejido de un tumor mamario murino 

generado a partir de inyección de células 4T1 como control positivo de la marcación de PD-

L1 (Figura R1, A). A su vez, la tinción sin anticuerpo primario específico para PD-L1 (No AB) 

resultó negativa de acuerdo a lo esperado y nos permitió observar la especificidad del 

anticuerpo secundario (Figura R1, A). La marcación observada en los tumores EO771 

generados por inyección de células parentales nos permitió observar la marcación de PD-L1 

particular de este modelo, y su correspondiente condición sin anticuerpo primario (No AB) 

como control (Figura R1, A). Sugiriendo la complejidad en la detección de PD-L1 en cáncer 

de mama debido a las distintas isoformas, en contraposición a la expresión de PD-L1 en la 

membrana de células de melanoma, las células tumorales mamarias exhiben tinción 

mayormente citoplasmática; y en algunas áreas del tumor se observa marcación extracelular 

(Figura R1, A). Relevante para nuestro análisis posterior, los tumores formados a partir de 

las células EO771 PD-L1 KO editadas por CRISPR/Cas9 fueron usados como control 

negativo de la marcación. Se observan diferencias significativas en la marcación de PD-L1 

entre los tumores PD-L1 KO y su contrapartida PD-L1 WT (control) (Figura R1, A). La 

marcación observada en este modelo nos permitió tanto confirmar la especificidad del 

anticuerpo primario, como evidenciar la presencia de infiltrados de células inmunes PD-L1+ 

en el microambiente tumoral (Figura R1, A). Comparando morfológicamente los tumores PD-

L1 KO y PD-L1 WT, no presentaron diferencias. En ambos casos se observa un tumor 

indiferenciado, de células con marcada anisonucleosis y mitosis atípicas, con áreas 

necróticas tanto intra-tumorales como periféricas.   

 

Para estudiar el impacto de RET en la expresión de PD-L1 comparamos la marcación 

obtenida en muestras de los tumores EO771 RET-WT versus RET-KO (Figura R1, B). Si bien 

se observa una tinción más leve en ausencia de RET, no se obtuvieron diferencias 

significativas en la marcación de PD-L1 al comparar el modelo tumoral RET-WT y RET-KO 

(Figura R1, B). De forma complementaria, comparamos las imágenes de las tinciones de 

tumores Ret/MTB en las condiciones RET-ON (DOX) y RET-OFF (DOX-OUT) (Figura R1, 

C). En este caso, si bien no se realizó el correspondiente ensayo estadístico, las 

observaciones sugieren que este modelo tampoco presenta diferencias entre las condiciones 

evaluadas. Estos resultados sugieren que la ausencia/disminución de la expresión de RET 



           

Paula D. Ienni 
Tesis de Licenciatura 

 

38 

en la célula tumoral no es condición suficiente para obtener un cambio significativo en la 

expresión de PD-L1 en el tumor.  
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Figura R1: Evaluación de la expresión de PD-L1 en distintos modelos in vivo de tumores mamarios RET+ 

y su contraparte carente de expresión de RET. Se muestran imágenes representativas correspondientes a 

ensayos de IHQ específicos para PD-L1 sobre cortes histológicos de tumores mamarios de tipo (A) 4T1 parental 

(control positivo) con y sin anticuerpo (No AB), EO771 parental y sin anticuerpo (No AB), EO771 Cas9 control (sin 

guía) y PD-L1 KO (PD-L1 delecionado) (control negativo), y melanoma (B) EO771 RET-WT versus RET-KO y (C) 

RET/MTB RET-ON (DOX) versus RET-OFF (DOX-OUT). La barra de escala indica 50 µm. Todas las imágenes 

fueron tomadas con aumento 40X. Las diferencias se evaluaron estadísticamente mediante la prueba de t de 

Student. Las barras de error representan el desvío estándar (SD), **p=0,0038, ns: no significativo. Las puntas de 

flecha señalan dos células de apariencia mieloide. 

 

Por otro lado, decidimos ampliar la descripción y realizar  ensayos complementarios 

de IHQ con un anticuerpo específico para linfocitos (positivos para CD3) y para S100A9, una 

proteína que se encuentra presente en células del sistema inmune de origen mieloide como 

neutrófilos, monocitos, macrófagos y algunas células epiteliales (Odink et al., 1987). 

Encontramos que tanto los tumores RET-WT como RET-KO poseen células positivas para el 

marcador S100A9, sin observar diferencias en áreas necróticas o en los límites del tumor o 

tumor edge (Figura R2). Desafortunadamente, encontramos dificultades técnicas sobre la 

detección específica del antígeno CD3. 
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Figura R2: Evaluación de la presencia de células mieloides en el microambiente tumoral en tumores EO771 

RET-WT y RET-KO. Se muestran imágenes representativas correspondientes a ensayos de IHQ específicos para 

el marcador de células mieloides S100A9 sobre cortes histológicos de tumores mamarios de tipo RET-WT y RET-

KO. Se indican sobre las fotos las zonas de mayor (izquierda) y menor (derecha) necrosis. La barra de escala 

indica 50 µm. 

 

Dado que se observó que parte de la marcación de PD-L1 obtenida correspondía no 

solo al PD-L1 expresado por células tumorales, sino también al infiltrado de células mieloides, 

decidimos evaluar los niveles de expresión de PD-L1 como resultado de la señalización de 

RET en la célula tumoral aislada, utilizando para ello cultivos celulares de líneas tumorales 

mamarias murinas. Este punto será evaluado en mayor profundidad en el siguiente apartado. 

 

Con este fin, las líneas EO771 Cas9 RET-KO (líneas clonales sg1RET y sg2RET) y 

RET-WT (líneas clonales control correspondientes en cada caso) fueron cultivadas en 

condiciones óptimas para su crecimiento.  Posteriormente se obtuvieron lisados proteicos, los 

cuales fueron analizados por WB utilizando anticuerpos específicos. De esta manera se 

analizó la expresión de PD-L1 a nivel de proteína en presencia o ausencia de RET. La línea 

celular EO771 Cas9 PD-L1 KO fue usada como control negativo de la expresión de PD-L1. 

 

Si bien no se obtuvieron diferencias significativas en los niveles proteicos de PD-L1 

entre las líneas celulares RET-WT y RET-KO, se observa una tendencia a la disminución de 

la expresión de PD-L1 en ausencia de RET (Figura R3, A-B), similarmente a lo observado 

en los tejidos tumorales. Estos resultados sugieren que la señalización de RET no es 



           

Paula D. Ienni 
Tesis de Licenciatura 

 

41 

suficiente para modificar los niveles de expresión de PD-L1 en el modelo tumoral mamario 

murino EO771. Cultivos de la línea EO771 PD-L1 KO se utilizaron como control de la deleción 

de la expresión de PD-L1. 

 

 
Figura R3: Evaluación de los niveles de expresión de PD-L1 en modelos celulares RET+ y RET-KO. (A) Se 

muestra una imagen representativa del ensayo de WB de la proteína PD-L1 sobre lisados proteicos obtenidos de 

las líneas celulares tumorales mamarias RET-WT, RET-KO y PD-L1 KO, utilizando un anticuerpo específico. Se 

usó αTubulina y/o Actina como control de carga. Se indican los pesos moleculares en KDa. (B) Se muestra en 

gráficos de barra la cuantificación correspondiente a la relación entre la expresión de PD-L1 y su respectivo control 

de carga (housekeeping). Se utilizaron para la cuantificación tanto cultivos de las líneas clonales sg1 como sg2 

para RET-KO (n=7) y sus correspondientes líneas control RET-WT (n=6). El espacio indica que no hay muestra. 

Los extractos de la línea PD-L1 KO (n=3) se utilizaron como control; en donde cada n corresponde a una placa de 

cultivo celular. Las diferencias se evaluaron estadísticamente mediante la prueba de Mann-Whitney.*p=0,0238. 

Parte II: Evaluación de los niveles de expresión de PD-L1 en cultivos de líneas celulares 

de cáncer de mama luego de la activación de RET 

 

Se ha reportado que la estimulación del receptor RET por sus ligandos incrementa los 

niveles de ARNm de PD-L1 en células tumorales de cáncer de cabeza y cuello (Lin et al., 

2017). Hasta aquí evaluamos los niveles proteicos de PD-L1, tanto in vivo como in vitro, en 

tumores y líneas celulares en presencia o ausencia de RET, y no observamos diferencias 

significativas entre dichas condiciones. Nos preguntamos entonces si la activación de la 

señalización de RET podría estar influyendo en la expresión de PD-L1 a nivel de ARNm en 

células tumorales mamarias. 

 

Teniendo esto en cuenta,  ensayamos in vitro la estimulación directa del receptor RET. 

Utilizamos para tal fin la línea celular parental tumoral EO771, e incorporamos el modelo 

celular tumoral murino mamario de células J110. 

 

Para ello, estimulamos los cultivos mediante el agregado de GDNF (30 ng/ml) o NRTN 

(30 ng/ml) por 24 o 48 horas siguiendo el protocolo publicados por Lin et al., 2017. Se usó 

estimulación con IFNγ (10 ng/ml) por 48 horas como control positivo de la inducción de la 

expresión de PD-L1. Luego de la estimulación, se extrajo ARN total y se obtuvo ADNc sobre 
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el cual se analizaron los niveles de expresión de ARNm de PD-L1 mediante PCR cuantitativa 

en tiempo real (RT-qPCR) con primers específicos bajo condiciones regulares. 

 

El analisis de los resultados obtenidos con la línea celular EO771 muestra que si bien 

no se hallaron diferencias significativas entre la condición de estimulación con los ligandos de 

RET respecto a la condición control sin estimular, se observa una tendencia al aumento de 

los niveles de ARNm de PD-L1 con ambos ligandos al estimular por 24 horas (Figura R4, A), 

mientras que a las 48 horas de estimulación no se observa esta tendencia (Figura R4, B). En 

el caso de la línea celular J110, observamos que la estimulación con GDNF produce un 

aumento significativo en los niveles de expresión de PD-L1 solamente luego de 48  horas, no 

así con NRTN (Figura R4, C-D). Por otra parte, la estimulación con IFNγ de los cultivos se 

utilizó como control positivo de la inducción de la expresión de PD-L1 (Figura R4, B).   

 

 

 
 

Figura R4: Regulación de los niveles de expresión de ARNm de PD-L1 río debajo de la activación de RET 

en células tumorales mamarias. Los cultivos celulares de (A, B) la línea celular tumoral mamaria murina EO771, 

o (C, D) J110, fueron tratados con GDNF (30 ng/ml), NRTN (30 ng/ml), o control (medio de cultivo 1% SFB) por 

24 horas (A, C) o 48 horas (B, D). En uno de los experimentos los cultivos se trataron con IFNγ (10 ng/ml) por 48 
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horas (B). Los niveles de ARNm de PD-L1 fueron determinados por RT-qPCR y normalizados con los niveles de 

ARNm de actina. Los experimentos independientes (N=1-2) fueron realizados por triplicado (n=3). Las barras de 

error corresponden al desvío estándar (SD). *p=0,0141, ***p<0,0001, por t de Student.  

 

 

Estos experimentos deben repetirse para obtener conclusiones. Los resultados 

observados hasta el momento sugieren que la activación de la vía de señalización de RET 

podría estar implicada en la regulación positiva de la expresión de PD-L1 en células de cáncer 

de mama, en mayor o menor medida, dependiendo del ligando de RET.  
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El cáncer de mama es el tipo de cáncer más frecuente en mujeres y la causa más 

común de muerte por cáncer en mujeres a nivel mundial (GLOBOCAN 2022). La 

heterogeneidad de esta enfermedad presenta un gran desafío en la clínica terapéutica, y los 

tratamientos actualmente son multidisciplinarios. Los enfoques clásicos como cirugía, 

quimioterapia y radioterapia son acompañados de terapia dirigida. El objetivo de la terapia 

dirigida es inhibir un blanco molecular específico que promueva la progresión tumoral (Ye et 

al., 2023). En cáncer de mama, la terapia dirigida más utilizada es aquella que bloquea el ER. 

Sin embargo, una proporción de tumores mamarios es TNBC o bien es ER+ pero no responde 

a la terapia endocrina, siendo estos subtipos los más difíciles de tratar. 

 

Avances recientes en biología molecular e inmunología han permitido el desarrollo de 

inmunoterapias contra distintas formas de cáncer de mama, como el uso de inhibidores del 

immune checkpoint PD-1/PD-L1. Sin embargo, la tasa de respuesta es baja en pacientes de 

cáncer de mama tratados con terapia anti-PD-1/PD-L1 (Katz & Alsharedi, 2017). Es por ello 

que el entendimiento de la regulación de los componentes de este immune checkpoint se 

vuelve una necesidad para el desarrollo de nuevas y mejores terapias (Salatino et al., 2018). 

 

Por este motivo, en el presente trabajo decidimos estudiar la regulación río arriba de 

la expresión de PD-L1. Teniendo en cuenta que las vías de señalización río abajo del receptor 

RET y la regulación río arriba de la expresión de PD-L1 tienen algunos puntos en común, 

como los factores de transcripción STATs, nos preguntamos si la señalización de RET tiene 

efecto en la regulación de los niveles de expresión de PD-L1. Utilizamos para ello modelos in 

vivo e in vitro que se asemejan a los cánceres de mama difíciles de tratar. Nos focalizamos 

en modelos endócrino-resistentes, ya que este subtipo tiene alta expresión de RET. 

 

En la primera parte de este trabajo evaluamos la expresión de PD-L1 en distintos 

modelos in vivo. Si bien la marcación de PD-L1 en tumores como el melanoma se observa en 

membrana (Madore et al., 2014), en cáncer de mama es más bien focalizada o formando 

parches, y muchas veces limitada al infiltrado inmune (Vranic et al., 2019), lo cual complejiza 

el análisis. Observamos en los cortes histológicos una marcación generalizada, siendo ésta 

de membrana, citoplasmática y extracelular. Esto es consistente con las distintas isoformas 

reportadas de PD-L1 (Cha et al., 2019), y con resultados obtenidos previamente por nuestro 

grupo en los cuales se vio que las células tumorales mamarias son capaces de secretar PD-

L1 (no publicado). A su vez, parte de la marcación observada corresponde al infiltrado 

inmune, como se puede observar en el caso de los tumores PD-L1 KO. 

 

Dado que en los tumores mamarios el infiltrado inmune es principalmente de origen 

mieloide (Zou, Wolchok, and Chen 2016), resulta relevante entender mejor la relación entre 

células tumorales y mieloides en cáncer de mama.  

 

Cabe destacar que el modelo in vivo EO771 Cas9 RET-WT/RET-KO corresponde a 

un modelo inmunocompetente, con lo cual parte de su infiltrado inmune podría corresponder 

a distintos tipos de linfocitos, mientras que el modelo RET/MTB RET-ON/RET-OFF es un 

modelo inmunodeficiente, y su infiltrado inmune sólo corresponde a células mieloides. Si bien 
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confirmamos la presencia de células mieloides en el microambiente tumoral de los tumores 

RET-KO y RET-WT (Figura R2), principalmente en áreas necróticas, resta evaluar el infiltrado 

linfocítico en este modelo.  

 

Si bien no se obtuvieron diferencias significativas en la marcación de PD-L1 entre los 

modelos EO771 Cas9 RET-WT y RET-KO, se observa una tendencia en la disminución de la 

marca de PD-L1 en ausencia de RET. El modelo de RET/MTB resultó menos informativo 

debido a que al dejar de inducir la activación de RET por retirar la administración de doxiciclina 

(DOX-OUT), los tumores RET-OFF son mayormente necróticos, se encuentran dañados y en 

proceso de regresión tumoral. Estas condiciones provocaron que la marcación no fuera 

buena, y no se haya podido comparar estadísticamente respecto a la condición de inducción 

de RET (RET-ON). De esta manera, descartamos el modelo RET/MTB RET-ON y RET/OFF 

como modelo para estudiar influencia de RET en la modulación de la expresión de PD-L1. 

 

Luego utilizamos modelos in vitro para evaluar los efectos de la señalización de RET 

en los niveles tanto de ARNm como de proteína de PD-L1. Consecuentemente con lo 

obtenido en los ensayos de IHQ de la parte I de esta tesis, no se observaron diferencias 

significativas en los niveles proteicos de PD-L1 entre las líneas EO771 Cas9 RET-WT y RET-

KO. Sin embargo, se observó nuevamente una tendencia a la disminución de PD-L1 en 

ausencia de RET. 

 

En los ensayos de WB realizados se obtuvo una doble banda para PD-L1 (Figura R3, 

A), que especulamos que corresponde a diferentes isoformas, tales como las reportadas en 

la literatura (Cha et al., 2019), aunque sería enriquecedor evaluar en profundidad a futuro qué 

isoformas de PD-L1 se encuentran presentes en cáncer de mama. Interesantemente, nuestro 

grupo halló que al tratar a los lisados proteicos de la línea PD-L1 WT con PNGasa, una enzima 

que se utiliza para eliminar oligosacáridos de las glicoproteínas, se obtiene una única banda 

de menor peso molecular, lo cual indica que PD-L1 estaría glicosilado (no publicado). De 

hecho, está reportado un mecanismo de N-glicosilación de PD-L1 en cáncer de mama triple 

negativo que favorece la interacción de PD-L1 con PD-1, y usarlo como blanco de 

inmunoterapia resulta altamente efectivo en la erradicación de tumores TNBC (Salatino et al., 

2018). 

 

En la segunda parte de esta tesis, estudiamos la influencia de RET en la regulación 

de la expresión de PD-L1 a nivel de ARNm. Si bien los niveles hallados de ARNm de PD-L1 

al estimular la activación de RET con sus ligandos naturales GDNF y NRTN en el modelo 

EO771 no son comparables con los desencadenados por su inductor natural IFNγ, se observa 

una tendencia en el aumento de los niveles de expresión de PD-L1 como consecuencia de la 

señalización de RET (Figura R4, A, B), lo cual es consistente con lo hallado a nivel de 

proteína tanto en los ensayos de IHQ (Figura R1) como de WB (Figura R3). Sin embargo, 

vale la pena aclarar que cuando evaluamos los niveles proteicos lo hicimos en presencia o 

ausencia de RET en los modelos editados RET-WT y RET-KO, mientras que los niveles de 

ARNm los evaluamos por inducción de la señalización de RET en el modelo EO771 parental. 

Si bien los resultados son comparables, no necesariamente se obtiene el mismo efecto al 

estar en presencia o ausencia del receptor RET, que al estimular su activación. Más aún, las 

células editadas RET-WT y RET-KO sufrieron procesos de infección lentiviral y posterior 
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selección, con lo cual atravesaron determinados contextos celulares que la línea EO771 

parental no.  

 

Por otro lado, la estimulación de RET con su ligando GDNF en el modelo in vitro J110 

produce un aumento significativo de los niveles de ARNm de PD-L1 a las 48 horas (Figura 

R4, D). Con la línea celular EO771 se observó una tendencia de aumento de expresión de 

PD-L1 a las 24 horas también al estimular con GDNF (Figura R4, A). Sin embargo, la 

estimulación con NRTN no produce cambios significativos en la expresión de PD-L1 en 

ninguna de las líneas celulares estudiadas (Figura R4, A-D). Si bien tanto GDNF como NRTN 

son ligandos específicos de RET, GDNF se une predominantemente al co-receptor GFRα1, 

mientras que NRTN se une a mayormente GFRα2. Sin embargo, la unión entre ligandos y co-

receptores en ocasiones resulta promiscua, siendo un ligando capaz de interactuar 

funcionalmente con más de un tipo de GFRα (Gattelli et al., 2020). En nuestro laboratorio 

anteriormente observamos que las líneas celulares EO771 y J110 expresan el co-receptor 

GFRα1, y que la estimulación con GDNF induce la activación y señalización de RET (no 

publicado). A su vez, dado que los tumores ER+ presentan expresión tanto de RET como de 

GFRα1 ya que ambos son blancos transcripcionales del ER (Gattelli et al., 2020), y que tanto 

las líneas celulares EO771 como J110 son ER+, esto podría explicar por qué ambas líneas 

celulares responden mayormente a la estimulación con GDNF, y en menor medida a NRTN. 

Más aún, en base a estos resultados y dado que la relevancia de los co-receptores de RET 

permanece inexplorada en cáncer de mama (Gattelli et al., 2020), sería interesante evaluar 

la implicancia de los distintos GFRα en los niveles de expresión de PD-L1 en los modelos 

celulares utilizados. Si bien deberíamos realizar más ensayos y ampliarlos en otras líneas 

tumorales mamarias, los resultados obtenidos sugieren que RET podría estar involucrado en 

la modulación de los niveles de expresión de PD-L1 en células tumorales mamarias ER+ 

resistentes. 

 

En conjunto, estos resultados sugieren que la señalización río abajo del receptor RET 

es capaz de regular los niveles de expresión de PD-L1 en cáncer de mama. Sin embargo, 

estos niveles de inducción parecerían ser bajos al ser comparados con la inducción 

desencadenada por la estimulación con IFNγ. Adicionalmente, el modelo tumoral mamario 

J110 fue el que mejor resultó, entre los modelos estudiados, para la evaluación de la relación 

entre RET y PD-L1.  

 

Es necesario realizar un mayor número de ensayos específicos para comprender 

mejor la relación entre la señalización de RET y la expresión de PD-L1. Por ejemplo, a futuro 

podría realizarse de manera complementaria, en la línea celular J110, la evaluación de la 

expresión de PD-L1 a nivel de proteína como consecuencia de la estimulación de RET con 

GDNF. 

 

Adicionalmente, para disminuir las diferencias experimentales mencionadas entre las 

líneas EO771 Cas9 RET-WT y RET-KO con la línea EO771 parental, proponemos realizar 

una serie de ensayos complementarios. Por ejemplo, sería interesante confirmar si la 

tendencia al aumento de los niveles de ARNm de PD-L1 observados al estimular con GDNF 

la línea EO771 parental se corresponden con un aumento de PD-L1 a nivel de proteína. A su 
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vez, podrían evaluarse los niveles de expresión de PD-L1 tanto a nivel de ARNm como a nivel 

de proteína como consecuencia de la estimulación de RET en las líneas RET-WT y RET-KO.  

 

Cabe destacar que las líneas tumorales mamarias murinas EO771 (Tesis Doctoral de 

Sabrina Vallone, no publicado) y J110 (Gattelli et al., 2013) presentan niveles moderados de 

expresión de RET, mientras que líneas tumorales mamarias humanas tales como MCF7 y 

T47D presentan mayores niveles de expresión de RET (Boulay et al., 2008). De esta manera, 

las líneas celulares MCF7 y T47D podrían resultar mejores modelos que los utilizados en esta 

tesis para estudiar la relación entre la regulación de RET y la expresión de PD-L1. Más aún, 

podría estudiarse la regulación río debajo de RET por activación de otros ligandos, tales como 

ARTN o PSPN, junto con otros tiempos de inducción y/o distintas concentraciones de los 

ligandos.  

 

Consideramos que los resultados de este estudio aportan información al 

entendimiento de la regulación de PD-L1 en cáncer de mama. En un futuro resultaría 

interesante estudiar en mayor profundidad los puntos intermedios entre la señalización de 

RET y la regulación de la expresión PD-L1 en cáncer de mama, así como también la potencial 

interacción entre las vías de RET y otros mediadores de la respuesta inmune. Por ejemplo, 

se podría estudiar el posible crosstalk de las vías de señalización de IFNγ y su receptor, con 

la vía de señalización de RET, y su efecto en la expresión de PD-L1 en células tumorales 

mamarias. Esto permitiría dilucidar cuánto aporta la señalización de RET en los niveles de 

expresión de PD-L1 en el contexto de una activación vía IFNγ. Para ello, podrían realizarse 

ensayos de doble estimulación de RET y del receptor de IFNγ tanto en células RET-WT como 

RET-KO, o, complementariamente, la inducción de la expresión de PD-L1 vía IFNγ en 

presencia de un inhibidor de la señalización de RET. 

 

Por último, los resultados y observaciones de este estudio plantean nuevos 

interrogantes y experimentos a realizar a futuro, así como también aportan información que 

podría ser de utilidad para el entendimiento de la regulación de PD-L1, uno de los blancos 

terapéuticos más estudiados actualmente como tratamiento frente al cáncer de mama difícil 

de tratar.  
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