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Resumen:

MUCT1 es una glicoproteina compleja muy ramificada que se expresa en la parte
apical de epitelios normales, la cual cambia su distribucidon, su estructura y su
antigenicidad en células tumorales en varios tipos de adenocarcinoma. La O-
glicosilacion de la MUC1 en las células neopléasicas esta alterada, dando lugar a
una MUC1 hipoglicosilada y solo se unen una GalNAc a la serina o treonina de la
parte péptica de la molécula, generando el antigeno Tn (GalNac-Ser/Thr) o una
Gal adicional a la GalNAc generando el antigenos Thomsen-Friedenreich también
llamado antigeno T (Gal-GalNac-Ser/Th). La ramificacion del antigeno T genera
otros antigenos sacaridicos asociados a tumores como algunas variantes del
antigeno Lewis como el Lewis®. El adenocarcinoma es poco antigénico por tener
antigenos expresados en células epiteliales de varios tejidos normales, por lo que
la presencia de MUC1-Tn o MUC1-T en células neoplasicas puede romper esa
tolerancia favoreciendo el infiltrado inflamatorio en la zona del tumor. Se sabe que
MUC1-Tn o MUC1-T pueden activar de manera mas eficiente la respuesta
antitumoral de los linfocitos T CD8+ citotoxicos (CTL). OBJETIVO. Identificar el
fenotipo de células citotdxicas infiltrantes de tumores productores de MUC1-Tn en
pacientes con adenocarcinoma pulmonar. METODOS. Se utilizaron cortes
histolégicos de pulmdn de pacientes con adenocarcinoma pulmonar con estadios
clinico Ill y IV, asi como, muestras control, de victimas de traumatismos. Se
determiné en las células tumorales el patron de antigenos tumorales sacaridicos
asociados a la forma hipoglicosilada de MUC1 (Tn y T) y a la forma
hiperglicosilada de MUC1 (Lewis*y SL*); asi como, los fenotipos celulares de las
células infiltrantes, por medio de inmunohistoquimica, empleando anticuerpos
monoclonales (AbM). La evaluacion se realizo mediante microscopia de luz y por
andlisis digital de imagenes. RESULTADOS. Se identificaron 4 variantes
histologicas del adenocarcinoma, sin presentarse diferencias significativas en el
infitrado inflamatorio, ni en la expresion de antigenos. Las poblaciones efectoras
mas importantes fueron: CTL (76.63%), células T CD4+ (30.51%) y células CD57+
(9.74%), con moléculas de activacion CD69 (34.47%) y CD25 (8.30%).Hubo una
correlacién positiva entre MUC1 con los antigenos Tn y Lewis® pero no para los
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antigenos T y sialil lewis. Ademas la expresién de MUC1 correlaciona con los
CTL pero no con las demas poblaciones celulares. DISCUSION: MUC1 presente
en la superficie de las células neoplasicas muestran cadenas sacaridicas muy
cortas con antigeno Tn, pero algunas regiones de la molécula también expresan
antigenos Lewis® que surgen a partir de la ramificacion y fucosilacién del antigeno
T. Lo que indica que la biosintesis de MUC1 se altera en células tumorales. La
marca con AbM anti-T fue muy escasa en las células neoplésicas, por lo que
posiblemente en esas células el epitope no se genero o se ramifico para la
formacion del antigeno Lewis®. MUC1-Tn puede ser considerada como marcador
de pronéstico para pacientes con adenocarcinoma pulmonar porque tiene una
correlacion positiva con la presencia del infiltrado inflamatorio sobretodo con las
CTL.



Abstract

MUC1 is a high molecular weight O-glycoprotein, which is found on apical
membrane in the majority of normal epithelial cells. Numerous alterations of mucin-
associated carbohydrates can be detected in neoplastic epithelial tissue mucin-like
proteins, and particularly in the antigenicity properties and cellular distribution of
MUCT1 in patients with lung adenocarcinoma.

The abnormal glycosylation of MUC1 in neoplastic cells is formed for only one
GalNAc molecule bound to serine (Ser) or threonine (Thr) on the protein backbone,
which generates the Tn antigen (GalNAc-Ser/Thr). Likewise, the binding of the
saccharidic residues Gal and GalNAc to Ser or Thr originates the Thomsen-
Friedenreich antigen also called T antigen (Gal-GalNAc-Ser/Th). The branching of
the antigen T originates several carcinoma-associated oligosaccharides such as
Lewis® antigen. Adenocarcinoma cells are poor antigen because exhibite the same
antigens of the majority of epithelial cells. MUC1-Tn or MUC1-T in tumoral cells
can break the immune tolerance and produce inflammatory response with infiltrate
of immune cells into the area of tumor. It is known that MUC1-Tn or MUC1-T can
activates of a more efficient way, the anti-tumor response of cytotoxic T
lymphocytes (CTL). OBJECTIVE. To identify the phenotype of infiltrant cytotoxic
cells in lung adenocarcinoma of patients, which express hypoglycosylated MUC1.
METHODS. Tissular specimens of lung adenocarcinoma from patients in clinical
stages Ill and IV were used. Immunohistochemistry for CD4, CD8, and CD57
markers, and tumor saccharide antigens such as MUC1, Tn, T, Lewis”, and sialyl-
Lewis® (SLX) was evaluated by monoclonal antibodies (mAbs) on paraffin
embedded tissue sections. RESULTS. Four subtypes of adenocarcinoma were
identified, no significant difference was observed in inflammatory cells, or in the
expression of tumoral antigens. The number of CD8+ cells (76.63%), CD57+ cells
(9.74%), and CD4+ cells (30.51%) increased throughout the tumor pheripheral
zone. The majority of the cells expressed activation markers CD69 (34.47%) and
CD25 (8.30%). There was a correlation between MUC1 either with the Tn antigen
or Lewis™ antigen, but not for the T and sialil-Lewis* antigens. In addition, the
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MUC1 expression also correlated with the CTLs, but not with other cellular
populations. DISCUSSION: MUC1 in the surface of tumoral cells shows short
sacaridic chains (Tn antigen), but also they express Lewis* antigens that arise from
branching and fucosilation of the T antigen, suggesting altered biosynthesis of
MUC1 in tumor cells. The staing of mAbs to T antigen was weak in tumor cells,
probably because these cells contain hidden the T antigen with other
monosaccharides during the biosynthesis of the Lewis™ antigen. MUC1-Tn can be
considered as marker for patients with lung adenocarcinoma, because there is a
good correlation with the infiltrated inflammatory CTL.



Introduccion:

El cancer de pulmén es la enfermedad resultante del crecimiento anormal de
células en el tejido pulmonar y es una de las principales causas de muerte en el
mundo. El cancer pulmonar es uno de los mas frecuentes tanto en México como
en la mayoria de los paises desarrollados. La tasa de mortalidad para los tumores
malignos de traquea, bronquios y pulmén es de 6.5 por cada 100,000 habitantes
ocupara el 13avo lugar en mortalidad, aumentando la incidencia, siendo mas
frecuente en personas mayores de 65 afios (INEGI, 2002). En los ultimos 10 afos
por el aumento en las expectativas de vida de la poblacién esta tasa se ha
incrementad a 85.8 por cada 100,000 habitante, lo que provoca una mayor
demanda de atencién médica especializada habitantes (Franco, 2001). En un
reporte del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) se reporté en
2002, el 60% de esos casos de cancer pulmonar comprendidos entre el periodo de
1983 a 1996 fuerén de adenocarcinomas pulmonares (Medina 2000) y llama la
atencion que a nivel mundial la incidencia va en aumento, sobre todo en adultos

jovenes de ambos sexos (Green 1993.Torky 1990, Perng 1996).

Clasificacion del cancer de pulmén.

El cancer pulmonar se clasifica segun su origen y su comportamiento clinico en
dos grandes grupos: 1) carcinomas pulmonares de células pequefias (SCLC) y 2)
carcinomas pulmonares de células no pequefas (NSCLC). EI SCLC también
llamado carcinoma de células en avena es el mas asociado al tabaquismo (Rivera
2002 y Keith 2009) y es la forma de cancer pulmonar mas agresiva y
generalmente comienza en los conductos aéreos (bronquios). Aunque las células
cancerosas son pequenas, crecen rapidamente y forman tumores grandes. Estos
tumores a menudo se diseminan con rapidez a otras partes del cuerpo, incluyendo
el cerebro, el higado y el hueso (Rivera 2002). En cambio el CPCNP es mas

frecuente y tiene comportamiento menos agresivo y presenta variedades



histologicamente heterogéneas. Se agrupan por razén de que su prondstico y
tratamiento son muy similares.
Las variedades o tipos mas comunes de NSCLC son el carcinoma de células
epidermoides o0 escamosas, el carcinoma de células grandes y el
adenocarcinoma. Estos tipos histologicos presentan similitudes en cuanto a los
métodos empleados para su diagnéstico, en la fase de desarrollo clinico
(estadificacion de acuerdo a la clasificacion TMN), el prondstico y el tratamiento.
De acuerdo con la clasificacion de la OMS (WHO) en 2004, el adenocarcinoma de
pulmén presenta diversos tipos, subtipos y variantes. Pueden presentarse desde
lesiones preinvasivas hasta lesiones malignas. Inicialmente en forma de adenoma
(un tumor glandular que es benigno) y generar las diversas formas malignas.
Tipos
1. Adenocarcinoas (subtipos mixtos)
2. Adenocarcinoma acinar
3. Adenocarcinoma papilar
4. Carcinoma bronquioalveolar
a. Mucinoso
b. No mucinoso
c. Mezcla de mucinoso y no mucinoso o indeterminado

5. Adenocarcinoma solido con produccién de mucina

Variantes

. Adenocarcinoma fetal bien diferenciado.

. Adenocarcinoma mucinoso (coloide)

. Cistoadenocarcinoma mucinoso.

. Adenocarcinoma de células en anillo de sello.
. Adenocarcinoma de células claras.

Los adenocarcinomas representan un 29,4% de todos los tipos de cancer de
pulmén. El adenocarcinoma se desarrolla a partir de las células epiteliales y



células de las glandulas bronquiales y se localiza principalmente en los bordes del
pulmén (nddulos pulmonares) en el 75% de los casos y esta constituido por
células binucleadas productoras de mucinas en el 80% de los casos. Con
frecuencia el tumor se desarrolla lentamente y no suele causar sintomas en sus
estadios iniciales; como resultado, el adenocarcinoma a menudo se descubre y
diagnostica en estadios avanzados. (Rivera et al., 2002).

|

Tumor

Figura 1. Localizaciéon del adenocarcinoma pulmonar

El criterio diagnostico se basa principalmente en la arquitectura del tejido. La
mayoria de los casos el diagnostico se basa en pequefas biopsias que en
ocasiones no permite observar toda la arquitectura del tejido, creando problemas
en el diagndstico, por lo que el diagndstico se establece en base a la identificacion
de marcadores tumorales por técnicas histoquimicas que ayudan a esclarecerlo
(figura 1)(Rivera 2002).

El Comité Estadounidense sobre el Cancer (AJCC) y la Union Internacional Contra
el Cancer (CCIU) adoptaron en 1997 el Sistema Internacional de Estadificacién
para el Cancer de Pulmén. El AJCC designé 4 estadios mediante la clasificacidén
TNM: tumor primario (T), ausencia o presencia de metastasis a ganglio linfatico
regional (N) y ausencia o presencia de metastasis a distancia (M) (Mountain 1997,
Edge 2010).

El estadio | se divide en dos categorias segun el tamafo del tumor: IA (T1, NO,
MO) y IB (T2, NO, MO). El estadio Il se divide en dos categorias segun el tamafo
del tumor y segun el estado ganglionar: [IA (T1, N1, M0) y IIB (T2, N1, M0). T3. NO
se cambio6 del estadio llIA de la version de 1986 del sistema de estadificacion al

estadio 1B de la ultima version del 2007. La metastasis ipsilateral intrapulmonar en



un Iébulo que no sea el de la lesién primaria se debe clasificar como lesién M1
(estadio 1V).

Factores de riesgo.

El factor de riesgo se define como toda aquella circunstancia o situacion que
aumenta las probabilidades de una persona de contraer una enfermedad. En
general los factores de riesgo para el cancer pulmonar son diversos, pero
destacan: tabaquismo (responsable del 90% de los casos en varones y del 55-
80% de los casos entre las mujeres en los paises de mayor incidencia), exposicion
a radiacion, gas radoén; contaminates ambientales (debido a la inhalacién de
particulas suspendidas catalogadas pm10), malos habitos alimenticios; exposicidén
a compuestos quimicos como asbestos, arsénico, cloruro de vinilo, cromato de
niquel, clorometilo de éter, entre otras sustancias; en cuanto a los marcadores de
riesgo (que son caracteristicas de la persona que no pueden modificarse) se
involucran inmunodeficiencias primarias o secundarias, edad avanzada vy
suceptibilidad genética (Nyberg 1998, Lam 1999, Knaapen 2004,Pfeifer 2004).
Para el caso del adenocarcinoma aun no se conoce con certeza la etiologia
(Hackshaw 1997), pero se encuentra asociado lesiones cicatrizales en pulmén
producto de inflamacion crénica en los pacientes, como la asbestosis y la
tuberculosis (Heintz 2010, Engels 2009). Con frecuencia estas lesiones
cicatrizales genera una reacciéon dermoplastica es decir proliferacion del tejido
fibrogénico dentro de o adyacente a la zona de inflamacién crénica como parte del
proceso de reparacion.

Carcinogénesis pulmonar.

Durante la carcinogénesis del adenocarcinoma pulmonar se presentan cambios
morfologicos, moleculares y bioquimicos parcialmente definidos. Un adenoma es
un tumor epitelial benigno cuya estructura interna es semejante al de una

glandula. Es frecuente que puedan desarrollarse hasta adeocarcinomas o tumores



de células epitelales malignos. Se plantea que algunos eventos que tienen su

base en alteraciones celulares y moleculares dan origen al adenocarcinoma que

van desde lesiones preneoplasicas hasta lesiones malignas, destacando entre

ellas:

Metaplasia escamosa: Es el cambio de un epitelio maduro por otro maduro
mas resistente como es el escamoso poliestratificado. En ciertas ocasiones
la metaplasia implica una regresion en la especializacion o maduracién de
las células hacia formas més primitivas para mas tarde madurar hacia otra
clase de células. Esto puede ocurrir como una respuesta fisiolégica a cierto
tipo de cambios o bien formar parte de los fendbmenos que suelen
acompanar a la transformacion epitelial neoplasica en cancer.

Displasia: Es una anormalidad en el aspecto de las células debido a los
disturbios en el proceso de la maduracion de la célula. Puede presentarse
en 3 grados (leve, moderada y severa), que van desde una simple
distorsion epitelial del area metaplasica hasta cambios citolégicos de
evidente proliferacion, con atipia e imagenes de mitosis, siendo dificil de
separar del carcinoma.

La hiperplasia adenomatosa atipica: es reconocida como la lesidon
precursora del adenocarcinoma y muchas veces acompana a la neoplasia
plenamente desarrollada. Histologicamente, es una proliferacién de los
neumocitos que revisten los espacios alveolares, sin inflamacion del
estroma acompanante, hallazgo que le diferencia de los cambios reactivos
inflamatorios. Esta lesién no altera la arquitectura pulmonar, por tanto no es
infiltrante, este hallazgo es fundamental en el diagndstico diferencial con el
adenocarcinoma bronquioloalveolar, el cual suele ser dificil de establecer.
Carcinoma in situ: Es la lesibn de maxima alteracion epitelial escamosa,

siempre en la superficie, sin superar la membrana basal.



Cambios moleculares en cancer.

Existen numerosos reportes acerca de los cambios moleculares que se presentan
en las células en las primeras etapas de transformacién neoplasica y que pueden
ser de utilidad como marcadores tumorales en poblaciones de alto riesgo. Estos
cambios frecuentemente se asocian al comportamiento de los tumores como la
migracion tisular, el reconocimiento o la evasién de la respuesta inmune contra
tumores (Franklin 2000). Algunos cambios también son utilizados como
marcadores tumorales utilizados en el diagnéstico, prondstico y seguimiento del
paciente.

Al respecto, se han descrito diversas modificaciones en las estructuras sacaridicas
como parte del proceso de alteraciones moleculares en el cancer. Por ejemplo,
sintesis incompleta, acumulaciéon de precursores, neosintesis, asi como cambios
en la organizacién de carbohidratos de membrana (Singhal, 1990). Entre los
principales cambios moleculares estan los presentados en las glicoproteinas tipo
mucinas, los proteoglicanos y los glicolipidos de la superficie celular (Singhal,
1990)0tros factores que se cree son indispensables para la progresion del tumor
es la inhibicion de genes claves tales como el gen supresor de tumor p16 y el
FHIT. La inactivaciéon del gen p53 y la activacion de la telomerasa producen el
cambio en el proceso de progresion neoplasica desde lesidon premaligna hacia la
maligna. Mucho del avance en el delineamiento de este tipo de lesiones se da a
nivel molecular, pues histolégicamente diferenciarlas puede llegar a ser muy dificil.
Molecularmente, se considera que hay pérdida inicial de la inhibicién del oncogén
k-RAS, practicamente en todas las lesiones; pérdida de la heterocigocidad de los
cromosomas 3p, 9p y 17p en aquellas lesiones con atipia de moderada a severa 'y
acumulacién de la proteina p53, la cual se observa hasta en la mitad de las

lesiones severas.
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Caracteristicas de las moléculas glicosiladas asociadas a tumores.

Las moléculas glicosiladas se caracterizan por la naturaleza de la unién que
presenten entre la parte proteica o lipidica y el carbohidrato. Existen varios tipos
de glicanos (figura 2), los mas comunes son los N-glicanos, que son complejos
macromoleculares formados a partir de un precursor sintetizado en el reticulo
endoplasmico rugoso (RER). La mayoria de las glicoproteinas presentan
glicosilacién de tipo N, caracterizada por la unién de la cadena oligosacaridica a la
secuencia peptidica, la que se establece mediante un enlace entre N-
acetilglucosamina (GIcNAc) y un residuo de asparragina. Las enzimas encargadas
en unir los carbohidratos a las proteinas se conocen de manera general como
glicosiltransferasas (GTs) pero cada una es especifica para cada tipo de azucar
incoporada (Van den Steen, 1998b). Existen mas de 100 GTs y su expresién
dependen de los estimulos, la estirpe celular, la fase del ciclo celular y al grado de
diferenciacién (Chandrasekaran 2006, Freire, 2002). Los N- glicanos son
formados a partir de un precursor sintetizado en el RER. A diferencia de la N-
glicosilacion, se han identificado diferentes tipos de O-glicosilacién. La mas
frecuente se encuentra determinada por la union de un residuo de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) a serinas o treoninas presentes en el esqueleto
polipeptidico. Este tipo de glicosilacién se conoce como glicosilacion tipo mucina,
debido a que determina la union de las numerosas cadenas oligosacaridicas
presentes en las mucinas (glicoproteinas de muy alto peso molecular que
recubren la superficie de diferentes tipos celulares). Una proteina puede presentar
unicamente carbohidratos con uniones de tipo N, o Unicamente carbohidratos con
uniones de tipo O, asi como una combinaciéon de carbohidratos con ambos tipos
de uniones (Varki, 2009). Dentro de las alteraciones moleculares mas notorias de
las células cancerosas, se encuentra la expresion de antigenos producidos por O-
glicosilacién incompleta (Brockhausen, 1999), los cuales han constituido la base
de diferentes procedimientos de diagnostico oncoldgico y estan siendo evaluados
en protocolos de inmunoterapia activa especifica del cancer (Danishefsky and
Allen, 2000).
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Las cadenas oligosacaridicas estan constituidas por tres sectores principales: a) el
nucleo o core, regién donde se encuentran los carbohidratos mas cercanos al
sitio de unién con la cadena peptidica, b) el “esqueleto”, que determina la longitud
de la cadena carbohidrata, y c) la region periférica, donde las ramificaciones de las
estructura sacaridicas genera algunos antigenos de importancia en las neoplasias
como los antigenos de grupo sanguineo.

Todos los oligosacaridos con uniones de tipo N presentan el mismo core,
independientemente de cual sea el tipo de elongacién que ocurra posteriormente
en la cadena de sacaridica. Ello se debe a que la N-glicosilacién comienza con la
sintesis de Glc3Man9GIcNAc2- Dolicolfosfato, el cual es transferido en bloque a la
cadena péptidica naciente en el reticulo endopasmico. La complejidad estructural
de las cadenas oligosacaridicas de tipo O es mucho mayor comparada con las de
tipo N y ello ya se pone de manifiesto por la existencia de ocho tipos diferentes de
core carbohidratos en la O-glicosilacién, a partir de los cuales ocurre la elongacion
de la cadena oligosacaridica (Van den Steen et al. 1998). Contrariamente a lo que
sucede en el inicio de la N-glicosilacién, en la O-glicosilacion los carbohidratos
son transferidos individualmente a la cadena polipeptidica.

Enlace de tipo O Enlace de tipo NV Enlace de tipo C
5 : 3
I I
HOCHz c-0
R e ; R il L H-N NH
o, % . 2 H—C—CHz—CH :
0O —CHz;—CH A
H 1 (o] NH FH
H MH it : NH ! (;o
T, R -
c=0 c=0 NH
I I i

CHs CHs Ho oH
GalNAc Ser GlcNAc Asn C?*Man-Trp
Figura 2. Tipos de enlace de oligosacaridos a proteinas. Enlace tipo O donde la GalNAc esta
unida a residuos de Serina o Treonina. Enlace tipo N, en el cual la GIcNAc es unida a un residuo
de Asparagina. Enlace tipo C donde la Manosa es unida al Carbono 2 de un residuo de Triptofano
(C*Man-Trp).

En los O-glicanos la estructura béasica formada entre la GalNAc-Serina o Trionina
se conoce como antigeno Tn y este es el sustrato para varias GTs, a partir del
cual se forman 8 cores que dan lugar a la mayor parte de las estructuras O-
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glicosiladas. La union de una Galactosa (Gal) con una GTS especifica
(galactosiltransferasa) al antigeno Tn genera el disacarido GalB1,3GalNAca-
Ser/Thr conocido como antigeno Thomsen-Friedenreich (antigeno T).

En los antigenos tumorales es comun encontrar 4 de los 8 tipos de cores (figura 2
y 3). Del core 1 caracteristico del antigeno T (Galp1-3GalNac-Ser/Thr) se forma el
core 2 por la accién de la GIcNAc-T, pero en ocasiones y dependiendo de la
activacion de una Sialiltranseferasa se une en lugar de la galactosa(Gal) un acido
sialico (NeuAca2-3) dando lugar al sialil-Tn. Este residuo de acido sialico es una
sefal terminal de la biosintesis, ya que no se pueden adicionar ningun otros
carbohidratos a la estructura sialil-Tn, para generar una cadena sacaridica mas
larga. En cambio para formar el core 3 se adiciona una GIcNAc con enlace 1-3
en el antigeno Tn (GalNAc-Ser/Thr) dando la estructura (GIcNAcB1-Tn) de la cual
se deriva el core 4 cuando se adiciona de una segunda GIcNAc sobre el antigeno
Tn pero con enlace B1,6 (GlcNAc1,6GIcNAcB1,3-Tn), (Vaky, 2009). La estructura
de las cadenas de carbohidratos con uniones de tipo O varia segun el tipo celular
y el tejido, pero en el cancer el conjunto de GTs se encuentran alteradas tanto en
su patron como en su nivel de expresion (Vaky 2009). De los cores 2 y 3 se
genera un grupo muy imporante de antigenos tumorales (antigeno Lewis) por la
adicion de una fucosa. Este antigeno también estan expresado en antigenos de

grupos sanguineos en células de sanguineas normales (figura 3).

13



N-acetil galactosamina (GalNAc) Antigenos W

: o3
|:| M-acetil glucosamina(GleNac) Lewis

(a,b,c,y,x) ”

Galactosa (Gal) ' :
<> Acido sialico {Sia) / \ R3
Fucosa(Fuc) | [

p3Gal-T B4Gal-T

T
2}

SerfThr

Antigeno Tn Antigeno T

Figura 3. Sintesis de los O-glicanos core 1y core 2. La sintesis de O-glicanos esta regulada por
la actividad de la enzima Gal-T para el core 1 y para el core 2 por la enzima GlcNac-T. La
biosintesis adicional de O-glicanos pueden contener grupos lactosaminicos (Galf31,4-GlcNAc), con

acido sialico o con fucosas(esquema modificado de Vaky 2009).

MN-acetil galactosamina (GalMAc) <
al

|:| M-acetil glucosamina{GlcMNac)

Galactosa (Gal) ﬁ‘%’:ﬁ

< Acide sialico (Sia) B
Fucosa(Fuc) £

T B

e
Zore 2 GloACT | Cored GleNAcT q I ﬁl
) B3 [=8 [EE) B
|

el
el
el
2

s}

] .

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr i SerfThr

Figura 4. Sintesis de O-glicanos core3 y core 4. La sintesis depende de la actividad de la
enzima GlcNac-T. Ademas la biosintesis de estos O-glicanos puede formar estructuras similares a
una antena como en el core 2. La unidén se lleva acabo de manera subsecuente flecha vertical

(esquema modificado de Vaky 2009).
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Modificaciones en la sintesis de glicanos en neoplasias.

Como consecuencia de la transformacion maligna ocurren cambios muy
importantes en la glicosilacion (Varki, 2009), esto obedece a alteraciones en la
codificacion de las GTs, las cuales realizan la modificacion normal de antigenos en
el desarrollo humano. Se ha comprobado que la mayoria de las células
neoplasicas desarrollan una elongacién incompleta de las cadenas sacaridicas
con uniones de tipo O, formando estructuras menos complejas. Esto determina
que algunos tipos de core, que en las células normales se encuentran
enmascarados por la adicidn de otros carbohidratos, queden expuestos en la
superficie celular, resultando en la formacién de nuevos antigenos asociados al
cancer (figura 3). Los mejor caracterizados son los antigenos Tn, T y sialil-Tn,
presentes en mas del 90% de los carcinomas, por lo que son considerados
Antigenos Asociados a Tumor (TAAs) (Brockhausen |, 1999, Peracaula 2008). Tn
y T también pueden expresarse en los linfomas de células T (Medina. 1999). Mas
recientemente, fueron identificadas otras dos estructuras asociadas a carcinomas
en humanos que corresponden a cadenas truncadas de O-glicanos: el core 6
(Medina. 1999) y el antigeno Tn (Meichenin. 2000) algunos de estos antigenos
han mostrado ser biomarcadores tempranos de malignidad. De acuerdo con las
caracteristicas del proceso de O-glicosilacién, la expresion celular de una
estructura de glicosilacion incompleta, como Tn, muy probablemente corresponda
a una alteracién cualitativa o cuantitativa en la expresion de GTs responsables de
la O-glicosilacién de proteinas (Brockhausen |, 1999), o a la disponibilidad de
sustratos mucinicos accesibles a las mismas.

Es posible que ante la agresidén carcinogénica las células alteradas no expresen
algunas GTs, por ejemplo, la que adiciona Gal y/o GalNAc de Tn, que tiene lugar

en la elongacion normal de las cadenas glicosidicas de tipo O.

Otro mecanismo que puede conducir a la acumulacion de la estructura Tn en las
células malignas puede estar influenciado por la secuencia peptidica de la
proteina. Se han identificado diferentes genes que codifican mucinas humanas,
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algunos de los cuales tienen expresion diferencial entre las células normales y las
cancerosas, lo que conduce a la formacion de mucinas con patron de glicosilacion
aberrante (Moniaux et al. 2001). Esta expresidén diferencial puede ocurrir en el
proceso de transformacion hacia la neoplasia. De hecho existen numerosos
reportes donde se sugiere que hay una desregulacién en la expresion de los
genes de mucinas, entre ellas MUC1, MUC3, MUC4, MUC11,MUC12 durante la

carcinogenesis (Sandra J. 2001).

Caracteristicas de la MUC 1.

En los O-glicanos tipo mucina es comun encontrar modificaciones estructurales
durante procesos inflamatorios y neoplasicos. Las mucinas son uno de los
principales componentes de moco, esta codificada por 20 genes diferentes. La
expresion de cada gen MUC es especifica para el 6rgano, tejido y tipo celular. Las
mucinas asociadas a membrana son MUC1, MUC3, MUC4, MUC11 y MUC12.
Algunas tienen una expresion altamente regulada como MUC1 y MUC4 vy se
expresan de manera alterada cuantitativamente asi como cualitativamente en
tumores de diferentes origenes histolégicos, por lo cual se pueden utilizar con
fines diagnosticos y prondsticos (Nakamori S, 1994). Las mucinas MUC2,
MUCS5AC, MUC5B, MUC6 y MUC7 son secretadas por las células epiteliales de
diversos tejidos con neoplasias [Ho 1995, Reis 1997, Reis 1999, PERRAIS 2001,
Lesuffeur 1994, Aksoy 2000,Guillem 2000, Ohgami 1999, Yu 1996).

En general se les caracteriza por ser proteinas de membrana con cola
citoplasmatica con dominios transmembranales conservada o secretoras
(Engelmann, 2001). La funcién de las mucinas es proteger las células epiteliales
del dafo o contra patégenos. Se expresan en las superficies epiteliales del
aparato respiratorio, gastrointestinal, reproductivo y extensiones de otros 6rganos
(Rose 1992). Las mucinas son clasificadas por su esqueleto de proteina o
apomucina, el cual tiene una region conocida como numero variable de repeticidén
en tandem (VNTR) donde se encuentran los sitios de de N y O-glicosilacion. La

region VNTR estan compuestas por la secuencia de aminoacidos
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PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA. La glicosilacion de la MUC1 de tejido normal se
extiende a través de toda apomucina encubriendo a la regién VNTR., dicha VNTR
tiene 5 posibles sitios de O-glicosilacion. Las GTs y glicosidasas adicionan o
eliminar algunos residuos de carbohidratos, respectivamente. Los carbohidratos
en la MUC1 le dan una mayor rigidez y protege al péptido de cambios causados
por solventes, ademas son los responsables de la elongacién y ramificacion de la
molécula (Schumman 2000,20083).

Como ya se menciond, la expresion de MUC1 estd altamente desregulada en
neoplasias, pero su mecanismo aun no estd bien esclarecido. Su expresion esta
alterada, tanto cuantitativamente como cualitativamente, dependiendo del tejido
en el que se exprese y de los factores hormonales presentes (Hey 1994,
Hewetson 1997). Algunas citocinas también regulan la expresién de MUC1 como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferon—gamma (IFN- y) (Lagow
2002, Reddy 2003), al activar a los factores de trascripcion llamados STATs
(Gaemers, 2001), principalmente STAT3 (Yuan, 2004).

MUC1 se expresa de manera normal en células epiteliales ductuales en diversos
tejidos inclusive en pulmdn en personas sanas de manera altamente glicosilada
(Leroy, 2002, Liu 2002, Sengupta 2001,Copin 2002, Lopez 2001, Ho 1993,1995,
Gipson, 1998). MUC1 tiene varia funciones probables, tales como su participacién
en la reparacion de areas de ulceracion en el intestino (Wright, 1990), o bien
asociandola con la diferenciacién de células epiteliales en 6rganos de humano
tales como el pulmén (Guzman, 1996). El gen que codifica para MUC1 humana se
localiza a largo del brazo del cromosoma 1 (1g21-24) y tiene de 4-7kb (kilobases)
de longitud. EI gen MUCT1 tiene 7 exones de los cuales se generan 2 variantes o
isoformas. Las isoformas transmembranales generadas por splicing alternativo
designadas MUC1/Y y MUC1/X. La isoforma MUC1/X tan pronto como es
sintetizada sufre autoproteolisis entre la glicina (G) y la serina (S) de la secuencia
GSVVV que se encuentra dentro del un dominio conservado de 110 aa conocido
como médulo SEA (sea urchin sperm proteinque) (Levitin ,2005), esto ocasiona
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que la MUC1sea secretada y por lo tal se encuentra en el suero de pacientes con
cancer de mama de estadio Il (Hayes 1986).

Comportamiento tumoral asociado a MUC1.

Algunos antigenos sacaridicos participan también en la diseminacion del tumor. Es
comun que algunos O-glicanos tipo mucina asociados a neoplasias generado por
las ramificacion de residuos de GlcNac presenten antigenos asociados a grupos
sanguineos como el antigeno Lewis (Galp1-3GIcNAc-Fucosaa1-3Gal-O-Ser/Thr) o
algunas de sus variantes estructurales como la A, B, X, Y o Z, (Dube, 1987,
Osinaga 2007; Ugorski 2002; Croce 2001), asi como el Sialil Lewis* (NeuNAco2-
3Galp134(Fuca1-3)GIcNAc3-O-Ser/Thr).El antigeno Lewis (Le) se expresa de
manera normal en diferentes etapas de diferenciaciéon de células sanguineas y son
importante durante la migracién leucocitaria normal (Ugorski 2002). Durante los
procesos neoplasico, estas moléculas pueden sufrir modificaciones (Thurin 2002,
Ugorski 2002; Ishikawa 1997) o aumentan su expresién en relacion al progreso del
tumor (Kawaguchi, 2007). En general las modificaciones en las estructuras
sacaridicas afectan significativamente las propiedades fisicas, tales como la carga
y la masa de la proteina (Burchell, 2001). En el caso del Sia-Le* y el Sia-Le® que
son las formas sialiladas del antigeno Lewis en condiciones normales que
expresan en células sanguineas, pero son sobreexpresadas en algunas
neoplasias y su presencia favorecen la diseminacion de las células tumorales ya
que son ligandos naturales para las selectinas E (CD62E) y para la selectina P
(CD62P), ambas moléculas de adhesion son expresadas en células endoteliales
activadas durante el proceso inflamatorio (Ugorski, 2002; Kannagi, 2004,Sozzani,
2008).

Los residuos de acidos sidlicos proporcionan carga negativa por lo tanto pueden
alterar la capacidad de unién de la proteina. Ademas el acido sialico puede ser
reconocido como un ligando para receptores tipo lectina como el SIGLEC en

células dendriticas, asi como otros receptores de la familia de las selectinas, por
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ejemplo, el bloqueo las ramificaciones de oligisacaridos en las mucinas aumenta el
namero de ligandos de células cancerosas hacia los macrofagos (Sakamaki 1995).
La adicion de un &cido sialico a la cadena oligosacaridica es una sefial de
terminacion en la biosintesis de las glicoproteinas, debido a que no existe
ninguna GTs que pegue carbohidratos sobre acidos sialicos. De hecho la
presencia del &cido sialico unido con enlace a2,6 en glicoproteinas de la
superficie celular de células neoplasicas, permite una buena interaccion de la
célula con el colageno de la matriz extracelular y disminuye la adhesion célula-
célula, por lo que estos fendmnos se asocian a incrementar la capacidad de
invasion de las células (Lin,2002). Esto se ha visto en las mucinas de cancer de
colén dende el aumento en la sialilacién de la molécula se asocia con su potencial

metastasico (Bresalier 1996, ltzkowitz 1992).
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Antecedentes:

La respuesta inmune especifica contra el tumor reconoce y destruye muchas
células malignas. En estos casos, el sistema inmunoldgico reconoce antigenos
mutados, oncoembrionarios o virales asociados al tumor que generalmente
despiertan una respuesta inmunolégica débil. En el caso de la MUC1 que es un
TAAs debido a que se expresan tanto en tejidos normales como en tejidos
neoplésicos, por tal razén no es reconocidas por el sistema inmune, debido a que
se presenta tolerancian en contra de ese antigeno. Algunos TAAs como MUCH1
puede expresar epitopes antigénicos cuando presentan modificaciones
estructurales y exponen estos epitopes modifcados o bien en los mismos
cambios estructurales pueden quedar expuestos epitopes que estaban
anteriormente ocultos.

La expresion de MUC1 en la superficie de las células esta incrementada
practicamente en todos los adenocarcinomas. La sobreexpresion o la expresidon
aberrante de MUC1 en tumores tiene diferente significado clinico dependiendo del
tejido donde se expresa y el grado de glicosilacion. Por ejemplo, la expresion
aumentada de MUC1 hiperglicosilada en cancer de colon, carcinoma ductal
invasivo de pancreas, coloangiocarcinomas invasivo de higado, carcinoma celular
renal, cancer gastrico, adenocarcinomas de eséfago y cancer de vejiga
correlacionan con un pobre prondstico (Yonezawa 1997, Leroy 2002)( Kocer 2004,
Bladus 1998).

Hay reportes indicando que MUC1 hipoglicosilada puede activar la respuesta
inmune debido a que estas estructuras incompletas genera nuevos epitopes el
antigeno Tn y antigeno T (MUC1-Tn y MUC1-T (Stepensky, 2005), por lo que se
han convertido en posibles blancos terapéuticos para algunos tipos de cancer
(Springer, 1988, 1989; Srinivasan, 2008). La MUC1 hipoglicosilada activa al
sistema inmune adaptativo cuando las células dendriticas (DC) presentan de
antigeno peptidico hacia las células T CD4+ en el contexto de las molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-1) y MHC- Il (Hiltbold, 1998,
Vlad 2002).
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La activacién de los linfocitos T con el complejo MHC-I-MUC1-Tn o MHC-I-MUC1 -
T podria darse de la de la siguente manera:

1.- La combinacion carbohidrato-epitope del péptido puede ser un glicopéptido
reconocido especificamente por las células T (Vlad 2002).

2.- La adicién de glicanos puede alterar la conformacién del péptido y puede dar
como resultado el que no se acomode el péptido en la hendidura de la molécula
de MHC-I, evitando la presentacién adecuada del peptido.

3.- La glicosilacién de MUC1 puede afectar la unién con anticuerpos anti- MUC1
(Barnd 1998).

Aunque MUCH1 potencialmente genera tolerancia, en ocasiones esta se rompe y
dar lugar a una respuesta inmunoldgica natural en situaciones especiales como en
la lactacién y el embarazo. Esto se ha confirmado por el hallazgo de anticuerpos
anti-MUCH1 en altas cantidades. Esto es relevante porque durante el embarazo y la
lactancia existe un bajo riesgo de desarrollar cancer de mama, por lo se considera
que estos anticuerpos pueden ser protectores para mujeres con predispocion a
cancer de mama. Ademas en mujeres con cancer de mama que se les induce la
produccién o que tienen niveles altos de IgG anti-MUC1, tienen prondsticos
clinicos mas favorables (Jerome 1996). Hay datos que indican que la respuesta
inmunolégica anti-MUC1 puede generarse en individuos sanos y apunta hacia la
hipétesis de que una fuerte respuesta inmunolégica anti-MUC1 puede prevenir el
crecimiento del tumor. En algunos pacientes con cancer de pancreas y mama, las
células B son importantes en el control del tumor cuando se encuentran altos
niveles de MUC1 en circulacion (Plate 1999). Los pacientes con mejor pronéstico
son los que tienen niveles altos de anticuerpos contra MUC1 hipoglicosilada (Von
Mensdorff, 1996, Von, 2000). En base a estos antecedentes, se han desarrollado
diferentes vacunas experimentales contra MUC1 y solo han sido probadas con
éxito en ratones (Lofhouse 1997, Lees 1999, Musselli, 2002). Por tal razén se
estudia a esta molécula para identificado epitopes antigénicos en pacientes con
cancer. Algunos epitopos identificados estan restringidos para la molécula MHC-I
(HLA-A2) que presenta el epitopo con secuencia LLLLTVLTV de MUC1 para
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activar especificamente a los LTC en pacientes con mieloma multiple (Choi 2005,
Brossar 1999). Otros epitopos también restringidos a moléculas del MHC-I como
HLA-A2 estan en la region VNTR (STAPPVHNV y STAPPHGV)( Brossar 1999,
Apostolopoulos 1997) y SAPDNRPAL (Pisarev, 2005).

A pesar que la mayoria de los tumores que expresan TAAs son poco
inmunogénicos, se han encontrado infiltrados de células mononucleares con
fenotipos de activacién en la mayoria de los tumores sélidos, lo que demuestra
una posible respuesta del huésped contra estos tumores. Estos infiltrados son
heterogéneos y se componen de fagocitos mononucleares, linfocitos de diferentes
subtipos y poblaciones minoritarias de mastocitos, células plasmaticas, etc. El
Infiltrado linfocitario es definido como los linfocitos intraepiteliales localizados en la
periferia de la masa tumoral. El significado del infiltrado inflamatorio intra y peri
tumoral en cancer es controversial porque no siempre esta asociado la buena
respuesta del paciente en contra del tumor (Nakakubu Y, 2003), ademas que las
poblaciones de linfocitos presentes difieren de manera significativa entre el
NSCLC con respecto a otros tipos de tumores como por ejemplo los tumores
neuroendocrinos pulmonares que derivan de las células pluripotenciales. El
infiltrado es mas frecuente en los tumores pobremente diferenciados y hay una
correlacion entre el tamafo del tumor, el infiltrado inflamatorio y la sobrevivencia
del paciente (Ruffini E, 2009).

Los linfoctos T han demostrado ser un mecanismo efector importante en la
erradicacion de los tumores en modelos experimentales con ratones (Melief CJM
1992, 1995 ), pero la presencia de las células inflamatorias no necesariamente
hablan de la buena respuesta en contra del tumor, sino que su presencia en la
zona del tumor puede tener diversos significados clinicos y biolégicos. Los CTL
son las poblaciones principales y constituyen una respuesta antitumoral efectora.
Son capaces de matar a las células tumorales a través del reconocimiento directo
de péptidos antigénicos presentados por las moléculas del MHC clase | (Imai K,
2000). En cambio las células T CD4+ también migran a la zona del tumor su papel
antitumoral es dual dependiendo de las subpoblacién presente pudiendo ser
linfocitos reguladores (Treg) con el fenotipo CD4+ CD25+ FoxP3 o linfocitos
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efectoras. Los primeros obstaculizan la function de los CTL al suprimirlos e
indirecamente promueve el crecimiento del tumor y otras poblaciones de células T
CD4+ activan a los CTL inhibiendo los mecanismos de inmuno-vigilancia en el
huesped.

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ se activan de manera mas efeciente cuando MUCH1
no esta glicosilada o cuando solo tienen cadenas sacaridicas cortas
(hipoglicosilada) con antigeno Tn y antigeno T expuesto (Hiltbold 1998 y 1999,
Stepensky 2005, Vlad 2002). Sin embargo cuando la MUC1 esté hiperglicosilada
la capacidad de activacion de los CTL disminuyen (Hiltbolb,1999) debido a que
hay una presentacion de antigeno por MHC-I deficiente  (Hiltbold, 1998,
Hiltbolb,1999).

Alternativamente de los CTL hay poblaciones citotdxicas existentes en el infiltrado
de la zona del tumor como las células natural killer (células NK) que pueden
destruir células tumorales de manera no especifica y tienen un fenotipo CD2+,
CD16+, CD161+, CD56+ y hay subpoblaciones con fenotipo CD57+. Las células
NK tienen la capacidad de reconocer ligandos no-peptidicos (glicolipidos)
presentados por la molécula no clasica de presentacién antigénica CD1
(McNerlan, 1998 Okada T, 1995) y se ha reportado que lisan a células que
expresan MUC1 (Wajchman, 2004). Estas células expresan el receptor CD94 que
es un receptor tipo lectina que dimeriza con alguno de los receptores de inhibicidn
de las células NK conocidos NKG2 (NKG2 A-D) por lo que interactuan con el Sia-
Le* de las células tumorales. Esta interaccion puede inhibir o activar a células NK
dependiendo del receptor NKG2 que dimeriza con el CD94 (Lanier LL, 1998). Las
células NK no solo son citotéxicas, sino que también se les ha asociado al pobre
pronéstico de pacientes con cancer gastrico a corto plazo porque producen IFN-y,
TNF-a y GM-CSF, algunas quimiocinas como MIP-13 y RANTES, lo que favorece
la diseminacion de la células tumorales (Ohyama Ch, 2002).

Hay poblaciones menores en el infiltrado inflamatorio en la zona del tumor como
los linfocitos NKT que tienen propiedades inmuno-regulatorias debido a que

producen citocinas como IL-4 e IFN-y, expresan una actividad citotoxica

23



incrementada principalmente contra células tumorales (Kawano 1998) y en menor
proporcién células B productoras de anticuerpos especificos y macrofagos
citotdéxicos (Vgenopoulou S, 2003).

El comportamiento clinico, a veces impredecible de muchas neoplasias, ha
intensificado la busqueda de factores prondsticos con el fin de discriminar, dentro
de un mismo estadio clinico, a los pacientes que evolucionaran favorablemente de
las que no, con el objeto de individualizar el tratamiento segun sea el caso. Dado
que el infiltrado inflamatorio puede tener un prondstico a favor o en contra
dependiendo del estadio y grado de diferenciacién de la neoplasia, asi como
también del tipo de antigenos y las propiedades inmunogenicas que tiene, el
presente estudio plantea encontrar si existe alguna relacion entre la presencia del
infiltrado linfocitario y la expresion de los TAAs glicosilados con el curso clinico del
adenocarcinoma pulmonar, bajo lo cual nos hemos planteado la siguiente

justificacién al proyecto.
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Justificacion:
Se ha sugerido que los TAAs sacaridicos de MUC1 estan implicados en la
activacion de Células T citotoxicas y que identificar las moléculas relacionadas

con la activacién in situ determina la funcién de dichas células.

Planteamiento del problema:

Las células tumorales son pobremente inmunogenicas porque provienen de tejido
propio del paciente. El tipo de células presentes en la zona del tumor, asi como los
antigenos que expresa nos puede indicar el tipo de respuesta efectora que se
presenta contra el tumor. El realizar una descripcion fenotipica de las poblaciones
citotoxicas in situ y los TAAs sacaridicos que expresan podrian servir como
factores pronédsticos para pacientes debido a que puede darse una respuesta
inmune contra el adenocarcinoma pulmonar productor de MUC1 hipoglicosilado.

Hipotesis:
La sobreexpresién de TAAs sacaridicos en el adenocarcinoma pulmonar que
expresa MUC1 hipoglicosilada correlaciona positivamente con la presencia de las

células T citotdéxicas infiltrantes del tumor.
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Objetivo general:
Identificar el fenotipo de células citotdxicas efectoras infiltrantes de tumor In situ en
tumores productores del antigeno MUC1 en pacientes con adenocarcinoma

pulmonar.

Objetivos particulares.

1. Identificar por medio de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos
monoclonales los TAAs sacaridicos (Tn, T, Sialil Lewis”, Lewis*) en
cortes histolégicos de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

2. ldentificar por medio de inmunohistoquimica las poblaciones de
células T infiltrantes de tumor (CD8+, CD4+, CD57+) en cortes

histologicos de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

3. Identificar por medio de inmunohistoquimica las moléculas de
activacion CD25, CD69 en las células infiltrantes del tumor en cortes

histologicos de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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Material y método:
Reactivos bioldgicos.

e Anticuerpos monoclonales de ratén contra CD8, CD15 (antigeno Lewis X) y
CD57 de la marca Dako (E.U.A.); CD3, CD25 (IL2 receptor),CD69, MUC1-
DF3 (antigeno glicosilado), T (antigeno) fueron obtenidos de Abcam
(Cambridge, UK); CD4, SLX (antigeno) de la marca Millipore; (E.U.A.); y
finalmente el Tn218 (antigeno Tn) de Genetex (E:U.A.)

e Kit de doble marcaje de Dako (EnVision™ G/2 Doblestain System, Rabbit/
Mouse—DAB+/Permanent Red) incluyenlos anticuerpo secundario Polimero
HRP vy el Polimero AP Dako (E.U.A.),

Muestras bioldgicas.

Se obtuvieron del departamento de patologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias muestras de pulmén de 6 pacientes con diagnostico
de adenocarcinoma pulmonar en estadio IV que habian fallecido en el INER y
como control de las pruebas se incluyé 5 muestras histologicas obtenidas del
Servicio Médico Forense que correspondieron a individuos sin datos patolégicos
aparentes fallecidos en accidentes automovilisticos. La estadificacién de los
pacientes fue de acuerdo al sistema de clasificacion TNM (T: extensién del tumor
primario, N: ausencia o presencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales,
M: ausencia o presencia de metastasis a distancia).

Todos los pacientes con adenocarcinoma pulmonar incluidos en el estudio
incluyen antecedentes de tabaquismo y presentaron diversas metastasis (Tabla
1). El rango de edades de los pacientes fue de 55-77 afos. Se incluyeron
pacientes con diagnéstico confirmado conforme a la clasificacion TNM, con
expediente clinico y patologico completo. Mientras que, se excluyeron los casos
con comorbilidades y expediente clinico incompleto (Tabla 1).
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Inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacién, sobre

muestras tisulares o citolégicas, de determinantes antigénicos caracteristicos de

distintas lineas de diferenciacion y (funcionalidad) celular. La aplicacién directa de

anticuerpos policlonales o monoclonales sobre secciones tisulares permite la

localizacién microanatémica de su expresion y su correlaciéon con los parametros

morfolégicos,

aumentando

la sensibilidad y especificidad del

proporcionando informacidn adicional esencial en muchos casos.

estudio

Tabla 1. Datos clinicos de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

y

Caso | Determinacion | Sexo | Edad | Sobrevida | Factores Metastasis

Histopatoldgica después | predisponenetes
del Dx

1 Adenocarcinoma | F 77 3 meses Tabaquismo Intestino,
bien pleura,
diferenciado durante 40 aN0s | ;56
(APBD) suprarrenal,

rinon,
higado,
diafragma,
encéfalo,

2 Adenocarcinoma | F 55 3 meses Tabaquismo Intestino,
bien pleura,
diferenciado durante 5af0s | ;o560
(APBD) suprarrenal,

rinon,
higado,
diafragma,
encéfalo

3 Adenocarcinoma | M 52 8 meses Tabaquismo Intestino,
bien durante 8 anos pleura,
diferenciado corazon,
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(APBD)

suprarrenal,
rinon,
higado,
diafragma,

encéfalo

Adenocarcinoma
de células
grandes  poco
diferenciado
(APCG)

80

9 meses

Tabaquismo

durante 54 anos

Intestino,
pleura,
corazén,
suprarrenal,
rinon,
higado,
diafragma,

encéfalo

Adenocarcinoma
Broncoalveolar
(APBA)

69

1.4 anos

Tabaquismo

Durante 13 afnos

Intestino,
pleura,
corazén,
suprarrenal,
rinon,
higado,
diafragma,

encéfalo

Adenocarcinoma
de células
transparentes
(APCCQC)

56

2 meses

Tabaquismo

durante 35 anos
y exposicion
humo de lefa en

la infancia

Intestino,
pleura,
corazén,
suprarrenal,
rinon,
higado,
diafragma,

encéfalo

Los casos se determinaron como estadio IV por medio de la clasificacion TNM.

La técnica de inmunohistoquimica consiste en el reconocimiento especifico de un
antigeno y su deteccién por medio de un anticuerpo secundario para amplificar la

reaccion y visualizado por el desarrollo de color utilizando un cromégeno y una
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enzima que al interactuar con su sustrato hay una reaccién de oxido-reduccion
que al liberar electron y el cromégeno 3,3 -diaminobencidina (DAB) se oxida y
genera radicales libres que interactian entre ellos para generar polimeros color
café. La técnica permite identificar dos antigenos en la superficie de la célula. En
el caso particular de este trabajo se realizaron tinciones para una y/o dos
antigenos. Para la tincién doble se utilizé6 un kit comercial en el que el primer
antigeno se visualiza mediante el sistema estreptavidina peroxidasa (HRP)/DAB y
el segundo antigeno mediante AP/Permanent Red. La técnica inicia con el uso del
bloqueador de peroxidasa enddégena que se encuentra presente en tejidos para
evitar interferencia con el revelado con el sistema HRP/DAB. La técnica contintda
con la incubacién de los cortes con el anticuerpo primario de ratén o de conejo en
camara himeda a 37°C por 60 minutos. Todos los anticuerpos utilizados fueron
titulados previamente para conocer la dilucidbn o6ptima de trabajo. Posterior
enjuagar con Buffer TBS tween al .02%, los tejidos se incuban con el reactivo
Polymer/HRP que es un polimero de dextrano y anti-lnmunoglobulinas de conejo y
ratbn conjugado con estreptavidina peroxidasa (HRP) que funciona como
anticuerpo secundario universal. La reacciéon se visualiza mediante el uso del
cromégeno DAB. Para las muestras que requieren identificar un segundo
antigeno, se incuba un anticuerpo primario de ratén/conejo (previamente titulado),
seguido de un enjuague con Buffer TBS tween al .02%, los tejidos se incuban
con el reactivo Rabbit/Mouse-Link y enjuague con Buffer TBS tween al .02%. Por
ultimo se incuba un polimero de dextrano acoplado a fosfatasa alcalina y se revela

la tincion utilizando Permanent Red Chromogen.
Procedimientos Inmunohistoquimica
Desparafinacion-Deshidratacion

Los portaobjetos fueron tratados con una solucién de aminosilano al 3% en
acetona, sumergiéndolos durante 5 minutos a temperatura ambiente lavados por
un minuto con agua desionizada y secados a temperatura ambiente, se cortaron

los tejidos y se incluyeron en parafina con un grosor de 4 um. Se coloco en la
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parte inferior del portaobjetos el corte histolégico problema y en la parte superior
se coloco el corte histolégico testigo (control positivo), se idéntico cada laminilla
con el numero del bloque de la necropsia correspondiente y el anticuerpo a
detectar. Ademas se anadié un corte problema como control negativo a cada
prueba realizada. Se desparafiné los tejidos por medio de una incubacién a 60 "C
durante 60 min y se transfiridé las muestras a la secuencia de

Deshidratacion/Hidratacion (Tabla 2).

Recuperacioén de antigeno

El proceso de recuperacién de antigenos tiene como finalidad exponer los
determinantes antigénicos (epitopos), esto se llevé a cabo con el uso de una
solucion amortiguadora y un contenedor especial para microondas de la marca
Nordic Ware de 2.37 L. Se colocaron las laminillas en un vaso coplin de plastico y
se le agregd 50 ml de la solucion recuperadora de antigeno (DIVA, Biocare
Medical,E.U.A.). Se agreg6 al contenedor 500ml de agua destilada y se calenté
5min en el horno de microondas, posteriormente se coloco dentro del contenedor
el vaso de coplin y se calento en bafno maria 5min. Antes de destapar el
contenedor se enfrid a temperatura medio ambiente por 20min. Después de sacar
las laminillas del vaso de coplin se lavaron con agua desionizada y se colocaron

en una camara humeda.
Bloqueo de peroxidasa endégena
Las laminilla se bloquearon con 100 pl de la solucién bloqueadora de peroxidasa

y se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo se

enjuagaron con buffer TBS-Tween al .02%
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Inmunoreaccién del anticuerpo

La zona de andlisis se delimito con un lapiz hidr6fobo (Dakopen) y se aplico
directamente sobre los cortes 100yl de solucidbn de anticuerpo primario
previamente titulados incubando durante 60 min a 37°C en camara himeda (tabla
3), pasado el tiempo se lavardn con buffer TBS-Tween al .02% y se aplico 100 pl
de polimero-HRP ( Dako, E.U.A.) incubando por 30 min. en las mismas

condiciones.

Tabla 2. Secuencia de Deshidratacion/Hidratacion.

No. Soluciéon Tiempo
1 Xilol 5 min.

2 Xilol 30 seg.
3 ETOH Abs. Anhidro 30 seg.
4 ETOH Abs. Anhidro 30 seg.
5 ETOH 96% 30 seg.
6 ETOH 96% 30 seg.
7 ETOH 80% 30 seg.
8 ETOH 70% 30 seg.
9 ETOH 60% 30 seg.
10 ETOH 50% 30 seg.
11 Agua destilada 30 seg.
12 Agua destilada 5 min.

Revelado con diaminobencidina 3,3 (DAB)
La reacciéon se revel6 con una solucion cromégena DAB y peroxido de

hidrégeno, se colocd 100 ul cada una de los cortes histoldgicos se incubaron a

temperatura ambiente de 5 a 10 min, monitoreando en el microscopio el

32



desarrollo de color para parar oportunamente la reaccion con buffer TBS-Tween
al .02% antes de que el tejido se darie.

Contratincion con hematoxilina

Para visualizar las células y los nucleos, los cortes histolégicos se contratifieron
con 100 ul hematoxilina (CAT Hematoxylin (Biocare, Medical, E.U.A.) durante1
minuto, se enjuagaron con agua destilada y se vir6 la tincion con una solucién de
hidréxido de amonio al 0.35 M. hasta obtener la coloracion azul celeste de la
hematoxilina, se enjuagaron los cortes histolégicos con TBS-tween al.02%y se

escurrio el exceso de la solucién.
Montaje de laminillas

Los cortes histoldégicos contratefiidos se deshidratardn sumergiéndolos en
soluciones de alcohol, iniciando con alcohol al 70%, 75%, 80% y alcohol absoluto.
Se secaron a temperatura ambiente y se montaron con el medio de montaje
(EcoMount de Biocare Medical, E.U.A.).

Inmunohistoquimica con Sistema de doble tincion.

La inmunoreaccién del primer anticuerpo primario se realizo de acuerdo al
protocolo mencionado hasta el paso del revelado con DAB. El segundo antigeno
se identifico incubando en los cortes histolégicos el segundo anticuerpo primario
en las mismas condiciones para los casos anteriormente descritos y de acuerdo a
las condiciones de la tabla 3, seguido de un enjuague con Buffer TBS tween al
.02%. Para el revelado del segundo anticuerpo primario se incubo 100ul de
anticuerpo secundario Rabbit/Mouse-Link (Dako E.U.A.) a 37° C, se enjuagaron
los cortes histolégicos con Buffer TBS tween al .02%. ademas se incubo 100yl del
polimero de dextrano acoplado a fosfatasa alcalina Polymer/AP (Dako E.U.A.) a
37° C, se enjuago con Buffer TBS tween al .02%. Por ultimo se revel6 la presencia
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del antigeno utilizando el cromogeno Permanent Red Chromogen (Dako E.U.A.) el

cual fue aplicado a los cortes histolégicos e incubar a temperatura ambiente de 5 a

10 min, monitoreando por medio del microscopio el desarrollo de color rojo antes

de parar la reaccion con un enjuagué

contratincion con hematoxilina y se montaron con resina.

TBS-tween al .02%. y se hizo la

Tabla 3. Anticuerpos usados en la evaluaciéon de Inmunohistoquimica.
Recuperador Anticuerpo
Anticuerpo | Antigénico Distribucién | Dilucion y | Secundario
Monoclonal Isotipo | Marca Especificidad | de tincion tiempo de |y tiempo
Raton incubacion | de
incubacion
CD57 Citratos IgM Dako Subpoblaciones | Membrana 1:50 Polimero
pH. 7 Kappa | Cytomation | de linfocitos T Celular 60min HRP
CD57 30min.
CDs8 Citratos lgG1 Dako Linfocitos T | Membrana 1:50 Polimero
pH. 7 Kappa | Cytomation | citotéxicos Celular 60min HRP
CDs8 30min.
Citratos lgG1 Abcam Células Membrana 1:100 Polimero
MUC1 pH. 7 Kappa epiteliales y | Celular y | 60min AP
algunos citoplasma 30min.
linfocitos T Normal
Cancer
Citratos IgM Millipore Células citoplasma 1:100 Polimero
Vimentina pH. 7 mesenquiales 60min HRP
30min.
CD25 Citratos IgG1 Abcam Marcador  de | membrana 1:20 Polimero
pH. 7 Kappa activacién  de 60min HRP
células T 30min.
Citratos IgM, Dako Antigeno Membrana 1:100 Polimero
CD15 pH. 7 Kappa Lewis X 60min HRP 30
min.
EDTA IgG1k | Millipore Linfocitos T | Membrana Prediluido Polimero
CD4 pH.9 CD4+ dominio 45min HRP
Externo 30min.
Citratos IgM Genetex Antigeno Tn Membrana 1:100 Polimero
Antigeno Tn | pH. 7 60min HRP
30min.
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Anti-sialil Citratos IgM Millipore Sialil Lewis X Membrana 1:75 Polimero
Lewis X pH 7 60min HRP
30min.
Anti-T Citratos IgG AbCam Antigeno T Membrana 1:100 Polimero
pH 7 HRP
30min.

Los anticuerpos se diluyeron en PBS y se titularon para obtener la concentracién 6ptima para cada

caso

Evaluacion para la inmunotincion.

Para evaluar la reaccion se utilizaron los siguientes criterios (metodologia

adaptada de Loughlin y Hussein 2007):

Control positivo: Para infiltrado celular se utilizaron cortes de amigdala
humana.

Control negativo: Corte histolégico de patologia pulmonar sin anticuerpo
primario.

Controles del tumor: Cortes histol6gicos patologias pulmonares crénicas
no neoplasica.

Todas

secuencialmente del mismo bloque para poder evaluar las mismas

las inmunotinciones se hicieron en cortes seriados
estructuras histolégicas bajo la constante asesoria de patélogos del
departamento de patologia del INER para la interpretacion de los cortes
histolégicos en cuanto al diagndstico, celularidad e inmunoreaccion.

La cuantificacidén de las células se hizo en campos seleccionados al azar
en la zona del tumor y el infiltrado se evalu6 en la zona circundante al
tumor.

El conteo se hiz6 dos veces por diferentes observadores y se descarto
el tejido necrético.

El 4rea evaluada fue de mm®. El nimero de campos que equivalen a 1
mm?, fue calculado midiendo el diametro del ocular con un micréometro
objetivo marca Zeiss. Para el caso del objetivo 40X en el que basamos

nuestras evaluaciones el darea calculada para cada campo de
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observacién fue de 188,574.54 um® aplicando la féormula de area del
circulo (Area=m r?), con lo cual se calculé que 5.3 campos 6pticos
corresponden a 1mm? para nuestro microscopio Zeiss éptico modelo
1251CS con un ocular 10X (Tabla 5).

Digitalizacion y analisis de imagenes.

e Las imagenes del microscopio Zeiss Modelo 1251CS fueron
digitalizadas con la camara digital Sony Cyber-Shot DSC-W100 con una
resolucion de 8 megas pixeles. El analisis de las imagenes se realiz6
con el sofware para andlisis de imagenes digitales y en 3D ImageJ
(Version 1.0).

Calculos:
PARA OBJETIVO 40X Y OCULAR 10X
1mm?= 1 000 000 um2
Area=mr r?
188,574.54 pm® — 1 campo 1x10° um®> X X= 5.3 campos

Tabla 5. Calculo del nimero de campos que se deben de contar para tener una evaluacion

por mm®.

Numero de

Microscopio Ocular Objetivo Diametro | Area) camlpos
equivalentes a
1mm?

Carl Zeiss 10X 1800 um | 2,544,696 um® 2.5

Estandar. 10X *40X 490 um 188,574.54 pm® | 5.3

Modelo 125ICS 100X 190 um | 28,352.94 um”® 8.5

*El objetivo 40X fue el utilizado para todas las evaluaciones.

36



Resultados:

En las muestras histolégicas obtenidas de los pacientes con diagnéstico de
adenocarcinoma pulmonar primario se presentd gran heterogeneidad histolégica.
De acuerdo a los criterios de clasificacion previamente reportados por Keith M
Kerr, 2009, en 3 de los casos estudiados el Adenocarcinoma pulmonar fue del tipo
bien diferenciado, un solo caso el adenocarcinoma estaba poco diferenciado, otro
fue adenocarcinoma del tipo bronquio-alveolar y finalmente otro caso el

adenocarcinoma fue de células claras (figura 4).

Figura 4. Presencia de MUC1 en diferentes tipos histoldgicos de Adenocarcinoma pulmonar
10X . Tejidos de adenocarcinoma pulmonar obtenidos de los diferentes casos de estudio. La
inmunotincién con el anticuerpo monoclonal anti MUC1 clona DF3 revelado con rojo rapido fue
positiva, en todas las células del tumor. (A) corresponde a Adenocarcinoma papilar bien
diferenciado. Se observa el epitelio cilindrico ciliado normal sin marca y la papila de células
epiteliales neoplasicas con marca intensa en el citoplasma y la membrana. (B) Adenocarcinoma
bronquio-alveolar, se observa el epitelio bronquial neoplasico con marca intensa. (C)
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Adenocarcinoma de células claras, se observa el parénquima pulmonar con presencia de un foco
microscopico que corresponde a una neoplasia epitelial, que es evidente con la tincion, rodeadas
por tejido inflamatorio. D) Adenocarcinoma de células grandes moderadamente diferenciado, se
observa el parénquima pulmonar sustituido por una neoplasia que forma laminas, que es
evidentes con la tincion, rodeadas por tejido fibroconectivo negativo al anticuerpo.

Los cortes histoldgicos de de pacientes con adenocarcinoma pulmonar productor
de MUC1 tienen una gran cantidad de infiltrado inmunolégico. La media fue de
1031 de células tumorales con una S.D. = 20.83 y una media de 611 células
infiltrantes con una S.D * de 141.69, la variante entre ellas fue de 1.22 a 2.15
células. El infiltrado mas significativo se presenta en dos casos de APBD en
comparacidén con todas las muestras, teniendo una relacion de 1.22 y de 1.41
células infiltradas por cada célula tumoral en un mm?, en cambio para APCC por
cada 2.15 células tumorales hay una célula infiltrante. Estos datos son aun mas
relevantes si los comparamos con la media de los controles que fue de 79 con una
S.D + de 17.017 de células infiltrantes por mm? (Tabla 5).

Se observé que APCC tiene la mayor densidad de células neoplasicas asi como el
menor nimero de células infiltrantes por mm? y que uno de los casos de APBD
tiene 837 células infiltrantes siendo el mayor numero por mm2, dato que al
compararse con el nimero de células tumorales por mm® es menor por 185

células.

En el andlisis del infiltrado leucocitario con anticuerpos monoclonales se
observaron las siguientes subpoblaciones celulares: células T CD4+, células T
CD8+ y células CD57+ las cuales expresan moléculas de activacion CD25 y CD69
(Figura 5).
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Tabla 5. Caracteristicas histolégicas de los casos y relacion de células

tumorales e infiltrantes por mm?

CASO

Histopatologia

del tumor

No. Células

tumorales/mm?

No. Células

Infiltrantes/mm?

Cel

tumoral/infiltrantes

Relacién

Adenocarcinoma
bien diferenciado
(APBD)

1022

837

1.22

Adenocarcinoma
bien diferenciado
(APBD)

1046

737

1.41

Adenocarcinoma
bien diferenciado
(APBD)

1009

498

2.02

Adenocarcinoma
poco diferenciado
(APPD)

1010

556

1.81

Adenocarcinoma
bronquialveolar
(APBA)

1041

550

1.89

Adenocarcinoma de
células claras
(APCCQ)

1060

493

2.15

* promedio de control sano 79 S.D + 17.017 de células/mm?
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Figura 5. Caracterizacion fenotipica de células infiltrantes de tumor productor de MUC1
hipoglicosilada (tomado del caso 4 APPD 40X).Inmunohistoquimica con doble tincién revelando
los fenotipos de las células infiltrantes del tumor y expresién de moléculas de activacion. Las
imagenes muestran las células tumorales positivas a MUC1 reveladas con el cromégeno
permanent red .Los fenotipos celulares se muestran en las marcas color café marron. (A) Linfocitos
T CD4+. (B) Linfocitos T CD8+. (C) Células NK (CD57). La expresion de la molécula de activacion
se muestran en las images D) CD25 (receptor alfa de IL2) y E) Expresién de la molécula de
activacion CD69.

Al contabilizar el infiltrado de las diferentes subpoblaciones de linfocitos en el
adenocarcinoma pulmonar, los CTL CD8+ presentaron el mayor numero de
células infiltradas. Para los casos de APBD presenté un 22%, 75% y 100% de
células por mm?, en el APPD presento un infiltrado del 100%, un 62% en el APBA
y por Ultimo con un 100% para el caso de APCC por mm?. Para las células T
CD4+ fue significativo el infiltrado en uno de los casos de APBD con un 73% y los
demas casos con un infiltrado menor al 40% por mm?. En la poblacién de células T
CD57+ se observé un porcentaje muy bajo en comparaciéon con las otras
poblaciones, menor al 10% en 2 de los casos de APBD, APPD, APBA y APCC
por mm?, con un aumento significativo en uno caso de APBD del 29% en un mm?.

Sin embargo al comparar el infiltrado general entre los casos se destaca la
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presencia de un 73% de células T CD4+ similar al 75% de CTL CD8+ y con el
mayor porcentaje de 29 de células T CD57+ en uno de los casos de APBD. El
infiltrado mas significativo entre los fenotipos presentd una proporcién de 7 células
CTL CD8+ por 1 célula T CD4+y 1 célula T CD57+y de 5 CTL CD8+ por 1 célula
T CD4+y 1 célulaT CD57+, esto en dos de los casos de APBD (Tabla 6).
Ademas se demostr6 que la poblacién celular CD57+ estaba practicamente
ausente en comparacién con las demas poblaciones (menor al 10%), a excepcidn
de uno de los casos de APBD que present6 el mayor numero de células CD57+
(29%).

Al evaluar las células efectoras se encontrd que en la mayoria de los casos las
células infiltrantes expresaban las moléculas de activacion temprana CD69 y
CD25 (Tabla 7). En casi todos los casos la molécula de activacion CD25 se
expresa en menor proporcidn que la molécula de activacion CD69. Se puede
apreciar que no existe ningun patrén en la expresién de estas moléculas de
activacion en las células infiltrantes y que en los cortes histolégicos de pacientes
sanos (control) no hay expresion de moléculas de activacidén en las células
infiltrantes. Inesperadamente se encontré que las células tumorales también
expresaron la molécula de activacion CD25 obteniéndose los siguientes
porcentajes: para el caso 1=100%, Caso 2=92.06%, Caso 3=95.41%, Caso

4=100%, Caso 5=100% y Caso 6=100% por mm®.

Tabla 6. Porcentaje de fenotipos celulares presentes en el infiltrado de

adenocarcinoma pulmonar por mm?.

Caso Porcentaje células | Porcentaje células Porcentaje Relacion de
CD4+ CD8+ células CD57+ fenotipos
CD4 : CD8 : CD57
1.APBD 418 22.34 5.61 1:5: .4
2.APBD 73.27 75.30 29.44 1:1:2
3.APBD 13.05 100 2.81 1:7:.3
4 .APPD 31.29 100 0.35 1:3:01
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5.APBA 25.63 62.18 19.45 1:2:3
6.APCC 35.69 100 0.81 1:2:0.1
Control 417 23.82 72.01 1:3:5

Cada uno de los datos fue calculado a partir del conteo de células infiltrantes por mm2, para el
caso 1=837 células, caso 2=737, caso 3=498, caso4=556, caso 5=550 y en el caso 6=493 células.
Control media 79 con S.D *de 17.

La inmunohistoquimica en los cortes histologicos de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar revel6 para todos los casos la expresion de MUC1 en
las células neoplasicas. La distribucion de las moléculas fue homogéneo en toda
la membrana y estaba presente en el citoplasma de cada célula tumoral. El
anticuerpo anti-MUC1 clona DF3 utilizado para este antigeno esta dirigido a los
la MUCH1

especificamente hacia el péptido en la region de tandem. Los controles para las

epitopes de la isoforma transmembranal de hipoglicosiladas
neoplasias fueron cortes histolégicos de pulmén de personas sanas que murieron

en accidentes los cuales fueron negativos para esta tincion (Figura 4).

Tabla 7. Porcentajes de células activadas en el infiltrado por mm?.

Caso Porcentaje de Porcentaje de | Relacion de Porcentaje de
células CD25+ células CD69+ fenotipos céluas no activadas
1.APBD 7.76 0 7:0 92.24
2.APBD 0 74.21 0:74 25.79
3.APBD 4.41 5.42 1:1 90.17
4. APPD 6.47 33.63 1:5 59.90
5.APBA 21.63 60.54 1:3 17.85
6.APCC 9.53 33.06 1:3 57.41
Control sano 0 0 100

Los datos calculados para CD25 y CD69 se hicieron a partir del conteo de células infiltrantes por
mm2, para el caso 1=837 células, caso 2=737, caso 3=498, caso4=556, caso 5=550 y en el caso
6=493 células. Cada uno de los datos calculados para CD25 tumoral fueron a partir del conteo de
células tumorales por mm2, para el caso 1=1002, 2=1046, 3=1009, 4=1010, 5=1041, 6=1060.
Control media 79 S.D *de 17 células.
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Los TAAs sacaridicos, Lewis X o CD15, antigeno Tn (GalNac), antigeno T (Gal-
GalNac) y MUC1 se encontraron en todos los casos clinicos. Solo en 3 de los
casos (1, 4 y 6) también se identificé la presencia del antigeno SLX (Figura 6).
Inesperadamente se encontr6 que las células tumorales también expresaron CD25
(cadena alfa del receptor para IL-2) obteniéndose los siguientes porcentajes: caso
1=100, Caso 2=92.06, Caso 3=95.41, Caso 4=100, Caso 5=100 y Caso 6=100

células tumorales CD25+ (Figura 6D).

En cada corte histolégico se cuantificd el numero de las células tumorales
positivas a cada TAAs sacaridico por mm? de acuerdo al procedimiento antes
mencionado. En cada caso se describieron la distribucion de los TAAs sacaridicos,
asi como la intensidad. Con el andlisis digital de las imagenes se obtuvieron el
porcentaje de células que expresaban cada uno de los TAAs sacaridicos (Tabla 8),
apreciandose un comportamiento muy parecido en los TAAs sacaridicos de cada

caso (Gréfica 1).

Figura 6. Antigenos expresados en el adenocarcinoma pulmonar poco diferenciado de
células grandes (tomado del caso 4 APPD 40X). Por medio de inmunohistoquimica se
identificaron los antigenos A) MUC1, B) Antigeno Tn, C) Lewis X, D) CD25, E) Sialil Lewis X y F)
antigeno T.
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Tabla 8. Distribucidon porcentual de células neoplasicas que expresan TAAs

sacaridicos.

Caso MUCH Tn T Lewis X [ SLX
1.APBD 89.62 80.52 3.13 78.18 1.46
2.APBD 86.32 97.60 2.86 75.11 0
3.APBD 90.98 81.53 2.96 66.89 0
4.APPD 97.52 99.00 2.87 32.67 0.19
5.APBA 100 87.09 2.67 68.39 0
6.APCC 100 100 3.45 100 1.64

Distribucién porcentual de TAAs sacaridicos, los datos fueron calculados a partir del conteo de
células tumorales por mm2, para el caso 1=1002, 2=1046, 3=1009, 4=1010, 5=1041, 6=1060. El
control sano y las muestras de pacientes con patologias pulmonares cronicas no neoplasicas, no

expresaron ninguno de estos antigenos.

Grafica 1.Distribucion porcentual de TAAs por caso clinico en un mm?
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El CD25 (cadena o del receptore para IL-2) se expreso en la mayoria de las células tumorales de
manera muy homogénea que va desde el 92% al 100% de las células en todos los casos
analizados. Los datos no se incluyeron en la grafica porque este marcador no es considerado
como TAAs y su presencia en las células tumorales indican que probablemente estas células son
dependientes de IL-2 para su crecimiento

Los datos fueron analizados y comparados estadisticamente por la prueba de
correlacién lineal de Pearson, lo que demostré que la expresion del TAAs MUCH1
correlaciona significativamente con el antigeno Tn, pero no para los antigenos T y
sialil lewis X. También la correlacidén entre los CTL con respecto a la expresiéon de
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MUCH1 fue positiva al igual que, para el antigeno Tn y el CD15, pero no con las
otras poblaciones celulares infiltrantes.

Los pacientes con mayor sobrevida después del diagndstico fue el caso 5 que
corresponde a un paciente con APBA y la sobrevida fue de 1.4 afos, siguiéndole
APPD con 9 meses, y los casos de APBD fluctuan entre los 2 hasta los 8 meses y
el mas agresivo fue el APCC. Aparentemente la edad ni el sexo no son factores
desicivos. En este ultimo caso la relacion de numero de células tumorales con
respecto al infiltrado era 2.15 células tumorales por cada célula infiltrante. Es decir
que el paciente con menor sobrevida presento el numero mas bajo de células

infiltrantes.
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Discusion:

El adenocarcinoma pulmonar comprende un grupo heterogéneo de neoplasias con
caracteristicas histolégicas, antigénicas y bioquimicas diferentes, pero WHO, 2004
los clasifica dentro del mismo grupo por el origen a partir de células epiteliales y
glandulas bronquiales, pero las caracteristicas clinicas e inmunolégicas propias
para cada variante. La respuesta inmune contra el adenocarcinoma pulmonar es
variada y dependen parte de subtipo o variante histolégica, ya que la prevalencia y
la distribuciéon del infiltrado inflamatorio no es igual en todas las variantes
histologicas. En nuestro caso encontramos 4 de las variantes histolégicas (APBD,
APPD, APBA y APCC) en los casos analizados. En 2 de los 3 casos de APBD
hubo una gran similitud en cuanto a las caracteristicas infiltrado inflamatorio y en
su curso clinico, pero en cuanto al tipo de TAAs . MUC1, el antigeno Tn y el
Lewis® se expresaron en la mayoria de las células tumorales en caso estudiado y
los porcentajes de células tumorales positivas a cada marca en los 6 casos fueron
similares, en comparcion con las células tumorales que fueron positivas para las
marcas para el antigeno T y Sia-Le*, se expresado en muy pocas células
tumorales en los 6 casos analizados y entre ambos antigenos losporcentajes de
células positivas fueron similares. Esto indica que la biosintesis de MUC1 se
trunco en el primer carbohidrato, es decir ya no hubo la expresién de la galactosil-
transferasa que acarrea y pega la galactosa al antigeno T y por tal razén el
anticuerpo (anti MUC 1 clona DF3, Abcam) que esta dirigido contra la parte
proteica de la MUC1, posiblemente esta reconociendo la misma molécula que lo
hace el anticuerpo contra Tn, por lo que es 16gico pensar en reultados semejantes.
En el caso del antigeno Lewis*, su biosintesis deriva del antigeno T que constituye
el core 2 para la biosintesis de otras moléculas en el cual la enzima B3Gal-T
anadié una galactos al antigeno T para continuar la biosintesis del antigeno
Lewis®, que oculto el epitope antigénico reconocido por el anticuerpo contra
antigeno T, lo cual no hubo marca positiva en la inmunohistoquimica para este

antigeno, pero si para el antigeno Lewis*.
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En el caso de antigeno Sia-Le*, casi no se expreso en los tejidos, lo que indica
que a pesar que se formo su precursor, el antigeno Lewis®, no se expreso la
enzima sialil transferasa que une especificamente el acido sialico al antigeno
Lewis™ y por lo tanto la marca fue negativa practicamente en todos los casos. Esto
tiene una implicién clinica, ya que al no existir Sia-Le*, la posibilidad de
diseminacion de las células neoplasicas por via hematégena disminuye porque
como se menciono anteriormente, este es un ligando para las moléculas de
adehsion selectinas del endotelio vascualar. Esto explica en parte la evolucion
mas lenta del adenocarcinoma con respecto a otros tipos de cancer pulmonar. Por
otro lado, el infiltrado celular en el tumor se encuentra de manera muy marcada en
la periferia de la masa tumoral solida y existen muy pocas células en el estroma
del tumor. Hay reportes donde asocian la magnitud del infiltado con el grado de
diferenciacion del tumor. El infiltrado es mayor en el caso de tumores poco
diferenciado, esto puede deberse a que este tipo de tumores presentan una gran
microvasculacion que favorece la migracion linfocitara, pero es evidente que las
diferencias pueden deberse a las caracteristicas inmunogenicas del tumor, asi
como posiblemente a la produccién de quimiocinas.

La presencia de infiltrado mononuclear en los tumores malignos es frecuente y
durante afos se ha considerado como indicador de buen pronostico para el
paciente (Ishigami, 2000). Sin embargo aun no esta bien esclarecido porque las
células efectoras de la respuesta inmune no ejercen su accion antitumoral de
manra eficiente. Una explicacidnpodria ser que el tumor por si solo presenta
mecanismos de evasidén que evitan una buena respuesta antitumoral, pero con el
reciente descubrimiento de subpoblaciones reguladoras linfocitos T en la zona del
tumor podria ser otra explicacion.

Por tal razén el interés de tipificar el fenotipo de estas poblaciones linfoides para
entender la funcionque ejerce cada poblacion en lo individual o la suma de
interacciones celulares y molecualres que llevan a un balence general de
supresion o de activacion de respuestas antitumiorales efectoras.

Existen reportes en los que se ha caracterizado los fenotipos de las poblaciones
celulares infiltrantes en tumores y se ha encontrado un predominio de CTL CD8+,
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macréfagos (CD14+), células dendriticas (CD1+), con pocas células NK
(CD56+CD57+) y linfocitos B (CD20+). La presencia de poblaciones T citotoxicas
efectoras con marcadores de activacion como el CD25+, CD69+ y CD57+ asi
como de macréfagos en la zona del tumor nos indica que la respuesta inmune
celular del huésped esta tratando de controlar el tumor lo que indicaria un buen
pronostico para el paciente, sobretodo aquellos en los que se ha resectado
quirurgicamete el tumor (Kuroda, 2005)., pero si junto con estas poblaciones se
presentan las Treg (CD25+Foxp3+), esto nos indica que la respuesta esta
suprimida o parcialmente suprimida y el pronostico puede ser desfavorable para el
paciente. Pero es interesante preguntarse porque sucede este fendémeno. La
respuesta podria ser simple, si consideramos que los tumore provienen de células
propias y al presentarse una reaccion en contra de ellas, se puden generar
procesos de autoinmunidad, los que se han demostrado en modelos animales de
ratones donde se depletan estas poblaciones reguladoras ((Nakano O, 2001).

Por otro lado la mayoria de los estudios in vitro para determinar la funcion
antitumoral se hacen a partir de células en circulacién, no revela la situacién real
en la zona del tumor. Recientemente, se ha descrito el incremento en circulacion
de una poblacién citotéxica efectora en pacientes con cancer con el fenotipo
CD8+CD57+ (Becknell, 2003). En los resultados obtenidos con las células en
circulacion no consideran la influencia del microambiente, ni el contacto fisico
entre poblaciones y esto seguramente deben ser factores decisivos para que se
presente una respuesta antitumoral eficiente. El infiltrado celular en la zona del
tumor puede ser un reflejo del comportamiento antigénico de las células tumorales
y de la perdida de la tolerancia hacia las células tumorales. Se ha reportado la
asociacion de poblaciones celulares a curso clinico. Esta relacion CD4/CD8 en la
zona del tumor también es indicativo de como es el balance general de la
respuesta o sea a favor o en contra. Cuando células CD4+ es mayor que CTL
CD8+ significa que no hay una respuesta antitumoral efectora eficiente pora el
contro del tumor, pero si la relacidon se invierte es decir mayor cantidad de CTL
CD8+ con respecto a células CD4+ indica que una respuesta antitumoral eficente

y el curso de la enfermedad presenta un mejor pronostico que cuando la relacion

48



se invierte. Al igual a lo reportado en nuestro estudio identificamos que los casos,
donde hay un predominio de CTL CD8+ un mejor prondsticos de acuerdo a los

datos que etaban reportados en loas historias clinicas de los pacientes.

49



Conclusiones:

La asociacién subpoblacién celular con la expresion de MUC1-Tn en
células de adenocarcinoma pulmonar puede ser utilizado como indicador
para el pronostico del paciente

Las caracteristicas antigénicas de los TAAs sacaridicos determinan la
composicién y funcién del infiltrado inflamatorio en el microambiente del

tumor en los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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Perspectivas:

Por lo que los trabajos posteriores deben dirigirse a identificar cuales son las
poblaciones celulares efectoras que pueden activarse y cumplir su funcién de
manera efectiva en presencia de antigenos glicosilados de la MUC1 e identificar
cuales estos antigenos glicosilados son mas efectivos para estimular la funcién
citotdéxica. Sin embargo es de vital importancia el determinar la presencia de las
moléculas expresadas en el microambiente del tumor para entender cuales serian
las posibles vias de evacién o de eliminacién del cancer. Este trabajo presenta
hallazgos totalmente preliminares a una compresion de la respuesta inmune
mediada por células T citotdxicas efectoras infiltradas en adenocarcinoma
pulmonar productor de MUC1.

Con frecuencia los TAAs no son eficientemente reconocidos por el sistema inmune
debido a la tolerancia a lo propio, pero las modificaciones estructurales que
presenta MUC1 en la que exponen epitopes inmunogénicos (TAAs sacaridicos)
pueden ser utilizadas para activar de manera eficiente mecanismos efectores
antitumorales para ser utilizados en el tratamiento y seguimiento de pacientes con

cancer.
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Anexos:

Anexo 1. Reactivos utilizados.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

DakoCytomation:

Abcam

CD 57
CD8
CD15

MUC1 clona DF3
CD25

e Anti-T

Millipore
e Vimentina
e CD4
Sialil Lewis X

Genetex
e AntiTn
e Kit de doble marcaje de Dako (EnVision™ G/2 Doblestain System, Rabbit/
Mouse —DAB+/Permanent Red) incluyenlos anticuerpo secundario Polimero
HRP vy el Polimero AP Dako (E.U.A.),

SOLVENTES Y ALCOHOLES
e Xilol (EMD).
e Alcohol absoluto (Mallinckrodt).
e Acetona (Merck).
e Aminosilano al 3%.
e Alcohol 96° (Protec).
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INMUNOTINCION

Recuperador de antigeno pH 7, Diva Decloaker, 10X de Biocare
Medical(E.U.A.) .

Recuperador de antigeno pH alto, Retriever EDTA 20X de Bio SB (E.U.A.).
Bloqueador de peroxidasa, Peroxidazed 1 Biocare Medical (E.U.A.).
Neuraminidase (sialidase) from Vibrio cholerae, 1U Boehringer Mannheim
(Barcelona).

3°3 diamonobencidina, DAB 1000 Chromogen System De Biocare Medical
(E.U.A.).

CAT Hematoxylin, Biocare Medica (E.U.A.)

Medio de montaje, EcoMount de Biocare Medical (E.U.A.).

SALES

Fosfato de sodio monobésico (Baker Analized E.U.A.)
Fosfato de sodio dibasico (Baker Analized E.U.A.)
Trizma® Base (Sigma, E.U.A.)

NaCl (J. T. Baker,E.U.A.)

Cloruro de calcio (Productos Quimicos Monterrey)
Carbonato de litio (J. T. Baker E.U.A.)

DETERGENTES

Tween 20 (Sigma E.U.A.).

OTROS
Aminosilano 3-(Trimethoxysilyl) propyl methacrylate) (Sigma E.U.A.).
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Anexo 2. Soluciones utilizadas.

Solucion recuperadora de antigeno pH alto 1X
e 5 ml de Retriever EDTA 20X

e 45 ml de agua desionizada

Aminosilano 3-(Trimethoxysilyl) propyl methacrylate) al 3%
e 7.5 ml de aminosilano

e 242 ml de acetona

Solucion salina tamponada (TBS)
e 242 gde Trizma® Base
e 8 gde NaCl
e aforar a 1 litro con agua desionizada

e ajustarpHa?

Formol al 10% amortiguado
e 4 g de fosfato de sodio monobasico
e 6.5 g de fosfato de sodio dibasico
e 100 ml formol

e aforar a 1 litro con agua desionizada

Alcohol al 70%
e 70 ml de alcohol absoluto

e 30 ml de agua desionizada

TBS-Tween al 0.05%
e 1litrode TBSpH?7
e 0.5 ml de Tween 20 (Sigma)
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TBS-calcio 2mM
e (.22 g de cloruro de calcio

e Aforar a1 litro con TBS

Solucién recuperadora de antigeno pH7 1X
e 5 ml de Diva Decloaker 10X

e 45 ml de agua desionizada

Solucion de revelado
e 50 pl de DAB1000 Chromogen System
° 1 ml de DAB Substrate Buffer

Solucion saturada de carbonato de litio
e 2 g de carbonato de litio

e 50 ml de agua desionizada

Albumina al 10%
e 1 gdealbumina
e 10 ml de TBS.
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