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Resumen

La metastasis es la principal y mas grave complicacion del cancer. Las interacciones
celulares son uno de los diversos factores que median la metastasis. En estas interacciones
celulares, los glicoconjugados desempeiian un papel clave para generar una serie de procesos
que culminan con la liberacién celular tumoral, la evasién del reconocimiento inmunolégico, la
resistencia a la muerte celular y la implantacion celular a distancia en sitios secundarios.
Mediante histoquimicas con lectinas con especificidad a N- y O-glicanos (Amaranthus
leucocarpus, Arachis hypogaea, Machaeocereus eruca, Limulus polyphemus, Maackia
amurensis, Sambucus nigra, Macrobrachium rosenbergii, Lens culinaris, Concanavalina A, y
Lotus tetragonolobus) realizamos la identificacion de residuos glicosilados en 6rganos humanos
sanos, carcinomas primarios, y metastasis a cerebro. A través de inmunohistoquimicas con
anticuerpos identificamos la participacion de moléculas de adhesion celular neural sola (NCAM) y
en su forma polisialilada (PSA-NCAM), ambas intimamente relacionadas con la progresién
tumoral y la regeneracién celular. Finalmente identificamos la participacion de glicoproteinas en
los eventos tumorales metastasicos a través de ensayos enzimaticos.

Nuestros resultados demuestran que existe un decremento en la sialilacion y un
incremento en la presencia de residuos O-glicosidicos de tipo mucinico en los estadios
metastasicos. A la par, de los &cidos siélicos presentes, evidenciamos la participacion del acido
polisidlico en las metastasis de manera importante. Los resultados obtenidos sugieren que puede
existir un mecanismo de sobre-regulacién en la biosintesis de O-glicanos de tipo mucinico y
acido polisialico para la progresién tumoral y la metastasis.

Palabras clave: Metéastasis, O-glicosilacion, acido sialico, acido polisialico, NCAM, lectinas.



Abstract

Metastasis is the main and more serious complication in cancer. Cellular interactions are
one of several factors that mediate metastasis. From these cell interactions, glycoconjugates play
a key role to generate a series of processes that culminate with tumor cell freedom, cell protection
against immune recognition, resistance to cell death, and distant secondary sites of cell
implantation. By histochemistry with N- and O-specific lectins (Amaranthus leucocarpus, Arachis
hypogaea, Machaeocereus eruca, Limulus polyphemus, Maackia amurensis, Sambucus nigra,
Macrobrachium rosenbergii, Lens culinaris, Concanavalina A, and Lotus tetragonolobus) we
identify glycosylated residues in healthy, primary tumor, and brain metastatic human tumors. By
immunohistochemistry with antibodies we identify single neural cell adhesion molecules (NCAM)
as in a polysyalilated form (PSA-NCAM), both strongly related with tumor progression and cell
regeneration. Finally we identify the presence of glycoproteins in metastatic tumor events through
enzyme assays. Our results demonstrate that there are a decrease sialylation and an increase in
the presence of O-linked mucin-type glycans in metastatic stages. At the same time, from the
sialic acids presents, we importantly evidence the role of polysialic acid in metastatic stages.
These results strongly suggest an upregulated biosynthesis of O-glycans and polysialic acid to

favor tumor progression and metastasis.

Key words: Metastasis, O-glycosylation, sialic acid, polysialic acid, NCAM, lectins.



CAPITULO 1

Introduccion

El cancer representa uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial,
siendo una de las principales causas de muerte’. Las estadisticas muestran gque 1 de cada 3
americanos desarrollara algin tipo de cancer a lo largo de su vida®. En México, las estadisticas
mas recientes muestran que la tasa de defuncion por cancer de mama en mujeres en 2005 fue
de 7.9/100 mil mujeres, con 4,220 muertes, lo que representa el 1.9% de en ese afo®. En 20060,
de cada 100 egresos hospitalarios de mujeres, 20 fueron por cancer de mama, 13 por cancer de
cérvix y 12 por leucemias; en el mismo afo, de hombres, 19 de cada 100 fueron por leucemias, 8
por cancer de prostata y 6 por cancer de traquea, bronquios y pulmén. En 2007, el cancer
representd la tercera causa de muerte entre mujeres con 35,303 defunciones (15.4%), mientras
que en los hombres fue la cuarta con 33,509 muertes (11.8%)". Las estadisticas mas actuales en
nuestro pais estiman que hay entre 50 y 80 casos por cada 100,000 habitantes, siendo la
poblacién mayor de 30 afios de edad la mas propensa’. Se considera como un grupo de
enfermedades caracterizadas por un crecimiento y diseminacion celular descontrolados. Las
causas de transformacion celular maligna y metastasis son multifactoriales tal como alteraciones
fenotipicas®, genotipicas’ y epigenéticas®®, decremento en la inhibicién dependiente de la
densidad del crecimiento celular, decremento en los requerimientos de factores de crecimientolo,
pérdida en la dependencia de anclaje celular*, pérdida del control del ciclo celular*? y resistencia
a la apoptosis®®, cambios en la estructura y funcién de la membrana celular como el
aglutinamiento de células transformadas, hipertermia®®, y alteraciones de la glicosilacion™, entre
otros™®.

Una de las mas graves complicaciones del cancer, y principal causa de muerte es la
metéastasis, siendo considerada el fenotipo letal del cancer'’. Metastasis es el término que se
refiere a la transferencia de células tumorales desde un érgano o parte de él, hacia otro no

necesariamente relacionado por contigliidad. Se trata de un proceso complejo de liberacion y
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transporte celular tumoral a sitios secundarios a través de diversas vias siendo las mas
frecuentes la linfatica’®, y la circulatoria’®, aunque existen otras vias de diseminacion®. En
general, los carcinomas son los que con mayor frecuencia invaden y se diseminan a través de la
via linfatica. Una vez que las masas tumorales han alcanzado un vaso linfatico, embolizan y
forman nédulos®'. En el caso de la diseminacién hematdgena, ésta puede ocurrir tanto a través
de plexos venosos como arteriales, siendo los Gltimos los principalmente implicados®. Se sabe
desde hace algunos afios que las interacciones que se establecen entre las células cancerosas y
la microvasculatura son un paso regulador de la metastasis®>. Los sarcomas son los que con
mayor frecuencia se diseminan y metastatizan a través de la via hematégena. Sin embargo, las
células tumorales infiltran los tejidos vecinos y las matrices en forma diversa. Se pueden
diseminar en forma de células aisladas individuales, patrén definido como “migracion celular
individual”, o en forma de masas sdlidas, cadenas o agrupaciones celulares, llamado “migracion

colectiva”®.

En muchos tipos tumorales, ambas formas de diseminacién se presentan
simultdneamente. Las leucemias, los linfomas y la mayor parte de los tumores sélidos como los
sarcomas, se diseminan en forma de células aisladas. Los tumores epiteliales cominmente usan
la migracién colectiva. En algunas ocasiones se ha descrito la diseminacion trans-tisular, en la
que no median vasos sanguineos ni linfaticos su diseminacion. Esta diseminacion a través de
tejidos se ha descrito fundamentalmente en tumores de cabeza y cuello que pueden dar lugar a

metastasis del sistema nervioso central®

. La diseminacion a través de los espacios tisulares
(intercelular) es la que se observa inicialmente durante la diseminacion tumoral. La pérdida de la
adhesion célula-célula y la aparicion de facultades locomotoras, generan esta primera ruta de
metastasis. Puede ocurrir una diseminacion celular tumoral a través de espacios celémicos, es
decir, cavidades corporales (e.g. pericardio, pleura, peritoneo) o ductos epiteliales (e.g. ductos
mamarios, pancreatico, biliar) estableciendo en estas Ultimas rutas, las masas tumorales

metastasicas en cavidades corporales. Se diseminan en la cavidad e implantan en 6rganos

vecinos dentro de la misma cavidad. Algo similar ocurre a través del espacio cerebroespinal (el
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espacio perivascular de Virchow-Robin, los ventriculos cerebrales, y el canal de la médula
espinal)®®.

En general, la metastasis posee dos criterios esenciales: una preferencia hacia un érgano
o sitio de implantacién y un potencial celular metastasico’’. El reconocimiento celular que
favorece a la metastasis es mediado por diversos factores, entre los que destacan los
oligosacaridos de superficie celular que juegan un papel clave debido a que una buena parte de
estructuras cuya funcién es de receptores celulares o ligandos, son glicoconjugados®®. Los
oligosacaridos interaccionan con moléculas de adhesion y otros ligandos intra- y extracelulares.
Las interacciones carbohidrato-ligando producen una serie de eventos que culminan con la
liberacion celular tumoral, la proteccién contra el reconocimiento inmunolégico y finalmente, la
implantacién en sitios lejanos de colonias tumorales. Durante el proceso de transferencia de
células tumorales, muchas de éstas células son destruidas a través del reconocimiento de
antigenos tumorales y de la induccién de la apoptosis como mecanismos tempranos de control
de la diseminacién tumoral®®. Sin embargo, la apoptosis es también un evento comun en las
masas tumorales, evento que se ha propuesto podria diseminar la carcinogénesis por
inoculaciones infectoides de material genético tumoral en células no transformadas, de esta
forma, el ADN extracelular o libre circulante presente en plasma sanguineo podrian re-
incorporarse a células sanas y transformarlas, a través de un evento denominado
“genometastasis”’.

Histéricamente, una de las primeras teorias biolégicas que intentaron explicar el proceso
de la formacidon metastasica fue propuesta por el cirujano y patoélogo britanico Sir James Paget
(1814-1899) en su famosa hipotesis de “la semilla y el suelo” para una metastasis exitosa en
1889°'. La semilla representaba a las células cancerosas, y el suelo (fértil) al tejido en el cual los
factores de crecimiento apropiados y la matriz extracelular estaban disponibles para el
reconocimiento del receptor celular®. El fenémeno clinico de la existencia preferencial de ciertos

organos para implantar metastasis es tan real hoy en dia como cuando Paget lo observo. Por
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ejemplo, Everett V. Sugarbaker en 1981 analiz6 los hallazgos de autopsias sisteméticas y
demostrd la validez de patrones érgano-especificos de la formacion de metéstasis en muchos
canceres humanos®. Mientras Paget sugeria que habfa un mecanismo que involucraba
interacciones entre el tumor y el O6rgano secundario, otros investigadores propusieron la
importancia de la circulaciébn en el establecimiento del patron metastasico. Surgiendo asi la
hipétesis mecanica-circulatoria con James Ewing en 1928, Esta hipétesis cobré fuerza en 1953
cuando Dale Rex Coman describi®6 el mecanismo hematégeno de la metastasis®. Ambas
hipotesis fueron conceptos pioneros en la investigacion del proceso metastasico. Como tributo a
ambos investigadores, la Sociedad de Investigacion de Metastasis instituyd el premio Paget-
Ewing en 1988 para los investigadores que aportaran nuevos conocimientos en el campo. Uno
de los primeros galardonados con éste premio, Leonard Weiss, discutié extensamente las
discrepancias en las observaciones de Paget con respecto a metastasis de mama*®. El principal
enfoque de Weiss fue que la metastasis de cancer de mama no necesariamente tenia un soporte
mecéanico ni un sustento solido de semilla y suelo. Si bien las hipotesis pioneras explicaban parte
del mecanismo observado en los patrones metastasicos, sin duda no era suficiente: la
diseminacion celular desde un punto de vista espacio-temporal es especifica para el tumor en
particular, en cierto grado sin embargo, con mayor significancia desde el punto de vista de
especificidad hacia un érgano. En este sentido, la especificidad estd relacionada con el
reconocimiento y la diseminacién dirigida hacia un sitio especifico. La mayor parte de los
reconocimientos celulares son llevados a cabo a través de carbohidratos.

Los tumores que metastatizan a cerebro tienen un origen mdltiple®” y necesitan atravesar
la barrera hematoencefalica. Esta Ultima es considerada como una membrana casi impermeable
y altamente selectiva. Difiere en su estructura general de otras membranas vasculares®. Es
atravesada por células tumorales mediante la participacion de moléculas de adhesion. Algunas

39,40

de estas moléculas implicadas en este paso son las integrinas, las selectinas y las cadherinas

de adhesién celular neural (NCAM) tanto sola como en la forma polisialilada (PSA-NCAM)*. En

6



la metastasis al cerebro se desconocen los mecanismos implicados en la implantacién después
del paso de las células tumorales a través de la barrera hematoencefalica. Se han reportado
alteraciones de la glicosilacion de las células tumorales, la expresion de receptores glicosilados

embrionarios como determinantes de malignidad, proliferacién e invasion***.



CAPITULO 2

Glicobiologia
2.1. Las funciones bioldgicas de los carbohidratos
La glicobiologia es la ciencia que estudia los aspectos bioquimicos y biolégicos de los
carbohidratos, con el propdésito de definir la estructura, la biosintesis y la funcion bioldgica de
éstos unidos a glicoconjugados y determinar la forma en que estas funciones impactan sobre un

44,45

organismo vivo™"". Los carbohidratos son un componente esencial para la vida, tanto por sus

propiedades de estructuraciéon y almacenamiento de energia, como por las propiedades de

46,47

estabilizacion, reconocimiento, sefializacion y agentes de comunicacion Las multiples

funciones de los carbohidratos radican en la estabilidad y la diversidad estereoquimica de las

uniones glicosidicas*®*°

. La adhesién de carbohidratos a proteinas, lipidos, y nucleétidos es la
méas extensa modificacién co- y pos-traduccional en células eucariontes® y procariontes™. Se
lleva a cabo a través de un proceso enzimatico denominado glicosilacion®. La glicosilacion, al
adicionar unidades de carbohidrato a otras moléculas genera glicoconjugados: glicoproteinas,
glicolipidos, o gliconucleotidos, cuya porcién aglicona es una proteina o un péptido, un lipido, o
un nucleotido respectivamente, y la porcién glicana es la formada por el o los carbohidratos

adicionados®**

(Figura 1). Los glicoconjugados son biopolimeros que, junto con las proteinas y
los acidos nucleicos, son los principales responsables de la transferencia de informacion entre
las células, que es un proceso fundamental para la vida y central para todos los sistemas
celulares. Es bien conocido que los complejos glicosidicos en la forma de glicolipidos y
glicoproteinas, estan presentes adornando las membranas celulares y median una gran cantidad
de diversas e importantes funciones bioldgicas™. Los carbohidratos predominantemente
encontrados en glicoconjugados humanos incluyen glucosa (Glc), galactosa (Gal), manosa

(Man), fucosa (Fuc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglucosamina (GIcNAc), y el acido

N-acetilneuraminico (NeuNAc) llamado también &cido sialico (Sia)*®.



Figura 1. Ejemplos de glicoconjugados. De izquierda a derecha, glicoproteina y glicolipido. A: porciones glicana
del glicoconjugado (region de carbohidratos); B: porciones aglicona del glicoconjugado (regiones que
corresponden a péptido o proteina, lipido y nucleotido en glicoproteinas y glicolipidos respectivamente).

La funcion biolégica de los carbohidratos depende de muchos factores. Comparado con
otros biopolimeros como los acidos nucleicos, las proteinas y los péptidos, en los que la actividad
bioldgica depende de su secuencia de nucleétidos o residuos de aminoacidos, en el caso de los
oligosacaridos la situacion es mas compleja. Para los oligosacéaridos, ademas de la secuencia de
la estructura monomérica, se suman otros aspectos como los grupos funcionales y su
estereoquimica, la conformacion de los carbohidratos y sus ramificaciones, la formacién
estereoselectiva de las uniones glicosidicas, el arreglo espacial y tridimencional que guardan las
estructuras glicosidicas, el tipo de enlace que establecen, etc., son s6lo algunos de los aspectos
a considerar®’.

Por mucho tiempo, se ha asumido que los carbohidratos tienen solamente funciones
estructurales y de almacenamiento de energia. Sin embargo, en las Ultimas décadas, una gran
cantidad de glicoconjugados han sido implicados en funciones esenciales en diversos procesos
biolégicos, tanto fisiolégicos como patolégicos™. Los carbohidratos participan en importantes
eventos de reconocimiento intercelular tanto en procesos celulares normales, como anormales.
Un ejemplo de estos eventos es el plegamiento peptidico™, la especificidad que confieren a los

grupos sanguineos®, el reconocimiento célula-célula® y diversos fenémenos de reconocimiento

62,63 64,65

celular , la union celular esperma-ovocito , la guia del crecimiento celular neuronal66’67, la

68,69

adhesioén de virus y de bacterias” a su huésped, en el que incluso regulan los estados de

simbiosis a patogenicidad™ "%, la exacerbacion de la actividad hormonal™, la sefializacién apical



en el trafico biosintético’, por sélo nombrar algunas. Mas aun, algunos cambios remarcados
tienen lugar en carbohidratos de superficie celular que se relacionan con la progresién tumoral,

que aparece intimamente relacionada con la metéstasis’™ "

. La sobreexpresion o pérdida de la
regulacion de enzimas implicadas en la maquinaria de glicosilacion (glicosiltransferasas y
glicosidasas) y diversas lectinas esta asociada a la expresién de oncogenes y sus productos
proteicos’’. El interés por el estudio de los eventos celulares desde la visién glicobiolégica, ha
llevado a sugerir que la informacion que se codifica a través de la presencia especifica de
residuos de carbohidratos, pueda ser traducida en funciones biolégicas™. La glicobiologia ha
encontrado un espacio de accidon en la medicina, respondiendo a interrogantes en torno a
procesos celulares que sélo se especulaban, y ahora se comprenden mejor’®. El interés por la
glicobiologia radica en que los carbohidratos estan implicados, directa o indirectamente, en
muchos procesos biolégicos (Figura 2). Fundamentalmente, debido a que los carbohidratos se
encuentran localizados, principalmente, en la superficie celular. Por un lado, los oligosacaridos
funcionan como acarreadores de informacién, debido a su alta posibilidad de combinacion
cuando se conjugan con otros carbohidratos. Por otro, debido a que las interacciones de afinidad
proteina-carbohidrato no son altas y dependen de la multivalencia, ofrecen la posibilidad de crear
sistemas especificos de comunicacion e interaccion, dependientes del tejido, estirpe y
circunstancias celulares en particular (e.g. la union de CD8 al complejo mayor de
histocompatibilidad dependiente del tipo de arreglo O-glicano presente®’, las modificaciones en el
patron glicosidico del transportador de glucosa 2 que promueven la secrecién de insulina™, la
regulacion condicional del procesamiento glicosidico en el aparato de Golgi que lleva a
modificaciones de los receptores a citocinasgz, etc), mas que en sistemas estrictos, ademas de

muchos de ellos irreversibles (e.g. interacciones biotina-streptavidina®).
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Figura 2. Algunas funciones de los glicoconjugados. Los glicoconjugados ejercen diversas e importantes
funciones bioldgicas a través de la porcién glicana. Algunas de las funciones incluyen interacciones célula-
célula y célula-matriz extracelular; comunicacion inter- e intracelular; reconocimiento celular; receptores para
virus, anticuerpos, lectinas, hormonas, enzimas, bacterias, y como epitopes. Las interacciones de los
glicoconjugados se realizan a través de carbohidrato-carbohidrato o carbohidrato-proteina.

2.2. Formacion de complejos con carbohidratos: glicosilacion.

Muchas de las moléculas clave que participan en reconocimientos antigénicos,
presentacion y respuestas inmunes adaptativas, sefializacion, comunicacion, etc., son
glicoconjugados®. Los glicoconjugados tienen diversas funciones, de las que dos destacan
principalmente: confieren estabilidad a las proteinas sobre las cuales se unen, las protegen del
ataque proteolitico y de interacciones inespecificas proteina-proteina por un lado; por el otro, las
regiones especificas glicosidicas funcionan como epitopes®. Las reacciones de biosintesis de
glicoconjugados ocurren en un amplio espectro filogenético desde archaea y eubacterias®®®’
hasta eucariontes®. Las células tienen una efectiva maquinaria de glicosilacién que incluye dos
grandes familias de enzimas: las glicosiltransferasas y las glicosidasas.

Las glicoproteinas se dividen en tres clases principales (Figura 3): N-glicoproteinas, en las
que un residuo de GIcNAc une covalentemente su oxhidrilo (OH-) del carbono a-anomérico a la
region nitrogenada (N-) de residuos de asparagina (Asn) en una secuencia consenso Asn-X-
serina (Ser) o treonina (Thr), donde X es cualquier otro residuo de aminoacido, excepto

89,90

prolina™*". O-glicoproteinas, cuyo enlace covalente se realiza principalmente uniendo el OH- del

carbono a-anomérico de un residuo de GalNAc al OH- de un residuo de Ser o Thr en la cadena

11



peptidica®; en la O-glicosilacién existe también la posibilidad de unir otros residuos: GIcNAc

como centro de iniciacion, evento reportado en diversas proteinas nucleares y citosélicas®* %,

fundamentalmente cerebrales®™; Gal-Ser/Thr que se presenta en colageno®; Glc-Ser/Thr

presente en factores de coagulacién®’; Man-Ser/Thr en glicoproteinas de levaduras®, en a-

distroglicanos®, y en proteoglicanos cerebrales de rata'®'%"; xilosa (Xyl)-Ser/Thr es frecuente en

102

proteoglicanos; Fuc-Ser/Thr—“ que se ha reportado en algunas proteinas fibrinoliticas y en

103,104,

dominios del factor de crecimiento epidermal (EGF) . y arabinosa (Ara)-Pro'®

. Finalmente, la

mas reciente de los tipos de glicosilacién, reportada en 1994*%°

es la C-glicosilacion, en la que se
une de manera covalente el carbono a-anomérico de una aldohexosa, generalmente Man aunque
puede ser Glc, al carbono 2 del residuo indol de triptéfano (Trp) por union carbono-carbono en
una secuencia consenso Trp-X-X-Trp, donde X es cualquier otro residuo de aminoéacido; se lleva

a cabo pos-traduccionalmente principalmente a nivel citosélico'®’

. La N- y la O-glicosilacion son
los dos tipos de eventos mas estudiados y caracterizados, dado el tiempo que tienen de haber

sido descritos.

Figura 3. Tipos de glicosilacion en proteinas (N-, O- y C-) en eucariontes. La N-glicosilacion (recuadro naranja-
café) tiene lugar principalmente en el reticulo endoplasmico rugoso (RE). La O-glicosilacion (recuadro café)
ocurre tanto en el RE como en el aparato de Golgi (AG) siendo éste Ultimo en donde fundamentalmente tiene
lugar. La C-glicosilacion (recuadro verde) se realiza a nivel citoplasmatico principalmente.
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La secuencia del genoma humano completo fue publicada en el 2001 y el nimero de
genes que se reportd que lo conforman fue sorpresivamente pequefio, no excediendo los
30,000'%'%, De estos, se ha estimado que existen cerca de 200 a 500 genes implicados en el

10 De esta forma,

proceso de la generacién o modificacién de glicoconjugados en vertebrados
so6lo alrededor del 1% de los genes estan involucrados en la produccion del glicoma humano.

La biosintesis y procesamiento de glicoconjugados, difiere de la biosintesis de &cidos
nucleicos y proteinas. Los acidos nucleicos y las proteinas son moléculas lineales en las que la
unién entre mondémeros individuales es la misma. La biosintesis de acidos nucleicos y proteinas
es eficientemente controlada a través de un mecanismo de tipo molde. Los carbohidratos son
anicos en cuanto a la complejidad estructural. Primero, la union entre dos carbohidratos genera
dos diastereémeros llamados a- o B-andémeros. Segundo, un residuo de carbohidrato puede
establecer su union en tres o mas diferentes grupos OH- con azlcares cercanos, para formar
ramas. El ensamblaje de complejos de carbohidratos a través de la glicosilacion por lo tanto, no
puede ser dirigido por un molde y requiere de una elaborada linea de ensamblaje. Las

glicosidasas™***2

son las responsables del corte de enlaces glicosidicos, y se clasifican en
enzimas catabodlicas y accesorias. En la glicosilacion, las glicosidasas catabdlicas estan
involucradas en la liberacion de oligo- y polisacaridos de la dieta, o cadenas glicosidicas de
glicoproteinas y glicolipidos; mientras que las accesorias estan implicadas en el procesamiento
de cadenas de carbohidrato durante la glicosilacién. Las glicosiltransferasas catalizan la
transferencia de monosacaridos u oligosacaridos desde un azucar-nucle6tido donador al grupo
OH- del carbohidrato aceptor****4°

Los monosacaridos, que generalmente tienen cinco o seis carbonos, se enlazan con otros
carbohidratos en las dos diferentes formas anoméricas: a o B, y a partir de este enlace, se
pueden obtener diferentes combinaciones. De hecho, tres hexosas unidas por enlace glicosidico,

120

dan como resultado 27,648 uUnicos trisacaridos™". Al comparar con las solas seis variaciones
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posibles obtenidas de la conjugacién de tres bases de nucledétidos, las posibilidades glicosidicas
son inconmensurables. Dos moléculas de un monosacarido pueden generar 11 diferentes
disacéaridos, mientras que dos amino&cidos formaran un sélo dipéptido. Cuatro diferentes
monosacaridos pueden formar 35,560 distintos tetrasacaridos y cuatro diferentes aminoacidos
formaran sélo 24 tetrapéptidos’®. La posibilidad combinatoria para el ensamblaje de un

hexasacarido'?, se ha calculado cerca de 1x10%.
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CAPITULO 3

El Acido Sialico

El descubrimiento del acido siélico tuvo lugar a finales de la década de los afios 30 del
siglo XX por investigadores como Gunnar Blix, Ernst Klenk, entre otros, como el principal
producto formado por la hidrélisis parcial de mucinas salivales o glicolipidos cerebrales. Fue en
1936, cuando el bioquimico Sueco Gunnar Blix aisl6 de mucina submaxilar bovina un acido
cristalino que luego fue nombrado como “acido sialico”, por el vocablo griego sialos que significa
saliva, que posefa poder reductor, conteniendo nitrégeno y dos grupos acetilo'?*. Una sustancia
con propiedades similares a las descritas por el profesor Blix fue aislada en Alemania en 1941
por Ernts Klenk, mediante metanolisis a partir de glicolipidos cerebrales, y denomind a esta
sustancia como “acido neuraminico”, por su ubicacion en los lipidos del sistema nervioso central
(neuro) de los que se aisldé por vez primera, que luego en 1942 cambié el nombre a “acido
metoxineuraminico”. La importancia de estos hallazgos en el campo de la bioquimica y la
biologia no se observé sino hasta los afios 1950’s cuando surgié un gran interés en los acidos
sialicos antes descritos, con la intencién de describir en su totalidad estas estructuras; fue en
este campo que el Dr. Alfred Gottschalk tuvo un destacado papel al caracterizar la estructura
quimica completa y la biosintesis de la molécula. Durante los afios 1950's y 1960’s diversos
grupos, ademas del grupo del Dr. Gottschalk como los de los investigadores Roseman,
Brossmer, Warren, Yamakawa, y Glick, siguieron investigando los aspectos bioquimicos, fisicos y

biolégicos de estos &cidos™?*!®.

Desde entonces, mas de 50 derivados que ocurren
naturalmente han sido descritos en la actualidad'®. Los &cidos sidlicos (Figura 4),
estructuralmente son una familia de azUcares de nueve atomos de carbono, que fueron

originalmente descritos como derivados del acido 5-amino-3,5-dideoxi-D-glicero-D-galacto-no-2-

ulosoénico (acido neuraminico; Neu).
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R;= H, acetil (4,7,8,9); lactil (9); metil (8); sulfato (8);
fosfato (9); anhidro (4,8 o 2,7); acido sialico (8,9);
fucosa (4); glucosa (8); galactosa (4)

R,= N-acetil, N-glicolil, amino, hidroxil

Rs;= Gal (3/4/6); GalNAc (6); GIcNAc (4,6); &cido sialico
(8,9) (ausente en compuestos anhidro 2,6 y 2,7)

Figura 4. Los acidos sidlicos, estructura y diversidad. El esqueleto de nueve carbonos comun a todos los acidos
sidlicos se muestra en representacion de silla. Se indican las sustituciones naturales descritas (en Ry, Rs, Re,
Rz, Rs, ¥ Rg). Se genera una diversidad adicional por varios tipos de uniones glicosidicas (en R3), por la
generacion de lactonas (en Ry), por formas dehidro- (eliminando R;) y formas anhidro. Tomado y modificado de
Varki A. Glycobiology 1992; 2: 25-40. Con autorizacion del la revista y del autor.

De mas de 30 derivados acetilados del 4cido neuraminico, el acido N-acetilneuramimico
(acido sialico) es el mas comun en los humanos. Se trata de un monosacarido de nueve
carbonos con carga eléctrica negativa que exhibe un peso molecular de 309 y valores de pK de
2.6. El acido sialico esta comunmente unido a residuos no reducidos de cadenas de
oligosacaridos en glicoproteinas y glicolipidos.

Existe s6lo una pequefia cantidad de &cido sialico libre en fluidos y tejidos corporales. La
unién de acido sialico tiene gran importancia en la biologia celular debido a que se encuentra
presente en glicoproteinas y glicolipidos en posiciones externas de las cadenas oligosacaridicas
y en las membranas externas celulares. El acido sialico participa en la estabilizacion de la
conformacion de glicoconjugados y membranas celulares. Su presencia en las membranas
externas ademas dificulta la accion de algunas endoglicosidasas y proteinasas. Mas aun, el &cido
sialico puede enmascarar sitios de reconocimiento celular o ser blanco para el reconocimiento de
una proteina receptor. La carga negativa que presenta el acido sialico le confiere la propiedad
qgue el compuesto participe en la union y transporte de moléculas cargadas electro-positivamente,

127

y en los eventos de atraccion y repulsion celulares y moleculares™"’. El 4cido sialico contribuye

también en la regulacién de la permeabilidad de las membranas basales glomerulares'®®; y es

129 | as alteraciones de la

uno de los reguladores de las interacciones celulares y moleculares
glicosilaciéon en células tumorales pueden contribuir a la biosintesis de estructuras de
carbohidratos que contienen células malignas o transformadas cuyo alto contenido es de &cido

sialico en sus superficies. El nivel plegamiento y crecimiento celular son influenciados por el
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contenido de &cido sidlico en las células™. En los casos de células metastasicas, se ha
observado que se incrementa la expresion de acido sidlico comparado con células no
metastasicas’®. El incremento en los niveles de sialilacién favorece a las células malignas al
enmascarar sus sitios inmunogénicos. Al incrementar su carga negativa la membrana celular
externa, la unién y aniquilacion por parte de células linfociticas y macrofagos puede ser eliminada
y esconde los sitios de reconocimiento para anticuerpos IgM con los cuales, las células son
eliminadas a través de reacciones mediadas por el complemento. La activacion, transformacion y
el crecimiento maligno celular incrementan la cobertura de la superficie celular por &cido
sidlico'®. Ademas, la sialilacion a través de la sobre-expresion de sialiltransferasas en masas
tumorales las transforma en un fenotipo resistente a la radiacién en la terapia anti-neoplasica™>.

En nuestro trabajo, analizamos la presencia de &cido sidlico de las metastasis a cerebro, en

masas tumorales ya establecidas en sitios secundarios.
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CAPITULO 4

Las lectinas
4.1. Definicidn e historia
Las lectinas, también llamadas aglutininas, son un grupo de proteinas o glicoproteinas
multivalentes con un peso molecular promedio de 60 a 100 KDa que tienen la propiedad de
unirse a carbohidratos de manera reversible, aglutinan células animales in vitro o precipitan

glicoconjugados™****; la excepcion es lectina del ricino (Ricinus communis), la primera lectina

136,137

identificada, que en la actualidad se considera una ARN-N-glicosidasa y un potente

inhibidor de la sintesis de proteinas™*®

. Las lectinas estan presentes tanto en células animales
como vegetales. En un principio, fueron llamadas fitoaglutininas, debido a que fueron
originalmente encontradas en extractos de plantas. El término lectina proviene del vocablo latin
legere que alude la propiedad de unir o adherir carbohidratos, fue acufiado por William Clouser
Boyd en 1954'*°. Sin embargo, fueron inicialmente identificadas en 1888 por Peter Hermann
Stillmark, quien las describié en su tesis al grado de Doctor en Medicina por la Universidad de

Dorpat, en Estonia™*

. Stillmark aisl6 la lectina de semillas del arbol del ricino (Ricinus communis)
y la nombrd ricina. En 1919, James B. Sumner en la Universidad Cornell en Ithaca, Nueva York,
quien habia sido el primero en cristalizar en 1926 un enzima, la ureasa (trabajo que le vali6 el
premio Nobel 21 afios mas tarde), aisld de la leguminosa Canavalia ensiformis, una proteina
cristalina que llamé Concanavalina A, siendo la primera hemaglutinina obtenida en forma pura.

Fue clasificada por Sumner y Howell en 1936 como una lectina**

. La afinidad por azucares es
similarmente especifica, aunque menor, que las interacciones enzima-sustrato o antigeno-
anticuerpo. La reaccion de lectina-azicar guarda muchas semejanzas con las reacciones
antigeno-anticuerpo, especialmente la precipitacion, fenémeno que ha hecho sugerir que el papel
de las lectinas vegetales es el de anticuerpos en el sistema de defensa vegetal. Participan en

diversas interacciones del sistema inmune al emplear éste carbohidratos como determinantes de

reconocimiento. La union de las lectinas con azlcares ademas de ser reversible, no modifican
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bioquimicamente a los carbohidratos a los que se unen, caracteristica que las distingue de las
enzimas. Las lectinas pueden interaccionar con azucares libres, oligosacaridos, residuos de
azlcares de polisacaridos, glicoproteinas, glicolipidos'*®, y receptores en la superficie celular***.
Las interacciones lectinicas con sus ligandos modulan las sefales de comunicacion celular tanto
z . . . 2 z Z 145,146
en la célula misma, como el cruce de informacion célula-célula .
Las lectinas estan presentes en el reino vegetal, animal y en microorganismos. En las
plantas se han identificado principalmente en los cotiledones, endospermos y semillas, y

constituyen del 2 al 10% del total de las proteinas de éstas™’.

En el reino animal se han
encontrado en invertebrados, tales como cangrejos, camarones, langostinos, caracoles,
lombrices y moluscos, en quienes estan presentes fundamentalmente en la hemolinfa y en los
6rganos sexuales™®.

Basandose en el andlisis de las secuencias de residuos de aminoacidos, Kurt Drickamer
de la Universidad de Columbia (Nueva York, USA) propuso en 1988 que la actividad de unién a
carbohidratos residia en un limitado segmento del polipéptido, designado por él como el dominio
de reconocimiento a carbohidratos (CRD, por sus siglas en inglés: Carbohydrate-recognition

domain)**°

. Las lectinas contienen uno o mas CRD y pueden contener uno o mas de union a
metales. Los metales a los que generalmente se unen son aquellos divalentes (Mg®*, Ca®*, Ni*",
Mn2+, etc). La union de la lectina con su i6bn metalico, provoca un cambio conformacional en la
estructura que expone el centro de unidon a carbohidratos, y de esta manera, favorece la
interaccion lectina-carbohidrato, evento que ha sido denominado de activacién lectinica. En las
lectinas de origen vegetal de una misma familia se ha observado que poseen una alta homologia
en sus secuencias de residuos de aminoacidos, estructuras secundarias, y en su organizacion
tridimensional, como ocurre en el caso de las lectinas de leguminosas. Una de las caracteristicas
estructurales ampliamente estudiada es el CRD, el cual se divide en dos subtipos: el primero de

ellos corresponde al sitio en donde tiene lugar la interaccion con el monosacarido, mientras que

el segundo, que se conoce como “sitio extendido”, permite una interaccidon con oligosacaridos

19



més complejos. Esta cualidad permite explicar las diferencias en los efectos biolégicos que

150.151 £l analisis del sitio

existen entre lectinas con la misma especificidad hacia un monosacarido
extendido resulta ser mas complejo debido a la dificultad de cristalizar a las lectinas unidas a
oligosacaridos. En el caso de lectinas de la familia de las leguminosas, independientemente de
su especificidad reconocen a los carbohidratos gracias a la presencia de tres residuos de
aminodcidos invariantes: el acido aspartico, la asparagina y un residuo aromatico o una leucina.
El 4cido aspartico y la asparagina participan en la coordinacién del Ca*. La caracteristica de que
los aminoéacidos del sitio de reconocimiento se encuentren altamente conservados en todos los
miembros de una familia, sugiere que la especificidad estd dada por la orientacion de los
monosacaridos en el sitio de reconocimiento.

Los oligosacaridos son moléculas con una alta flexibilidad en solucion y pueden adquirir
numerosas conformaciones alrededor de una unidn glicosidica, misma que esta definida por los

152 | a distribucién de las estructuras oligosacaridicas es también importante para

angulos o y y
la interaccion lectina-carbohidrato, como se ilustra en el ejemplo de la lectina Arachis hypogaea,
en la que la presencia de estructuras oligosacaridicas de manera continua, no afecta el
reconocimiento, mientras que en el caso de la lectina Amaranthus leucocarpus el sitio de
reconocimiento esta diseflado para permitir la interaccion de estructuras oligosacaridicas donde
los residuos de carbohidratos estén separados por cinco o seis residuos de aminoacidos*’.

Las lectinas son valiosas herramientas que se emplean en la genética, la biomedicina y la
inmunologia. Su utilidad se basa en la propiedad de combinarse con varios tipos de
glicoconjugados presentes en las superficies celulares y fluidos corporales. Se emplean en la

153 sus

caracterizacion de oligosacaridos y aislamiento de poblaciones celulares especificas
propiedades mitogénicas permiten su empleo en estudios que tienen como base la proliferacion
de linfocitos; también son dtiles para diferenciar sub-poblaciones de timocitos'*; para tipificar

eritrocitos; unirse a espermatozoides, plaquetas y bacterias; inducir mitosis en linfocitos,

aglutinacién de virus™>; identificar el transporte axonal en el sistema nervioso periférico™®; han
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sido empleadas también en la identificacion de residuos de carbohidrato, entre otras. Las lectinas
regulan el desarrollo cerebral al mediar reconocimientos intercelulares y adhesivos en algunos
organismos eucariontes™’. Debido a su especificidad por estructuras sacaridicas, se les

158159 E| estudio del

considera las traductoras de un lenguaje celular Unico: el glicocédigo
lenguaje codificado por carbohidratos ha hecho surgir un campo nuevo denominado la
lectinémica, que emplea a las lectinas como las traductoras’®. El empleo de lectinas ha
emergido incluso para describir el papel funcional de las estructuras de carbohidratos que
reconocen, siendo asi consideradas moléculas de reconocimiento bioIégicolGl.

Los métodos de identificacion de glicoconjugados existentes requieren de equipo
sofisticado, personal calificado y en general, reactivos de alto costo econémico y meticulosos
procesos de tratamiento. Las lectinas ofrecen la posibilidad de ser herramientas para la

identificacién de carbohidratos a relativo bajo costo econdmico, con minimos requerimientos de

equipo y con la posibilidad de ser empleadas por personal con minimo entrenamiento.

4.2. Lectinas en el estudio del cancer

Desde hace varios afios ha sido identificada la amplia cantidad de glicoconjugados
antigénicamente distintos, incluyendo glicolipidos y glicoproteinas presentes en la superficie
celular. El progreso en el estudio de las diferencias estructurales de los carbohidratos se ha
conseguido en parte, por el uso de lectinas para su estudio. El empleo de las lectinas en el
cancer ha servido para establecer las alteraciones de la glicosilacion que se asocian con la
invasion neoplasica. Las propiedades de union a carbohidratos hacen a las lectinas, importantes
marcadores para el estudio que involucra técnicas histoquimicas, bioquimicas y funcionales en la

162

caracterizacion e identificacion de células cancerosas " “. Diversos estudios han mostrado una

variedad de lectinas en canceres de mama. Particularmente, la reactividad a Helix pomatia (HPA,

18%) a células de cancer de mama se asocia con pobre pronéstico'®. Incluso,

especifica a GIcNAc
la presencia de residuos de GIcNAc especificos para la lectina Triticum vulgare (WGA) han
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mostrado ser valiosos en la identificacion de potencial metastdsico en lineas celulares de

adenocarcinoma de colon®.
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CAPITULO 5

Glicosilacién, cancer y metéastasis
Los oligosacéridios de glicoconjugados participan en las interacciones célula-célula,

interacciones celulares con la matriz extracelular y moléculas solubles*®. Cambios en los

169,170

patrones de glicosilacién de glicolipidos®, glicoesfingolipidos™®®, y glicoproteinas se asocia

con la transformaciéon maligna. El arreglo de los patrones de glicosilacion, ejerce una fuerte

influencia en el fenotipo celular y lleva a las células que lo expresan, hacia la conducta biologica

171,172

benigna o invasiva, proliferante y metastasica Las alteraciones en los patrones de

173

glicosilacién tienen un papel importante en los eventos invasivos y metastasicos™”. Es comdn en

células tumorales, la modificacion en estas estructuras glicosidicas y son marcadores

174- 176

inequivocos de transformacion celular maligna . Los gangliésidos son glicoesfingolipidos

que contienen &cido sialico y se expresan en la membrana plasmatica principalmente.
Desempefian funciones importantes en el crecimiento y diferenciacién celular. La sobre-
expresion de gangliésidos GD3, se ha observado en diversos tumores de origen

neuroectodérmico o epitelial como el glioma, meduloblastoma, neuroblastoma, melanoma,

177

tumores de cabeza y cuello, cAncer de mama y teratomas™ ‘. La acumulacion de gangliésidos en

las células tumorales estimula el crecimiento tumoral al afectar el receptor o la funcion de las
integrinas, que desempefian funciones de adhesiéon celular con componentes de la matriz

extracelular y por lo tanto, se convierten en herramientas indispensables en la migracién e

178

invasion tumoral y metastasis™". Por otro lado, los ganglidésidos pueden regular el crecimiento

tumoral al estimular la produccién del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)'"®;

ademés, la expresion de este factor es clave para la neovascularizacién critica en la

180,181

metéstasis . Los andlisis de los carbohidratos de superficie celular en tumores, han revelado

que uno de los cambios comunes en glicoproteinas de células tumorales es la presencia de

182

estructuras N-glicosidicas grandes, con mayor numero de ramificaciones™ . Los N-glicanos con

enlace B-1,6 unidos a GIcNAc, son estructuras tri- o0 tetra-antenarias que representan una
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fraccion de las estructuras N-glicosidicas. El incremento de las cadenas con este enlace, es el
resultado del incremento de ramas GIcNAc-B-1,6Man-a-1,6Man-3 en estructuras centrales (core)
trimanosidicas de oligosacéaridos de tipo complejo que a su vez, son producto del incremento en
la actividad del enzima N-acetilglucosaminil a su vez transferasa V (GIcNAc-TV) conocida
también como MgAT5 (Manosido acetil glucosaminil transferasa 5). GIcNAc-TV cataliza la
transferencia de GICNAc a a-6-D-manosidos para producir cadenas en enlace (-1,6- de N-
oligosacaridos que controlan el contenido de polilactosamina. El incremento en cadenas B-1,6-
de N-glicanos, se encuentra presente en estadios iniciales de carcinogénesis inducidas por
oncogenes v-Src, H-Ras, v-fps o por virus oncogénicos'® y se asocia de manera directa con
potencial metastasico™. La transformacién celular maligna, se asocia con el incremento en la

185

expresion del gen de GIcNAc-TV que a su vez, esta regulado por Src cinasa™ . La presencia de

cadenas beta-1,6- activa al gen K-Ras*®®

. Ademas, el incremento en las cadenas B-1,6- provee
de antenas lactosaminas adicionales que son Utiles para cubrirse con residuos de acido sialico,
dando como resultado un incremento en la sialilacién tumoral®®’.

Las enzimas responsables de la adicion de residuos de acido sialico en glicoconjugados
son las sialiltransferasas, un tipo de enzimas transmembranales tipo Il del aparato de Golgi*®®. El
incremento en la sialilacion es debido a la sobre-activacion de la actividad de sialiltransferasas.
La sialilacién es un evento habitual de la transformacién celular maligna™’. La presencia de
estructuras de acido sialico (Neu5Ac) de tipo Neu5Ac-a-2,6- se encuentra baja o ausente de
manera normal en diversos tejidos'®. Se sobre-expresa asociada a fenotipos celulares
metastasicos en carcinomas de colon™'*%?, de mama'® y diversos canceres ginecolégicos'®*; en
estos canceres, caracterizados por su alto patrén de agresividad, una de las caracteristicas que
confiere esta estructura es la pérdida de interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular
mediadas por una reduccion en la agregacion de tipo homotipico de las células cancerosas.

Incluso, la intensidad de la reactividad a glicoconjugados con este tipo de terminaciones

sialiladas, permite predecir recurrencias en canceres colo-rectales'®® y graduar el grado de des-
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diferenciacion en carcinomas de colon*®®

. Las células tumorales modifican su patrén de expresion
glicosidica de acido sialico en su superficie, e inducen alteraciones en moléculas de adhesién
que le atribuyen fenotipos invasivos, como las integrinas y favorece el potencial migratorio y

metastasico®®’

. Cuando se observa un incremento de estructuras de sialico en enlace a-2,6- y un
decremento en las de tipo a-2,3-, ejerce un pobre prondéstico y mayor indice metastasico en
carcinomas de colon'®. Las estructuras de tipo a-2,3- son el ligando para moléculas de adhesion
de células endoteliales, leucocitarias y plaquetarias (E-, L- y P-selectinas) y, al estar presente en
la superficie de células tumorales, ejerce el acoplamiento célula-célula, y como receptor para
unirse a estos elementos de la circulacién para poder migrar en la circulacién, o acoplarse al
endotelio y extravasarse para invadir en un sitio lejano*®. La unién de P-selectina a residuos
sacaridicos tumorales media la agregacion heterotipica tumoral, trombosis, estimulacion del

crecimiento celular y metastasis®®

. Aunque las células tumorales pueden interaccionar con
plaguetas independientemente de la expresion de P-selectina como ligando y formar trombos a
través de la cascada de coagulacién®®. El sidlico en enlace a-2,3- en glicoproteinas es crucial

202

para la invasion de gliomas malignos, cuyo indice de proliferacién es sumamente alto”™*, mientras

que las estructuras de sidlico en enlace a-2,6- presentes en N-glicanos de la superficie celular

inhiben la formacién de gliomas®*®

. Estructuras relacionadas con antigenos Lewis (Le) se asocian
de forma intima con la migracion tumoral, agresividad y potencial metastasico. Tanto el antigeno
sialil Lewis X (SLe”) [NeuNAc-a-2,3Gal-B-1,4(Fuc-a-1,3)GIcNAc] como el antigeno sialil Lewis a
(SLe®) [NeuNAc-a-2,3Gal-B-1,3(Fuc-a-1,4)GIcNAc] presentes en la superficie celular, contienen
las formas a-2,3- que son los ligandos a selectinas. La participacion de estas estructuras tiene tal
importancia en la migracién tumoral metastasica, que ensayos realizados con un disacarido
precursor de SLe* a concentraciones micromolares [(Ac)sGIcNAc-B-1,3Gal-B-O-naftalenemetanol,
AcGnG-NM] inhibe el potencial metastasico en células tumorales, al reducir la expresion de SLe*

y disminuir la interaccién con ligandos®®. Al igual que este modelo in vitro del precursor de SLe*,

la deficiencia del ligando a estas estructuras sacaridicas, en particular P-selectina, atenua el
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crecimiento tumoral y la metastasis in vivo™". Otro medio por el cual se ha demostrado la

participacion de P-selectinas con su ligando glicosidico, es a través del bloqueo de selectinas con

heparina, y en consecuencia modular la malignidad y potencial metastasico®®.

207

El &cido sidlico puede O-acetilarse en los carbonos 4,578 y 9 En estadios

embrionarios y de re-generacion, las posiciones 5,9 O-acetiladas inducen y dirigen el crecimiento

9

celular®®; ademas de ser comunes en células de origen neuroectodérmico®®. En colonias

bacterianas y en células malignas, el incremento en el nivel de O-acetilacién regula la

degradacion celular, fundamentalmente de mucinas®®, es un marcador de progresién tumoral en

1

carcinomas de colon”' a la vez que es un indicador de potencial metastasico™? y, aporta

citoproteccion contra el reconocimiento inmunolégico a través de la prevencién de la activacion

213

de la via alterna del complemento, crucial para la metastasis exitosa“ . Las alteraciones de la

glicosilacién puede definir en algunas ocasiones la malignidad cancerosa de algunas estirpes

4

celulares®™ e incluso caracterizar alteraciones congénitas, adquiridas o no relacionadas con

procesos enzimaticos pero que si involucran cambios en los patrones de glicanos (glicacién)?*>.
Un factor importante de malignidad y proliferacion es la sialilacién, como se ha observado en
células de linfoma de Burkitt, en la que la expresién de sialilglicoconjugados favorece la adhesién
de las células del linfoma al colageno tipo IV y la fibronectina®'®, o en el adenocarcinoma de

217

préstata, en el que el nivel de sialilacion es un marcador directo de condicién maligna®". En el

carcinoma mamario, la sialilacién es un evento intimamente asociado con el avance del grado de

218

malignidad, el potencial invasivo y el metastasico”". Se ha mencionado que el incremento de

oligosacéridos sialilados unidos a centros B-1,6- incrementa el potencial metastasico tumoral®*®.
Dentro de los mecanismos de metastasis, uno de los factores importantes es la presencia

de estructuras sacaridicas determinadas, cuya interaccion con ligandos especificos, a través de

interacciones proteina-carbohidrato o carbohidrato-carbohidrato, influyen en el fenotipo celular

invasivo, proliferativo y metastasico’®. De esta manera, la presencia de una estructura sacaridica

en particular, que interacciona con el ligando especifico, al modificarse también cambia el ligando
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y la funcion celular™". Algunas moléculas de adhesion como las galectinas y sus ligandos,

funcionan como reguladores de la homeostasis celular inmune®?. Algunos miembros de esta
familia como galectina-3 es un amplificador de la cascada inflamatoria, otras como galectina-1
desempefan sefiales homeostéticas que apagan funciones efectoras de células T. Una
asociacion importante entre galectina-3 y las estructuras sacaridicas en la superficie celular
tumoral, es su ligando Gal-B-1,3GalNAc-a-1,0-, que constituye el antigeno T o de Thomsen

Friedenreich. El antigeno T es un antigeno tumoral y factor de riesgo elevado en la formacién de

223

metéstasis™”. Al estar presente este antigeno tumoral, interacciona con galectina-3 y favorece el

acoplamiento de las células tumorales en érganos y sitios como el hepatico o el endotelio

vascular y consecuentemente, forma metastasis®*. El antigeno T es un O-glicano de tipo

225

mucinico que se expresa en forma incompleta®”. La presencia de estructuras truncadas como

este antigeno, ejerce mayor interaccién con la membrana basal y la matriz extracelular®®® en

228

hepatocitos®’ y células endoteliales®®. En las células endoteliales, la expresién de galectina-3, a

su vez promueve la adhesion y atrapamiento tumoral que exprese el ligando sacaridico,

229

extravasar e invadir”. Al mismo tiempo, reduce fuertemente el contacto entre células

231 "El incremento en

epiteliales®®® y provee de proteccion contra el reconocimiento inmunolégico
la expresioén de galectina-3 en el suero®? y en los tejidos tumorales se asocia significativamente
con la presencia de metéstasis® y regula la respuesta inflamatoria®**. La presencia de residuos
de Gal en células transformadas a la malignidad es un evento frecuente.

Un factor importante en la invasion tumoral es la degradacién de la matriz extracelular. La
glicosilacién influye en la actividad de serin-proteasas como el activador del plasmindégeno de tipo
tisular y la plasmina, los cuales actian en conjunto en un complejo ternario con fibrina. Los serin-
proteasas y los metaloproteinasas de la matriz participan a su vez, en una cascada que remodela

|236

la matriz extracelular®® y contribuyen a la migracién tumoral®®. La presencia de residuos de

acido sialico en enlace a-2,6- en la metaloproteinasa gelatinasa B, influyen en la actividad

237

catalitica al no permitir interaccionar con el inhibidor de metaloproteinasas-1-"'. El incremento en
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los niveles de sialilacibn de moléculas de adhesion integrinas 1, contribuye a la progresion
tumoral al sobre-regular la motilidad celular®®. La sialilacién ha sido ampliamente estudiada en la
migracién tumoral®®® e incluso ha sido asociada como un marcador de potencial metastasico®®.
En algunos canceres como la metastasis a hueso de origen mamario, se ha asociado la sobre-
expresion de sialoproteinas de hueso con la génesis de la metéastasis, debido a que las
sialoproteinas de hueso estan incrementadas en hueso, comparado con metastasis no

esqueléticas de origen mamario, pudiendo desempefiar un papel importante®**.
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CAPITULO 6

Moléculas de adhesién, cancer y metastasis
6.1. Moléculas de adhesion
Las interacciones especificas entre los receptores en la superficie celular y los ligandos en
la superficie de células o sustratos potenciales de adhesion son importantes mecanismos de la
comunicaciéon célula-célula y célula-matriz extracelular. Estas moléculas de superficie son
colectivamente referidas como moléculas de adhesién (CAMs, por sus siglas en inglés). Algunas
de estas CAMs son glicoconjugados, como glicoproteinas que desempefian funciones criticas en

242 243

la inflamacion®?,?*® y en la transformacién celular neoplasica®**

. Algunas CAMs en particular,
como las cadherinas, estan directamente relacionadas en la adhesion célula-célula®®®.
Adicionalmente, las CAMs tienen otras funciones, por ejemplo: participan en el reconocimiento
antigénic0246, actiuan como sefiales coestimuladoras en la activacion de células T247, y estimulan

8 y la citotoxicidad

mecanismos efectores de linfocitos T (v.g. citotoxicidad de células T)
dependiente de anticuerpos®*.

Las CAMs mantienen a las células en su lugar. El mantenimiento integral de las vias de
sefalizacion a través de factores solubles, adhesiones célula-matriz extracelular, y adhesion
célula-célula es una de las méas importantes funciones de la multicelularidad. La correcta
integracion de estas sefalizaciones favorece el crecimiento celular apropiado, la diferenciacion y
la morfogénesis final; pero la incorrecta integracion contribuye a fenébmenos patoldgicos entre los
que destaca la proliferacion celular, el cancer y la metastasis. En estos fenémenos de regulacién
participan activamente las CAMs en sus diversas formas®®.

En general existen 5 grandes familias de CAMs: las cadherinas (E-, P-, y N-cadherina)
son moléculas de adhesion celular calcio-dependientes que desempefian una funcién importante
en la union célula-célula y podrian funcionar ademas como moléculas supresoras de la invasion y

251

la metéastasis celular”™". En general se han encontrado nuevas sub-clases de cadherinas que se

escapan de los modelos clasicos y tienen regiones menos conservadas que las consideradas
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clasicas®®.

Algunos autores refieren la presencia de mas de tres clases de cadherinas, y
muestran la siguiente clasificacién®?®: E-cadherina (epitelial, uvomorulina), P-cadherina
(placentaria, plaguetaria), N-cadherina (neuronal), L-CAM cadherina (hepatica), VE-cadherina
(endotelio vascular). Las integrinas son una larga clase de receptores heterodimeros para la
adhesion molecular que controlan la migracién y localizacién celular. Las subunidades B definen
diversas sub-familias. Las galectinas son lectinas de origen animal, implicadas intimamente con
la inflamacion y el cancer. Se definen por los elementos de secuencia separados o por su

24 Las

afinidad a B-galactosidos, de los cuales, doce miembros humanos han sido reportados
galectinas se encuentran en altas concentraciones (usualmente a 0.1% de proteina celular
soluble total) en un limitado rango de tipos celulares, diferente para cada tipo de galectina. Todas
las galectinas ligan a residuos de Lac y otros B-galactdsidos pero difieren en su actividad a mas
carbohidratos. Las galectinas extracelulares atraviesan la superficie celular y las glicoproteinas
extracelulares y pueden de esta manera modular la adhesion celular e inducir sefiales
intracelulares. Las galectinas pueden también unirse a ligandos no carbohidratos y desempefian

%5 Una funcién

funciones de regulacion intracelular en procesos como apoptosis y el ciclo celular
pro-inflamatoria de galectina-3 se aprecia por su induccién frente a condiciones inflamatorias con
una larga variedad de efectos en células del sistema inmune (procesos oxidativos en neutrofilos,
guimiotaxis en monocitos), y alteraciones en la respuesta inflamatoria. Un posible papel de las
galectina-3 en el choque séptico puede ser propuesto con base en sus efectos sobre

neutréfilos?®®

. Las galectina-1 y -9 inducen la apoptosis en células T activadas y la galectina-1
tiene un remarcado efecto inmunosupresor en enfermedades autoinmunes in vivo. Galectina-9 se
ha reportado como un potente quimioatractante que actla especificamente sobre eosinofilos.
Con relacion al cancer, la evidencia es altamente correlacionada: mayor galectinas en tumores

malignos®’

. La evidencia directa proviene de modelos ratones. En lineas celulares tumorales
comparadas con decremento e incremento en la expresion de galectina-3, aquellas con mayor

expresion de galectina-3 tienen mayor metastasis. Galectina-3 ha sido propuesta como
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proliferativa celular por un mecanismo anti-apoptaético, promotora de angiogénesis o promoviendo
la metastasis al afectar la adhesion celular. Los efectos inmunosupresores de galectinas pueden
ayudar a la célula tumoral a defenderse de la respuesta inmune de tipo células T del huésped®®.
Estas moléculas estan involucradas en los procesos de migracion, adhesion y expansion
celulares, en la organizacion de la matriz extracelular, pudiendo actuar incluso como
moduladores de crecimiento celular®®. La familia de las selectinas comprende tres
glicoproteinas denominadas E-, P- y L-selectina. Cada selectina tiene un dominio calcio-
dependiente de unién a carbohidratos (dominio tipo lectina-C) en su porcion amino-terminal,
seguido por un dominio tipo factor de crecimiento epidermal (EGF-like), un nimero variable de
repeticiones de proteinas tipo acopladoras de complemento, un dominio transmembranal y un

corto dominio citoplasmico®®

. Finalmente, la superfamilia de inmunoglobulinas se caracteriza
por tener dominios de inmunoglobulinas y comprende al antigeno funcional leucocitario-2 (LFA-2
o CD2), al antigeno funcional leucocitario-3 (LFA-3 o CD58), las moléculas de adhesion
intercelular (ICAMs), la molécula de adhesién vascular-1 (VCAM-1), la molécula de adhesion

celular plagueta-endotelio-1 (PE-CAM-1), y la molécula de adhesiéon celular de mucosas-1

(MAdCAM-1)%°.

6.2. Las cadherinas

En organismos complejos y simples, la formacién tisular, la especializacion, el
mantenimiento y la funcionalidad durante el desarrollo hasta la vida adulta, requieren de un
continuo, estable y dinamico contacto celular entre si y con la matriz extracelular. Algunas de las
proteinas a través de las cuales se lleva a cabo este contacto son las cadherinas. Las
cadherinas, como otras moléculas de adhesion celular, son capaces de reconocer a otras
homologas, inducir el crecimiento, la diferenciacion, la migracién y formacion de diferentes tejidos

especializados.
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Las cadherinas son moléculas de adhesion que estan implicadas en la morfogénesis
embrionaria, y la formacién de interacciones estables entre las células en tejidos solidos y
epitelios. Todas las formas de cadherinas tienen un dominio extracelular, un dominio
transmembranal y uno citoplasmico. Este ultimo, anclado a través de cateninas a los filamentos
de actina del citoesqueleto. Las cadherinas se encuentran presentes en un rango amplio de
animales desde nematodos hasta humanos. Cada cadherina confiere en la célula sobre la cuél
se expresa, propiedades adhesivas especificas. En la adhesién, los dimeros de cadherinas en
una célula, ejerce contactos homofilicos a través del dominio 1, con dimeros de cadherinas de
otras células. Por lo tanto, el dominio 1 dicta la especificidad de la adhesion. Tanto la
dimerizaciéon como la adhesién son eventos dependientes de Ca®*. En ausencia de Ca” la
molécula de cadherina permanece monomeérica con el dominio extracelular desplegando extensa

motricidad relativa a otras, y es incapaz de formar complejos de adhesion.

6.2.1. NCAM y su forma polisialilada (PSA-NCAM)

La molécula de adhesion celular neural (NCAM) también conocida también como el
antigeno de superficie de diferenciacién leucocitaria (CD, cluster differentiation, por sus siglas en
inglés) 56, o D2, fue la primera en ser aislada por criterios estrictos. Fue identificada por dos
grupos de investigacion simultdneamente: el grupo de Elizabeth Bock de la Universidad de
Copenhagen en Dinamarca®®; y el grupo de Gerald M. Edelman de la Universidad Rockefeller en

Nueva York en los EUAZ262:263

. En los afios sucesivos, ha sido aislada, clonada y caracterizada
ampliamente. Es una glicoproteina que se expresa en la superficie de diversos tejidos como las
neuronas, la glia, el musculo esquelético®® vy cardiaco®™, células linfocitos NK, células
. .. 266 . . 267 z s 268

intersticiales renales™", leucocitos humanos y murinos™", células dendriticas™", entre otras.
Incluso, se ha descrito la presencia de PSA en la leche humana, pudiendo desempefiar
importantes funciones en el neurodesarrollo del recién nacido®®. La estructura de NCAM se
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dedujo de analisis secuencial de cADN en pollos®”® y subsecuentemente en ratones®’*. En ambos
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casos, se encontré que guardan un alto grado de homologia entre las CAMs correspondientes en
diferentes especies. Esta glicoproteina asociada a la membrana celular sirve como ligando
homofilico?’? y heterofilico®”® a través de estructuras oligopmanosidicas®’*.

Las interacciones heterotipicas que establece NCAM (Figura 5), dentro de algunas de las
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que realiza se encuentra aquella con el adenosin-tri-fosfato (ATP)“"", que en el cerebro, entre

otras funciones, actua como neurotrasmisor, particularmente por su ubicacion en las vesiculas
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singpticas a concentraciones mM“"®. NCAM puede unir cerca de 1000 moléculas de ATP por

minuto, causando hidrélisis de ATP dependiente de Ca®" y Mg, indicando que NCAM actua

como una ATPasa. También puede tener interaccion directa con el receptor del factor de
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crecimiento de fibroblastos (FGFR), que tiene actividad de tirosin-cinasa” . FGFR contiene un

dominio homdlogo a las CAMs y la disrupcién de este dominio, evita la interaccion con NCAM y
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lleva a la pérdida del crecimiento neuritico®”. Mas aun, las interacciones homotipicas NCAM-

NCAM llevan a la fosforilacién de FGFR*®, sugiriendo que NCAM se une a FGFR y lo estimula
de manera directa o indirecta. Otro factor de crecimiento, el factor de crecimiento derivado de la
glia (GDGF) y su receptor, el receptor-alfa anclado a la membrana por un GPI (GFR-alfa), se ha
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demostrado que se unen a NCAM de manera directa” . La union con GDNF es independiente de

la presencia de acido polisialico en la NCAM y no interfiere con las interacciones homofilicas
NCAM-NCAM, mientras que la unién con el GFR-alfa a la NCAM inhibe las transinteracciones
homofilicas NCAM-NCAM, pero al mismo tiempo potencia las interacciones GDNF a NCAM. La
interaccion de NCAM-GFR-a-GDNF induce el crecimiento neuritico y la migracién de células de
Scwann. NCAM también interacciona con los componentes de la matriz extracelular (MEC). Por
ejemplo, NCAM contiene una corta secuencia de aminoacidos,de 17 residuos de aminoéacidos de
longitud, en el moédulo Il de los dominios tipo Ig, que se une a heparina, un glicosaminoglicano de

la MEC?®, y ocurre de manera independiente de las interacciones homofilicas NCAM-NCAM?®?.

Por otro lado, NCAM también se une a otros proteoglicanos de tipo condroitin sulfato®®® y
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heparan sulfato como la agrina, el neurocan, y el fosfocan®™". NCAM es capaz de unirse también
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a colagenos |-V y IX, sin embargo, esta unién tiene lugar de manera indirecta a través de sitios

de unién a heparan sulfato ubicados en la NCAM?®°.

Figura 5. Esquema resumen de las principales interacciones heterofilicas de NCAM. Las moléculas de
carbohidrato se muestran en verde. Los sitios putativos de Thr-fosforilacién en la region citoplasmética de
NCAM se muestran en rojo (el mas activo estd subrayado). “S?” indica los sitios desconocidos de Ser-
fosforilacion. Los sitios de palmitoilacion en la region citoplasmatica de NCAM se muestran en azul. “TEVKT”
indica la secuencia de sitios putativos de union a NCAN con moléculas de sefalizacion citosoélicas. Las
interacciones que se sabe afectan la unién homofilica NCAM-NCAM se muestran en flechas rojasZ%. Tomado y
modificado de Walmod 2004. Con autorizacién de la revista y del autor.

Otras interacciones que se observan con NCAM a nivel intracelular, y que funcionan como
sefalizadoras (Figura 6) es con alfa- y Beta-tubulina, los principales componentes del
citoesqueléto. De igual forma, Beta-actina, tropomiosina, la proteina asociada al microtubulo-1A
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(MAP1A), y la alfa-cinasa de union a Rho™'. NCAM es capaz de co-inmunoprecipitarse con

diversas cinasas asociadas al cancer como los miembros de la familia Src, las tirosin-cinasas no

receptores de Fyn, y las cinasas de adhesion focal FAK, y GAP-43%%,
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Figura 6. Esquema de la via de sefializacion intracelular mediada por NCAM. En lineas cortadas, las vias de
sefializacion, en las que el papel de la sefializacion mediada por NCAM no esté esclarecida completamente.
Las cinasas se muestran en color verde, las Ser/Thr-cinasas o cinasas duales estan enmarcadas, las Tyr-
cinasas en elipses. GTPasas se muestran en color azul. Las vias de inhibicién se indican en color rojo. Tomado
y modificado de Walmod 2004. Con autorizacién de la revista y del autor.

NCAM (Figura 7) esta codificada por un solo gen que consiste de 27 exones, y existen al
menos 27 NCAM productos de ARNm de corte y empalme alternativo, que llevan a una
diversidad de isoformas de NCAM®®. Las 3 principales isoformas de NCAM varian sélo en su
dominio citoplasmatico: NCAM-120 kDa (anclada a un glicosil-fosfatidil inositol, GPI); NCAM-140
kDa (con un dominio citoplasmético corto); y NCAM-180 kDa (con un dominio citoplasmatico
largo). El gen para NCAM se localiza en el humano®® en el cromosoma 11, en el ratén en el 9 y

en la rata en el 8°°*.
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Figura 7. Representacién esquematica de la estructura de PSA-NCAM. (A) Contiene una regidon N-terminal
extracelular con cinco dominios de tipo inmunoglobulinas (Ig1-5) unidos, y dos de tipo fibronectina tipo I
repetidas (FN-1111-2); y un dominio transmembranal C-terminal intracelular. La cadena de PSA es sintetizada en
un core N-glicosidico en un residuo de asparagina (Asn) localizada en el dominio 1g5. (B) Las tres principales
isoformas de NCAM, 180, 140 y 120. Tomado y modificado de Bonfanti L. 2006. Con autorizacién de la revista
(vease anexos).

El nombre que se les ha asignado representa su peso molecular aproximado.
Adicionalmente, diversas formas de NCAM solubles se generan a través de truncaciones o

proteolisis®®?

. El dominio extracelular consiste de 5 dominios tipo inmunoglobulina (Ig) seguido de
2 dominios tipo fibronectina Il (FN-IIl). Los dominios de NCAM tienen diferentes funciones,
mientras que los dominios tipo Ig estan implicados en interacciones homofilicas con NCAM?®, los
dominios tipo FN-III se relacionan con la sefializacion que induce el crecimiento celular.

Las principales diferencias entre las cadenas polipeptidicas tienen lugar en los dominios
citoplasmicos o en la region de union a la membrana celular. EI dominio polipeptidico mayor (Id) y
el menor (sd) contienen diferentes sub-dominios citoplasmicos; la regién polipeptidica del dominio
de superficie menor (ssd) no es un segmento citopldsmico propiamente, pero se une a la
superficie celular por un intermediario fosfatidilinositol. Existen formas menores de NCAM que se

forman por cortes y empalmes alternativos durante la transcripcion del ARN a partir del gene

NCAM simple®* .
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NCAM contiene 6 potenciales sitios de N-glicosilacién (Asp203, Asp297, Asp329, Asp415,
Asp441l, y Asp470), que pueden glicosilarse en patrones sumamente dindmicos y espaciales®.
En el quinto dominio de tipo inmunoglobulina de la NCAM, se encuentran acoplados en por lo
menos tres sitios diferentes, oligosacaridos en una forma poco usual en vertebrados, el acido
sidlico en enlaces a-2,8- conformando una larga, pesada y negativamente cargada molécula
llamada &cido polisidlico (PSA), que fuera descrito en 1982 por Jukka Finne como un
homopolimero lineal presente en el desarrollo del sistema nervioso central de mamiferos®*®
(Figura 8). La forma embrionaria de NCAM contiene alrededor de 30 gr de este carbohidrato por
cada 100 gr de polipéptido, y en el adulto forma un tercio de este compuesto, a lo maximo. El
efecto de la union de PSA en NCAM, da como resultado de su carga negativa, su gran volumen y
su localizacion cercana a sitios de flexion tipo bisagra, la alteracién de diversos angulos de
flexién, lo cual es requisito para formar diversas adhesiones homofilicas entre células con
membranas flexibles. De esta forma, la presencia de PSA-NCAM embrionaria predomina cuando
la adhesion se estd estableciendo (como en la formacion de conexiones neurales) y la forma

adulta predomina cuando se requiere de estabilizacién (como en el cerebro adulto)®’.

Fig. 8. Estructura y unién de acido polisidlico a la NCAM a través de sitios de N-glicosilacién ubicados en el 5°
dominio tipo Ig de las tres isoformas de NCAM*®. Tomado y modificado de Kleene & Schachner 2004. Con
autorizacion de la revista.
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La biosintesis de PSA esta a cargo de dos polisialiltransferasas asociadas al aparato de
Golgi, la ST8Siall y ST8SialV que catalizan la transferencia de acido sialico en uniones a-2,8- a
partir de un azucar nucleétido donador: el citidin-mono-fosfato de acido sialico (CMP-Sia) a la/
NCAM. La expresion de las ST8Siall y ST8SialV es regulada dependientemente del tiempo y es

especifica del tejido sobre el que tiene lugar. Las ST8SialV tienen una preferencia hacia sitios N-
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glicosidicos de las NCAM, preferencia de la que carace la ST8Siall””. Durante la formacion de

PSA-NCAM, se adiciona inicialmente un residuo de acido sialico en unién a-2,3- y posteriormente
la molécula se alarga con la adicion de unidades de acido sialico en enlaces a-2,8-, puediendo
contener de 8 a 200 residuos de acido sialico®®.

La unién de células tumorales al endotelio induce un incremento en la expresiéon de NCAM
en las células tumorales y una re-distribucién de NCAM con el contacto heterofilico. La migracion

transendotelial se inhibe cuando la expresion de NCAM se reprime por un RNA anti-sentido,
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indicando un papel clave de NCAM El PSA en uniones a-2,8- a las NCAM, modula las
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interacciones ceélula-célula, célula-matriz extracelular y célula-espacio extracelular™. Se expresa

en la superficie celular y esta implicada en el desarrollo cerebral®®>%. Su expresién decae

durante la etapa adulta, manteniéndose en regiones en constante remodelacion neuronal y

305,306 308
d

plasticida como el hipocampo®”’, el giro dentado®®, el tadlamo®®, la corteza prefrontal®™, la

311 |as células de la

amigdala y el bulbo olfatorio, los eritrocitos embrionarios, los linfocitos NK
retina®?, y las células cancerosas®'®; participa en la migracién neuronal, extensién neuritica asi
como la formacién de sinapsis®* y la sefializacién post-sinaptica®®; se asocia a precursores
neuronales y gliales; durante este periodo funcionan como antigeno regulador en el desarrollo del

sistema nervioso central (SNC)*'*"

. Las NCAM son las principales acarreadoras de PSA, y su
distribucion celular puede variar dependiendo del estado de desarrollo y la region especifica del

cerebro. Otras moléculas que son blanco de la polisialilacion son la asparaginasa de Erwinia
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carotovora®", la molécula de adhesién sinaptica (SynCAM, por sus siglas en inglés)™™, entre
otras.

La acumulacién de PSA en la superficie celular depende de dos mecanismos de regulacion:
1) El incremento en la transcripcion y/o aumento de la actividad de las sialiltransferasas para la
sintesis de PSA-NCAM, 2) El incremento de la expresion de PSA-NCAM en la superficie celular

en procesos de reparacion celular ante una agresion o dafio®°%*

, 0 la recuperacion de estados
neurodegenerativos®®. PSA, al igual que otros carbohidratos con carga negativa como la
heparina, se relaciona con diversas funciones biolégicas como el desarrollo celular’®, y
metastasis>**.

La biosintesis de PSA-NCAM es regulada por la activacion celular, tal es el caso de la
actividad eléctrica de los axones, asimismo por la influencia de la expresién en la célula diana. La
expresion de los niveles de PSA es regulada por vias no transcripcionales, como es el
incremento intracelular de Ca®* evocado por los receptores NMDA, induciendo exocitosis 0
endocitosis de PSA-NCAM con incremento en la expresion o degradacion respectivamente®®.

Para la metastasis al cerebro, las masas tumorales necesitan atravesar la barrera hemato-
encefélica. La barrera hemato-encefalica es considerada como un complejo casi impermeable y
selectivo. Difiere en su estructura general de otras barreras vasculares®”®. Es atravesada por
células tumorales mediante la participaciéon de moléculas de adhesién. Algunas moléculas de

adhesion implicadas son las integrinas, las selectinas®’**®

y las cadherinas NCAM en la forma
polisialilada (PSA-NCAM)**. Esta (ltima, se ha sugerido que podria promover la génesis y

progresion de células tumorales con fenotipo agresivo®.
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CAPITULO 7

Lectinas, cancer primario y metastasis
Existen diversos estudios respecto a los cambios en la glicosilacion asociados con el
cancer®’. Incluso ha sido descrito el impacto en el cambio fenotipico de las células mediado por

263205 También han sido caracterizadas

la expresién de estructuras glicosidica en particular
algunas de las rutas metastasicas de diversos tipos de canceres. Sin embargo, poco se sabe
respecto de los cambios en los glicoconjugados presentes en las células transformadas a la
malignidad y la metastasis al cerebro. Mas aun, las vias celulares y moleculares implicadas en la
migracion metastasica tumoral al cerebro se desconocen a la fecha.

De las diversas vias a través de las cuales es posible identificar a los carbohidratos
implicados en estos tipos de modificaciones, las lectinas son una herramienta util, valiosa, de
facil manejo y relativamente de menor costo econémico que el resto de los procedimientos. La
diversidad de lectinas especificas para diversas estructuras sacaridicas ofrece la posibilidad de
realizar este tipo de investigaciones de manera mas sencilla, en menor tiempo y a menor costo.

La posibilidad de identificar los cambios de los glicoconjugados involucrados en la
metastasis al cerebro, ademéas de ampliar el conocimiento en torno a los mecanismos intimos
involucrados en el fendmeno tumoral y metastasico, ofrece la posibilidad de aplicaciones futuras
en los campos del diagnostico temprano, como marcadores tumorales tempranos; terapéuticos,
como blancos especificos; o preventivos de metastasis o modificadores de la conducta biolégica

de estirpes agresivas y potencialmente metastasicas a fenotipos involutivos no proliferantes y

con bajo o nulo potencial metastésico.
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CAPITULO 8

Planteamiento del problema
¢ Existen modificaciones diferenciales en el patrén de glicosilacién de los acidos sialicos entre

tumores primarios y metastasicos al cerebro?
Hipotesis
Los tumores metastasicos en cerebro exhiben patrones de glicosilacion del acido sidlico que
difieren de los tumores primarios y de los estadios sanos, mismos que podrian favorecer la
implantacién a distancia.
Justificacion
Una condiciébn grave del cancer es la metastasis al cerebro. No se han descrito las
modificaciones en la glicosilacibn de tumores metastasicos cerebrales, ni las posibles
interacciones que podrian tener con ligandos a carbohidratos.
Objetivos
General:
Identificar los patrones de glicosilacién del acido sidlico en 6rganos sanos, carcinomas primarios
y metastasicos a cerebro
Particulares:
1. Identificar los sialoglicoconjugados presentes en 0Organos sanos, carcinomas primarios y
metastasis a cerebro mediante el uso de lectinas
2. ldentificar la inmunoexpresién de los antigenos cerebrales GFAP y sinaptofisina asociados al
organo invadido (cerebro)
3. Asociar la co-expresién de antigenos relacionados con la transformacion celular maligna

(NCAM y PSA-NCAM) y la presencia de estructuras glicosidicas especificas
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CAPITULO 9

Materiales
9.1. Muestras bioldgicas

Se emplearon 18 muestras de carcinomas metastasico a cerebro humano de diverso
origen: mamario (adenocarcinoma canalicular, n=4), pulmonar (adenocarcinoma pulmonar, n=6),
renal (adenocarcinoma renal de células claras, n=4), piel (melanoma cutaneo maligno, n=2), y
tiroideo (adenocarcinoma folicular, n=2). 24 muestras de carcinomas primarios humano de
diverso origen: mamario (adenocarcinoma canalicular, n=7), pulmonar (adenocarcinoma
pulmonar, n=4), renal (adenocarcinoma de células claras, n=3), piel (melanoma cutaneo maligno,
n=5), y tiroideo (adenocarcinoma folicular, n=5). 18 muestras de 6rganos sanos humanos como
control de origen mamario (n=5), renal (n=2), piel (n=5), y tiroideo (n=3).

Las muestras fueron obtenidas del Departamento de Neuropatologia del Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suéarez”, S.S.A.; del Departamento de Patologia
del Instituto Nacional de Cancerologia, S.S.A.; del Servicio de Cirugia Plastica y Reconstructiva
del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, S.S.A.; y de la opcién técnica en histopatologia
de la Escuela Nacional Preparatoria plantel 1 “Gabino Barreda”, U.N.A.M. Se conté con el
consentimiento informado de los pacientes, asi como la evaluacion, aprobacion y vigilancia del
Comité Cientifico y de Etica del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez”, bajo el proyecto de investigacion registrado con numero /25/04.

En todos los casos el diagnéstico histopatolégico de los cortes histolégicos fue confirmado

de manera independiente por tres especialistas en anatomia patologica.

9.2. Lectinas.
Las lectinas utilizadas se especifican en la tabla 1. Las lectinas MeA, ALL y MRL fueron
331

purificadas de semillas de cactus por cromatografia de afinidad en mucin-Sepharose 4B,

marcadas con ésteres de N-hidroxisuccinimida de biotina (Pierce Chem Co., Rockford, IL,
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USA)**? en un rango de 2:1. El resto de las lectinas biotiniladas fueron obtenidas comercialmente

(EY Labs, San Mateo, CA, USA).

Lectina Abreviacién* Especificidad Dilucion
Amaranthus leucocarpus ALL Gal-beta-1,3GalNAc-alfa-1,0-Ser/Thr 1:20 mil
Arachis hypogaea PNA Gal-beta-1,3GalNAc-alfa-1,0-ol, 1:100

Gal/GalNAc/GIcNAc
Machaerocereus eruca MeA Fuc-alfa-1,2(GalNAc-alfa-1,3)Gal-beta-1,4 1:100
Limulus polyphemus LPA Neu5Ac 1:100
Maackia amurensis MAA Neu5Ac-alfa-2,3Gal-beta-1,4 1:100
Sambucus nigra SNA Neu5Ac-alfa-2,6Gal-beta-1,4 1:100
Macrobrachium rosenbergii MRL Neub5,7,9Ac2 1:100
Lens culinaris LcH alfa-Man/alfa-Glc 1:100
Concanavalina A Con-A alfa-Man 1:100
Lotus tetragonolobus LTA alfa-2,4Fuc 1:100

Tabla 1. Lectinas empleadas en el proyecto para identificar las estructuras glicosidicas presentes en las
muestras de érganos de origen humano. *La abreviacion esta tomada de la pagina de abreviaciones de lectinas
de la Universidad de Copenhagen333.

9.3. Anticuerpos.

Los anticuerpos primarios (tabla 2) utilizados fueron: anticuerpo policlonal de conejo anti-
proteina glial fibrilar acida (GFAP) (Dako, Carpinteria, CA, USA); monoclonal del ratén anti-
sinaptofisina (Chemicon, Billerica, MA, USA) y monoclonal de conejo anti-galectina-3 (SpringBio,

Pleasanton, CA, USA).

Anticuerpo Origen Reactividad (especies) Dilucién utilizada
Anti-GFAP Policlonal de conejo Humano, perro, gato, ratén 1:100
Anti-sinaptofisina Monoclonal de ratén (IgG) Humano y hamster 1:100
Anti-NCAM Monoclonal de raton (IgG) Humano 1:100
Anti-PSA-NCAM Monoclonal de ratén (IgM) Todas las que expresen 1:100

Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados en el proyecto para identificar las estructuras antigénicas presentes
en las muestras.

Los anticuerpos secundarios (tabla 3) bioespecificos fueron: anti-lgG (H+L) de cerdo anti-
ratbn conjugado con rhodamina-Red-X; anti-lgG (H+L) de cerdo anti-conejo conjugado con
lissamina-rhodamina (ambos de Jackson Immunoresearch, West Grove, PA USA); anti-IgM de
cabra anti-ratbn conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Vector, Burlingame, CA

USA).
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Anticuerpo Reactividad Fluorocromo Dilucion utilizada

Cerdo anti-ratébn  Anti-IgG (H+L) Rhodamina-Red-X 1:100
Cerdo anti-conejo Anti-lgG (H+L) Lissamina-rhodamina 1:100
Cabra anti-raton  Anti-IgM Isotiocianato de fluoresceina 1:100

Tabla 3. Anticuerpos secundarios empleados en el proyecto para identificar los anticuerpos primarios.
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CAPITULO 10

Métodos
10.1. Fijado e inclusion de las muestras en parafina
Las muestras obtenidas de biopsias o necropsias fueron fijadas en una solucién de
paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.4, 0.1M. Las muestras se
incluyeron en parafina®*. Las laminillas sobre las cuéles se adhirieron los especimenes se
prepararon con silano como adherente (Sigma, St. Louis, MO, USA). Los bloques conteniendo
las muestras fueron cortados en microtomo Histocut Reichter-Jung (Cambridge Instruments

GmbH, Munich, Germany) siguiendo los procedimientos de rutina®*

. Los fragmentos cortados a 5
pm de espesor fueron montados en las laminillas previamente preparadas con silano, mediante
bafio de flotacion (Tissue Float Bath, Lab Line, USA) a ~52°C con agua corriente reposada toda

la noche anterior y agregando 3.0 gr de grenetina (Merk, México).

10.2. Técnica basica de Hematoxilinay eosina

A los cortes histolégicos adheridos a portaobjetos se les someti6 a desparafinado y
rehidratado con pasos de concentraciones decrecientes de solventes organicos desde xilol hasta
alcohol al 70%. Se sumergieron en solucion de hematoxilina de Gill por cerca de 2 minutos y se
lavaron con agua destilada. Luego se sumergieron por ~20 segundos en solucion de eosina.
Finalmente se aclararon las muestras y deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol
hasta xilol y se montaron con resina hidrofébica Poly-mount (PolySciences, Warrington, PA,

USA).

10.3. Histoquimica con lectinas para microscopia de luz de campo claro
Los cortes histologicos adheridos a portaobjetos se sometieron a desparafinado y
rehidratado con pasos de concentraciones decrecientes xilol hasta alcohol al 70%. Los lavados

se hicieron con PBS 0.1M pH 7.4. Debido a que se realizaba un ensayo con peroxidasa de raiz
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fuerte, se bloqueo la peroxidasa enddgena sumergiendo las muestras en peroxido de hidrégeno
(Drogas Tacuba, México) al 0.8% en agua desionizada por 15 minutos. Luego de un lavado con
PBS, se secaron las laminillas y se delimitd la zona tisular con plumon hidrofébico (ImmEdge
Pen, Vector, Burlingame, CA, USA) alrededor de la muestra para incubar las muestras con
albumina bovina sérica libre de IgG al 2% (BSA) (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 30 minutos a
temperatura ambiente en cdmara humeda. Luego se incubaron las muestras con Triton X-100
(Sigma, St. Louis, MO, USA) al 0.2% en PBS por 10 minutos. Se lavaron exhaustivamente con
PBS adicionado con CaCl, 1mM pH 7.4 y se incubaron las muestras con las lectinas biotiniladas
a 37°C en camara humeda por dos horas. Luego se incubaron las muestras con extravidina
marcada con peroxidasa de raiz fuerte (Sigma, St. Louis, MO, USA) (dilucién 1:60) por 1 hora a
37°C en camara humeda. El revelado se realiz6 con un sistema a base de diaminobenzidina
(Sigma, St. Louis, MO, USA) y peroxido de hidrégeno, y se contratifieron con hematoxilina de
Gill. Finalmente se deshidrataron con pasos crecientes de solventes organicos desde alcohol al
70% hasta xilol y se montaron las preparaciones con resina hidrofébica Poly-mount

(PolySciences, Warrington, PA, USA).

10.4. Histoquimica con lectinas para microscopia de fluorescencia

Las histoquimicas con lectinas para microscopia de fluorescencia fueron similares a la
descrita anteriormente. Los cortes histolégicos adheridos a portaobjetos se sometieron a
desparafinado y rehidratado con pasos de concentraciones decrecientes de solventes organicos
desde xilol hasta alcohol al 70%. Los lavados se hicieron con PBS 0.1M pH 7.4. Se secaron las
laminillas y se delimito la zona tisular con plumon hidrofébico (ImmEdge Pen, Vector, Burlingame,
CA, USA) alrededor de la muestra para incubar las muestras con BSA al 2% (Sigma, St. Louis,
MO, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente en camara humeda. Luego se incubaron las
muestras con Tritdn X-100 (Sigma, St. Louis, MO, USA) al 0.2% en PBS por 10 minutos. Se

lavaron exhaustivamente con PBS adicionado con CaCl, 1mM pH 7.4 y se incubaron las
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muestras con las lectinas biotiniladas a 37°C en camara himeda por dos horas. Luego se
incubaron las muestras con extravidina marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(dilucién 1:60) protegiendo las muestras de la exposicion a la luz, en camara hiumeda opaca a
37°C 1 hora. Las preparaciones se montaron con medio VectaShield conjugado con DAPI, un
intercalador de &cidos nucleicos (4’,6-diamidino-2-fenilindol) a oscuras y se sellaron los

cubreobjetos con barniz de uias.

10.5. Inmunohistoquimica de doble marca para microscopia de fluorescencia

Se desparafinaron y rehidrataron las muestras. Los lavados se realizaron con PBS 0.1M
pH 7.4. Las muestras se sometieron a recuperacién antigénica a base de calor con horno de
microondas, sumergiendo las laminillas en amortiguador de citratos (citrato de sodio 0.1M y &cido
citrico 0.1M) por 3 minutos 30 segundos, vigilando la ebullicién del amortiguador sin que se
exponga la muestra. Luego de dejar que las laminillas alcancen la temperatura ambiente, su
incubaron con BSA al 2% en PBS libre de IgG por 30 minutos a temperatura ambiente en cadmara
hameda y después con Tritbn X-100 al 0.2% en PBS por 10 minutos en cadmara humeda a
temperatura ambiente. Luego se incubaron las muestras con las lectinas biotiniladas durante 2
horas a 37°C en camara humeda y después con extravidina-FITC (dilucion 1:60) durante una
hora a 37°C en camara humeda. Luego de un lavado con PBS, se incubaron las preparaciones
con el anticuerpo primario dilucién 1:100 toda la noche a 4°C en camara humeda y protegidas de
la luz. A la mafana siguiente, se incubaron con el anticuerpo secundario bioespecifico dilucion
1:100 marcado con el fluorocromo durante 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda y
protegidas de la luz. Las preparaciones de montaron con medio VectaShield conjugado con DAPI

(Vector, Burlingame, CA, USA) a oscuras, y se sellaron los cubreobjetos con barniz de ufias.

10.6. Especificidad de la interaccion lectinica
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Para determinar la especificidad de la interaccién de las lectinas con las muestras, realizamos
ensayos de control histoquimico incubando las lectinas con 100 mM de GalNAc y lactosa para
ALL y PNA,; fenil-B-Gal u oligosacaridos de mucina de estémago porcino en PBS para MeA; 0.1
M de a-2,3-sialillactosa para MAA y a-2,6-sialillactosa para SNA, antes de afadirlas a las

muestras.

10.7. Ensayos enziméaticos de digestion peptidica con tripsina, o hidrélisis de acido sialico
con neuraminidasa de Clostridium perfringes

La digestion peptidica se realiz6 sobre muestras que se desparafinaron y re-hidrataron de
forma similar a la descrita anteriormente. Los lavados se realizaron con PBS 0.1M pH7.4. Las
muestras se incubaron con tripsina al 2% (Gibco, Carlsbad, CA, USA) en solucion de NaCl
isotdnica (0.9%) o con 0.1 U. I. de neuraminidasa tipo V de Clostridium perfringes (Sigma, St.
Louis, MO, USA) a diferentes tiempos (30, 45, 60, 90 y 120 minutos) a 37°C en cadmara humeda.
Luego se sometieron las muestras al protocolo descrito para histoquimicas con lectinas para

microscopia de fluorescencia.

10.8. Microscopia de luz de campo claro

La microscopia de luz de campo claro se realizé con un microscopio Leica DM/LS
(Wetzlar, GMBH) con objetivos de 10X, 20X, 40X, 63X y 100X. El registro de las imagenes
observadas se captur6 mediante una cémara 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 (Leica, Heerburg, Switzerland).

10.9. Microscopia de fluorescencia
La microscopia de fluorescencia se realizé con un microscopio Leica DM/LS (Wetzlar,
GMBH) con objetivos de 10X, 20X, 40X, 63X y 100X; lampara de fluorescencia acoplada al
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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 (Leica, Heerburg, Switzerland).
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CAPITULO 11

Resultados
11.1. Histoquimicas con lectinas
11.1.1. Histoquimica con lectinas en cerebro sano.

La medicion de la intensidad de la interaccion a través de la fluorescencia se cuantificd
arbitrariamente asignando una cruz, o uno (+, 1) a la menor y se designé como baja; dos cruces
o dos (++, 2) a la mediana y tres cruces o tres (+++, 3) a la maxima y se designé como alta. La
ausencia de fluorescencia indicé que no hubo interaccién de la lectina con su ligando y se
expresé en forma de negativo o cero (-, 0). La intensidad intermedia se asign6 como mas/menos
o un medio (+, 0.5).

En las muestras cerebrales sanas (Figura 9) observamos reactividad tanto a la lectina de
ALL como a PNA de manera similar. La reactividad con lectinas LPA, MRL, MAA y SNA que
reconocen residuos de acido sidlico fue baja. Los residuos de a-D-manosa y a-D-glucosa que
reconoce la lectina Con-A, al igual que los residuos de &cido sialico, fueron de baja intensidad en
ambas muestras. No se encontrd reactividad a las lectinas LcH, MeA ni LTA, por lo tanto,
carecen de residuos manosidicos con core quitobiosil y $-1,6-fucosilados en terminales reducidas
de GIcNAc, que interaccionan con LcH; Fuc-a-1,2(GalNAc-a-1,3)Gal-B-1,4 al que tiene afinidad

MeA; ni a-L-Fuc que identifica LTA.
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Figura 9. Histoquimica con lectinas para microscopia de luz de campo claro en cerebro sano humano. Técnica
de contratincién con hematoxilina de Gill (nicleos). La interaccién de las lectinas con su ligando se visualizé
mediante la presencia del precipitado café-marrén de la reaccién con la diaminobenzidina (positivo). La
ausencia de interaccion no muestra el precipitado café-marrén (negativo) y se observan sélo las preparaciones
color violeta por la hematoxilina. Los ndcleos se visualizan en color violeta intenso. Lectinas, A: ALL. B: PNA. C:
MeA. D: LPA. E: MAA. F: SNA. G: MRL. H: Con-A. I: LcH. J: LTA. 400X.

11.1.2. Lectina Amaranthus leucocarpus (ALL) (Figura 10)
11.1.2.1. Organos sanos
11.1.2.1.1. Mama

Las muestras de mama sana mostraron epitelio de tipo glandular con estructuras
canaliculares normales, sin atipia ni alteraciones fenotipicas. El estroma se observo integro, con
abundante tejido conectivo y escasos nucleos celulares. 3 de 5 muestras fueron intensamente
positivas a ALL y 2 medianamente positivas. La interaccion de ALL se observé una positividad
intensa en forma homogénea en la regién del estroma, diseminada en toda la muestra formando
fibras densamente fluorescentes. Las muestras fueron pobremente positivas en las regiones
glandulares. En éstas ultimas estructuras, la interaccién de ALL con su ligando O-glicopeptidico

fue irregular, en forma de pequefias zonas en parches pobremente positivos 0 no se observo
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positividad. La positividad de mediana intensidad se observd principalmente en las zonas de
células mioepiteliales periglandulares en forma homogéneamente distribuida.
11.1.2.1.2. Tiroides

En las muestras de tiroides sanas se observo la presencia de epitelio simple cuboidal de
células foliculares formando tabiques con grandes espacios vacios (foliculos) y tejido conectivo
denso y células parafoliculares. En ninguna de las muestras se observo reactividad a ALL.
11.1.2.1.3. RifiGn

En las muestras de rifibn sano se observaron estructuras glomerulares de caracteristicas
histol6gicas normales, simétricos y con vasos sanguineos de calibre normal; se observaron
zonas glandulares rodeadas de células mioepiteliales e inmersas en tejido conectivo denso con
moderada cantidad de nucleos celulares. No se observd atipia ni polimorfismo celular. Se
observd escasa presencia de hipercelularidad de tipo infiltrativa en el hilio de predominio
linfocitario. No se observé microangiopatia, edema perivascular, ni tubulointersticial. Todas las
muestras fueron fluorescentes en forma similar de intensidad. En la histoquimica con ALL se
observé una positividad de mediana intensidad en forma homogénea en las zonas del estroma
(tejido conectivo), y alta intensidad en las areas glandulares. Las estructuras glomerulares fueron
intensamente reactivas en las zonas periféricas, marcando el contorno de las mismas. La
fluorescencia se observé en forma homogénea, con distribucion diseminada. No se observé
positividad a ALL en las zonas del hilio ni en las estructuras vasculares.
11.1.2.1.4. Piel

En las muestras de piel sana se observo la epidermis con tejido estratificado de espesor
normal y la lamina basal delimitando la dermis con abundante tejido conectivo y moderada
cantidad de estructuras celulares. Se observé ligera atipia celular con datos histolégicos
compatibles con edema e infiltrado celular de predominio linfocitario. Todas las muestras se
observaron con una intensidad similar. En la histoquimica con ALL las muestras fueron positivas
de mediana intensidad y homogénea en la zona de la dermis. La epidermis se observé de baja
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intensidad en forma homogénea. No se observo positividad a ALL en las zonas perivasculares ni
en la luz vascular.
11.1.2.2. Carcinomas primarios
11.1.2.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

Las muestras de adenocarcinoma canalicular de mama fueron clasificadas con grado
histolégico Il y Ill. Todos los carcinomas primarios de mama presentaron alto grado de
componente intraductal con necrosis de tipo comedo y pobremente diferenciado. En la
histoquimica con ALL, cinco de siete muestras se observaron con alta intensidad de
fluorescencia. Las muestras mostraron positividad de mediana a alta intensidad principalmente
en las regiones glandulares comparado con lo observado en el tejido conectivo. Las estructuras
acinares se observaron homogéneas fluorescentes delimitando el contorno celular. La zona de
células mioepiteliales se observé tenue, de baja intensidad de fluorescencia, en forma
homogénea. El tejido conectivo se observé de mediana a baja intensidad en forma homogénea
difusa.
11.1.2.2.2. Adenocarcinoma de pulmén

Las muestras de adenocarcinomas pulmonares mostraron células bien diferenciadas, con
componente glandular sélido y células vacuoladas. Se observaron zonas con edema perivascular
de tipo vasculogénico; polimorfismo nuclear con nucléolos prominentes y estructuras papilares.
Dos de cuatro muestras se observaron con alta intensidad de fluorescencia, una con mediana y
una con baja intensidad de fluorescencia. Las muestras fueron de positividad baja, mediana y
alta a ALL en forma homogénea tanto en el estroma como en las formas papilares y glandulares.
La fluorescencia fue difusa, sin que se observaran patrones especificos.
11.1.2.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Los adenocarcinomas tiroideos foliculares se observaron con total pérdida de la estructura
folicular, formando papilas difusas con escaso espacio papilar. Se observo polimorfismo nuclear
con atipia. Las células parafoliculares se fusionaron con los foliculos formando una placa densa y
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polimérfica. En las histoquimicas, 3 de 4 muestras se observaron con baja intensidad de
fluorescencia y solo 1 fue de mediana intensidad. Las muestras mostraron una positividad de
baja a mediana intensidad a ALL, siendo la baja intensidad la que prevalecié y con predominio en
las zonas perifoliculares. La fluorescencia se observd homogénea difusa tanto en las zonas
parafoliculares como foliculares.
11.1.2.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

En las muestras de adenocarcinoma renal, se observd pérdida de las estructuras
glomerulares, las cuales se restringen a formas pseudoacinares tabicadas con tejido conectivo
fiboroso denso. Se observo abundante depdsito glandular denso y de tipo papilar; polimorfismo
nuclear y atipia con nucléolos prominentes. Dos de tres muestras se observaron con alta
intensidad de fluorescencia. En las muestras la positividad a ALL se observo con alta intensidad
en las zonas del estroma tisular y de mediana intensidad en las regiones glandulares en forma
homogénea. En las zonas glomerulares se observaron patrones puntiformes vesiculares de
intensa fluorescencia diseminados espaciadamente.
11.1.2.2.5. Melanoma cutaneo maligno

La muestra de melanoma cutdneo maligno mostré hiperplasia epitelial con pérdida de la
basal e intenso infiltrado celular en la dermis de predominio linfocitario. Se observo atipia nuclear
con polimorfismo y un incremento en las formas celulares en la dermis con estructuras
papilomatosas con células gigantes multinucleadas. Cuatro de cinco muestras se observaron con
mediana intensidad de fluorescencia. La positividad a ALL se observé con distribucion
homogénea en la dermis de predominio en estructuras papilomatosas y el estroma. La epidermis
se observo homogénea de mediana intensidad de positividad.
11.1.2.3. Metastasis a cerebro
11.1.2.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

Las masas tumorales metastasicas de origen mamario se ubicaron en regiones corticales

temporal y parietal. Estos tumores metastasicos presentaron polimorfismo y atipia nuclear, con
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nucléolos prominentes y alto grado de mitosis. Las muestras mostraron una intensa reaccion
dermoplastica, con pobre diferenciacién y necrosis en mas del 80%. 3 de 4 muestras fueron de
mediana intensidad de fluorescencia y en una no se observd la interaccion de ALL con su
ligando. En contraste con los tumores primarios, las metastasis mostraron baja positividad a ALL
en las zonas del estroma y células mioepiteliales; mientras que las estructuras
pseudoglandulares fueron altamente positivas a ALL. El estroma se observo positivo de forma
heterogénea, en parches difusos. Las estructuras acinares y pseudoglandulares se observaron
homogéneamente positivas.
11.1.2.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

En las metastasis se observd pérdida de las estructuras glandulares, las cuales forman
estructuras papilomatosas con abundante tejido conectivo infiltrado con abundantes células que
forman empalizadas alrededor de estructuras pseudoglandulares. Se observo la presencia de un
componente glandular sélido y abundantes células vacuoladas. Zonas con edema perivascular
de tipo vasculogénico, polimorfismo y atipia nuclear con células moderadamente diferenciadas.
Cuatro de seis muestras fueron medianamente positivas a ALL y en dos no se observé
positividad. Las metastasis que mostraron positividad a ALL de mediana intensidad, ésta se
observé en forma homogénea difusa con predominio en las estructuras pseudoglandulares.
11.1.2.3.3. Adenocarcinomarenal de células claras

Las muestras renales mostraron patrones celulares de tipo células claras con tabiques
fibrosos densos que contenian racimos celulares con atipia y polimorfismo nuclear. Se observo
abundante depodsito glandular denso y papilar con abundante necrosis y hemosiderina; células
fantasmas y hemorragia; polimorfismo nuclear y atipia con nucléolos prominentes. La intensidad
de interaccion fue irregular, siendo una de cuatro muestras de mediana, una de baja intensidad y
en dos no se observo fluorescencia. En las metastasis, el patron de reactividad a ALL aunque
irregular, se observo con predominio en los tabiques fibrosos de tejido conectivo en forma de

parches difusos.
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11.1.2.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En las muestras de metastasis de origen tiroideo se observaron células moderadamente
diferenciadas, infiltrado papilomatoso en las zonas del estroma, polimorfismo y atipia nuclear con
células fantasma. Abundante necrosis y hemosiderina con nidos tumorales dispersos. Todas las
muestras fueron positivas a ALL. La interacciéon de ALL fue intensa de forma homogénea, de
predominio en el estroma tisular y las estructuras papilomatosas. Las zonas pseudofoliculares y
parafoliculares se observaron en forma homogénea aunque con menor intensidad de
fluorescencia. No se observaron estructuras vasculares.
11.1.2.3.5. Melanoma cutaneo maligno

La metastasis de melanoma cutaneo maligno se observé con abundante necrosis tipo
comedo, con células gigantes multinucleadas, polimorfismo y atipia nuclear, nucléolos
prominentes y mitosis. Se observaron células melanicas con depdésitos vacuolados de regular
cantidad. Ninguna de las muestras de metéstasis al cerebro fue positiva a ALL. La fluorescencia

observada sélo correspondié a los nucleos en el canal azul.
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Figura 10. Histoquimicas con lectina ALL en érganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), nucleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.3. Lectina Arachis hypogaea (PNA) (Figura 11)
11.1.3.1. Organos sanos
11.1.3.1.1. Mama

Todas las muestras de mama sana se observaron con positividad medianamente intensa.
La interaccién de PNA, se observd de predominio en la region del estroma. No se observo
positividad en las estructuras acinares, ni en las zonas de células mioepiteliales, asi como en los
elementos vasculares.
11.1.3.1.2. Tiroides

2 de 3 muestras fueron intensamente positivas a PNA. La intensidad de positividad a PNA
fue de mediana a alta, y se observo restringida a zonas de células foliculares y en menor
proporcion al estroma. La distribucion fue homogénea y no se observé en las zonas glandulares.
La mayor intensidad se observé en las regiones perifoliculares.
11.1.3.1.3. RifiGn

Todas las muestras de rifidon mostraron una interaccién de baja intensidad a PNA en forma
homogénea tanto en las zonas del estroma (tejido conectivo) como en las areas glandulares. Las
estructuras glomerulares fueron pobremente fluorescentes en las zonas periféricas. En el resto
de las estructuras no se observo interaccién con PNA.
11.1.3.1.4. Piel

4 de 5 muestras de piel fueron de intensidad media de fluorescencia. Las muestras fueron
de mediana a alta intensidad de reactividad a PNA, predominando la mediana intensidad en
forma homogénea tanto en la epidermis como en la dermis. No se observé positividad en zonas
vasculares ni perivasculares.
11.1.3.2. Carcinomas primarios
11.1.3.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

En 6 de 7 muestras se observo una baja intensidad de positividad a PNA. La interaccion

de PNA se observé principalmente en las regiones acinares, periglandulares, en zonas de células
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mioepiteliales e intraductales en forma homogénea. El resto del tejido conectivo se observd
pobremente fluorescente con zonas heterogéneas en forma de parches.
11.1.3.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

Se observaron 2 de 4 muestras con baja intensidad de positividad, 1 con medianay 1 con
alta. La interaccion se observé en forma homogénea tanto en el estroma como en las formas
papilares y glandulares. No se observé fluorescencia en estructuras vasculares.
11.1.3.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En las muestras de tiroides, 3 de 4 muestras se observaron con mediana intensidad de
positividad y una con alta intensidad de fluorescencia. La interaccion de PNA se observo con
predominio en las zonas perifoliculares en forma homogénea distribuida tanto en el estroma
como en las estructuras papilares y foliculares.
11.1.3.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

Todas las muestras renales se observaron con baja intensidad de positividad a PNA. La
positividad se observd en forma homogénea tanto en las regiones del estroma como en las
zonas glomerulares y glandulares principalmente. Las regiones hiliares no se observaron
fluorescentes.
11.1.3.2.5. Melanoma cutaneo maligno

3 de 5 muestras de melanoma cutdneo maligno se observaron con alta intensidad de
positividad a PNA, y dos muestras con mediana intensidad. La positividad se observd con
distribucion homogénea en la dermis y de predominio en estructuras papilomatosas y del
estroma. En estas ultimas, se distribuyé6 en forma de bandas densamente fluorescentes
periacinares.
11.1.3.3. Metastasis a cerebro
11.1.3.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

El patron de fluorescencia se observo irregular, siendo una de cuatro muestras

medianamente intensa la positividad a PNA, una con intensidad baja y en el resto de las
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muestras no se observd fluorescencia. La positividad se observd principalmente en las
estructuras pseudoglandulares. Las regiones del estroma mostraron pobre y heterogénea
intensidad o no fueron positivas a PNA.
11.1.3.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

3 de 6 muestras se observaron con mediana intensidad y 3 con alta intensidad de
fluorescencia. La positividad a PNA se observé en forma homogénea difusa con predominio en
las estructuras pseudoglandulares (con alta intensidad de fluorescencia), y de mediana a alta
intensidad en el estroma tisular.
11.1.3.3.3. Adenocarcinoma renal de células clara

La positividad a PNA se observé irregular. 2 de 4 muestras se observaron con mediana
intensidad, 1 con alta intensidad y en 1 no se observo fluorescencia. La interaccion con PNA se
observé con predominio en los tabiques fibrosos de tejido conectivo. Las zonas de nidos
tumorales fueron las que se observaron con la menor intensidad de fluorescencia y con mayor
heterogeneidad.
11.1.3.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En ambas muestras se observé un patron de positividad a PNA homogéneo, intensamente
fluorescente, de predominio en estructuras papilares y perifoliculares. Las zonas del estroma y
parafolicular se observaron con menor intensidad de fluorescencia, siendo de mediana
intensidad.
11.1.3.3.5. Melanoma cutaneo maligno

1 de las muestras de piel se observé de baja intensidad de fluorescencia, mientras que la
otra se observd de mediana intensidad, con patrones de distribucion homogénea. La mayor
intensidad estuvo presente en estructuras papilomatosas inmersas en tejido conectivo. El

estroma fue en el que se observo la menor intensidad de fluorescencia.
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Figura 11. Histoquimicas con lectina PNA en 6rganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), nucleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.4. Lectina Machaerocereus eruca (MeA) (Figura 12)
11.1.4.1. Organos sanos
11.1.4.1.1. Mama

En ninguna de las muestras de mama sana se observo positividad a MeA. Sélo se
visualizaron los nucleos fluorescentes en canal azul (DAPI).
11.1.4.1.2. Tiroides

Todas las muestras de tiroides mostraron un patron de interaccion de MeA con su ligando
similar. En todos las muestras se observd una escasa y débil intensidad de fluorescencia en
forma heterogénea, diseminada en forma de parches amorfos, de predominio de zonas
foliculares. En el resto de la muestra (el estroma, zonas parafoliculares y foliculo) no se observé
fluorescencia.
11.1.4.1.3. RifiGn

En ninguna de las muestras se observé fluorescencia de la interaccion de MeA con su
ligando especifico. Solo se observaron nucleos fluorescentes en canal azul.
11.1.4.1.4. Piel

En ninguna de las muestras se observo fluorescencia positiva con MeA. Sélo se
observaron nucleos fluorescentes en canal azul.
11.1.4.2. Carcinomas primarios
11.1.4.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

2 de 7 muestras se observaron con baja intensidad de fluorescencia. El resto, 5 muestras,
se observaron con mediana intensidad. La interaccién positiva de MeA con su ligando sacaridico
se observd con mayor intensidad en las zonas glandulares y periglandulares. La zona de células
mioepiteliales se observé con mediana intensidad. Tanto en las estructuras glandulares como en
las periglandulares la positividad fue homogénea difusa. Tanto el estroma tisular como el resto de
las estructuras se observaron con baja intensidad o no se observo positividad. En estas ultimas,

la positividad se observé en forma homogénea.
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11.1.4.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

Se observaron 3 de 4 muestras con baja intensidad de fluorescencia y 1 con mediana
intensidad a MeA con predominio en el estroma. Las zonas peripapilares fueron las mas
intensamente fluorescentes comparado con el resto. La fluorescencia se observé de forma
homogénea distribuida en la muestra. Las zonas interglandulares fueron pobremente
fluorescentes.
11.1.4.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

3 de 4 muestras se observaron con baja intensidad de fluorescencia y una con mediana
intensidad. La interaccibn de MeA se observé en patrones homogéneos difusos en toda la
muestra. La zona perifolicular fue la que presenté la mayor intensidad, siendo el estroma y las
zonas foliculares pobremente fluorescentes.
11.1.4.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

Las 3 muestras se observaron con baja intensidad de fluorescencia en patrones
heterogéneos de predominio en las zonas glomerulares. Las zonas periglandulares, hiliares,
mioepiteliales y el estroma se observaron pobremente positivas o no se observo fluorescencia.
En todos los casos, los patrones fueron en forma de parches irregulares con MeA.
11.1.4.2.5. Melanoma cutaneo maligno

4 de 5 casos se observaron con intensidad de fluorescencia baja. La interaccion de MeA
con su ligando se observé en forma de parches irregulares diseminados fundamentalmente en el
estroma celular. La mayor intensidad de fluorescencia estuvo presente en las zonas periacinares
de la dermis. El resto de la muestra se observé pobremente fluorescente o no se observé
fluorescencia.
11.1.4.3. Metastasis a cerebro
11.1.4.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

La reactividad a MeA en 4 de 5 muestras se observd con mediana intensidad de

fluorescencia. La fluorescencia estuvo presente en forma homogénea principalmente en las
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estructuras acinares y en las zonas de células mioepiteliales, siendo las primeras las de mayor
intensidad. El estroma tisular se observd con baja intensidad de fluorescencia y en forma de
parches irregulares. Las zonas ductales se observaron con intensidad y distribucion similar a lo
observado en las zonas mioepiteliales. En una de las muestras no se observé fluorescencia.
11.1.4.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

So6lo 1 de los casos estudiados fue intensamente positivo a MeA. En el resto de las
muestras, 5 casos, no se observoé fluorescencia en el canal verde. La fluorescencia se observo
restringida a estructuras pseudoglandulares, acinares y mioepiteliales. El patron de El estroma
fue pobremente positivo 0 no se observo fluorescencia. En las zonas del estroma que se observé
la fluorescencia, ésta fue irregular en forma de parches tenues y en trazas.
11.1.4.3.3. Adenocarcinoma renal de células claras

3 de 4 muestras fueron intensamente fluorescentes. La positividad a MeA (Figura 12) se
observé homogénea en forma diseminada principalmente en el tejido conectivo. Las fibras de
tejido conectivo fueron las que presentaron la mayor intensidad de fluorescencia. En las zonas de
células claras, la intensidad se observé con menor intensidad aunque se mantuvo en el patrén
similar al tejido conectivo.
11.1.4.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

La reactividad a MeA en ambos casos se observo en patrones de fluorescencia similares.
La intensidad se observé alta, en el estroma, con distribucion homogénea. Las zonas
papilomatosas y foliculares se observaron igualmente intensamente fluorescentes. En algunas
zonas del estroma se observaron escasos puntos fluorescentes diseminados.
11.1.4.3.5. Melanoma cutaneo maligno

Ambos casos la reactividad a MeA se observé con mediana intensidad de fluorescencia,
de distribucion homogénea con predominio en las zonas de la dermis. La epidermis, aunque
igualmente de mediana intensidad, se observé en patrones irregulares en forma de fibras

medianamente densas.
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Figura 12. Histoquimicas con lectina MeA en 4rganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), ntcleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.5. Lectina Limulus polyphemus (LPA) (Figura 13)
11.1.5.1. Organos sanos
11.1.5.1.1. Mama

En todos los casos la reactividad a LPA se observo con baja intensidad de fluorescencia
verde. La distribucion de la fluorescencia se observé en forma irregular de predominio en el
estroma. Las estructuras glandulares se observaron débilmente fluorescentes o no se observé
fluorescencia. En cambio, en las zonas periglandulares y mioepiteliales, la intensidad fue similar
a la observada en el estroma, con un patron regular.
11.1.5.1.2. Tiroides

En ninguna de las muestras se observé reactividad a LPA careciendo de fluorescencia en
el canal verde. La marca fluorescente se restringié a los nucleos que se visualizaron en canal
azul, sin atipia nuclear ni polimorfismo. El resto de la muestra no mostr6 otro tipo de
fluorescencia.
11.1.5.1.3. RifiGn

Ambos casos la reactividad a LPA se observo baja intensidad de fluorescencia en forma
homogénea de predominio en las zonas del estroma tisular, y en escasas regiones glandulares al
igual que en los glomérulos. Estas uUltimas estructuras se observaron de morfologia normal, sin
alteraciones, con un patrén homogéneo pero débilmente fluorescentes. Las zonas del hilio e
intersticio glandular no se observaron fluorescentes.
11.1.5.1.4. Piel

En ninguna de las muestras se observo fluorescencia en verde (FITC), de reactividad a
LPA. Sélo estuvo presente la fluorescencia en canal azul de los nucleos, que se observaron de
distribucion normal, formando dos estratos, la epidermis con abundantes nucleos estratificados,
con una distribucién basal ordenada; y la dermis, con escasos nucleos de caracteristicas
normales.

11.1.5.2. Carcinomas primarios
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11.1.5.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

En 4 de 7 casos se observé una mediana intensidad de fluorescencia de reactividad a
LPA; en 2 se observo una baja intensidad y en 1 la intensidad fue alta. El patrén de fluorescencia
observado en todas las muestras fue similar con predominio en las estructuras papilares y
glandulares. Las zonas de células mioepiteliales y periglandulares fueron las de menor intensidad
de fluorescencia. En todos las muestras, la interaccion de LPA con su ligando sialilado se
observé homogéneo, con distribucién uniforme.
11.1.5.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

En 3 de los 4 casos se observd una baja intensidad de fluorescencia en la positividad a
LPA. Uno de los casos fue de mediana intensidad. La positividad se observé en forma
homogénea, predominando en el estroma tisular en forma uniforme. Las estructuras glandulares
se observaron con la més baja intensidad y en forma similarmente homogénea a lo observado en
el estroma.
11.1.5.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Se observaron 2 de los 4 casos con mediana intensidad de fluorescencia y 2 con alta
intensidad. La positividad a LPA se observé en las estructuras foliculares con predominio en las
paredes de las mismas en patrones homogéneos. Las zonas perifoliculares, el estroma, regiones
periglandulares y foliculos fueron en los que se observo la menor intensidad con distribucion
igualmente homogénea.
11.1.5.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

Los 3 casos mostraron una baja intensidad de fluorescencia con patrones similares,
principalmente en las zonas del estroma tisular. Las regiones glandulares y acinares se
observaron pobremente fluorescentes con patrones difusos irregulares. Las células mioepiteliales
se observaron en patrones homogéneos tenues, en forma de fibras densas pobremente
fluorescentes. El hilio no se observo fluorescente.

11.1.5.2.5. Melanoma cutaneo maligno
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Los 5 casos de melanoma maligno se observaron con baja intensidad de fluorescencia. La
positividad a LPA se observé de distribucion homogénea tanto en la dermis como en la
epidermis. No se observaron estructuras vasculares de mayor intensidad.
11.1.5.3. Metastasis a cerebro
11.1.5.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

En ninguno de los casos de metastasis de origen mamario se observo fluorescencia de
reactividad a LPA. Sdlo se observé la fluorescencia en canal azul de los nucleos.
11.1.5.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

En 3 de 6 casos se observo una baja intensidad de fluorescencia. La interaccion con la
lectina se observd en forma homogénea con distribucién uniforme de predominio en estructuras
pseudoglandulares y acinares. El estroma tisular se observé pobremente intenso o no se observé
fluorescencia, con distribucion irregular. En las otras 3 muestras no se observé fluorescencia de
reactividad a LPA.
11.1.5.3.3. Adenocarcinoma renal de células claras

Solo 1 de las muestras mostré positividad a la lectina LPA. En esta muestra la
fluorescencia se observé de baja intensidad, con distribucion heterogénea irregular,
principalmente en las formaciones fibrosas de tejido conectivo. Las estructuras
pseudoglandulares, acinares, periglandulares y el hilio no se observaron fluorescentes a la
lectina.
11.1.5.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Ambas muestras fueron positivas a LPA, se observaron de mediana intensidad de
fluorescencia, con patrones de distribucibn homogénea, de predominio en las estructuras
papilares, y pseudofoliculares. Las zonas parafoliculares y el estroma se observé en forma
similar al resto, pero ligeramente con menor intensidad de fluorescencia.

11.1.5.3.5. Melanoma cutaneo maligno
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Ambas muestras se observaron positivas a LPA con baja intensidad de fluorescencia
verde, con distribucion irregular, de predominio en estructuras pseudoglandulares y acinares. El
estroma se observo pobremente (de muy baja intensidad) fluorescente y en forma de trazas
irregulares con algunas zonas en las que no se observé fluorescencia. No se observaron

estructuras vasculares ni se observo integridad estructural asociada al 6rgano de origen.
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Figura 13. Histoquimicas con lectina LPA en drganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), nucleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.6. Lectina Maackia amurensis (MAA) (Figura 14)
11.1.6.1. Organos sanos
11.1.6.1.1. Mama

Las 5 muestras de mama sana se observaron con baja intensidad de positividad a MAA.
La fluorescencia fue con patrones homogéneos, de distribucion regular con predominio en las
zonas del estroma. Las estructuras acinares y glandulares se observaron con ligeramente menor
intensidad de fluorescencia que lo observado en el estroma. Las estructuras vasculares y
perivasculares se observaron con intensidad de fluorescencia similar a lo descrito en el estroma,
regularmente homogéneas. La zona de células mioepiteliales mostré pobre y difusa intensidad de
fluorescencia, en forma de trazas.
11.1.6.1.2. Tiroides

Las 3 muestras de tiroides se observaron con baja intensidad de fluorescencia a MAA. La
fluorescencia estuvo presente en forma de trazas irregulares en las zonas de células foliculares.
Las células parafoliculares y el estroma fueron de muy baja intensidad o no se observo
fluorescencia con patrones irregulares difusos. El foliculo se observé completamente negativo.
11.1.6.1.3. RifiGn

Las muestras de rifién fueron positivas a MAA, 1 muestra se observo con baja intensidad
de fluorescencia y 1 con mediana intensidad. Ambas muestras se observaron con patrones de
fluorescencia irregulares, con la menor intensidad presente principalmente en las zonas del
estroma tisular, en forma difusa aunque homogénea, y ligeramente con mayor intensidad en el
estroma formando fibras de densidad variable. Las estructuras glandulares, vasculares y
glomerulares se observaron pobremente fluorescentes de forma de parches irregulares, con
zonas en las que no se observo fluorescencia.
11.1.6.1.4. Piel

3 de 5 muestras se observaron con mediana intensidad de fluorescencia positiva a MAA 'y

dos muestras se observaron con alta intensidad. La positividad se observo en la zona de la
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dermis, de forma homogénea, con algunas zonas que formaron fasciculos de densidad variable
medianamente fluorescentes inmersos en la dermis. La epidermis en todos los casos se observé
de intensidad baja o muy baja, de forma homogénea.
11.1.6.2. Carcinomas primarios
11.1.6.2.1. Adenocarcinoma folicular de mama

3 de 7 muestras se observaron con baja intensidad, 3 con mediana intensidad, y 1 con
alta intensidad de positividad a MAA. La fluorescencia se observé en forma homogénea en todos
los casos, de predominio en las estructuras glandulares en donde se observo la mayor intensidad
de fluorescencia. Las zonas del estroma se observdO con menor intensidad y en forma
homogénea. La zona de células mioepiteliales no se observd con positividad al igual que las
estructuras vasculares o ductales.
11.1.6.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

Las 4 muestras fueron positivas a MAA. 2 de 4 muestras se observaron con alta
intensidad de fluorescencia; una con mediana y una con baja intensidad. En todos los casos, la
fluorescencia se observé homogénea de predominio en las estructuras papilares y glandulares.
El resto del estroma y estructuras glandulares se observaron con la menor intensidad de
fluorescencia aunque con patrones similarmente homogéneos al resto de la muestra.
11.1.6.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En ninguna de las muestras se observd positividad a MAA. La fluorescencia observada
s6lo correspondio a los nucleos en el canal azul.
11.1.6.2.4. Adenocarcinomarenal de células claras

Todas las muestras mostraron una baja intensidad de positividad a MAA. La fluorescencia
se observo en forma homogénea principalmente en las zonas del estroma tisular. Las estructuras
glomerulares y glandulares se observaron pobremente fluorescentes aunque similarmente
homogéneas. Las zonas del hilio y estructuras vasculares no se observaron fluorescentes.

11.1.6.2.5. Melanoma cutaneo maligno
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Todas las muestras se observaron con baja intensidad de positividad a MAA. El patron de
fluorescencia observado fue irregular, con zonas fluorescentes entre campos sin fluorescencia en
forma de parches difusos. La fluorescencia estuvo presente en la zona de la dermis, el estroma.
La epidermis no se observo positiva, ni estructuras vasculares.
11.1.6.3. Metastasis a cerebro
11.1.6.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

3 de 4 muestras fueron medianamente positivas a MAA. En 1 muestra no se observo
fluorescencia. La interaccién de la lectina con fluorescencia se observé en forma homogénea, en
la zona del estroma. Las estructuras pseudoglandulares y acinares se observaron con muy baja
intensidad de fluorescencia en forma irregular, en parches, con zonas sin fluorescencia. Las
zonas ductales y vasculares no se observaron fluorescentes.
11.1.6.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

2 de 5 muestras se observaron con positividad de mediana intensidad, 1 con alta
intensidad y 2 no se observaron positivas a MAA. En todos los casos la positividad estuvo
presente en forma homogénea en el estroma con predominio en estructuras pseudoglandulares y
papilomatosas. En esta zona, se observo la formacion de tramas de densidad variable,
ligeramente con mayor fluorescencia, diseminadas entre el estroma.
11.1.6.3.3. Adenocarcinomarenal de células claras

2 de 4 muestras se observaron con positividad a MAA de mediana intensidad y 2 no se
observaron fluorescentes. La fluorescencia se observé en forma irregular, heterogénea, con
distribucion en los racimos celulares y en los tabiques de tejido conectivo.
11.1.6.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En ambas muestras no se observd positividad a MAA. La fluorescencia observada
correspondi6 solamente a los nacleos en canal azul.

11.1.6.3.5. Melanoma cutaneo maligno
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En ninguna de las muestras se observé positividad a MAA. La fluorescencia observada

correspondié solamente a los nacleos en canal azul.
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Figura 14. Histoquimicas con lectina MAA en érganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), ntcleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.7. Lectina Sambucus nigra (SNA) (Figura 15)
11.1.7.1. Organos sanos
11.1.7.1.1. Mama

En todas las muestras, la positividad a SNA se observé de baja intensidad e irregular, en
el estroma, formando tramas de mediana densidad difusas. Las zonas perivasculares,
glandulares, mioepiteliales y acinares se observaron con muy baja intensidad, pobremente
fluorescentes y en patrones de distribucién difuso e irregular. No se observé fluorescencia en las
zonas ductales.
11.1.7.1.2. Tiroides

Todas las muestras se observaron positivas a SNA con baja intensidad de fluorescencia,
en forma irregular y heterogénea. La fluorescencia estuvo presente en forma de parches aislados
diseminados en las zonas de células foliculares. Las zonas parafoliculares y el foliculo no se
observaron fluorescentes, asi como las estructuras vasculares.
11.1.7.1.3. RifiGn

Ambas muestras se observaron positivas a SNA con baja intensidad de positividad, en
forma irregular en las zonas del estroma y escasas regiones glandulares y glomerulares. En
estas Ultimas estructuras, la fluorescencia se observé en forma de parches irregulares. No se
observo fluorescencia en las zonas vasculares ni hiliares.
11.1.7.1.4. Piel

Todas las muestras se observaron positivas a SNA con baja intensidad de fluorescencia,
de forma irregular, con predominio en la dermis (el estroma), en donde se formaron tramas de
densidad moderada y ligeramente con mayor fluorescencia que el resto de la muestra. La
epidermis no se observo fluorescente, ni las estructuras vasculares.
11.1.7.2. Carcinomas primarios

11.1.7.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama
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4 de 7 muestras se observaron positivas a SNA con intensidad alta de fluorescencia; 1 se
observé con mediada intensidad; y 2 con baja intensidad. El patron de fluorescencia observado
fue homogéneo, de predominio en las zonas glandulares. En el estroma se formaron tramas
densas de tejido conectivo con la mayor intensidad de fluorescencia y regulares. Las zonas
ductales y acinares se observaron con la menor intensidad.
11.1.7.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

3 de 4 muestras se observaron positivas a SNA con intensidad mediana y 1 con alta
intensidad de fluorescencia. El patrén de fluorescencia se observd en forma homogénea tanto en
el estroma como en las estructuras papilares. Las estructuras glandulares, acinares y vasculares
se observaron pobremente fluorescentes con patrones difusos e irregulares en forma de parches.
11.1.7.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

3 de 4 muestras se observaron positivas a SNA con fluorescencia a la lectina de baja
intensidad; en una de las muestras no se observo fluorescencia. La positividad se observo
irregular y escasa, en forma de parches tanto en las estructuras foliculares como en el estroma.
Se observaron grandes zonas sin fluorescencia. Las estructuras parafoliculares y el foliculo no se
observaron fluorescentes; asi como el resto de la muestra.
11.1.7.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

Todas las muestras se observaron positivas a SNA con baja intensidad de positividad, con
patrones homogéneos principalmente en las zonas del estroma. Las estructuras glandulares y
glomerulares se observaron pobremente fluorescentes e irregulares, con grandes zonas sin
fluorescencia.
11.1.7.2.5. Melanoma cutaneo maligno

Todas las muestras fueron positivas a SNA con mediana intensidad de fluorescencia, con
patrones irregulares en forma de parches difusos, con predominio en la dermis. La epidermis
mostro de forma similar a la dermis, patrones de fluorescencia irregulares, con tramas de

densidad variable con mayor intensidad de fluorescencia y el resto con baja intensidad.
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11.1.7.3. Metastasis a cerebro
11.1.7.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

2 de 3 muestras se observaron con positividad a SNA de mediana intensidad. Una de las
muestras no mostré fluorescencia. La fluorescencia se observd en forma homogénea,
fundamentalmente en las estructuras glandulares, en las que se observo la superficie glandular
fluorescente en su totalidad. Las zonas de células mioepiteliales y ductal se observaron con una
distribucion similar a la glandular. El estroma se observd pobre e irregularmente fluorescente, en
forma de parches aislados y diseminados.
11.1.7.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

3 muestras se observaron con mediana intensidad de positividad a la SNA; 2 con baja
intensidad y en 1 no se observo fluorescencia. La fluorescencia fue homogénea, principalmente
en regiones pseudoglandulares y papilomatosas, en las que se remarcaron tramas densas con
ligeramente mayor intensidad de fluorescencia. ElI estroma se observd homogéneamente
fluorescente. Las zonas mioepiteliales y acinares se observaron con menor intensidad de
fluorescencia.
11.1.7.3.3. Adenocarcinoma renal de células claras

3 de 4 fueron muestras fueron de mediana intensidad de positividad a SNA; y 1 con baja
intensidad. El patron de fluorescencia se observé en forma homogénea tanto en los racimos
celulares como en los tabiques fibrosos de tejido conectivo, siendo los primeros los de mayor
intensidad y regularidad. El resto de las estructuras de la muestra se observaron pobre e
irregularmente fluorescentes o no se observé fluorescencia.
11.1.7.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Ambas muestras se observaron con mediana intensidad de fluorescencia positiva a SNA.
El patron de fluorescencia fue regular y homogéneo de predominio en el estroma, en el que

formo tramas densas con mayor intensidad de fluorescencia. Las estructuras papilomatosas se
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observaron homogéneamente positivas de mediana intensidad. Las regiones foliculares no se
distinguieron fluorescentes.
11.1.7.3.5. Melanoma cutaneo maligno

En ninguna de las muestras se observé positividad a SNA. La fluorescencia observada

consistié Ginicamente de la marca azul de los nucleos.

78



Figura 15. Histoquimicas con lectina SNA en 6rganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), ntcleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.8. Lectina Macrobrachium rosenbergii (MRL) (Figura 16)
11.1.8.1. Organos sanos

En ninguna de las muestras de origen mamario, tiroideo, renal, o piel sanas se observé
positividad a MRL. La fluorescencia sélo estuvo presente en los nucleos.
11.1.8.2. Carcinomas primarios
11.1.8.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

6 de 7 muestras fueron positivas a MRL con baja intensidad de reactividad. 1 de las
muestras se observd con mediana intensidad. En todas las muestras, la fluorescencia se observé
homogénea, en estructuras glandulares y periglandulares, con menor intensidad en regiones de
células mioepiteliales e intraductales. El estroma se observé irregularmente fluorescente, con
patrones en parches difusos de baja o muy baja intensidad de fluorescencia.
11.1.8.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

En 2 muestras se observo interaccion a MRL de baja intensidad de fluorescencia. En
estas 2 muestras, el patron de fluorescencia fue homogéneo con predominio en estructuras
papilares y glandulares. Las zonas periglandulares y el estroma se observaron practicamente
negativos. En 2 muestras se observé una fluorescencia de muy baja intensidad o no se observé
la fluorescencia. En estas muestras el patrén de fluorescencia observado fue irregular en forma
de parches y en las mismas zonas descritas para las otras dos muestras.
11.1.8.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Todas las muestras fueron positivas a MRL con muy baja intensidad de fluorescencia. La
positividad estuvo presente en forma irregular en parches escasos, pequefios, de predominio en
zonas del estroma. Las estructuras foliculares, parafoliculares y el foliculo no se observaron
fluorescentes.
11.1.8.2.4. Adenocarcinomarenal de células claras

En todas las muestras se observé positividad a MRL con una intensa fluorescencia, con

distribucion homogénea tanto en las zonas del estroma como en las glomerulares. La zona del
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hilio se observé con menor intensidad al igual que la zona de células mioepiteliales. En el
estroma se observaron fuertes y densas tramas intensamente fluorescentes de tejido conectivo
acelular.
11.1.8.2.5. Melanoma cutaneo maligno

En todas las muestras se observé positividad a MRL con una fluorescencia de baja
intensidad en forma de parches difusos irregulares fundamentalmente en el estroma, la dermis.
La epidermis se observo con muy baja intensidad de fluorescencia e irregular, en forma de trazas
con amplias zonas sin fluorescencia.
11.1.8.3. Metastasis a cerebro
11.1.8.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

2 de las muestras de metastasis se observaron positivas a MRL. La fluorescencia
observada fue en forma irregular de mediana intensidad en el estroma en forma de parches con
zonas sin fluorescencia. En las estructuras pseudoglandulares y acinares, la fluorescencia a la
lectina fue igualmente de mediana intensidad aunque con distribucion homogénea en todas las
estructuras descritas. Las zonas mioepiteliales se observaron en forma de tramas de baja
densidad y mediana intensidad de fluorescencia. Las estructuras ductales no se observaron
fluorescentes. No se observo fluorescencia verde en dos de las muestras.
11.1.8.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

En tres de las muestras se observé una alta intensidad de fluorescencia con MRL. La
distribucion de la fluorescencia fue homogénea con predominio en zonas pseudoglandulares y
papilomatosas. El estroma se observo en forma igualmente homogénea aunque con menor
intensidad de fluorescencia. Las estructuras vasculares no se observaron fluorescentes. Las
restantes 3 muestras no fueron positivas y no se observo fluorescencia con la lectina.
11.1.8.3.3. Adenocarcinomarenal de células claras

2 de las muestras fueron positivas a MRL con alta intensidad de fluorescencia. 1 de las

muestras se observé con baja intensidad y en una no se observo fluorescencia. La distribucion
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de fluorescencia observada fue homogénea, de predominio en el estroma formando
medianamente densas fibras de tejido conectivo con algunas pequeilas zonas de mayor
intensidad de fluorescencia puntiformes. Los racimos celulares de células claras se observaron
con baja intensidad de fluorescencia y regularmente homogéneas.
11.1.8.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Las muestras se observaron con alta intensidad de fluorescencia con MRL. La distribucion
de la misma se observé en forma regular y homogénea en toda la muestra, tanto en el estroma
como en las estructuras glandulares y papilares.
11.1.8.3.5. Melanoma cutaneo maligno

Todas las muestras fueron escasa y débilmente positivas a MRL. La distribucion de la
fluorescencia se observd en forma de parches escasos y espaciadamente diseminados
principalmente en el estroma. Las estructuras glandulares, acinares y vasculares no se

observaron fluorescentes.
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Figura 16. Histoquimicas con lectina MRL en érganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), nucleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.9. Lectina Concanavalina A (Con A) (Figura 17)
11.1.9.1. Organos sanos
11.1.9.1.1. Mama

En 3 de 5 de las muestras la positividad a Con-A observada fue de alta intensidad y en
dos muestras fue de mediana intensidad. Todo el estroma tisular se observd intensamente
fluorescente, con tramas hiperdensas de tejido conectivo. Las estructuras glandulares y acinares
se observaron con menor intensidad de fluorescencia con Con-A, de forma similarmente
homogénea al estroma. Las zonas periglandulares y mioepiteliales se observaron con patrones
de fluorescencia de baja intensidad al igual que las ductales.
11.1.9.1.2. Tiroides

Todas las muestras se observaron con mediana intensidad de fluorescencia positiva a
Con-A. La distribucion de la interaccion lectinica se observé en las células foliculares formando
tramas hipodensas bien definidas. Las células parafoliculares se observaron con baja intensidad
de fluorescencia.
11.1.9.1.3. RifiGn

En todas las muestras se observd una positividad a Con A de alta intensidad de
fluorescencia con distribucibn homogénea en el estroma tisular, en donde se formaron tramas
hiperdensas de tejido conectivo con la mayor intensidad de fluorescencia observada. Las zonas
glomerulares se observaron de caracteristicas histologicas normales, sin alteraciones, con
mediana a alta intensidad de fluorescencia distribuida en forma homogénea. El hilio se observo
pobremente fluorescente al igual que las estructuras vasculares.
11.1.9.1.4. Piel

En todas las muestras se observé una positividad a Con A de mediana intensidad de
fluorescencia. La distribucion homogénea dispersa estuvo presente tanto en el estroma como en
la epidermis, siendo la primera la que mostro ligeramente mayor intensidad. Las estructuras

vasculares y glandulares se observaron con baja intensidad de positividad, y en forma irregular.
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11.1.9.2. Carcinomas primarios
11.1.9.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

6 de 7 muestras se observaron con positividad a Con-A de alta intensidad y solo una con
mediana intensidad. En todas las muestras la distribucion de la fluorescencia se observé
uniformemente homogénea, en las zonas glandulares y acinares. El estroma se observo con baja
intensidad positivo e irregular con zonas en las que no se observo fluorescencia. Las estructuras
ductales y vasculares se observaron pobremente fluorescentes.
11.1.9.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

3 de las muestras fueron positivas a Con A con alta intensidad de fluorescencia. 1 con
mediana intensidad. La distribucion de la fluorescencia fue regular y homogénea siendo la zona
del estroma que la mostré la mayor intensidad de positividad, formando tramas hiperdensas de
tejido conectivo altamente positivo. Las zonas glandulares se observaron con patrones de
medianas a alta intensidad, homogéneas y delimitadas. Las células mioepiteliales se observaron
pobremente fluorescentes y en forma de trazas hipodensas. No se observo fluorescencia en las
estructuras ductales ni vasculares.
11.1.9.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

3 de las muestras se observaron con positividad a Con A de alta intensidad de
fluorescencia; una de las muestras se observdo con mediana a alta intensidad. En todos los
casos, la distribucion de la fluorescencia estuvo en las zonas del estroma y células foliculares.
Las zonas parafoliculares y vasculares fueron pobremente positivas en forma de trazas
puntiformes.
11.1.9.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

Todos los casos se observaron con positividad a Con A de mediana intensidad de
fluorescencia y distribucion homogénea tanto en las regiones del estroma como en las
glomerulares y glandulares. Las zonas del hilio se observaron hipodensas y pobremente

fluorescentes.
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11.1.9.2.5. Melanoma cutaneo maligno

Todas las muestras se observaron con positividad a Con A de mediana intensidad de
fluorescencia. El patron de distribucién fue homogéneo y regular con escasas zonas de tramas
ligeramente méas densas y fluorescentes en el estroma. La epidermis se observd igualmente de
mediana intensidad y homogéneamente fluorescente.
11.1.9.3. Metastasis a cerebro
11.1.9.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

2 de las muestras analizadas fueron positivas a Con A con mediana intensidad de
fluorescencia y distribucibn homogénea y regular. La positividad estuvo presente en las
estructuras glandulares y periglandulares incluyendo las células mioepiteliales. Las zonas
ductales se observaron ligeramente de mayor intensidad de fluorescencia. El estroma mostré
menor intensidad de positividad aunque conservo la homogeneidad observada en el resto de la
muestra. En una de las muestras no se observo fluorescencia positiva a la lectina.
11.1.9.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

3 de 6 de las muestras estudiadas fueron positivas a Con A, con una mediana intensidad
de fluorescencia y distribucibn homogénea y regular principalmente en las estructuras
pseudoglandulares y acinares. El estroma se observo de muy baja intensidad de fluorescencia e
irregular. Las zonas ductales y mioepiteliales no se observaron fluorescentes. En las restantes
tres muestras no se observo fluorescencia positiva a la lectina.
11.1.9.3.3. Adenocarcinoma renal de células claras

1 de 4 de las muestras se observo positiva a Con A con alta intensidad de fluorescencia. 2
de las muestras se observaron con mediana intensidad; y en 1 no se observo fluorescencia. En
los casos en los que hubo positividad a la lectina, la distribucion de la fluorescencia observada
fue irregular e forma de tramas dispersas discontinuas en las zonas fibrosas del estroma. Las
zonas de racimos celulares de células claras se observaron con distribucién mas o menos regular

de baja intensidad de fluorescencia.
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11.1.9.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Todas las muestras de origen tiroideo metastasico a cerebro se observaron con alta
intensidad de positividad a Con A. El patron de fluorescencia estuvo presente de forma
homogénea en el estroma con zona hiperdensas en parches de mayor intensidad de
fluorescencia. Las zonas pseudoglandulares y acinares se observaron homogéneas similares al
estroma.
11.1.9.3.5. Melanoma cutaneo maligno

En ninguna de las muestras se observo positividad a Con A. La fluorescencia estuvo

presente solamente en los nucleos con el intercalador de acidos nucleicos en canal azul.
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Figura 17. Histoquimicas con lectina Con-A en drganos sanos, carcinomas primarios y metéstasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), nucleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.10. Lectina Lens culinaris (LcH) (Figura 18)
11.1.10.1. Organos sanos
11.1.10.1.1. Mama

3 de 5 muestras fueron positivas a LcH con mediana intensidad de fluorescencia. El resto
de las muestras se observaron con alta intensidad. En todos los casos la distribucion de la
fluorescencia observada fue homogénea y regular, de predominio en el estroma. En esta zona,
se observd la formacién de tramas ligeramente mas densas de tejido conectivo, pero con la
mayor intensidad. Las estructuras perivasculares, periglandulares y mioepiteliales se observaron
de forma similar a las tramas de tejido conectivo descrita en el estroma, con alta intensidad de
fluorescencia y regularmente homogénea. Las zonas ductales se observaron pobremente
positivas e irregulares en forma de parches escasamente diseminados.
11.1.10.1.2. Tiroides

En ninguna de las muestras se observé positividad a LcH. La fluorescencia observada se
restringié a los nucleos en canal azul.
11.1.10.1.3. RifiGn

Todas las muestras se observaron positivas a LcH con mediana intensidad de
fluorescencia, regularmente homogénea de predominio en el estroma y con menor intensidad en
las estructuras glomerulares. Las zonas glandulares e hiliares se observaron con muy baja
intensidad con distribucién puntiformes escasa.
11.1.10.1.4. Piel

En todas las muestras analizadas se observo positividad a la lectina LcH con mediana
intensidad de fluorescencia. La distribucion en todos los casos fue similar, homogénea y regular,
tanto en la dermis como en la epidermis, predominando ligeramente en la Ultima. Se observaron
algunas zonas en el estroma con mayor intensidad de fluorescencia de tipo puntiformes aislados
y escasos de tamafios variables, en general pequefios e inmersos en la dermis.

11.1.10.2. Carcinomas primarios
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11.1.10.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

4 de 7 casos fueron positivos a LcH con mediana intensidad de fluorescencia. 2 de las
muestras fueron positivas con alta intensidad; y en una de las muestras no se observd
fluorescencia con la lectina. La distribucién de la fluorescencia fue homogénea y regular, de
predominio en el estroma, en donde se observé de mediana intensidad. En las zonas glandulares
y acinares se observd de baja intensidad. Las zonas mioepiteliales, ductales y vasculares se
observaron pobremente fluorescentes en forma irregular en trazas escasas.
11.1.10.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

1 de 4 de las muestras se observé positiva a LcH con alta intensidad; 2 de las muestras se
observaron con mediana; y 1 con baja intensidad. En todos los casos, la distribucion de la
fluorescencia observada fue regular y homogénea con predominio en el estroma y estructuras
papilares. Las zonas glandulares y vasculares se observaron pobremente fluorescentes en forma
irregular y en trazas.
11.1.10.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En ninguno de los casos en estudio se observo positividad a LcH. La fluorescencia sélo se
limitd a los nucleos en canal azul con el intercalador de acidos nucleicos.
11.1.10.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

Todos los casos estudiados se observaron con positividad a LcH, con alta intensidad de
fluorescencia. El patron de fluorescencia observado en todos los casos fue similar, de predominio
y mayor intensidad en el estroma, formando zonas hipertensos altamente fluorescentes
periglomerulares y periglandulares. Las zonas glomerulares en cambio, se observaron con
mediana intensidad de fluorescencia, con distribucion regular y homogénea. Las zonas hiliares
se observaron pobremente fluorescentes, con muy baja intensidad e irregular, en forma de trazas
aisladas y escasas.

11.1.10.2.5. Melanoma cutaneo maligno
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En todos los casos estudiados se observé positividad a LcH con mediana intensidad de
fluorescencia, regularmente homogénea so6lo en el estroma tisular. Las zonas glandulares y
vasculares no se observaron fluorescentes. La epidermis se observo con muy baja intensidad de
fluorescencia, en forma irregular en parches diseminados aisladamente.
11.1.10.3. Metastasis a cerebro
11.1.10.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

En todos los casos la positividad a LcH se observé con alta intensidad de fluorescencia. El
patrén de distribucion se observé en las estructuras pseudoglandulares y acinares con la mayor
intensidad, en forma homogénea y regular. El estroma se observé con mediana a alta intensidad
de fluorescencia y tramas hiperdensas de mayor intensidad de fluorescencia distribuidas entre
las zonas del estroma. Las zonas ductales y vasculares se observaron pobre y escasamente
fluorescentes.
11.1.10.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

2 de 6 muestras fueron positivas a LcH con alta intensidad de fluorescencia; una con
mediana y una con baja intensidad; en una méas de las muestras no se observo positividad a la
lectina. La distribucién de la fluorescencia fue similar en todos los casos, siendo homogénea y
regular, principalmente en el tejido conectivo, con presencia de zonas puntiformes hiperdensas
pequefias intensamente fluorescentes y diseminadas en el esta zona. Las estructuras
pseudoglandulares y acinares se observaron con baja intensidad de fluorescencia e irregulares,
escasamente distribuidas.
11.1.10.3.3. Adenocarcinoma renal de células claras

3 de las 4 muestras se observaron positivas a LcH con alta intensidad de fluorescencia. La
restante se observé con mediana intensidad. En las muestras en las que se observé alta
intensidad, la distribucién de la fluorescencia se observd en forma homogénea y regular en el
estroma fibroso formando bandas hiperdensas e intensamente fluorescentes longitudinales. Las
zonas glomerulares, acinares y pseudoglandulares se observaron con mediana intensidad de
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fluorescencia y regulares. El restante caso con mediana intensidad de fluorescencia, ésta estuvo
presente en forma general en toda la muestra, sin que se observaran patrones especificos de
distribucion, tanto en el estroma y sus constituyentes, como en las estructuras
pseudoglandulares, acinares y vasculares.
11.1.10.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

Todos los casos fueron positivos a LcH con mediana intensidad de fluorescencia y
patrones de distribucion de la misma similares. Esta distribucion se observé en zonas papilares
principalmente, formando tramas hiperdensas e intensamente fluorescentes en el estroma. Las
zonas parafoliculares y acinares se observaron homogéneas de menor intensidad de
fluorescencia.
11.1.10.3.5. Melanoma cutaneo maligno

En ninguna de las muestras en estudio se observd positividad fluorescente a LcH. La

fluorescencia observada correspondié solamente a los ndcleos en azul.
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Figura 18. Histoquimicas con lectina LcH en érganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), nucleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.1.11. Lectina Lotus tetragonolobus (LTA) (Figura 19)
11.1.11.1. Organos sanos

En ninguna de las muestras de mama, tiroides, rifibn o piel sanas se observé
fluorescencia positiva a LTA. La fluorescencia observada en todos los casos correspondi6
solamente a los nucleos en azul.
11.1.11.2. Carcinomas primarios
11.1.10.2.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

2 de los 7 casos se observaron positivos a LTA con alta intensidad de fluorescencia; dos
con mediana y tres con baja intensidad.
11.1.11.2.2. Adenocarcinoma pulmonar

2 de los 4 casos se observaron positivos a LTA con mediana intensidad de fluorescencia y
2 con baja. En todos los casos, la distribucién fue similar, homogénea y regular, de predominio
en el estroma tisular, zonas periglandulares y papilares. Las estructuras glandulares se
observaron con escasa y pobre intensidad de fluorescencia en forma irregular con grandes
extensiones sin fluorescencia. No se observo fluorescencia en el resto de las estructuras.
11.1.11.2.3. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En todas las muestras se observoé positividad a LTA con baja intensidad de fluorescencia.
Los patrones de distribucion de la misma en todos los casos fueron similares, homogéneos,
difusos, de predominio en las paredes de las zonas foliculares y parafoliculares. El estroma se
observé con menor intensidad aunque similarmente homogéneo.
11.1.11.2.4. Adenocarcinoma renal de células claras

En todas las muestras analizadas se observo positividad a LTA de mediana intensidad de
fluorescencia, con patrones homogéneos y regulares en el estroma, zona en la que se observo la
formacion de tramas ligeramente hiperdensas y con mayor intensidad de fluorescencia, difusas,

mal delimitadas, de tejido conectivo. Las regiones glomerulares, acinares y perivasculares se
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observaron con fluorescencia de muy baja intensidad, irregularmente distribuidas en forma de
placas mal delimitadas, pequefas y escasas.
11.1.11.2.5. Melanoma cutdneo maligno

En todos los casos estudiados se observo positividad a LTA con baja intensidad de
fluorescencia, de caracteristicas similares. La distribucion de la fluorescencia se observé en la
dermis, en forma de zonas de parches difusos, mal delineados, sin bordes limitantes definidos,
escasos e hipodensos. La epidermis se observé con muy baja intensidad de fluorescencia, en
forma de pequefas placas aisladas, mal delimitadas y difusas.
11.1.11.3. Metastasis a cerebro
11.1.11.3.1. Adenocarcinoma canalicular de mama

3 de las 4 muestras estudiadas mostraron ser positivas a LTA con mediana intensidad de
fluorescencia. En la muestra restante no se observé fluorescencia positiva a la lectina. En los
casos positivos, el patron de fluorescencia fue similar, con una distribucién homogénea y regular
en las estructuras pseudoglandulares y acinares, con un ligero incremento en la intensidad en las
zonas ductales. El estroma se observé con patrones irregulares y de menor intensidad, en forma
de placas difusas bien delimitadas con grandes extensiones de zonas sin fluorescencia.
11.1.11.3.2. Adenocarcinoma pulmonar

En 2 de las 6 muestras se observo positividad a LTA con alta intensidad de fluorescencia;
en una con mediana intensidad; y en las 3 restantes no se observo fluorescencia positiva a la
lectina y sOlo se observaron los nuacleos en azul. En los casos en los que se observé la
positividad a la lectina, ésta fue en patrones similares de distribucién, de tipo homogéneo y
regular, de predominio en el estroma con zonas hiperdensas y de mayor intensidad de
fluorescencia formando bandas bien delimitadas incluidas en la zona. Las estructuras papilares y
pseudoglandulares se observaron con mediana intensidad de fluorescencia, de predominio en las
zonas periacinares.

11.1.11.3.3. Adenocarcinoma renal de células claras
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2 de los 4 casos fueron positivos a LTA, con alta intensidad de fluorescencia; uno con baja
intensidad y el restante no fue positivo a la lectina. En los casos positivos, el patrén de
distribucion fue similar, regular y homogéneo, en el estroma tisular en donde se observo algunas
zonas en parches pequefios ligeramente de mayor densidad e intensidad de fluorescencia. Las
zonas acinares se observaron con menor intensidad de fluorescencia aunque de manera similar,
con patrones relativamente homogéneos.
11.1.11.3.4. Adenocarcinoma folicular de tiroides

En todos los casos se observé positividad a LTA con alta intensidad fluorescente. La
distribucion fue homogénea, en el estroma, con zonas de parches hiperdensas y con mayor
intensidad de fluorescencia. Se observaron ademas, depdsitos puntiformes de mayor densidad y
fluorescencia diseminados en el estroma. Las zonas papilares se observaron con mediana
intensidad, homogéneas y regulares.
11.1.11.3.5. Melanoma cutaneo maligno

En ninguna de las muestras se observo positividad fluorescente a LTA. La fluorescencia

observada correspondi6 a los nucleos.
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Figura 19. Histoquimicas con lectina LTA en 6rganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro.
Lectina en canal verde (FITC), nucleos en canal azul (DAPI). 400X.
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11.2. Tratamientos enzimaticos (sialidasay tripsina)

En el tratamiento con sialidasa (Figura 20) las muestras de mamas sanas, de
adenocarcinoma canalicular primario y metastasis a cerebro fueron sometidos a tratamiento con
sialidasa de Clostridium perfringes a diferentes intervalos de tiempo antes de realizar
determinaciones histoquimicas con lectinas. Después de 120 minutos (como tiempo 6ptimo),
observamos incremento en la reactividad a lectinas PNA y MeA en las muestras tumorales; sin
embargo, de forma similar que en las muestras tumorales no sometidas al tratamiento, la
positividad de reactividad con las lectinas se observé en las zonas periglandulares, mioepiteliales
e intraductales. El incremento en la reactividad a MeA se observé después del tratamiento con
sialidasa so6lo en los adenocarcinomas primarios y metastasicos; un leve incremento en la

reactividad a ALL se observo en todas las muestras analizadas.
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Figura 20. Tratamiento con sialidasa de Clostridium perfringes en las metéstasis de origen mamario. Se observa
la cinética de reactividad en funcién del tiempo (30 a 120 minutos) dependiendo de la lectina empleada. Las
lectinas se visualizan en canal color verde (FITC), y los ndcleos en canal color azul (DAPI). La reactividad a
MAA ya no se observé a los 45 minutos. La reactividad a SNA ya no estuvo presente a partir de los 60 minutos.
La reactividad a MRL se observd progresivamente decrecida hasta los 90 minutos en que persistieron trazas
diseminadas escasa y débilmente y dejo de observarse a los 120 minutos. De manera inversa, la reactividad a
PNA se modificd, siendo més intensa de forma proporcional al tiempo. MeA se comport6 de forma similar a lo
observado con PNA y ALL. 400X.

En el tratamiento con tripsina (Figura 21) bajo condiciones similares a las descritas para
sialidasa, las muestras de mama sana, adenocarcinoma primario y metastasis a cerebro se
sometieron a tratamiento a diferentes intervalos de tiempo con un tiempo Optimo de tratamiento
de 120 minutos. El tratamiento con tripsina increment6 la reactividad a PNA en todas las

muestras expuestas y, la reactividad a MeA fue similar tanto en los adenocarcinomas primarios
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como en los metastasicos, aunque con mayor intensidad de reactividad en las metastasis. De
forma similar a lo observado en el tratamiento con sialidasa, el tratamiento con tripsina no revelo
posibles nuevos sitios de reactividad a las lectinas. La reactividad a ALL no mostré cambios sino
hasta después de 90 minutos de tratamiento con la proteasa. Un detalle interesante fue que
después de 120 minutos de tratamiento con tripsina, la reactividad a ALL en los érganos sanos,

carcinomas primarios y metastasicos dej6é de observarse.

Figura 21. Tratamiento con tripsina en muestras de metastasis a cerebro de origen mamario. Se observa la
cinética de reactividad en funcién del tiempo (30 a 120 minutos) dependiendo de la lectina empleada. Las
lectinas se visualizan en canal color verde (FITC), los ndcleos en canal color azul (DAPI).
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11.3. Inmunohistoquimicas con anticuerpos
11.3.1. GFAP en metéastasis a cerebro

En las inmunohistoquimicas con anticuerpo anti-GFAP (Figura 22) las muestras de origen
pulmonar, mamario y renal mostraron baja inmunoreactividad a anticuerpos anti-GFAP. La
inmunoreactividad fue escasa, encontrandose solo trazas principalmente en las zonas
periglandulares (regiones de células mioepiteliales) incluidas en la masa tumoral. En el resto de
la muestra no se observd inmunoreactividad. El resto de las muestras de origen ganglionar y

tiroideo no mostraron inmunoreactividad a anti-GFAP.

Figura 22. Inmunohistoquimicas con anticuerpo anti-GFAP en met4stasis a cerebro. Anticuerpo en canal rojo
(lissamina-rhodamina), ndcleos en canal azul (DAPI). A: muestra de origen mamario. Se observa una estructura
pseudo-glandular con inmunoreactividad del anticuerpo anti-GFAP en forma de trazas principalmente
localizadas en la zona peri-glandular y mioepitelial (rojo). B: muestra de origen pulmonar en el que se observan
estructuras acinares con inmunoreactividad en forma de depdsitos en trazas diseminados entre estas
estructuras. C: muestra de origen renal. D: muestra de origen cutaneo. E: muestra de origen tiroideo. No se
observé inmunoreactividad a anti-GFAP en ninguna de las muestras en C, D, y E. 400X.

11.3.2. Sinaptofisina en metastasis a cerebro

En las inmunohistoquimicas con anticuerpo anti-sinaptofisina (Figura 23) las muestras de
metastasis a cerebro de origen pulmonar, mamario, y tiroideo no mostraron inmunoreactividad a
anti-sinaptofisina. Las muestras de origen renal mostraron baja inmunoreactividad a anticuerpos

anti-sinaptofisina. En estas muestras, la inmunoreactividad fue escasa, encontrandose en forma
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de trazas puntiformes principalmente en las zonas periglandulares (regiones de células
mioepiteliales) incluidas en la masa tumoral. En otras zonas dentro de las masas tumorales se

observaron escasas zonas puntiformes de inmunoreactividad.

Figura 23. Inmunohistoquimicas con anticuerpo anti-sinaptofisina en metastasis a cerebro. Anticuerpo en canal
rojo (rhodamina-Red X), nucleos en canal azul (DAPI). A: muestra de origen mamario. B: muestra de origen
pulmonar. C: muestra de origen renal. D: muestra de origen cutaneo. E: muestra de origen tiroideo. Sélo en las
muestras de origen renal (C) se observé inmunoreactividad a anti-sinaptofisina en forma de trazas diseminadas
(rojo) en el estroma tisular. No se observé inmunoreactividad a anti-sinaptofisina en el resto de las muestras en
A, B, D, y E. 400X.
11.3.3. NCAM en 6rganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro

Sélo tres casos de adenocarcinoma pulmonar, uno de los casos de adenocarcinoma renal y el
caso de adenocarcinoma de tiroides fueron reactivos al anticuerpo anti-NCAM en forma de trazas,

con baja intensidad de reactividad. En el resto de las muestras, no se observo reactividad al

anticuerpo (Figura 24) y solo se observa la fluorescencia azul de los nucleos con DAPI.
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Figura 24. Inmunohistoquimicas con anticuerpo anti-NCAM en metastasis a cerebro. Anticuerpo en canal rojo
(lissamina-rhodamina), nicleos en canal azul (DAPI). A: muestra de origen mamario. Se observa una estructura
pseudo-glandular sin inmunoreactividad del anticuerpo anti-NCAM. B: muestra de origen pulmonar en el que se
observan estructuras acinares con escasa inmunoreactividad en forma de depdsitos puntiformes en trazas
diseminados entre estas estructuras. C: muestra de origen renal, se observan estructuras acinares con
inmunorreactividad escasa al anitcuerpo anti-NCAM puntiforme. D: muestra de origen cutaneo. E: muestra de
origen tiroideo. No se observ6 inmunorreactividad en las dltimas dos muestras. 400X.

11.3.4. PSA-NCAM en 6rganos sanos, carcinomas primarios y metastasis a cerebro

Todos los casos de metastasis a cerebro, excepto los casos de linfomas no Hodgkin de
células peludas y el carcinoma papilar fueron reactivos al anticuerpo anti-PSA-NCAM. En este
ensayo, la reactividad fue tal, que se pudo cuantificar de forma subjetiva, calificandola entre
mediana y baja intensidad de reactividad. Uno de los casos de adenocarcinoma renal y uno de
los casos de adenocarcinoma pulmonar, fueron los que mostraron mediana intensidad de

reactividad. En el resto de los reactivos, fue baja (Figura 25).
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Figura 25. Inmunohistoquimicas con anticuerpo anti-PSA-NCAM en metastasis a cerebro. Anticuerpo en canal
rojo (lissamina-rhodamina), nicleos en canal azul (DAPI). 400X.
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Tabla 4. Reactividad de antigenos GFAP, sinaptofisina, NCAM y PSA-NCAM en muestras de metéstasis a
cerebro. Los casos en estudio se encuentran agrupados de acuerdo al tipo de estirpe celular de origen primario.
Los simbolos de asterisco (*) significan trazas de anticuerpos identificados. Las marcas de una cruz (+) y dos
cruces (++) implican baja y mediana intensidad de reactividad a los anticuerpos empleados, respectivamente.

Caso Origen GFAP | Sinaptofisina| NCAM [ PSA-NCAM
B02-43 Mts de carcinoma epidermoide pulmonar * * +
B02-251 | Mts de carcinoma epidermoide pulmonar +
B02-1098 | Metastasis de adenocarcinoma pulmonar * * +
B02-825 | Metastasis de adenocarcinoma pulmonar * +
B02-285 | Metastasis de adenocarcinoma pulmonar ++
B02-69 Metéastasis de cancer pulmonar +
B02-820 | Metastasis de adenocarcinoma renal * +
B02-247 | Metastasis de cancer de células claras ++
B02-250 | Metastasis de cancer de células claras * * +
B02-763 | Metastasis de cancer de células claras * +
B02-99 Metéastasis de carcinoma papilar * -
B02-167 | Metastasis de linfoma no Hodgkin -
B02-183 | Metastasis de linfoma no Hodgkin -
B02-100 | Metastasis de cancer de mama +
B02-196 | Metastasis de cancer de mama +
B02-1091 | Metastasis de cancer de mama * +
B02-963 | Metastasis de cancer de tiroides * +
B02-1048 | Metastasis de melanoma maligno +
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CAPITULO 12

Discusion

Hemos identificado la reactividad de 10 estructuras glicosidicas relacionadas con la
malignidad y potencial metastasico en tumorales de origen diverso. De igual forma, investigamos
la presencia de antigenos de estirpe cerebral y algunos de los relacionados con el potencial
maligno celular (NCAM y PSA-NCAM).

Las metastasis son la mas grave complicacion del cancer, y los que con mayor frecuencia
metastatizan al cerebro son el de origen pulmonar®*® y el de mama?®. El cancer mamario es uno
de los canceres mas comunes no cutaneos diagnosticados y la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres. Las metastasis de mama se localizan en ndédulos linfaticos cercanos a la
mama que pueden diseminarse a través de vasos linfaticos o sanguineos e implantarse en

hueso, higado, pulmén, vulva, ojo, o cerebro®’

. La deteccion oportuna de cancer es critica para
la terapia exitosa, sin embargo, a la fecha sélo un pequefio grupo de antigenos asociados a
tumores mamarios se emplean para el diagnéstico no invasivo en el cancer de mama®*®. La
transformacion maligna esta intimamente asociada con alteraciones en antigenos glicosidicos en
células tumorales. Los antigenos glicosilados han sido considerados potenciales biomarcadores
de riesgo para cancer mamario y deteccién de la enfermedad. Los canceres epiteliales exhiben
incrementos en la expresién de antigenos O-glicosidicos de tipo mucinico alterados®®.

Un cambio fenotipico comin en la malignidad celular es la transformacion de la
glicosilacién celular. Los carcinomas primarios de origen mamario mostraron alta reactividad a
ALL en las regiones glandulares, mientras que la reactividad a ALL en los érganos sanos se
observé en zonas del estroma tisular (Figura 10). En los metastasicos, la reactividad a ALL
estuvo presente y restringida a la periferia de las estructuras acinares pseudoglandulares e
intraductales en forma homogénea, en comparaciéon con el estroma que mostr6 pobre

reactividad. En las muestras pulmonares, se observo la reactividad en los tumores primarios y

metastasicos, aunque la mayor intensidad de reactividad y el patrén homogéneo predominaron
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en los primarios. En las metéstasis la reactividad estuvo mas intensa en las estructuras
glandulares con fibras de tejido conectivo intensamente positivo y el resto con menor intensidad.
Resulta interesante que tratandose de tumores cuyo origen es a nivel glandular, sean éstas
estructuras las que tienen la mayor presencia de reactividad a ALL, particularmente por que son
las estructuras a partir de las cuales tiene lugar la expansion clonal tumoral y por consiguiente
metastasica, por ser adenocarcinomas, como se ha descrito para otros modelos tumorales como

el colorectal®*

, al parecer, la presencia de este tipo de estructuras gicosidicas podria favorecer la
carcinomatosis mamaria tal como se ha observado en otros tipos de canceres. En las muestras
renales, la reactividad estuvo presente en los tres estadios celulares (sano, primario y
metastasico) con predominio de intensidad en los primarios, de forma homogénea tanto en las
zonas glandulares como en el estroma (figura 10). Contrariamente, en los sanos la reactividad
aungue homogénea, fue significativamente de menor intensidad, y en los metastasicos, aunque
con mayor intensidad, el patrén de presentacion fue principalmente en el estroma. Al igual que en
el caso anterior, la mayor reactividad a la lectina en los tumorales podria reflejar la participacién

de este tipo de glicoconjugados (el disacarido T o Tn) en la carcinogénesis™*?

. La presencia del
disacarido T en la superficie de células cancerosas es resultado de sintesis tardia en vias de
transito de sialomucinas. Este hecho por lo tanto, es resultado de alteraciones en la maquinaria
de O-glicosilacién en células tumorales®*. En individuos sanos, estos antigenos se asocian con
células inmaduras, y mas aun, se ha identificado que poblaciones celulares ALL+ poseen una

alta resistencia a la apoptosis**

. Se ha indicado que la expansion tumoral tiene lugar en primer
lugar en regiones glandulares mas que en regiones del estroma, sugiriendo que la O-glicosilacion
en las estructuras glandulares pudiera estar asociada con la proteccion celular contra el
reconocimiento inmunoldgico, la adhesion y migracién celular, e incrementa la resistencia celular

a la muerte®®’

. En las muestras del piel, la reactividad se observo solamente en aquellas sanas y
las de melanoma maligno primarios, siendo mas intensa en los tumorales. En los sanos, la

reactividad estuvo presente principalmente en la epidermis comparado con la dermis (estroma),
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mientras que en los tumorales la reactividad se observé en patrén inverso a los sanos, con mayor
intensidad en la dermis (el estroma) comparado con la epidermis. Los metastasicos no fueron
positivos a la lectina. En este caso es interesante que se observe un patrén invertido de
reactividad entre el estroma y la epidermis. Mientras la epidermis forma parte de las capas
superficiales de la piel, el estroma contiene los vasos sanguineos, linfaticos y circuitos nerviosos,
ademas de las condiciones tréficas adecuadas para la generacidon y expansion celular. Es
interesante observar que en el melanoma maligno la reactividad sea de mayor intensidad en el
estroma, sobre todo por contener los factores nutricios propios para el desarrollo tumoral, aunque
el origen sea en las capas basales de la epidermis (los melanocitos). La ausencia de reactividad
en la metastasis sugiere la pobre o nula participacion del disacarido T o Tn en la metastasis
establecida, no asi en el desarrollo tumoral primario. Las muestras de tiroides sanas no fueron
positivos a ALL, mientras que los adenocarcinomas primarios y los metastasicos si mostraron
reactividad, aunque con mayor intensidad en los ultimos. En los primarios la reactividad fue de
predominio en las zonas peri-foliculares, mientras que en las metastasis se observo

homogéneamente distribuida. Trabajos experimentales como el de Bresalier y cols.**

reportan
que los carcinomas primarios expresan mayor cantidad de disacaridos T que las metéastasis.
Contrariamente a este reporte, nosotros encontramos mayor interaccion de la lectina ALL en las

343

metéastasis. Nuestros resultados son acordes con los de Yu™, que reporta una asociacion directa

entre la expresion del disacarido T y la progresiéon tumoral. Los antigenos T y Tn han sido
sugeridos como marcadores tempranos de deteccién para cancer de mama®****°, y para
carcinoma hepatocelular®®; y han sido considerados asociados con tumores con alto riesgo
metastasico®’’. El disacarido T probablemente es mas funcional, desde el punto de vista de
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular, en la metastasis establecida que en la
carcinogénesis. ALL reconoce GalNAc en O-glicopéptidos con core 1 que contienen al disacéarido
GalpB1,3GalNAcal,0-Ser/Thr (antigeno T) o GalNAcal,0-Ser/Thr (antigeno Tn) que pueden o no

estar sialilados. ALL es especifica para GalNAc en O-glicoproteinas®®. Es importante la
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presencia de este tipo de estructuras glicosidicas de manera preferencial en las metéstasis, dado
que son antigenos glicosilados presentes en muchos carcinomas humanos'® que participan en
la agregacién y adhesién celular para potencialmente hacerse metastasicos*?, sobre todo
cuando se descubren por eliminacién de residuos de carbohidrato que en condiciones normales

los cubren***

. Mas interesante aun resulta el hecho de la especificidad que tienen las GalNAcCT
para cada tejido™** y por lo tanto, la ausencia de secuencias consenso en las estructuras O-
glicosidicas, que confieren la alta complejidad y selectividad funcional a las mismas. La presencia
de residuos Gal es frecuente en células transformadas, e induce la produccion de anticuerpos
anti-Gal, un anticuerpo natural que representa cerca del 1% de las inmunoglobulinas G (IgG)
circulantes dentro del suero humano. Estos anticuerpos son una linea de defensa anti-tumoral,
reducen considerablemente las facultades de las células malignas de fijarse a tejidos sustratos y
limitar la expansién tumoral y la metastasis>*°.

En muestras de mama sanas, observamos intensa reactividad a PNA (Figura 11) en las
zonas del estroma tisular, mientras que en las estructuras glandulares se observd pobre
reactividad. En el adenocarcinoma mamario este reconocimiento se modifico, y en las regiones
del estroma observamos baja reactividad a PNA, y en las regiones glandulares se incrementa la
reactividad. En las metéstasis la reactividad se observé con un patron similar al observado con
ALL, en zonas seudo-glandulares de predominio periacinar e intraductal. PNA reconoce el grupo
hidroxilo en el carbono 4 de galactosas terminales presentes en el antigeno T (Galp-1,3-GalNAc)
y en lactosaminas (GalB-1,4-GIcNAc) en N-glicanos de glicoproteinas y glicolipidos®°. Es
importante hacer notar que la reactividad sufre un patrén invertido cuando observamos las
muestras sanas y las comparamos con los tumorales primarios. Mientras que en los sanos la
reactividad es menos intensa y se presenta principalmente en el estroma, en los primarios el
estroma se torna menos intenso y las zonas glandulares intensamente reactivas. La reactividad
predomina en intensidad en zonas acinares en las metastasis, lo cual nuevamente sugiere la

importancia de las estructuras glicosidicas afines a PNA (principalmente lactosaminas) en la

109



expansion clonal tumoral y la metastasis exitosa, de forma similar a lo que observamos con ALL.
En las muestras de origen pulmonar primario, observamos una pobre reactividad en los primarios
comparado con los metastésicos. En los tumores primarios, la reactividad aunque homogénea,
fue predominantemente glandular, y en los metastasicos fue homogénea. Al igual que lo
observado en las muestras de mama, nuevamente se repite el patrén de expresion homogéneo
en las metéastasis, sugiriendo la participacion de las estructuras PNA-reactivas en la implantacién
metastasica. Las muestras renales sanas y tumorales primarios mostraron un patrén de
intensidad de reactividad similarmente bajo y homogéneo, mientras que en las metastasis la
intensidad fue mayor y se observo principalmente en las fibras de tejido conectivo. Estas
observaciones sugieren que las estructuras glicosidicas lactosaminicas reactivas a PNA podrian
desempenfar funciones importantes en el estroma tumoral metastasico, dado que esta interaccién

ha sido empleada como selectivo marcador tumoral®>%*

. Las muestras de piel fueron positivas
en los tres estadios celulares. En los estadios sanos, la reactividad se observé homogénea tanto
en la epidermis como en la dermis. Sin embargo, cuando observamos las muestras tumorales
primarios la intensidad de reactividad se incrementa y predomina en zonas del estroma en
estructuras papilomatosas, de forma interesante por que son las estructuras que suelen formar
los nidos tumorales. En las metastasis la reactividad fue homogénea y de intensidad similar a lo
observado en los primarios. Es posible que en el melanoma maligno este tipo de estructuras
cumpla funciones que el disacarido especifico para ALL no cumple, dada la similitud en las
estructuras. Las muestras de tiroides fueron positivas en los tres estadios con intensidad similar.
Sin embargo, en los tumorales primarios y los metastasicos, predomina la reactividad en el
estroma, comparado con los sanos que se observé principalmente en las estructuras foliculares.
Aunque se trata de carcinomas foliculares, la presencia de las lactosaminas reactivas a PNA en

el estroma podrian desempefar funciones importantes en la carcinogénesis y la metastasis,

como se ha venido ilustrando en otros modelos.
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En muestras de mamas sanas no observamos reactividad a MeA (Figura 12), pero la
reactividad se observo alta en zonas glandulares de adenocarcinomas primarios y con mayor
intensidad en las zonas pseudo-glandulares acinares de los metastasicos. En el cancer primario,
la reactividad a MeA fue mayor que a PNA en las zonas glandulares. Las muestras tumorales de
origen pulmonar tanto primario como metastasico fueron positivos a MeA, con predominio de
reactividad en zonas glandulares, aunque en las metastasis la intensidad de reactividad fue
mayor en areas peri-glandulares, comparado con los primarios. Las muestras renales sanos no
fueron positivos a la lectina, mientras que los tumorales primarios y los metastasicos si mostraron
reactividad, ésta fue mayor en los metastasicos principalmente en el estroma, mientras que en
los primarios se observd homogéneo y de menor intensidad. La ausencia de reactividad en las
muestras sanas coloca a este tipo de estructuras O-glicosidicas de tipo mucinico complejas como
antigenos (glicosilados tumorales, probablemente con mayor participacion en estadios
metastasicos que en primarios. De forma similar a lo observado en las muestras renales, en las
de piel no se observo reactividad en los estadios sanos, y de forma similar, los melanomas
malignos primarios fueron menos intensamente positivos que los metastasicos, apoyando la
posibilidad de relacionar este tipo de estructuras glicosidicas con la transformacion celular
maligna. En las muestras de tiroides se observo reactividad en los tres estadios, aunque fue muy
baja en los sanos y de predominio en zonas de células foliculares. Este patrén se conservo
similar en los tumorales primarios, y resalté la intensidad muy alta y homogénea en las
metastasis. MeA reconoce el B-galactésidos en estructuras O-glicosidicas con terminales Gal-

1,4- presentes en mucinas complejas?

. Aunque MeA aglutina por igual eritrocitos humanos A, B
u O, muestra alta especificidad por mucinicos que contengan grupos sanguineos A+H. Se
considera que las estructuras relacionadas con el antigeno H confieren fenotipos celulares

malignos con potencial metastasico®*3%

. Los antigenos A, B y H no solamente son expresados
por los eritrocitos, sino también por diversos tejidos que incluyen células epiteliales y

endoteliales. Estos antigenos también existen como moléculas hidrosolubles cuya expresion esta
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determinada por el locus secretor. La expresion de los antigenos del grupo A por células
tumorales de cancer de células no pequefias de pulmon esta intimamente correlacionada con la
larga sobrevida de los pacientes cuando la muestra se examina en estadios tempranos de

desarrollo (61% de los tumores positivos)®>.

Existe una correlacion entre el potencial de
metastasis de cancer de células no pequefias de pulmén y la pérdida de expresion de antigeno A
(46%)>*°. También se ha observado una tendencia a mejor pronéstico en cancer escamocelular y

mucho mejor prondstico en adenocarcinoma pulmonar®’

cuando expresan antigenos A que
cuando esta presente otro tipo. Los epitopes de carbohidratos juegan una importante funcién en
la progresion tumoral y la metastasis, en parte por su habilidad para modular interacciones
célula-célula y célula-matriz extracelular, asi como su influencia sobre la inmunidad del huésped
y pasar inadvertidas. Dentro de estos antigenos de carbohidratos alterados asociados a cancer,
se encuentran los del grupo sanguineo Lewis, con aumento en la expresion de cadenas tipo 1
[GalB-1,3-GIcNAc-B-R] y tipo 2 [Galp-1,4-GIcNAc-B-R], expresion que se estructura como poli-N-
Acetil-lactosamina; alteraciones en oligosacaridos de tipo O-glicosidico e incremento en el
ramificado de oligosacaridos de tipo N-glicosidico, en particular en antenas 3-1,6-. De especial
relevancia en el carcinoma colorectal es la expresion alterada de determinantes ABH, que
pueden llevar a la pérdida de la expresion de estos determinantes en tumores del colon proximal,
re-expresion de patrones antigénicos fetales de determinantes ABH en tumores del colon distal.
Estudios recientes®® demostraron que la transfeccién de cADN que codifica glicosiltransferasas
del grupo A dentro de células de carcinoma de colon que expresan antigenos del grupo H,
disminuyen su motilidad celular; el grupo A mantiene la interaccion célula-célula y célula-matriz
extracelular de tipo benigno en tumores colo-rectales. Se han identificado a las integrinas a-3 y -
1 como las principales aceptoras de glicoproteinas del grupo A en células de céancer colo-

rectal®®®

. La expresion alterada de determinantes ABH en receptores de moléculas de adhesion
que incluyen a integrinas, puede de esta manera, contribuir a la progresién tumoral por

modulaciones de la interaccién célula tumoral-matriz extracelular. En el caso del cancer de
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pancreas, cuando expresa antigenos del grupo A y se torna ramificado B-1,6- se asocia a
procesos malignos y aumenta la agresividad tumoral. La expresion de estos antigenos ABH
ocurre en todo el tracto gastrointestinal en estadios fetales, pero se limita al antigeno
determinante después del nacimiento. En los tumores, estos antigenos fetales se tornan
nuevamente expresados o sobre expresados>®°.

En las metastasis la reactividad a ALL se observé en patrones en forma de parches de
predominio en estructuras glandulares y ductales, y con menor intensidad en el estroma.
Mientras, la reactividad a PNA se observo heterogénea con mayor intensidad de fluorescencia en
las estructuras glandulares, presente en mas del 61% de los casos estudiados. El patron de
reactividad a MeA en las metastasis demostré ser diferencial, y la posible participacion del
receptro a MeA en la carcinogénesis no puede ser investigada debido a que no estuvo presente
en los tejidos sanos.

Las muestras de mamas sanas y tumorales primarios fueron positivas a LPA (Figura 13),
no asi los metastasicos. La intensidad de reactividad fue mayor en los tumorales primarios que
en los sanos, aunque en los sanos se observo principalmente en las zonas glandulares, mientras
que en los tumorales primarios predominé en el estroma. La sobre-expresion de acido sialico ha

%! En las muestras de mama se refuerza

sido asociada con la transformacion celular maligna
este hecho, pero no esta claro en las metastasis. Esto sugiere que al menos las estructuras
sialiladas afines a LPA cumplen con la descripcion de transformacion tumoral, pero no en la
metastasis, en las que observamos un predominio de otras formas de sialilacion o glicosilacion
no predominantemente de sidlico. En los carcinomas pulmonares tanto primario como
metastasico, la reactividad se observé en intensidad y patron semejante, con un leve incremento
en la intensidad en los primarios predominando en el estroma, mientras que en los metastasicos
se observé homogéneo tanto en el estroma como en las zonas seudo-glandulares. Las muestras

de rifiones sanos y tumorales primarios fueron positivos a LPA, en un patron e intensidad similar.

Nuevamente, no queda clara la relacion entre el incremento en la sialilaciéon descrita durante la
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transformacion celular maligna, sobre todo cuando no se modifica sustancialmente la reactividad
al pasar a la carcinogénesis y las metastasis no fueron reactivas. En las muestras de piel sanas,
la ausencia de reactividad en parte apoya la idea de la hipersialilacion, pero en los tumorales
primarios y metastasicos el patron de reactividad y presentacion fue similarmente bajo y
homogéneo, con un leve incremento en las metastasis principalmente en zonas peri-glandulares.
En las muestras de tiroides sanos no se observé reactividad, mientras que en los tumorales
primarios y en los metastasicos la reactividad estuvo presente, fue en los primarios que se
observé ligeramente con mayor intensidad la reactividad.

Las muestras mamarias mostraron ser positivas a MAA en los tres estadios (Figura 14).
En los sanos la reactividad se observé de baja a mediana intensidad, comparado con los
tumorales en que se incrementé la intensidad. Sin embargo, en los metastasicos se observo la
mayor intensidad de reactividad. Contrariamente, en los pulmonares primarios se observé mayor
intensidad que en los metastasicos, en los que ademas el patrén de reactividad fue
principalmente en las zonas del tejido conectivo. En las muestras renales, la intensidad y patron
de reactividad en los sanos y tumorales primarios fue similar, principalmente en el estroma
aungue los sanos mostraron ser ligeramente mas positivos en estas zonas. Las estructuras
glandulares se mantuvieron con intensidad leve en ambos estadios. En los metastésicos
observamos la mayor intensidad de reactividad, prevaleciendo ésta en el estroma. Las muestras
de piel sanas mostraron una alta reactividad en el estroma (dermis) y con menor intensidad en la
epidermis, mientras que en los tumorales primarios la intensidad de reactividad fue menor,
aislada en forma de parches en el estroma y no se observé en las metastasis. Algo similar
observamos en las muestras tiroideas. Las sanas mostraron ser medianamente positivos a MAA
en las zonas de células foliculares, mientras que los tumorales primarios y los metastasicos no
fueron positivos a MAA.

En cuanto a la reactividad a SNA, las muestras de mamas sanas mostraron menor

intensidad de reactividad comparado con los tumorales, tanto primario como metastasico (Figura
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15). Mientras que en los sanos y tumorales primarios la reactividad se observé en el estroma
tisular, siendo mas intensa en los tumorales, en las metastasis la mayor reactividad estuvo
presente en la periferia de estructuras acinares seudo-glandulares e intraductales. Las muestras
tumorales pulmonares, tanto primarios como metastasicos, tuvieron una intensidad de reactividad
similar, estando presente principalmente en zonas glandulares. Las muestras renales fueron
positivas en los tres estadios. La reactividad fue similarmente de baja intensidad en los sanos y
tumorales primarios, prevaleciendo en el estroma, mientras que en los metastasicos se observo
en zonas acinares y el estroma, aunque la mayor intensidad estuvo presente en zonas peri-
acinares. Las muestras de piel mostraron reactividad solamente en estadios sanos y tumorales
primarios. La reactividad fue similarmente baja y de predominio en el estroma, ligeramente mayor
en los tumorales. Los metastasicos no fueron positivos. Contrariamente, en las muestras de
tiroides observamos reactividad en los tres estadios, pero la intensidad fue muy baja en los
sanos, en zonas foliculares. Se incrementé la intensidad al observar los tumorales primarios y
prevalecio en el estroma. Pero en los metastasicos la intensidad fue superior y homogénea. La
reactividad de Neu5Ac-a-2,6-Gal/GalNAc en las muestras estudiadas, en general muestra este
patrén antes descrito, con incrementos en la reactividad en las muestras tumorales primarias y
un decremento en las metastasicas. Es significativo el que en algunas muestras estudiadas como
las de mama, la reactividad de este tipo de antigenos es menor en comparacion con Neu5Ac-a-
2,3-Gal/GalNAc tanto en las muestras sanas como en los tumorales primarios. En otros 6rganos
como el tiroides, se torna ausente la reactividad de Neu5Ac-a-2,3-Gal/GalNAc y presente
Neu5Ac-a-2,6-Gal/GalNAc, con mayor intensidad en la metéstasis al cerebro. Tal como se ha
reportado, la presencia de Neu5Ac-a-2,6-Gal/GalNAc en algunos tipos de céanceres es factor de
mal prondstico®. Aunque también las estructuras Neu5Ac-a-2,3-Gal/GalNAc se asocian con la
metastasis mediada por moléculas de adhesién®*. En general, la presencia de estructuras
glicosidicas como las afines a MAA (Neu5Ac-a-2,3-) se han empleado como marcadores de
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recuperacion frente a algunas formas de cancer como el gastrico™*. Es importante hacer notar

115



que la expresion de sialiltransferasa6GalNAc | (ST6GalNAc ) en células de cancer mamario
modifica de manera importante el patrén de glicosilacién e incrementa la tumorigenicidad®®
siendo considerado incluso un marcador inmunohistoquimico para cancer de mama®*. En
nuestras muestras, evidenciamos un incremento en la reactividad a SNA afin al producto de este
tipo de transferasa, comparado con MAA. La presencia de este tipo de estructuras glicosidicas
en las muestras estudiadas, refleja la participacion preferente de sidlicos en posicién a-2,6-,
portadores de mal prondstico en células cancerosas, aportando fenotipos celulares con potencial
invasivo y metastasico.

En las muestras sanas de mama no se observé reactividad a MRL (Figura 16); en cambio
en las tumorales primarias y metastasicas la reactividad se observo tanto en el estroma como en
zonas glandulares y papilomatosas en patrones similares de intensidad y presentacion
homogénea, predominando la reactividad en zonas peri-acinares y ductales en los metastasicos.
Las muestras tumorales pulmonares fueron positivas a MRL, ambos estadios en zonas
glandulares, con patrones similares de intensidad aunque ligeramente mayor en las metéstasis.
Las muestras renales tumorales tanto primarios como metastasicos fueron positivos a la lectina
fundamentalmente en el estroma tisular, siendo més intensa la reactividad en los primarios. Las
muestras sanas no fueron positivas a la lectina. En las muestras de piel la reactividad estuvo
presente sb6lo en los de estadio tumoral primario; los sanos y los metastasicos no fueron
positivos. En los primarios la reactividad fue homogénea tanto en la epidermis como en la dermis.
Las muestras de tiroides a diferencia de los cutaneos, mostraron reactividad solamente en los
estadios metastasicos, los sanos y tumorales primarios no fueron positivos. En los metastasicos
la reactividad fue de muy alta intensidad y homogénea. Las O-acetilaciones del acido sialico en
los carbonos 5,7,9 que reconoce MRL, estuvo ausente en todos las muestras sanas, excepto el
cerebro, que mostré una baja intensidad de reactividad a estas terminaciones sialiladas. En el
resto de las muestras, la intensidad fue siempre mayor en las metastasis, que en los tumorales

primarios. La notable excepcién fueron las metastasis de origen cutaneo, que no mostraron
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reactividad. Y los tiroideos primarios que al igual que el caso antes descrito, no mostraron ser
positivos. Es muy probable que la participacion de este tipo de antigenos sea crucial para el
desarrollo metastasico, dada la variedad de interacciones, fundamentalmente a nivel del sistema
inmunolégico™ que favorecen la migracién celular tumoral a distancia hasta su implantacién en
sitios secundarios, particularmente por ser inductoras de fenotipos celulares primitivos y
dediferenciados con potencial de transformacion celular. Ademas, las conveniencias de O-
acetilarse el sialico son notables para el desarrollo tumoral y la metéstasis exitosa. Su presencia
ha sido asociada con estadios celulares primitivos*®®>, sumado a la proteccién que ejerce este tipo
de sidlicos frente a la evasién y la activacién del reconocimiento inmunolégico a través de la via

alterna del complemento?®

. Es interesante hacer notar que, aunque este tipo de acetilaciones
esta presente en tejidos de origen neuroectodérmico®®?, no todas las muestras que fueron
positivos provienen de este origen (v.g. endodermo: tejido pulmonar). El hecho que las muestras
sanas en general (salvo el cerebro) no hayan sido positivos a MRL, revela los estadios de
diferenciacion a los que se someten las células tumorales, que no importando el origen
embrionario, pueden llegar a ser fenotipicamente tan des-diferenciadas como otras laminas
embrionarias, y por tanto, la asociacibn de este tipo de residuos glicosidicos con la
transformacion celular maligna es evidente. En el caso del cerebro sano, es de comprender que
su origen embrionario (ectodermo) y las capacidades de plasticidad que le caracterizan y
diferencian de otros tejidos, podria llevar a sugerir la presencia de este tipo de glicanos como un
patrén normal de presentacion glicosidica.

Aungue todas las muestras estudiadas fueron positivos a Con-A, en algunos como el de
mama o el dérmico, fue mayor la reactividad en érganos sanos y tumorales primario y menor en
la metéstasis, de hecho, en el cutdneo metastasico no se observo reactividad. En general, en las
muestras de mama la reactividad fue similarmente homogénea y se observé tanto en estructuras

papilomatosas y glandulares, como en el estroma. En otros como en renal o el tiroideo, se

mantiene mas alta en la metastasis que en el tumoral primario y en el sano. En las muestras
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pulmonares la reactividad estuvo presente con mayor intensidad en los estadios tumorales
primarios, aunque en ambos estadios tumorales la reactividad fue homogénea. Estos datos
sugieren que para que migren las células metastésicas es necesario un decremento en la
presencia de estos residuos. La presencia de reactividad a Con-A en algunos tipos de canceres,
es marcador de re-incidencia tumoral. La sobre-expresion de residuos de manosa que le
confieren a la lectina Con-A la propiedad de generar agregaciéon celular de células tumorales, no
asi en células sanas®® ha hecho que Con-A se haya empleado como marcador de

carcinogénesis de células epiteliales de vejiga urinaria®®’

. Las O-glicosilaciones ocupan la mayor
proporcion de eventos implicados en la malignidad celular, en parte debido a su amplia gama de
expresion, complejidad y especificidad. De esta forma, la manosilacion no seria importante para
la metastasis, pero si para la re-incidencia tumoral.

La reactividad a residuos de Fuc se ha asociado con la malignidad y agresividad celular.
Los antigenos de los grupos sanguineos son los mejores representantes de glicoconjugados
fucosilados no malignos. Los residuos de Fuc funcionan como componentes para ligandos de
carbohidratos para los receptores de selectinas. Los ligandos fucosilados a selectinas estan
relacionados con el antigeno Sialil Lewis* (SL¥). El epitope L* es un a-1,3-Fuc que se expresa
durante la vida embrionaria principalmente, y promueve la adhesion célula-célula en embriones.
La interaccion hemofilica carbohidrato-carbohidrato favorece la integracion embrionaria mediada
por L*. La expresion del antigeno sialil Lewis® (SL?) se correlaciona con un prondstico pobre en el
caso de colangiocarcinoma y participa en la invasién vascular tumoral®*®®. Las selectinas también
han sido implicadas en la metastasis tumoral®*® al igual que una serie de moléculas de adhesién,
e incluso se ha demostrado que existe una expresion tisular-especifica que favorece la
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metastasis®"". La sobre regulacion de antigenos Ly SL* en el cancer se asocia con alto grado de

31 La expresion de SL* favorece la metastasis hematdgena en

malignidad y un pobre prondstico
un mecanismo similar al observado en la inflamacién®?>. Ademas, este antigeno bloquea la

infiltraciéon leucocitaria dentro de la masa tumoral debido a la secrecién de un inhibidor de
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x/a

adhesion leucocito/endotelio que contiene SL™. E-Cadherina se fucosila en células altamente
metastasicas pulmonares, en contraparte con las células con bajo potencial metastasico que no
expresan Fuc, cambio que sirve como marcador indicativo prondstico para tumores pulmonares

373 El incremento de residuos de Fuc se ha evidenciado en diversos

gue pueden dar metastasis
canceres agresivos como el carcinoma de pancreas®™®, y marcadamente en adenocarcinoma de
colon®” y de préstata®”®. De igual forma, el incremento en la tumorigenicidad mediada por la
expresion de residuos fucosilados, particularmente a-1,2-fucosilacion, se asocia con aumento en
la resistencia a la apoptosis y escape del control inmunolégico de las células tumorales y el éxito
en la supervivencia®”’. Con la finalidad de evidenciar la presencia de Fuc en las muestras
estudiadas, se evalud la interaccion con LcH (Figura 18) y LTA (Figura 19). Antigenos
glicosilados que interactian con LcH se encuentran en el 80% de las muestras tumorales
primarios estudiados y mas del 72% de los metastasicos. LcH es afin a D-Man y D-Glc. Es muy
similar en muchos aspectos a Con-A, sobre todo en su reactividad con linfocitos, polisacaridos y
glicoproteinas, pero LcH muestra mayor reconocimiento por residuos manosidicos con centro de
iniciacion (core) quitobiosil y a-1,6-fucosilados en terminales reducidas de GIcNAc, en
comparacion con Con-A que es mas a fin a estructuras de N-glicanos de tipo alta manosa. Pese
a esta selectividad mayor por manosilados con Fuc, este residuo de carbohidrato no es un

inhibidor efectivo de la actividad de LcH®"®

. LcH ha sido una herramienta predictiva de malignidad
en carcinoma hepatocelular’”; en este caso, la cantidad de fucosilacién de las cadenas de
carbohidrato de a-proteinas se sitla como un marcador temprano de diagnostico de carcinoma
hepatocelular y directamente proporcional al grado de agresién tumoral y valor prondstico®*°. En
las muestras estudiadas, la presencia de residuos de Fuc se correlaciona con la transformacion
celular maligna, siendo ausente en todas las muestras sanas, y presente e incrementada en las
muestras tumorales tanto primarias como metastasicas. Con excepcion del melanoma maligno y

el linfoma, todos los tumores metastasicos expresaron Fuc en mediano y alto grado. En general,

las muestras de mama fueron positivos a LcH en los tres estadios, con una alta intensidad de
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reactividad, aunque la mayor reactividad se observdé en zonas del estroma tisular. En las
muestras tumorales pulmonares, la reactividad fue mayor en las metastasis que en los tumores
primarios. En las muestras de origen renal se observd una intensa reactividad en los tres
estadios, aunque fue ligeramente mayor en los tumorales primarios, prevaleciendo en los tres
estadios la reactividad en zonas del estroma. De manera excepcional, las muestras de origen
cutaneo fueron intensamente positivos en estadios sanos, fundamentalmente en la dermis
(estroma), prevaleciendo este patron de reactividad en los tumorales primarios aunque con
menor intensidad de reactividad, y en contraparte los metastasicos no fueron positivos a LcH. En
cambio en los tiroideos, la reactividad fue muy baja en estadios sanos, estuvo ausente en
tumorales primarios y significativamente incrementada en los metastasicos. En estos ultimos en
las zonas del estroma. Con relaciéon a la reactividad a LTA, mas del 55% de los casos estudiados
fueron positivos a esta lectina. Las muestras de mama sanas no fueron positivos y solo los
tumorales tanto primarios como metastasicos mostraron reactividad, siendo los ultimos los de
mayor intensidad principalmente en estructuras acinares. Los tumorales primarios y metastasicos
de origen pulmonar fueron positivos en semejante intensidad y patron de presentacion. En
cambio los de origen renal sano no fueron positivos, y los tumorales primarios mostraron menor
intensidad de reactividad comparado con los metastdsicos. En los ultimos a diferencia de los
primarios, la reactividad se observo en las estructuras glandulares. La piel sana y la metastasis
no mostraron ser positivo a LTA, y los tumorales primarios tuvieron una baja intensidad de
reactividad en el estroma. Estos hallazgos confirman en parte la asociacion entre la fucosilacion
con la trasformacién celular maligna, pero no apoyan la transformacion a estadios mas
desdiferenciados que podrian llevar a la metastasis. Finalmente, las muestras de tiroides sanas
no fueron positivos, y aunque los primaros como los metastasicos si mostraron reactividad, fue
en los ultimos que se observé la mayor intensidad de reactividad y en forma homogénea.

La O-glicosilacion es una modificacion co- y pos-traduccional de proteinas que tiene lugar

en distintos compartimientos del aparato de Golgi cuando es pos-traduccion381. Las GalNAc
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transferasas se encuentran en un amplio rango de distribucion en tejidos de mamiferos, mientras
que otras estan mas restringidas en su expresion, puede reflejar la compleja arquitectura y
funcion de las estructuras mucinicas®®?. Nuestros resultados sugieren que las diferencias en los
patrones de O-glicosilacion relacionados con los carcinomas primarios y las metastasis pueden
resultar de una sobre-regulacion de GalNAc transferasas especificas, sugiriendo que la
evaluacion de estas transferasas representa una alternativa al diagnéstico de las metastasis de
mama al cerebro. Este tipo de O-glicanos puede ser parte de diversas rutas de expresion de
glicanos, cuya expresion podria ser con la finalidad de interaccionar con moléculas afines al
reconocimiento de carbohidratos, una de las cuales podria ser galectina-3, debido a sus efectos
favorables para la expansion tumoral clonal. Por otro lado, la abolicion del bloqueo estérico que
ejercen otras estructuras glicosidicas como la representada por el acido sidlico podria favorecer
las interacciones con otras moléculas solubles o ancladas a otras células o tejidos y de esa forma

promover la invasion tumoral y la metastasis (Figura 26).

Figura 26. Posibles vias a través de las cuales, observamos la presencia de estructuras O-glicosidicas de tipo
mucinico. La hipétesis que proponemos plantea la posibilidad de tres eventos: 1) la activacién de sialidasas
extracelulares (tijeras) y la hidrélisis de residuos de &cido sidlico que exponen galactosas o lactosaminas; 2)
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reciclamientos glicopeptidicos y modificaciones glicosidicas; 3) activacién de una neoglicosintesis. Uno o méas
de estos eventos puede estar implicado en la exposicion de residuos Gal o Lac que observamos en nuestras
muestras en estudio. Esta exposicién pudiera ser un intermediario para exponer estos residuos glicosidicos a
ligandos especificos como galectina-3. El proceso (paso 2 y 3) tendria lugar en el aparato de Golgi (AG). En el
caso de las sialidasas (paso 1), podria tener lugar luego de la activacién extracelular de sialidasas (tijeras). Por
otro lado, la disminucién en la cantidad de residuos de sidlico en la superficie celular, evitaria el bloqueo
estérico que este tipo de carbohidratos ejerce sobre otros ligandos glicosidicos (paso 4).

Figura 27. Biosintesis de estucturas O-glicosidicas de tipo mucinico tempranas y tardias. La sobre-regulacion
de transferasas tempranas (T1, T2 y T5) lleva a la formacion de estructuras simples (v.g. discarido T o el
monosacéarido Tn) reactivas a las lectinas ALL o PNA. Mientras la formacién de estructuras O-glicosidicas
complejas requiere de transferasas tardias (T10) que forma estructuras como las que son reactivas a la lectina
MeA.

Realizando un analisis estadistico de nuestros resultados, pudimos establecer que en
general existe un decremento en los niveles de sialilacién en las metastasis comparado con los
carcinomas primarios de origen mamario, con una semejanza en el resto de los érganos (Gréfica
1). Este andlisis estadistico con la prueba de Mann-Whitney nos permiti6 establecer que
estadisticamente hablando, las metastasis a cerebro tienen menor cantidad de residuos de acido
sialico en general, comparado con otros glicoconjugados, de los que en cuyo caso, predominan
las estructuras O-glicosidicas de tipo mucinico simple y complejo con afinidad a lectinas como
ALL, PNA, y MeA. Lo interesante es que desde hace mucho tiempo, la hipersialilacion y la
hiperfucosilacién han sido dos eventos intimamente relacionados con la progresion tumoral

maligna, y en nuestro caso, observamos que una vez establecida la metastasis en el cerebro,
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esta relacion de incremento en la presencia de silicos no parece cumplir con los intereses para
la carcinomatosis, dejando paso a otros tipos de glicosilaciones. Aunque no desaparece la
sialilacién, estadisticamente observamos un decremento en su frecuencia (U = 0.0167) en los
carcinomas mamarios con valores semejantes en el resto de los 6rganos de origen primario

(graficas no mostradas).

Gréfica 1. Prueba estadistica de Mann Whitney aplicada a carcinomas canaliculares de mama primarios contra
metastdsicos en cerebro. Se observa un decremento en la expresion de residuos de acido sialico
estadisticamente significativo en el estadio celular metastésico (U= 0.0167).

La presencia de residuos O-glicosidicos de tipo mucinico se revel6 mas evidente al
realizar los tratamientos enzimaticos. La hidrolisis de acido sidlico con sialidasa de Clostridium
perfringes incremento la interaccién de las lectinas ALL, PNA, y MeA. Este hallazgo sugiere la
posible participacion de eventos de neoglicosintesis o incremento en el reciclamiento
glicopeptidico que expondria estructuras mucinicas en la superficie celular. Estos resultados
sugieren que en las metéastasis en cerebro las estructuras O-glicosidicas de tipo mucinico no
solamente estdn presentes y expuestas en la superficie celular tumoral, sino que existe un
enriquecimiento adornando a superficie con estas estructuras evidenciado por el incremento en
la reactividad a las tres lectinas luego de eliminar el sialico. Los O-glicanos de tipo mucinico en

regiones terminales de glicoconjugados han sido pobremente estudiados en estadios
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metastésicos. En este trabajo presentamos evidencia de una preferencia hacia la reactividad de
este tipo de glicanos en metastasis a cerebro. En cuanto a la reactividad a lectinas afines a
sidlicos, el tratamiento enzimatico reveld un patrén diferencial de reactividad. El ensayo permitio
identificar tres tipos de estructuras glicosidicas sialiladas al detener la reaccion. A los 45, 60 y
120 minutos obtuvimos el rango de reactividad de residuos de Neu-a-2,3-, Neu-a-2,6-, y Neu-
5,7,9-Ac2 respectivamente. La especificidad de la sialidasa fue Neu-a-2,3- > Neu-a-2,6- > Neu-
5,7,9-Ac2. Estudios mas complejos que impliquen la determinacién de la Km y analisis cinéticos
revelaran mas claros al respecto. Los resultados ofrecen la posibilidad de ampliar las
investigaciones en torno al ambiente metastasico con futuras perspectivas en el campo de la
terapia anti-cancerosa o de deteccion temprana.

Los tratamientos de digestion con tripsina permitieron establecer la naturaleza proteica,
peptidica o lipidica de los glicoconjugados implicados en el proceso de metéstasis y que estaban
siendo motivo de estudio. El tratamiento se enfocé en discriminar entre la presencia de
estructuras glicopeptidicas versus glicolipidicas. Las histoquimicas con lectinas después de los
intervalos de tiempo de tratamiento enzimatico mostraron que a los 45 minutos la reactividad de
residuos Neu-a-2,3- y Neu-a-2,6- fueron el sustrato inicial, por tanto la naturaleza protéica de
glicoconjugados portadores de estas estructuras glicosidicas fueron las primeras en sufirir los
efectos de la digestion por tripsina. Los glicoconjugados de naturaleza proteica portadores de
residuos glicosidicos Neu-5,7,9-Ac2 MRL positivos se digirieron a los 120 minutos. En cuanto a
los O-glicanos de tipo mucinico especificos a PNA y MeA, encontramos un tiempo de digestion
similar de 120 minutos. ALL que se conoce especifica a O-glicopéptidos no mostro reactividad a
los 120 minutos, siendo ésta lectina el control de la ausencia de péptidos por digerir. Estos
hallazgos son importantes debido a que en el campo de la glicobiologia del cancer y la
metastasis, la mayor cantidad de glicoconjugados implicados han sido de tipo glicolipidico. Existe
poca informacién disponible que relacione estructuras glicopeptidicas/ glicoproteicas en el cancer

y la metastasis?’. Una vez concluido el tratamiento enzimatico, las estructuras que
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permanecieron reactivas luego de 120 minutos (tiempo éptimo en que desaparecio la reactividad
a ALL) son las glicolipidicas. Estas estructuras reactivas correspondieron a aquellas afines a PNA
y MeA, siendo glicolipidos ricos en O-glicanos de tipo mucinico simples o lactosaminicos, y
complejos respectivamente. En forma similar, la reactividad a MAA y SNA fueron las primeras en
desaparecer luego de 45 minutos de tratamiento. La reactividad a MRL disminuy6 después de 90
minutos de tratamiento que luego de 120 fue negativo. En el caso de las lectinas reactivas a O-
glicanos de tipo mucinico (PNA, ALL y MeA), observamos una ligera variacion de reactividad en
funcion del tiempo a partir de los 60 minutos que permanecio estable hasta los 120 minutos,
excepto para ALL que desaparecié. De esta forma, evidenciamos la participacion principalmente
de estructuras glicopeptidicas en las metastasis a cerebro.

Debido a que el 6rgano estudiado (cerebro) fue el invadido por células tumorales
(metéstasis), buscamos la expresién de marcadores especificos de este 6rgano. La busqueda de
la expresion de GFAP se empled para co-localizar la estructura glial y simultaneamente observar
si se activé la glia frente a la invasion tumoral. La activacién de astrocitos (gliosis reactiva) se
observa en el trauma cerebral, isquemia, enfermedades neurodegenerativas y tumores primarios

I*¥3. No todos los casos fueron inmunoreactivos a

y secundarios del sistema nervioso centra
GFAP, y en los que se observo la inmunoreactividad, ésta fue con débil intensidad y en forma de
trazas, suponiendo que en algunos casos no se activo la glia frente a la invasion, probablemente
debido a la inmunosupresién que ejerce el cancer o por la velocidad de propagacién tumoral, o
ambos eventos. En los casos en los que se observan las trazas, y aun en los que no se
observan, la respuesta de activacion pudo haber sido leve o quedaron residuos de la glia que fue
digerida por las células tumorales que ocupan ahora su espacio celular.

La sinaptofisina es una glicoproteina integral de membrana expresada en una variedad de

células neuroendocrinas neoplasicas, y sanas, que se emplea como marcador

inmunohistoquimico de diferenciacién celular neuroendocrino®*. La inmunoexpresién de
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sinaptofisina fue similar a lo observado con GFAP en forma de trazas, asumiendo que no existe
tejido neuronal debido a que fue sustituido por las células tumorales metastasicas.

La NCAM partivipa en interacciones tanto hetero- como homotipicas célula-célula. Se ha
visto expresada en condiciones fisiologicas de crecimiento y desarrollo que incluyen
direccionalidad y migracion de células de crestas neurales, de axones, fijacion sinaptica,

formacién de uniones neuromusculares y adhesiones al mioblasto®®®

. En tumores diversos, entre
los que destacan: el neuroblastoma, el carcinoma de colon®®® y el melanoma modula el
crecimiento neuritico y la adhesion de células tumorales a la matriz mediante diversas rutas
como la participacion por acoplamiento del receptor-4 del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFR-4, por sus siglas en inglés)®’. Algunas proteinas tipo receptor tirosin-fosfatasa como la
tirosin-fosfatasa-u (PTP-u, por sus siglas en inglés) median la agregacion celular y promueven el
crecimiento neuritico al regular la adhesion dependiente de NCAM a través de la modulacion de

388 tal como se ha observado

sefales que favorecen a las neuronas a responder ante un estimulo
en el cancer. De las muestras empleadas en este proyecto, mostraron trazas de reactividad a
NCAM. Al igual que con los anteriores anticuerpos, no quedan rastros evidentes de esta
interaccion posiblemente debido a la destruccion tan amplia que tiene el cerebro. Por otro lado,
se ha reportado que la pérdida de la expresion de NCAM induce la metastasis al sobre-regular la
linfangiogénesis®®. Es probable que la poca inmunoreactividad que observamos en nuestras
muestras, obedezca a este tipo de eventos facilitadores de la metastasis.

Finalmente, la inmunoreactividad a PSA-NCAM fue observada en la mayoria de las
metastasis a cerebro. PSA-NCAM ha sido asociada con diversos tipos de tumores, en los que

390

desempenfa funciones de desadhesion celular™ . Ademés, la cantidad de inmunoexpresion de

PSA se correlaciona de manera directa con el grado de malignidad en astrocitomas,

confiriéndoles un potencial mas agresivo®*

. En otros tipos de canceres como el glioblastoma, la
presencia de PSA se convierte en un factor de pronéstico adverso®?, facilitando la invasién

tumoral, caracteristica de este tipo de tumores cerebrales393; algo similar se ha observado en
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tumores de la pituitaria, en los que la presencia de PSA les confiere mayor grado de malignidad y
rango de crecimiento tumoral®***. En este sentido, la induccién de la expresién de PSA-NCAM por

el oncogén K-Ras reduce la adhesién mediada por E-cadherina y facilita la diseminacién

395

metastésica en cancer pancreatico™". Es probable que la expresion que observamos en nuestras

muestras se hubieran visto favorecidas para la metastasis exitosa a través de un mecanismo
semejante al descrito en pancreas. Mas aun, se ha descrito que la expresion de PSA se

correlaciona con la progresién tumoral tanto en cancer de células no pequefias de pulmén®®

397

como en los de células pequefias™'. En nuestras muestras, encontramos la presencia de PSA-

NCAM en los adenocarcinomas pulmonares, y podria ser un marcador de progresion tumoral, al
igual que lo antes descrito. Incluso, en modelos experimentales mas avanzados podria
explorarse la posibilidad de emplear este marcador de prondstico, de manera similar a lo que se

ha descrito en el cancer de pulmén®®, pudiendo incluso distinguir entre formas carcinoides de los

399

carcinomas a través de la cuantificacion de PSA™”. NCAM es el principal acarreador de &cido

polisialico’®, y es capaz de acoplarse al 4cido sialico en uniones repetitivas alfa-2,8 formando

401,402

una larga cadena de estos residuos que conforman el &cido polisidlico . La carga negativa

de esta larga cadena de PSA unida a NCAM, ademas de conferir las propiedades anti-adhesivas,

incrementa la repulsiéon intermembranal*®® y promueve diversos eventos del desarrollo celular

|404 406,407

como el crecimiento axonal*®, la fasciculacién*® y migracién celular . La presencia de esta

inusual estructura de acido sialico es tan importante en el neurodesarrollo, que la ablacion

408

genética lleva a la formacion de severos defectos™ . Otra importante funcion de PSA-NCAM se

efectta en los tumores y la malignidad celular. Los tumores malignos de origen
neuroectodérmico expresan la forma polisiallada de NCAM en altas concentraciones,

confiriéendole ademas del fenotipo metastasico, el maligno e invasivo, y dirigiendo el crecimiento

409

tumoral al controlar las interacciones heterotipicas™ . La inmunoreactividad a PSA-NCAM es

1%, En enfermedades

particularmente alta en estadios embrionarios de desarrollo cerebra
neurodegenerativas como el Alzheimer, adicionalmente a la muerte celular, han sido descritos
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cambios en los niveles de presentacibn de proteinas relacionadas con la plasticidad o
regeneracién neuronal como la PSA-NCAM*'. La participacion de la PSA-NCAM en la

remodelacién estructural y plasticidad inducida por lesiones del sistema nervioso central*?**3

siendo capaz de reducir el dafio neuropatico™*

. Su funcion en los procesos de plasticidad es tan
importante, que ha sido propuesto emplear la induccion de PSA para promover efectos de
reparacion del sistema nervioso*™®. En esta ocasion y a diferencia de los anteriores marcadores,
se encontr6 reactividad del anticuerpo anti-PSA-NCAM en la mayoria de las muestras. Sélo la
metéstasis de carcinoma papilar y los linfomas no Hodgkin fueron negativos al anticuerpo. Es
muy probable que esta forma de cadherina medie las funciones de proliferacion celular como en
la neurita, favoreciendo a las células cancerosas para invadir el cerebro. Por otro lado, las
propiedades inductoras de la plasticidad que ejerce el PSA, podria favorecer a la masa tumoral
en expansion para invadir, proliferar y finalmente metastatizar. Por otro lado, resulta interesante
que observamos un patron diferencial de inmunoreactividad al anticuerpo anti-PSA-NCAM en las
estructuras metastasicas cerebrales. Este hallazgo ofrece el potencial de desarrollar
herramientas que sean capaces de identificar aquellas masas tumorales con potencial
metastéasico.

Es necesario ampliar las investigaciones para definir las estructuras glicosidicas
reportadas en esta tesis. Como receptores que son, es importante definir a qué ligandos se estan
exponiendo para interaccionar y favorecer la evasion del reconocimiento inmunoldgico, la
resistencia a la apoptosis, la migracion e implantacion exitosa a distancia. Ya que sugerimos la
sobre-expresion de enzimas de la maquinaria de glicosilacion, es importante profundizar esta
hipétesis buscando la expresion de genes especificos que codifiquen a este grupo de enzimas,
tanto glicosiltransferasas como sialidasas que podrian exponer tipos especificos de glicanos.
Simultaneamente, la probable sobre-regulacion en la transcripcion de genes para proteinas anti-

apoptoéticas y de supervivencia celular podrian ser la respuesta de una parte del complejo
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mecanismo a través del cudl las células metastasicas logran la colonizacion e implantacion a

distancia.
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CAPITULO 13

Conclusiones

Existen cambios en los glicoconjugados presentes en células transformadas a la
malignidad y su posible implicacion en la metastasis tomando como modelo la metastasis al
cerebro. Durante mucho tiempo se ha asociado al incremento en la expresién de residuos de
acido sialico y fucosa como determinantes de malignidad celular. En este trabajo, encontramos
gue en la metastasis tiene lugar la participacion de otras estructuras ademas del acido sialico,
como los antigenos glicosidicos de tipo O- principalmente unidos a proteinas, con residuos Gal o
Lac en posicién terminal. La pérdida de residuos de &cido sialico podria favorecer interacciones
proteina-carbohidrato al eliminar el bloqueo estérico que ejerce este carbohidrato. Hay un
incremento en residuos O-glicosidicos de tipo mucinico simple (estructuras relacionadas con
antigenos Tn y T) o complejo. Estas estructuras podrian tener interaccibn con moléculas que
reconocen carbohidratos, como galectina-3, y favorecer la invasién tumoral y la metastasis. En
torno al acido sidlico, una de las formas importantes presentes en la metastasis fue el inusual
acido polisialico. De manera interesante, el PSA podria estar desempefando funciones clave en
la transformacion celular maligna, que podria proveer de potenciales invasivos y metastasicos.
La inmunoreactividad a PSA-NCAM, sugiere que las células cancerosas podrian aprovechar las
propiedades tréficas de esta forma de cadherina, que en circunstancias fisiolégicas actia en la
neurogénesis y la plasticidad enlongando neuritas, favoreciendo la proliferacion e invasion celular
tumoral en el cerebro. Ademas, dado el patron diferencial de inmunorrectivida al PSA-NCAM en
las metastasis, esto podria emplearse como un potencial marcador de identificacion de masas
tumorales con potencial metastasico. Existe poca informacion respecto a la expresion de &cido
polisidlico en cancer de mama y O-acetilaciones del acido siélico. Nuestro trabajo representa el
inicio de una serie de significativos y potenciales estudios en este campo.

Los datos presentados hasta este momento, sugieren que la presencia de carbohidratos

en las células tumorales, podrian desempefiar una serie de funciones que garantizan la
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expansion tumoral, tales como la pérdida del reconocimiento inmunolégico, la estimulacién de la
expresion de factores tréficos, la pérdida de la adhesion celular y el escape de la muerte celular.

Cuando ha metastatizado la masa tumoral, esta presencia tenderia a disminuir
probablemente debido a que ya no es necesario tener tan amplio rango de interacciones, y solo
es necesario expresar aquellos carbohidratos que aseguren la implantacién secundaria y
expansion celular. Sera necesario estudiar este hecho a fin de esclarecer el rol de esta expresién
preferente de estructuras glicosidicas que observamos.

Una gran cantidad de informacion ha demostrado la participacion de glicolipidos o
gangliésidos en la carcinogénesis y la metastasis al cerebro. Nuestros ensayos enzimaticos
mostraron que la mayor cantidad de estructuras glicosidicas que participan en los eventos
metastasicos, podrian corresponder a glicoproteinas. Serd necesario realizar estudios mas
precisos que esclarezcan qué tipo de proteinas son las que contienen las estructuras glicosidicas

gue observamos.
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CAPITULO 14

Perspectivas

A la luz de los resultados encontrados, es necesario profundizar los ensayos
experimentales con la finalidad de caracterizar el receptor especifico para la galectina-3 que
encontramos interaccionando con los O-glicanos de tipo mucinico.

Por otro lado, una vez que hemos demostrado la preferente presencia de estructuras O-
glicosidico de tipo mucinico simple, reactivas a ALL y PNA; o complejas, reactivas a MeA, es
importante identificar las transferasas especificas implicadas en esta expresion, dado que este
grupo de enzimas son especificas para el tejido, la célula y el estimulo que las induce.
Simultaneamente, es importante establecer las funciones de los carbohidratos presentes en las
masas tumorales, a fin de esclarecer las interacciones y por consiguiente, los eventos a nivel
celular que desempefian o sobre los que tienen influencia. ldentificamos los receptores
glicosidicos implicados en los procesos de malignidad celular, ahora es importante establecer los
ligandos con los que interaccionan estos receptores, a fin de ofrecer estrategias de prevencion,
diagndstico oportuno o terapéutica frente a la neoplasia.

Finalmente, queda la posibilidad de ampliar las investigaciones en torno a los eventos
moleculares y celulares implicados en el complejo mecanismo de expresién de carbohidratos,
tales como las interacciones carbohidrato-carbohidrato, carbohidrato-proteina, entre célula-célula
y célula-matriz extracelular para la migracion celular, escape del reconocimiento inmunologico,
supervivencia e implantacion a distancia en sitios secundarios (metastasis). Demostrar la via por
la que los carbohidratos que encontramos en estas muestras son biosintetizados sera una tarea
extensa que llevard a buscar rutas de neoglicosintesis, secreciéon habitual o alterna, o

reciclamiento glicosidico.
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ABSTRACT

Galectin-3 has been implicated in tumor progression. We demonstrated immunohistochemi-
cally that Galectin-3 was negative in normal breast tissue, but it was highly increased in breast
cancer and in metastatic tissues to brain. Similarly, histochemistry with mucin-specific lectins
showed increased recognition in breast tumor and metastasis with Machaerocereus eruca ag-
glutinin (Fua 1,2 (GalNAcal,3) Gal31,4 in complex mucin) but not for Amaranthus leucocarpus
(GalR1,3-GalNAc-a1,0-Ser/Thr) and Arachis hypogaea lectins (Gall31,3GalNAc/Gall31,4GIcNAc).
Mucin-type glycans and Galectin-3 colocalized in breast cancer and metastasis, but not in nor-
mal tissue, suggesting upregulated biosynthesis of complex O-glycosidically linked glycans
and Galectin-3 favor breast cancer progression and brain metastasis.

INTRODUCTION

Metastasisisthe major and fatal complication in cancer. Sev-
eral mechanisms have been proposed by which cancer cells mi-
grate and establish metastases. One of these mechanisms could
be exerted through carbohydrate interactions. The key role of
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tumor-associated glycoconjugates in diverse cell interactionsis
not clear. It has been suggested that cell surface glycoconju-
gates seem to be pivotal for oncogenic transformation, facilitat-
ing tumor cell migration and metastasisby affecting cell-cell and
cell-matrix interactions (1, 2). In this regard, glycoproteins and
glycolipids play relevant roles in cellular development, differ-
entiation, and in pathological conditions (1-3). Therole for O-
glycosidically-linked glycansin tumor cellsadhesion and metas-
tasis has been proposed on the existence of O-glycans-mediated
adhesion moieties from highly metastasic murine cells (4).
Mucin-type O-glycosylation is initiated by a large family
of UDP-GaNAc:polypeptide GalNAc-transferases that adds
GaNAc to selected Ser and Thr residues. Further assembly of
O-glycan chains involves different biosynthetic pathways. The
O-glycosidically linked glycans present in glycoproteins could
be initiated by mucin-type core-1 (Gall31,3GaNac-Ser/Thr,
or T antigen) or by UDP-GalNAcRR1,3Gal-transferase activ-
ity that could be converted, in turn, to complex-type core-
2 by UDP-GIcNAc:Galf31,3GalNAca1,6GIcNAc-transferase.
They could form mucin-type core-3 by UDP-GIcNAc:GalNA co
1,3GIcNAc-transferase (5) or more complex structures, such as
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core-8 by core-8-a3Gal-transferase (6). One of the most widely
proposed cancer-associated cell surface mucin type O-glycanis
the Thomsen-Friedenreich (T)-antigen (3). T-antigenisa core-1
mucin-type disaccharide Gal31,3GalNAc and is the core disac-
charide of O-linked glycoconjugates expressed on the cellular
surface of most human carcinomas (3, 7). In heathy cells, T-
antigen-associated O-glycans seem to be encrypted (8) and have
been suggested to participate in homotypic aggregation and ad-
hesion to the endothelium of human breast carcinoma cells as
well as to favor human breast carcinoma cell adhesion to the
endothelium (9).

Lectinsare proteins or glycoproteins that recogni ze carbohy-
dratesor precipitate glycoconjugates. They haveimportant func-
tions astools for oligosaccharide characterization as well asfor
isolation of cellular populations (10). Amaranthus leucocar pus
lectin (ALL) shows specificity to the T-antigen disaccharide in
O-glycopeptides that can be in the sialylated form. Arachis hy-
pogaea agglutinin (PNA) shows specificity to galactoseresidues
in terminal position of non-sialylated glycoconjugates and also
shows affinity for GalNAc or lactosamine residues. Machaero-
cereus eruca agglutinin (MEA) interacts with a biantennary O-
glycan possessing the terminal Fue 1,2 (GalNAcx 1,3) Gall31,4
in complex mucin structures.

Galectins are a family of soluble 3-galactoside-binding an-
imal lectins that modulate cell-to-cell adhesion and cell-to-
extracellular matrix interactions (11) and play arole in tumor
progression (12). The Galectin-3 protein contains a single car-
bohydrate binding domain, which binds galactose-containing
glycoconjugates (13, 14). Galectin-3isexpressed in colonic and
intestinal epithelia, inflammatory macrophages, papillary and
follicular carcinomas, neoplastic astrocytes, and some B and T
lymphocytes. Upregulated expression of Galectin-3 isinvolved
in cancer progression and metastasis. Galectin-3 may also be
used as a marker for diagnosing cases involving Hurthle cell
adenomas and carcinomas. Recently, it has been suggested that
Galectin-3 plays an important rolein metastasis (12) by promot-
ing tumor cell adhesion (11) and invasiveness (15), as well as
by antagonizing tumor cell apoptosis (16).

The aim of thiswork was to demonstrate that Gal ectin-3 and
specific differences in the O-glycosylation pattern might play a
role in human brain metastasis of breast origin. We used lectins
that show specificity for different O-glycosidically-linked gly-
cansaswell asanti-Gal ectin-3 antibody, in order to identify their
potential participation in tumor progression and its metastasic
capacity to brain.

MATERIALS AND METHODS

Tissues

Human normal breast, breast cancer, and breast metastasis
to brain tissues from autopsies were supplied by the Depar-
tamento de Neuropatologia, INNN and Hospital Genera “Dr.
Manuel Gea Gonzalez,” and Departamento de Patologia, Hos-
pital General de México, Mexico City, Mexico. There was not
match between the primary tumor cases with brain metastasis

tissues. The Ethics Surveillance Committees of the Institutions
authorized the use of tissue in this evaluated research protocol.
The tissue specimens were diagnosed by standard histopatho-
logical criteria. Tissues were fixed in 4% phosphate-buffered
paraformal dehyde and embedded in paraffin.

Lectins

Amaranthus leucocarpus seeds were obtained in
Tulyehualco, Mexico, and the A. leucocarpus lectin (ALL)
(specific for Galf3l,3-GalNAc-a1,0-Ser/Thr) was purified by
affinity chromatography on stroma from human erythrocytes
type O (17). Machaerocereus eruca agglutinin (MEA) (Fux
1,2 (GalNAcw1,3) Galf31,4 in complex mucin structures) was
purified from cactus stems by affinity chromatography on
mucin-Sepharose 4B (18). ALL and MEA were labeled with
the N-hydroxysuccinimide ester of biotin from Pierce Chem.
Co. (Rockford, Illinois, USA) at alabel/protein ratio of 2:1 (19).
Biotin-labeled Arachis hypogaea agglutinin (PNA) (specific
for Gall31,3GalNAc/Gal31,4GIcNAcC), was purchased from EY
Lab (St. Mateo, California, USA).

Histochemistry

Sections (5 wm thick) were deparaffinized and re-hydrated
according to conventional histological techniques. Then they
wererinsed with aphosphate-saline buffer (PBS, 50 mM sodium
phosphate, 0.15M NaCl, pH 7.4). Unspecific binding siteswere
blocked by 1gG-free 2% bovine serum albumin (BSA, Sigma,
St. Louis, Missouri, USA) for 30 min. Afterwards, specimens
were incubated for 10 min with 0.2% Triton X-100 in PBS,
rinsed with 1 mM PBS-Ca?*, and, then, tissue sections were in-
cubated with biotinylated lectins (MEA and PNA, 1:100; ALL
1:200, as optimal dilutions) at 37°C in a humid-storage cham-
ber for 2 h. Slides were rinsed twice with PBS-Ca?+ and incu-
bated at 37°C with extravidin-fluorescein isothiocyanate (FITC,
Sigma), dilution 1:60, in adark humid-storage chamber for 1 h,
the slides were sealed with VectaShield mounting medium con-
taining DAPI (Vector Labs, Burlingame, California, USA) (20).

I mmunohistochemistry

Triple labeling of slides was performed. A mouse mono-
clonal antibody anti-synaptophysin protein and polyclonal rab-
bit antibody anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP, DAKO
Cytomation, Denmark), both at 1:100 dilutions and a mono-
clonal anti-Galectin-3 (EY Labs, San Mateo, California, USA)
dilution 1:200, were used to label breast cancer metastasis to
brain. Antibodies |abeling was recognized with isospecific sec-
ondary lissamine-rhodamine conjugated antibody and visual-
ized in the red channel. Lectins were labeled with FITC, as
described above, and visualized in the green channel. Finaly,
slides were counterstained with VectaShield with DAPI (Vector
Labs) for nuclei staining (blue channel).

Sialidase and trypsin treatment of tissues

Slides were deparaffinized and re-hydrated similarly as de-
scribed for histochemistry and rinsed with PBS. Tissues were
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incubated with 2% trypsin (Gibco, Canada) in PBS at several
time intervals (30 to 120 min) at 37°C in a humidified cham-
ber. Then, tissues were washed with PBS and incubated 30 min
with [gG-free 2% BSA and washed 10 min with 0.2% Triton
X-100. Exhaustive rinses with PBS-CaCl, were made and the
specimens were incubated for 2 h with biotinylated lectins at
37°C (dilution 1:100), followed by another 1 h incubation in a
dark humidified chamber at 37°C with extravidin-FITC, dilu-
tion 1:60. Preparations were mounted with VectaShield-DAPI.
Specimensweretreated with 0.1 1.U. of Clostridiumperfringens
sialidase (Sigma) in PBS, under similar conditionsasfor trypsin
before adding biotinylated lectins.

Specificity of lectin labeling

To determine the specificity in the interaction of lectins with
tissues, control assays were performed using lectins incubated
previously with 100mM GalNAc and lactose, for ALL and PNA
lectins, respectively, or phenyl betagalactosein PBS, for MEA,
prior to labeling the tissues.

Fluorescence microscopy

Slideswere observed through aL eicaDM/L Sfluorescent mi-
croscope (L eicaMicrosystems, Wetzlar, GmBH) with 10X, 20X,
40X, 63X, and 100X objectives. Fluorochromeswere visualized
with their specific filters and analyzed in three channels: green
for lectins, red for antibodies, and blue for nuclei. Images were
captured with a Leica DFC-300FX digital camera (Leica Mi-
crosystems Digital Imaging, Coldhams Lane, Cambridge, UK)
adapted to the microscope. The images were projected with a
Leica IM1000 version 1.20 release-9 computer-based program
(Imagic Bildverarbeitung AG, LeicaMicrosystems, Heerbrugg,
Switzerland).

RESULTS

Histochemistry for normal breast tissue

In normal breast tissue, ALL and PNA showed intense reac-
tivity at the stromal region (Figure 1A and B, respectively). We
observed connective acellular tissue, which was recognized by
ALL (Figure 1A, D, G) athough this lectin did not recognize
acinar structures. Reactivity to PNA was observed in the stromal
region (Figure 1D). Positive labeling was observed with PNA
inall thenormal breast tissues analyzed. PNA and ALL showed
negative recognition of acinar structures. Normal breast showed
no reactivity to MEA (Figure 1G).

Histochemistry for breast cancer tissue

Primary ductal breast cancer tissues were classified as his-
tological grade Il and Il (not illustrated). All analyzed breast
cancer tissues presented high-grade of intraductal component
with comedo-type necrosis and were poorly differentiated. In
grade Il breast ductal tissues ALL was medium intensity of re-
activity. Both glandular structures and stromal areas presented
a homogeneous pattern of labeling. In grade 111 breast ductal

tissues ALL wasahigh intensity of reactivity. Labeling was ob-
served mainly in the glandular region that showed connective
tissue. In both grades breast cancers, we observed not reactivity
at the cell nucleus (Figure 1B). PNA-positive medium intensity
labeling was found mainly in periglandular structures in grade
[l ductal cancer. Myoepithelial cells, intraductal and stromal
zones were poorly reactive in both stages (Figure 1E). In grade
Il ductal cancer MEA showed medium intensity both in glandu-
lar and myoepithelial zones, but alow intensity in stromal areas.
Whereas, in grade |11 ductal cancer, MEA showed positive re-
activity in glandular, stromal and myoepithelial zonesin all the
assessed cases (Figure 1H) (Table 1).

Histochemistry of breast metastasisto brain

Brain metastasic tumors of breast origin were found in
the temporal and parietal cortices. These metastasic tumors
presented nuclear cell polymorphism and nuclear atypia with
prominent nucleolus and high mitotic grade. Tissues showed
intense dermoplastic reaction, were poorly differentiated, and
showed necrosis in almost 80% of tissues. In contrast to pri-
mary tumors, metastasic tumors showed low reactivity to ALL
in stromal and myoepithelial zones (Figure 1C) whereas pseu-
doglandular structures were highly recognized by this lectin.
Stromal areas showed similar reactivity to both lectins ALL and
PNA. Myoepithelial zones showed lower reactivity to PNA than
ALL. PNA and MEA showed intense reactivity in pseudoglan-
dular structures of metastasic tumors (Figure 1F, G) (Table 1).

| mmunohistochemistry

M etastasi ¢ brain tumor ti ssuesshowed alow reactivity to both
anti-synaptophysin and anti-GFA P antibodies. These antibodies
showed reactivity mainly in periglandular (myoepithelial cells)
areas embedded within the tumoral mass. Cell nuclel showed
no apoptotic data (vg. DNA fragmentation), and DAPI revealed
cell nuclei polymorphism and atypia (not illustrated). We found
no reactivity to Galectin-3 in normal breast tissue (Figure 2,
A, D, G). In contrast, we observed a strong immunoreactivity to
Galectin-3in breast cancer metastasisto brain (Figure2B, E, H).
In these tissues, immunoreactivity to Galectin-3 was mainly ob-
served in glandular structures. Galectin-3 immunoreactivity was
observed both intracellularly and extracellularly, but we found
also intranuclear reactivity (Figure 2B, E, H). In breast cancer
metastasisto brain, we observed alow reactivity to Galectin-3 as
compared with that found for breast cancer tissues (Figure 2 C,
F, 1). The strongest co-localization of Galectin-3 and lectins, in
the following order, MEA, PNA, and AL L, was observed more
in breast cancer tissues than in metastasis. PNA and MEA reac-
tivity was similar, but ALL showed a periglandular localization
(Figure 2 B, E, H) (Table 1).

Sialidase and trypsin treatment of tissues

Tissues from normal breast, breast cancer, and breast can-
cer metastasis to brain were treated with C. perfringes sialidase
at different time intervals before histochemical determinations
with lectins. After 120 min of sialidase treatment (as optimal
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Figure 1. Normal breast tissue was reactive to ALL and PNA mainly in the stromal region (arrow). MEA was completely negative (A, D, G).
Breast cancer tissue showed higher lectin reactivity in the glandular than in stromal regions (arrowhead), as compared with normal breast (B, E,
H). Breast cancer metastasis to brain showed reactivity in peripheral regions (arrow) and ductal zones (double arrowheads) of these structures
(C, F I). The rest of the metastasic tissue was poorly reactive, especially for ALL (C).

Table 1. Description of lectin reactivity and Galectin-3
immunoreactivity in human tissues of normal breast, breast cancer and
metastasis to brain. We compared different cellular structures to its
reactivities

ALL PNA MEA  Galectin-3

Normal Breast

Glandular structures + + - _

Stromal areas ++ + — _

Myoepithelial zones 44 — _
Breast Cancer

Glandular structures +++  + ++ +++

Stromal areas ++ + + +

Myoepithelial zones +++  + ++ +
Metastasis to Brain

Pseudoglandular structures  +++ +++ + +++

Stromal areas + + 4t +

Myoepithelial zones ++ + 4 +

time), increased lectin reactivity was observed with PNA and
MEA in cancer samples; however, asfor non-treated cancer sam-
ples, positive staining with these lectins was mainly observed in
the periglandular, myoepithelial cellszoneand intraductal zones
(Figure 3C, D). Increased reactivity to MEA (Figure 2 E, F)
was observed after sialidase treatment only in breast cancer and
metastasis; low increase of reactivity was found for ALL in all
analyzed tissues (Figure 3A, B). Under similar conditions, tis-
suesfrom normal breast, breast cancer, and breast cancer metas-
tasisto brain weretreated with trypsin at different timeintervals
(not illustrated) with an optimal time of treatment of 120 min.
Treatment with trypsin, increased reactivity to PNA in all tested
tissues, and, asfor MEA, the recognition pattern was similar in
cancer and metastasic tissues although, with more intense reac-
tivity in brain metastasis (Figure 3 1, J, K, L). Asfor siaidase,
trypsintreatment did not reveal new positivesitestotheselectins.
Reactivity to ALL showed no changes until 90 min of treatment
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Figure 2. Galectin-3 was negative in normal breast (A, D, G) (arrows) but strongly positive in breast cancer with a complete co-localization with
lectins labeling (B, E, H) (yellow color). We found lectin reactivity in glandular structures and immunoreactivity to Galectin-3 mainly in peripheral
zones of glandular structures (B, E, H) (arrows). Breast cancer metastasis to brain revealed low reactivity to Galectin-3 as compared with that of
breast cancer tissue, but co-localization with lectins labeling was still possible to be observed (C, F, I) (arrows).

with this protease; interestingly, after 120 min of trypsin treat-
ment, reactivity to ALL for healthy breast tissue (not shown),
as well as for breast cancer and metastasis, was abolished
(Figure 3 G, H).

DISCUSSION

Breast cancer is the most common non-cutaneous cancer di-
agnosed and the second |eading cause of cancer death in women
(21). Metastasesfrom breast cancer are often found in the lymph
nodes near the breast. However, it can spread through blood ves-
sels or lymph vessels to the bones or it can establish metastases
to the liver, lungs, vulva, eye, and brain (22). Early breast can-
cer detection is critical for successful treatment; however, up
to date, only a small set of breast tumor-associated antigens
has been used for noninvasive breast cancer screening (23, 24).
Malignant transformation of cells is often associated with al-
terations in carbohydrate antigens in tumor cells. Glycosylated

antigens have been considered potential biomarkers for breast
cancer risk and disease detection. Epithelial cancer cells exhibit
increased cell surface expression of mucin-type antigens with
aberrant O-glycosylation (25).

In this work, we demonstrated that Galectin-3 participated
in breast tumor progression and its metastasis to brain. Also
using lectinswith well-known sugar specificity, we compared O-
linked mucin-type glycans from breast cancer and its metastasis
to brain.

Breast cancer tumors showed the highest reactivity to ALL
in the glandular region, whereas ALL reactivity was addressed
to stroma areas in norma breast tissues (Figure 1A, B).
ALL recognizes GalNAc in core | O-glycopeptides containing
the disaccharide GalB1,3GaNAca1,0-Ser/Thr (T-antigen) or
GaNAca1,0-Ser/Thr (Tn-antigen). ALL isspecific for aspecial
GaNAc-containing motif found in O-glycoproteins (26). The T
and Tn antigens have been suggested to be used in early detec-
tion screening for breast cancer (27-29) and for hepatocel lular

Galectin-3 and Mucins in Breast Cancer Metastasis to Brain 619



Figure 3. Both treatments at times 0 and 120 minutes are shown. Sialidase treatment increased reactivity to ALL (A, B), PNA (C, D), and MEA
(E, F). Interestingly, trypsin treatment abolished reactivity to ALL (G, H) but neither to PNA (I, J) nor to MEA (K, L).

cancer (30, 31), and they have been considered to be associated
with tumors with high risk to metastasize (32). In healthy indi-
viduals, these antigens have been al so associated with immature
cells, moreover, it hasbeenidentifiedthat ALL " cell populations
possess higher resistance to apoptosis. It has been indicated that
tumor expansion takes place first in glandular than in stromal
regions, suggesting that O-glycosylation in glandular structures
could be associated to protection against immune recognition,
cell adhesion and migration, andto anincreased resistanceto cell
death. Interestingly, lectin reactivity wasincreased according to
the degree of malignancy.

In normal breast tissues, we observed homogeneous intense
reactivity to PNA in the stromal tissue, whereas the glandu-
lar structures were poorly recognized by PNA; in breast can-
cer, this feature is modified since the stromal region showed
lower positive reaction with PNA, and the glandular region in-
creased its reactivity to this lectin (Figure 1D, E). PNA recog-
nizesthehydroxy! group on C-4 of theterminal galactoseinthe T
antigen (Gall31,3GaNAc) and in lactosamine (Gal 31,4GIcNAC)
residues in N-glycans and in glycolipids (33). PNA reactivity
presented a correlate with the degree of malignancy.

In normal breast tissues, we observed no reactivity to MEA
(Figure1G and 2G), but it was highly expressed in breast cancer
(Figure2B, E, H). In breast cancer, reactivity to MEA washigher

than to PNA (Figures 1 and 2) in glandular zones. MEA has an
extended binding site and interacts with biantennary O-glycan
possessing the terminal trisaccharide Fua 1,2 (GalNAca1,3)
Gall31,4 in complex mucin structures (34); although MEA ag-
glutinates equally well human A, B, and O erythrocytes, this
lectin shows high specificity for mucin containing A+H blood
groups (34). It is considered that H-antigen-related structures
confer a highly malignant phenotype and metastasic potential
(29, 35).

In metastasic tissues, reactivity to ALL was observed in a
patched pattern mainly in glandular and ductal structuresin a
minor intensity in stromal regions (Figure 1C). Reactivity to
PNA was heterogeneous and the highest intensity was observed
in glandular structures (Figure 1F). Reactivity to MEA was ob-
served heterogeneously mainly in glandular structures (Figure
11). Lectin labeling in breast cancer metastasis to brain demon-
strated adifferential O-glycosylation pattern; hence, thepossible
participation of the receptor to MEA in carcinogenesis cannot
be ruled out since it was not present in normal tissues.

Galectin-3 plays an important role in metastasis. Both in-
tracellular and intranuclear, Galectin-3 exerts its function by
fostering malignancy and metastasic potential. Galectin-3 rec-
ognizesterminal 3-galactose residues (13, 14). Galectin-3 facil-
itates metastasis (12) by promoting tumor cell adhesion (11) and
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invasiveness (15), aswell as by antagonizing tumor cell apopto-
sis (16). In healthy breast tissues, immunoreactivity was no ob-
served. In metastasic tumor tissues, we evidenced the presence
of Galectin-3 (Figure 2A, D, G). The fact that |ectins reactivity
was co-localized with Galectin-3 only in acinar structuresin pri-
mary (Figure 2B, E, H) and metastasic stages (Figure 2C, F, 1)
suggests the participation of Galectin-3 in tumor cell expansion
inthese areas. Stromal areas were not reactive to Galectin-3 but
showed positive reaction with PNA and ALL. The stromal area
contains fibrobl asts-enriched connective tissue that supportsthe
remainder structures, whereas acinar structures correspond to
the zone of tumoral clonal expansion. These results revea the
presence of both O-glycans and Galectin-3 in acinar structures,
and glycan-Galectin interaction might be one of several trigger
mechanisms for tumor expansion, colonization, and metastasis.

For instance, expression of galectin-3 has been directly cor-
related with neoplastic potential and metastatic capacity in fi-
brosarcoma and melanoma cells (36) whereas Galectin-3 levels
were found to be down-regulated in advanced prostate cancer
(37) and colon carcinoma (38, 39), when compared with their
respective normal counterparts. Similarly, reduced expression
of Galectin-3 has been reported in advanced histological grades
of breast cancer (40, 41). These findings conflicts with in vitro
studiesusing MDA-MB-435 and BT-549 breast cancer cell lines
inwhich adirect correlation between gal ectin-3 expression and
metastatic and invasive potential was observed (42). Inhibition
of Galectin-3 in cultured breast cancer cell line is associated
with “normalization” of the cellular phenotype both in vivo and
in vitro and provide direct evidence that Galectin-3 plays an
important rolein breast cancer and may be atarget for therapeu-
tic modalities (43). Down-regulation of Galectin-3 expression
resulted in a significant decrease in liver colonization ability,
whereas up-regulation of Galectin-3 increased metastatic po-
tential (44). Interestingly, Galectin-3 is re-expressed in the pe-
ripheral tumor cells as duct carcinoma in situ (DCIS) lesions
evolve and/or progress to comedo-DCIS, the latter a precursor
subtype conferring high risk for progression (45, 46).

Such localized expression of Galectin-3in cancer cells prox-
imal to the stroma (47) could lead to an increase in invasive
potential by inducing better interactions with the stromal coun-
terpart. These findings are in agreement with those of LeMarer
and Hughes (48), who have indicated that localized increase in
threshold concentrations of Galectin-3 at the invasive sites is
directly correlated with invasive capacity of acell.

Galectin-3 could allow the enhancement of interactions with
stromal cells and hence greater adhesion to target organ en-
dothelial cells. Galectin-3 is necessary to maintain and stabi-
lize heterotypic interaction networks between EII8 and HU-
VEC cells. Breast epithelial-endothelial co-culture experiments
suggest that Galectin-3 and its cleaved product play an im-
portant role in stabilization of epithelial-endothelia interac-
tions. These data reinforces the importance of Galectin-3 and
proteolytically cleaved Galectin-3 in stromal-epithelial interac-
tions/angiogenesis/'tumor invasion, and its utility asamarker for
breast cancer progression and metastasis (49). This is particu-
larly interesting since some data shown a correlation between

Galectin-3 expression and breast cancer progression (50) and
metastasis (51). In fact, our data using histochemistry analysis
are agree to previously reported results on hepatomas (52) and
somekindsof lymphomas(53). Our dataonincreasesmucintype
complex identified with MEA aswell asincreased Galectin-3 on
brain metastases, might be not exclusively linked to brain metas-
tasis. We suggest the possibility that metastatic tumor could be
identifiedasMEA*/Galectin-3" likeageneral processin metas-
tasisto other tissues such aslung, bone, liver, kidney or endothe-
lial cells (54), it could not be ruled out and must be proved in
future research. Futhermore, we considering that it is neces-
sary to address research studies on primary breast tumors and
metastatic tissues coming both from the same patient, in order
to better delineate the process of brain metastasis arising from
breast cancer.

Considering al our results showed in this work we strongly
suggest that Galectin-3, its coupling with O-glycans of the
mucin-type, and their interaction might facilitate tumor cells
for a successful metastasis. This might reflect the complex ar-
chitecture and function of mucin structures (55, 56). Findly,
the differences in O-glycosylation patterns related with breast
cancer and metastasis might result in an upregulation of spe-
cific GaINAc-transferases and Galectin-3, indicating that eval-
uation of these transferases and Galectin-3 receptors represent
an alternative new tool in the diagnosis of breast metastasis to
brain.
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LIST OF ABBREVIATIONS

ALL = Amaranthus leucocarpus lectin

BSA = Bovine serum albumin

Ca2*t = Calcium

CaCl, = Calcium chloride

DAPI = 4’ ,6-diamydine-2-phenylindole

FITC = Fluorescein I sothiocyanate

Gal = Galactose

GaNAc = N-Acetylgalactosamine

GFAP = Glid fibrillary acidic protein

GlcNAc = N-Acetylglusamine

INNN = Instituto Nacional de Neurologiay Neurocirugia

MeA = Machaerocereus eruca agglutinin

NaCl = Sodium chloride

PBS = Phosphate buffer saline

PNA = Arachis hypogaea agglutinin

Ser = Serine

T-antigen = Thomsen-Friedenreich antigen, disaccharide
Gal31,3GalNAc

Thr = Threonine
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Tn-antigen = Monosaccharide GalNAca 1,0-Ser/Thr

UDP-GalNAc:polypeptide =

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Uridil-diphosphate GalNAc-
transferase

REFERENCES

Hakomori, S. Glycosylation defining cancer malignancy: New wine
in an old bottle. PNAS 2002, 99, 10231-10233.

Couldrey, C.; Green, J.E. Metastases: the glycan connection.
Breast Cancer Res 2000, 2, 321-323.

Springer, G.F; Desai, PR.; Ghazizadeh, M.; Tegmeyer, H.
T/Tn pancarcinoma autoantigens: fundamental, diagnostic and
prognostic aspects. Cancer Detect Prev 1995, 19, 173-
182.

Springer, G.F. T and Tn pancarcinoma markers: autoanti-
genic adhesion molecules in pathogenesis, prebiopsy carcinoma-
detection, and long-term breast carcinoma immunotherapy. Crit
Rev Oncogen 1995, 6, 57-85.

Van den Steen, P.; Rudd, P.M.; Dwek, R.A.; Openakker, G. Con-
cepts and principles of O-linked glycosylation. Crit Rev Biochem
Mol Biol 1998, 33, 151-208.

Martensson, S; Levery, S.B.; Fang, T.T.; Bendiak, B. Neutral
core oligosaccharides of bovine submaxillary mucin: use of lead
tetraacetate in the cold for establishing branch positions. Eur J
Biochem 1998, 258, 603-622.

Fonseca, |.; Costa Rosa, J.; Felix, A. Therkildsen, M.H.; Soares, J.
Simple mucin-type carbohydrate antigens (T, Tn, and sialosyl-Tn)
in mucoepidermoid carcinoma of the salivary glands. Histopathol
1994, 25, 537-543.

Cao, VY.; Stosiek, P; Springer, G.F; Karsten, U. Thomsen
Friedenreich-related carbohydrate antigens in normal adult human
tissues: a systematic and comparative study. Histochem. Cell Biol
1996, 106, 197-207.

Glinsky, V.V.; Huflejt, M.E.; Glinsky, G.V.; Deutscher, S.L.; Quinn,
T.P. Effects of Thomsen-Friedenreich antigen-specific peptide P-30
on B-galactoside-mediated homotypic aggregation and adhesion
to the endothelium of MDA-MB-435 human breast carcinoma cells.
Cancer Res 2000, 60, 2584—-2588.

Lis, H.; Sharon, N. Lectins as molecules and as tools. Ann Rev
Biochem 1986, 55, 35-67.

Raz, A.; Lotan, R. Endogenous galactoside-binding lectins: a new
class of functional tumor cell surface molecules related to metas-
tasis. Cancer Metastasis Rev 1987, 6, 433-452.

Zou, J.; Glinsky, V.V.; Landon, L.A.; Matthews, L.; Deutscher, S.L.
Peptides specific to the Galectin-3 carbohydrate recognition do-
main inhibit metastasis-associated cancer cell adhesion. Carcino-
gen 2005, 26, 309-318.

Shigeoka, H.; Karsten, U.; Okuno, K.; Yasutomi, M. Inhibition of
liver metastases from neuraminidase-treated colon 26 cells by an
anti-Thomsen-Friedenreich-specific monoclonal antibody. Tumour
Biol 1999, 20, 139-146.

Takenaka, Y.; Fukumori, T.; Raz, A. Galectin-3 and metastasis.
Glycoconj J 2004, 19, 453-549.

Le Marer, N.; Hughes, R.C. Effects of the carbohydrate-binding
protein Galectin-3 on the invasiveness of human breast carcinoma
cells. J Cell Physiol 1996, 168, 51-58.

Matarrese, P.; Fusco, O.; Tinari, N.; Natoli, C.; Ciu, ET.; Semeraro,
M.L.; et al. Galectin-3 overexpression protects from apoptosis by
improving cell adhesion properties. Int J Cancer 2000, 85, 545—
554.

Zenteno, E.; Ochoa, J.L. Isolation and purification of Amaranthus
leucocarpus lectin on stroma column. Phytochem 1988, 27, 313—
317.

Zenteno, E.; Debray, H.; Montreuil, J. Purification and partial char-
acterization of two lectins from the cactus Machaerocereus eruca.
FEBS Letters 1988, 238, 95-100.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Savage, D.; Mattson, G.; Desai, S.; Nielander, G.; Morgensen, S.;
Conklin, E. eds. Avidin-biotin chemistry: A handbook. Ed. Pierce
Chemical Company, Rockford, IL, USA. 1992.

Guevara, J.; Espinosa, B.; Zenteno, E.; Vasquez, L.; Luna, J.; Perry,
G.; Mena, R. Altered glycosylation pattern in Alzheimer disease. J
Neuropathol Exp Neurol 1998, 57, 905-914.

American Cancer Society: Cancer Facts and Figures 2007. At-
lanta, GA: American Cancer Society. 2007.

Steeg, P.S. Molecular biology of breast cancer metastasis ‘Has it
spread?’: disarming one of the most terrifying questions. Breast
Cancer Res 2000, 2, 396-399.

Hsiung, R.; Zhu, W.; Klein, G.; Qin, W.; Rosenberg, A.; Park, P. et
al. High basic fibroblast growth factors levels in nipple aspirate fluid
are correlated with breast cancer. Cancer J 2002, 8, 303-310.
Foretova, L.; Garber, J.E.; Sadowsky, N.L.; Verselis, S.J.; Joseph,
D.M. Andrade, A.FF. et al. Carcinoembryonic antigen in breast
nipple aspirate fluid. Cancer Epidem Biom Prev 1998, 7, 195-
198.

Kumar, S.R.; Sauter, E.R.; Quinn, T.P; Deutscher, S.L. Thomsen-
Friedenreich and Tn antigens in nipple fluid: carbohydrate biomark-
ers for breast cancer detection. Clin Cancer Res 2005, 11, 6868—
6871.

Hernandez, P.; Tetaert, D.; Vergoten, G.; Debray, H.; del Car-
men Jimenez, M.; Fernandez, G.; Agundis, C.; et al. Specificity
of Amaranthus leucocarpus syn. hypocondriacus lectin for O-
glycopeptides. Biochim Biophys Acta 2004, 1674, 282—-290.
Yuan, M.; Itzkowitz, S.H.; Boland, C.R.; Kim, Y.D.; Tomita, J.T.;
Palekar, A.; et al. Comparison of T-antigen expression in normal,
premalignant, and malignant human colonic tissue using lectin
and antibody immunohistochemistry. Cancer Res 1986, 46, 4841—
4847.

Irazoqui, FJ.; Jansson, B.; Lopez, PH.H.; Nores, G.A. Correla-
tive fine specificity of several Thomsen-Friedenreich disaccharide-
binding proteins with an effect on tumor cell proliferation. J Biochem
2001, 130, 33-37.

Wang, B.L.; Springer, G.F; Carlstedt, S.C. Quantitative computer-
ized image analysis of Tn and T (Thomsen-Friedenreich) epitopes
in prognostication of human breast carcinoma. J Histochem Cy-
tochem 1997, 45, 1393-1400.

Baldus, S.E.; Zirbes, T.K.; Hanisch, F.G.; Kunze, D.; Shafizadeh,
S.T.; Nolden, S. et al. Thomsen-Friedenreich antigen presents as a
prognostic factor in colorectal carcinoma. A clinicopathologic study
of 264 patients. Cancer 2000, 88, 1536-1543.

Cao, Y.; Karsten, U.; Otto, G.; Bannasch, P. Expression of MUC1,
Thomsen-Friedenreich antigen, Tn, sialosyl-Tn, and alpha 2,6-
linked sialic acid in hepatocellular carcinomas and preneoplastic
hepatocellular lesions. Virchows Archiv 1999, 434, 503-509.
Schindlbeck, C.; Jeschke, U.; Schulze, S.; Karsten, U.; Janni, W.;
Rack B. et al. Prognostic impact of Thomsen—Friedenreich tumor
antigen and disseminated tumor cells in the bone marrow of breast
cancer patients. Breast Cancer Res Treat 2007, 101, 17-25.
Lotan, R.; Skutelsky, E.; Danon, D.; Sharon, N. The purification,
composition and specificity of the anti-T lectin from peanut (Arachis
hypogaea). J Biol Chem 1975, 250, 8518-8523.

Zenteno, E.; Vazquez, L.; Chavez, R.; Cordoba, F.; Wieruszeski,
J.M.; Montreuil, J.; Debray, H. Specificity of the isolectins from
the plant cactus Machaerocereus eruca for oligosaccharides from
porcine stomach mucin. Glycoconj J 1995, 12, 699-706.

Laferte, S.; Chan, N.W.; Sujino, K.; Lowary, T.L.; Palcic, M.M. In-
tracellular inhibition of blood group A glycosyltransferase. Eur J
Biochem 2000, 267, 4840-4849.

Meromzky, L.; Lotan, R.; Raz, A. Implications of endogenous tumor
cell surface lectins as mediators of cellular interactions and lung
colonization. Cancer Res 1986, 46, 5270-5275.

Pacis, R.A.; Pilat, M.J.; Pienta, K.J.; Wojno, K.; Raz, A.; Hogan, V,;
Cooper, C.R. Decreased galectin-3 expression in prostate cancer.
Prostate 2000, 44, 118-123.

M. A. Mayoral et al.



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Lotz, M.M.; Andrews Jr., C.W.; Korzelius, C.A.; Lee, E.C.; Steele Jr.,
G.D.; Clarke, A.; Mercurio, A.M. Decreased expression of Mac-2
(carbohydrate binding protein 35) and loss of its nuclear localiza-
tion are associated with the neoplastic progression of colon carci-
noma. PNAS 1993, 90, 3466-3470.

Castronovo, V.; Campo, E.; van den Brule, FA.; Claysmith, A.P;;
Cioce, V,; Liu, F.T.; Fernandez, P.L.; Sobel, M.E. Inverse modulation
of steady-state messenger RNA levels of two non-integrin laminin-
binding proteins in human colon carcinoma. J Natl Cancer Inst
1992, 84, 1161-1169.

Castronovo, V.; van den Brule, FA.; Jackers, P,; Clausse, N.; Liu,
FET.; Gillet, C.; Sobel, M.E. Decreased expression of galectin-3
is associated with progression of human breast cancer. J Pathol
1996, 179, 43-48.

Idikio, H. Galectin-3 expression in human breast carcinoma: cor-
relation with cancer histologic grade. Int J Oncol 1998, 12, 1287—
1290.

Nangia-Makker, P.; Thompson, E.; Hogan, C.; Ochieng, J.; Raz,
A. Induction of tumorigenicity by galectin-3 in a non-tumorigenic
human breast carcinoma cell-line. Int J Oncol 1995, 7, 1079-
1087.

Honjo, Y.; Nangia-Makker, P; Inohara, H.; Raz, A. Down regula-
tion of galectin-3 suppresses tumorigenicity of human breast car-
cinoma cells. Clin Cancer Res 2001, 7, 661-668.

Bresalier, R.S.; Mazurek, N.; Sternberg, L.R.; Byrd, J.C.; Yunker,
C.K.; Nangia-Makker, P.; Raz, A. Metastasis of human colon can-
cer is altered by modifying expression of the [3-galactose-binding
protein galectin-3. Gastroenterology 1998, 115, 287-296.

Meyer, J.S. Cell kinetics of histologic variants of in situ breast car-
cinoma. Breast Cancer Res Treat 1986, 7, 171-180.

Lagios, M.D.; Westdahl, P.R.; Margolin, F.R.; Rose, M.R. Duct car-
cinoma in situ. Relationship of extent of noninvasive disease to the
frequency of occult invasion, multicentricity, lymph node metas-
tases, and short-term treatment failures. Cancer 1982, 50, 1309—
1314.

Nangia-Makker, P.; Sarvis, R.; Visscher, D.W.; Bailey-Penrod, J.;
Raz, A.; Sarkar, F.H. Galectin-3 and L1 retrotransposons in human

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

breast carcinomas. Breast Cancer Res Treat 1998, 49, 171-
183.

Le Marer, N.; Hughes, R.C. Effects of the carbohydrate-binding
protein galectin-3 on the invasiveness of human breast carcinoma
cells. J Cell Physiol 1996, 168, 51-58.

Shekhar, M.P.V.; Nangia-Makker, P.; Tait, L.; Miller, F; Raz, A. Al-
terations in galectin-3 expression and distribution correlate with
breast cancer progression: functional analysis of galectin-3 in
breast epithelial-endothelial interactions. Am J Pathol 2004, 165,
1931-1941.

Baptiste, T.A.; James, A.; Saria, M.; Ochieng, J. Mechano-
transduction mediated secretion and uptake of galectin-3 in breast
carcinoma cells: implications in the extracellular functions of the
lectin. Exp Cell Res 2007, 313, 652-664.

Song, Y.K.; Billiar, T.R.; Lee, Y.J. Role of galectin-3 in breast cancer
metastasis. Involvement of Nitric Oxide. Am J Pathol 2002, 160,
1069-1075.

Hsu, D.K.; Dowling, C.A.; Jeng, K.C.; Chen, J.T.; Yang, R.Y,;
Liu, FT. Galectin-3 expression is induced in cirrhotic liver
and hepatocellular carcinoma. Int J Cancer 1999, 17, 519-
526.

Hoyer, K.K.; Pang, M.; Gui, D.; Shintaku, I.P; Kuwabara, I.; Liu,
F.T.; Said, J.W.; Baum, L.G.; Teitell, M.A. An anti-apoptotic role for
galectin-3 in diffuse large B-cell lymphomas. Am J Pathol 2004,
164, 893-902.

Glinsky, V.V.; Glinsky, G.V.; Rittenhouse-Olson, K.; Huflejt, M.E.;
Glinskii, O.V.; Deutscher, S.L.; Quinn, T.P. The role of Thomsen-
Friedenreich antigen in adhesion of human breast and prostate
cancer cells to the endothelium. Cancer Res 2001, 61, 4851—
4857.

Hanisch, F.G. O-glycosylation of the mucin-type. Biol Chem 2001,
382, 143-149.

Pratt, M.R.; Hang, H.C.; Ten Hagen, K.G.; Rarick, J.; Gerken,
T.A.; Tazbak, L.A.; Berotozzi, C.R. Deconvoluting the functions of
polypeptide N-alpha-acetylgalactosaminyltransferase family mem-
bers by glycopeptide substrate profiling. Chem Biol 2004, 11,
1009-1116.

Galectin-3 and Mucins in Breast Cancer Metastasis to Brain 623



Tumor Biology

Expression of PSA-NCAM and O-acetylsialic acid in human ductal breast brain

metastasis

--Manuscript Draft--

Manuscript Number:

TUBI-D-13-00176

Full Title: Expression of PSA-NCAM and O-acetylsialic acid in human ductal breast brain metastasis
Short Title: PSA-NCAM and O-Acetylsialic acid in brain metastasis
Article Type: Research Article

Corresponding Author:

Jorge Guevara, PhD
MEXICO

Corresponding Author Secondary

Information:

Corresponding Author's Institution:

Corresponding Author's Secondary

Institution:

First Author:

Miguel Mayoral-Chavez, MSc

First Author Secondary Information:

Order of Authors:

Miguel Mayoral-Chavez, MSc

Daniel Rembao, PhD

Abelardo Meneses, PhD

Lorena Vazquez, PhD

Edgar Zenteno, PhD

Jorge Guevara, PhD

Order of Authors Secondary

Information:

Abstract:

Alterations in membrane cell glycosylation seem to be the hallmark of malignant transformation. By
histochemistry, using sialic acid (SA)-specific lectins and polysialic acid (PSA) antibodies, we evaluated
SA expression in primary breast adenocarcinoma tissues and in brain metastasis. Our results indicated
that in healthy tissues, epitelial glycoconjugates showed higher interaction with Maackia amurensis
agglutinin (MAA, specific for SA02,3), than Sambucus nigra agglutinin (SNA, SAa2,6) that interacts
mainly with connective tissue and Macrobrachium rosenbergii lectin (MRL, O-acetylSA) showed no
recognition. In ductal breast tumors, MAA and MRL recognized glandular structures; whereas, SNA
showed increased recognition of the periglandular and glandular structures. In metastasis was
identified higher reactivity of pseudoglandular structures by MAA and MRL, than by SNA. PSA
antibodies showed high immunoreactivity in pseudoglandular-like structures exclusively in brain
metastasis. After trypsin or sialidase treatment of all tissues, reactivity of the lectin and PSA antibodies
was abolished in tumor and metastasis cells. Our results showed increased expression of O-acetylated

SA and PSA in brain metastasis that seems to be associated to malignant potential in tumor cells.

Suggested Reviewers:

Gerardo Vasta, PhD

Researcher, Center of Marine Biotechnology, University of Maryland Biotechnology
Institute

vasta@umbi.umd.edu

Because Dr. Vasta is an expert in the field of glycosylation

Henri DEBRAY, PhD

Powered by Editorial Manager® and Preprint Manager® from Aries Systems Corporation




Researcher, Laboratoire de Chimie Biologique, Bat C9, U.S.T.L. 59655 Villeneuve
d’Ascq, CEDEX France
Henri.Debray@univ-lillel.fr

Because Dr. Debray is an expert in the field of glycobiology and cancer

Tony Lefebvre , PhD
Researcher, Univ Paris Diderot, Sorbonne Paris.
Tony.Lefebvre@univ-lillel.fr

Because Dr. Tony has investigated O-glycosylation

Sergio Estrada , PhD
Researcher, Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas, I.P.N
iestrada@encb.ipn.mx

Dr. Sergio is an expert in cancer

Opposed Reviewers:

Powered by Editorial Manager® and Preprint Manager® from Aries Systems Corporation




Expression of PSA-NCAM and O-acetylsialic acid in human ductal breast brain metastasis

I*2, Daniel Rembao®, Abelardo Meneses*, Lorena Vazquez®, Edgar Zenteno, Jorge Guevara'.

Miguel Mayora
! Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México, UNAM, C.P.
04510, Mexico.
2 Centro de Investigacion en Ciencias Médicas y Bioldgicas, Facultad de Medicina y Cirugia, Universidad Auténoma
Benito Judrez de Oaxaca, Oaxaca, C.P. 68000, México.
® Departamento de Neuropatologfa, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN), C.P. 14269, México.
* Departamento of Patologfa, Instituto Nacional de Cancerologia, C.P. 14080, México.
® Laboratorio de lectinas CIQ, Universidad Auténoma de Morelos, Cuernavaca Morelos, C.P. 60225, México.
Corresponding author: Jorge Guevara, PhD.

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina

Universidad Nacional Autonoma de México.

Col. Copilco. 04510 México D.F.

Email: jguevara@laguna.fmedic.unam.mx
Abstract
Alterations in membrane cell glycosylation seem to be the hallmark of malignant transformation. By histochemistry,
using sialic acid (SA)-specific lectins and polysialic acid (PSA) antibodies, we evaluated SA expression in primary
breast adenocarcinoma tissues and in brain metastasis. Our results indicated that in healthy tissues, epithelial
glycoconjugates showed higher interaction with Maackia amurensis agglutinin (MAA, specific for SAa2,3), than
Sambucus nigra agglutinin (SNA, SAca2,6) that interacts mainly with connective tissue and Macrobrachium
rosenbergii lectin (MRL, O-acetylSA) showed no recognition. In ductal breast tumors, MAA and MRL recognized
glandular structures; whereas, SNA showed increased recognition of the periglandular and glandular structures. In
metastasis was identified higher reactivity of pseudoglandular structures by MAA and MRL, than by SNA. PSA
antibodies showed high immunoreactivity in pseudoglandular-like structures exclusively in brain metastasis. After
trypsin or sialidase treatment of all tissues, reactivity of the lectin and PSA antibodies was abolished in tumor and
metastasis cells. Our results showed increased expression of O-acetylated SA and PSA in brain metastasis that seems
to be associated to malignant potential in tumor cells.
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