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l. INTRODUCCION

Epidemiologia del cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es el segundo tipo de cancer mas comun entre las
mujeres de todo el mundo y la principal causa de muerte asociada a cancer en los
paises en desarrollo. En el 2005 fueron diagnosticados 500,000 casos nuevos de
CaCu a nivel mundial (22). EI CaCu es la segunda causa de muerte por
neoplasias malignas entre la poblacion femenina de México. En el 2006 se
registraron 4114 muertes por esta causa (54, 79). Los factores de riesgo para el
desarrollo de esta enfermedad son: inicio de la vida sexual a una edad temprana,
el numero de compafieros sexuales, el nUmero de partos, la infeccién por el virus
del papiloma humano (VPH) de alto riesgo, antecedentes de enfermedades
venéreas y tabaquismo (41). La mortalidad por CaCu en México se redujo 25% en
1998 y 18% a partir del 2001 debido a un incremento en los fondos invertidos en
los estudios de Papanicolaou y al decremento en la tasa de natalidad (42, 74). La
deteccién temprana de lesiones precursoras de CaCu por tamizaje, y Ssu

tratamiento, son las medidas mas importantes para el control del CaCu (18).

Etiologiay Carcinogénesis cervical

Aproximadamente un 85% de los carcinomas cervicales contienen ADN de VPH
integrado a su genoma, por lo que es considerado el factor de riesgo mas
importante del CaCu (79) ademas, el virus es considerado el agente infeccioso
responsable de la transformacién del epitelio cervical (49) sin embargo, la
infeccion por VPH a pesar de ser un factor necesario para el desarrollo del tumor

no es considerado un factor suficiente (81). El VPH es un virus no envuelto que
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pertenece a la familia papovaviridae, cuyo genoma esta constituido por una
molécula de ADN de doble cadena circular de aproximadamente 8000 pares de
bases. Hasta ahora, se han descrito mas de 150 genotipos de VPH, cada uno con
especificidad al epitelio que infecta y al tipo de lesiones que produce.

Aproximadamente 40 de ellos infectan la mucosa genital (36, 57).

Los VPH se clasifican en tipos de alto o bajo riesgo dependiendo de su presencia
en lesiones malignas del cuello uterino. Los tipos de alto riesgo como el 16, 18, 31,
33, 45, 51, 52, 58,etc. principalmente se asocian con mas del 90% de los casos de
cancer de cérvix. De estos tipos, el VPH 16 esta presente aproximadamente en el
50% de todos los casos de canceres de cuello uterino, mientras que VPH 18 esta
involucrado entre el 10-20% de los casos (57). El genoma del VPH codifica 7 u 8
genes de expresion temprana (E1 a E8), dependiendo del virus y dos genes de
expresion tardia o estructurales (L1 y L2). Con el propésito de favorecer la
integracion del ADN viral, la ruptura del genoma circular en los genes E1 o E2,
sobrelleva a su inactivacion, lo que impide la replicacion virica, aunque no evita la

expresion de otros genes, como E6y E7 (55).

La proteina E7 se une a la forma no fosforilada de la proteina (pRb) codificada por
el gen del retinoblastoma y desplaza a los factores de transcripcion E2F que
normalmente estan unidos por pRb. Estos factores de transcripcion actian en la
interface G1/S del ciclo celular. La proteina E6 se une y facilita la degradacion de
la proteina p53. La afinidad de estas proteinas virales por los productos de los
genes supresores de tumores varia en funcién del potencial oncogénico del VPH
(36). En ausencia de las proteinas supresoras del crecimiento celular, la célula es
mas vulnerable a mutaciones, aberraciones cromosomicas, etc. y por tanto daria
lugar a una neoplasia (55). Las oncoproteinas E6 y E7 de VPH son factores
esenciales para la inmortalizacion celular, la transformacion y la carcinogénesis

inducida por el virus (57).



Clasificacién del cancer cervicouterino

La progresién del cancer cervicouterino se encuentra bien caracterizado dentro de
su desarrollo desde el punto de vista histologico. La clasificacion del Sistema
Bethesda, organiza las lesiones asociadas a VPH en: lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado (LSIL), lesion intraepitelial escamosa de alto grado
(LSIH) y cancer invasivo. En esta clasificacion se incluyen las lesiones
anteriormente agrupadas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) 1, 2 y 3 que
se describen en la tabla 1 y figura 1 (69). En la clasificacién de Sistema Bethesda
la LSIL corresponde al condiloma plano y NIC 1, mientras que LISH corresponde
al diagnastico histoldgico de NIC 2 y NIC 3 (7).

El carcinoma invasor se clasifica como adenocarcinoma y epidermoide (o
escamoso). El carcinoma epidermoide corresponde al 93% de los carcinomas de
cuello uterino, mientras que el adenocarcinoma constituye el 6% de los tumores de
cuello uterino (5). La Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO)
ha definido un sistema de estadiaje del carcinoma de cérvix, mostrado en la Tabla
2, que se relaciona directamente con la supervivencia y el control de la
enfermedad a nivel pélvico. La estadificacion se realiza en base a los hallazgos
clinicos y a los estudios radiolégicos, y no se modifica por hallazgos posteriores.
(80).
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Normal NIC 1

Figura 1. Imagenes microscopicas de tejido cervical normal, NIC 1, NIC 2 y NIC 3.

Modificada de www.cancerquest.com.

Existe buena maduracién, con minimas anomalias nucleares
NIC 1 y pocas figuras mitéticas. Las células indiferenciadas se
encuentran en las capas epiteliales mas profundas (tercio

inferior). Se observan figuras mitéticas, pero no muchas.

Se caracteriza por cambios celulares displasicos restringidos

sobre todo a la mitad o los dos tercios inferiores del epitelio,
NIC 2 con anomalias nucleares mas marcadas que en la NIC 1.
Pueden verse figuras mitoticas en toda la mitad inferior del

epitelio.

La diferenciacion y la estratificacion pueden faltar por
completo o existir solo en el cuarto superficial del epitelio, con
NIC 3 abundantes figuras mitéticas. Las anomalias nucleares
aparecen en todo el espesor del epitelio. Muchas figuras
mitoticas tienen formas anormales.

Tabla 1. Caracteristicas de las displasias



Etapa O: Céancer in situ o intraepitelial

Etapa I: Estrictamente limitado al cérvix (sin extension al cuerpo)

IA: Cancer pre-clinico o microscépico

IA1: Invasion del estroma <3 mm de profundidad y con
extension menor a 7 mm
IA2: Invasién del estroma entre 3-5 mm bajo la
membrana basal del epitelio superficial o glandular y

con una extension menor a 7 mm.

IB: Lesiones clinicas confinadas al cérvix o preclinicas con

dimensién mayor que 1A2

IB1: Lesiones clinicas menores de 4 cm

IB2: Lesiones clinicas mayores de 4 cm

Etapa Il: Con extension fuera del cérvix, sin alcanzar la pared

pélvica o la porcién inferior de la vagina.

[IA: Compromiso del 1/3 superior de la vagina. Sin
compromiso de paramétrios

[IB: Compromiso de paramétrios

Etapa Ill: Compromiso del 1/3 inferior de la vagina o pared pélvica o

ureteral sin otra causa.

[lIA: Hasta 1/3 inferior de la vagina

[1IB: Hasta pared pélvica o compromiso ureteral

Etapa IV: Compromiso de érganos adyacentes.

IVA: Compromiso de 6rganos adyacentes
IVB: Compromiso de érganos a distancia

Tabla 2. Clasificacion FIGO de los tumores de cérvix
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Herramientas moleculares empleadas para detectar el cancer cervicouterino

Actualmente el diagnostico de CaCu se realiza principalmente por citologia
exfoliativa del cuello uterino procesada por la técnica de Papanicolaou,
complementario a este procedimiento se puede hacer uso de la biopsia y de la
colposcopia. La citologia cervical constituye uno de los métodos mas eficientes
para determinar la presencia de células anormales en el cuello uterino, y a pesar
de no ser un método infalible, detecta el 95% de cénceres cervicales en estado
asintomatico. Las lesiones premalignas pueden ser tratadas de manera

relativamente facil y con menores efectos secundarios (18).

La medicion de marcadores tumorales en el nivel de los fluidos del cuerpo
humano, principalmente en suero puede ser Util para el diagnéstico, monitoreo de
la terapia y la deteccion temprana. El antigeno de carcinoma de células
escamosas (SCC-Ag), Cifra 21-1, antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno de
carbohidrato 125 (CA 125) y antigeno polipetidico tisular especifico (TPS) tienen
un valor clinico en CaCu a pesar de su diversa significancia. Otros marcadores
biolégicos que podrian medirse en suero, asi como en tejido tumoral son citocinas:
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), interleucina 6 (IL-6), IL-8, IL-4,
IL-10, leptina, factor de unidad del estroma (SDF-1), aunque la evaluaciéon de su
importancia requiere un estudio mas. La elevacion de marcadores de hipoxia en
CaCu, tales como el factor inducible de hipoxia 1 (HIF 1), anhidrasa carbdnica 9

(CA 9), GLUT-1 se combina con un pobre pronéstico en la evolucion clinica (52).

Dada la relacion causal entre la infeccion persistente de papilomavirus humanos
de alto riesgo y el desarrollo de NIC de alto grado y cancer cervical, las pruebas
para detectar VPH de alto riesgo se realizan ademas de la citologia, para la
deteccion de lesiones cervicales clinicamente relevantes. Todas las pruebas para
detectar al VPH se basan en la presencia de acido nucleico viral. Los métodos de
detecciébn de VPH incluyen: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

hibridacion reversa, PCR en tiempo real y captura de hibridos. La combinacién de
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las pruebas citolégicas y moleculares alcanzan una sensibilidad de 97% en la
deteccion de las lesiones premalignas y cancer cervical (8).

Durante la transformacion neoplasica ocurren cambios en la expresion de
diferentes moléculas que podrian utilizarse como marcadores tumorales, entre
estos cambios se han identificado modificaciones en los patrones de glicosilacion
en glicolipidos, glicoesfingolipidos y glicoproteinas (10). Estos cambios se han
sugerido que se pueden emplear en el diagnostico, para la deteccidon en suero de
marcadores basados en moléculas glicosiladas asociados a cancer, sin embargo,
en ocasiones no existen marcadores séricos disponibles, por lo que los tejidos
deben analizarse directamente, primero una biopsia y en seguida un analisis
histolégico con lectinas o anticuerpos monoclonales (16). En el 2007, Santaella-
Verdejo y cols, usaron la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) para diferenciar

el grado de la neoplasia intraepitelial cervical (NIC).
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Il. ANTECEDENTES

Glicosilacion

La glicosilacion es el proceso enzimatico por el cual se adicionan carbohidratos a
proteinas o lipidos, es la forma de modificacion post-traduccional mas comun y
compleja en proteinas (83), que les confiere diferentes cualidades tanto
estructurales como funcionales, por ejemplo, ayuda al correcto patron de
plegamiento de proteinas, les confiere mayor resistencia a las proteasas y mayor
estabilidad ante modificaciones fisico-quimicas del medio, entre otras.

Los carbohidratos cumplen funciones muy importantes en el reconocimiento
bioldgico, participando en el reconocimiento de diferentes moléculas involucradas
en interacciones célula-célula y célula-matriz. El patrén de glicosilacion de una
proteina es dependiente del tipo celular que la produce asi como de su estado de
maduracién y diferenciacién, este proceso puede modificarse ante diversas

situaciones fisiolégicas o ante la presencia de enfermedades (19).

La glicosilacion puede clasificarse en tres tipos principales: N-glicosilacion, en
donde el azucar se encuentra ligado al grupo amino del aminoacido asparagina
(Asn); O-glicosilacién, en el que la union del azlUcar se establece con el grupo
hidroxilo de la serina (Ser) o treonina (Thr); y C-glicosilacion, en el cual el azucar
se une al grupo carboxilo del triptéfano (Trp) (83). Los dos primeros tipos de
glicosilacion son los mas estudiados. Se han identificado diferentes tipos de O-
glicosilaciéon, la mas frecuente se establece entre la uniéon de un residuo de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) a Ser o Thr presentes en el esqueleto polipeptidico.
Este tipo de glicosilacién se conoce como glicosilacion tipo mucinico y determina
la union de numerosas cadenas oligosacaridicas presentes en las mucinas,
glicoproteinas de muy alto peso molecular que recubren la superficie de diferentes

tipos celulares (19).
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Estructura y biosintesis de O-glicanos

Los O-glicanos son ensamblados por una serie de reacciones catalizadas por
glicosiltransferasas en el aparato de Golgi (34). El paso inicial de la O-glicosilacién
es la adicion de GalNAc a partir de UDP-GalNAc a residuos de Ser y Thr
catalizados por una familia de enzimas conocida como polipéptido-N-
acetilgalactosamina transferasa (ppGalNAcT), formando el antigeno Tn (GalNAc-
O-Ser/Thr) (3, 78). A partir de esta estructura pueden formarse los diferentes
nacleos o “cores” de la O-glicosilacién, mediante la accién de glicosiltransferasas
especificas, que actian de manera secuencial como se muestra en la figura 2 (3,
83), el antigeno Tn puede ser sialidado para formar el antigeno sialil-Tn (sialilo2-
6GalNACT) (34). Dependiendo de la disponibilidad y especificidad de las
glicosiltransferasas y sulfotransferasas involucradas, los nucleos pueden ser
alargados y terminados de muchas maneras, todas las estructuras pueden ser
sialidadas, sin embargo, exclusivamente en los nucleos 1-4 y 6 ocurre una
extension, formando O-glicanos complejos, para terminar con la adicién de
residuos de acido sialico, fucosa (Fuc), galactosa (Gal), N-acetilglucosamina
(GIcNAc) y GalNAc (78). Muchas de estas estructuras terminales forman parte de

los grupos sanguineos y antigenos especificos de tejido (9).
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Antigeno Antigeno
Sialil-Tn Sialil-TF

APARATO DE GOLGI

B N-acetilglucosamina (GIcNAc) [] N-acetilgalactosamina (GalNAc) @@ Galactosa (Gal)’Acido sialico (Sia) /A Fucosa (Fuc)

Figura 2. Biosintesis de O-glicoproteinas tipo mucina en el Aparato de Golgi. Hang y cols, 2005.
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Cambios en la O-glicosilaciéon y cancer

La mayoria de las proteinas celulares glicosiladas, tienen diversas funciones
incluyendo el reconocimiento célula-célula, regulacion del ciclo celular, apoptosis,
etc. Si hay alteraciones en la glicosilacion se ven afectados muchos aspectos de la
biologia celular. Cuando la estructura glicosidica contribuye al sitio funcional de la
molécula, cualquier modificacion estructural de esta porcion glicosilada por

modificacion o supresion de carbohidratos el impacto funcional es relevante (23).

El desarrollo del tumor esta asociado con cambios relacionados con la estructura
terminal de carbohidratos -glicoproteinas y glicolipidos- presentes en la superficie
celular por disfuncion de glicosiltransferasas y/o glicosidasas (23). Entre las
modificaciones que se observan se encuentran: la sintesis incompleta,
modificacion de estructuras existentes normalmente, y cambios en la estructura
del nacleo que incluye elongaciéon de la cadena de glicolipidos y glicoproteinas,
aumento de las ramificaciones de carbohidratos en N-glicoproteinas, y bloqueo en

la sintesis de carbohidratos en las O-glicoproteinas tipo mucina (15).

La expresion de antigenos producidos por O-glicosilacion incompleta constituye
una de las alteraciones moleculares mas notorias de las células cancerosas (9).
Los principales antigenos asociados a tumor son el antigeno T y su precursor Tn,
asi como sus formas sialidadas (ST y STn) (Figura 2). Los antigenos Tn, Sialil-Tn
(STn) y el antigeno Thomsen- Friedenreich (antigeno T 6 TF) son carbohidratos
simples de tipo mucina en O-glicanos, son acumulados y expresados en varios
tumores humanos y raramente se expresan en células adultas normales. En
células normales, los carbohidratos simples tipo mucina se enmascaran por
sialilacién y/o elongacién o ramificacion, por la adicion de otros azlcares o por

determinantes de grupos sanguineos (76).
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Los antigenos T y Tn se localizan aproximadamente en el 90% de los carcinomas,
estas estructuras estdn presentes en moléculas de adhesion celular y tisular,
esenciales en la invasion y metastasis del carcinoma, que incluyen las fases de
adherencia y proliferacion (73). Estos antigenos se han identificado en la
membrana celular de células malignas de vejiga, colon, pancreas, y tejidos de
carcinoma de mama (30). En los carcinomas colorectal y gastrico se ha observado
una relacion entre la expresion del antigeno STn, con la diferenciacion tumoral y la
tasa de metéastasis. Existen varios informes de la expresion de los antigenos Tn y
STn en adenomas, hiperplasias, y displasias en tejido epitelial (75). Los antigenos
simples de tipo mucina han sido considerados como marcadores tumorales en
diferentes tipos de cancer, conjuntamente, algunos antigenos de carbohidratos
asociados a tumor se han empleados como vacunas anti-cancer, como es el caso

de STn en cancer de mama (26).

Modificaciones de la O-glicosilacion en cancer cervicouterino

Modificaciones de tipo mucinico simples (como el antigeno T o Tn) y complejas
han sido observadas durante la transformacion maligna del cuello uterino (71).
Hay una mayor expresion del antigeno STn en células cancerigenas que en el
epitelio normal de cérvix (35, 59), por lo que puede ser considerado como un
antigeno tumoral del carcinoma cervical de células escamosas. También se han
encontrado diferencias en el patron de expresién del antigeno STn entre las
lesiones primarias y lesiones metastaticas. Por otro lado, la expresion del antigeno
Tn en células de cancer cervicouterino es mas alta en lesiones metastaticas que
en tumores primarios (28). Asi, la expresién de Tn y STn puede tener una
asociacion con el potencial invasivo del cancer de cérvix a los nodulos linfaticos
regionales (12, 28, 75). La expresion de estos antigenos demostraron un cambio
especifico en la progresion de carcinoma in situ a carcinoma invasor y del epitelio

normal a displasia, respectivamente (59). Cuando se comparoé la expresion de los
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antigenos Tn, STn, T, ST (sialil-T) y la glicoproteina tipo mucina (gp230) en
lesiones NIC 3 con carcinoma invasor, los resultados mostraron que el antigeno T
no variaba, y la expresion de gp230 se perdia de NIC 3 a carcinoma invasor. Sin
embargo, la expresion de Tn, STn y ST aumentaban de NIC 3 a carcinoma
invasor, encontrandose una mayor variacion en Tn y ST. La expresion de gp230
puede estar asociada con la transformacion maligna a un estado preinvasivo (12).
Hay una expresion significativa de antigeno T y Tn en NIC 2 en comparacion con
el tejido normal (67). Se ha propuesto que los antigenos Tn, STny ST pueden ser
usados como marcadores para la investigacion de la transformacion bioldgica en
el carcinoma de cérvix de células escamosas. Los antigenos T y Tn son moléculas
de adhesién en células y tejidos, esenciales en la invasion y metastasis del
carcinoma de cérvix, que incluye las fases de adhesion y proliferacion (73). De los
antigenos producidos por alteraciones en la O-glicosilacion, los mas
inmunoreactivos son los antigenos Ty Tn (72).

Lectinas en el andlisis de glicoconjugados

Una forma de identificar glicoformas alteradas, es mediante lectinas. Las lectinas
son proteinas y glicoproteinas de origen no inmune que se unen selectivamente a
carbohidratos especificos, estas pueden aglutinar células y precipitar polisacaridos
o glicoconjugados (glicanos) (60). La capacidad de las lectinas para distinguir
ligeras variaciones en la estructura de oligosacéaridos se ha utilizado ampliamente.
Los patrones de glicosilaciéon de proteinas celulares se afectan por varios cambios
fisiol6gicos, como ocurre en la enfermedad, asi, la poblacion de glicoformas
alteradas de una glicoproteina dada puede servir para el diagnéstico de la
enfermedad (4). Como se ha mencionado previamente, la glicosilacion anormal se
ha detectado en el desarrollo del cancer. Por ejemplo, los cambios en la
glicosilacién del antigeno especifico de prostata durante la transformacion maligna

han sido considerados relevantes para el diagnéstico en etapas tempranas del

18



cancer de prostata. La deteccidbn de estructuras glicosiladas basado en el
reconocimiento por lectinas es util para la caracterizacion de diversos
componentes glicosilados y se ha intentado aplicar al conocimiento del papel que
juegan esas moléculas en la enfermedad (43) asi como en pruebas histoquimicas
para localizar y caracterizar residuos especificos de carbohidratos u oligosacéaridos
en células y tejidos (78). En el presente trabajo se emplearon las lectinas ALL
(Amaranthus leucocarpus) y PNA (Arachis hypogaea), estas lectinas se han
utilizado en el diagndstico de algunos tumores (31, 53, 63, 67) y la caracterizacion

de poblaciones celulares, principalmente en linfocitos (33, 62, 77).
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I1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La progresion y la invasion del cancer cervicouterino se asocia con modificaciones
en la O-glicosilacion (71). El diagnostico del cancer cervicouterino se basa
principalmente en el estudio histopatologico. Los marcadores conocidos hasta el
momento contribuyen de manera minima al diagnostico temprano de la
enfermedad (18, 52). Se han propuesto a los antigenos simples tipo mucina
(antigeno T y Tn) como posibles marcadores tumorales en el cancer de cuello
uterino (28, 59, 75), sin embargo las herramientas que se encuentran actualmente
para su localizacién son escasas. Las lectinas ALL y PNA fueron empleadas por
Mayoral y cols, en el 2008 para estudiar las modificaciones de la O-glicosilacion en
cancer de mama. La identificacién de una linea celular de cancer cervicouterino
que exprese el antigeno Ty Tn y la disponibilidad que se tiene de la lectina de ALL
para el reconocimiento de estos antigenos, permitirh avanzar en el estudio de esta

patologia.
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V. HIPOTESIS

La lectina de Amaranthus Leucocarpus (ALL) tiene especificidad por los antigenos
T y Tn, por lo cual se puede utilizar como herramienta en la identificacion de
modificaciones en la O-glicosilacion en tejidos y lineas celulares provenientes de

cancer cervicouterino.

V. OBJETIVO

Identificar modificaciones de la O-glicosilacién de tipo mucinico simple en lineas
celulares de cancer cervicouterino CaSki y HeLa, en muestras de cancer de cérvix
invasor y tejido cervical sano por medio de citoquimica e inmunocitoquimica,

empleando en ambos casos las lectinas ALL y PNA.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Se emplearon las siguientes lineas celulares; CaSki, HeLa y J774 (Tabla 3),
donadas por la Dra. Guadalupe Maldonado Mercado y la Dra. Ma. Concepcién
Agundis Mata del Departamento de Bioquimica en la Facultad de Medicina de la
UNAM.

Linea celular Origen VPH

HelLa Adenocarcinoma de ceérvix 18
. Carcinoma epidermoide
CaSki . _ . 16
(proveniente de intestino delgado)

J774 Macréfagos murinos -

Tabla 3. Lineas celulares utilizadas.

Tejidos

Bajo consentimiento informado, se utilizaron biopsias de tejido cervical embebidas
en parafina con diagnéstico de cancer cervicouterino invasor de tipo epidermoide
estadio IIB provenientes del Departamento de Medicina Gendmica del Hospital
General de México de la Secretaria de Salud. El tejido cervical sin neoplasia
(como control) se obtuvo de piezas quirdrgicas de pacientes con histerectomia por
causas no neoplasicas provenientes de la Secretaria de Salud. Los tejidos fueron
evaluados por dos médicos patélogos de forma independiente para confirmar el

diagnéstico.
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Lectinas

Las lectinas utilizadas para citoquimicas e histoquimicas estaban acopladas a
biotina. La lectina ALL fue purificada y biotinilada en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina, UNAM. El resto de las lectinas biotiniladas
fueron obtenidas comercialmente (EY Labs, EUA). En la Tabla 4 se enlista la

especificidad de las lectinas empleadas.

. No. De
Lectina Abreviataura® Estructuras reconocidas
catalogo
Arachis hypogaea Galp1-3GalNAc> Galpl-
o BA-2301-2 PNA
aglutinin 4GIcNAc >a y BGal
Amaranthus
_ o ALL Galpl-3GalNAc>aGalNAc
leucocarpus lectin
Limulus
polyphemus BA-1501-1 LPA Neu5Ac (NeuAc)
aglutinin

Tabla 4.- Lectinas empleadas en la deteccién de los glicoconjugados. La
abreviacion estad tomada de la pagina de abreviaciones de lectinas de la Universidad

de Copenhagen.

Purificacion de ALL

La semilla de Amaranthus leucocarpus fue obtenida en Tulyehualco, México. La
lectina (ALL) fue purificada por cromatografia de afinidad en una columna que
contenia estroma de globulos rojos humanos tipo O, como lo describe Zenteno y
col, 1988. La lectina ALL fue marcada con ester de N-hydroxisuccinimida de
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biotina (Sigma, St. Louis Mo., USA, H1759) con una relacion marcaje/proteina de
2:1 (68).

Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares fueron cultivadas en botellas de cultivo de 25 cm? (Corning,
USA, 3055) en RPMI (Gibco, USA, 1640), suplementado con 10% (v/v) de suero
fetal bovino (HyClone, USA, SH30071.03), 100 Ul/ul de penicilina, 10 ug/ul de
estreptomicina (Sigma, USA, P4333) a 37 °C en una atmédsfera hiumeda
conteniendo 5% de CO, y 95% de aire. Las células fueron observadas por
microscopia de campo claro con un microscopio invertido Olympus OMT-4 (Tokio,
Japdn), con 150, 300 y 600 aumentos. El registro de las imagenes observadas se
capturé mediante una camara digital Olympus E-300 (Tokio, Japén), acoplada al

microscopio.

Cuando las células formaban una monocapa celular con una confluencia del
100%, se lavaron con solucion balanceada de fosfatos (PBS; Na,PO,4, NaCl
0.15m, pH 7.4) posteriormente se incubaron con 2 ml de una solucién de tripsina-
EDTA 0.05% (Gibco, USA, 25300) 5 min. Las células se lavaron por centrifugacion
en 5 ml de medio RPMI sin suero durante 5 min, 1200 rpm, 4°C, se decant6 el
sobrenadante y el paquete celular se resembr6 para mantener el cultivo en
botellas de cultivo y para los ensayos de inmunocitoquimica se sembraron en

placas de 4 pozos (Nunc, Reino Unido, 176597).
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Inmunocitoquimicas

Se realiz6 la inmunocitoquimica empleando las lineas celulares, incubandolas con
las diferentes lectinas acopladas a biotina, para ello se sembraron 100 000 células
por pozo en las placas de 4 pozos con medio suplementado, en las condiciones
antes descritas, a las 24 horas se retir6 el medio de cultivo de cada pozo, se
lavaron dos veces con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% (Sigma-
Aldrich, USA, P6148) por 15 min a 4°C. Se decanto el sobrenadante y la placa se
lavé dos veces con PBS, para permeabilizar las células se incub6 con Tritén X-100
(Sigma, USA, T8532) 0.2% en PBS 10 min a temperatura ambiente. Para bloquear
los sitios reactivos la placa se incubd con el amortiguador de bloqueo Starting
Block (PBS) (Thermo Scientific, USA, 37538) 30 min a temperatura ambiente,
posteriormente, se lavaron las placas con PBS-Ca?* (CaCl 1mM). Cada pozo se
incubo por 1 hora a 37°C, en camara humeda, con 100 ul de cada una de las
lectinas biotiniladas diluidas 1:100 en PBS-Ca’", se lavaron dos veces con PBS y
decant6 el sobrenadante. Los pozos se incubaron con extravidina acoplada a
isotiocianato de fluoresceina (Sigma, USA, F4274) a una dilucion 1:1000, las
muestras se protegieron de la exposicién a la luz en una camara hiumeda opaca e
incubaron por 1 h a 37°C, los pozos se lavaron dos veces con PBS. Para
visualizar los nucleos y evitar el fotoblanqueamiento se montaron las placas en
obscuridad con medio VectaShield conjugado a 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
(Vector laboratorios, USA, H-1200). Se retiraron las divisiones entre los pozos y
sellaron con barniz, y observaron en un microscopio Leica DM/SL (Wetzlar,
GMBH) con aumentos de 100, 200, 400, 630 y 1000; lampara de fluorescencia
acoplada al microscopio y filtros especificos para los tres canales: rojo, verde y
azul. El registro de las imagenes observadas se captur6 mediante una camara
digital Leica DFC-300FX (Cambridge, UK) acoplada al microscopio y se
proyectaron en una computadora mediante el programa Leica IM1000 version 1.20

release 9 (Heerburg, Suiza).
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Fijado e inclusion de las muestras en parafina

El tejido obtenido fue fijado en una solucion de paraformaldehido al 4% en PBS.
Las muestras se incluyeron en parafina siguiendo el protocolo establecido por Hall,
2005. Las laminillas sobre las cuales se adhirieron los tejidos fueron tratadas con
silano al 3% (Sigma, USA, S4651). Los bloques de tejido se cortaron a 5 Um de
espesor con un microtomo Histocout Reichter-Jung (Cambrige, Alemania)

siguiendo los procedimientos de rutina (1).

Técnica bésica de hematoxilinay eosina (HE)

A los tejidos adheridos a portaobjetos se les eliminé la parafina y se hidrataron con
concentraciones decrecientes de solventes organicos de xileno hasta etanol al
70%. Se sumergieron en solucion de hematoxilina de Gill por 2 min y lavaron con
agua destilada en seguida se sumergieron por 20 segundos en solucién de eosina.
Finalmente se aclararon las muestras y se deshidrataron con concentraciones
crecientes de solventes organicos hasta xileno y se montaron con resina
hidrofébica Poly-mount (PolySicience, USA, 08381). Posteriormente, los tejidos se
observaron en un microscopio de luz de campo claro Leica DM/LS con aumentos
de 100, 200 y 400. El registro de las imagenes observadas se capturé6 mediante
una camara digital Leica DFC-300FX acoplada al microscopio y se proyectaron en
una computadora mediante el programa Leica IM1000 version 1.29 release 9.
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Inmunohistoquimica

A los tejidos adheridos a portaobjetos se les eliminé la parafina y se rehidrataron
con concentraciones decrecientes de solventes organicos desde xileno hasta
etanol al 70% se lavaron con PBS 0.1 M pH 7.4, secaron y delimit6 la zona tisular
con plumén hidrofébico ImmEdge Pen (Vector Laboratories, UK, H-4000)
alrededor de la muestra e incubaron en camara humeda con albumina sérica
bovina (BSA) (Sigma, USA, A9418) al 2% por 30 min a temperatura ambiente en
seguida se incubaron por 10 min con Triton X-100 al 0.2% en PBS, se lavaron
exhaustivamente con PBS Ca (CaCl 1 mM, pH 7.4) e incubaron las muestras con
las lectinas biotiniladas a 37°C en camara humeda por dos horas. Luego se
incubaron las muestras con extravidina-FITC (dilucion 1:1000) protegiendo las
muestras de la exposicion a la luz, en cAmara humeda opaca a 37°C durante una
hora. Las preparaciones se montaron con medio VectaShield conjugado con DAPI
en obscuridad y sellaron los cubreobjetos con barniz. Finalmente, todas las
muestras fueron observadas en un microscopio Leica DM/SL con aumentos de
100, 200, 400, 630 y 1000; lampara de fluorescencia acoplada al microscopio y
filtros especificos para los tres canales: rojo, verde y azul. El registro de las
imagenes observadas se capturd6 mediante una camara digital Leica DFC-300FX
acoplada al microscopio y se proyectaron en una computadora mediante el
programa Leica IM1000 version 1.20 release 9. La intensidad de la reaccion se
midié por fluorescencia y cuantific6 asignando una cruz (+) a la menor, dos cruces

(++) a la moderada, tres cruces (+++) a una intensidad alta.
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VII. RESULTADOS

Lineas celulares

Como se reporta en la Figura 3, las células CaSki, HelLa, observadas por
microscopia de campo claro, presentaron una morfologia epitelial, con abundante
citoplasma y nucleo oval. Las células J774 mostraron una morfologia monocitica,
son mas pequefias y alargadas en comparacion con las células CaSki y Hela,

acorde a lo encontrado en la ATCC (www.atcc.org).

Figura 3. Morfologia celular. Microscopia de campo claro 300x

En la linea celular CaSki, la lectina de LPA mostré reactividad negativa. La lectina
PNA reconoci6 de forma moderada la membrana plasmatica y baja para algunos
granulos del citoplasma. La lectina ALL mostré una reactividad alta, principalmente

en la membrana plasmaética (Figura 4).

28


http://www.atcc.org/

En la linea celular HelLa, la lectina LPA mostré una reactividad negativa, la lectina
PNA mostré6 una reactividad baja hacia la membrana plasmatica y a algunos
granulos citoplasmaticos. La lectina ALL mostr6 una reactividad moderada,
localizada principalmente en la membrana plasmatica y baja hacia algunos
granulos del citoplasma (Figura 5). En la linea celular J774, la lectina LPA
tampoco mostré reactividad hacia membrana plasmatica, mientras que las lectinas
PNA y ALL mostraron un alto reconocimiento principalmente hacia la membrana
plasmatica (Figura 6). En la tabla 5 se resume la intensidad de fluorescencia para

las diferentes lectinas en las lineas celulares.

Figura 4.- Citoquimica con las lectinas; LPA, PNAy ALL, en lalinea celular CaSki.

En el control no se utilizé lectina. Microscopia de fluorescencia. 400x
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Control

Figura 5.- Citoquimica con las lectinas; LPA, PNAy ALL, en lalinea celular HeLa. En

el control no se utilizé lectina. Microscopia de fluorescencia. 400x

CONTROL

Figura 6.- Citoquimica con las lectinas; LPA, PNAy ALL, en lalinea celular J774. En

el control no se utilizé lectina. Microscopia de fluorescencia. 400x
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Linea celular LPA PNA ALL

CaSki - ++ +++
HelLa - + ++
J774 - ++ ++

Tabla 5. Intensidad de fluorescencia de las lectinas LPA, PNAy ALL en lineas

celulares de cancer cervicouterino
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Andlisis histoquimico de tejidos

Tejido sano

El tejido sano fue observado por microscopia de campo claro con la tincién de
hematoxilina-eosina (HE), en la figura 7 se puede observar la muestra R-200, y en
la figura 8 la muestra R-201, las cuales presentan un epitelio plano estratificado no
queratinizado, se observa claramente el limite entre estroma y epitelio, no

encontrandose alteraciones celulares en alguno.

En la muestra R-200 la reactividad de la lectina LPA mostré un reconocimiento
leve en la membrana plasmatica de las células epiteliales del estrato superficial,
en los estratos intermedio y basal, como en el estroma hubo un reconocimiento
moderado. El reconocimiento por PNA fue leve hacia la membrana plasmética de
las células epiteliales del estrato superficial, la lectina no mostré reconocimiento
por los estratos intermedio y basal, mostro un reconocimiento moderado hacia el
estroma en la adventicia de los vasos sanguineos. El reconocimiento de ALL fue
nulo en las células epiteliales de los estratos intermedio y basal, en la region del
estroma ALL mostré un reconocimiento moderado (Figura 7).

En la muestra R-201 la reactividad de la lectina LPA mostr6 un leve
reconocimiento en la membrana plasmatica de las células epiteliales del estrato
superficial, no hubo reconocimiento en los estratos intermedio y basal ni en el
estroma. El reconocimiento por PNA fue moderado hacia la membrana plasmatica
de las células epiteliales del estrato superficial, la lectina no mostré reconocimiento
por los estratos intermedio y basal, ni por el estroma (Figura 8). La lectina ALL
mostré un reconocimiento nulo en las células epiteliales de los estratos intermedio
y basal, al igual que en la region del estroma. En la tabla 6 se resume la
identificacion histoquimica de los glicoconjugados por las diferentes lectinas en los

tejidos cervicales sanos.

32



Figura 7.- Histoquimica con las lectinas; LPA, PNAy ALL, en tejido cervical sano,
muestra R-200. Microscopia de fluorescenciay de campo claro. 200x

Figura 8.- Histoquimica con las lectinas; LPA, PNA y ALL, en tejido cervical sano,

muestra R-201. Microscopia de fluorescenciay de campo claro. 200x

33



Caso LPA PNA ALL
R-200 + ++ +
R-201 + + +

Tabla 6.- Identificacién histoquimica de los glicoconjugados (reactividad a las

lectinas) en tejido cervical sano

Tejido canceroso

En la Figura 9 se exponen las muestras de cérvix con cancer cervical epidermoide
(R-156, R-206, R-208, R-213, R-226). En las muestras con la tincion de
hematoxilina-eosina se aprecia una pérdida de continuidad entre los limites del
epitelio y el estroma, con células tumorales pleomorficas, con nucleos grandes,
que infiltran el estroma, por otra parte, se encontr6 un abundante infiltrado
inflamatorio con predominio de células linfociticas y mononucleadas. En los tejidos
con cancer cervicouterino invasor estadio 11B, la lectina LPA mostro reactividad de
leve a moderada hacia las células del estroma, la matriz extracelular y las células
que infiltran el estroma. Las lectinas ALL y PNA tuvieron una reactividad
semejante. La lectina PNA present6 una reactividad intermedia hacia la membrana
plasmatica del infiltrado celular y algunas células endoteliales de los vasos
sanguineos. La lectina ALL mostré una reactividad de moderada a alta hacia la
membrana plasmatica de células neoplasicas, en el estroma la reactividad fue
moderada hacia el endotelio. En la tabla 7 se resume la identificacién histoquimica
de los glicoconjugados por las diferentes lectinas en los tejidos cervicales

neoplasicos.
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Figura 9.- Histoquimica con las lectinas; LPA, PNA y ALL, tejido cervical con
carcinoma invasor estadio 1IB. Microscopia de fluorescenciay de campo claro.
200x.
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Caso LPA PNA ALL

R-156 + ++ ++
R-206 + ++ ++
R-208 + ++ ++
R-213 + ++ T+t
R-226 + ++ +++

Tabla 7. Identificacion histoquimica de los glicoconjugados (reactividad a las

lectinas) en tejido cervical con carcinoma invasor estadio IIB.



VIII. DiscusION

El cancer cervicouterino es un problema de salud, constituye la segunda causa de
muerte de mujeres en paises en desarrollo (58). Se ha identificado que durante la
transformacion celular existen alteraciones en le glicosilaciéon de proteinas de
membrana y existen diversos trabajos que han sido enfocados a tratar de hacer
una correlacion de estas alteraciones y la progresion de la enfermedad (56). Las
lectinas representan una Util herramienta en el estudio de la diferenciacion celular
debido a su especificidad por estructuras glicosiladas especificas, permiten
evaluar con gran sutiles diferencias en la glicosilacion de ciertas moléculas, y han
sido de gran utilidad para el analisis de marcadores glicosilados, para el

aislamiento de glicoproteinas y de grupos celulares (20).

En el presente trabajo se evaluaron cambios en la O-glicosilacion en lineas
celulares y tejidos usando lectinas con diferentes especificidades a estructuras de
O-glicanos. LPA reconoce &cido sialico (Neu5Ac) (17), ALL reconoce GalNAc en
O-glicopéptidos con core 1 que contienen el disacarido Gal pB1,3GalNAcal,0-
Ser/Thr (antigeno T) o GalNAcal,0-Ser/Thr (antigeno Tn) que pueden o no estar
sialidados (32, 86), PNA reconoce el grupo hidroxilo en el carbono 4 de galactosas
terminales presentes en el antigeno T (Galpl,3GalNAc), en lactosaminas
(Galp1,4GIcNAc), glicoproteinas y glicolipidos, el antigeno T estd presente en
muchos glicoconjugados; como en glicolipidos, grupos sanguineos M y N,
gangliésidos, y muchas otras glicoproteinas solubles y asociada a la membrana
(33, 50).

Los estudios realizados con la linea celular J774 (51), muestran que la linea es
positiva para ALL (Figura 6), esta linea fue utilizada como control positivo para
esta lectina. Las demas lineas celulares corresponden a carcinoma de cérvix
invasor. El reconocimiento observado con las lectinas LPA y PNA no permite
sugerir que estas lectinas reconozcan patrones de glicosilacion especifico en

estas lineas celulares, sin embargo, ALL muestra un mayor reconocimiento en las
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lineas celulares CaSki y HeLa. LPA es especifica para acido sialico, la expresiéon
de este carbohidrato se ve incrementado por la actividad de sialiltransferasas.
Generalmente la presencia de acido sialico se asocia a la transformacion maligna
in vivo, el &cido sidlico favorece la metastasis de las células malignas (48), por lo
que se esperaria que en la linea celular proveniente de cancer invasor con
metéstasis (CaSki) la reactividad de LPA fuera mayor que en Hela
(adenocarcinoma), pero esto no fueron los resultados obtenidos, lo cual muestra
que estas lineas celulares no son un buen modelo de estudio in vitro para la
sobreexpresion de &cido sidlico en carcinoma cervicouterino. Ambas lineas
celulares mostraron alta reactividad a ALL que podria reflejar la participacion de
glicoconjugados en el desarrollo del tumor y metastasis, ante la presencia de los
antigenos T y Tn, lo que se comprueba con la reactividad de la lectina PNA. La
falta de reactividad hacia LPA y el reconocimiento por PNA indica que los
antigenos no estan enmascarados por sialilacion en las lineas celulares, sin
embargo, en biopsias de carcinoma cervicouterino invasor se incrementa la

expresion de estos antigenos (12, 28, 30).

Wang y cols, en el 2002 demostraron que en suero y en tejidos cervicales la
presencia de &cido sialico se incrementa gradualmente conforme aumenta el
grado de malignidad. Si se compara la expresion de acido sialico reconocido por la
lectina LPA en el tejido cervical sano y el tejido con cancer cervicouterino invasor
estadio 1B se hace evidente que el &cido sialico aumenta en las células tumorales
y en las células que infiltran el estroma a diferencia del tejido sano donde la
expresion de este sacarido se localiza solamente en el estrato superficial y
escasamente en el estroma en algunos tejidos. El incremento de acido sialico se
ha asociado con el aumento en la expresion de las ST3Gal I, ST3Gal Ill, ST3Gal
IV y ST6Gal | en el carcinoma de células escamosas, de las cuales la ST3Gal lll y
ST6Gal | son importantes en la metastasis hacia nédulos linfaticos en el estadio
IB1, la sobre-expresion de ST6Gal | se considera un factor prondstico pobre (82).
Las alteraciones en la O- y N- glicosilaciéon de glicoproteinas esta asociada al
cancer, lo que influye en la adhesion molecular de las células mediada por

carbohidratos (61). La produccion de antigenos por O-glicosilacion incompleta es
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un fendmeno comun en el desarrollo del cancer, unos de los principales antigenos
asociados a cancer son Ty Tn (9). En tejido canceroso se identifico la expresion
de estos antigenos en células tumorales y en la region del estroma, a diferencia
del tejido sano donde su presencia se localiza solamente en el estrato superficial,
lo cual concuerda con los resultados encontrados por Carrilho y cols. (2000). El
patron diferencial en la expresion de los antigenos T y Tn mostrado por las
lectinas PNA y ALL en tejido canceroso con respecto al tejido cervical sano puede

ser util en el diagnéstico de la enfermedad.

Neoplasia Carcinoma Invasor
Estadio Normal _Intraepitelial Cervical (FIGO)
1 2 3 la Ib lla Ib
Antigeno T x V W W W

AntigenoTn  x N N W W W W W

Tabla 8. Presencia de los antigenos Ty Tn reportados en la literatura
durante la transformacion maligna del cérvix.

Al conjuntar los resultados identificados en este trabajo y los datos encontrados en
la literatura nos permiten sugerir que la expresion de antigenos glicosilados
potencialmente puede ser utilizado para distinguir diversas etapas de la
transformacién maligna del epitelio escamoso del cérvix (Tabla 8). Muchas lectinas
caracterizadas, por su gran especificidad en el reconocimiento a azlcares, se
utilizan como herramienta en el estudio de glicoconjugados (84). Las lectinas ALL
y PNA empleadas muestran un patrén de reconocimiento diferente a pesar de que
las dos reconocen estructuras GalNAc. La habilidad de las lectinas para
diferenciar ligeras variaciones en la conformacion de las estructuras sacaridicas
radica en la variabilidad en el tamafio del dominio de reconocimiento a
carbohidratos (CDR por sus siglas en inglés, carbohydrate recognition domain) y
de su estructura cuaternaria (78), esta habilidad aunada a la estructura que estas

proteinas adoptan en el espacio hacen que las lectinas tengan diferencias en el
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reconocimiento a sus antigenos. En el 2007 Santaella-Vallejo y cols. analizaron
muestras de cérvix humano NIC 1, 2 y 3, encontrando un reconocimiento
diferencial por ALL en NIC 2, en el presente estudio se encontr0 que el
reconocimiento por ALL se incrementa en cancer cervicouterino invasor. En
individuos sanos, estos antigenos se asocian con células inmaduras, mas aun se
ha identificado que poblaciones ALL+ tienen alta resistencia a la apoptosis (2),
pudieran estar relacionadas con la proteccidon celular contra el reconocimiento
inmunologico, la adhesion y la migracion celular, incrementando la resistencia a la

muerte celular programada.

Algunas lectinas vegetales han sido propuestas como posibles farmacos anti
neoplasicos al provocar muerte celular por apoptosis y autofagia como es el caso
de Con A o por ser citotoxica como GS |, que inhibe el crecimiento del tumor, de
igual forma se han propuesto como acarreadores de farmacos anti-cancerosos
(13, 44, 45). La concentracion y el tipo de lectina influyen en el efecto que tienen
sobre el desarrollo del tumor (37). El estudio de la actividad antitumoral de las
lectinas en lineas celulares provenientes de cancer juega un papel muy importante

como posibles herramientas terapéuticas.
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IX. CONCLUSION

En el cancer cervicouterino se presentan modificaciones en la O-glicosilacion a
nivel de oligosacaridos simples tipo mucinico como producto de una via de

glicosilaciéon anormal en la célula cancerosa.

Las lectina de ALL y PNA que reconocen algunas de estas modificaciones
muestran un patron de reconocimiento diferente, sin embargo, ALL tiene una
mayor interaccion con los antigenos T y Tn, tanto en lineas celulares provenientes

de CaCu, como en tejidos con carcinoma invasor.

Estos resultados sugieren que ALL puede utilizarse como herramienta en la
identificacion de modificaciones en la O-glicosilacion tanto en la progresion como

en la invasion del cancer cervicouterino.
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X. PERSPECTIVAS

> Caracterizar los glicoconjugados reconocidos por las lectinas ALL y PNA en
lineas celulares y tejidos tumorales. Debera estudiarse minuciosamente su
correlacion en la enfermedad. Estos glicoconjugados pueden ser utilizados como

marcadores moleculares.

> Establecer los posibles ligandos de estos glicoconjugados, para especular

sobre el posible papel que juegan en la progresion y metastasis del tumor.

> Identificar si en el suero de pacientes con CaCu expresan glicoproteinas
reconocidas por la lectina ALL, esto permitiria identificar un método no invasivo en

la deteccion de los oligosacéridos.

> Establecer la expresién diferencial de glicosiltransferasas en tejido normal y
canceroso de cérvix que nos permitird determinar cuales de estas enzimas estan

involucradas en la progresion del tumor.
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ST
NeuAc
Gal
GalNAc
ALL
PNA
LPA
CaCu
VPH
ADN
NIC
LSIL
LSIH
FIGO
PSA
EDTA
PBS
FITC
DAPI
HE

XI. ANEXO |. ABREVIATURAS

Sialiltransferasa

Acido neuroaminico o &cido sialico
Galactosa

N-acetilgalactosamina

Lectina de Amaranthus leucocarpus

Lectina de Arachis hypogaea

Lectina de Limulus polyphemus

Cancer cervicouterino

Virus de papiloma humano

Acido desoxirribonucleico

Neoplasia intraepitelial cervical

Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
Lesion intraepitelial escamosa de alto grado
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
Antigeno especifico de préstata
Etilendiaminotetraacetato de sodio

Solucién balanceada de fosfatos
Isotiocianato de fluoresceina
4,6-diamidino-2-fenilindol

Hematoxilina-Eosina
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XIl. ANEXO Il. GLOSARIO

Apoptosis o muerte celular programada: Forma de suicidio celular
genéticamente definida, que ocurre de manera fisiologica durante la
morfogénesis, la renovacion tisular y en la regulacion del sistema
inmunitario.

Céancer o neoplasia maligna: Crecimiento descontrolado de células anormales
en el cuerpo. Las células cancerosas también se denominan células
malignas.

Carcinoma: Tumor maligno generados por células epiteliales. El prefijo adeno se
refiere a epitelio secretor, mientras que escamoso se reserva para los de
recubrimiento.

Captura de hibridos: Técnica de biologia molecular que permite detectar en
forma directa el material genético (ADN) de los VPH de alto riesgo, lo
detecta aun desde antes de tener alguna lesién visible.

Condiloma plano: Placas rugosas de color blanco, que aparecen en el utero.

Estadificacion o estadiaje: Clasificacion de la extension y gravedad de una
enfermedad cancerosa.

Fosforilacion: Adicién de un grupo fosfato inorganico (PO,>) a cualquier otra
molécula. La fosforilacién de las proteinas y, en especial de las enzimas es
uno de los principales mecanismos de regulacién de su actividad.

Glicanos o glicoconjugados: Biopolimeros que constan de una porcion glicana;
constituida por carbohidratos y una porcién aglicona; porcién proteica o
lipidica en glicoproteinas y glicolipidos respectivamente.

Glicoformas: Variedad de conformaciones en los carbohidratos unidos al
glicano.

Hibridacion inversa: Técnica de biologia molecular, en donde el ADN
biotinilado, obtenido mediante la técnica de amplificacion es sometido a
hibridacién con sondas de oligonucleétidos inmovilizadas.

Neoplasia: Formacion de un tejido anormal en el que la multiplicacion de las

células no esta totalmente controlada por los sistemas reguladores del
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organismo y cuyos elementos celulares sustituyen a los de los tejidos
normales. Se usa principalmente refiriendose a los tumores tanto benignos
como malignos.

Marcador tumoral: Sustancias producidas por las células de tumores o por otras
células del cuerpo como respuesta al cadncer o a ciertas afecciones
benignas (no cancerosas). Estas sustancias se pueden encontrar en la
sangre, orina, tejidos de tumor o en otros tejidos.

Invasion tumoral: Movimiento o diseminacion de las células cancerosas de un
organo o tejido a otro, por lo general a través del torrente sanguineo o del
sistema linfatico.

Oligosacaridos: Polimero de monosacéridos unidos por enlaces O-glicosidicos,
con un namero de unidades monoméricas entre 2y 10.

Polisacaridos: Biomoléculas formadas por la unién de una gran cantidad de
monosacaridos, unidas por enlaces glicosidicos.

Proteinas supresoras de tumor: Proteinas que normalmente inhiben la
proliferacion celular excesiva. Una mutacion o una delecion de un gen
supresor tumoral que codifica para dicha proteina aumentardn la
probabilidad de que se produzca un tumor, al perder su funcién.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Técnica de biologia molecular,
cuyo objetivo es obtener un gran niumero de copias de un fragmento de
ADN en particular, partiendo de un minimo.

Sialilacion: Proceso que se lleva a cabo por la accion de enzimas llamadas
sialiltransferasas (ST), las cuales unen &cido neuroaminico (NeuAc) a la
porcién de los glicanos de proteinas y lipidos.

Tamizaje: Evaluacibn masiva de sujetos asintomaticos respecto de una

patologia especifica y antes de que ellos consulten espontaneamente.
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