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RESUMEN

e las etapas del desarrollo del cancer la mas amenazante es la metastasis, por lo que se
han hecho esfuerzos en su estudio y comprension. Nosotros estudiamos el glicocaliz de
tumores primarios de colon y sus metastasis a sacro, ganglios linfaticos e higado.

Se utilizaron muestras tumorales de pacientes post quirargicos con cancer de colon. Los cortes
fueron fijados e incubados en PSA, DBA, UEAL, Jacalina y ECL. Como controles utilizamos
azUcares inhibitorios especificos.

La mayor intensidad correspondid a Jacalina en tumores primarios y metastasis. PSA, ECL, y
UEAZ1 reaccionaron con intensidad menor. No se registraron diferencias entre los tumores pri-
marios y metastaticos, y tampoco entre las diferentes metastasis. No hubo reaccion con el DBA.

Estos resultados no muestran diferencias en el Glicocaliz con la presencia de los carbohidratos
estudiados entre el tumor primario y las metastasis. Es posible que se deban continuar los
estudios con otras lectinas en la busqueda de las moléculas que llevan a la selectividad por
organo de las metastasis tumorales.
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SUMMARY,

Of the different stages of cancer developing, the most
threatening the metastasis, due to this, there has been
great efforts in its studies and comprehension. We study
the glycolalyz of primary colon tumors, and its metastasis
to the sacrum, lymphatic ganglions and liver.

Tumor samples from post-surgical patients of cancer
were used. The cuts were fixed and incubated in PSA,
DBA,UEAL, Jacaline and ECL. As controls we used
inhibitory specified sugar.

The biggest intensity corresponded to Jacaline in
primary tumors and metastasis. PSA, ECLy UEA 1
reacted with less intensity. No difference was registered
between primary tumors and the metastatic ones nor
in the different metastasis. There was no reaction with
the DBA.

These results show no differences in the glycocalyz with
the carbohydrates studied between the primary tumor and
the metastasis. It is possible that the studies should
continued with other lectins in the search of the molecules
that carry the organ of selectivity the tumoral metastasis.
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INTRODUCCION

El cancer es una patologia muy frecuente y por lo
tanto de amplio interés mundial. Se han estudiado
los procesos de diseminacion en busca de su posi-
ble bloqueo, igual a como se bloquean procesos
inflamatorios. Si bien hay estudios al respecto, en
muy pocos se han encontrado los receptores de la
selectividad por 6rgano. En un estudio en tumores
experimentales TASMTXR inyectados en ratones a
nivel muscular se encontraron diferencias en el
glicocéliz en las metéstasis a pulmén con respecto
aotros focos como el corazon.! Ahora pretende-
mos buscar un modelo “natural” en humanos para
investigar diferencias en el glicocaliz entre tumores
primarios y metastaticos

Se ha encontrado que el cancer es la tercera cau-
sa de muerte en Colombia después de las muer-
tesviolentasy las enfermedades cardiovasculares.
La méaxima incidencia del cancer colo-rectal se
presenta después de los 50 afios, con una ma-
yor prevalencia entre los 60 y 70 afios. Menos
del 20% de los casos aparecen antes. La propor-
cién hombre mujer es 2:1, observandose una dis-
minucion de la prevalencia en mujeres en los ul-
timos 40 afios.?

La incidencia de cancer colo-rectal es mayor en
los paises industrializados. Es la segunda causa de
muerte por cancer en Estados Unidos, Canada,
Reino Unido y en la mayoria de los paises occi-
dentales. 23

El cancer colo-rectal tiene una diseminacion inicial
local produciendo estrechez de la luz intestinal. Los
tumores de submucosa y musculares de la mucosa
metastizan a ganglios linfaticos 13% de los pacien-
tes. Por via hematdgena, un 10 a 15% de los pa-
cientes tienen evidencia de metéstasis a distancia
al tiempo del diagndstico, siendo el higado el sitio
de metastasis mas frecuente por su drenaje portal;
sin embargo el recto es drenado por la vena
hemorroidal superior que va ala portay por lavena
hemorroidal media e inferior que van a la cava y
luego a la circulacion pulmonar. 4
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De las cuatro etapas definidas en el desarrollo del
céncer: Iniciacion, promocion, invasion local y me-
tastasis, esta Ultima es la mas amenazante parala
vida del paciente y la menos explorada desde el
punto de vista molecular. En esta etapa ocurre una
serie de eventos que le confieren a la célula
neoplésica el potencial metastatico.> 24

Para adquirir un potencial metastatico, sea una
célula o un grupo de ellas, en primer lugar deben
ser capaces de desprenderse del tumor prima-
rio, interactuar con la matriz extracelular y pos-
teriormente, invadir el tejido local del huésped.
A continuacion, las células tumorales invaden la
circulacién, se ubican en el lecho vascular dis-
tante para colonizar el estromay/o el parénquima
del érgano blanco. En este lugar, las células
neoplasicas proliferan y establecen una colonia
secundaria.

Investigaciones experimentales, asi como estudios
clinicos y anatomo-patoldgicos, han demostrado
gue algunos canceres presentan una selectividad
para metastatizar determinados Grganos como cé-
lulas melanociticas, cervix, tiroides, paratiroides, me-
diante interacciones similares a los procesos
inflamatorios.

Algunas proteinas que han sido denominadas re-
ceptores de adhesion, estarian involucradas en de-
terminar el destino de las células inmunes circulan-
tes. Evidencias preliminares sugieren que estos re-
ceptores serian capaces de controlar la disemina-
cion metastasica de tumores solidos. Adicionalmen-
te las interacciones proteina oligosacarido determi-
nan la especificidad inicial de la interaccion de las
células tumorales endoteliales.*®

En muchas ocasiones se ha resaltado la relacion
observada entre azUcares de superficie y células
tumorales. En relacion a los carbohidratos se co-
nocen centenares de grupos, pero son solo 7 los
grupos que se encuentran comunmente en mami-
feros. Pequefias moléculas de azicares a menudo
estan unidas a proteinas de la membrana plasmatica
formando glicoproteinas o a lipidos formando
glicolipidos. Es posible que estas cadenas de
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oligosacaridos de las glicoproteinas y de los
glicolipidos, desempefien un papel muy importan-
te en los procesos de reconocimiento entre las cé-
lulas. Por todas estas razones, la identificacion de
residuos glicosidicos en cortes de tejidos, constitu-
ye una herramienta muy Gtil en histopatologia,
embriologiay biologia celular.

La experiencia en investigaciones pasadas ha mos-
trado que las lecitinas constituyen una excelente
herramienta para caracterizar estos glicoconjuga-
dos. Bioldgicamente, las lectinas son glicoproteinas
de origen no inmune que se unen especificamente
acarbohidratos.’

El empleo de lectinas se realiza en diversos campos
del saber, por ejemplo en la histogénesis de algu-
nos tumoresy en la biologia basica de algunas cé-
lulas tumorales, que para fines practicos es lo que
se intentd realizar en este proyecto.n>©:7

Nosotros pretendemos buscar diferencias en el
glicocaliz en el tumor primario y las metéastasis
del cancer de colon humano como fuente de agre-
sividad y selectividad por érganos que se expli-
gque ademas de la irrigacion linfatica y
hematégena del tumor.

METODOLOGIA

Se utilizaron biopsias de tumores malignos del co-
lony de focos metastaticos encontrados en ciru-
gia, de pacientes intervenidos en las diferentes ins-
tituciones de la ciudad de Medellin.

Las muestras obtenidas se fijaron durante 3 ho-
ras en solucion de Carnoy. Luego los tejidos se
procesaron segun técnicas histoldgicas de rutina
(deshidratacion, inclusion en parafina, cortes de
5 um que fueron montados en portaobjetos con
polilisina (Fijador de la muestra) por un periodo
de una (1) hora. Algunos de estos cortes tefiidos
con hematoxilina-eosina-azul de Alcian con el fin
de verificar si hay o0 no muestra del material en
estudio.
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Unavez hidratados, los cortes se colocaron en una
camara hiumeda, se taparon con una gota de agua
destiladay se encerraron en un circulo con Dakopen.
Posteriormente se dejaron durante 10 minutos en
perhidrol al 0.3% para inhibir la peroxidasa
enddgenayy asi evitar falsos positivos al usar mas
tarde en el proceso una peroxidasa. A continua-
cion las secciones se lavaron en agua destilada y
enjuagadas en suero bovino (BSA) al 1% en tam-
pon salino fosfato (PBS) 0.1 M, Ph 7.0.

Luego las secciones se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente en lectinas con-
jugadas con biotina suspendidas en PBS 0.1 M,
pH 7.2; mas cloruro de sodio 0.1 My cloruro de
calcio, magnesio y manganeso 0.1 M. Posterior-
mente se realizaron 3 lavados en PBS, pH 7.2
cada 5 minutos. La concentracion 6ptima para
cada lectina que ha permitido un maximo de
tincién con un minimo de background ha sido 5
microgramos por ml.

Luego se incubaron los cortes en una solucién
de PBS (2.4 ml) con peroxidasa biotilinada (12
microlitros) mas 12 microlitros de neutravidina
durante 1 hora. La tincion de sitios sefialando la
ligadura de la lectina — HRP con los residuos
glicosidicos se obtuvo incubando los cortes
histol6gicos en una solucién de &cido etilcarbamin
(AEC) 15 minutos a temperatura ambiente . Lue-
go se lavaron repetidamente en agua destilada y
se cubrieron en medio acuoso.

Las lectinas que se utilizaron fueron: PSA (que
reconoce 4-D-manosa=>a-D-Glucosa), JACALINA
(gal(al-3)-3galNAc), DAB (4-D-GalNAc), UEA1L
(&-L-Fucosa), ECL (Gal 41-4GIcNAc). Para con-
firmar la especificidad para el aztcar respectivo
por cada lectina, secciones histoldgicas adya-
centes se incubaron con una mezcla de lectina-
biotina conjugada con el azucar inhibitorio apro-
piado 0.1 M (la mezcla lectina-HRP + azucar se
prepar6 a temperatura ambiente 2 horas antes
de usar). Los azucares que utilizamos fueron los
siguientes: D-gal para inhibir DBAy D-galactosa
(D-gal) para inhibir jacal y ECL igualmente.
Fucosa para inhibir UEA1 y manosa y glucosa

para inhibir PSA. Bajo estas condiciones la dis-
minucion o inhibicidn de la tincidn se conside-
ré evidencia de unién a la molécula de carbohi-
drato especifico.

El material obtenido se analizd con microscopia
de luz a diferentes aumentos y el grado de
tincion se evaluo de acuerdo a una escala sub-
jetiva desde -, ninguna reaccion; +, trazas; ++,
intermedia; +++, intenso. Entre mas intenso,
mayor la concentracion de lectina en la mem-
brana.

RESULTADOS

Para realizar el andlisis histol6gico pudimos reco-
lectar 15 muestras de pacientes con tumor prima-
rio de colon. De estos 15 pacientes, seis presenta-
ban metastasis a ganglios linfaticos, 5 metastasis a
higadoy 6 metastasis 0seas (Sacras). (Ver tablas 1,
2,3y4).

Tabla 1
Descripcion de los resultados del tumor
primario
PACIENTE PSA | JACAL | UEA ECL
1 ++ | +++ + ++
2 ++ ++ + ++
3 ++ | +++ + ++
4 ++ | +++ + ++
5 + ++ + ++
6 ++ | +++ + ++
7 ++ | +++ + ++
8 ++ | +++ + ++
9 + +++ + ++
10 ++ | +++ + ++
11 + +++ + ++
12 ++ ++ + ++
13 ++ | +++ + ++
14 + ++ + ++
15 ++ ++ + ++
u Revista CES MEDICINA Volumen 18 No.2 Julio - Diciembre / 2004
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Descripcién de los resultados de las
metastasis hepaticas

Tabla 2

Tabla 4
Descripcién de los resultados de las
metastasis a Sacro

METAST HIGADO | PSA | JACAL | UEA | ECL
PTE 1 T+ | +++ | + | ++ METAST SACRO | PSA | JACAL| UEA | ECL
PTE 2 ++ | ++ + ++ PTE 2 ++ | ++ + ++
PTE 3 ++ | +++ | + ++ PTE 3 ++ | +++ | o+ T+
PTE 4 il Bkl ++ PTE 4 ++ | +++ | + ++
PTE 12 ++ | +++ | + ++
PTE 8 ++ | +++ | + ++
PTE 9 + | +++| + ++
__ Tabla3 PTE 12 o+ |+ |+ | ++
Descripcion de los resultados de las
metastasis a Ganglios Linfaticos
METAST GANGLIO | PSA | JACAL | UEA | ECL .
PTE 1 T+ 1+ + | ++ De acuerdo alalectura de las placas del tumor pri-
PTE5 T T+ + -t mario y las metastasis con las respectivas
PTE 6 4 | 4+ | + F+ coloraciones se encontraron las siguientes descrip-
PTE 7 +4+ | +++ | + | ++ ciones microscopicas de los especimenes, las cua-
PTE 12 ++ | +++ | + ++ les pueden ser vistas en las imagenes que se tienen
PTE 14 + ++ + ++ de estas (Ver graficas 1, 2, 3y 4).
Gréfica 1 Gréfica 2
Tumor primario cancer de colon Tumor primario cancer de colon
10x 40x

Tumor primario Cancer de colon: glandulas irregulares que muestran reaccion desmoplasica,
con estructuras epiteliales malignas, células pleomorfas con numerosas mitosis, con ndcleos
grandes y células monstruosas, compatible con tumor maligno de tipo adenocarcinoma.
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Grafica 3
Tumor primario reaccionado con jabalina (+++)
10x
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Grafica4
Tumor primario reaccionado con jabalina (+++)
40x
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Tumor primario reaccionando con jabalina (+-++)

DISCUSION

A pesar de que en este estudio s6lo evaluamos 5
lectinas de las muchas que se encuentran disponi-
bles en el medio, podemos sacar conclusiones im-
portantes e igualmente se pueden crear inquietu-
des que den pie a resolver con estudios comple-
mentarios las especulaciones que se nos crearon al
conocer los resultados. Todo esto finalmente pre-
tende abrir puertas en el amplio estudio de los pro-
cesos de diseminacion en busca de un posible blo-
gueo para la diseminacion o metéastasis de enfer-
medades como el cancer.

Evaluando la literatura mundial nos encontramos ar-
ticulos donde se ha mostrado que las células del can-
cer de colon de mayor potencial de producir metas-
tasis expresan en sumembrana un ligando conocido
como el sialyl lewis x, diferente a las células de mas
bajo potencial metastatico que no lo expresan, por
decirlo de otra forma se evidencia que los pacientes
con cancer de colon que expresan el sialyl lewis tie-
nen un peor pronostico sobre las que no lo hacen.

Nuestro trabajo muestra una reaccion positiva (++)
frente a la lectina ECL tanto en el tumor primario
como en las diferentes metéstasis, lo cual demues-
trala presencia de Galal-4GIcNAc, disacarido que
hace parte del ologosacérido sialil Lewis x; este
oligosacarido como ya se menciong, se ha asocia-

do a alta malignidad en muchos tumores entre ellos
los del colon. Esta malignidad se debe a que per-
mite una union mayor de la célula tumoral al
endotelio de los 6rganos a metastatizar y esta union
es a través de las selectinas “P” y la” E".8 ¢ 10
Nosotros proponemos hacer la reaccion
histogquimica con esta lectina en tumores de colon
mas localizados, como son los tumores in situ y
evaluar la diferencia entre los tumores avanzados y
los localizados en cuanto a la presencia o no de
estalectina.

Es importante mencionar que en nuestro estudio,
la lectina que mayor expresion obtuvo a nivel de la
membrana plasmatica fue la Jacalinay comparan-
dola con las demas lectinas, encontramos una gran
relacién de esta con la lectina PNA. Segun estudios
publicados en la literatura, se ha demostrado que
la PNA se une avidamente a oligosacaridos que
contienen la secuencia terminal gal(&@1-3)-3galNAc,
residuo que representa el 60% de los azucares O-
unidos a epiglicanina. Este disacarido representa el
grupo inmuno-determinante del anfigeno Thomsen-
Friedenreich (T), antigeno presente en lamembra-
na plasmatica en un gran numero de adenocarcino-
mas humanos y animales de alta malignidad, un
ejemplo de ésto lo presenta la linea tumoral experi-
mental TA3 que hace metéstasis a pulmén y que
contiene alta proporcion de este disacarido.'* En
nuestro estudio se encontré una reaccion alta al
usar la jacalina tanto en el tumor primario como en
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las metastasis, donde se obtuvo una reaccion simi-
lar, posiblemente estas células presentan también
una alta expresion del disacarido gal(a1-3)-3galNAc
y posiblemente unido al antigeno relacionado con
alta malignidad en otros trabajos.** El hecho que
la reaccion de las células tumorales en nuestro es-
tudio se mantuvo en los tumores primarios y las
diferentes metéastasis nos permite suponer que la
expresion de este disacarido se mantiene.

Nuestro trabajo present6 una reaccién positiva
(++)frentealaPSA, lo cual demuestra la presen-
ciade el monosacéarido 4-D-man (aunque también
une con menor afinidad a >a-D-gluc). Se ha en-
contrado un receptor de manosa en las células
endoteliales de los sinusoides hepaticos, en los
macréfagos y en el endotelio placentario.Esto les
permite a estas estructuras captar patdgenos que
contengan manosa en su pared como muchas bac-
terias, igualmente sirve para captar proteinas de la
circulaciéon y hacer una labor de metabolismo y de
limpieza. Se ha propuesto que este receptor servi-
ria como puerta de entrada para que células
tumorales hagan metéstasis a los 6rganos que con-
tengan este receptor, como lo es el higado.® 12 13

En este estudio hay que aclarar que de las 5 lectinas
anteriormente mencionadas tuvimos dificultades
técnicas con DBA por dafio del reactivo, imposibi-
litando su interpretacion frente a el tumor primario
y las diferentes metastasis.

Observaciones clinicas de pacientes con cancery
estudios tumorales han llegado a la conclusién que
ciertos tumores producen metéastasis a drganos es-
pecificos independiente de la anatomia vascular, el
flujo sanguineo, el nimero de células tumorales libe-
radas, ésto se da por la afinidad celular especifica
hacia algunos 6rganos y esta afinidad solo depen-
de de las células tumorales y el micro ambiente espe-
cifico del tejido huésped (melanoma metéastasis)®. Es
por ésto que creemos que, las lectinas se seguiran
utilizando como herramienta importante de diagnds-
tico en el futuro cercano, por su alta sensibilidad y
selectividad por residuos glicésidicos y tienen unagran
habilidad para revelar determinantes patoldgicos que
no se demuestran facilmente por otros medios.
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CONCLUSIONES

Por los resultados anteriores podemos concluir que
al menos los carbohidratos afines con las lectinas
que utilizamos en nuestro estudio no cambiaron
en ninguna de las muestras de tumor colénico pri-
mario ni metastatico. Es ahi donde vemos que to-
davia se requiere de multiples estudios donde se
evalten los demas carbohidratos junto con otras
lectinas y las demas moléculas existentes en la
membrana celular de los tumores primarios y
metastaticos para sacar mas conclusiones al res-
pecto y encontrar un posible bloqueo de la disemi-
nacion especifica de los tumores o metastasis que
es adonde finalmente pretendemos llegar con este
modelo de estudios.
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