La variante N-glicolilada del gangliésido GM3 en la biologia
de los tumores: un blanco atractivo para la inmunoterapia
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RESUMEN

Los tumores liberan a su microambiente moléculas con propiedades inmunosupresoras, entre las que se incluyen
los gangliésidos. Estos glicoesfingolipidos se distribuyen de manera diferente en el tejido normal. Se ha descrito la
presencia de gangliésidos que contienen la variante N-glicolilada del dcido sidlico en células tumorales humanas.
Tal es el caso del N-glicolil GM3 (NGcGM3), gangliésido que se ha convertido en un blanco atractivo para la terapia
antitumoral especifica de antigeno. La expresién de este gangliésido en tumores avanzados en humanos contrasta
con el efecto de las células cancerosas de reducir su inmunogenicidad, lo que sugiere que desempefa una funcién
relevante en la biologia de estas células. En este estudio se evalué la relevancia del NGcGM3 para el desarrollo
tumoral, y se profundizé en la influencia de esta molécula sobre la respuesta inmune. Se demostré que el NGcGM3
contribuye a la progresion tumoral, a partir de modificar la funcionalidad de los linfocitos T auxiliadores. Este
gangliésido reduce los niveles de expresién de la molécula CD4 en los linfocitos T, y se inserta en la membrana
plasmatica de estas células. Ademads, afecta la proliferaciéon y promueve la diferenciacién a un patrén de secreciéon
de citocinas antinflamatorias en los linfocitos T CD4*CD25". Este efecto no estd mediado por el incremento de la
supresién de los linfocitos T reguladores naturales. A su vez, el NGcGM3 afecta la diferenciaciéon y maduracién de

las células dendriticas.

Introduccién

La identificacion de moléculas que alteran su patron
de expresion en las células tumorales con respecto al
tejido normal, es la estrategia fundamental para el di-
sefio de inmunoterapias antitumorales especificas de
antigeno, activas o pasivas. Ademas, los blancos selec-
cionados deben desempefiar una funcién importante
para la biologia de los tumores, de manera que se
promueva una respuesta inmune antitumoral especifica
que interfiera eventos biolégicos relevantes asociados
con la progresion tumoral.

A pesar de laimplementacién de maltiples alterna-
tivas para favorecer la generacion de una respuesta
inmune efectiva contra los tumores, en la actualidad el
cancer constituye un grave problema de salud mundial,
con indices de mortalidad elevados. La inmunoterapia
no ha resultado suficientemente efectiva, entre otros
factores, por la naturaleza de las interacciones entre
el tumor y el sistema inmune del hospedero. En este
sentido se ha demostrado la existencia de la llamada
vigilancia inmunolégica contra el desarrollo de neo-
plasias, en la que se involucran distintos mecanismos
efectores del sistema inmune que previenen la aparicion
de tumores o limitan su progresién una vez estableci-
dos. Los tumores no resultan pasivos ante este efecto,
el cual constituye una presion selectiva que promueve
el establecimiento de variantes tumorales resistentes a
la accion del sistema inmune. Este fendémeno se conoce
como edicidn tumoral, que se ve favorecido por una
alta tasa de mutaciones en las células cancerosas [1].
La presion selectiva también promueve la activacion
de mecanismos en los tumores que conducen a la su-
presion de la respuesta inmune. Se ha demostrado que
las células tumorales liberan moléculas al micro-
ambiente que alteran la presentacién antigénica, y
provocan un impacto negativo sobre la proliferacion
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linfocitaria, lo cual afecta la actividad de las células
efectoras [2].

También se ha sefialado que la progresion de los
tumores favorece el incremento en la frecuencia de cé-
lulas con propiedades supresoras [3]. Entre las molé-
culas que inducen diversos efectos inmunosupresores
estan los gangliésidos [4]. Estos constituyen el grupo
mas variable entre los glicoesfingolipidos, y se ca-
racterizan por tener al menos una molécula de acido
sialico en su estructura. Los gangliésidos se expresan
en lamembrana plasmatica de las células de los orga-
nismos vertebrados. Son componentes esenciales de
los llamados microdominios lipidicos: estructuras ri-
cas en colesterol que actGan como sitio de anclaje para
una gran variedad de proteinas involucradas en la
transmision de sefiales al interior celular.

Los ganglidsidos se distribuyen de manera hetero-
génea entre los diferentes tipos de tejidos, en depen-
dencia del nivel de diferenciacion de las células. Se ha
demostrado que en la composicion de los gangliésidos
de lamembrana plasmatica de los tumores ocurren cam-
bios, lo que determina que estas moléculas se conviertan
en antigenos asociados a ellos [5]. Entre las modifica-
ciones detectadas en las células tumorales humanas se
incluye la presencia de los gangliésidos que contienen
en su estructura la variante N-glicolilada del &cido sia-
lico. Aunque se encuentran ampliamente distribuidos
entre las diferentes especies de mamiferos, estos gan-
glidsidos tienen una presencia muy limitada en tejidos
humanos normales [6]. Ello se debe a la inactivacion de
la enzima monofosforil citidina-N-acetil acido sialico
hidroxilasa, encargada de catalizar la transformacion
del 4cido sialico N-acetilado a N-glicolilado [7].

La expresion preferencial de los gangliésidos N-
glicolilados en las células tumorales humanas se ha
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relacionado con la incorporacion de esta variante del
&cido sialico al metabolismo de las células tumorales a
partir de la dieta, por lo que solo se detectan trazas de
estos en las células normales [8]. Esta incorporacion
se ve favorecida en las células tumorales por el in-
cremento de la expresion de moléculas transportadoras
del &cido sialico en el microambiente hipdxico de los
tumores [9].

Por tanto, los gangliésidos N-glicolilados se han
convertido en un blanco atractivo para la terapia an-
titumoral especifica de antigeno. Tal es el caso del
ganglidsido N-glicolil GM3 (NGcGM3), cuya presen-
cia se ha detectado en células tumorales humanas co-
mo el carcinoma ductal infiltrante de mama [10] y el
melanoma [11]. La expresion de este gangliésido en
tumores avanzados contrasta con que las células
cancerosas reducen la expresion de aquellas molécu-
las que las puedan convertir en blanco de los meca-
nismos de vigilancia inmunolégica. Sin embargo, el
efecto del NGcGM3 en la biologia de los tumores y la
interaccion de este gangliésido con las células de la
inmunidad no se habia esclarecido, y constituia una li-
mitacion para el disefio de terapias antitumorales mas
efectivas que utilizan esta molécula como blanco, lo
cual restringia la comprension de los mecanismos de
accion asociados a los preparados vacunales que estan
en estudio.

Resultados

Influencia del NGcGM3 en el crecimiento
tumoral in vivo

Para determinar la contribucion del NGcGM3 en el
crecimiento tumoral in vivo, se empled como modelo
el mieloma murino X63, linea celular en la que mas del
85% del contenido total de gangliosidos esta formado
por el NGcGM3. Estas células se cultivaron en pre-
sencia o no del D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-
3-morpholino-1-propanol (D-PDMP), compuesto
quimico inhibidor de la actividad de la enzima glucosil
ceramida sintasa. Este procedimiento redujo, en mas
del 60%, el contenido de NGcGM3 en las células de
mieloma tratadas. Las variantes celulares con mayor
0 menor contenido de gangliosido se inocularon a ra-
tones BALBI/c, y se evalud el crecimiento tumoral. El
porcentaje de animales libres de tumor fue significati-
vamente mayor en los inoculados con las células que
expresaron menor cantidad de NGcGM3 en la mem-
brana; mientras que, en ese mismo grupo, la media del
volumen tumoral resultd significativamente menor
[12]. Ademas, se evalud la influencia mutua que pue-
den ejercer las dos variantes de tumores X63, con un
nivel normal o reducido de gangliésido, que crecieron
en los flancos opuestos del mismo hospedero. El de-
sarrollo de ambas variantes celulares en el mismo
hospedero afect6 el crecimiento de las células que
contenian niveles mayores de gangliésidos. Ello sugi-
rié una respuesta inmune efectora contra la variante
celular pretratada con D-PDMP, que actu6 de manera
efectiva contra células con alto contenido de gan-
gliosidos. Este resultado llevo a evaluar la vinculacion
entre el efecto del NGcGM3 en la progresion tumoral
y la posibilidad de modificar la actividad funcional del
sistema inmune.
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Considerando la importancia de los linfocitos T
auxiliadores CD4" (Th, del inglés T helper) en el es-
tablecimiento de la respuesta inmune especifica, se
decidi6 evaluar si la contribucion del NGcGM3 a la
progresion tumoral estaria asociada con su interac-
cidn con estas células. Para ello, se trataron los ratones
BALB/c inoculados con las variantes celulares de X63,
pretratadas o no con D-PDMP, con un anticuerpo
monoclonal (AcM) especifico contra la molécula CD4
murina, para eliminar la poblacion de linfocitos que
expresan esta proteina en la membrana. La elimina-
cién de los linfocitos Th CD4" restaurd la proliferacion
in vivo de las células X63 con expresion reducida del
gangliosido [12]. Ello indic6 que el NGcGM3 contri-
buye al crecimiento tumoral a partir de influir sobre
la funcionalidad de estos linfocitos (Figura 1a). Para
confirmar esto se extrajo el contenido de gangli6sidos
en ambas variantes de X63, pretratadas o no con el D-
PDMP, y se incubd con linfocitos provenientes de
ganglios linfaticos de ratones BALB/c. La incubacién
de estas células con diferentes diluciones del extracto
de gangliésidos indujo una reduccion significativa y
dependiente de la concentracion de gangliésidos en la
expresion de la molécula CD4 [12]. A partir de este
resultado se decidio profundizar en la influencia del
gangliésido NGcGM3 sobre la funcionalidad de los
linfocitos Th CD4".

Efecto del NGcGM3 sobre linfocitos Th CD4*

Primero se determind cuanto el NGcGM3 altamente
purificado podia regular de manera negativa la
expresion de la molécula CD4 en linfocitos murinos y
humanos. Los resultados indicaron que el gangliésido
redujo de modo significativo los niveles de expresion
de lamolécula CD4, efecto que resulté dependiente de
la dosis. La expresion de otras moléculas relevantes en
la funcionalidad de estos linfocitos, como CD3y CD8,
no se vio afectada tras la incubacién con diferentes
concentraciones del NGcGM3 [12].

El efecto del gangliésido sobre la expresién de la
molécula CD4 fue reversible. De hecho, los linfocitos
humanos preincubados con el NGcGM3 y cultivados
posteriormente en ausencia del ganglidsido, resta-
blecieron los niveles de expresion de lamolécula CD4
hasta 80%. Esta recuperacion ocurri6 a partir de la
sintesis de novo de esta proteina, pues cuando se cul-
tivaron los linfocitos en presencia de cicloheximida
(agente quimico blogueador de la sintesis proteica),
no sobrevino la recuperacion de la expresion de la mo-
lécula CD4 en la membrana plasmatica [12]. Tras la
recuperacion de la expresion de la molécula CD4, los
linfocitos se mantuvieron sensibles a la modulacion
negativa del NGcGM3 sobre esta molécula.

También se evalud si el NGcGM3 se insertaba en
la membrana plasmatica de los linfocitos T. Para ello
se incubaron células provenientes de ganglios linfa-
ticos de ratones BALB/c y células mononucleares peri-
féricas humanas con diferentes concentraciones del
gangliosido. Ese tratamiento incrementé los niveles
de NGcGM3 detectados en la membrana plasmatica
de ambas poblaciones celulares, en dependencia de la
concentracion de ganglidsido [12]. Este ensayo per-
mitié demostrar que existe una correlacion negativa y
estadisticamente significativa entre los fendémenos de
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insercion del NGcGM3 en la membrana plasmatica y
la regulacién negativa de la expresion de CD4 en los
linfocitos Th murinos y humanos (Figura 1b).

Se explord el efecto del gangliésido NGcGM3 sobre
la expresion de lamolécula CD4 en linfocitos T muri-
nos no activados, activados y reguladores naturales.
Los resultados indicaron que este gangliésido reduce
preferentemente la expresion de CD4 en los linfocitos
no activados, mientras que el efecto sobre los linfocitos
activados y los reguladores naturales fue similar [13].
Ello indica que la influencia del ganglidsido sobre la
molécula CD4 es independiente de la expresion de la
molécula CD25, receptor de la interleucina 2 (I1L2).
De hecho, los niveles de esta molécula en membrana
no se modifican por efecto del NGcGM3.

En los Gltimos afios se ha concedido gran impor-
tancia al papel de los linfocitos T reguladores, no solo
en la regulacion de la respuesta inmune, sino ademas
en el escape tumoral a la vigilancia inmunoldgica [14].
Teniendo en cuenta esto, se comparo el efecto del gan-
glidsido sobre la actividad funcional de los linfocitos
Th CD4'CD25" y los reguladores naturales CD4*
CD25*FoxP3", purificados mediante separacion con
perlas magnéticas.

Inicialmente se determind la influencia del NGcGM3
sobre la proliferacion de ambas poblaciones celulares,
estimuladas con un AcM anti-CD3 y la IL2. El in-
cremento de la concentracion del ganglidsido produjo
una disminucién de la capacidad proliferativa de am-
bas poblaciones celulares. Sin embargo, este efecto re-
sult6 significativo y dependiente de la concentracion
del gangliésido solo en los linfocitos Th CD4*CD25".
Ademas, se determind que el NGcGM3 tuvo una in-
fluencia diferencial en la proliferacion de los linfocitos
Th activados desde su estado en reposo, y en aquellos
previamente activados. La proliferacion de los linfoci-
tos que en presencia del NGcGM3, se afect6 signifi-
cativamente a partir del estado en reposo, mientras
que no hubo una reduccién de la proliferacion de los
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linfocitos Th previamente estimulados [13]. Este re-
sultado confirmé que el NGcGM3 influye preferen-
temente en la etapa de la activacion linfocitaria, mas
que en la funcionalidad de las células activadas.

La propiedad bioldgica fundamental asociada con
la actividad de los linfocitos T reguladores naturales
es que inhiben la proliferacion de los linfocitos Th. Se
evaluo si el NGcGM3 incrementaba las propiedades
inhibitorias de estas células como parte de sus meca-
nismos de supresion. Para ello se determiné el efecto
de los linfocitos T reguladores naturales CD4*CD25",
previamente incubados o no con el NGcGM3, al su-
primir la proliferacion de los linfocitos Th CD4*CD25~
estimulados con un AcM anti-CD3 y en presencia de
células dendriticas (DC, del inglés dendritic cells).
El resultado indicd que la preincubacién con el gan-
glidsido no modificé la capacidad supresora de estas
células (Figura 2c). Se realizé un ensayo similar en el
que se afiadié el gangliésido al cocultivo de las células
efectoras y reguladoras, lo que demostré que la presen-
cia del gangli6sido no potenci6 la supresion mediada
por los linfocitos T reguladores. Aln en ausencia de
estos linfocitos, el NGcGM3 suprimi6 la proliferacion
de los linfocitos Th en 75% [13]. Estos resultados in-
dican que las propiedades supresoras del NGcGM3
no estan mediadas por la modulacion de la actividad
de los linfocitos T reguladores naturales.

Influencia del NGcGM3 sobre
la funcionalidad de las células dendriticas

Atendiendo a los resultados y considerando la impor-
tancia de las DC en el establecimiento de la respuesta
antigeno especifica, se evalud hasta donde el NGcGM3
podia afectar la funcionalidad de estas células en su
interaccion con los linfocitos Th. Ademas se estudio
el efecto directo del NGcGM3 sobre la diferenciacion
y maduracion de las DC.

Se determind si el NGcGM3 afectaba la prolifera-
cion de linfocitos Th cocultivados en presencia de DC
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Figura 1. El gangliésido NGcGM3 contribuye a la progresién tumoral in vivo a partir de influir sobre la funcionalidad de los linfocitos
T CD4*. (a) Se inocularon ratones Balb/c con 10° células X63, pretratadas con D-PDMP y sin él. Ademds, se inocularon por via
intraperitoneal con solucién tampén de fosfato (SSTF) o un AcM anti-CD4. La media de los volumenes tumorales se redujo
significativamente en los animales inoculados con la variante celular con menor contenido de gangliésidos. La eliminacién de los
linfocitos T CD4" restauré el crecimiento tumoral (prueba de Dunn); (b) Se incubaron linfocitos aislados de ganglios linfaticos de
ratones BALB/c durante 1 h con diferentes concentraciones del NGcGM3. Se determiné la insercién del gangliésido en la membrana
plasmatica, asi como la expresién de la molécula CD4, por ensayo de citometria de flujo. La capacidad del gangliésido de reducir
la expresion de CD4 se correlacioné con la incorporacién del NGcGM3 a la membrana celular (prueba de Pearson). Los datos se
representan como valores de intensidad total de florescencia (ITF).
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y estimulados con un AcM anti-CD3. En dependencia
de la dosis, el ganglidsido redujo la proliferacion lin-
focitaria hasta un 70% (Figura 2a). Esta proliferacion
se acompafid de lamodificacion del patron de secrecion
de citocinas en estos linfocitos [13]. La presencia del
NGcGM3 en el cultivo celular incrementd en tres ve-
ces la frecuencia de células T productoras de IL4, y
duplicé aquellas que producen IL10, sin incrementar
el porcentaje de linfocitos productores de interferdn
(IFN) gamma (Figura 2b). Este resultado sugiri6 que
el NGcGM3 no solo afecta la proliferacion de los lin-
focitos Th, sino que ademas promueve en ellos la se-
crecion de un patron de citocinas antinflamatorio.
Para evaluar si el NGcGM3 afectaba la diferencia-
cion de las DC a partir de sus precursores en la médula
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06sea, se realizé un ensayo de diferenciacion de DC in
vitro, en presencia del gangliésido y sin este. El fe-
némeno de dendropoiesis se afectd en presencia del
NGcGM3, y el nimero de DC que se recuperan en ca-
da pozo de cultivo se redujo significativamente [13].
A partir del ADN complementario se detecto la pre-
sencia del ARNm de la IL10 en las DC diferenciadas
en presencia del NGcGM3, lo cual no se evidencié en
las células diferenciadas en ausencia del gangliésido.
Ademas, el NGcGM3 afectd la maduracion de las DC
diferenciadas posteriormente, ante un estimulo in-
flamatorio inducido con lipopolisacaridos (LPS). Este
efecto se evidencio por la reduccion del 50% de los
niveles de expresion de la molécula coestimuladora
CD40 [13].
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Figura 2. El NGcGM3 afecta la funcionalidad de los linfocitos Th y las DC, sin incrementar la capacidad supresora de los linfocitos
T reguladores naturales. (a) Se incubaron linfocitos T CD4*CD25™ con DC, un AcM anti-CD3 y diferentes concentraciones del
NGcGM3. El gangliésido redujo significativamente la proliferacién linfocitaria (prueba de Tukey); (b) Se incubaron linfocitos
CD4%CD25 en presencia del NGcGM3 o no, un AcM anti-CD3 y DC. Por citometria de flujo se determiné la frecuencia de linfocitos
productores de IFN gamma, IL4 e IL10. El gangliésido incrementé el porcentaije de células productoras de citocinas antinflamatorias;
(c) Se incubaron linfocitos T CD4*CD25" durante 48 h en presencia del NGcGM3 (50 mM) o no. Al cabo de este tiempo, se
colectaron las células y se coincubaron en diferentes proporciones con linfocitos CD4*CD25-, en presencia de DCy un AcM anti-
CD3. La capacidad supresora de los linfocitos T reguladores no se modificé por la incubacion con el gangliésido (prueba U de Mann-
Whitney); (d) Se diferenciaron DC a partir de sus precursores de médula ésea. La maduracién de las DC se estimulé por incubacién
con lipopolisacdrido (LPS), en presencia del gangliésido o no. Por citometria de flujo se compararon los niveles de expresién de las
moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86, ademds de la frecuencia de células productoras de IL12. El NGcGM3 afecté la
capacidad de las DC de madurar ante el potente estimulo proinflamatorio del LPS. Los datos se representan como valores de
intensidad total de florescencia (ITF). Los histogramas abiertos corresponden al control de células no marcadas.
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Entonces se evalud la influencia del NGcGM3 en la
maduracion de las DC. Para ello, se estimularon las
DC diferenciadas a partir de sus precursores de mé-
dula 6sea, con LPS en presencia del ganglidsido. El
NGcGM3 afectd la maduracion de las DC, lo cual se
evidencio por lareduccion de los niveles de expresion
de las moléculas coestimulatorias CD40, CD80 y
CD86. Ademas, la produccion de IL12 por estas célu-
las disminuyd cuatro veces cuando se estimularon con
el LPS en presencia del gangliésido (Figura 2d). Esta
citocina es determinante en la funcionalidad de las DC
para promover un patrén de diferenciacion proinfla-
matorio en los linfocitos Th.

Adicionalmente se evalud si la diferenciacion o ma-
duracién de las DC, en presencia del NGcGM3, influ-
ye de manera significativa en la capacidad de estas
células para modular la produccion de citocinas por
los linfocitos Th. Para ello, se cocultivaron células
Th CD4'CD25 con DC que habian sido diferenciadas
0 maduradas en presencia del gangliésido. Entonces
se estimularon los linfocitos con un AcM anti-CD3
murino, en presencia del NGcGM3 y sin él. La pre-
sencia del NGcGM3 durante la estimulacion de los
linfocitos T redujo al menos dos veces los niveles de
IFN gamma e increment6 significativamente la con-
centracion de I1L4 en los sobrenadantes de los cultivos.
Este efecto se evidencio6 solo en presencia del gan-
gliosido, independientemente de la diferenciacion o
maduracién previa de las DC del cultivo en presencia
del NGcGM3. No obstante, la produccion de IL4 se
incrementd aln mas cuando, ademas de la presencia
del NGcGM3 durante la estimulacion de los linfocitos,
las DC empleadas se diferenciaron o maduraron en
presencia del gangliésido. Un efecto similar se observd
en la determinacion de la frecuencia de linfocitos T
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CD4" productores de IL10. La presencia del NGcGM3
durante la estimulacion fue determinante para que se
incrementara al menos tres veces el porcentaje de cé-
lulas productoras de esta citocina, mientras que la
estimulacién con las DC diferenciadas en presencia
del NGcGM3 contribuy6 a incrementar los linfocitos
T productores de 1L10 en 20% mas [13]. Estos resul-
tados sugieren que aunque el efecto del NGcGM3
sobre los linfocitos Th es indispensable para modifi-
car su respuesta ante un estimulo como la sefializacién
mediante el TCR, su influencia sobre las DC también
contribuye a promover un patrén de secrecién de ci-
tocinas antinflamatorias. Este resultado refleja la im-
portancia que puede tener la metastasis a los 6rganos
linfoides secundarios, en la interaccion de los tumores
con el sistema inmune. En ellos puede haber acumu-
lacion de ganglidsidos liberados por las células tu-
morales, la cual incidiria sobre la activacion de la
poblacién linfocitaria.

Conclusiones

Considerando la importancia de las DC y los linfoci-
tos Th como orquestadores de la respuesta inmune
especifica, se puede afirmar que el NGcGM3 influye
de manera negativa sobre las poblaciones celulares
que garantizan la eficacia de la vigilancia inmunolégica
sobre el desarrollo del cancer. El conjunto de resul-
tados en esta investigacion incrementa el valor de la
variante N-glicolilada del GM3 como blanco de la in-
munoterapia del cancer, no solo a partir de su expre-
sion preferencial en células tumorales humanas, sino
por su relevancia para la biologia de los tumores. Ac-
tualmente estan en curso estrategias de diagndstico y
tratamiento a tumores, que insisten en la importancia
de este blanco.
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