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1. Resumen

La mayoria de las muertes en el mundo se atribuyen a las enfermedades no
transmisibles, entre ellas, el cancer, el cual es la principal causa de muerte a nivel
mundial; en el 2012 se le atribuyeron 8.2 millones de muertes y se proyecta que los
decesos por el cancer en todo el mundo seguirdn aumentando, rebasando los 11
millones en el 2030. El término cancer engloba a un grupo de mas de 100 diferentes
tipos de enfermedades que tienen como principal caracteristica la proliferacion de
células anormales sin control ni orden. El tipo de cancer mas comun que afecta a
hombres y mujeres es diferente, siendo el cancer de mama el mas frecuente en las
mujeres, ademas de ser la segunda causa de muerte por cancer después del cancer de

pulmén.

La mejor forma para reducir la mortalidad causada por el cancer de mama es la
deteccion temprana de la enfermedad; sin embargo, debido a la naturaleza
asintomatica de este tipo de cancer en etapas tempranas y a la carencia de métodos
de diagnéstico efectivos para la deteccién precoz, es necesario desarrollar nuevos

meétodos de diagndstico para esta enfermedad en etapas tempranas.

En casi todos los tipos de cancer ocurren modificaciones en las glicosilaciones
presentes sobre la superficie de la membrana plasmatica de las células cancerosas en
estadios iniciales de la enfermedad; estos cambios también se han demostrado en
glicoproteinas provenientes de muestras de saliva y en el suero de pacientes con

cancer. Algunas alteraciones de las glicoproteinas provenientes de las células
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tumorales son especificas para ciertos tumores, estas caracteristicas les confieren
valor como factores prondsticos y, ademas, se consideran una herramienta muy valiosa
para poder detectar el cAncer oportunamente en el paciente y asi poder tratarlo con el

medicamento apropiado.

Para la deteccion de estas modificaciones en la glicosilacion, las lectinas se consideran
valiosas herramientas en biotecnologia ya que reconocen carbohidratos en la
membrana de las células, cortes de tejido y fluidos biolégicos para el diagnostico del
cancer, ademas de que son moléculas que se pueden obtener mediante técnicas
sencillas y de bajo costo, comparandolas con la obtenciéon de otro tipo de moléculas
gue se utilizan para la deteccion de moléculas glicosiladas, como son los anticuerpos
monoclonales; asimismo las técnicas en las que se emplean las lectinas para el analisis

de moléculas glicosiladas son faciles de llevar a cabo.

Por lo tanto, el presente trabajo monografico de actualizacion tiene como objetivo
recopilar informacién acerca de nuevas técnicas para la deteccidbn de marcadores
tumorales asociados al cancer de mama (como las glicoproteinas modificadas por el
desarrollo cancerigeno) utilizando las lectinas, las cuales puedan contribuir al
establecimiento de nuevos biomarcadores para la deteccién temprana del cancer de

mama.
2. Objetivo general

Revisar la informacion disponible sobre el uso de las lectinas como herramientas para
la identificacion de carbohidratos modificados de células cancerosas en el diagndstico

del cancer de mama.
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3. Introduccién

Hoy en dia las enfermedades no transmisibles son responsables de la mayoria de las
muertes en el mundo y se pronostica que el cancer sea la principal causa de muerte y
la barrera mas importante para aumentar la esperanza de vida en el siglo XXI. Segun
estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2018, se
diagnosticaron 18 millones de casos nuevos de cancer y el nimero de muertes en el
mundo por esta enfermedad correspondieron a 9.6 millones (Infocancer, 2018). El
término cancer se refiere a la pérdida de la homeostasis celular (la homeostasis se
define como los sistemas autoregulados que aseguran la persistencia de los seres
vivos en un medio continuamente cambiante) debido a alteraciones en el material
genético de las células lo cual provoca modificaciones en las caracteristicas
morfolégicas vy fisiolégicas de éstas (Rojas, 2017). El cancer engloba a un grupo de
més de 100 variantes de la enfermedad (Bustamante, Marin y Cardona, 2013) las
cuales presentan caracteristicas comunes en sus células cancerosas, como son: la
proliferacion celular alterada, la incapacidad para la diferenciacion, la pérdida de las
vias apoptoticas normales, la inestabilidad genética, la falta de respuesta a sefiales
externas inhibidoras del crecimiento, la intensificacién de la angiogénesis, la evasion
del sistema inmune, el cambio en el metabolismo celular y (en algunos casos) la
capacidad de hacer metastasis a 6rganos distantes de donde se origin6 en el tumor

(Figura 1) (Kasper et al., 2016). Todos estos cambios tienen una causa genética, es
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decir, aparecen cuando los genes experimentan alteraciones que no son corregidas por

los mecanismos de reparacion del material genético (Rojas, 2017).

El crecimiento de células con estas caracteristicas induce la formacion de tumores, los
cuales pueden ser tumores malignos y tumores benignos. Los tumores malignos
muestran alto grado de crecimiento, alta capacidad infiltrante, alta vascularizacién, no
suelen estar encapsulados y por lo mismo pueden invadir otras partes del tejido e
incluso a otros tejidos, es decir, hacen metéastasis; mientras que los tumores benignos
se caracterizan por mostrar un grado de proliferacion limitado, tienen poca
vascularizacion, permanecen localizados en su sitio de aparicion y estan rodeados por

una capsula de tejido fibroso (Wittekind y Neid, 2005).

Sostener una sefial Evasién de supre
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Figura 1. Caracteristicas que son compartidas por las células tumorales. Tomado de
Hanahan y Weinberg (2011).
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Respecto a los tipos de cancer, segun la OMS, se identifican cinco tipos principales de
esta enfermedad, los cuales son responsables del mayor nimero de fallecimientos: el
pulmonar (1 690 000 muertes), el hepético (788 000 defunciones), el colorrectal (774
000 decesos), el gastrico (754 000 fallecimientos) y el de mama (571 000 muertes)

(Organizacién Mundial de la Salud, 2018).

El cancer de mama es el tipo de enfermedad mas frecuente en la mujer y, después del
de pulmén, la segunda causa de muerte (Organizacién Mundial de la Salud, 2018). De
acuerdo con cifras del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en México,
las tasas de mortalidad observadas en cancer de mama han tenido un incremento del
2.20% en el periodo de 2011 a 2016; sin embargo, es en el afio 2016 donde se ubica la
tasa mas alta de ellas, con 16 defunciones por cada 100 000 mujeres de 20 afios en
adelante. De los tumores de mama, mas del 90% de ellos son malignos, por ello es
considerado un problema de salud publica mundial; ademas de que algunos oncélogos
han sefialado que el principal obstaculo en la lucha contra el cancer es el diagndstico

tardio (Sabadell, Izquierdo, Prats, y Modolell, 2016)

4. Cancer de mama

4.1 Anatomia de la mama

Las glandulas mamarias descansan sobre los musculos del pecho y estan constituidas
por tejido adiposo y tejido parenquimatoso que se divide en 15-20 l6bulos. Cada Iébulo
estd formado por una serie de conductos intralobulillares que desembocan en los

conductos galactoforos que se vierten a nivel del pezon. Estos conductos tienen un
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epitelio cilindrico o cubico y células de nucleo redondeado (Bland y Copeland, 2016).
Asimismo, la mama cuenta con circulacion arterial, drenaje venoso y drenaje linfatico.
La circulaciéon arterial se deriva de las arterias intercostales, axilares y torécicas. Las
ramas de la arteria toracica proporcionan la principal fuente de circulacion arterial. En
cuanto al drenaje venoso, en gran medida, se realiza por la vena toracica interna
(Cunningham, 2013). En el drenaje linfético, se han identificado tres rutas dominantes,
siendo la més importante aquella que va hacia la axila y recibe el 75%, o mas, del flujo
linfatico (Estourgie, Nieweg, Olmos, Rutgers y Kroon, 2013). Este drenaje linfatico tiene
su origen en redes cutaneas, redes glandulares y en los conductos galactéforos

(Figura 2) (Mora et al., 2013).

El sistema arterial, el sistema venoso y el sistema linfatico presentan una relevante
importancia en todos los tipos de cancer; por ejemplo, en el cancer de mama, se ha
observado que las células malignas, las cuales se desprenden del tejido mamario,
pueden dispersarse a otras partes del cuerpo al penetrar en los canales linfaticos y

vasculares, produciendo de esta forma la metastasis (Arango y Rodriguez, 2016).



Anatomia de la mama femenina
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Figura 2. Esquema de la anatomia del seno femenino. Tomado de Bethesda (2016).

4.2 Factores de riesgo y carcinogénesis de la mama

4.2.1 Factores de riesgo

El cancer de mama, como muchos otros tipos de cancer, es multifactorial; sin embargo,
los principales factores de riesgo de este cancer son: los antecedentes familiares de
cancer, la genética (por ejemplo, la mutaciéon positiva BRCA1/BRCA2, que son los
genes de cancer de mama 1y 2, respectivamente) (Cuenca, Beltran y Despaige, 2013),
la historia reproductiva (menarquia precoz, menopausia tardia, edad tardia del primer
embarazo a término o nuliparidad, no lactancia materna o lactar menos de 4 meses), la
terapia hormonal de reemplazo con estrégenos y progesterona (Antoine, Paesmans,
Rozenberg y Ameye, 2014), el empleo de anticonceptivos orales y los estilos de vida

(sedentarismo y consumo de alcohol) (Chlebowski y Anderson, 2015).
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4.2.2 Carcinogénesis de la mama

4.2.2.1 Ciclo celular

Todas las células normales tienen un control de crecimiento en el ciclo celular, el cual
es un proceso en el que las células se dividen y heredan a cada célula hija un juego
completo de sus genes para crear una copia de si mismas (Lagunas, Valle y Soto,
2014). El ciclo celular consta de cuatro etapas o fases cuyas caracteristicas son las

siguientes:

1. Fase Gu: las células aumentan de tamafio, producen &cido ribonucleico (ARN) y
sintetizan proteinas preparandose para replicar su acido desoxirribonucleico
(ADN). Al final de esta fase se encuentra un punto de control (CP-1, checking
point) donde se decide si la célula esta preparada o no para replicar su ADN.

2. Fase S: las células sintetizan ADN hasta duplicar su material genético.

3. Fase Gz: las células contindan creciendo y sintetizando proteinas mientras se
preparan para entrar a la fase de mitosis. Al final de esta fase hay otro punto de
control (CP-2) en el que se determina si la célula esta lista para dividirse o no.

4. Fase M: las células dejan de crecer y de sinterizar proteinas y se dividen. En la
mitad de la mitosis hay otro punto de control (CP-3) donde se evita que las
células con defectos terminen su division.

5. Fase Go: algunas células “se salen” del ciclo celular y dejan de dividirse de
manera temporal o permanente; se dice que las células entran a la fase GO

(Figura 3).
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Figura 3. Ciclo celular. Tomado de Rojas (2017).

Todas las fases del ciclo celular estan reguladas por diferentes proteinas pero
predominantemente por las ciclinas (C) y las cinasas dependientes de ciclinas (cyclin-
dependent kinases, CDK). Las CDK se enlazan a las ciclinas para formar los complejos
ciclina-CDK activos. Las ciclinas se producen y degradan constantemente dentro de la
célula y de esta manera regulan la actividad de las CDK. La actividad de los complejos
ciclina-CDK lleva a las células a ciertas etapas especificas del ciclo celular llamadas

puntos de chequeo o revision (check points) en las que se fosforilan proteinas cuyas




funciones son esenciales para pasar a la siguiente fase del ciclo. Si se detectan
defectos, los sustratos no se fosforilan y el ciclo celular se detiene.

Cuando el ciclo celular se ve afectado, ya sea por agentes externos (farmacos, virus,
rayos X, etc.) o por eventos endégenos (como es la mutacion de genes) las células
estan en predisposicion a desarrollar un tumor y esos cambios constantes, junto con

multiples factores, llevan al desarrollo del cancer (Rojas, 2017).
4.2.2.2 Carcinogénesis

Durante la carcinogénesis se presentan alteraciones en el material genético de las
células normales las cuales son resultado de eventos enddégenos, aunque también
pueden ser resultado de eventos exdgenos (por ejemplo, la exposicidon a radiaciones
ionizantes) (De Civetta y Civetta, 2013). La carcinogénesis ocurre debido a mutaciones
en el genoma como son las transiciones, las deleciones, las mutaciones puntuales de
protooncogenes y/o oncogenes y las mutaciones en los genes implicados en la
transduccion de sefiales celulares (Dominguez, 2013). Algunas de las alteraciones que
se presentan en la carcinogénesis incluyen las modificaciones en el metabolismo de las
células, en la reparacién del ADN y en la proliferacion celular, dando por resultado una
proliferacion en las células la cual no es controlada y es capaz de inmortalizarse para
obtener suficiente oxigeno y nutrientes, de esta manera la célula cancerosa forma una
nueva poblacion de células genéticamente diferentes a las originales, llevando acabo el
crecimiento de un tumor. La comprension de estos mecanismos es relevante en el
diagnadstico-pronaostico del cancer y en el disefio de nuevas estrategias de tratamiento

para esta enfermedad (Miguel, Arguelles y Pefa, 2016).
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Los protooncogenes son genes normales que codifican para proteinas que regulan de
varias formas la actividad del ciclo celular. Cuando los protooncogenes mutan o pierden
sus mecanismos de regulacién se transforman en oncogenes (Rojas, 2017), los cuales
codifican proteinas con funciones alteradas, estas funciones favorecen la proliferacion
celular y/o la invasion tumoral (Brandan et al., 2014). Estas proteinas, que son
codificadas por los oncogenes, se clasifican en 5 categorias: factores de transcripcion,
proteinas remodeladoras de la estructura de la cromatina, factores de crecimiento,
receptores de factores de crecimiento y reguladores de la apoptosis o0 muerte celular
programada (Bagci y Kutgdz, 2015). La ceélula también estd expuesta a sefiales
inhibidoras que detienen el crecimiento celular inducido por diversos estimulos y es
aqui donde otro tipo de genes participan, los genes supresores de tumores o anti-
oncogenes, los cuales presentan una gran importancia debido a que la inactivaciéon de
estos genes puede conducir al crecimiento inapropiado de las células. Los genes
supresores de tumores pueden codificar para cualquier proteina, desde un factor
inhibidor del crecimiento hasta algun componente de una ruta de sefializacion

inhibidora (Rojas, 2017) ; (Osborne, Wilson y Tripathy, 2015).
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Figura 4. Conjunto de alteraciones que pueden ocurrir cuando se inactivan los anti-
oncogenes. |I) Normalmente los oncogenes se mantienen como protooncogenes,
regulados por los anti-oncogenes. Il) Cuando los anti-oncogenes se inactivan por
mutacion, los protooncogenes se convierten en oncogenes, que activados producen
cantidades excesivas de los productos que codifican. Los cambios sefialados ocurren
en una misma ceélula o entre células vecinas. Tomado de Rojas (2017).

Dentro de la amplia gamma existente de oncogenes y genes supresores de tumores en
el cancer de mama, los ejemplos mas representativos de cada uno de ellos son HER2
(del inglés, human epidermal growth factor receptor 2), como ejemplo de un oncogen y
los genes BRCAL1 y BRCA2 (por sus siglas en inglés de breast cancer) como ejemplos
de genes supresores de tumores. El gen HER2 codifica para el receptor 2 del factor de

crecimiento epidérmico humano, el cual es un receptor transmembranal con funcion de
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tirosina cinasa de 185-kDa. La activacion de HER2 estimula cascadas de transduccion
de sefiales que conllevan a la proliferacion celular (Figura 5) (Omenn, Guan y Menor,
2014). La sobreexpresion o amplificacion de HER2 se presenta del 15 al 25% de los
tumores mamarios primarios y esta asociado a una disminucién de la supervivencia de

la paciente (Bagci y Kutg6z, 2015); (Vici et al., 2015).

Divisién celular excesiva

Receptor HER2 Sobreexpresion de HER2

Figura 5. Sobreexpresion de HER2 en el cancer de mama. La sobreexpresion de
HER2 induce la proliferacion celular, como se observa en la imagen de la derecha.
Tomado y modificado de Sabadell et al. (2016).

Las mutaciones en los genes supresores de tumores, BRCA1 y BRCA2, son las mas
frecuentemente asociadas al cancer de mama. Los productos de estos genes
participan en el mantenimiento de la integridad del ADN. ElI gen BRCA1 codifica una
fosfoproteina nuclear que se combina con otras proteinas codificadas por los genes
supresores de tumores, sensoras del dafio al ADN y transductoras de sefales para
formar un gran complejo proteico conocido como el “complejo de vigilancia del genoma
asociado al gen BRCA1”, esta proteina tiene un papel importante en la reparacion de

las roturas de la cadena doble de ADN. La proteina BRCAZ2 interacciona con la RAD51

13

——
| —



y sus paralogos para la reparacion de roturas de la doble cadena de ADN (Lazcano,
Escudero y Usanga, 2014). Las mutaciones de BRCAL1 aparecen alrededor del 5% de
los casos de cancer de mama y el 90% en pacientes con antecedentes patoldgicos
familiares de cancer de mama u ovario. La mutaciéon de uno de los dos genes es
suficiente para tener un tipo de cancer de mama de alto riesgo (Osborne, Wilson y

Tripathy, 2015).

4.3 Tipos de tumores mamarios

La mayoria de estos tumores se originan en el tejido glandular de la mama. Estos
tumores malignos son de origen epitelial y se denominan carcinomas. Los tres tipos de
tumores mas frecuentes son: carcinoma ductal invasivo o infiltrante (CDI), carcinoma
lobulillar invasivo o infiltrante (CLI) y carcinoma ductual in situ (CDIS). Se denomina
carcinoma in situ al tumor que no ha atravesado las uniones entre los tejidos. ElI CDIS
es el cancer mas comun, no invasivo y se localiza en los conductos mamarios. EIl CLI
es poco frecuente, presenta hiperplasia atipica y se origina en los lobulillos de la mama.
En el CDI, el tumor invade a los tejidos subyacentes vertiendo células a la sangre o a la
linfa, lo que genera metastasis y causa mortalidad si se afectan érganos vitales. El CDI
es el cancer mas comun, tiene comienzo en un canal o conducto lacteo, penetra la
pared del conducto e invade el tejido del seno, realizando metastasis. En cuanto al
carcinoma lobulillar invasivo o infiltrante, se origina en los lobulillos de la glandula
mamaria, propagandose a través de la pared de los lobulillos y también produce
metastasis (Guzman et al., 2013). En la Figura 6 se representan los distintos tipos de
tumores en el cancer de mama y el crecimiento de las células anormales presentes en

ellos.
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Células normales

Figura 6. Representacion de los tipos de tumores en cancer de mama. Tomado de
https://www.breastcancer.org/es/sintomas/tipos/cdis/diagnostico.

4.3.1 Deteccion por inmunohistoquimica (IHQ) de factores prondésticos en cancer
de mama
Se acepta por consenso, a nivel mundial, que el subtipo de cancer de mama puede ser
identificado por IHQ (Figura 7) (Goldhirsh et al., 2013). Se emplean cuatro marcadores:
receptores de estrogeno, receptores de progesterona, HER2 y Ki67 (su nombre
proviene del lugar donde fue descrito inicialmente, Kiel [Ki] y el nUmero del pocillo de la
placa de 96 en que se describid como antigeno presente en células de linfoma murino)
(Sabadell, I1zquierdo, Prats y Modolell, 2016). Ki67 es una proteina nuclear no histona,

cuya expresion esta unida a la proliferacion celular, presente en las fases activas del
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ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis) y ausente en las células en reposo (Polley et al.,
2013). En el carcinoma in situ, sélo se realizan estudios clinicos de receptores
hormonales. Sobre la base de los resultados de estos cuatro marcadores, se realiza la
clasificacion molecular del cAncer de mama para categorizar la enfermedad (Gonzalez

y Noblia, 2016).
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Figura 7. A) indice de proliferacion celular por la técnica de inmunohistoquimica (IHQ)
del marcador Ki67, utilizando el kit Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, Clon
MIB-1 de Dako (la presencia de color marron en la tincibn membranosa/citoplasmatica
da un resultado positivo) B) HER2 por técnica de IHQ utilizando el kit HerceptTest™ de
Dako (la presencia de color marrén en la membrana de las células indica un resultado
positivo para la sobreexpresion de la proteina HER2). Se observa un resultado de IHQ
positivo en donde la tincion de la membrana es completa e intensa en un porcentaje
mayor al 10% de células tumorales invasoras. Tomado de Sabadell, Izquierdo, Prats y
Modollel (2016).

4.3.1.1 Clasificacion molecular del cancer de mama mediante la técnica de IHQ

Aungue se encuentren tumores morfolégicamente iguales, siempre presentan diferente

perfil genético, lo que ayuda para su clasificacion en subtipos moleculares. Estos
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subtipos son evidenciados con técnicas de IHQ que permiten detectar el estatus de
receptores hormonales, tales como estrégeno y progesterona, ademas de la
oncoproteina HER2 y el indice de proliferacion Ki67. Con base a los marcadores
anteriores, se definen las categorias moleculares en los siguientes subtipos por IHQ:
luminal A, luminal B, HER2-positivo y simil basal (también llamado cancer de mama

triple negativo [TNBC]) (Gonzélez y Noblia, 2016).

4.3.1.1.1 Subtipo luminal

Los tumores luminales se clasifican de la siguiente manera:

-Luminal A: Presenta receptores hormonales positivos, HER2 negativo y Ki67 menores

del 14%.

-Luminal B: Tiene receptores hormonales positivos, HER2 negativo y Ki67 mayores o

iguales al 14%.

Este subtipo representa el 67% de los carcinomas mamarios y suelen incluir a la mayor
parte de los carcinomas ductuales, lo que significa que las células que revisten a los
conductos galactoforos del seno se han convertido en células malignas; sin embargo,
no se han propagado al tejido mamario circundante. Hay variantes histoldgicas
asociadas a este fenotipo, como: tubular, lobulillar clasico, neuroendocrinos y

mucinosos (Gonzalez y Noblia, 2016).

4.3.1.1.2 HER2-positivo
Es un tipo de carcinoma mamario muy heterogéneo que expresa HER2 y es negativo

para receptores hormonales. La proteina HER2 esta sobreexpresada en el 15% de los
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tumores de mama, lo que incrementa la agresividad bioldgica, y se asocia a una menor

sobrevida del paciente y con recaidas tempranas (Gonzélez y Noblia, 2016).

4.3.1.1.3 Subtipo basal (Simil basal)

Este tipo de tumores contiene expresion génica similar a la célula basal de los
conductos mamarios, son tumores negativos para receptores hormonales como
receptores de estrogenos (RE) y receptores de progesterona (RP) y para HER2
(también llamado TNBC), por lo tanto, estos tumores representan aproximadamente un
15% de los canceres de mama. El comportamiento biolégico del TNBC suele ser mas
agresivo y con una mayor tendencia a presentar metastasis en otros tejidos,
comparada con los otros subtipos de cancer de mama (Zaharia y Gémez, 2013) y
pueden presentar mutacion en la proteina supresora de tumores p53 (Gonzalez y

Noblia, 2016).

4.4 Estadificacion del cancer de mama

La estadificacion es la descripcion del crecimiento y/o diseminacion del cancer, para
determinar la etapa de esta enfermedad y su desarrollo. El sistema TNM (por sus siglas
que relacionan el tamafio del tumor “T”, la afectacién de los ganglios linfaticos “N”, de
‘node” en inglés y cualquier metastasis a distancia “M”) fue creado por la Union
Internacional contra el cancer (UICC) para la estadificacion de los tumores desde 1959.
Sin embargo, la UICC y la AJCC (American Joint Committee on Cancer) hace ya mas
de una década unificaron sus clasificaciones en un Uunico sistema TNM.

Universalmente, se acepta esta clasificacion para asi valorar con objetividad el conjunto
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de datos que orienten el camino mas adecuado para indicar un tratamiento primario
para la paciente. El sistema TNM clasifica los tumores por su extension anatoémica
mediante asignaciones y luego combina estos grupos en categorias similares desde el
punto de vista pronéstico, denominados estadios (Sabadell, 1zquierdo, Prats y Modolell,
2016). Esta clasificacion universalmente se acepta como la mejor; sin embargo, se
encuentra sujeta a revisiones y modificaciones, como ha sucedido frecuentemente en
los ultimos afios. La estadificacion brinda una orientacion de gran valor para indicar el
tratamiento primario, pero deben ser la valoracion y la clasificacion histopatolégica,
junto con la valoracion de los marcadores tumorales, las que determinen la indicacién
de terapias futuras y den la pauta para una mejor valoracion del pronéstico (Sanchez,

Sanchez y Erazo, 2018).

En el cuadro 1 y las tablas 1 y 2 se presenta la reciente actualizaciéon llevada a cabo

por la AJCC que conjunta las variedades de TNM para la estadificacion de los tumores.
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Cuadro 1. Sistema AJCC para la clasificacion del cancer de mama.

T (tumor)
Tx: no puede ser valorado.
TO: no hay evidencia de tumor primario.

Tis: carcinoma in situ
Tis (CDIS): carcinoma ductual in situ.
Tis (CLIS): carcinoma lobulillar in situ.
Tis (Paget): carcinoma in situ tipo Paget.

T1: tumor de menos de 2cm
T1mi: tumor de 1 mm o0 menos.
Tla: tumor mayor de 5 mm.
T1b: tumor de 5a 10 mm.

T1c: tumor de 10 a 20 mm.

T2: tumorde?2abcm

T3: tumor mayor de 5cm

T4: tumor de cualquier tamafio con:
T4a: tumor extendido a la pared costal.
T4b: presencia de edema, ulceracion o invaginacion.
Tac: T4a y T4b juntos.
T4d: cancer inflamatorio.,

N (ganglios, nodes)
Nx: ganglios que no pueden ser evaluados.
NO: ausencia de ganglios palpables.

N1:

N1mi: micrometastasis menores de 2 mm.

Nla: metastasis en uno o tres ganglios axilares menor a 5mm.

N1b: metastasis a los ganglios de la cadena mamaria interna (biopsia del
ganglio centinela).

N1c: metastasis de uno a tres ganglios axilares y ganglios de la cadena
mamaria interna.

N2:

N2a: metastasis entre cuatro y nueve ganglios axilares.

N2b: metastasis en los ganglios de la cadena mamaria interna, no en los de la
axila (deteccion clinica).

N3:
N3a: metastasis en 10 o mas ganglios axilares o subclaviculares.
N3b: metastasis en los ganglios de la cadena mamaria interna y en uno o mas
de la axila.
N3c: metastasis en los ganglios supraclaviculares ipsilaterales.
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M (metéastasis a distancia)
MO: No hay metastasis a distancia.

MO (i+): evidencia microscopica o molecular de las células tumorales en la médula
0sea, la sangre circulante o los ganglios linfaticos extrarregionales sin evidencia clinica
de metastasis.

M1: evidencia de metastasis distantes.

La combinacion de las diferentes TNM segun el grado de avance de la
enfermedad, configura la clasificacion y el estadiaje del cancer de mama segun la
AJCC.

Tabla 1. Estadios del cAncer de mama respecto a la clasificacion TNM.

Estadio Clasificacion TNM |
0 Tis, NO, MO
IA T1, NO, MO
IB TOO T1, N1mi, MO
A TO O T1* N1, MO
T2, NO, MO
1B T2, N1, MO
T3, NO, MO
A TO-T3, N2, MO
T3, N1, MO
1B T4, NO a N2, MO
nc T1laT4, N3, MO
v T1laT4, N1 AN3 M1

T: Tamafo, N: ganglio, M: metéstasis
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Tabla 2. Clasificacion del cancer de mama respecto a los marcadores presentes
y el tratamiento adecuado.

SUBTIPO DEFINICION TRATAMIENTO
Luminal A Luminal A Hormonoterapia
-*RE y/o **RP positivos
-**HER2 negativo
-xxrKi 67<14%
Luminal B Luminal B (HER2 Hormonoterapia +/-
negativo) citotoxicos
-RE y/o RP positivos
-HERZ2 negativo

-Ki 67>14%
Luminal B (HER2 positivo) Citotoxicos + Anti
-RE y/o RP positivos HER2+Hormonoterapia

-HER2 positivo
-Cualquier Ki67

HER2 HER2 positivo no lum.
-HER2 positivo Citotoxicos +Anti HER2
-RE y RP negativos

Basal-Like Triple negativo
-RE y RP negativos Citotoxicos

-HER2 negativo

*RE: receptores de estrogenos, **RP: receptores de progesterona, *HER2: gen que codifica
para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, ****Ki67: factor de proliferacién
celular.

441 Estadios del cancer de mama

Después de que se diagnostica el cancer de mama en la paciente, los médicos asignan
el estadio del cancer combinando las clasificaciones de la estadificacion TNM v,
ademas, se realizan pruebas para determinar si las células cancerosas se han
diseminado dentro de la mama o han migrado por la via linfatica o la via circulatoria a
otras partes del cuerpo y determinar también el tamafio del tumor (American Society of

Clinical Oncology, 2018).
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Para el caAncer de mama se aplican los siguientes estadios:

Estadio O (carcinoma in situ): En el estadio cero (0) las células cancerosas se
encuentran en los conductos y lobulillos del tejido mamario y no se han
diseminado en el tejido circundante de la mama. También se denomina cancer
no invasivo (Tis, NO, MO).

Estadio I: El estadio | se divide en los estadios IA 'y IB. En el estadio IA, el tumor
mide 2 centimetros o menos, el cancer no se ha diseminado fuera de la mama.
En el estadio IB se encuentran pequefios racimos de células cancerosas

(mayores a 0.2 mm pero no mayores a 2.0 mm) en los ganglios linfaticos.

Estadio II: El estadio Il se divide en los estadios IIA y 1IB. En el estadio IlA solo
se encuentran células cancerosas en 1-3 ganglios linfaticos en la axila o en los
ganglios linfaticos cerca del esternén, también puede que exista un tumor que
mida 2 cm 0o menos y se encuentran células cancerosas en 1-3 ganglios
linfaticos en la axila o en los ganglios linfaticos cerca del esternén o el tumor
puede medir mas de 2 cm, pero menos de 5 cm, y no se ha diseminado a los
ganglios linfaticos. En el estadio 1B, el tumor mide méas de 2 cm, pero no mas de
5 cm y se encuentran pequefios tumores (mayores a 0.2 mm pero menores a 2.0
mm) en los ganglios linfaticos; también el tumor puede medir mas de 2 cm, pero
no mas de 5 cm y las células cancerosas se encuentran en 1-3 ganglios
linfaticos de la axila o en los ganglios linfaticos cerca del esternon o el tumor
puede medir mas de 5 cm, pero no se ha diseminado a los ganglios linfaticos

axilares.
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e Estadio Ill: Estos tumores son mas grandes o estan creciendo hacia los tejidos
adyacentes o0 se han propagado a muchos ganglios linfaticos adyacentes. El
estadio Il se divide en los estadios IlIA, IlIB y IlIC. En el estadio IlIA el tumor, de
cualquier tamafo, se ha diseminado de 4 a 9 ganglios linfaticos axilares o a los
ganglios linfaticos mamarios internos. No se ha diseminado a otras partes del
cuerpo (TO, T1, T2 o T3, N2, MO0). El estadio IlIA también puede ser un tumor
mayor que 50 mm que se ha diseminado a un nimero mayor de 1-3 ganglios
linfaticos axilares (T3, N1, M0). En el estadio IlIB el tumor puede ser de cualquier
tamafio y el cancer se ha diseminado a la piel de la mama y ha causado
hinchazén o la aparicion de Ulceras. El cancer se pudo diseminar hasta 9
ganglios linfaticos de la axila o0 a los ganglios linfaticos cerca del esternén. En el
estadio IIIC, el tumor, que puede ser de cualquier tamafio, se ha diseminado a
10 o mas ganglios linfaticos axilares, a los ganglios linfaticos mamarios internos
0 a los ganglios linfaticos debajo de la clavicula. No se ha diseminado a otras
partes del cuerpo (cualquier T, N3, MO).

e Estadio IV: El cancer se disemind a otras partes del cuerpo; como el cerebro, el
pulmén, el higado o el hueso. Se observa cancer metastasico al momento del
primer diagndéstico de cancer en aproximadamente del 5 % al 6 % de los casos
(American Society of Clinical Oncology, 2018).

La Figura 8 ejemplifica el tamafio de los tumores en los diferentes estadios del cancer

de mama de acuerdo a la clasificacion TNM.
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Figura 8. Ejemplo del tamafio de los tumores y la localizacién de células cancerigenas
en diferentes estadios del cancer de mama. Tomado de https://www.cancer.net/es.
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4.5 Epidemiologia del cancer de mama

En el &mbito mundial, el cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en la poblacion
femenina, con un estimado de 2 088 849 nuevos casos diagnosticados en septiembre
del 2016, segun la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC)
(International Agency for Research on Cancer, 2016). El incremento en su incidencia se
registra en los paises mas desarrollados, como es el caso de Europa Occidental, con

relacion a los paises menos desarrollados (Globocan Cancer Observatory, 2018).

En América Latina, el cancer de mama es la neoplasia mas frecuente, con 152 059
casos diagnosticados anualmente; asi como la segunda causa de muerte por tumor
maligno con 43 208 defunciones (Organizacién Mundial de la Salud, 2018). La
incidencia y la mortalidad, segun la IARC, son mayores en las mujeres que superan los
40 afios, en comparacién con mujeres menores. Con base en las predicciones del
crecimiento poblacional, se estima que en afios futuros se presentaran nuevos casos y
mas muertes por cancer de mama (International Agency for Research on Cancer,

2016).

Respecto al panorama epidemiolégico en México, segun los datos del Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI), en el afio 2014, el cancer de mama represento la
segunda causa de muerte, con un incremento en las defunciones en el periodo de 2011
a 2016 (INEGI, 2018). En el afio 2016, de acuerdo con las cifras del INEGI, se ubicé la
tasa mas alta de muertes, con 16 defunciones por cada 100 000 mujeres. Las
entidades con mayor numero de fallecimientos por cancer de mama son: Sonora

(28.6%), Nuevo Leodn (26%), Coahuila (25.7%), Chihuahua (24.8%), Ciudad de México
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(24.7%) y Sinaloa (22.2%). La edad promedio en México de presentacion, respecto a

los casos de cancer de mama, es de 54.9 afios (Secretaria de Salud, 2015).
4.6 Tamizaje y diagnostico temprano del cancer de mama

Las medidas para diagnosticar el cancer de mama de manera precoz y asi reducir la
mortalidad en las pacientes con esta enfermedad se basan en el tamizaje y en el
diagndstico temprano, los cuales incluyen el autoexamen y la mamografia. El tamizaje
es una prueba realizada en las mujeres asintomaticas que distingue aquellas que
tienen la enfermedad de las que no tienen la enfermedad. Los objetivos del tamizaje
son la deteccion precoz de la enfermedad, con reduccion de las tasas de mortalidad,
asi como mejorar la calidad de vida; ademas el tamizaje debe presentar caracteristicas
como tener un costo reducido, ser facil de realizar y de interpretar. La técnica que
reune estos requisitos y es la mejor herramienta disponible para la deteccion del cancer
de mama en sus etapas iniciales es la mamografia (Lazcano, Escudero y Usanga,

2014).
4.6.1 Autoexamen

El autoexamen de mama lo efectia la propia mujer frente a un espejo. Como primer
paso, los brazos se dejan caer a lo largo del cuerpo y después se levantan por encima
de los hombros para realizar la busqueda de abultamientos, desviaciones del pezén o
descamacion de la piel. Posteriormente, se levanta el brazo izquierdo por detras de la
cabeza con el codo en alto y con la mano derecha se examina la mama izquierda
deslizando en forma circular los tres dedos intermedios de la mano alrededor del seno,

comenzando en la periferia hasta llegar al pezén (poner especial cuidado en el area de
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la mama que se encuentra entre el pezén y la axila). Se realiza el mismo procedimiento
en el seno derecho, pero ahora examindndose con la mano izquierda (Wiesner et al.,
2015). De esta manera, se podran detectar anormalidades fisicas en las mamas, por
ejemplo, la asimetria en el tamafio de las mamas, retraccion del pezon y desviacion de
la direccion de los pezones, entre otras. El segundo paso es la palpacion, la cual
comprende en explorar los cuadrantes internos, aredla y pezon con el propésito de
detectar alguna otra alteracién, como un abultamiento en la mama. El autoexamen se
debe realizar una vez por mes y de preferencia en los dias intermedios del ciclo
menstrual debido a que los niveles hormonales durante este ciclo pueden ocasionar

inflamacion y sensibilidad (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

4.6.2 La mamografia

La mamografia consiste en tomar radiografias de las mamas con una técnica
especifica y un aparato especialmente disefiado para ello y asi obtener las imagenes
radiograficas con un minimo posible de radiacion a la glandula (Figura 9)
(Organizacién Mundial de la Salud, 2017) ya que ésta puede causar rupturas de doble
cadena en el ADN, un tipo de lesion relacionada con el cancer. Por lo anterior, para las
mujeres que tienen un riesgo de presentar cancer de mama, la Sociedad Americana
Contra el Cancer recomienda efectuarse mamografias anualmente a partir de los 40
anos de edad. Esta frecuencia debe mantenerse hasta los 55 afios, a partir de lo cual
pueden empezar a realizarse la prueba cada dos afios. La Mammography Quality
Standards (MQSA) recomienda radiaciones menores de 0.30 rad (unidad de dosis de
radiacion absorbida) por imagen. Actualmente, la radiacién promedio que se aplica al

obtener cada imagen es de 0.16 rad (Breast Cancer Action, 2018).
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Mammography

Figura 9. Mamografia. El pecho se presiona entre dos placas. Tomado de Bethesda
(2016).

Los estudios a este respecto informan que la mamografia beneficia mas a los grupos
de mujeres de 50 afios 0 mas. Aquellas mujeres que pertenecen a familias donde hay
tendencia al cancer de mama, seran candidatas a mamografias a edades mas

tempranas (Organizacién Mundial de la Salud, 2017).

Las estimaciones del US National Cancer Institute apoyadas con CISNET (Cancer
Intervention and Surveillance Modeling Network) (Marmot et al., 2013) sugieren que al
menos el 20% de la reduccion observada en la incidencia y mortalidad del cancer de

mama se debe a la mamografia apoyada por otros estudios (Liu et al., 2018).
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5. Glicobiologia

5.1 Los carbohidratos

Los carbohidratos se conocen también como azlcares, sacaridos o glucidos. Muchos
glucidos, aunque no todos, poseen la férmula empirica (CH20)n; algunos glucidos
también contienen nitrogeno, fésforo y azufre. Desde el punto de vista quimico, se
definen como polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas (Laguna, Pifia, Martinez, Pardo
y Riveros, 2013) (Figura 10). Se forman durante la fotosintesis, proceso bioquimico
que se lleva a cabo en las plantas en el que se captura la energia luminosa y se utiliza
para impulsar la biosintesis de moléculas organicas con energia abundante a partir de
las moléculas CO2 y H20 o también mediante la gluconeogénesis, proceso que se lleva
cabo en los organismos superiores para la biosintesis de glucosa. A los carbohidratos
se les confieren una amplia gama de funciones biologicas, como fuentes de energia
(glucosa), elementos estructurales (celulosa y quitina en los vegetales y en los hongos,
respectivamente) y como precursores de la produccion de otras biomoléculas
(aminoécidos, lipidos, purinas y pirimidinas); sin embargo, en las Ultimas décadas, se
ha demostrado que los carbohidratos participan en procesos fisioldgicos y patolégicos
(McKee y McKee, 2014). Los carbohidratos se clasifican en monosacéridos,
disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos, segun el numero de unidades de azlcares
sencillos que contengan. Los monosacaridos o azucares sencillos son carbohidratos
gue no se pueden hidrolizar. Un disacéarido es un azucar que puede hidrolizarse a dos
monosacaridos; por ejemplo, la sacarosa. Los oligosacaridos consisten en cadenas
cortas de unidades de monosacaridos, o residuos, unidas por enlaces glicosidicos. Los

polisacaridos son polimeros que contienen mas de 20 unidades de monosacaridos;
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algunos polisacéaridos constan de centenares o millares de unidades de monosacaridos

(Nelson y Cox, 2014).

H 0 H H o H 0
Y \ / /
\(|1/ H—(:]—OH (|:/ \?/
HO—C—H HO—C—H
| H—C—OH H-C—0H
H—C—OH H—C—OH |
H—C—OH H—G—0H H—(I?—OH H—(IJ—OH
CH,0H CH,0H CHy0H CH,OH
D-Glucosa, p-Fructosa, p-Ribosa, 9-Desoxi-D-ribosa.

Figura 10. Monosacéridos representativos. Tomado de Nelson y Cox (2014).

Una gran parte de los &tomos de carbono a los que se unen los grupos hidroxilo son los
centros quirales (también llamados carbonos asimétricos) que dan lugar a muchos
estereoisomeros de los azlcares que se encuentran en la naturaleza (Nelson y Cox,
2014). Un centro quiral es cualquier atomo que tiene un conjunto de ligandos (o grupos
funcionales) diferentes entre si; los estereoisomeros tienen la misma secuencia en su

enlace, pero difieren en la orientacion de sus atomos en el espacio (Wade, 2016).

En cuanto a la estructura de los carbohidratos, el esqueleto de los monosacaridos
comunes consiste en una cadena de carbonos unidos por enlaces sencillos. En las
formas de cadena abierta, uno de los 4&tomos de carbono esta unido a un atomo de
oxigeno por un doble enlace, formando un grupo carbonilo; cada uno de los demas
atomos de carbono tiene un grupo hidroxilo. Si el grupo carbonilo se halla en un
extremo de la cadena carbonada, es un grupo aldehido y el monosacérido recibe el

nombre de aldosa; si el grupo carbonilo esta en otra posicién, es un grupo cetona y el
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monosacarido se denomina cetosa. Los atomos de carbono del monosacarido se
numeran empezando por el extremo de la cadena mas proximo al grupo carbonilo

(Nelson y Cox, 2014).

Para representar sobre el papel la estructura de los azucares se emplean las férmulas
de proyeccion de Fischer, las cuales evidencian la estereoquimica en todos los atomos
de carbono asimétricos. La proyeccion de Fischer representa cada atomo de carbono
asimétrico por medio de una cruz, con los enlaces horizontales hacia el espectador y
los enlaces verticales alejandose de él. La cadena de carbonos estd ordenada a lo
largo de los enlaces verticales, con el carbono 1 en la parte superior, los enlaces
horizontales se proyectan hacia fuera del plano del papel, hacia el lector y los enlaces
verticales se proyectan por detras del papel, alejandose del lector (Figura 11) (Wade,

2016).

La estructura ciclica de los azucares con frecuencia se dibuja en la proyeccion de
Haworth, la molécula se ve por arriba del plano del anillo; los enlaces mas cercanos al
observador son marcados y engrosados y los grupos hidroxilo estan por arriba o por
debajo del plano del anillo (Murray et al., 2013). También se utiliza la conformacién de
silla con posiciones axiales y ecuatoriales para colocar los sustituyentes, como son los

grupos hidroxilo (Figura 12) (Wade 2016).
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CHO CHO CH,OH CH,OH
I-II-E'-IDH H——OH .II"E'=II} t|2'=[}
HO®=C-aH . HO——H H-DI-{EZ-II-I 5 HO——H
I-I-'-ili'-'-l}H H——OH I-II-'-'I|:'-'-IDH H——0OH
I-I'-'-é'-l}H H——OH HwC-=0H H——OH
E‘HEDH CH,OH E'HEDH CH,0H
glucosa fructosa

Figura 11. Proyeccion de Fischer de los azUcares glucosa y fructosa. Tomado de
Wade (2016).

proveccitn de Haworth conformacion de silla (OH en el C1 axial)

Figura 12. Representacion ciclica de la glucosa como una proyeccion de Haworth y
una conformacion de silla. Tomado de Wade (2016).

Los esteroisdmeros de azucar con la forma D o L esta determinada por su relacién
espacial con el compuesto gliceraldehido (Figura 13) (Murray et al., 2013). Cuando el
grupo hidroxilo del atomo de carbono asimétrico se halla en la parte inferior a la
derecha en la formula de proyeccion de Fisher, el azicar es un isémero D; cuando el
grupo hidroxilo del carbono asimétrico se encuentra en la parte inferior a la izquierda es

un isomero L (Figura 14) (Nelson y Cox, 2014).

33

——
| —



O O
1 |l

'C—H C—H
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| -Glicerosa D-Glicerosa
(L-gliceraldehido) (D-gliceraldehido)

Figura 13. Isomerismo L y D del gliceraldehido. Tomado de Murray et al (2013).

CH,0H CH,0H CHO CHO
CHO CHO {|3=D n=:|: H—OH | HO—H
HO——H H—OH H—0OH | HO—H HO——H H——OH
|[H——0H| | |HO—H| |H——0H| | [HO—H| |H—H—0H| | [HO—TH]|
CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H
[-irensa L-rensa o-ibulosa L-ribulosa p-xilosa L-xilosa

Figura 14. Representacion de los isémeros D y L de monosacaridos. Tomado de Wade
(2016).

Todos los monosacaridos con cinco o mas atomos de carbono en su cadena suelen
encontrarse en disolucién acuosa en forma de estructuras ciclicas (en anillo), en las
gue el grupo carbonilo ha formado un enlace covalente con el oxigeno de un grupo
hidroxilo perteneciente a la misma cadena (Nelson y Cox, 2014); de esta manera, se
forman hemiacetales o hemicetales, si la estructura en anillo corresponde a una aldosa
0 cetosa, respectivamente, dando origen a los anémeros a y B, que es otro tipo de

esteroisomerismo en los azucares (Nelson y Cox, 2014). Cuando el anébmero con el
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grupo hidroxilo se encuentra en posicion axial (abajo) se le llama anémero a y al que
tiene el grupo hidroxilo en la posicion ecuatorial (arriba) se denomina andémero
(Figura 15). Las estructuras en anillo de los monosacaridos son similares a las
estructuras en anillo de pirano (un anillo de seis miembros) o furano (un anillo de cinco

miembros); suelen nombrarse piranosas y furanosas, respectivamente (Wade, 2016).

carbono anomérico

H
1.‘;;

fiorma de cadena abierta f-p-glocopiranosa

Figura 15. Andbmeros de la glucosa. El grupo hidroxilo en el carbono anomérico se
encuentra en posicion axial (arriba) en el anédmero a y, en la posicién ecuatorial (abajo)
el anoémero 3. Tomado de Wade (2016).

Ademas de las hexosas simples como la glucosa, la galactosa y la manosa, existe una
serie de derivados de los azucares en los que un grupo hidroxilo del compuesto original
esta reemplazado por otros sustituyentes, tal es el caso de la glucosamina, la
galactosamina y la manosamina, en donde el grupo hidroxilo en C-2 del compuesto

original se halla reemplazado por el grupo amino (Nelson y Cox, 2014).

Respecto a los disacaridos (tales como la maltosa, la lactosa y la sacarosa) estan
formados por dos monosacaridos unidos covalentemente mediante un enlace O-
glicosidico, que se forma cuando un grupo hidroxilo de un azlcar reacciona con el

carbono anomérico de otro (Figura 16). Este enlace puede ser a o B-glicosidico,
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dependiendo de la posicion que ocupa el grupo hidroxilo del primer monosacérido

(hacia abajo a y hacia arriba ) (Murray et al., 2013)

Figura 16. Proyeccion de Haworth del disacarido lactosa. Tomado de Nelson y Cox
(2014).

Los polisacaridos difieren entre si en la longitud de sus cadenas, en los tipos de
enlaces que se forman entre las unidades y en el grado de ramificacion. Los
homopolisacaridos contienen un Unico tipo de mondémero; en cambio los
heteropolisacéridos contienen dos o mas tipos diferentes (Figura 17) (Nelson y Cox,
2014); ademas sirven de reserva energética y de componentes estructurales en las
paredes celulares y en la matriz extracelular. Estos polisacaridos juegan un papel
central en el reconocimiento y la adhesion célula-célula, en la migracion celular durante
el desarrollo, en la coagulacion sanguinea, en la respuesta inmunitaria, en la

cicatrizacion de las heridas y en otros procesos celulares (Murray et al, 2013).
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Figura 17. Homo- y heteropolisacaridos. Tomado de Nelson y Cox (2014).

Las investigaciones de los procesos bioldgicos, como la transduccion de sefiales, las
interacciones célula-célula y la endocitosis, entre otros procesos, han descubierto que,
en general, se encuentra relacionada la participacion de glicoconjugados (los cuales
son conjugados de proteinas o lipidos unidos covalentemente a glucidos) con estos

procesos bioldgicos (Figura 18) (McKee y McKee, 2014).
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Figura 18. Glucidos (A) y glicoproteinas (B) en la célula. Los glucidos unidos a
proteinas de membrana y lipidos son, en especial, prominentes en la superficie externa
de las células. Tomado y modificado de McKee y McKee (2014).

5.2 Glicosilacién

La glicosilacion es un proceso bioquimico en el que se adiciona un gliucido a otra
molécula, esta molécula se domina aceptor. Una molécula aceptora puede ser de
naturaleza proteica o lipidica. Por ejemplo, en las glicoproteinas, la glicosilacion puede
ser una modificacion co- traduccional que se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico
(RE) o también puede ser un proceso post-traduccional, que modifica los residuos de
azucar unidos a las proteinas en diferentes compartimientos del aparato de Golgi

(Cylwik, Naklicki, Chrostek y Gruszewska, 2013). La transcripcion, la traduccion y el
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procesamiento posterior a la traduccion pueden variar segun el estado de
diferenciacion y el microambiente de cada célula (Henrissat, Surolia y Stanley, 2015).
La glicosilacion es un proceso dinamico que depende del tipo de células, de su estado
fisiologico de activacion/diferenciacién, de la expresion epigenética de diversas
enzimas (glicosiltransferasas y glicosidasas), de factores de crecimiento y de citosinas,

entre otros (Pinto, Morosi, Maller y Rabinovich, 2017).

Las glicoproteinas contienen una o mas cadenas de carbohidratos unidas de modo
covalente a la proteina. El glucido puede representar del 1 al 70% o mas de la masa de
la glicoproteina (Varki et al., 2017). Se encuentran normalmente en el lado externo de
la membrana plasmaética (formando parte del glicocalix), en la matriz extracelular y en la
membrana de los eritrocitos. Las porciones oligosacaridas de las proteinas son muy
heterogéneas y forman sitios altamente especificos para el reconocimiento y la afinidad
de las proteinas ligadoras de glucidos llamadas lectinas. Las glicoproteinas presentan
diversas funciones biolégicas (Tabla 3); entre éstas se encuentran funciones
protectoras, estabilizadoras, de organizacion y de sefializacién, etc. (Figura 19)
(Murray et al., 2013); un ejemplo de lo anterior es el glicocalix, que cubre a todas las
células eucariontas. La ubicacion externa de los glicanos en la mayoria de las
glicoproteinas puede proporcionar un escudo general para proteger al polipéptido
subyacente del reconocimiento por proteasas o0 anticuerpos. Los glicanos también
participan en el plegamiento adecuado de los polipéptidos recién sintetizados en el RE
y/o en el mantenimiento posterior de la solubilidad y conformacién de las proteinas, asi
mismo la glicosilacion también puede modular la interaccion de las proteinas entre siy

mediar un efecto de activacién o desactivacion en la célula.
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Tabla 3. Funciones bioldgicas de las glicoproteinas.

Glicoproteinas
Colagenos

Funcion
Molécula estructural.

Mucinas

Agente lubricante y protector.

Transferrina, ceruloplasmina

Moléculas de transporte.

Inmunoglobulinas, antigenos de

histocompatibilidad

Molécula inmunitaria.

Gonadotropina coridnica, hormona
estimulante de la tiroides (TSH)

Hormona.

Varias proteinas involucradas en
interacciones entre una célula y otra
(p. €j., espermatozoide-oocito), entre
virus y célula, entre bacteria y célula,
y entre hormonay célula

Sitio de
celular.

reconocimiento de fijacion

Ciertas proteinas plasméticas de
peces de agua fria

Anticongelante.

Lectinas, selectinas (lectinas de Interactia con carbohidratos
adherencia celular) especificos.
Diversas proteinas involucradas en Receptor.

la accion de

medicamentos

hormonas y

Calnexina, calreticulina

Participan en el plegado de ciertas
proteinas.

Notch (receptor en la transduccion
de seflales) y sus analogos,
proteinas clave en el desarrollo

Regulacion del desarrollo.

Glucoproteinas especificas sobre Hemostasia (y trombosis).
membranas de  superficie de
plaquetas

——
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Figura 19. Funciones biolégicas de los carbohidratos, los cuales funcionan como
ligandos de microorganismos o receptores de membrana en las células para el
reconocimiento de hormonas, anticuerpos, toxinas, etc. Tomado de
http://energiayconsumol16in.blogspot.com/2016/03/funciones-biologicas-de-los.html.

Las modificaciones en los carbohidratos afectan las propiedades fisicoquimicas de las
moléculas, lo cual genera nuevas estructuras que pueden ser consideradas como
determinantes antigénicos y podrian utilizarse como marcadores moleculares (Murray

et al., 2013).

5.2.1 Tipos de glicosilacion

A las glicoproteinas se les adicionan los oligosacaridos por distintos mecanismos,

siendo los principales: la N-glicosilacion y la O-glicosilacién. El glicido se une mediante
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un enlace O-glicosidico con el oxigeno del grupo hidroxilo de un residuo de serina (Ser)
o treonina (Thr) (O-unidos) o mediante un enlace N-glicosidico con el nitrégeno amidico

de un residuo de asparagina (Asn) (N-unidos) (Varki et al., 2017).

5.2.1.1 N-Glicosilacion

En este tipo de glicosilacion se lleva a cabo la sintesis de un oligosacarido precursor
unido a una molécula de dolicolfosfato (Dol-P) donde hay transferencia de este
oligosacarido al nitrdgeno de un residuo de asparagina del sitio consenso de
glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr) de la proteina (Figura 20), esto ocurre en el RE v,
finalmente, se lleva cabo el procesamiento del oligosacéarido por eliminacién y adicion
de diferentes azlcares. Las reacciones anteriores son catalizadas por glicosidasas y
glicosiltransferasas, para dar lugar a glicanos mas complejos y especializados, estos
mecanismos se efectlan en el RE y en el aparato de Golgi (Murray et al., 2013). Este
proceso de expresion de la glicoproteina puede regularse durante el desarrollo y la
diferenciacion de la célula, asi como también las modificaciones que se efectlan

cuando hay alguna patologia (Stanley, Schachter y Taniguchi, 2015).
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Figura 20. N-glicanos. Los N-glicanos (u oligosacaridos N-unidos) tienen un enlace N-
glicosidico con el nitrégeno de la amida del residuo de Asn. Tomado de Nelson y Cox
(2014).

En cuanto a los oligosacaridos unidos por N-glicosilacion, se encuentran tres clases
importantes de N-oligosacaridos: complejos, hibridos y con alto contenido de manosa.
Cada tipo comparte un pentasacérido, MansGIcNAc2, pero difieren en sus ramas
externas. La presencia del pentasacarido comuan se explica por el hecho de que las tres
clases de N-oligosacaridos comparten un mecanismo de biosintesis inicial. La mayoria
de todos los oligosacaridos complejos contienen 2, 3 0 4 ramas externas o0 antenas,
asi, pueden encontrarse estructuras biantenarias, triantenarias, tetraantenarias y

pentaantenarias. Otras cadenas complejas pueden terminar en los monosacaridos
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galactosa (Gal) o fucosa (Fuc). Los oligosacéridos con alto contenido de manosa (Man)
tipicamente tienen de dos a seis residuos de Man adicionales y enlazados al centro
pentasacérido. Las moléculas hibridas contienen caracteristicas de las otras dos clases

(Murray et al., 2013).

5.2.1.2 O-glicosilacién

La O glicosilacién de proteinas es un proceso en el que se lleva a cabo la unién de un
atomo de oxigeno del grupo hidroxilo de los aminoacidos de Ser o Thr hacia un azucar
como N-acetil-galactosamina (GalNAc-Ser[Thr]) (Figura 21). En este caso todo el
proceso tiene lugar en el lumen del Aparato de Golgi. Algunos ejemplos de O-glicanos
son los O-N-acetilglucosaminilglicanos (tipo mucina), los O-xilosilglicanos
(glucosaminoglicanos), los O-manosilglicanos y los O-fucosilglicanos (Murray et al.,

2013).
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Figura 21. O-glicanos. Los o-glicanos (u oligosacaridos o-unidos) tienen un enlace
glicosidico con el grupo hidroxilo de los residuos de Ser o Thr. Tomado de Nelson y
Cox (2014).

Por su gran complejidad y diversidad, los O-glicanos participan en diversas funciones,
por ejemplo: en la conformacién de la estructura secundaria y terciaria e inclusive de la
cuaternaria de algunas proteinas, como es el caso de las mucinas; ademas, muchos de
los O-glicanos presentes en las glicoproteinas participan activamente en el
reconocimiento celular actuando como ligando, asimismo se encuentran en diversas
moléculas que juegan un papel relevante en la regulacién de la respuesta inmunoldgica

y en la transduccion de sefiales (Gallegos et al., 2016).
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Las cadenas oligosacaridicas unidas a proteinas estan constituidas por tres regiones
principales: (a) el nucleo o core, es la region en donde se encuentran los carbohidratos
mas cercanos al sitio de unién con la cadena polipeptidica, (b) el esqueleto, es la
region en la cual se determina la longitud del oligosacérido y (c) la region periférica, en
la que se encuentran los antigenos de importancia bioldgica (Gallegos, Cuevas, Pérez,

Coutifio y Hernandez, 2013).

La biosintesis de glicanos esta determinada principalmente por las glicosiltransferasas
las cuales tienen la capacidad de catalizar una reaccién de transferencia de un azulcar
de un sustrato donador (por ejemplo, UDP-Gal, GDP-Fuc o CMP-Sia) a un sustrato
aceptor (por ejemplo, oligosacaridos, monosacéridos, proteinas, etc.). Su especificidad
es hacia el donante de azucar y hacia el aceptor de glicanos. El resultado final es un
polimero lineal y/o ramificado de monosacaridos unidos entre si (Rini, Esko y Varki,

2015).

Otras enzimas involucradas en la biosintesis de los glicanos son las glicosidasas que
eliminan monosacaridos para formar intermediarios que luego son activados por las

glicosiltransferasas (Rini, Esko y Varki, 2015).

5.2.2 Modificaciones secundarias a la glicosilacion

Frecuentemente se lleva a cabo otro tipo de modificaciones terminales en las
glicoproteinas, como es la sialilacion y la fucosilacion, las cuales estan implicadas en
funciones bioldgicas vitales y que también participan en el cancer (Vajaria y Patel,

2017).
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5.2.2.1 Sialilacién

Los &cidos sidlicos (Sia’s) pertenecen a una familia de monosacéaridos que comprenden
alrededor de 40 miembros derivados del acido neuramico, éstos pueden presentar
diferentes sustituyentes en el grupo amino o hidroxilo (Vinogradova, Flores, Larios,
Veldzquez y Yacaman, 2014). Los Sia’s se localizan en posicion terminal o lateral de
los oligosacéridos en las glicoproteinas (tanto en N-glicanos como en O-glicanos) y en
los glicolipidos. Debido a su posicion terminal y a sus caracteristicas fisicoquimicas, los
Sia’s participan en mecanismos de atraccion y repulsibn de cargas, desempefian
funciones como moduladores en el transporte de moléculas y participan en

interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Dadhich et al., 2014).

La biosintesis de algunos glicanos es finalizada de manera normal o anticipada por la
transferencia de Sia en las posiciones terminales de los carbohidratos. Esta
transferencia es mediada por alguna de las 12 sialiltransferasas (STs) especificas para

cada tipo de célula o tejido.

Los Sia’s pueden estar unidos en el enlace a-2,3 6 a-2,6 a residuos de Gal, el enlace
a-2,6 a residuos de N-acetil galactosamina (GalNAc) y el enlace a-2,8 a otro residuo de
Sia. La transferencia de Sia a los oligosacaridos se da a partir de un aztcar donador
activo el cual es el acido N-acetilneuraminico citidina-5’-monofosfato (CMP-Neu5Ac).
La sialilacion esta regulada por un balance de dos familias de enzimas: las
sialiltransferasas (que agregan Sia) y las sialidasas (0 neuraminidasas, Neu) que

eliminan Sia (Jacob et al, 2016). Las sialiltransferasas se clasifican en 4 familias con
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base en la cadena lateral de carbohidratos que sintetizan: ST3Gal (a2, 3-ST), ST6Gal

(a2, 6-ST), ST6GalNAc y ST8Sia (a2, 8-ST) (Ma et al., 2016).

El acido Neu5AC es la forma predominante del Sia. Su formula quimica es C11H19NOo.
La molécula del Sia esta compuesta por un anillo de piranosa en conformacién de

“silla” (Figura 22) (Hernandez et al., 2017).

H,COH
H?OH
HOHC COOH
0
CH3—E|—HN © OH
HO

Figura 22. Estructura quimica del Sia o Neu5Ac.

El Sia puede tener sustituciones de uno o mas grupos hidroxilo con grupos acetilo,
metilo, lactilo, fosfato o sulfato, con lo que cambia el significado biol6gico y las
propiedades de las moléculas que los contienen. Por ejemplo, una expresion alterada
del Sia puede estar asociada con el comportamiento de algunas neoplasias

(Hernandez et al., 2017).

5.2.2.2 Fucosilacién

La fucosilacion es otro de los procesos pertenecientes de la modificacion
postraduccional por glicosilacién de las proteinas. Consiste en la transferencia de un

residuo de Fuc (desde el sustrato donador activo que es el guanosin difosfato-fucosa,
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GDP-fucosa) a varios sustratos aceptores de azlcar, incluidos los oligosacéridos,
glicoproteinas y glicolipidos (Feng et al., 2016). Las moléculas fucosiladas tienen un
papel muy importante en diversos procesos biologicos y patoldgicos que ocurren en las
células eucariontas (desarrollo tisular, angiogénesis, adhesion celular, inflamacion,
diseminacion tumoral, entre otras) (Murray et al., 2013); por ejemplo, participa en
funciones reguladoras para moléculas de adhesion y receptores del factor de
crecimiento, como: la integrina a3p1, receptor del factor de crecimiento epidérmico y

receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (Wang et al., 2015).

Las reacciones de transferencia de unidades de Fuc son catalizadas por la familia de

enzimas llamadas fucosiltransferasas (FUT) (Yue et al., 2016).
Segun la posicion en la que se incorpore el residuo de Fuc, se encuentran:

e Fucosilacion a1-2, en este tipo de reaccion se afiaden residuos de Fuc mediante
el enlace a1-2 a la Gal terminal a un resto de lactosamina. Esta reaccion la
catalizan la FUT1 y la FUT2.

e Fucosilacién a1-3, se afaden unidades de Fuc mediante el enlace a1-3 a la
GIcNAc de una lactosamina. Esta reaccidn es catalizada por las enzimas FUT3,
FUT4, FUT5, FUT6, FUT7 y FUT9.

e Fucosilacién a1-4, se afiaden unidades de Fuc mediante el enlace a1-4. Esta
reaccion es caracteristica de las FUT3 y FUT5, que son las Unicas
glicosiltransferasas capaces de catalizar la formacion de mas de un tipo de

enlace, a1-3 o0 a1-4.
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e Fucosilacion a1-6, también denominada fucosilacion del core porque la
transferencia del residuo de Fuc mediante un enlace a1-6 se realiza sobre el
resto de GIcNAc mas interno del nucleo oligosacarido del N-glicano. La Unica
enzima capaz de catalizar esta transferencia es la a1-6 fucosiltransferasa,

codificada por el gen FUT8 (Fernandez, 2014).

5.3 Glicosilacién en cancer de mama

En los ultimos afios, la glicobiologia ha tenido un papel relevante en la investigacion del
cancer debido a que las moléculas glicosiladas participan en diversos mecanismos
relacionados con esta enfermedad. Se ha observado que los niveles de glicosilacion
estan relacionados con el aumento en la transformacion maligna de las células
tumorales y la metastasis (Vajaria y Patel, 2017); ademas, las alteraciones en la
expresion del glicano pueden estar relacionadas con una alta o baja expresién de
glicosiltransferasas (estas glicosiltransferasas estan reguladas a nivel de epigenética
en la transcripcién) y con su actividad; por otra parte se encuentra la disponibilidad y
presencia de donadores de nucledtidos de azucar y del buen funcionamiento del
aparato de Golgi, ya que es el sitio donde se localizan muchas glicosiltransferasas
(Padler, 2014). De esta forma, diferentes tipos de glicoconjugados interfieren en los
procesos relacionados con células cancerosas, por ejemplo, en el microambiente
tumoral (Pinho y Reis, 2015), la modificacion de los carbohidratos favorece la
progresion del tumor (en algunos casos) debido a las interacciones de los
carbohidratos con ligandos que promueven diseminaciéon, o bien, alteran el

reconocimiento normal por moléculas de la respuesta inmunologica (Gorocica, 2008).
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Los cambios mas frecuentes en el cancer, asociados a la glicosilacién, son la
sialilacién, fucosilacion, truncamiento de O-glicanos y en las ramificaciones de Ny O

glicanos (Pinho y Reis, 2015).

Recientemente, se encontré que existen niveles altos de Sia en las células cancerosas.
Vinogradova et al. (2014) demostraron que existen cantidades de Sia significativamente
mas altas en la saliva de pacientes con cancer de mama que en los controles,
utilizando espectroscopia mejorada de superficie Raman (SERS) (Vinogradova, Flores,
Larios, Velazquez y Yacaman, 2014). Por lo tanto, se ha sugerido a esta molécula
como un biomarcador que se puede obtener de manera no invasiva ya que no se
involucran instrumentos que perforen la piel o que penetren fisicamente en el cuerpo;
ademas la recoleccion de la muestra es simple, segura y no dolorosa para la paciente

(Hernandez et al., 2017).

Por otra parte, también se ha demostrado la presencia de otro tipo de moléculas
sialiladas en el cancer de mama, como es el antigeno sialil-Tn (Neu5Aca2-6GalNAca-
O-ser/Thr), también conocido como STn. El antigeno Tn y su forma sialilada (STn) son
moléculas que estdn presentes en todas las glicoproteinas con oligosacaridos O-
unidos. El antigeno Tn forma el esqueleto polipeptidico GalNAc -Thr/Ser presente en la
O-glicosilaciéon, el cual es el precursor del antigeno T o de Thomsen-Friedenreich
(Galp1,3GalNAc-Thr/Ser) que se forma mediante la accion de la glicosiltransferasa
B1,6GIcNAc-T (Pérez, Goncalvez, Mogollon y Bonfante, 2013). El antigeno STn
(NeuAc2, 6GalNAc-Thr/Ser) se genera mediante la actividad de una sialiltransferasa
gue incorpora Sia en union 02,6 al antigeno Tn (Pérez, Goncalves, Mogollon vy

Bonfante, 2013). Los antigenos Tn y STn estan presentes en el suero de pacientes con
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cancer de mama, en un 92%; por lo tanto, este aspecto plantea la posibilidad de la
utilidad de estas moléculas en el diagnostico precoz de esta enfermedad (Limpias,

Pérez, Acosta, Vega y Ricaurte, 2013).

Ma et al. (2016) identificaron alteraciones en los genes de las sialiltransferasas (STs)
en una linea celular, MDA-MB-231, la cual es una de las mas utilizadas en el estudio
experimental in vitro del cancer de mama y es obtenida de un adenocarcinoma muy
agresivo. Esta linea celular expreso los siguientes genes: ST6GALNACS, ST8SIA4 y
ST8SIAbL, los cuales regulan los glicoconjugados sialidados, mientras que MCF-10A,
otra linea celular de cancer de mama, pero menos agresiva, expresé en menor medida
los genes: ST6GALNACG6, ST8SIA2 y ST8SIA6. La importancia de estos genes radica
en que pueden ser indicativos del nivel de agresion en el cAncer de mama debido a que
en este estudio se demostré que el gen ST8SIA4 estuvo presente, en mayor medida,
en los tejidos de cancer de mama de pacientes y en las células MDA-MB-231, por lo
tanto, se especula que ST8SIA4 sea un factor clave en la progresién maligna de la
enfermedad, poniendo en evidencia la participacién de la glicosilacion en el desarrollo
de cancer de mama, en este caso, de los genes que codifican a glicanos sialidados (Ma

et al., 2016).

La fucosilacion es otro tipo de glicosilacion aberrante que se presenta en el cancer. Se
ha relacionado a la fucosilacion alterada con la transformacion maligna, invasion y
metastasis de ciertos tipos de cancer, como el hepatocelular, el gastrico, el pancreatico,
el prostatico y el cancer de mama (Mehta, Herrera y Block, 2015). La fucosilacion de
proteinas tiene importantes funciones reguladoras, por ejemplo; las glicoproteinas

fucosiladas participan como moléculas de adhesion y receptores de factores de
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crecimiento, como: la integrina a3B1, el receptor del factor de crecimiento epidérmico y
el receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (Wang et al., 2015).
Recientemente, se encontr6 que la expresibon de FUT8 (la cual es una
fucosiltransferasa involucrada en la fucosilacién de proteinas y su gen contribuye en la
malignidad de la expresion del cancer y de la metéstasis) se asocia con un pobre

prondstico hacia la paciente con cancer de mama (Yue et al., 2016).

Respecto a los cambios presentes en la N-glicosilacion, se presenta un aumento en la
ramificacion de GIcNAc en los N-glicanos, el cual se debe a una mayor actividad de
GnT-V (alfa-1,6-manosilglicoproteina 6-beta-N-acetilglucosaminiltransferasa,
involucrada en la sintesis de oligosacaridos unidos a proteinas y lipidos), que esta
codificada por el gen MGAT5. La expresion del gen MGATS5 esta regulada por RAS-
RAF-MAPK (secuencia de cinasas que participan en la sefalizacion intracelular), via
gue se activa en el cancer (Pinho y Reis, 2015) debido a las mutaciones que pueden
afectar a las distintas cinasas provocando que las células cancerosas adquieran
diversas funciones, como evadir la apoptosis, adquirir un potencial ilimitado de
replicacion y producir metastasis, entre otras (Mondragon et al., 2016). La
sobreexpresiéon de MGATS en una linea celular epitelial pulmonar resulté en la pérdida
de la inhibicién de contacto, aumento en la motilidad de las células y la formacién de
tumores en ratones atimicos, asi como en la metastasis en células de raton de

carcinoma mamario (Pinho y Reis, 2015).

Durante la transformacion tumoral maligna, en la O-glicosilacion aberrante, se observo
una sobreexpresion de glicanos truncados, como el disacarido Thomsen-Friedenreich

(antigeno T también conocido como nucleo 1) y el monosacarido GalNAc (conocido
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como Tn) y sus formas sialidadas (ST y STn) (Kudelka, Ju, Cummings y Heimburg,
2015). La forma STn rara vez se expresa en tejidos sanos normales, pero puede
detectarse en la mayoria de los carcinomas, entre ellos, el de mama (Scholz et al.,
2014), correlacionandose con el aumento del crecimiento tumoral, aumento en la
migracion de células tumorales y pobre prondstico para la paciente. Por lo tanto, se ha
propuesto a STn como un importante marcador de prondstico y objetivo para el disefio

de vacunas anticancerigenas (Burchell, Beatson, Graham, Taylor y Tajadura, 2018).

Por otro lado, se ha observado que las mucinas se modifican de manera estructural y
funcional como respuesta a procesos cancerigenos. Las mucinas son glicoproteinas
gue se caracterizan por tener cadenas complejas de oligosacaridos unidos mediante
enlaces O-glicosidicos (Van den Steen et al., 1998); por ejemplo, la presencia de la
mucina humana MUC1 en el tejido tumoral (la cual es una glicoproteina que constituye
uno de los principales componentes de la superficie de las células del tejido glandular),
provoca la pérdida de la polaridad de las células, interfiere en la adhesion celular y
protege a la célula tumoral del reconocimiento de células del sistema inmune,
favoreciendo de esta forma la metastasis (Li et al., 2006); ademas el acortamiento en
las cadenas de O-glicanos unidos a MUC1 genera que se expongan regiones en la
cadena polipeptidica que pueden ser inmunogénicas, permitiendo la generaciéon de
anticuerpos monoclonales contra éstas, los cuales han sido empleados en técnicas de

IHQ para la deteccion temprana del cancer de mama (Croce et al., 2006).

5.4 Lectinas
Las lectinas son un grupo de proteinas distribuidas en vegetales, animales y

microorganismos; son proteinas o glicoproteinas de union especifica a carbohidratos
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gue no modifican la estructura de los glucidos y no son producto de una respuesta
inmunolégica (a diferencia de los anticuerpos) (Murray et al., 2013). Las tablas 4 y 5
presentan algunas lectinas importantes y la especificidad que tienen hacia los

oligosacéridos, respectivamente.

Tabla 4. Algunas lectinas importantes.

Lectinas Ejemplos o comentarios

Lectinas de legumbres Concanavalina A, lectina de chicharo.

Aglutinina de germen de trigo Ampliamente usada en estudios de
superficies de células normales y células
cancerosas.

Ricino Glicoproteina citotoxica derivada de las
semillas de la planta ricino.

Toxinas bacterianas Enterotoxina E.coli labil al calor y toxina

del colera Vibrio cholera.

Hemaglutinina del virus de lainfluenza Se encarga de la fijacion de la célula
huésped.

Lectinas tipo C Se caracterizan por un dominio de
reconocimiento de carbohidrato (CDR)
dependiente de Ca?*, incluyen el receptor
de asialoglicoproteina de mamifero, las
selectinas y la proteina de union a
manosa. Como: Langerina y DC-SIGN.

Lectinade tipo S Lectinas de origen animal de union a (-
galactosidasa con funciones en
interacciones entre una célula y otra, y
entre célula y matriz.

Lectinas tipo | Miembros de la superfamilia de
inmunoglobulina, p. €j., la sialoadhesina
media la adherencia de macréfagos a
diversas células.
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Tabla 5. Tres lectinas vegetales y los azlcares con los cuales interactdan.

Lectina Abreviatura Azucares
Canavalia ensiformis ConA a-D-manosa y a-D-glucosa
Amaranthus leucocarpus ALL N-acetil-a-D-galactosamina
Triticum vulgare WGA N-acetil-B-D-glucosamina

Las lectinas casi siempre presentan especificidad para la naturaleza anomérica del enlace
glicosidico (a o B).

Las interacciones moleculares basadas en el reconocimiento especifico entre las
lectinas y glicanos cumplen un papel muy importante en multiples procesos biolégicos,
ya que reconocen carbohidratos terminales especificos de los glicoconjugados en
células, cortes de tejidos y fluidos biol6gicos, siendo valiosas herramientas en
biotecnologia, incluyendo el diagnostico y aplicaciones terapéuticas (Barroso et al.,

2017); (Da Silva et al., 2014); (Hirabayashi, 2015).

5.4.1 El dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC) de las lectinas

El analisis de la estructura de diferentes monomeros de lectinas ha revelado una alta
similitud estructural entre estas moléculas. Los aminoacidos conservados en las
lectinas incluyen aquellos que corresponden al dominio de reconocimiento de
carbohidrato (DRC) (Bezerra et al., 2013). El DRC es una de las caracteristicas
estructurales ampliamente estudiada de las lectinas (Varki, Etzler, Cummings y Esko,
2015). ElI DRC presenta dos subsitios, el primero de ellos corresponde al sitio donde se
da la interaccion con el monosacarido, mientras que el otro, que se conoce como sitio
extendido, permite la interaccién con oligosacaridos mas complejos. EI DRC posee la

capacidad de unirse a ciertos azlUcares mediante interacciones moleculares no
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covalentes, como puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas (Vazquez,

Rivadeneyra y Diaz, 2014).

5.4.2 Clasificacion y actividad bioldgica de las lectinas

Inicialmente, las lectinas se clasificaron por su especificidad en el reconocimiento de
carbohidratos. Estudios realizados al respecto han permitido establecer nuevas
clasificaciones (Varki, Etzler, Cummings y Esko, 2015), entre ellas, las lectinas
animales que estan involucradas en procesos de reconocimiento y sefalizacion en el
sistema inmune, asi como en procesos vasculares (por ejemplo, los receptores para
lectina tipo C [C-type lectin receptors, CLRS] que constituyen un grupo muy diverso de
lectinas en mamiferos, en el que se incluyen el receptor de manosa de macrofagos, la
selectina E y la proteina sérica de unién a manosa, entre otros), las lectinas de union a
Sia (también llamadas siglecs, las cuales son proteinas transmembranales exclusivas
de los vertebrados que se caracterizan por poseer un DRC en la region amino-terminal,
al igual que las lectinas de tipo 1), las lectinas de tipo P (que reconocen manosa 6
fosfato y son exclusivas de vertebrados) y las galectinas (que se caracterizan por su
capacidad por unirse a Gal y, ademas, son secretadas) (Figura 23) (Pinto, Morosi,

Maller y Rabinovich, 2017).
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Figura 23. Ejemplos de los principales tipos de lectinas animales. Se representa el
dominio extracelular y los dominios de reconocimiento para carbohidratos (DRC): (CL)
lectina CRD de tipo C; (GL) lectina de tipo S; (MP) lectina de tipo P; (IL) lectina tipo I.
Tomado de Varki, Etzler, Cummings & Esko (2015).

Todas las actividades biolégicas descritas para las lectinas tienen en comun el
reconocimiento de carbohidratos y presentan gran importancia debido a sus
propiedades bioldgicas, como son el reconocimiento y la eliminacién de glicoproteinas
del sistema circulatorio, la eliminacion de células envejecidas, de células tumorales y
de microorganismos, entre otros. En cuanto a las galectinas, participan en mecanismos

de inmunomodulacion, la adhesion celular, regulaciéon del crecimiento, metastasis y
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proliferacion celular, etc. (Gallegos, Cuevas, Pérez, Coutifio y Hernandez, 2013). A su
vez, las galectinas se subdividen en tres grupos con base a sus caracteristicas
estructurales: las galectinas “prototipo” (galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 y 15) que
poseen un Unico DRC y pueden encontrarse como monémeros o como dimeros, las
galectinas de tipo “tandem” (galectinas 4, 6, 8, 9 y 12), las cuales contienen dos DCRs
homdélogos en una misma cadena polipeptidica y la galectina 3, que es la Unica
perteneciente del grupo “quimera” y posee un Unico DRC (Figura 24) (Pinto, Morosi,

Maller y Rabinovich, 2017).
Prototipo Repeticion en tandem Quimera

¥ & $0 e
aaoc L ve ?ggo

1 DRC
I DRC 2DRC + 1 dominio no lectina
Galectina-1, -2, -5,-7, Galectina-4, -6, ,
10, -11, -13, -14, -15 8,-9,-12 Galectina-3

Figura 24. Clasificacion de las galectinas segun su estructura. Tomado de Gallegos,
Cuevas, Pérez, Coutifio y Hernandez (2013).

En cuanto a las lectinas vegetales, presentan diversas funciones: participan en las
interacciones entre las bacterias fijadoras de nitrégeno con la raiz de leguminosas y
pueden tener efectos protectores en contra de ciertos microorganismos patdégenos,
como es el caso de nematodos fitopatdbgenos, entre otras. Las lectinas vegetales
suelen clasificarse de varias maneras; por ejemplo, hacia las estructuras

oligosacaridicas que reconocen (Diez, 2013). Actualmente, debido a la gran cantidad
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de datos cristalograficos de lectinas vegetales, se ha propuesto una nueva clasificacion
de ellas con base en su estructura molecular; por ejemplo, las lectinas aisladas de
leguminosas, las lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina, las
lectinas aisladas de monocotiledoneas especificas de Man, las lectinas de tipo jacalina

y las lectinas de tipo amaranto (Vazquez, Rivadeneyra y Diaz, 2014).

Las lectinas se consideran valiosas herramientas en el campo de la genética, la
biomedicina y la inmunologia debido a su especificidad para reconocer carbohidratos,
por ello, se han utilizado ampliamente para la identificacion de glicanos presentes en
algunas patologias, como en el cancer (Rodriguez et al., 2013); por ejemplo, mediante
la técnica de histoquimica, se ha descrito el uso de la lectina vegetal de Vicia villosa
(VVA), con especificidad hacia GalNAc, para reconocer al antigeno Tn (GalNAc a-
Ser/Thr) en el cancer de mama; obteniendo una intensa marcacion en muestras de
carcinomas ductuales in-situ e infiltrantes en comparacién con muestras provenientes
de la glandula mamaria no neoplasica, demostrando que existe un aumento
significativo de este antigeno en procesos cancerigenos; por lo tanto éste ultimo puede
ser considerado como factor prondstico en esta enfermedad (Limpias et al., 2010).
Respecto a las lectinas de animales, se ha visto que la galectina 3 es necesaria para el

inicio de la transformacioén celular en el desarrollo del tumor (Simone et al., 2014).

5.4.3 Lectinas en el analisis de glicoproteinas

Como se ha mencionado anteriormente, la glicosilacion anormal ocurre en casi todos
los tipos de cancer en humanos y un gran numero de glicanos se relacionan con la

presencia de tumores. La deteccion especifica de los glicanos modificados asociados al

[ e}



cancer tienen una gran promesa para mejorar el diagnostico de estados precoces de
esta enfermedad (Burchell, Beatson, Graham, Taylor y Tajadura, 2018) ya que ofrecen
biomarcadores mas precisos y especificos para el tratamiento y monitorizacién del
cancer debido a que su estructura puede variar ampliamente de un tipo de céancer a
otro y, potencialmente, mostrar especificidad hacia una determinada enfermedad. En la
glicosilacion, la expresion anormal de una sola enzima que participe en dicho proceso
puede alterar los pasos siguientes y causar estructuras aberrantes de oligosacéridos;
ademas, las glicosilaciones alteradas en las células cancerosas presentan una
correlacién positiva en la progresion del tumor; por lo tanto, se destaca la importancia
de obtener informacion sobre los patrones de glicosilacion alterados para entender la
condicidn fisiopatolégica del tumor (Kudelka, Ju, Cummings y Heimburg, 2015). Aunque
hay muchas glicoproteinas descritas como marcadores candidatos para varios tipos de
cancer, sélo diez han sido aprobadas por la Administracion de Drogas y Alimentos de
los E.U.A. (FDA) para su uso como diagnéstico clinico en el cancer presente en

humanos (Tabla 6) (Bennet et al., 2013).

(e}



Tabla 6. Lectinas que presentan la especificidad de algunos glicanos como
marcadores de varios tipos de cancer aprobados por la FDA de los E.U.A.

Tipo de Cancer Marcador Glicano de Lectina
glicoproteina reconocimiento especifica
Pecho CA15-3/ CA27-29 3-sulfatado corel; Galectina-4
Sialilacion terminal
HER2 Fucosilacion Aglutinina Ulex
proximal europaeus
Préstata PSA a2-3 Sialilacion Aglutinina Maackia
amurensis
Ovario CA125 (MUC16) GalNAc (Tn) Lectina Vicia
HE4 Antigenos de Vvillosa
grupos Griffonia
sanguineos simplicifolia
Colorectal CEA Sialil Lewis* DC-SING
Carcinoma AFP a-1,6 fucosilacion Aglutinina Lens
hepatocelular core culinaris
Toroides Tg Galactosilacion Aglutinina Wisteria
terminal floribunda
Cancer CA19-9 Sialil Lewis? N.A.
pancreatico

La mayoria de los marcadores tumorales asociados al desarrollo del cancer que han
sido descritos hasta la fecha son glicoproteinas y, debido a que los cambios en la
glicosilacion se presentan antes que los cambios morfolégicos y fisiol6gicos sean
evidentes durante la transformacién neoplasica en la célula cancerosa, la identificacion
y caracterizacion de dichas estructuras tiene un gran potencial para llevar a cabo un
diagndstico oportuno (Kirwan, Utratna, O’'Dwyer, Joshi y Kilcoyne, 2015). Dado la
afinidad de las lectinas para distinguir entre diferentes estructuras de glicanos, éstas
pueden ser utilizadas para identificar glicanos especificos del cancer, lo cual ayudaria a

mejorar la especificidad del diagnostico de esta enfermedad. Se ha demostrado la
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utilidad de las micromatrices de lectina para estudiar multiples interacciones de lectina-

glicano en un solo experimento (Hirabayashi, Yamada, Kuno y Tateno, 2013).

5.4.3.1 Micromatrices de lectina

Las micromatrices de lectina pueden fungir como una alternativa atractiva para estudiar
multiples interacciones lectina-glicano en un solo experimento sin la necesidad de
obtener oligosacaridos purificados a partir de una muestra (Hirabayashi, 2015). Asi, las
micromatrices de lectina presentan una ventaja sobre los métodos convencionales,
incluyendo el HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento) y MS (espectroscopia
de masas) para el analisis de los glicanos. Con los métodos convencionales, existe la
necesidad de una eliminacion previa de la regidon proteica perteneciente a los
glicoconjugados seguido de un marcaje inmunohistoquimico fluorescente para permitir
la deteccion; por ejemplo, en la MS, que ha sido utilizada para la identificacion de
glicoproteinas presentes en el suero, éste Ultimo debe ser digerido con tripsina, seguido
de la captura de glicoproteinas utilizando una o mas lectinas. EI complejo lectina-
glicoproteina es desglicosilado y, posteriormente, analizado por MS. Aunque la MS
permite la identificacidon de glicoproteinas de baja concentracion en el suero, esta
técnica utiliza la muestra con poco rendimiento debido al tratamiento que recibe (Drake

et al., 2014).

Una mezcla o muestra cruda, como muestras de suero y extractos de tejido sin un
tratamiento previo, se pueden aplicar directamente en las micromatrices de lectina sin
la necesidad de un prefraccionamiento de los glicanos (Pilobello, Agrawal, Rouse y

Manal, 2013). Aunque la técnica de micromatrices de lectina no proporciona
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informacion detallada sobre la estructura o composicion del glicano, ciertamente lo
hace con ayuda de la identificacion de los patrones de unién de las lectinas, que tienen
diferentes especificidades de union a carbohidratos, del cual se tiene un conocimiento

previo (Pilobello, Agrawal, Rouse y Manal, 2013).

Recientemente, las micromatrices de lectina han sido utilizadas para describir los
carbohidratos modificados en el carcinoma pulmonar (Hirao et al., 2014), el colorrectal

(Nakajima et al., 2015), el gastrico y el cancer de prostata. (Yamashita et al., 2016).

5.4.3.1.1 Fabricacion de micromatrices de lectina

Se inmovilizan mudltiples lectinas en puntos separados en una superficie sélida, por
ejemplo, un portaobjetos. Estos portaobjetos suelen ser precubiertos en la superficie
con varios quimicos, tales como ésteres N-hidroxisuccinimidil, epéxidos, estreptavidina
biotina e hidrogeles 3D (Hirabayashi, 2015). Sin embargo, estos paneles de lectinas
inmovilizadas en la superficie de las micromatrices a menudo se obtienen de fuentes
naturales y se derivan problemas asociados con algunas variaciones en los lotes de
estas lectinas a partir de sus métodos de obtencién. Tales variaciones pueden llevar a
complicaciones en las caracteristicas de reconocimiento. Estos problemas se pueden
resolver, ya sea mediante la desglicosilacién de las lectinas o mediante el uso de
lectinas de bacterias que carecen de glicosilaciéon (Ribeiro y Mahal, 2013). La estrategia
de produccion de lectinas recombinantes puede ayudar a solucionar estos problemas y

también a la produccion de alto rendimiento de estas moléculas (Syed et al., 2016).
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5.4.3.1.2 Preparacién de muestras y deteccidn de interacciones lectina-glicano en
micromatrices

Con una minima cantidad de muestra y sin la necesidad de la purificacién de glicanos,
las micromatrices de lectina permiten un rendimiento alto y rapido; ademas, son
sensibles a diferentes muestras clinicas, tales como secciones de tejido, muestras de
suero, orina y saliva (Syed et al., 2016). EI método de etiquetado directo es el mas
empleado para la preparacion de muestras. En este método se tratan los tejidos
tumorales (preparados con parafina y fijados con formalina) con xileno y etanol. Las
muestras estan marcadas con un tinte fluorescente, como Cy3 (colorante sintético de
cianinas) que se utiliza para identificar las interacciones entre la lectina y el glicano
(Figura 25) (Matsuda et al., 2015); (Roy et al., 2014); (Hirabayashi, Yamada, Kuno y

Tateno, 2013); (Hirao et al., 2014).
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Figura 25. La ilustracion describe la metodologia para la identificacion de la interaccién
lectina-glicano. Las lectinas, que se inmovilizan en el portaobjetos, se pueden sondear
con (A) una glicoproteina directamente marcada con un colorante fluorescente, (B) una
glicoproteina biotinilada la cual es detectada por estreptavidina marcada con
fluorescencia, o (C) una glicoproteina no marcada que se detecta usando anticuerpos
marcados con fluorescencia. Las sefiales obtenidas de las micromatrices de lectina se
someten a analisis estadistico. Tomado de Syed et al. (2016).

5.4.3.2 Micromatrices de lectina en el diagnostico de cancer de mama

Como se ha mencionado anteriormente, los cambios aberrantes en los glicanos de las
células, como la sialilacién, fucosilacion, O-glicanos truncados y aumento en la
ramificacion de N-glicanos estan relacionados con la progresion del cancer provocando
metastasis, lo cual refleja la necesidad de encontrar estos glicanos modificados para
obtener un diagndstico mas especifico (Zhou et al., 2015). Asi, las micromatrices de

lectina surgen como una tecnologia significativamente prometedora para obtener las
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caracteristicas de las modificaciones de glicanos pertenecientes a las células

cancerosas (Pilobello, Agrawal, Rouse y Manal, 2013).

Actualmente, existe una necesidad urgente de entender los mecanismos asociados a la
metastasis en cancer de mama triple negativo (TNBC), el cual corresponde al peor
prondstico de cancer de mama, caracterizado por la falta de expresion de receptores y
la sobreexpresion de HER2. En un estudio realizado por Zhou et al. (2015), utilizaron
una micromatriz de lectina (Figura 26) que contenia 91 lectinas para comparar los
glicanos presentes en la superficie celular de una linea celular de TNBC, la cual fue
MDA-MB-231 y otras cinco lineas celulares diferentes (SCP2, SCP4, SCP6, SCP28 y
4175), provenientes de un carcinoma mamario de oveja. Se encontr0 que una sola
lectina especifica de Gal terminal, aglutinina | Ricinus communis (RCA-I), se une a
estas células en un grado que es proporcional a su capacidad metastasica. Este
resultado fue confirmado utilizando micromatrices de lectinas con muestras de tejidos
derivados de pacientes con TNBC, donde se observd una mayor union a una etapa de
la enfermedad con alta capacidad metastasica (Kang y Pantel, 2013), por lo tanto, un
beneficio adicional de este medio de caracterizacion es la capacidad de identificar
lectinas especificas que podrian correlacionarse directamente con la capacidad
metastasica de las células. En general, estos resultados demuestran una participacion
notable de RCA-I en la identificacién de los glicanos presentes en la membrana celular
gue son especificos en la metastasis del TNBC y, de manera importante, identificar a
RCA-I en las micromatrices de lectina como un posible medio de diagndstico para este

tipo de cancer de mama (Zhou et al., 2015).

[ &)



%

,@:}’1 @&

y
YYUNY ¢ eee

emdmg and w-shmg

‘_(COII

wlw adddd

V Lectin1 Y Lectin2 *Glycan

8

Figura 26. Identificacion de la union de la lectina especifica de metéstasis a las células
TNBC. Tomado de Zhou et al. (2015).

En una investigacién realizada por Fry et al. (2013) se llevd a cabo otro estudio con
micromatrices de lectina. Se utilizaron 45 lectinas que cubrian la deteccién de la
mayoria de los glicoconjugados conocidos formados por N-glicanos y O-glicanos, las
muestras que se emplearon fueron tumores de mama primarios en FFPE (formalin-
fixed paraffin-embebbed) provenientes de ganglios lifanticos; ademas se tomaron
muestras de suero y orina de pacientes con cancer de mama primario, con sus
respectivos controles positivos y negativos. El patrén de unién a lectina parece ser
indicativo de cambios en la glicosilacion que se producen en el cancer de mama
metastasico y no metastasico. Por ejemplo, dos de las lectinas empleadas,
Psophocarpus tetraganolobus (PTL-I) proveniente del frijol alado (la cual reconoce el

azucar Gal) y la lectina Jacalina, proveniente de la yaca (con especificidad hacia a-
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mandsidos) mostraron una diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) hacia la
union en las muestras de tumores de mama metastasicos en comparacion con los
tumores de mama sin metéstasis; sin embargo, en muestras provenientes de suero y
orina de pacientes con metastasis, fueron dos lectinas que presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.01) respecto a la union con los glicoconjugados
presentes: las lectinas AOL (Aspergillus oryzae proveniente del hongo koji) y GNA
(Galanthus nivalis proveniente de la planta “campanilla”) las cuales muestran una unién
mas elevada respecto a la union de las lectinas RCA120 (aglutinina Ricinus communis,
de la semilla del arbol de ricino) y PHA-E (eritroaglutinina Phaseolus vulgaris,
provenientes del frijol). La lectina AOL manifiesta union especifica hacia el nucleo de
Fuc y la lectina GNA presenta preferencia de union por los N-glicanos que contienen en
su membrana varios grupos de Man; por lo tanto, lo anterior es indicativo de que existe
un aumento de Fuc y Man en el suero y en la orina de pacientes con metastasis. Fry et
al. (2013) sugirieron que las micromatrices de lectinas, compuestas por lectinas que
presentan afinidad hacia diferentes oligosacaridos, muestran una mayor prediccion del
diagndstico en comparacion con marcadores individuales, especialmente en una
enfermedad heterogénea, como lo es el cancer de mama, en donde se llevan a cabo
distintas modificaciones en la glicosilacién. Ademas, se logré6 demostrar que algunos
glicanos son indicativos de metastasis y que pueden ser analizados a partir de
muestras como el suero y la orina; sin embargo, también sugieren que los patrones de
unién derivados de las distintas muestras (tumores, sangre y orina) difieren entre si, por
lo que se debe considerar el tipo de muestra a analizar para presentar resultados

homogéneos y confiables (Fry et al., 2013).
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5.4.3.3 Las lectinas aportan informacion en distintos tipos de estudio sobre el
cancer

En estudios previos se ha investigado el uso de nuevos biomarcadores en pacientes
con céancer, ejemplo de ello, el receptor de manosa (MR) (Liu, Guan, Gao, Jiang y
Kang, 2017). EI MR es una proteina transmembranal de 175 kDa que contiene un
dominio amino terminal rico en cisteinas (DRC, que participa en el reconocimiento de
azucares sulfatados) un dominio unico de fibronectina del tipo Il (FNII, que participa en
la unién a colageno), ocho dominios de lectina de tipo C (CTDLs, dependientes de
Ca?*, encargados del reconocimiento de carbohidratos), un dominio intermembrana y
una porcion intracelular de 45 aminoacidos (Figura 27); ademas esta proteina puede
sufrir modificaciones postraduccionales tales como N- y O-glicosilacién (Arancibia,
2013). EI MR esta involucrado en mudltiples funciones, como en la union e
internalizacién de una gran variedad de glicoproteinas que poseen residuos terminales
de Man, Fuc y GIcNAc, participa en la limpieza de diversas macromoléculas solubles
gue normalmente son liberadas a los fluidos corporales durante los procesos
inflamatorios tales como enzimas lisosomales, mieloperoxidasas derivadas de
neutréfilos, hormonas tiroideas y mucinas que poseen residuos sulfatados del tipo
Lewis*, entre otras (Fang, Tao, Zhang y Lu, 2019). El MR fue descubierto en humanos,
especificamente en macréfagos, para luego ser encontrado en células dendriticas y
una gran variedad de células endoteliales y epiteliales (Wileman, Lennartz y Stahl,

2013).
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Figura  27. Esquema de los dominios  del MR. Tomado de
http://www.tesis.uchile.cl/tesis/uchile/2012/gf-arancibiaz_sa/pdfAmont/qf-
arancibiaz_sa.pdf.

El MR estd presente en el suero de personas sanas, ademas de ser una proteina
transmembranal, pero también se ha detectado en fluidos y tejidos corporales
provenientes de distintos tipos de cancer, por ejemplo, en la glandula mamaria,
anteriormente el MR sélo se habia detectado en secreciones de la glandula mamaria
durante la lactancia, en las que se habia hallado un solo sitio de glicosilacion en esta
molécula (Picariello, Ferranti, Mamone, Roepstorff y Addeo, 2013); sin embargo, en un
estudio realizado por Fang et al. (2019) se encontr6 que los MRs solubles se
encuentran en muestras de suero de pacientes sanos como en muestras de suero de

pacientes con cancer de mama; mientras que el MR tipo membrana esta Uunicamente
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en el suero de pacientes con cancer de mama, incluyendo los 4 subtipos de esta
enfermedad (Luminal A, Luminal B, HER + y TNBC). Lo anterior fue descubierto
utilizando técnicas como Western Blot y ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
con el uso de anticuerpos especificos para MR tipo membrana (Figura 28) (Fang et al.,

2019).
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Figura 28. Deteccion de la expresion de MR mediante Western Blot y ELISA. A)
Wertern blot de la muestra de suero usando anticuerpos anti-MR. B) Western blot de la
muestra de suero usando un anticuerpo especifico anti-MR tipo membrana. C)
Resultados de la prueba de ELISA del suero de pacientes sanos y pacientes con
cancer de mama usando anticuerpos especificos anti-MR tipo membrana, Los valores
se presentan como media + s.e.m, *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001. Tomado de
Fang, Tao, Zhang y Lu (2018).
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Ademas, se utilizaron lectinas con especificidad distinta hacia diferentes carbohidratos:
LCA (Lens culinaris) y SNA (Sambucus nigra) para el reconocimiento de glicanos
complejos y acido siélico, asi como ConA (Canavalia ensiformis) y PHA-E (Phaseolus
vulgaris) para el reconocimiento de Man y carbohidratos hibridos, respectivamente. Los
resultados obtenidos muestran que MR tipo membrana en pacientes con cancer esta

compuesta por glicanos complejos y Sia (Figura 29).
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Figura 29. Western blot de las muestras de suero usando 4 tipos distintos de lectina
(ConA, PHA-E, LCA, SNA) mostrando que las lectinas LCA y SNA presentan mayor
reconocimiento hacia los azucares presentes en el cancer de mama Luminal A y
luminal B, los cuales corresponden a glicanos complejos y Sia. Tomada de Liu et al.
(2017).

Sin embargo, para distinguir el tipo de glicosilacién de forma mas completa, se utilizé la
técnica de MS encontrando 6 tipos de glicosilacion. Comparando cada subtipo de
cancer de mama, se descubrieron diferencias en los sitios de glicosilacion del MR tipo
membrana lo cual puede deberse a que la glicosiltransferasa se expresa, de forma
diferente, en los distintos subtipos de este tipo de cancer (Suman et al., 2016). De

acuerdo con los resultados anteriores se pudo establecer un “cédigo de barras” con
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base a los distintos tipos de glicosilacion ya cada subtipo de esta enfermedad presenta
su propio sitio de glicosilacién en su MR. Con los resultados obtenidos se demuestra
que las glicoproteinas aberrantes presentes en cancer de mama podrian funcionar
como biomarcadores para el diagnostico y asi poder obtener resultados mas precisos.
Ademas, el suero de un paciente es considerado como la muestra clinica més deseable
en este tipo de estudios ya que se puede obtener de manera no invasiva (Farber et al.,
2017). De manera tradicional, se utiliza la técnica de IHQ en muestras provenientes de
tejidos y la deteccion de biomarcadores glicosilados en el suero puede ahorrar mucho
tiempo, adicionalmente de que es una técnica rapida, facil, segura y confiable para el
diagnostico y para la identificacion de estos biomarcadores sin la necesidad de una

cirugia, como las biopsias.

5.4.3.4 Lectinas y anticuerpos en el diagndéstico del cancer de mama

Ademas de las técnicas antes mencionadas, las lectinas se han empleado junto con los
anticuerpos para establecer una mayor sensibilidad en la técnica. Park et al. (2013)
utilizaron una técnica similar al ensayo de ELISA tipo sandwich para detectar una
glicoproteina (CA15-3) presente en el cancer de mama mediante el uso de lectinas. En
el ensayo ELISA tipo sandwich convencional, se recubre un pocillo con un primer
anticuerpo, posteriormente se aplica la muestra problema que contiene al antigeno el
cuél sera reconocido por el primer anticuerpo para ser detectado por un segundo
anticuerpo anti-antigeno marcado y asi presentar una sefal de deteccién (Pascacio,
2013). En este estudio, en la técnica de ELISA, se utilizé un anticuerpo y dos lectinas
para la deteccion de un antigeno especifico, el cual fue CA15-3 (antigeno de

carbohidrato 15-3), que detecta la proteina MUCL1 soluble. En estudios anteriores se ha
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demostrado que CA15-3, en concentraciones normales en el suero, se encuentra por
debajo de 30 pug/mL; sin embargo, cuando el cAncer de mama avanza, la concentracion
de esta glicoproteina se eleva significativamente en comparacién con personas sanas.
Las lectinas empleadas para identificar la porcién del glicano unido a CA15-3
corresponden a la aglutinina de cacahuate (PNA) y la aglutinina SNA, las cuales tienen
especificidad hacia el antigeno TF y el Sia presentes en la glicoproteina CA15-3,
respectivamente. En el ensayo sandwich, se fij6 el anticuerpo anti-CA15-3,
posteriormente, se agregd la lectiha PNA y SNA, ambas marcadas con
fluoromicroperlas y mediante microscopia de fluorescencia se observaron las sefales
Opticas. El propésito de usar un anticuerpo y una lectina es para tener una mayor
sensibilidad en la técnica, ya que el anticuerpo monoclonal reconoce el esqueleto
peptidico de CA15-3 y las lectinas identifican los glicanos presentes en la glicoproteina.
Al emplear la lectina y el anticuerpo en conjunto se optimizaron las condiciones de
deteccion de afinidad, cubriendo de esta manera el rango de deteccién clinico

requerido y el limite de sefalizacion.

El estudio realizado por Park et al. (2013) resulta prometedor para un diagndstico con
una alta sensibilidad y especificidad utilizando a CA15-3 como biomarcador y las
lectinas PNA y SNA como un medio para su deteccién debido a que los cambios en la
concentracion de CA15-3 en el suero de pacientes es importante para el diagndstico

precoz del cancer de mama (Park et al, 2013).
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5.5 La galectina-3 en el desarrollo del cancer de mama

Desde el descubrimiento de las galectinas, éstas se han ido relacionando con el
desarrollo del céancer, la insuficiencia cardiaca, los procesos autoinmunes e
inflamatorios, entre otros. El papel de las galectinas en diversas neoplasias ha sido
ampliamente estudiado, siendo la galectina-3 unas de las mas relevantes (Alalawi et

al., 2014).

La galectina-3 es una proteina de 26 KDa y funciona como un receptor para ligandos
gue contienen poli N-acetil-galactosamina y también reconoce residuos terminales de
B-galactosa (Mayoral et al., 2018). Se encuentra en el epitelio de diferentes 6rganos y
en células de la respuesta inflamatoria (como macroéfagos, células dendriticas y células
de Kupffer); ademas presenta funciones intracelulares y extracelulares. Entre sus
funciones intracelulares, se encuentra su participacion en el ciclo celular, reduce la
apoptosis de las células T, participa como un factor de empalme del RNA mensajero;
ademas es secretada por monocitos, macréfagos y células epiteliales. Como funciones
extracelulares, algunas de ellas son la activacion de monocitos, macrofagos,
mastocitos e interviene en las interacciones entre célula-célula y entre las células-
matriz extracelular, entre otras. Se sintetiza en el citoplasma y habitualmente se
encuentra en el nacleo y en el liquido extracelular (Gallegos, Cuevas, Pérez, Coutifio y

Hernandez, 2013).

Existe evidencia que la expresion de la galectina-3 es necesaria para el inicio de la
transformacion celular en el desarrollo del tumor. Se ha descrito experimentalmente la

expresion aberrante de galectina-3 en cancer de mama; por ejemplo, se sabe que el
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potencial invasivo de las células metastasicas se relaciona con la interaccion de la
galectina-3 que circula en los vasos sanguineos de las pacientes con cancer,
sugiriendo que la galectina-3 puede fungir como un marcador tumoral; sin embargo,
Simone et al. (2014) investigaron la unidon que tiene la galectina-3 presente en la
membrana de células metastésicas y la galectina-3 presente en el entorno circulante
para corroborar cuél de las dos fungia como un marcador efectivo del cAncer de mama
metastasico. El resultado fue que la galectina-3 presente en la membrana celular

corresponde al biomarcador real del cAncer de mama (Figura 30) (Simone et al., 2014).
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Figura 30. Representacion gréfica del reconocimiento de la galectina-3 libre y la
galectina-3 unida a la membrana de células cancerosas. Tomado de Simone et al.
(2014).

En estudios in vitro (Noratto, Porter, Byrne y Cisneros, 2014) se determiné que el
bloqueo de la expresion de galectina-3 en el nacleo y el citoplasma de la linea celular

cancerigena de alta malignidad, MDA-MB-435, inyectada a ratones knockout, suprimia
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el crecimiento de tumores, sugiriendo que la expresion de galectina-3 es necesaria
para el desarrollo de tumores en el cancer de mama MDA-MB-435.

En un estudio realizado por Mayoral et al. (2008) se demostr6é que la galectina-3, en el
cancer de mama, participa en el desarrollo de la metastasis hacia el cerebro. Para ello,
se utilizaron tejidos de la mama normal, tejidos con cancer de mama ductual y tejidos
provenientes de tumores metastésicos en el cerebro. Mediante IHQ, con anticuerpos
anti-galectina-3, se observlé que la galectina-3 fue negativa en el tejido de la mama
normal, pero la reactividad de la galectina-3 aumentd significativamente en los tejidos
de cancer de mama y en los tejidos de cerebro que presentaron metastasis. Del mismo
modo, mediante la técnica de histoquimica con lectinas, se obtuvo un mayor
reconocimiento por parte de la lectina Machaerocereus eruca (MEA) (con especificidad
hacia Fua1,2 (GalNAca1,3) Gal1,4 en estructuras de mucina complejas) en tejidos de
tumor de la mama y en tejidos provenientes del cerebro con metastasis; sin embargo,
la reactividad que presentd la lectina MEA disminuyé en las lectinas Amaranthus
leucocarpus (ALL) y Arachis hipogea (PNA) (ambas con especificidad hacia GalB1,3-
GalNAc-a1,0-Ser/Thr). La co-localizacion de los glicanos tipos mucina (ya que la lectina
MEA reconoce estos carbohidratos) y la galectina-3 presentes en el cancer de mama y
en los tejidos de cerebro que presentaron metastasis sugiere que existe una biosintesis
aumentada de glicanos complejos tipo mucina en el desarrollo del cancer; ademés
estos resultados revelan que la presencia de O-glicanos y la galectina-3, asi como la
interaccion entre ellos, podria ser uno de los varios mecanismos que provocan la

metastasis (Mayoral et al., 2008).
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6. Conclusiones

-Los métodos de deteccion para el cancer de mama presentan limitaciones vy
desventajas hacia las pacientes, como es la exposicion a radiaciones, realizacion de
biopsias innecesarias y diagndsticos incorrectos, entre otros.

-Los estudios recientes estédn dirigidos a explorar los cambios moleculares que se
producen en fase temprana del cAncer de mama para identificar biomarcadores, lo cual
permitird ayudar en la rutina clinica respecto a la toma de decisiones.

-La glicosilacion anormal ocurre en casi todos los tipos de cancer en humanos y un
gran numero de epitopos de glicanos se relacionan con el desarrollo de tumores, por
ello, la deteccion especifica de estos glicanos aberrantes asociados al cancer tiene un
gran futuro para mejorar el diagnéstico de estadios de esta enfermedad de manera
precoz.

- De manera tradicional se utiliza la IHQ para la deteccién molecular del cancer de
mama a partir de muestras provenientes de biopsias.

-Las lectinas son proteinas importantes para la caracterizacién de oligosacéaridos y
debido a su especificidad por los carbohidratos presentes en los glicoconjugados han
sido utilizadas para detectar cambios de la glicosilacion de células cancerosas; por ello,
las lectinas ofrecen la posibilidad para la identificacion de carbohidratos a un costo
econémico, comparado con otras técnicas que actualmente se usan; ademas el analisis
de los glicanos utilizando estas proteinas o glicoproteinas es rapido y requiere de
pocos reactivos de laboratorio, asi como equipos de laboratorios sencillos.

-Los glicanos presentes en las glicoproteinas aberrantes en cancer de mama, como

son la Gal terminal, la Fuc, los N-glicanos con alta Man, los galactosidos ligados a N-
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glicanos, los glicanos complejos, el Sia, la Man, los carbohidratos hibridos, son
potentes biomarcadores en estadios tempranos del cancer de mama dado que lo
reconocen las lectinas RCA-l, AOL, GNA, PHA-E, LCA-SNA, ConA, PHA-E,
respectivamente.

-La implementacion de un método de deteccion de biomarcadores glicosilados en el
suero de las pacientes puede ahorrar mucho tiempo, ademas de que es una técnica
rapida, facil, segura y es factible para el diagnostico y la identificacion sin la necesidad
de cirugia; por ejemplo, la glicoproteina presente en el suero, CA15-3, que en
condiciones malignas expresa el antigeno TF y Sia, los cuales son reconocidos por las
lectinas PNA y SNA, respectivamente.

-Las micromatrices de lectina representan una nueva tecnologia capaz de proporcionar
el andlisis de superficie de células para exdmenes comparativos utilizando diversas
lectinas y, teniendo el conocimiento sobre la condicion o estadio en la que se presentan
estos glicanos aberrantes durante el desarrollo del cancer de mama, se podrian
comparar entre si para tener un diagnostico mas certero sobre la enfermedad.

-Las lectinas, junto con los anticuerpos, se emplean en otro tipo de técnicas, como es la
ELISA, para optimizar la sensibilidad de la técnica.

-La Galectina-3 es relevante como biomarcador en el diagnéstico del cancer de mama.

8. Perspectivas

-Los nuevos conocimientos en el campo de la glicobiologia, como son los glicanos
aberrantes presentes en condiciones malignas y el uso de nuevas herramientas en la

deteccion de estos glicanos (micromatrices de lectina, lectinas en distintas pruebas,
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como son ELISA y en conjunto con los anticuerpos) tendrdn una importante
colaboracion en la rutina diaria para un diagndstico precoz méas especifico del cancer

de mama.
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