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1. RESUMEN

Introduccién. Las mucinas recubren de manera normal el epitelio respiratorio.
En las células neoplédsicas del adenocarcinoma pulmonar se presentan
cambios en la glicosilacion en la mucina tipo 1 (MUC1). Estos cambios
consisten en la alteracion de la O-glicosilacion de la molécula, o que genera
estructuras con cadenas sacaridicas cortas. Estas formas hipoglicosiladas
exponen la estructura formada entre una serina o treonina de la parte peptidica
unida al primer residuo sacaridico en la O-glicosilacion que siempre es N-
Acetilgalactosamina (GalNAc) a la que se le conoce como antigeno Tn. Esta
estructura es la precursor del disacarido GalpB1,3GalNAc-O-Ser/Tre conocido
como el antigeno T. La MUCL epitelial no es inmunogénica, hasta que se altera
su estructura sacaridica, por lo que esperariamos que se presentara un
infiltrado inflamatorio en la zona del tumor. Objetivo. Identificar si el epitopo Tn
de la molécula MUC1 en tumores de pacientes con adenocarcinoma pulmonar
esta asociado con el fenotipo efector de las células citotoxicas infiltrantes del
tumor primario y de los tejidos con metastasis. Materiales y métodos: Se
utilizaron muestras histolégicas incluidas en parafina de 6 individuos fallecidos
en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) con diagnostico
de adenocarcinoma pulmonar en estadio clinico IV. Se analizaron por medio de
inmunohistoquimica los tejidos del tumor primario y metéstasis. En ellos se
identifico la presencia de la MUC1 hipoglicosilada y se correlaciond la
expresion del antigeno Tn y el antigeno T. También se caracterizd las
poblaciones de linfocitos T infiltrantes en la zona del tumor. Las evaluaciones
se realizaron mediante microscopia de luz y analisis digital de imagenes con el
software J IMAGE. Resultados: Se encontr6 que el 70% de los tejidos con
neoplasia expres6 MUC1 hipoglicosilada y mostraron una correlacién r = 0.95
con el antigeno T, ademas hubo una correlacion con la presencia de MUC1 con
los linfocitos T CD8+. También se identifico la presencia de las isoformas en los
tejidos neoplasicos por medio de histoquimica, la presencia de isoformas del
antigeno T utilizando 3 lectinas: amaranto (ALL), cacahuate (PNA) y jacalina
(JAC).



2. ABSTRACT

Introduction. Mucin recovering the respiratory epithelium. Neoplastic cells in
lung adenocarcinoma are changes in glycosylation in mucin-1 (MUC1). These
changes include the alteration of the O-glycosylation of the molecule, creating
structures with shorter saccharide chains. These forms under glycosilated, left
exposed the structure formed between a serine or threonine of the peptide
attached to N-acetylgalactosamine (GalNAc), this structure (GalNAc-O-Ser/Thr)
is known as Tn antigen. This structure is the precursor of the disaccharide
GalpB1, 3GalNAc-O-Ser/Thr known as T antigen. The epithelial MUCL1 is non
immunogenic, until alter saccharidic structure, so expect to have an
inflammatory infiltrate in the tumor area. Objective. Identify whether the Tn
epitope of the molecule MUCL1 in tumors of patients with lung adenocarcinoma
phenotype is associated with cytotoxic effector cells infiltrating the primary
tumor and metastatic tissues. Materials and methods: We used paraffin-
embedded histological samples of 6 individuals died at the National Institute of
Respiratory Diseases (INER) diagnosed with lung adenocarcinoma in clinical
stage IV. By immunohistochemistry, were analyzed sections to tissues with
primary and metastatic tumor. They identified MUC1 correlated under
glycosilated and Tn antigen expression and T antigen Also characterized the T
lymphocyte populations infiltrating the tumor site. Evaluations were performed
using light microscopy and digital image analysis with IMAGE J software.
Results: 70% of tumor tissues with MUC1 expressed under glycosilated. There
is a correlation r = 0.95 between MUC1 with Tn antigen and a correlation of
MUC 1 with CD8 + T lymphocytes. You can identify the presence of isoforms in
neoplastic tissues by histochemistry the presence of isoforms of T-antigen using
3 lectins: amaranto (ALL), peanut (PNA) and jacalin (JAC).



3. INTRODUCCION

El cancer es la primera causa de muerte en el mundo y es responsable de mas
del 12% de todas las defunciones anuales. En el caso del cancer de pulmon se
presentan 1,4 millones de defunciones al afio en el mundo, seguido por el
cancer de estdbmago, el de higado, el de colon y el cancer de mama (WHO,
2009).

En México, el 12.9% de las defunciones estan relacionadas con cancer y este
ocupa el tercer lugar (INEGI, 2007). En los varones, el 16.6% y en las mujeres
el 7.7% de los casos de muerte son debidos a cancer de traquea, bronquios y
pulmén (figura 1).

Los adenocarcinomas representan un 29,4% de todos los tipos de cancer de
pulmén y ha tenido un incremento de casos durante los ultimos afios. La
mayoria de los casos de adenocarcinoma de pulmén estan asociados al habito
de fumar y con pacientes con enfermedades pulmonares previas. Sin
embargo, entre aquéllos que nunca han fumado, los adenocarcinomas, son la
forma mas frecuente de cancer de pulmén. Llama la atencién que del 30 al
35% de los casos se presentan en pacientes jovenes, tanto fumadores como
en no fumadores (El-Torky, 1990; Green, 1993; Perng, 1996; Makitaro, 1999;

Albert, 2001).
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Figura 1. Distribucién porcentual de las principales causas de defuncién por tumores malignos
en México (INEGI, 2007).



3.1 Clasificacion del cancer pulmonar

El cancer de pulmén es un conjunto de enfermedades resultantes del
crecimiento maligno de células del tracto respiratorio. EI cancer pulmonar se
clasifico inicialmente segun su origen: en cancer pulmonar de células pequefias
(CPCP) y cancer pulmonar de células no pequeiias (CPCNP). EI CPCP se
asocia principalmente al tabaquismo (Rivera, 2002; Keith, 2009). Es la forma de
cancer pulmonar mas agresiva y generalmente comienza en los bronquios.
Aunque las células cancerosas son pequefas, crecen rapidamente y forman
tumores grandes. Estos tumores a menudo se diseminan con rapidez a otros
tejidos del cuerpo, incluyendo el cerebro, el higado y el hueso (Rivera, 2002).
En cambio, el CPCNP es mas frecuente y tiene comportamiento menos
agresivo, pero presenta variedades histolégicamente heterogéneas (Travis,
2004). Las variedades o tipos mas comunes son el carcinoma de células
epidermoides o escamosas, el adenocarcinoma y el carcinoma de células
grandes (figura 2). Estos tipos histolégicos presentan similitudes en cuanto a
los métodos de diagndéstico, la estadificacion, el prondstico y el tratamiento, por

lo que se consideran dentro de la misma clasificacion (Cancer, 2011).

Region central

CANCERDE PULMON DE CELULAS PEQUENAS
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

Bronquio primario

Bronquio secundario

Bronquio terciario

Regidn periférica
: ADENOCARCINOMA
Bronquiolo

Bronquiolo terminal

alveolo

Figura 2. Principales tipos histolégicos del cancer pulmonar (modificado de Sun, 2007).



3.2 Adenocarcinoma pulmonar

El adenocarcinoma es un carcinoma que tiene su origen en las células
epiteliales localizadas principalmente en la periferia del pulmén que constituyen
el revestimiento interno del sistema respiratorio, el cual contiene numerosas
células glandulares productoras de moco. El epitelio respiratorio tipico es
complejo, consta de seis tipos de células, a partir de cualquiera de éstas puede
desarrollarse la neoplasia (Albert, 2001). Como el origen del adenocarcinoma
pulmonar puede ser a partir de diversos tipos de células del epitelio bronquial,
éste presenta varios patrones histolégicos y de acuerdo a la clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud, existen diversos tipos de adenocarcinoma

(Travis, 2004):

1.

Con frecuencia este tumor se desarrolla lentamente y no suele causar sintomas

en sus estadios iniciales; como resultado, el adenocarcinoma a menudo se

Adenocarcinoma con mezcla de subtipo

2. Adenocarcinoma acinar
3.
4

Adenocarcinoma papilar
Carcinoma bronquioalveolar

e NO-MuCIin0So

e Mucinoso

¢ indeterminado (mezclado no-mucinoso y mucinoso)
Adenocarcinoma solido con produccion de moco

e adenocarcinoma fetal

e carcinoma mucinoso

e cistoadenocarcinoma mucinoso

e adenocarcinoma de células claras

e carcinoma de células en anillo de sello

descubre y diagnostica en estadios avanzados (Rivera, 2002).



3.3 Factores asociados al desarrollo del cancer
pulmonar

En general, el desarrollo del cancer o carcinogénesis es multifactorial,
participan factores tanto enddégenos como factores exdgenos (Sheu, 2008).
Para el caso concreto del cancer pulmonar existen factores exégenos como
entre los que se encuentran los factores fisicos como la radiacion ultravioleta y
la radiacion ionizante; los factores quimicos como la exposicién al asbesto, al
humo de lefia o al humo del tabaco y los factores biolégicos como las
infecciones crénicas causadas por determinados virus o bacterias (WHO,
2009). Entre los factores enddégenos mas importantes estan el envejecimiento,
las patologias que cursan con procesos inflamatorios cronicos como la
obesidad, el sobrepeso y diabetes, asi como la predisposicién genética (WHO,
2009).

3.4 Carcinogénesis

En las alteraciones moleculares en células neoplasicas frecuentemente
participan numerosos genes como oncogenes, genes asociados a factores de
transcripcion, genes supresores y a genes reguladores de ciclo celular (Salgia,
1998). Estos cambios genéticos se reflejan con frecuencia como cambios
morfolégicos, moleculares y bioguimicos los cuales estdn parcialmente
definidos.

La célula alterada desarrolla lesiones que van evolucionando hasta el
desarrollo de una neoplasia. Al inicio, las células alteradas conservan su
apariencia normal pero se multiplican y crecen de manera acelerada
desarrollando una hiperplasia. A partir de estas células con una proliferaciéon
acelerada, la progenie presenta una orientacion y morfologia atipica donde la
relacion nucleo/citoplasma y nucléolo/nucleo cambia, lo que se denomina como
displasia. Las alteraciones pueden conservar las uniones intrercelulares para
dar lugar a cancer in situ o bien si se pierden las uniones intercelulares, las

células neoplasicas empiezan a invadir el tejido subyacente y migrar por sangre



o linfa a otros tejidos para generar un cancer metastasico como se muestra en
la figura 3 (Weinberg, 1996).

Célula genéticamente

Hiperplasia Displasia

Figura 3. Cambios morfologicos durante la carcinogénesis (Weinberg, 1996).

3.5 Antigenos sacaridicos asociados a tumor

El comportamiento del tumor esta asociado a cambios genéticos y bioquimicos,
(Peracaula, 2007). Estas modificaciones se presentan comunmente en algunas
estructuras sacaridicas presentes en macromoléculas como las glicoproteinas,
lo que altera sus propiedades fisicoquimicas. Ademas estas modificaciones
frecuentemente generan nuevas estructuras antigénicas, consideradas como
nuevos epitopos o mejor dicho glicotopos por la presencia de estructuras
sacaridicas (Freire, 2002). Un ejemplo de esto es el antigeno T
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(GalB1,3GalNAc-O-Serina/Treonina) y su precursor, el antigeno Tn (GalNAc-O-
Serina/Treonina) (figura 4), asi como sus variantes con acido siélico, como el
antigeno sialil T y sialil Tn (Van den Steen, 1998; Freire, 2002).

Hay modificaciones en las estructuras sacaridicas que se deben a la alteracion
en la expresion de genes que codifican para las enzimas encargadas de la
glicosilacion (Ko, 1999; Dall"Olio, 2001). Dichos cambios se manifiestan como:
a) neosintesis, b) sintesis incompleta y c) cambios organizacionales de las
moléculas sacaridicas expresadas en la membrana celular (cuadro 1). Estos
cambios en glicanos se presentan con mayor frecuencia en las células de
diversos tipos de adenocarcinoma (Singhal, 1990), por lo que se ha propuesto
utilizar como marcadores moleculares para ayuda en el diagnéstico o del

prondéstico de pacientes con algunos tipos de cancer (Peracaula, 2008).

Cuadro 1. Cambios en carbohidratos asociados a cancer (Singhal, 1990)

Neosintesis

a. Carbohidratos periféricos de las series lacto Le X y Le Y, sialil Le X y sialil Le A en
adenocarcinoma

b. Sialil Tn en adenocarcinoma

Sintesis bloqueada o incompleta resultando en acumulaciéon del precursor

Expresion de glicoproteinas que contienen los antigenos Tny T en varios adenocarcinomas

Cambios organizacionales de carbohidratos en membranas causados por:

a. Densidad de carbohidratos

b. Longitud de la cadena de carbohidratos

c. Glicoconjugados adyacentes

d. Composicién de ceramidas

3.6 Caracteristicas de los glicanos

En la naturaleza existen varios tipos de glicanos, los mas comunes son los N-
glicanos y los O-glicanos (Freire, 2002). La diferencias entre O y N glicanos
radican en la naturaleza de la union que presenten entre la parte proteica o
lipidica y el carbohidrato. Los N-glicanos son complejos macromoleculares

formados a partir de un precursor sintetizado en el reticulo endoplasmico




rugoso (RER). Este precursor consta de un residuo de N-acetil glucosamina
(GIcNACc) unido al extremo amino (NH») terminal de un residuo de asparagina
(Asn) localizado en una proteina. Por otro lado los O-glicanos se forman por la
unién de un residuo N-acetil galactosamina (GalNAc) al hidroxilo (OH) de
serina [Ser (S)] o treonina [Thr (T)] (Van den Steen, 1998; Varki, 1999).

Todos los oligosacaridos con uniones de tipo N presentan un solo tipo de
estructura central o ndcleo sacaridico que en inglés se le conoce como “core”.
La elongacion o ramificacion de la parte sacaridica de la molécula siempre, se
da a partir de este “core”. La elongacion de la estructura sacaridica se debe a
la adicion subsecuente de residuos de monosacéaridos por alguna de las
enzimas glicosiltransferasas (GTs). Estas enzimas son especificas para cada
carbohidrato y se expresan de manera diferencial en cada tejido (Freire, 2002).
Las moléculas con glicosilacion tipo O, presentan mayor complejidad
estructural, ya que la elongacién o ramificacion parten de ocho tipos de

estructura centrales o “cores” (Freire, 2002) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estructura de los 8 “core” presentes en los O-glicanos (Freire, 2002).

Carbohidrato (s) enlazados Glicosiltransferasa
“core” Estructura
al antigeno Tn responsable
GalB1,3GalNAc-O-Ser/Tre
1 Gal i B3Gal-T
(Antigeno T)
2 GIcNAcB1,6Gal GIcNAcB1,6GalB1,3GalNAc-O-Ser/Tre B6GICNAC-T
3 GlcNAc GlIcNAc B1,3GalNAc-O-Ser/Ter B3GIcNAc-T
GIcNAc B1,6GIcNAcB1,3GalNAc-O-Ser/Ter
4 GIcNAcp1,6GIcNAc B6GICNAC-T
(Antigeno Tk)
5 GalNAc GalNAca1,3GalNAc-O-Ser/Ter a3GalNAc-T
6 GIcNAc GIcNAc B1,6GalNAc-O-Ser/Ter B6GICNAC-T
7 GalNAc GalNAca1,6GalNAc-O-Ser/Ter a6GalNAc-T
8 Gal Gala1,3GalNAc-O-Ser/Ter a3Gal-T

En los O-glicanos, la estructura inicial en la glicosilacion de las proteinas esta
formada entre un residuo de N-Acetil Galactosamina (GalNAc) que esta unida a
una serina [Ser (S)] o una treonina [Thr (T)] de la proteina. Esta estructura
GalNAca-Ser/Thr se conoce como antigeno Tn (figura 4). La estructura Tn es el
sustrato para las siguientes enzimas GTs, que en este caso es la
galactosiltransferasa-Tn (Gal-Tn), enzima que adiciona especificamente

residuos de galactosas (Gal) al antigeno Tn. La unidn subsecuente de una Gal




al antigeno Tn, genera el disacarido GalB1,3GalNAc o antigeno T (Thomsen-
Friedenreich) que corresponde al “core” 1 (Freire, 2002). La expresion de las
enzimas GTs esté regulada y depende de los estimulos del microambiente, de
la estirpe celular, de la fase del ciclo celular y del grado de diferenciacion de las
células. Por lo tanto, las estructuras O-glicosiladas varian segun el tipo celular y
el tejido (Chandrasekaran, 2006).

-\ UDP-GalNAc

o
dH,

GalNAc Serina

Figura 4. Estructura quimica del antigeno Tn

En los antigenos tumorales es comun encontrar 4 de los 8 tipos de “cores” de
los O-glicanos. A partir del antigeno T (“core” 1) se generan diversos antigenos
tumorales derivados de los grupos sanguineos como el antigeno Lewis X
(GIcNAcB1-6-Galp1-3GalNAc-O-Ser/Thr) y junto con sus variantes con mucosa
o acido sialico (Singhal, 1990) (figura 5).
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GICNACS1-6-Galg1-3GalNAc-O-Ser/Thr
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a s 4 Abs A lSA-LeX
LeX polimérico LeXtrimérico

SA-LeX polimérico

Figura 5. Sintesis de algunas variantes de antigeno Lewis asociados a neoplasias (Singhal,
1990)

El mejor representante de los O-glicanos son las mucinas. Estas son
glicoproteinas abundantes en el moco que recubre los epitelios. Las mucinas
son moléculas complejas de alto peso molecular las cuales presentan multiples
sitios de O-glicosilacién y simultineamente algunos sitios de N-glicosilacion.
Entre el 50 al 90% del peso total de las mucinas son carbohidrato. La region O-
glicosilada interviene en la funcion biologica de la molécula y la region N-
glicosilada participa en la estabilidad y plegamiento de la glicoproteina (Parry,
2006). Las mucinas se expresan en la parte apical de células del epitelio
respiratorio, gastrointestinal y tracto reproductivo, cuya funcién es protegerlos
de patdgenos y de toxinas ambientales (Hilkens, 1992; Gendler, 2001; Liu,
2002; Callaghan, 2006). La biosintesis de las mucinas es compleja y con
frecuencia presentan alteraciones durante la carcinogénesis (Reis,1998;
Gendler, 2001; Stepensky, 2006). Las alteraciones mas comunes de las
mucinas en las células neoplasicas radican en el tipo o el grado de
glicosilacion. Estas alteraciones estructurales afectan las caracteristicas

antigénicas de la molécula (Mouritsen, 1994).
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4. ANTECEDENTES

Existen aproximadamente 20 genes MUC que codifican para la parte proteica
de las mucinas. La expresion de cada gen es especifica para el 6rgano, tejido y
tipo celular. Algunos de ellos se han caracterizado completamente, como
MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC11 y
MUC12 (Gendler, 1995). Todas las mucinas tiene una estructura sacaridica
comun compuesta por tres regiones: a) una estructura central o “core” que es la
region donde se encuentran los carbohidratos mas cercanos al sitio de union
con la cadena peptidica, b) una regiéon llamada “esqueleto”, que determina la
longitud de la cadena sacaridica y la cual puede presentarse con 2 tipos de
estructuras: | esqueleto tipo 1, con un disacaridos enlace 1,3 (Galp1,3GIcNAc)
o el esqueleto tipo 2 con un enlace B1,4 (Galp1,4GIcNAc), cabe resaltar que la
Unica diferencia entre estas dos estructuras es el tipo de enlace que forman
entre el residuo Gal y la GIcNAc y finalmente c) la regién periférica, donde
habitualmente se encuentran los antigenos derivados de los grupo sanguineos
(Lewis A, Lewis X, Sialil Lewis A sialil Lewis X y Disialil Lewis A), es comun
encontrar que estas regiones sacaridicas terminan con los siguientes
monosacaridos (Osinaga, 2007):

e Galactosa

e N-acetilgalactosamina

e Fucosa

e Acido sidlico

4.1 MUC1y cancer

Entre las mucinas que tienen mayor asociacion con el cancer pulmonar esta la
mucina tipo 1 o MUCL1. Esta mucina esta codificada en el cromosoma 121 y
se le conoce también como Episialin, PEM, EMA, CD227 o antigeno CA15-3.
En epitelios normales MUCL1 se expresa el borde apical las células del epitelio.
Al igual que la mayoria de las mucinas, tiene la funcion de hidratar, lubricar y

proteger las células epiteliales del lado luminal de los tractos respiratorio,
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reproductor y gastrointestinal, su presencia en mucosas evita la adhesion de
microorganismos (McGuckin, 2007).

MUC1 es una glicoproteina transmembranal de tipol, con una regién o dominio
extracelular muy grande en comparacion con la mayoria de las glicoproteinas
de membrana. Consta de 1000 a 2200 aminoacidos organizados en multiples
regiones en tdndem de 20 aminoacidos (VNTR). Estas regiones contienen
residuos de serinas y treoninas, los principales sitios de O-glicosilacion de la
molécula, por lo tanto, la mayor parte de las estructuras sacaridicas se
concentran en esa region (Merlo, 1989; Muller, 1999; Croce, 2003) (figura 6). El
dominio citoplasmico de MUC1 en las células puede interactuar con varias
moléculas involucradas con la sefializaciobn que participan en el crecimiento
celular (Jonckheere, 2010; Bafna, 2010).

MUC1 también se expresa en algunas células hematopoyéticas como los
linfocitos T (Agrawal, 2005). En este caso MUCL1 tiene un papel relacionado
con la homeostasis, porque participa en la activacion de las células T, pero
también con la regulacion de otras moléculas tales como cateninas, integrinas
o cadherinas (McDermott, 2001; Agrawal, 2005).

CARBOHIDRATOS
ENLAZADOS
A LAS REPETICIONES EN

TANDEM SITIO DE
PROTEOLISIS
» N
[ DOMINIO
TRANSMEMBRANA
(28 a.a.)
N
N e B
TALLO
CITOPLASMICO
(72 a.a.)

Figura 6. Estructura de MUC1.

MUCL1 tiene 2 isoformas transmembranales generadas por empalme (splicing)
alternativo del mRNA designadas como MUC1/Y y como MUC1/X (figura 7). La
isoforma MUC1/X tan pronto como es sintetizada sufre autoprotedlisis entre
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una glicina (G) y una serina (S) presente en la secuencia glicina-serina-valina-
valina-valina (GSVVV). Esta secuencia se encuentra dentro en una region con
dominio conservado de 110 amino&cidos conocido como moédulo SEA (urchin
sperm proteinque). El sitio de corte genera dos subunidades ay B (Levitin,
2005). La subunidad o es secretada y se puede detectar en el suero de los
pacientes con cancer de mama de estadio Il y la subunidad B se queda unida a

la membrana de la célula (Hayes, 1986).

muc1itm
= muc1y muc1ix
SUBUNIDAD = -
a £ E &
§ 5%
Bt EXTRACELULAR
N
N [====-]
—
) ]
Xa
III MODULO III
T “SEA” JRap—

INTRACELULAR

Figura 7. Isoformas de la proteina MUC1 (MUC1/X y MUC1/Y)  (modificado de
Levitin, 2005).

Para cumplir con su funcién biolégica de proteccion en las células epiteliales
normales, la parte sacaridica de MUC1 se encuentra muy ramificada, causando
complejidad estructural a la molécula. En las células tumorales se modifica el
grado de glicosilacion y el patron de distribucion celular, por lo que MUC1
puede presentarse con diferentes grados de glicosilacion desde una forma no
glicosilada hasta una de baja complejidad sacaridica es decir hipoglicosilada o
bien una forma con una complejidad mayor es decir hiperglicosilada. Estas
variaciones dependen del tejido que esta transformandose hacia la neoplasia,
ademas la distribucion celular deja de ser apical, caracteristica de las células
epiteliales normales, para tener una distribucién uniforme alrededor de la célula

neoplasica e inclusive en el citoplasma (Ho, 1991; Copin, 2000; Leroy, 2006).
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4.2 Respuesta inmunoldgica a O- glicanos asociados a
tumor

Los adenocarcinomas se derivan de células epiteliales incluyendo a las células
del epitelio glandular endocrino que son productoras de mucinas por lo tanto se
presentan modificaciones estructurales. Estas modificaciones en la MUC1 son
consecuencia de la falta de activacién de algunas enzimas glicosiltransferasas
que participan en la glicosilacién pero también de la sobreexpresion de las
mismas (Clausen, 1996; Freire, 2003). Esto puede interrumpir, sobreexpresar o
modificar algunas estructuras sacaridicas (Taylor-Papadimitriou, 2002;
Hollingsworth, 2004). Por ejemplo, en la biosintesis de MUC1 se puede
expresar de manera anormal una sialiltransferasa que al afiadir residuos de
acido sidlico a la cadena sacaridica, funciona como una sefal de alto de la
biosintesis dando lugar a sialomucinas, o bien se puede interrumpir la
biosintesis en las primeras etapas por falta de expresion de estas enzimas,
esto da como resultado mucinas pobremente glicosiladas (Ugorski, 2002). En
esta situacion quedan expuestos los antigenos sacaridicos Tny T. (Reis, 1998;
Gendler, 2001). Las alteraciones cuantitativas y cualitativas de la MUC1, asi
como el cambio de distribucion en las células neoplasicas, influyen en el
comportamiento del tumor (Yamashita, 1995; Hollingsworth, 2004) y en la
caracteristicas antigénicas (Laidler, 1997; Couldrey, 2000).

Los determinantes antigénicos mas importantes en los tumores son de
naturaleza sacaridica por lo que son llamados “antigenos sacaridicos
asociados a tumor o TAAS por sus siglas en inglés, por lo tanto la
inmunogénicidad de los adenocarcinomas dependen del grado de glicosilacion
gue tienen las moléculas (Lisowska, 2002). En el caso de MUC1, el aumento
de la inmunogenicidad se debe a la presencia de cadenas sacaridicas cortas
como GalNAc-Ser/Thr (antigeno Tn) como consecuencia de la interrupcion de
la glicosilacion. Esto incrementa la respuesta citotoxica de poblaciones de
linfocitos T (Bohnenkamp, 2004; Mitchell, 2007).

La consecuencia biolégica es que MUC1 cuando tiene cadenas sacaridicas
simples o cortas por una interrupcion de la glicosilacion son mas antigénicas
que cuando se encuentra en la forma altamente glicosilada. La MUC1

hiperglicosilada se asocia a la progresién del tumor por dos razones: primero
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que las cadenas largas de carbohidratos en la molécula evita el reconocimiento
inmunoldgico de la célula neoplésica y porque al ser MUC1 una molécula
constitutiva de tejidos epiteliales normales existe tolerancia. En ambos casos la
respuesta antitumoral es menor, en cambio al sufrir la modificacion estructural
por la interrupcion de la glicosilacion aumenta el reconocimiento inmunolégico y
por consecuencia la activacion de mecanismos antitumorales efectores (Ho,
1991, Reis, 1998; Stepensky, 2006).

La presencia de poblaciones de leucocitos que infiltran el tumor como los
linfocitos T citotoxicos (CD8+), linfocitos T cooperadores (CD4+), células NK
(CD2+, CD16+ CD56+), macrofagos (CD14+, CD16+), células dendriticas
(CD123+CD11c-) y granulocitos (CD11b+CD18+) indican que hay una
respuesta inmune celular en contra del tumor. (Okada, 1995; McNerlan, 1998;
Tsuta, 2005; Characiejus, 2008).

La citotoxicidad de los linfocitos T CD8+ es uno de los mecanismos
antitumorales mas eficientes. En la correcta activacion de este tipo de células
se ha demostrado que si los péptidos que se presentan en el MHC estan
glicosilados, se activa de manera mas eficiente esta respuesta (Hanish, 2006;
Ninkovic, 2009). Por otro lado, la glicosilacion en los péptidos antigénicos se
protegen de la degradacion enzimética durante su procesamiento (Vlad, 2002).

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para entender si las caracteristicas estructurales que presentan los antigenos
tumorales estan implicados en la activacion de la respuesta inmune efectora
contra el tumor, es importante evaluar como ocurre este tipo de asociacion en
el microambiente del tumor. La asociacion entre estructuras antigénicas en los
tumores y el fenotipo de las poblaciones celulares infiltrantes podria sugerir que
esta asociacion puede servir como un parametro util para predecir la evolucion

de los pacientes.
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6. HIPOTESIS

El epitope Tn de la molécula MUC1l en tumores de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar correlaciona con el fenotipo efector de las células

citotoxicas infiltrantes.

7. OBJETIVO GENERAL

Identificar si el epitopo Tn de la molécula MUC1 en tumores de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar esta asociado con el fenotipo efector de las células

citotoxicas infiltrantes del tumor primario y de los tejidos con metéastasis.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar la presencia de los antigenos sacaridicos Tn, sialil Tnh 'y T
asociados a MUCL1 en cortes de tumor primario y de tejidos con metastasis
provenientes de pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

2. ldentificar los fenotipos efectores de las poblaciones infiltrantes del tumor
primario y de tejidos con metastasis provenientes de pacientes con

adenocarcinoma pulmonar.

9. MATERIALES Y METODOS
9.1 Muestras biolégicas

Se obtuvieron del Departamento de Patologia, muestras de 6 pacientes con
diagnéstico de adenocarcinoma pulmonar en estadio 4 de acuerdo al sistema

de clasificacion TNM (T = extension del tumor primario, N = ausencia o

presencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales, M = ausencia o

presencia de metastasis a distancia), los cuales habian fallecido en el Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER). Todos
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los casos analizados tuvieron metastasis hacia intestino, pleura, corazon,
suprarrenal, rifién, higado, diafragma, encéfalo; estos tejidos también fueron
incluidos en el estudio. Como control de las pruebas se incluyeron muestras
histol6gicas obtenidas del Servicio Médico Forense que correspondieron a
individuos sin datos patolégicos aparentes fallecidos en accidentes
automovilisticos.

Todos los pacientes con adenocarcinoma pulmonar incluidos en el estudio
tenian antecedentes de tabaquismo y el rango de edades fue de 52-80 afios
(cuadro 3).

Cuadro 3. Datos clinicos de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.*

CLASIFICACION

OTROS SOBREVIDA
HISTOLOGICA ; .
SEXO EDAD [TABAQUISMO| FACTORES DE DESPUES DEL METASTASIS
PREDOMINANTE DEL
RIESGO INGRESO AL INER

ADENOCARCINOMA

) ) Intestino, corazén, pleura,
Adenocarcinoma papilar . .
F ) ) ) 56 + lefia 2 meses suprarrenal, rifién, higado,
bien diferenciado ) i
diafragma, encéfalo

) ) Intestino, corazén, pleura,
Adenocarcinoma papilar . L
M ) ) ) 57 + - 3 afios 2meses | suprarrenal, rifion, higado,
bien diferenciado . )
diafragma, encéfalo

. ) Intestino, corazon, pleura,
Adenocarcinoma papilar ) . .
M ) ) ) 80 + hierro 9 meses suprarrenal, rifién, higado,
bien diferenciado )
diafragma, encéfalo

Adenocarcinoma Intestino, corazén, pleura,

M | de células grandes poco 52 + aluminio 9 meses suprarrenal, rifién, higado,
diferenciado diafragma, encéfalo

Adenocarcinoma Intestino, corazon, pleura,

F bronquioalveolar 77 + lefia 3 meses suprarrenal, rifién, higado,
mucinoso diafragma, encéfalo

) Intestino, corazén, pleura,
Adenocarcinoma de )
M } 57 + - 3 afios suprarrenal, rifién, higado,
células claras . i
diafragma, encéfalo

*Informacion tomada de los expedientes clinicos del Departamento de Archivo Clinico del INER y de los expedientes
del Departamento de Patologia del INER.

9.2 C(riterios de inclusion

Muestras de tejidos del tumor primario y de las metastasis de individuos que
fallecieron en INER con diagnostico de adenocarcinoma pulmonar en estadio
IV de acuerdo a la clasificacion TNM con expediente clinico y expediente

completo del Departamento de Patologia.
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9.3 Principio de la inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacion, sobre
muestras tisulares o citolégicas, de determinantes antigénicos caracteristicos
de distintas lineas de diferenciacion y funcionamiento celular. La aplicacion
directa de anticuerpos policlonales o monoclonales sobre secciones tisulares
permite la localizacion microanatomica de su expresion y su correlacion con los
pardmetros morfolégicos, aumentando la sensibilidad y especificidad del
estudio y proporcionando informacion adicional esencial en muchos casos
(Taylor, 1993).

9.4 Procesamiento de los tejidos

Se utilizaron tejidos incluidos en parafina obtenidos del Departamento de
Patologia del INER segun los criterios de inclusion. Posteriormente se
realizaron cortes seriados de 3um de espesor, los cuales fueron colocados en
los portaobjetos tratados con aminosilano (anexo 2), para proceder con el
desparafinado. La preparacion de los portaobjetos fue de la siguiente manera:
primero se trataron con una solucion de aminosilano al 3% en acetona,
sumergiéndolos durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
sacaron y se dejaron escurrir. Finalmente se lavaron por un minuto con agua
desionizada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Este procedimiento se
realizd para evitar que se desprendieran los cortes de los tejidos durante el

procesamiento.

9.5 Desparafinado y rehidratado de tejidos

Se utilizaron cortes seriados de los tejidos de 3um de espesor, los cuales se
desparafinaron, incubandolos a 50°C durante 30 minutos, para posteriormente
sumergirlos en xilol por 5 minutos, haciendo 2 cambios. Seguidamente se re-
hidrataron gradualmente con cambios de soluciones acuosas de etanol en el

siguiente orden:

Solucién Tiempo

1. Etanol absoluto anhidro 30 segundos
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Etanol absoluto anhidro

30 segundos

Etanol 96%

30 segundos

Etanol 96%

30 segundos

Etanol 80%

30 segundos

Etanol 70%

30 segundos

Etanol 60%

30 segundos

Etanol 50%

30 segundos

©f © Nl o g M WD

Agua destilada 5 Minutos

9.6 Recuperacion antigénica

Para el correcto reconocimiento de los anticuerpos con los tejidos que estaban
fijados y embebidos en parafina se realizo la recuperacion antigénica utilizando
las soluciones comerciales InmunoDNA Retriever EDTA (Dakko) y Diva
Decloaker (Biocare Medical) de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(cuadro 4). Los cortes ya desparafinados y rehidratados, se colocaron en un
vaso de Coplin de plastico con 50mL de la solucion de recuperacion antigénica.
Se tapd herméticamente el vaso de Coplin y se colocé en bafio Maria a
temperatura de ebullicion (90°C) durante 30 minutos.

Para evitar que se desprendiera el tejido, se dejo enfriar el vaso de Coplin con
las muestras antes de abrirlo, durante 20 minutos a temperatura ambiente, se

decantd la solucién y se lavé en dos tiempos con agua destilada.

9.7 Histoquimica con anticuerpos

Después de la recuperacion antigénica los cortes de pulmoén y de los tejidos
con metastasis se colocaron en una camara humeda para procesarlos con la
técnica de inmunohistoquimica. Se neutralizé la actividad de la peroxidasa
endogena de las células cubriendo el tejido con 100 pL de la soluciéon comercial
para inhibir la peroxidasa (Peroxidazed 1, Biocare Medical) por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, los tejidos se lavaron suavemente, con
la ayuda de una pizeta, con una solucion TBS-Tween (anexo 2) durante 10
segundos. Los sitios de enlace inespecifico del tejido se bloquearon con la

solucién comercial Background Eraser, Biocare Medical (anexo 1) cubriendo el
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tejido con 100 puL durante 10 minutos a temperatura ambiente, después se
elimind el exceso del bloqueador y posteriormente se incubaron con 100 pL del
anticuerpo primario previamente titulado de acuerdo al cuadro 4, durante 1 hora
a 37°C en camara humeda. Tiempo transcurrido, los tejidos se lavaron y se
cubrieron con 100 uL de un anticuerpo secundario universal (Labelled Polymer-
HRP anti-mouse) (anexo 1) durante 1 hora a 37°C y seguido de un lavado.
Después, la reaccibn se visualizd con la solucion reveladora comercial
Chromogen System (Biocare Medical) (anexo 2): la incubacion del los tejidos
fue de 1-3 minutos a temperatura ambiente monitoreando para evitar que el
reactivo dafie el tejido y se detuvo la reaccién Unicamente lavandolo con la
solucién TBS-Tween. Los tejidos se contratifieron con hematoxilina de Harris
(para definir las células) durante 30 segundos a temperatura ambiente, se
lavaron con agua de la llave y finalmente se sumergieron en solucion saturada
de carbonato de litio para virar el color y resaltar los nacleos a una tonalidad de
azul mas intenso. Por ultimo se cubrieron con 50 puL del medio de montaje
comercial EcoMount (Biocare Medical) para su conservacion y andlisis al

microscopio.

Cuadro 4. Caracteristicas de los anticuerpos primarios utilizados.

. ) ) o Distribucion . Recuperador
Anticuerpo Origen | Isotipo Marca Especificidad L *Concentracion .
de latincion de antigeno
. . Linfocitos T Membrana . InmunoDNA
cos8 raton IgG1k DakoCytomation citotéxicos celular 1:50 Retriever EDTA
Linfocitos T Uso directo
. . Membrana L InmunoDNA
CD4 ratéon 1gG1k Chemicon helper celular (predllwdo por el Retriever EDTA
fabricante)
Linfocitos T
activados
CD69 raton IgG1 Abcam (activacion Membrana 1:25 Inr_nunoDNA
celular Retriever EDTA
temprana)
Linfocitos T
cD25 ratén IgG1k Abcam activados Membrana 1:20 .
(activacion celular Diva Decloaker
tardia)
Linfocitos T
FOXP3 ratén 1gG3k Abcam reguladores Nucleo 1:25 InmunoDNA
Retriever EDTA
Normal:
borde apical de
la membrana
MUC1 raton 1gG1k Abcam Antigeno DF3 celular. Cancer: 1:50 Diva Decloaker
membrana
celulary
citoplasma
Membrana
. . celulary .
Tn ratéon IgM k Gene Tex Antigeno Tn citoplasma 1:50 Diva Decloaker
Sialil Tn ratén 1gG1 Abcam Antigeno Sialil Membrana 1:50
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citoplasma

3 . Membrana )
T raton 19G AbCam Antigeno T celular y 1:100 Diva Decloaker

citoplasma

Se utiliz6 como control positivo de la técnica, el anticuerpo de Vimentina de la marca Dako. Los anticuerpos se
diluyeron en TBS. **El anticuerpo esta prediluido y listo para usar. Informacién tomada de los insertos de los productos
de las casas comerciales.

9.8 Histoquimica con lectinas

Otro grupo de cortes histologicos ya desparafinados, rehidratados y con la
recuperacion antigénica, se colocaron en una camara hiumeda para procesarlos
para histoquimica utilizando lectinas acopladas a biotina. Todas las lectinas se
utilizaron a una concentracion de 50 uL/mL (cuadro 5). Antes de la aplicacién
de las lectinas en los tejidos, se hizo un bloqueo para los sitios de enlace
inespecifico de la lectina con el tejido utilizando en esta ocasidén una solucion
de albumina libre de inmunoglobulina (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Para valorar el reconocimiento especifico de las lectinas con los tejidos se
hicieron ensayos de competencia con los azucares especificos, utilizando una
solucién 0.2 mM de acido N-Acetil neuroaminico (Neu5AC) marca EY Labs
para las lectinas que reconocen al acido sidlico (Sigma), con una solucion
0.2mM de GalNAc (Sigma) para las lectinas ALL, PNA, JAC (cuadro 5).

El revelado de la reaccion de las lectinas biotiniladas en los tejidos se realizd
utilizando ExtrAvidin-Peroxidasa (Sigma-Aldrich) a dilucion 1:1000, durante 30
minutos a temperatura ambiente, en camara himeda. Al término del tiempo se
lavé con una solucion TBS.

La visualizacion de la reaccion se realizd con la solucién reveladora
Chromogen System (Biocare Medical) (anexo 2) incubando los tejidos de la
misma manera que con los anticuerpos a temperatura ambiente durante 10
segundos. Los cortes fueron contratefiidos con hematoxilina de Harris 5 min y
posteriormente se procedié a montarlos con resina, para hacer las valoraciones

microscopicas.

Cuadro 5. Caracteristicas de las lectinas utilizadas.

‘ Especificidad *concentracion
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Lectina Marca
Amaranthus leucocarpus Donado por Dr. E.Zenteno. Fac. Antigeno T 1:100
o lectina de amaranto (ALL) Medicina,UNAM (GalB1,3GalNAc-O-Ser) '
Arachis hypogea Antigeno T
. Eylabs 1:100
o lectina de cacahuate (PNA) (Galp1,3GalNAc-O-Ser)
Artocarpus integrifolia . Antigeno T
. . Calbiochem 1:100
o lectina de Jacalina (JAC) aGal(Galp1,3GalNAc-O-Ser)

*Las lectinas se diluyeron en TBS-calcio. La dilucién utilizada corresponde a 50 uL/mL. Los carbohidratos en negritas
son los reconocidos por las lectinas. Informacion tomada de los insertos de los productos de las casas comerciales.

9.9 Evaluacion microscopica

La cuantificacion de las marcas se realiz6 en 10 campos al azar en la zona del
tumor y el infiltrado se evaluo en la zona circundante al tumor. La cuantificacion
se realizé dos veces por diferentes observadores y se descartd el tejido
necrético. Se cuantificé el nimero de células por mm? (cuadro 6). El niimero de
campos equivalentes a 1 mm? de tejido, se calculd midiendo el diametro del
campo con un micrémetro objetivo marca Zeiss. Para el objetivo 40X en el que
basamos nuestras evaluaciones, el area se calcul6 (aplicando la férmula del
area del circulo) para cada campo de observacién y fue de 96211.5 pm?.
Finalmente se dividié 1x10° um? (equivalentes a 1mm?) entre el area del campo
calculada y se determiné que 10 campos 6pticos corresponden a 1mm? en el

microscopio Zeiss Optico modelo 1251CS con un ocular 10X.

Cuadro 6. Calculo del nimero de campos a evaluar para obtener un equivalente de 1 mm? de
tejido.

Objetivo 40X Ocular 10X
Area =1 r* donde,

m=23.1416
r = radio

Sustituyendo:
Area = (3.1416)(350 um)®= 96211.5 um?

1x10° um?96211.5 pm? = 10 campos
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9.10 Digitalizacion y analisis de imagenes

Las imagenes del microscopio Karl Zeiss Modelo 1251CS se digitalizaron con
la camara Sony Cyber-Shot DSC-W100 con una resolucién de 12.1 mega
pixeles. El analisis de las imagenes se realiz6 con el programa para analisis de
imagenes ImageJ (Imagen Processing and analisis in Java, versién 1.43) en
una computadora Macintosh.

Ademas, para los antigenos tumorales se evalué la distribucion de la tincion,
con el objetivo de 40x, en base a la localizacion de la tincién en: (MA) la zona
apical de las células, (MU) en la periferia de célula de manera uniforme y (C) en
el citoplasma. También se evallo la intensidad de la tincion en cada célula

como: (1) leve, (2) moderada y (3) intensa.

9.11 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz la prueba de chi cuadrada para cuantificar
la probabilidad de que nuestra asociacion o diferencia de variables se deba al
error de muestreo y el célculo de la correlacion de variables con la prueba de
Pearson y por regresion lineal simple, debido a que en nuestro estudio tenemos

variables aleatorias.

10. RESULTADOS

Se realizé una pre-seleccion de los expedientes del Departamento de Patologia
del INER de los casos de pacientes con diagnéstico de adenocarcinoma
pulmonar en estadios clinico 1V, que presentaron metastasis en varios tejidos
antes de fallecer. Se hizo una seleccién mas minuciosa de los casos en donde
el tumor expreso la forma hipoglicosilada de MUCL1 con la ayuda del anticuerpo
monoclonal contra MUC1 de la clona DF3 obtenido de la casa comercial
Abcam (Cambridge, UK). En estos casos se verificoO el infiltrado celular
inflamatorio mediante los cortes de los tumores primarios asi como en los
tejidos con metastasis tefiidos con hematoxilina (cuadro 3).

Uno de los problemas mayores con los adenocarcinomas de pulmén es la

frecuente heterogeneidad histologica. De hecho, es mas comun la mezcla de
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subtipos histologicos de adenocarcinoma que los tumores que consisten
puramente en un solo patrén de acinar, papilar, bronquioloalveolar y el
adenocarcinoma sélido con formacién mucinosa (Travis, 2004). Por lo tanto, es
posible encontrarse cualquiera de los subtipos histolégicos en el mismo tumor
de acuerdo a la clasificacion de la OMS.

Efectivamente, en la descripcion histologica de las muestras obtenidas del
tumor primario de pulmén se identificO esta heterogeneidad histolégica. En
nuestros casos encontramos que 3 de ellos tuvieron un predominio del subtipo
histoldégico papilar bien diferenciado, en un solo caso se observé el predominio
de subtipo histologico de células grandes poco diferenciado, en otro caso el
subtipo histolégico bronquioalveolar mucinoso y finalmente un hallazgo poco
comun fue que un caso presentd el subtipo histolégico de células claras
(cuadro 3).

En los cortes procesados por la técnica de inmunohistoquimica y tratados con
los anticuerpos monoclonales, después de analizar y cuantificar en cada corte,
el nimero de células tumorales y el nimero de linfocitos por mm? (utilizando los
criterios de evaluacion y a la metodologia descrita en la seccion de materiales y
métodos) encontramos los siguientes resultados.

En los tejidos con el tumor primario y con las metastasis, las proporciones de
las células infiltrantes fueron diferentes para cada tejido (tabla 1). Se puede
notar que existen 4 tendencias en la relacion entre las células neoplasicas con
las células infiltrantes. En encéfalo e higado habia en promedio 15 células
tumorales por cada célula infiltrante, en pulmén la relacién es de 5 a 1, en la
glandula suprearrenal, pleura y rifibn habia en promedio 2 células tumorales
por cada célula infiltrante. Finalmente en intestino y corazén la relacién fue
inversa habia en promedio 2 células infiltrantes por cada célula tumoral.

Debido a que la desviacion estandar en los datos era menor de 25 con un
rango de 0.5-25 y para facilitar el analisis de datos de los resultados se decidio

utilizar los promedios de los casos para cada tipo de tejido.
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Tabla 1. Relacién de las células infiltrantes de tumor con respecto a las células

tumorales.

CELULAS CELULAS -

LYY TUMORALES | INFILTRANTES NEHACON]
Higado 2516 128 16.6 : 1
Encéfalo 955 65 146:1
Pleura 1234 219 56:1
Glan. Suprarrenal 1168 531 2.1:1
Rifon 517 209 241
Diafragma 627 533 1.17:1
Pulmén 1235 847 14:1
Corazén 372 634 0.58:1
Intestino 1085 2179 049:1

Se evalué el nimero de células por 1 mm’ el nimero total de células neoplasicas y el nimero
de células inflamatorias infiltradas en cada tejido.

En la tabla 2 se muestran las subpoblaciones celulares CD4, CD8 y CD57
presentes en la periferia del tumor. El mayor porcentaje de linfocitos CD4+ se
observé en las metéastasis renales (19.66%) seguido de las metastasis en
diafragma, con un porcentaje de 17.69%. Al igual que en el caso del porcentaje
de linfocitos CD4+, el mayor porcentaje de linfocitos CD8+ se observo en la
metastasis renal (26.72%), por otra parte las metastasis en pleura, glandula
suprarrenal, diafragma y pulmon, el porcentaje de esta poblacion linfocitaria fue
muy parecida (17.48%, 15%, 15.98% y 13.45% respectivamente). Los linfocitos
CD57+ se observaron con mayor abundancia en los tejidos con metéstasis de
pleura (18.14%), encéfalo (16.7%) y diafragma (13.08%). En general, los
porcentajes promedio entre las poblaciones CD4+, CD8+ y CD57+ fueron muy

parecidos: 10.2%, 11.62% y 8.4% respectivamente (tabla 2, figura 8).

Tabla 2. Porcentaje de linfocitos con expresion de células CD4+, CD8+ y CD57+ en
adenocarcinoma pulmonar y metastasis presentes en 1mm?>.

% DE LINFOCITOS % DE OTRAS
TEJIDO % DE LINFOCITOS T
CD4+ CD8+ CD57+ POBLACIONES

Pulmén 4.43 13.45 9.51 27.39 72.61
Encéfalo 9.11 4.81 16.7 30.63 69.38
Glan. suprarrenal 12 15 3.37 30.37 69.63
Higado 6.24 1.73 2.84 10.81 89.19
Pleura 10.87 17.48 18.14 46.49 53.51
Diafragma 17.69 15.98 13.08 46.75 53.25
Intestino 6.41 4.99 1.31 12.71 87.29
Rifion 19.66 26.72 7.21 59.59 40.41
Corazén 5.46 4.48 3.95 13.89 86.11
Promedio 10.2 11.62 8.4 30.95 69.04

26



El 6.82% de los linfocitos infiltrantes de tumor primario (pulmon) expreso la
molécula de activacion CD25 mientras que el 29.67% expreso la molécula de
activacion temprana CD69. En los tejidos con metastasis fue muy bajo el
porcentaje de activacion de los linfocitos, solo el 21.53% de los linfocitos en
diafragma expresaron la molécula CD69 (tabla 3). En todos los tejidos se valoro
por inmunohistoquimica y anticuerpos monoclonales, la presencia del Factor de
transcripcion FoxP3, resultando negativo para todos los casos. FoxP3 junto con
CD25 se utilizan como marcadores de subpoblaciones celulares con funcién

reguladora, por lo tanto los tejidos analizados no presentaron esta poblacion.

Figura 8. Metastasis del miocardio con infiltrado linfocitario. Microfotografia con aumento
de 40X a) corte de miocardio normal tefiido con hematoxilina de Harris. En b), ¢) y d) se
observa la presencia de las de células neoplasicas con gran cantidad de citoplasma y nicleos
pleomorficos. En la micrografia b) se encuentran tefiidas en color marrén la poblaciones de
linfocitos CD8+ infiltrantes en la zona del tumor. En c¢) y d) se identifican tefliidos de color
marrén las poblaciones CD4 y CD57. Se utilizd la técnica de inmunohistoquimica con
anticuerpos monoclonales. (Digitalizacién de las imagenes con la camara Sony Cyber-Shot
DSC-W100 con resolucion de 12.1 mega pixeles).
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Tabla 3. Porcentaje de linfocitos con expresion de los marcadores de activacion CD25
y CD69 en adenocarcinoma pulmonar y metastasis, por mm?,

% DE LINFOCITOS % DE
% DE LINFOCITOS No. DE LINFOCITOS POR
TEJIDO LINFOCITOS )
CD25+ CD69+ NO ACTIVADOS mm
ACTIVADOS
Pulmén 6.82 29.67 36.49 63.51 847
Encéfalo 1 4 5 95 65
suprarrenal 1.55 0.52 2.07 97.93 531
Higado 1.12 1.96 3.08 96.92 128
Pleura 1.68 2.76 4.44 95.56 219
Diafragma 0 21.73 21.73 78.27 533
Intestino 0 0.34 0.34 99.66 2179
Rifién 1.12 1.49 2.61 97.39 209
Corazén 0 0.52 0.52 99.48 634
Promedio 1.47 6.99 8.47 91.52 593.88

Por medio de imnunohistoquimica se evalué la expresion de antigenos
sacaridicos asociados a tumor (TAAs sacaridicos) en los cortes de los tumores
primarios y en los tejidos con metastasis. Se encontr6 en todos los tejidos,
incubados con el anticuerpo monoclonal, la expresion de MUC1, excepto en el
diafragma. Los tejidos con mayor porcentaje de células que expresaron MUC1
fueron corazon (100%), encéfalo (98.06%), rifion (97.32%) y glandula
suprarrenal (94.6%). Se evalué la distribucién de las moléculas MUC1. En base
a su localizacion de la tincion se designaron como: (MA) marca en la zona
apical de las células, MU marca en la periferia de célula de manera uniforme y
(C) marca en el citoplasma. En los tejidos se observé que la tincion con el
anticuerpo contra MUC1 fue homogénea alrededor de toda la membrana,
inclusive se observé la marca en el citoplasma de la mayoria de las células
tumorales (figura 9). También se evalud la intensidad de la coloracién en las
células tumorales Para esta evaluacion se definio de manera arbitraria 3 tipos
de intensidad de tincion acuerdo a la percepcion de los observadores y
comparando entre las intensidades de tincion entre diversas muestras. Se
concluyé nominar como tincion leve (1), moderada (2) y fuerte (3), esto fue un
criterio que se utiliz6 para dar un valor cuantitativo para el analisis de los
tejidos. También esto se puede interpretar como la densidad de expresion la
molécula en este caso MUC1 es decir el numero de copias que tiene la

molécula en la célula.
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Tabla 4. Expresion y distribucion de los antigenos sacaridicos MUC1, Tn, sialil Tny T
en las células tumorales de los tejidos pulmonar y en los tejidos con metastasis.

MUC1 ANTIGENO Tn ANTIGENO T ANTIGENO STn No. DE
TE31DO CELULAS
% | DIST. | INT. % DIST. | IID. | % DIST. | I/ID. | % DIST. | I/D. | TUMORALES

POR mm?®
Pulmén 70.8 | MUIC 3 100 MU/C | 3C 62 MU/C 3 1235
Encéfalo 98 | MU/IC 3 100 | MU/C | 2 46 | MUIC | 3 955
Suprarrenal | 94.6 | MU/C 1 86.43 | MU/C 1 7.13 | MUIC 3 1168
Higado 51.2 | MU/IC 1 5463 | MU/IC | 2 | 021 | MUIC | 1 | 52.63 | MU/C- | 2- 2516
Pleura 37 MU/C 1 30.45 | MU/C 3 12.3 | MU/C 3 1234
Diafragma - - - 1.42 | MU/IC 1 627
Intestino 78.5 | MU/C 2 7159 | MU/C 2 MU/C 3 - - - 1085
Rifién 97.3 | MU/C 1 99.04 | MU/C | 1 | 0.67 | MU/IC | 3 - - - 517
Corazén 100 | MU/C 1 100 MuU/C 2 0.45 | MUIC 1 - - - 372

Los datos fueron obtenidos del andlisis de 1 mm? de tejidos, Se evalué la distribucion de la
marca de acuerdo a distribucién uniforme en la membrana plasmética (MU), distribucion
citoplasmica de la tincion (C) y la intensidad de la marca de acuerdo a leve (1), moderada (2) y
fuerte (3).

En los tejidos analizados se observo que el 100% de las células tumorales de
corazén expresaron MUC1 con una distribucion uniforme en toda la membrana
plasmatica (MU) y en el citoplasma (C), pero con una intensidad leve. En los
tejidos suprarrenal, encéfalo y renal, la mayoria de las células tumorales
expresaron MUC1 con una intensidad de 3 y distribucion MU y C. Cabe
mencionar que las células de diafragma no expresaron MUC1, pero si el
antigeno Tn débilmente. Con respecto a la expresion del antigeno Tn, también
todos los tejidos neoplasicos lo expresaron siguiendo el mismo patrén de
distribucién e intensidad que MUCL. Para el antigeno T hubo una considerable
disminucién del porcentaje de las células que lo expresaron, pero las positivas
en general no modificaron el patrén de distribucion de la reactividad, ni el grado
de intensidad. A diferencia de los antigenos mencionados, el antigeno sialil Tn
s6lo se expreso en la metastasis en higado y sélo en el 52.63% de las células
tumorales con distribucion MU y C e intensidad de 2 (tabla 4).

En la tabla 5 se observa que por cada célula tumoral que expres6 MUC1 se
expresd el antigeno Tn en una célula tumoral, es decir, la relacién fue de 1:1
para los tejidos encéfalo y rifion. Una relacion de 1 a 0.9 en tejido suprarrenal,
higado e intestino aunque en diafragma no se expresd el antigeno Tn.

Exceptuando los resultados de diafragma el coeficiente de correlacién lineal de
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Pearson que se obtuvo para los demas tejidos fue de r= 0.95, lo que indica que
existe una gran correlacién entre ambos antigenos (tabla 6).

En cambio en la tabla 5 también se observa que por cada célula tumoral del
pulmén que expresaba MUCL1 se expresoé el antigeno T en las mismas células
tumorales en una relacidén de 1:1, pero en los demas tejidos casi no se expreso
el antigeno T. En esta asociacién se calculd en general, es decir, sobre el
promedio de todos los tejidos y se encontré una correlacion de acuerdo al
coeficiente de correlacion lineal de Pearson una r= 0.16 (tabla 6).

Para identificar si esta asociacién era producto al azar o no se calculé por
medio del método de Chi cuadrada de Pearson, el valor de significancia de
estos resultados teniendo que una p mayor de 0.1 lo que indica que la hipétesis
nula se acepta, es decir “ en nuestro caso no hay asociacion entre las variables
(antigeno Tn y MUC1) (tabla 6).
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Figura 9. Inmunohistoquimica en tejido con adenocarcinoma pulmonar y de rifion y
encéfalo metastasicos. En la microfotografia con aumento de 40X se observa a) control de
epitelio bronquial sin neoplasia con distribucion apical de MUC1 en color marrén (100X), b)
tubulos renales sin neoplasia (40X) y c¢) encéfalo sin neoplasia (40X), negativo para MUCL1. (d,
e y f) corresponden a casos con adenocarcinoma. En d) se observa en rojo la distribucion
uniforme en membrana y citoplasma de MUC1 en las células tumorales con una intensidad
fuerte. En e) se observa en marrén la distribucion de MUC1 en la membrana de la célula
tumoral, no hay tincién de citoplasma. En f) la imagen corresponde a neoplasia en donde todas
las células tumorales expresan una tincién intensa de MUCL1 distribuida de manera uniforme en
toda la célula. (Digitalizacion de las imagenes con la camara Sony Cyber-Shot DSC-W100 con
resolucién de 12.1 mega pixeles).
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Figura 10. Expresién del antigeno Tn y Sialil Tn en tejidos metastasicos de corazén e
intestino con abundante infiltrado inflamatorio en la periferia del tumor. La
inmunohistoquimica de: a) el tejido cardiaco control sano y b) del tejido intestinal control sano,
no hay infiltrado y no expresan ninguno de los antigenos sacaridicos asociados a tumor.
Microfotografias c) y e) tejido cardiaco con metéstasis, en café se aprecian las marcas para el
antigeno Tn y el sialil Tn respectivamente. Microfotografias d) y f) muestra tejido intestinal con
metastasis. Las marcas marron corresponden al antigeno Tn (e) y sialil Tn (f). (Digitalizacion de
las imagenes con la camara Sony Cyber-Shot DSC-W100 con resolucién de 12.1 mega pixeles.
40x).

Tabla 5. Relacion de MUCL1 con el antigeno Tny MUC 1 con antigeno T.

Pulmén 70.82 100 0.7:1 Pulmén 70.82 62 1:0.9
Encéfalo 98.06 100 1:1 Encéfalo 98.06 4.6 21:01
Suprarrenal 94.6 86.43 09:1 Suprarrenal 94.6 7.13 13:01
Higado 51.17 54.63 09:1 Higado 51.17 0.206 255:01
Pleura 37.1 30.45 1:0.8 Pleura 37.1 12.3 1:03
Diafragma 0 1.42 0 Diafragma 0 0 0
Intestino 78.52 71.59 1: 0.9 Intestino 78.52 0.11 709 :1
Rifién 97.32 99-04 1:1 Rifién 97.32 0.67 161:01
Coraz6n 100 100 1:1 Corazo6n 100 0.45 222:01
Promedio 69.73 68 1:1 Promedio 69.7 9.7 7:1
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Tabla 6. Valores de (p) en las pruebas de Chi cuadrado para conocer el valor de significancia
y las asociaciones con el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los marcadores
sacaridicos asociados a tumor MUC1, Tn, sialil Tny T.

Corazon 0.06 0.21 0.03
Diafragma 0.07 0.38 0.05
Encéfalo 0.09 0.89 0.07
Higado 0.10 0.28 0.12
Intestino 0.11 0.16 0.18
Pleura 0.12 0.09 0.28
Pulmén 0.13 .0.06 0.43
Rifién 0.14 0.04 0.69
Glan. suprarrenal 0.00 0.00 0.00

Correlacion (r) 0.95 0.16 0.53

Tabla 7. Valores de (p) en las pruebas de Chi cuadrado para conocer el valor de significancia
y las asociaciones con el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los marcadores de
poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ y CD57+ con respecto al antigeno tumoral MUC1.

Corazon 0.44 0.11 0.15
Diafragma 0.83 0.10 0.24
Encéfalo 0.49 0.10 0.50
Higado 0.13 0.09 0.50
Intestino 0.10 0.09 0.23
Pleura 0.07 0.09 0.12
Pulmén 0.05 0.08 0.07
Rifion 0.04 0.08 0.05
Glan. suprarrenal 0.00 0.00 0.09

Correlacion (r) -0.25 -0.17 -0.48
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Tabla 8. Valores de (p) en las pruebas de Chi cuadrado para conocer el valor de significancia y
las asociaciones con el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los marcadores de
poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ y CD57+ con respecto al antigeno tumoral Tn.

Valores de p
Tejido
Tn/CD4 | Tn/CD8 | Tn/CD57
Corazon 0.16 0.15 0.15
Diafragma 0.26 0.25 0.24
Encéfalo 0.57 0.53 0.50
Higado 0.45 0.48 0.50
Intestino 0.22 0.23 0.23
Pleura 0.12 0.12 0.12
Pulmén 0.07 0.07 0.07
Rifién 0.05 0.05 0.05
Glan. suprarrenal 0.11 0.09 0.09

Ag/poblacién | Tn/CD4 | Tn/CD8 | Tn/CD57
Correlacion (r) -0.32 -0.08 -0.27

Tabla 9. Valores de (p) en las pruebas de Chi-cuadrado para conocer el valor de significancia y
las asociaciones con el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre el marcador de
activacion de linfocitos T CD25+ con las poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ y CD57+.

Tejido Valores de p
CD25/CD4 | CD25/CD8 | CD25/CD57
Corazon 0.63 0.63 0.64
Diafragma 0.72 0.72 0.73
Encéfalo 0.47 0.51 0.53
Higado 0.85 0.88 0.86
Intestino 0.85 0.81 0.86
Pleura 0.49 0.49 0.58
Pulmén 0.23 0.23 0.31
Rifion 0.74 0.75 0.76
Glan. suprarrenal 0.23 0.26 0.00
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Tabla 10. Valores de (p) en las pruebas de Chi cuadrado para conocer el valor de significancia
y las asociaciones con el coeficiente de correlacién de Pearsons (r) entre el marcador de
activacioén de linfocitos T CD69+ con las poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+.

Tejido CD4/CD69 | CD8/CD69
Corazoén 0.04 0.09
Diafragma 0.04 0.09
Encéfalo 0.07 0.12
Higado 0.13 0.19
Intestino 0.26 0.31
Pleura 0.57 0.57
Pulmon 0.45 0.57
Rifién 0.25 0.37
Suprarrenal 0.11 0.21

Poblaciones | CD4/CD69 | CD8/CD69
Correlacion (r) 0.07 -0.12

Por ultimo se determinaron las posibles glicoformas del antigeno T (tabla 11 y
figura 11) con el uso de las lectinas indicadas en el cuadro 6 en la seccion de
metodologia. Como se aprecia en la figura 11 hay un patrén de expresion
diferente del antigeno T reconocidos por las lectinas de cacahuate (PNA),
amaranto (ALL) y jacalina (JAC). No se sobreponen las marcas de las 3
lectinas en los tejidos, lo que nos indica la expresiéon de isoformas del antigeno
T. En la tabla 11 se muestran los datos obtenidos por 3 lectinas que reconocen
al antigeno T pero cada lectina reconoce isoformas diferentes.

Cabe mencionar que el reconocimiento del antigeno T para cada lectina no
solo depende de la presencia del disacarido Gal-GalNAc unido a la serina o
treonina del péptido, sino también del tipo de enlace que tiene con la siguiente
galactosa por lo que para ALL reconoce la estructura Gal1,3GalNAc-O-Ser,
uniéndose la lectina a la GalNAc, en cambio para PNA reconoce la estructura

Galpl,3GalNAc-O-Ser, pero uniéndose la lectina a Galpl y finalmente la
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JAC reconoce la estructura aGal(Galp1,3GalNAc-O-Ser) uniéndose la lectina a

aGal.

Tabla 11. Expresién de isoformas del antigeno T en las células tumorales en el tumor primario
y en los tejidos con metastasis, identificadas con 3 lectinas.

Pulmén 56 62 1235
Encéfalo 7.2 1.69 5.2 955
Glan. suprarrenal 17.8 1.19 2.4 1168
Higado 0.1 0.4 0.1 2516
Pleura 0.4 35.7 0.6 1234
Diafragma 0 - - 627
Intestino 0.3 - - 1085
Rifién 0.4 0.7 0.9 517
Corazon 0.7 0.2 0.5 372

Lectina de amaranto (ALL), lectina de cacahuate (PNA) y lectina jacalina (JAC)

Figura 11. Expresién de las isoformas del antigeno T identificado con lectinas. a) Corte
de higado sin neoplasia, sin presencia de antigeno T. b) Higado con metastastasis marcado en
marrén con la lectina de jacalina (JAC). ¢) Higado con metastasis marcado en color marrén con
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la lectina de amaranto (ALL). d) Higado con metastasis marcado en color marrdn con la lectina
de cacahuate (PNA). Nétese la coloracién en toda la membrana plasmatica y en el citoplasma
de la mayoria de las células neoplasicas (40X). (Digitalizaciéon de las imagenes con la cdmara
Sony Cyber-Shot DSC-W100 con resolucién de 12.1 mega pixeles).

11. DISCUSION

La presencia del infiltrado inflamatorio en un tumor y el tipo de poblaciones
celulares que en él se encuentran puede tener influencia en curso de la
enfermedad neoplasica. Inclusive algunos autores han propuesto que las
caracteristicas del infiltrado inflamatorio pueden ser utilizadas como un factor
prondstico para el paciente.

Las poblaciones celulares con capacidad citotoxica son las mas eficientes en la
respuesta antitumoral como los linfocitos T CD8+ en particular. La presencia de
estas poblaciones infiltrantes en la zona del tumor, no necesariamente indican
la actividad citotoxica contra el tumor. Para mantener la homeostasis, el
sistema inmune debe estar regulado para activar los mecanismos efectores
cuando sean requeridos. En el caso de las neoplasias, la respuesta inmune
antitumoral no siempre es eficiente, debido a que es comun que los tumores
presenten mecanismos de evasion inmune como la ausencia de un antigeno
tumoral lo suficientemente inmunogénico para activar los mecanismos
efectores de la respuesta antitumoral.

La mayoria de los estudios publicados para evaluar la respuesta inmune
antitumoral se hacen partir de células en circulacion, esto no necesariamente
revela cual es la situacion real de la respuesta inmune en la zona del tumor.
Los resultados obtenidos con las células en circulacion no consideran la
influencia del microambiente, ni el contacto fisico entre poblaciones y esto
seguramente deben ser factores decisivos para que se presente una respuesta
antitumoral eficiente (Hanahan, 2000). El infiltrado celular en la zona del tumor
es el reflejo del comportamiento antigénico de las células tumorales y de la
perdida de la tolerancia hacia las células tumorales (Kindig, 1995).

Durante varios afios se reporto la presencia de infiltrado inflamatorio en los
tumores malignos originados en varios tejidos como en mama, gastrico, colon y
testiculo, pero en pulmén la presencia de un infiltrado inflamatorio pobre es

comun (Soorae, 1997; Minami, 2005). La presencia de infiltrado inflamatorio en

37



general se relaciona con el buen pronéstico de los pacientes (Ishigami, 2000).
Sin embargo, la respuesta inmunolégica no siempre es un factor a favor del
paciente, sino que también puede ser en contra. Recientemente, se ha
demostrado la presencia de poblaciones de linfocitos T FoxP3+ con funcién
reguladora que en el caso de pacientes con cancer también tienen relacion con
un buen prondstico del paciente (Aruga, 2009). Contrario a lo reportado por
Bohling, 2008; Sasaki, 2008 y Mahmoud, 2010 en el que describen que estas
células regulan negativamente la respuesta inmune contra el tumor, lo que
permite su progresion. Por lo tanto, ain no es claro cudl es el papel de las
células efectoras de la respuesta inmune infiltrantes en el sitio del tumor y
porque no ejercen su accion antitumoral, aunque puede ser debido a la
secrecion de citocinas.

Si el infiltrado inflamatorio tiene un predominio de linfocitos T puede ser
considerado como un factor prondstico positivo para los pacientes ya que se ha
descrito la regresion del tumor (Eerola, 2000), sobre todo cuando la relacion de
linfocitos CD8+ es mayor que los CD4+ (Nakano, 2001). Este fenbmeno lo
encontramos en nuestros resultados solamente en el tejido pulmonar que es el
sito del tumor primario, en cambio en la mayoria de los tejidos con metastasis
la relacion se invirtio.

Existen reportes en la literatura donde asocian la magnitud del infiltrado con el
grado de diferenciaciéon del tumor (Tomsova, 2008). En nuestro estudio
encontramos que en la mayoria de los cortes, el infiltrado celular esta ubicado
en la periferia de los tumores bien diferenciados y con escasas células en el
estroma del tumor.

Se han descrito numerosos epitopos sacaridicos asociados al comportamiento
del tumor y a la regulacion de la respuesta inmune (Mouritsen, 1994; Gorocica,
2008), por lo que actualmente estan cobrando interés debido a su potencial uso
terapéutico, profilactico y diagndstico.

Por la misma naturaleza sacaridica de los antigenos asociados al tumor, estos
no son suficientemente inmunogénicos para activar una respuesta efectora
eficiente en contra los tumores (Chen, 2000). Ademas, las mucinas por
encontrarse de manera abundante como principal componente del moco en los
epitelios de revestimiento no provocan una respuesta inmune por encontrarse

un estado de tolerancia en contra de estas mucinas. La MUC1 no es la
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excepcion y en condiciones normales no es inmunogénica a menos que
durante la carcinogénesis se modifique su estructura y por lo tanto sus
caracteristicas antigénicas.

Esta bien documentado, que parte de las modificaciones estructurales que
presenta MUC1 dejan expuestos epitopos inmunogénicos de tipo sacaridico
como el antigeno Tn y el antigeno T (lrazoqui, 2005). Esto sucede al
interrumpirse la O-glicosilacion de la MUC1, lo que genera una molécula lo
suficientemente inmunogénica para activar la respuesta antitumoral. Es tal la
relevancia inmunoldgica de esta molécula alterada estructuralmente durante la
carcinogénesis de algunas neoplasias como los adenocarcinomas y en
especial de pulmoén que se ha propuesto para ser utilizada en el tratamiento y
seguimiento de los pacientes con cancer (Peracaula, 2008).

Cerca del 90% de los adenocarcionomas expresan alteracion en la glicosilacion
(Hakomori, 2001) y una gran proporcion presentan anticuerpos contra los
antigenos Ty Tn (Springer, 1997), lo que sugiere que hay una buena respuesta
contra esos epitopos sacaridicos.

Los antigenos Tn y T son expresados de manera normal en la superficie de
eritrocitos y en otras células mononucleadas en circulacién, pero no se
expresan normalmente en tejidos no sanguineos. Como estos antigenos son el
core 2 y son la base para la biosintesis del resto de las moléculas O-
glicosiladas determinada por la union de un residuo de N-acetilgalactosamina
(GalNAc) a una serina 0 una treonina del péptido que estan siendo O-
glicosilados. La estructura de las cadenas carbohidratas con uniones de tipo O
varia segun el tipo celular y el tejido analizado, dependiendo, entre otros
factores, del perfil de glicosiltransferasas, de sus actividades relativas, de la
localizacion subcelular de las enzimas y de las secuencias peptidicas
glicosilables. Por lo tanto pueden presentar variantes sobretodo con el tipo de
enlace o 0 p que forma para enlazarse con el siguiente carbohidrato por lo que
se decidio utilizar 3 lectinas para identificar a las posibles glicoformas de esos
antigenos. Las lectinas se utilizaron para reconocer al antigeno T fueron ALL,
PNA y Jac (cuadro 6). Nuestros resultados demuestran que efectivamente hay
diferencia en el patrén de reconocimiento para las lectinas en el mismo tejido,
esto nos confirma que existen glicoformas diferentes del antigeno T que se

expresan en las células tumorales (tabla 11).
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Se utilizé en el analisis estadistico la prueba de independencia Chi-cuadrado
porque nos permite determinar si existe una relacion entre dos variables
categoricas. En los andlisis estadisticos se encontrd en la mayoria de los casos
un valor de p para la prueba de Chi-cuadrado alto, es decir mayor a 0.1 lo que
indica que la expresion de los marcadores glicosilados MUC1 con Tn y MUCL1
con T en los tejidos analizados no eran tan diferente entre ellos. Esto indica
que no hay ninguna asociacion entre esos grupos de variable y por lo tanto la
diferencia no es estadisticamente significativa, por lo que si hay una alta
correlacion r= 0.95. Para los grupos de variables entre marcadores tumorales
glicosilados y soblaciones celulares solo para la asociacion MUC1/CD8
podemos ver en la tabla 7 que para la mayoria de los tejidos (excepto corazon,
diafragma y encéfalo) si hay asociacion entre esas variable y la diferencia si es

significativa aunque tienen una correlacion negativa r = -0.17.

12. CONCLUSION

El antigeno Tn en las células tumores de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar que expresan MUC1 correlaciona de manera casi perfecta por lo que
se puede concluir que ese epitopo esta coexpresandose en la misma molécula.
En las células tumores de pacientes con adenocarcinoma pulmonar que
expresan MUC1 existe una correlacion con el fenotipo de las células citotoxicas

CD8+ infiltrantes en el area del tumor.

13. PERSPECTIVAS

El area de la glicobiologia del cancer tiene grandes expectativas para encontrar
solucion a uno de los problemas de salud, econémico y social mas importantes
en la actualidad. Pero hay mucho camino por recorrer y enfocar nuestra
atencion en esta area puede aportar informacion que conlleve a desarrollar una

estrategia efectiva en contra del cancer.
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ANEXO 1

Reactivos utilizados

CAT Hematoxylin (Biocare Medical)

Etanol absoluto (Mallinckrodt )

Acetona (Merck )

Medio de montaje EcoMount (Biocare Medical)

Peroxidazed 1 (Biocare Medical )

Background Eraser (Biocare Medical)

Labelled Polymer-HRP anti-mouse (DakoCytomation)

Neuraminidase (sialidase) from Vibrio cholerae 1U (Boehringer
Mannheim)

Diva Decloaker 1X (Biocare)

ImmunoDNA Retriever EDTA 1X (Bio SB)

ExtrAvidin-Peroxidase (Sigma)

Aminosilano (Trimethoxysilyl) propyl methacrylate (Sigma)

DAB1000 Chromogen System (Biocare Medical)

1 mL de DAB Substrate Buffer (Biocare Medical)
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ANEXO 2

Soluciones utilizadas

Aminosilano al 3% en acetona

Mezclar:
o 7.5 mL de 3-(Trimethoxysilyl) propyl methacrylate (Sigma)
e 242 mL de acetona (Merck)

La solucion se almacena a una temperatura de 2-8'C y se utiliza una sola vez.

Solucién salina tamponada (TBS)
Mezclar:
e 2.42 g de Trizma® Base (Sigma)
e 8gde NaCl (J. T. Baker)
Ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 litro con agua desionizada. La solucion se

almacena a una temperatura de 2-8°C.

Alcohol al 60%

Mezclar:
e 60 mL de alcohol absoluto (Mallinckrodt)
e 40 mL de agua desionizada

La solucién se almacena a temperatura ambiente.

Alcohol al 70%

Mezclar:
e 70 mL de alcohol absoluto (Mallinckrodt)
e 30 mL de agua desionizada

La solucién se almacena a temperatura ambiente.

Alcohol al 80%

Mezclar:
e 80 mL de alcohol absoluto (Mallinckrodt)
e 20 mL de agua desionizada
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La solucién se almacena a temperatura ambiente.

Alcohol al 96%

Mezclar:
e 96 mL de alcohol absoluto (Mallinckrodt)
e 4 mL de agua desionizada

La solucion se almacena a temperatura ambiente.

TBS-Tween al 0.05%
Mezclar:
e llitrode TBSpH7.4
e 0.5 mL de Tween 20 (Sigma)

Almacenar la solucién a una temperatura de 2-8°C.

TBS-calcio 2mM
Pesar 0.22 g de cloruro de calcio (Productos Quimicos Monterrey) y aforar a 1

litro con TBS. La solucién se almacena a una temperatura de 2-8°C.

Solucién recuperadora de antigeno Diva Decloaker 1X
Mezclar:

e 45 mL de agua desionizada

e 5 mL de Diva Decloaker 10X, Biocare Medical

La solucién debe prepararse justo antes de usarla.

Solucion recuperadora de antigeno ImmunoDNA Retriever EDTA 1X
Mezclar:

e 2.5 mL de Diva Decloaker 20X (Bio SB)

e 47.5 mL de agua desionizada

La solucién se almacena a temperatura ambiente y es estable durante 2 afios.

Soluciéon de revelado
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Mezclar:
e 50 pL de DAB1000 Chromogen System (Biocare Medical)
e 1 mL de DAB Substrate Buffer (Biocare Medical)
Preparar la solucion justo antes de usarla.

Solucién saturada de carbonato de litio
Mezclar:
e 2 g de carbonato de litio (J. T. Baker)
e 50 mL de agua desionizada

La solucién es estable a temperatura ambiente.

Albumina al 1%

Mezclar:
e 1 gde albumina libre de Ig (Sigma)
e aforara 10 mL con TBS

Almacenar a -20°C hasta su uso.

Extravidina-peroxidasa [1:1000]
Mezclar:
e 1 L de ExtrAvidin-Peroxidase (Sigma)
e 999 uL de TBS
Almacenar a una temperatura de 2-8'C y si la solucién se oscurece debido al

almacenamiento prolongado, centrifugar antes de usar.
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