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INTRODUCCION
1. Generalidades de Cancer Cérvicouterino
1.1. Epidemiologia

El cancer cérvicouterino (CaCu) en el 2012 ocup6 el cuarto lugar de mortalidad por
cancer y el mismo lugar en incidencia a nivel mundial (1), mientras que en el mismo afio en
nuestro pais el CaCu ocupo el segundo lugar de causa de muertes por cancer en la poblacion

femenina (2).

La infeccidon persistente con ciertos tipos de virus de papiloma humano (VPH),
representa el principal factor de riesgo para el desarrollo de CaCu. EI ADN de estos virus ha
sido identificado en mas del 99% de los tumores malignos de cérvix (3). Los VPHs tipos 16 y
18 son los mas frecuentemente encontrados en tumores malignos, dado su papel en la
transformacion maligna se les ha considerado dentro de los VPHSs de alto riesgo (4). Alrededor
del 90% de las mujeres infectadas con algun tipo de VPH de alto riesgo (5) logran eliminar la
infeccion, resultado de una respuesta inmune adecuada. La infeccidn persistente sumada a otros
factores participan en el desarrollo de la enfermedad como: nimero de embarazos, uso de
anticonceptivos orales por mas de cinco afios, tabaquismo, otras infecciones de transmisién
sexual (ETS) y la desnutricion (6,7). La edad temprana de inicio de relaciones sexuales, el
numero de comparieros sexuales, los antecedentes de enfermedades de transmision sexual (ETS)
se vinculan con la probabilidad de contraer la infeccion con VPH. La edad avanzada, la carga
viral elevada y nivel socioecondémico bajo se han asociado con un mayor riesgo de desarrollar

la enfermedad en mujeres VPH positivas (8).

1.2. Diagnéstico

Hoy en dia existen métodos de deteccion oportuna del CaCu que tienen como objetivo
fundamental prevenir la morbilidad y mortalidad. En los Gltimos 40 afios, se ha utilizado en
México la citologia cervicovaginal (CV) con tincion de Papanicolaou como método tradicional
de deteccion oportuna de CaCu, que tiene una sensibilidad de 50 a 84% y una especificidad de

90 a 95%, otro método utilizado es la Colposcopia que tiene una sensibilidad del 95% y una
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especificidad del 63% (9); sin embargo, estos métodos no siempre son “exactos”, ya que se
pueden reportar falsos positivos y falsos negativos, debido entre otras cosas, a la evaluacion e
interpretacion de la muestra por personal poco capacitado, lo que lleva a una interpretacion
errbnea. Tratando de resolver esta problematica, se han desarrollado nuevas estrategias de
diagnostico, se ha observado una alta relacion entre la presencia de VPH de alto riego y una
carga viral elevada con estadios de lesiones intraepiteliales precursoras de CaCu (10,11,12). Por
lo que la deteccion del VPH, sumado a la citologia cervical incrementa la sensibilidad para la
deteccion oportuna del CaCu; sin embargo, por su alto costo no se realizan de manera rutinaria
en México. Los métodos mas utilizados son Captura de Hibridos 2 (Qiagen), PCR en tiempo
real (Aptima), PCR (Roche) y PCR (Cervista) (9). Un diagnostico efectivo es resultado de los
siguientes factores: un programa organizado, alta cobertura de la poblacion, repeticion del
tamizaje, capacitacion y el control de la calidad del personal en todas las disciplinas y la eficacia

del tratamiento de las anomalias detectadas (13,14).

1.3. Estadificacion

La estadificacion del CaCu tiene como objetivo principal clasificar la extension de la
enfermedad puesto que el prondstico esta determinado por el tamafio tumoral, extension de la
invasion miocervical, invasion parametrial, extension de la pared pelviana, afectacion de los
ganglios linfaticos y presencia de metéstasis a distancia, permitiendo comparar pacientes y
métodos de tratamiento entre diferentes centros y dividir a los pacientes en grupos para conocer

su pronostico (15,16).

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) divide los carcinomas
cervicouterinos en tres grupos principales: carcinomas epidermoides (80-90%),
adenocarcinomas y otros tumores (neuroendocrinos, adenoescamoso, de células vidriosas,
indiferenciado y adenoideo) (10-20%) (7). Que a su vez, cada uno de estos grupos tiene subtipos
histologicos (17). La subclasificacion correcta de las neoplasias es importante para que el

oncélogo pueda tomar la decision terapéutica adecuada.

El CaCu es actualmente estadificado de acuerdo a los lineamientos de la Federacién

Internacional de Ginecologia y Obstétricia (FIGO), adoptado en 1950 en Nueva York durante
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el Congreso Internacional de Ginecologia y el Congreso Americano de Obstetricia y
Ginecologia, estableciendo cuatro estadios de la enfermedad. Los cambios mas recientes son
del 2009 y se establecieron en consenso entre diferentes sociedades y agencias internacionales
(18). En México, la Secretaria de Salud implementé desde hace doce afios el reporte citolégico
mediante el sistema Bethesda (modificado en 2001). El Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) vy el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los trabajadores del Estado
(ISSSTE) actualmente utilizan un sistema de clasificacion que es la combinacion de otros

sistemas anteriores (9).
El sistema Bethesda incluye tres grandes categorias (19):
Calidad de la muestra

e Adecuada para evaluacion (presencia o ausencia de células de la zona de
transformacion)

e Inadecuada para evaluacion (se debe especificar la razon: ausencia de células de la
zona de transformacion u otros indicadores de calidad)

e Si se observan anormalidades celulares, automaticamente debera considerarse

adecuada para evaluacion
Negativa para lesion intraepitelial o malignidad

e Casos que no tienen evidencia de lesion (epitelio normal)

e Presencia de microorganismos especificos: Trichomonas vaginalis, Candida sp., flora
sugestiva de vaginosis bacteriana, bacterias consistentes con Actinomyces sp., cambios
celulares consistentes con herpes simple

e Cambios celulares reactivos asociados a inflamacion, radioterapia, dispositivo

intrauterino (DIU), células glandulares en pacientes post-histerectomizadas y atrofia

Anormalidad en células epiteliales

e Células escamosas atipicas (ASC): con dos subcategorias ASC-US a favor de un proceso
reactivo y ASC-H donde no es posible descartar una lesion intraepitelial de alto grado
e Lesion intraepitelial de bajo grado (LIBG), abarcando: displasia leve/CIN 1 (por sus

siglas en inglés de cervical intraepitelial neoplasia)



e Lesion intraepitelial de alto grado (LIAG), abarcando: displasia moderada y severa,
carcinoma in situ; CIN 2y CIN 3

e Carcinoma epidermoide

Tanto en el CaCu como en otros tipos de cancer, durante el proceso de la transformacion
maligna existen numerosas alteraciones genéticas en las células que resulta en la alteracion de
protooncogenes y genes supresores de tumores, que como resultado generan clonas tumorales
con diferentes propiedades (20). Por lo tanto las células malignas adquieren caracteristicas que
les permiten la separacion del tumor, degradacion de la matriz extracelular, invasion, adhesion
y metéstasis a 6rganos distantes (21). Las alteraciones en la glicosilacion de los glicoconjugados
de la superficie de las células cancerosas afectan las funciones celulares normales que
eventualmente conducen a su comportamiento metastasico e invasivo, que €S un rasgo

caracteristico de las células con mayor grado de malignidad (22).

2. Glicosilacion

Los glicanos constituyen el mas complejo y abundante grupo de moléculas en los
organismos vivos. Ademas de jugar un papel importante en el almacenamiento y suministro de

energia, a menudo sirven como precursores biosintéticos o como elementos estructurales.

Los glicanos complejos estan frecuentemente unidos a proteinas, formando
glicoproteinas, o a lipidos, formando glicolipidos. Los glicanos unidos a proteinas estan
involucrados en numerosos procesos bioldgicos esenciales incluyendo proliferacion celular,
diferenciacion y migracion, integridad y reconocimiento célula-célula, interacciones célula-
matriz extracelular y patégeno-huésped, inmunomodulacién y transduccion de sefiales (23). Los
glicanos se pueden unir de dos maneras a las proteinas: (i) a través de un residuo GIcNAc que
es afiadido a un residuo de asparagina (Asn) dentro de una secuencia peptidica consenso de Asn-
X-Ser/Thr (donde X puede ser cualquier amino acido excepto prolina) y son denominados N-
glicanos o (ii) a través del grupo hidroxilo de un residuo GalNAc a un residuo de serina (Ser) o

treonina (Thr) sobre el polipéptido dando origen a los O-glicanos (22).



Los N-glicanos son inicialmente ensamblados en el reticulo endoplasmico y transferidos
a un acarreador lipidico Ilamado dolicol-fosfato, para formar un donador de azlcar;
Glc3Man9GIcNAc2-PP-dolicol, este gran oligosacarido es transferido del dolicol-fosfato a un
residuo de asparagina en la secuencia antes mencionada. Todas la N-glicoproteinas comparten
una estructura nuclear comun constituida por el pentasacarido Manal-6(Manal-3) Manf1-
4GIcNAcP1-4GIcNAcB-Asp, al que se le adiciona una cantidad variable de monosacéridos para

extender el pentasacarido original.

Los O-glicanos son ensamblados en el aparato de Golgi y comienza con el glicano O-
GalNAc. Posteriormente es modificado por varias glicosiltranferasas, afiadiendo los residuos de
GIcNAc, galactosa, fucosa, o acido sialico uno a uno de manera secuencial con diferentes tipos
de enlace, resultando por ello en diferentes O-glicanos con estructura ramificada, compuestos

por pocos residuos de monosacaridos.

La glicosilacion es uno de los procesos mas frecuentes que ocurre en las modificaciones
co- 0 post-traduccionales hechas a proteinas y lipidos, resultando en la adicion de cadenas de
carbohidratos que tienen una secuencia oligosacarida compleja y una diversidad estructural. La
apropiada y correcta sintesis de las estructuras glicanicas depende de la accién de enzimas
altamente especificas conocidas como glicosiltranferasas y glicosidasas, las cuales son
expresadas diferencialmente en los tejidos y células. La estructura glicana estara determinada
no solo por la naturaleza de la proteina a la que se une, sino también por el tejido o célula donde

se realiza la modificacion (24).

Las proteinas que son destinadas a la superficie celular o al medio extracelular para ser
incorporadas a la matriz extracelular tipicamente se someten a la glicosilaciéon por la via del
reticulo endoplasmico-aparato de Golgi, donde una secuencia de eventos tanto catabolicos como
anabdlicos ocurren, participando las glicosidasas y glicosiltranferasas para crear estructuras de
glicanos altamente complejos (25). La glicosilacion es una modificacion predominante que
regula muchas funciones celulares (26). Con el programa SWISS-PROT se estimd que més del
50% de todas las proteinas y lipidos conocidos que son sintetizados por eucariotas son
glicosilados (27,28).



2.1 Alteraciones de la glicosilacion

La glicosilacion aberrante es una caracteristica de la transformacion maligna y
progresion tumoral (29,30,31,32), posiblemente resultado de la desregulacion de la

transcripcion de genes que codifican para las enzimas de la maquinaria de glicosilacion.

Las alteraciones en los patrones de glicosilacion asociados a cancer son resultados de
cambios en la expresion de genes que codifican para enzimas que participan en la glicosilacion,
alteraciones en la localizacion de las enzimas dentro de los compartimientos celulares,
disponibilidad de substrato donador y aceptor, competicion entre estructuras asociadas a cancer

y normales, asi como el enmascaramiento de epitopos de azUcar por grupos sustituyentes (33).

Dentro del microambiente tumoral algunos de los cambios en la glicosilacion favorecen
la movilidad de las células malignas, modifica la adhesion celular e incluso en algunos casos

activa receptores de membrana, contribuyendo al fenotipo invasivo (34,35,36).

Algunos de los cambios caracteristicos de la transformacion maligna son: la expresion
de antigenos oncofetales, epitopos que estan presentes en tejido embrionario y células
tumorales, pero que estan generalmente ausentes en células de adultos sanos (21). Neo-sintesis
o sintesis incompleta de estructuras glicanicas (37). Especialmente cambios a nivel de la
sialilacion, la fucosilacién, ramificacion y truncamiento tanto de N- y O-glicanos parecen ser
un tema comun entre los cambios asociados con cancer en estructuras glicanas (22). La N-
glicosilacion afecta el plegamiento de proteinas, jugando un papel central en el control de
calidad dentro del reticulo endoplasmico, en el potencial metastasico y la propagacién de

tumores (32).

La sobreexpresion de antigenos sialilados, incluyendo los sialil-Tn, sialil-Le? y sialil-
Le*, en la superficie de las células cancerigenas ha sido reportado (38). La alteraciéon de O-

glicanos es una caracteristica universal de células cancerigenas.

En muchos tipos de cancer, se han reportado cambios en la localizacion de las enzimas
de la familia de transferasas poli-peptidil-aGalNAc (ppGalNACT), pasando de estar restringidas
al cis-Golgi a identificarse en todo el aparato de Golgi. Las ppGalNACT catalizan la



transferencia de una a-GalNAc de UDP-GalNAc a residuos de Ser o Thr de una glicoproteina,

produciendo el antigeno Tn (39).

Dentro de las alteraciones de glicanos cominmente observadas en carcinomas son las
siguientes: incremento de ramificaciones 1,6, incremento de sialilacién 02,6, incremento de
sialil-Lewis*® (sLe*/sLe?), disminucion de di-sialil-Lewis*?, incremento de epitopos Thomsen-
nouvelle (Tn), incremento de epitopos sialil-Tn (sTn), incremento de antigeno T y sialil-T (21).
Entre los glicanos, una de las moléculas importantes es el acido sialico (AS) (40), el incremento
general en la sialilacion ha sido detectado tanto en modelos experimentales como en los tumores

malignos y se asocia con un fenotipo celular metastasico (33,41,42).

2.2 Acido sialico y sialiltranferasas

Los AS son un grupo de azucares derivados del 4cido neuraminico (Acido 5-amino-3,5-
didesoxi-D-glicero-D-galacto-nono-2-ulosonico) y ampliamente distribuidos en la naturaleza
como un azucar terminal de los oligosacaridos unidos a proteinas o lipidos. Los miembros
incluyen al azlcar de nueve carbonos, acido N-Acetilneuraminico (Neu5Ac), y sus derivados.
El Neu5Ac es el AS mas ubicuo y es el precursor biosintético de todos los otros ASs. Los ASs
pueden estar unidos a un residuo galactosa (Gal) via uniéon 02,6 0 02,3 0 unidos a galactosamina
0 N-acetilgalactosamina (GalNAc) via unioén 02,6, ademas, el AS puede también estar unido al
carbono 8 de otro residuo de AS via unién a2,8, en proteinas y glicolipidos, siendo su
transferencia catalizada por una familia de enzimas denominadas sialiltranferasas (ST) (43).

Los niveles de AS en la superficie celular dependen de los niveles de ARNm de los genes
de ST (44,45). En seres humanos se expresa en muchos tejidos a diferentes niveles (46).
Ademas, los niveles de expresion de ST cambian dramaticamente durante la transformacién
maligna y la alteracion de su expresion puede ser resultado de alteraciones en los niveles de AS.
La regulacién de estos genes es muy compleja, ya que algunos de ellos pueden tener diferentes
promotores cuya actividad es regulada de manera especifica dependiendo del tipo celular o del
tejido, dando como resultado la produccién de especies de ARNm que divergen en la regiéon 5
sin traducir (46).



2.3 Galactosa

La galactosa es un monosacéarido formado por seis atomos de carbono (hexosa), que se
convierte en glucosa en el higado como aporte energético. Ademas, forma parte de los
glicolipidos y las glicoproteinas de las membranas celulares, sobre todo de las neuronas. La
galactosa es sintetizada por las glandulas mamarias para producir lactosa, que es un disacarido
formado por la union de glucosa y galactosa, por tanto el mayor aporte de galactosa en la
nutricion proviene de la ingesta de lactosa de la leche, donde el 20% es utilizado para la
glicosilacion (47). La transferencia de galactosa a las glicoproteinas es catalizada por las
galactosiltransferasas, las cuales se dividen de acuerdo al tipo de enlace que catalizan. Las -
1,3-galactosiltransferasas transfieren un residuo de galactosa del nucleétido uridina difosfato-
galactosa (UDP-gal) al carbono 3 de un residuo aceptor de N-acetilgalactosamina. Las 1,4-
galactosiltransferasas transfieren galactosa al carbono 4 de un residuo N-acetiglucosamina.

Estas transferencias se realizan en la cisterna del trans-Golgi (48).

Las estructuras glicanicas pueden actuar como un sistema codificante, ya que son
capaces de interactuar con alta especificidad y selectividad con proteinas de union a
carbohidratos incluyendo lectinas, anticuerpos, receptores y enzimas (49). Estas moléculas
también estan involucradas en la comunicacion como célula—célula e interacciones célula-
matriz extracelular y de reconocimiento molecular durante el desarrollo tumoral, diferenciacion

y progresion (50,43,51).

2.4 Funciones de los glicanos en cancer y su asociacion con la progresion

La metéastasis de los tumores es el proceso mas importante para la extension del tumor,

que involucra una serie escalonada de eventos de adhesién y de sefializacion (52).

Cambios en los oligosacaridos de las estructuras N-glicanicas han sido descritos en
cancer de mama, colon, prostata, pulmon, células renales, carcinoma hepatocelular, pancreéatico
y gastrico (39). La inhibicién de la via biosintética de N-glicanos se esta convirtiendo en un
blanco interesante para inhibir la progresién de cancer (39).



El aumento en la expresion de AS ha sido implicado en el proceso metastasico (53). La
inhibicion de sialilacion y extension de O-glicanos reduce el potencial metastasico de células
cancerigenas (54). El AS puede también estar implicado en la regulacion del crecimiento (55).
Dado que algunos glicoconjugados sialilados regulan la adhesion y promueven la motilidad,
pueden ser importantes para la colonizacion y potencial metastasico de células tumorales
(56,57,58). EI AS unido en posicion terminal de las cadenas de los oligosacaridos, impide la

elongacion de ésta.

Mientras que el antigeno sialil-Le* unido a O-glicanos puede promover adhesion celular
e invasividad, otras estructuras de O-glicanos pueden también jugar un papel importante en el
fenotipo maligno de las células cancerigenas (59). Comparado a tumores primarios, la expresion
de los antigenos Tn y T disminuye en tumores metastasicos de células de cancer de colon, con
un correspondiente incremento en sialil-Tn, sialil-T, sialil-Le? y sialil-Le* (60). El sialil-Tn es
un antigeno importante sobreexpresado en varios canceres epiteliales (gastrico, pancreatico,

colorrectal, ovario y mama) y es usualmente asociado con mal prondstico (61).

La adicion de residuos de galactosa y GIcNAc, produce estructuras ramificadas de
polilactosamina (poli-LacNAc). EIl origen de ramificaciones de poli-LacNAc se ha

correlacionado con el desarrollo tumoral, la invasion, la metéstasis, y mal prondstico (62).

2.5 Alteraciones de la glicosilacion en Céancer Cérvicouterino

Se ha observado que en el suero de los pacientes con adenocarcinoma cervical presentan
una mayor incidencia de niveles altos de antigeno sialil-Tn, incrementando la incidencia

progresivamente con la etapa de la enfermedad (59).

La regulacion de los cambios en la expresion de sialiltranferasas (ST) observados en
tejido de cérvix maligno, se realiza principalmente a nivel transcripcional. En el CaCu los
niveles de ARNm de las sialiltranferasas (ST3Gal I, ST3Gal Ill, ST3Gal IV y ST6Gal ),
presentan un aumento del ARNm del gen de la ST6Gal | y una disminucion del ARNm de las
ST3Gal 111, ST3GallV y ST3Gal | en carcinoma escamoso de cérvix comparado con tejido de

cérvix normal; sin embargo, los pacientes con metéstasis en ganglios linfatico presentan un



aumento del ARNm de las ST3Gal Il y ST6Gal | comparado con pacientes sin metastasis a
ganglios linfaticos, donde la alta expresion de ST6Gal | fue asociada con invasion profunda del

estroma, invasion al espacio linfatico vascular y poca diferenciacion (63,64).

Un incremento de la expresion de acido sialico via union 02,3 y 02,6 ha sido reportado
en lesiones premalignas de cérvix, incrementando su expresion conforme el grado de la
neoplasia cervical (65). Se han reportado un incremento en la expresion del antigeno sialil-Le*
en células de raspado cervical, en relacién al grado de la neoplasia cervical (66). A pesar de que
existe evidencia de la importancia de la alteracién de glicanos en CaCu, no existe mucha
informacion al respecto hoy en dia de las alteraciones especificas de glicosilacion en CaCu, por

lo que es importante determinar glicanos alterados en este tipo de cancer.

Las proteinas de union a carbohidratos (lectinas, galectinas y siglecs), juegan un papel
importante en eventos mediados por estas interacciones, tales como reconocimiento, anti
reconocimiento, adhesion, transduccion de sefiales, endocitosis, liberacion de vesiculas, y
migracion entre los organelos y las células, tanto a nivel molecular y celular (67). Los cambios
de glicanos en las estructuras terminales expuestas sobre la superficie de células tumorales
pueden ser reconocidas a través de lectinas enddgenas y por lo tanto modular la progresién del
cancer (21). Para investigar las alteraciones de glicanos se han utilizado lectinas que reconocen
motivos especificos de glicanos, demostrando claramente su habilidad para identificar cambios

de glicanos especificos de cancer.

3. Familia de Galectinas
3.1 Estructura y propiedades bioquimicas de las galectinas

Las galectinas forman parte de la familia de lectinas que ejercen su principal funcion por
unién a glicoconjugados, es decir, estructuras de carbohidratos unidos a proteinas, péptidos y
lipidos. Las galectinas descifran la informacion codificada por la maquinaria de glicosilaciéon y
la traducen en funciones celulares. EI término de galectinas fue introducido en 1994, resultado
de su capacidad de unién a galactosa (68), inicialmente fue usado para proteinas que se unen a

carbohidratos en presencia de tioles y fueron consideradas como proteinas S (por tiol/sulfhidrilo
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dependientes). El descubrimiento de nuevas galectinas con especificidad independiente de tiol,
amplio el grupo (69). Los miembros de esta familia presentan dos propiedades que las
caracterizan: La afinidad por PB-galactésidos y una secuencia aminoacidica conservada,
denominada dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC) (68). EI dominio DRC es el
principal dominio funcional de las galectinas, estd compuesto por aproximadamente 130
aminoacidos formando dos ldminas  antiparalelas plegadas que forman un sdndwich-§ que es
ligeramente flexible dando como resultado una estructura con un lado concavo y un lado
convexo. El lado convexo consiste de cinco cadenas anti paralelas (F1-F5), y el lado concavo
de seis cadenas anti paralelas (S1-S6). El sitio de union a B-galactosidos formando disacaridos

como la lactosa ocurre en el lado concavo en las cadenas S4-S6 (70).

Las galectinas de mamiferos son nombradas por humeracién consecutiva siguiendo el
orden en que son descubiertas, actualmente la familia esta integrada por 15 miembros. Los genes
que codifican para galectinas son denominado LGALS (lectin, galactoside-binding, soluble), y

la numeracion del gen se mantiene consistente con la numeracion de la proteina.

Sobre la base de las caracteristicas estructurales de la proteina y el nimero de DRC, las
galectinas se dividen en tres tipos: prototipo, quimera y repeticion en tindem (Figura 1) (71,72).
Las galectinas prototipo tienen un solo dominio DRC con una pequefia secuencia N-terminal,
pueden estar como mondmeros, o formar dimeros unidos de forma no covalente u homodimeros,
esto a través de interacciones hidrofobicas entre los residuos de aminoacidos de su N- terminal
(73,74). La dimerizacion ocurre de acuerdo a la concentracion de la proteina, pero
independientemente de sus ligandos solubles disponibles (75). Las galectinas que pertenecen a
este grupo son: -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 y -15. Las galectinas tipo repeticion en tandem
se caracterizan por la presencia de dos dominios DRC homologos, pero no idénticos en la
secuencia de aminoacidos; estos DRC estan conectados por un pequefio péptido de enlace siendo
las galectinas -4, -6, -8, -9 y -12 las que componen este grupo. Su oligomerizacion permite
formar agregados de orden superior, mejorando su funcién (76,77). Las galectinas tipo quimera
comprenden proteinas con un DRC y un dominio regulatorio con regiones repetidas parecidas a
colageno (8-13) de un consenso de nueve residuos aminoacidicos ricos en prolina, tirosina y
glicina, este grupo solo estd compuesto por la galectina-3 (69). En contraste, la galectina-3 (gal-

3) forma oligdbmeros (trimeros o pentdmeros) en solucion o en la superficie celular via su
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extension N- terminal parecida al colageno después de su unién a oligosacéaridos multivalentes
(78,79,80).

Tipo Estructura Galectinas

. 1, 2,5 7, 10, 11, 13,
Prototipo ‘ 14, 15
Quimera —‘
Repeticion en Tandem ,I‘ 4,6,8,9,12

Fig. 1. Hasta el dia de hoy se han identificado 15 galectinas de mamiferos. Se dividen en tres grupos de acuerdo
a su estructura: Prototipo, quimera y repeticion en tandem. “Elaboracion propia”.

3

Algunas galectinas se distribuyen en una amplia variedad de tejidos, mientras que otras
son mas especificas. La expresion de galectinas es modulada durante la diferenciacion de células
individuales y durante el desarrollo de organismos y tejidos, cambiando bajo diferentes
condiciones fisiologicas y patolégicas (81). La concentracion intracelular de galectinas en
condiciones normales es equivalente a 0.01 mM, mientras que en condiciones patoldgicas o de

estrés, éstas tienden a incrementar su concentracion hasta rangos de 0.1 mM (82).

Las propiedades de union y las funciones bioldgicas de las galectinas en el medio
extracelular oxidativo, podria depender de la inmediata union a su ligando, lo que previene la
oxidacién de los residuos de cisteina presentes en el DRC y de la susceptibilidad a la protedlisis
(74,83). En el medio intracelular reductor las galectinas permanecen estables, pero después de
su secrecion al medio extracelular principalmente oxidativo, la oxidacién de las cisteinas libres
compromete no solo su actividad de union, sino que también la oligomerizacion de las

subunidades de la galectina (84).

Las galectinas estdn implicadas en varios procesos fisiopatoldgicos requiriendo el
reconocimiento de carbohidratos, tales como adhesion, regulacién del crecimiento celular,

inmunomodulacion, apoptosis, inflamacion, embriogénesis, reproduccion, extension del tumor,
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metastasis, proliferacion y splicing (82,85). La mayoria de estas funciones, han sido asignadas

a gal-1y gal-3.

3.2 Secrecidén

Las galectinas son solubles en agua, la mayoria de ellas no estan glicosiladas. La
clonacién de sus ADNc permitié identificar que éstas son sintetizadas sin una secuencia sefial,
lo que sugiere que son proteinas de ubicacidn intracelular (86); sin embargo, aunque carecen de
un péptido sefal estas proteinas no solo se encuentran en nucleo y citoplasma, sino también en
el espacio extracelular (87), actuando tanto intracelularmente como extracelularmente. La
cantidad de galectina secretada va a depender del tipo celular, del estado de diferenciacion,
pudiendo también ser regulada por factores externos (87,88). Las galectinas son secretadas a
través de una via no clasica que no esta totalmente esclarecida, se propone que un mecanismo
podria ser por translocacion directa a traves de la membrana. Se sabe que la secrecion de
galectina- 1 (gal-1) depende de la union a una molécula contrarreceptor y no involucra la
formacion de invaginaciones en la membrana plasmatica (89,90). La secrecion de gal-3 parece
ser regulada por la union a otras proteinas tales como chaperonas con subsecuente secrecion
vesicular (87,91). El dominio N- terminal de gal-3 es importante para la translocacion subcelular

y secrecion de la proteina (92).

3.3 Especificidad de galectinas a carbohidratos

Actualmente hay una creciente evidencia de que la propiedad de formar multimeros y la
unién a glicoconjugados es importante para las funciones bioldgicas de las galectinas (93). Una
actividad comdn de union entre las galectinas es su multivalencia, lo que conduce al
entrecruzamiento y agregacion de sus receptores glicoproteicos y glicolipidicos de la superficie
celular (94). En general, existen dos tipos de complejos multivalentes, designados como tipo |
y tipo Il (Figura 2). En complejos tipo I, el entrecruzamiento ocurre entre un carbohidrato
bivalente y una lectina bivalente, que podria resultar en la formacion de un entrecruzamiento

lineal (unidimensional), estos complejos a menudo son solubles (95,96) teniendo un alto grado
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de polimorfismo debido a su flexibilidad (Fig. 2A). En complejos tipo Il, el entrecruzamiento
ocurre entre lectinas y carbohidratos en el que una de las dos moléculas posee una valencia >2,
un ejemplo es el entrecruzamiento entre una lectina tetravalente y un carbohidrato bivalente, tal
interaccion permite la formacién de entrecruzamiento de dos o tres dimensiones, que pueden ser
insolubles (97,98) y precipitar en solucidn, estos complejos pueden existir como redes
ordenadas (Fig. 2B) (93).

A)
x Lectina bivalente

<==p Carbohidrato bivalente

Lectina tetravalente

<= Carbohidrato bivalente

Fig. 2. A) Diagrama de un complejo multivalente tipo 1, el entrecruzamiento ocurre entre una lectina bivalente y
un carbohidrato bivalente. B) Diagrama de un complejo tipo 2, el entrecruzamiento ocurre entre una lectina
tetravalente y un carbohidrato bivalente. “Elaboracion propia”.

Las galectinas son especificas para diferentes oligosacaridos, difiriendo en su habilidad

para acomodar ciertos sacaridos unidos a galactosa en el sitio de unién a carbohidratos (99). Las
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galectinas se unen preferentemente a N-acetil-lactosamina (LacNAc; Galpf1,4GlcNAc) y
disacaridos relacionados, incluyendo lactosa (Lac), disacaridos T (GalBl,3GalNAc) y
oligosacaridos del grupo sanguineo ABO humano, frecuentemente muestran preferencia por una
de estas estructuras y con una alta afinidad a cadenas de polilactosamina. Sin embargo, la
extension de unidades de disacaridos en el extremo no reducido con subunidades NeuNAco2,3
o con Gal(NAc) al,3 y Fuc al,2 mejora la afinidad de algunas galectinas, pero tienen afinidades
menores o reduce la union de otras (100). Por lo tanto, glicanos que contienen N-acetil-
lactosamina y cadenas polilactosamina [(Galf31,4GIcNAc)n], tal como laminina, fibronectina,
proteinas de membrana asociadas a lisosomas y mucinas, son los glicanos endégenos preferentes

reconocidos por las galectinas (101,102).

3.4 Funciones intracelulares y extracelulares de galectinas

Las galectinas pueden actuar en los medios intracelular y extracelular, con funciones
reguladas por las interacciones proteina-proteina o proteina-glicano. En el espacio extracelular
pueden interactuar con diferentes glicoproteinas en los eventos de adhesion, sefializacion y
proliferacion. Los complejos formados por la union de galectinas con glicolipidos vy
glicoproteinas que contienen azucares [3-galactosidos, pueden conducir a la formacion de redes
que agrupan ligandos de un microdominio de balsas lipidicas requeridos para la dptima
transmision de sefiales para la funcion celular (103,104,105), sugiriendo que estas interacciones
ocurren preferencialmente en estos microdominios. La formacion de redes por galectinas
requiere oligomerizacion multivalente para alcanzar la estabilidad y funcionalidad bioldgica
(103). La formacidn de redes después de la union con complejos N-glicanos a galectinas atrapa
eficazmente receptores tipo glicoconjugados en la superficie celular, previniendo su endocitosis.

Las glicoproteinas a menudo tienen mdaltiples copias de los ligandos de sacéridos que
son reconocidos por las galectinas (106), mientras que la unién de una galectina a un sacarido
simple tiene interacciones de baja afinidad (constantes de asociacion ~10* M), la naturaleza
multivalente entre interacciones galectina-sacarido resulta en una gran avidez global (constantes
de asociacion ~10° M) (103,107).
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Las galectinas pueden unirse a algunas glicoproteinas de la matriz extracelular (MEC),
como laminina, fibronectina y elastina (100,108). La unién de glicoconjugados de la superficie
celular a las galectinas desencadena una cascada de eventos de sefializacion transmembranal y
de esta manera se logra modular la mitosis, la apoptosis y la progresion del ciclo celular.
También las propiedades bivalentes y multivalentes de las galectinas les permiten hacer puente
entre dos células del mismo o diferente tipo; esto permite la agregacion homo o heterotipica, asi
como la formacion de puentes entre las células y las proteinas de la MEC. Las diferentes
proteinas de la MEC que estén unidas por galectinas pueden interactuar con otras glicoproteinas
y/o integrinas (109,110,111,112).

Las galectinas pueden tener funcion pro- o antiadherente en diferentes tipos celulares. Y
pueden actuar facilitando o reduciendo la adhesion de otras células dependiendo de diferentes
factores. La adhesion celular mejora si las galectinas entrecruzan estructuras glicosiladas de una
célula con glicanos de otra célula o de la matriz extracelular. En contraste, la adhesion es
reducida si galectinas solubles bloquean receptores disponibles para otras interacciones de union
de forma dependiente de la concentracién. En altas concentraciones de galectinas se pueden
bloquear algunos receptores disponibles impidiendo que interactien con otros componentes
para el entrecruzamiento y por lo tanto para la adhesion (113). Adicionalmente, el estado de
oligomerizacion tiene un papel importante en el bloqueo de receptores (100), por ejemplo: la
unidn de las galectinas de forma monovalente a un ligando de unién de la matriz extracelular
(comun en muchas galectinas prototipo) impide la union a integrinas de la superficie celular por
impedimento estérico. Una galectina bivalente a baja concentraciébn comparada con la
concentracion del ligando, podria estimular la adhesion por entrecruzamiento entre moléculas

de la matriz extracelular y la superficie celular (100).

Intracelularmente, las galectinas que estan tanto en nucleo como en citoplasma,
participan en procesos que son esenciales para las funciones basicas de la célula, como splicing
del pre-ARNm, regulacion del crecimiento celular, apoptosis y progresiéon del ciclo celular
(114). A la fecha el mecanismo completo por el que las galectinas regulan estos procesos es
desconocido; sin embargo, se sabe que las galectinas interaccionan con ciertas proteinas
intracelulares que estan involucradas en la regulacion de estos procesos (115). La interaccion

proteina-proteina, se presenta en la mayoria de los casos con respecto a las interacciones
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galectina-carbohidrato. Las proteinas que interaccionan con galectinas y que se han identificado
hasta el momento no estan estructuralmente relacionados entre si y no parecen compartir

dominios o motivos comunes (114).

3.5 Alteraciones de galectinas en el cancer

Puesto que las galectinas tienen diversas funciones, su disfuncién o expresion alterada
con frecuencia ha sido asociada con enfermedades, incluyendo el cancer (116,117,118). En las
dos ultimas décadas se ha demostrado que las galectinas contribuyen a muchas caracteristicas
del cancer (20), incluyendo la sostenida sefializacion proliferativa, la resistencia a las sefiales de
muerte celular, la evasion de la vigilancia inmune, la induccién de la angiogénesis y la
activacion del potencial metastasico (70,72,114,119,120).

Una gran cantidad de datos reportados acerca de la expresion de las galectinas en cancer
estan disponibles en la literatura; sin embargo, los resultados presentan contradicciones, se ha
demostrado que la expresion de las galectinas puede estar aumentada o disminuida en tumores
de diferente origen; sin embargo, estudios en el mismo tipo celular pueden presentar resultados
contradictorios. La razén de esta contrariedad puede ser debido al uso de anticuerpos dirigidos
a distintos dominios de las galectinas. También puede estar relacionado al tipo de lineas

celulares y al uso de diferentes técnicas utilizadas que ofrecen ventajas y desventajas.

El tejido canceroso con frecuencia se caracteriza por la expresion alterada de galectinas,
por lo que se ha previsto que cambios en los niveles de expresion de galectinas circulantes
pueden revelar la presencia de tejido maligno (121). Mientras la mayoria de estudios sugieren
que el incremento de los niveles de galectinas extracelulares y de sus ligandos circulantes podria
estar asociados con la expresion en tejido maligno. También hay reportes que muestran
diferencias entre los niveles séricos de galectinas con respecto a los niveles en tejido (121). Una
posible explicacion a esta discrepancia podria estar relacionada con la secrecion alterada de
galectinas, sabiendo que las galectinas son secretadas por una via no clasica poco entendida y
que ademas modificaciones de las proteinas por escision proteolitica, splicing o fosforilacion
afectan la localizacion y trafico de las mismas (92,122), probablemente la actividad anormal de

las vias celulares que regulan estos procesos en células tumorales causen desajustes entre la
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expresion en tejido y su secrecion. Una explicacion adicional podria involucrar los cambios en
la composicién de glicanos reconocidos por las galectinas en tejido tumoral, lo que podria
afectar la disponibilidad de glicoconjugados a los que se unen las galectinas, sumado a una
secrecion alterada, lo que podria provocar una mayor acumulacion en tejido que podria resultar
en las discrepancias observadas al vincular la expresion tisular y los niveles séricos de galectina

en algunos tipos de cancer (121).

Aunque muchas de las galectinas se expresan en varios tejidos humanos, en la mayoria
de canceres las galectinas disminuyen o aumentan su expresion comparado al tejido normal
(123). Por ejemplo, gal-1 aumenta su expresion en cancer de tiroides y sarcoma uterino
(124,125), pero su expresion disminuye en cancer de cabeza y cuello comparado al tejido normal
(126). Similarmente, la expresion de gal-3 aumenta en cancer gastrico (127), cancer de higado
(128) y cancer de tiroides (124), pero su expresion disminuye en cancer de cabeza y cuello (126)
y sarcoma uterino (125) comparado a tejido normal. La alteracion de su expresion se
correlaciona con la agresividad del tumor y la adquisicion del fenotipo metastasico, sugiriendo
que las galectinas estan involucradas en la progresion del cancer y metastasis (114). También
se han observado cambios en la localizacion subcelular de galectinas (por ejemplo, de nucleo a
citosol) que ocurren durante la transicion de células normales a células cancerigenas, por lo que

este cambio podria estar relacionado al fenotipo canceroso (123).

3.6 Funciones de galectinas en cancer
3.6.1 Transformacién tumoral

Usando diferentes modelos celulares se encontrd una correlacion entre la transformacion
maligna y la expresion de gal-1 y gal-3, aunque los mecanismos no estan completamente claros,
potencialmente involucra interacciones con H-Ras y K-Ras unidos a membrana. Tumores
humanos frecuentemente expresan proteinas Ras con mutaciones puntuales que las hacen
constitutivamente activas, las proteinas Ras mas comunmente afectadas son H-Ras, K-Ras y N-
Ras. Las proteinas Ras contribuyen a diversos aspectos del fenotipo maligno y sus actividades
requieren que estén ancladas a la membrana plasmatica, este anclaje de membrana requiere de

gal-1 para que funcione como un ligando de interaccion de H-Ras (129). Después se encontro
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que gal-3 también se une a proteinas Ras oncogénicas, pero preferencialmente a K-Ras (130).
Como resultado, gal-3 promueve la activacion de RAF1 y fosfatidilinositol 3 cinasa (PI13K)
contribuyendo a la activacion selectiva de cascadas de sefializacion y la regulacion de expresion
de genes a nivel transcripcional. Por lo tanto se ha propuesto que la familia de galectinas podria
tener un importante papel en el anclaje de Ras a la membrana y en la transformacién celular
mediada por Ras. Otra via de transformacion maligna inducida por galectinas podria ser a través
de su asociacion con el spliceosoma. Las gal-1 y gal-3 fueron encontradas en el complejo
Gemin4 (C50)/SMN/Gemin2 pudiendo desempefiar un papel importante en el ensamble del
spliceosoma (131), lo que sugiere que estas galectinas podrian regular el procesamiento del pre-

ARNM durante la transformacién maligna.

3.6.2 Apoptosis

La apoptosis es la funcion mas estudiada de las galectinas y es la més relevante para la
progresion tumoral. Varios estudios han mostrado que las galectinas regulan la apoptosis ya sea
positivamente o0 negativamente en varios modelos de células cancerigenas. La gal-1, incrementa
la apoptosis de células de cancer de préstata LnCap, células de cancer de colon CoL0201, células
tumorales Leydig y linfoma de células B y por otra parte reduce la apoptosis en gliomas, cancer
cervical y de pulmon (132). ElI mecanismo de regulacion de apoptosis por galectinas todavia es
poco entendido, sin embargo varios ligandos de unién implicados en el destino celular han sido
identificados. En estudios in vitro e in vivo se ha encontrado que las gal-3 y -7 interaccionan
con la proteina anti-apoptética de linfoma de células B-2 (Bcl-2) (133,134,135). Se desconoce
el dominio de la proteina gal-7 implicado en esta unién, sin embargo el motivo NWGR (Asp-
Trp-Gly-Arg) que esta presente en el extremo N-terminal de la proteina gal-3 muestra una fuerte
homologia con el motivo BH1 de Bcl-2, que parece ser esencial para sus funciones anti-
apoptoticas (135). Por la homologia gue existe entre los miembros pro y anti-apoptéticos de la
familia Bcl2, las galectinas también podrian ser capaces de interactuar con otros miembros de
la familia (132). Una proteina intracelular que podria también estar involucrada en la actividad
anti-apoptotica de gal-3 es la sinexina (también llamada anexina VII), es necesaria para la

translocacion de gal-3 a las membranas perinucleares en células tratadas con estimulantes
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apoptaticos (136). Hay evidencias que sefialan que dependiendo de la localizacion celular de
gal-3 puede ejercer efectos contrarios, en citosol protege a las células de la apoptosis, pero
localizada en nucleo tiene el efecto opuesto (137). Por lo que, algunas galectinas inducen
apoptosis por union a glicoproteinas de la superficie celular y otras regulan la apoptosis a través

de interacciones con proteinas intracelulares.

3.6.3 Crecimiento tumoral

Las galectinas tambien podrian desempefiar un papel central en la proliferacion tumoral.
Se ha determinado que gal-1 reduce la proliferacion celular de linfomas de células B,
neuroblastoma y de cancer de prdstata LnCap, mientras que incrementa la division celular de
células cancerigenas de glioma, cervical, ovario y pancreas (132). Otra galectina que presenta
dualidad en su funcion sobre la proliferacion celular es la gal-3, ya que incrementa la
proliferacion de tumores de mama, prostata, pancreas y carcinoma celular escamoso oral de
lengua (132). Este mecanismo es atribuido a la interaccion de gal-3 con el complejo B-
catenina/Axina/APC en el nucleo, incrementando la actividad transcripcional del factor de
transcripcion Tcf-4 y subsecuentemente elevando la expresion de c-myc y ciclina D1 (138). En
contraste, gal-3 citoplasmatica, junto con gal-1, se unen a protocadherina-24, permitiendo la
localizacion citoplasmatica de [3-catenina, mientras que disminuye la sefializacion de Wnt (139).
También se ha encontrado que la gal-7 aumenta la actividad proliferativa en células de cancer
de ovario, mientras que reduce la tasa de proliferacion de ceélulas cancerigenas de
neuroblastoma, colon y gastrico (140,141,142). Por otra parte, gal-8 y gal-9 han mostrado
reducir el crecimiento tumoral de colon y mieloma, respectivamente (143,144), mientras que

gal-12 reduce la proliferacion de células de cancer de cérvix y leucemia de células T (145).

3.7 Galectinas en metastasis tumoral

La metastasis del tumor implica una serie de pasos que inician con la invasion de la
celula tumoral a tejido circundante, la difusion a través de los vasos sanguineos o linfaticos,

evasion de la respuesta inmune y finalmente la formacién de un nuevo foco tumoral en sitios
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distantes. Los factores involucrados incluyen cambios en la adhesion celular, incremento de
migracion o motilidad e invasividad, angiogénesis y evasion de la respuesta inmune (114). Se
ha demostrado que diferentes galectinas pueden contribuir a todos estos procesos, indicando que
la familia de galectinas podria ejercer un papel importante para la metastasis tumoral, como se

muestra a continuacion.

3.7.1 Adhesion

Los carbohidratos juegan un papel importante en la adhesion de las células tumorales a
las células endoteliales, estas interacciones son mediadas por proteinas de union a carbohidratos
(lectinas) que se unen a estructuras de oligosacaridos especificos que estan sobre la superficie
celular o glicoconjugados presentes en la matriz extracelular (29,146,147,148). Las galectinas
expresadas sobre la superficie celular de células tumorales pueden estar involucradas en la
adhesion celular y metastasis (146,147). Sin embargo, las galectinas estan también presentes
sobre la superficie celular de células normales, donde pueden participar en la adhesion de células
tumorales (146). El posible papel de las galectinas en la adhesién de células tumorales, se ha
propuesto previamente con base en pruebas menos directas. Primero, la expresion de galactosa
sobre la superficie de células tumorales se ha correlacionado con el grado de metastasis de
cancer colorrectal a higado (149); segundo, la metéastasis experimental fue prevenida por D-
galactosa (150,151); tercero, la modificacion de las propiedades de los glicoconjugados de
células tumorales por los inhibidores de la glicosilacion sugirio la existencia de lectinas
enddgenas (152,153) y cuarto, la indicacion mas fuerte de que las galectinas participan en la
adhesion de celulas tumorales fue que una mutante deficiente de glicosilacion carente de &cido
sidlico y galactosa derivadas de un tumor linforreticular se adherian poco a monocapas de
células endoteliales microvasculares, mientras que las células parentales correctamente
glicosiladas se adhirieron fuertemente a células endoteliales. Ademas, la galactosilacion de
glicoconjugados de la superficie celular de las células tumorales por galactosiltransferasas y el
aumento de UDP-galactosa incrementa la habilidad de las células a adherirse a células

endoteliales in vitro y por otra parte forma metastasis a higado tras administracién intravenosa
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(29,147). Se ha demostrado que las gal-1 y gal-3 son expresadas en varias células endoteliales

y que gal-1 puede contribuir a la adhesidn de células tumorales a células endoteliales (147).

3.7.2 Migracién e invasion

Las galectinas afectan la motilidad de las células tumorales e influyen en su capacidad
de invasion; esto ha sido mostrado en ensayos in vitro mediante la adicion de galectinas
exogenas a las células o por sobreexpresion de éstas en células tumorales. La adicion de gal-3 a
células de carcinoma de mama incremento la migracién de las células a través de una barrera
Matrigel (154), probablemente debido a la union de gal-3 a los receptores de la superficie celular
que estan implicados en la migracion celular (114). Por otra parte, en las lineas celulares de
cancer de colon, la adicion exdgena de gal-3 reduce la migracion (155), mientras que en lineas
celulares de cancer de pulmon la sobreexpresion de gal-3 mejord la motilidad e invasividad
(156). La gal-1 estimula la migracion de células de cancer de pulmén y hepatico, mientras que
reduce la migracién de células de cancer de colon, favoreciendo la capacidad de invasién de
células de cancer cervical, pancreéatico, hepatico, ovarico, de gliomas y de pulmon (132). La
galectina-7 reduce la migracion de células de cancer gastrico y la invasion de células de cancer
urotelial y gastrico, mientras que se ha asociado con un incremento en la capacidad de invasion
de células provenientes de otros tipos de céancer, incluyendo cancer de mama y linfoma de
células T (132).

La manera en que las galectinas modulan positivamente o negativamente el
comportamiento invasivo de las células cancerosas es desconocido; sin embargo, podria
explicarse por diferencias en los receptores de la superficie celular reconocidos por las
galectinas y por los efectos de estos receptores en la migracion celular. Extracelularmente,
involucran proteinas de la superficie celular implicadas en la migracién celular, mientras que
intracelularmente, podrian afectar la movilidad intrinseca de las células a través de mecanismos
aun no identificados (114,132).
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3.7.3 Angiogénesis

La angiogénesis es necesaria para el crecimiento tumoral invasivo y la metéstasis,
constituyendo un proceso importante en la progresion del cancer (157), siendo también uno de
los eventos asociados con la actividad de galectinas. La gal-3 tiene actividad angiogénica in
vitro, mientras que en ratones inoculados con células tumorales de cancer de mama que
sobreexpresaban gal-3 presentaron un incremento en la densidad capilar que rodea el tumor
(158). La gal-3 aumenta la vascularizacion de tumores de prdstata y melanomas, mientras que
la gal-7 reduce la angiogénesis en tumores de colon (137,159,160). La gal-1 aumenta la
vascularizacion en tumores de glioma, prostata y de mama (161,162,163). El incremento de la
expresion de galectina-9 (gal-9) en células endoteliales (164), de la vasculatura de diferentes

tejidos tumorales, sugiere un posible papel de gal-9 en la angiogénesis (165).

3.7.4 Escape de la respuesta inmune

Las galectinas participan en el escape de la respuesta inmune de la célula tumoral. De
hecho, gal-1 promueve inmunoevasion de células cancerigenas de neuroblastoma, prostata,
mama y pancreas (166,167,168). La gal-3 también incrementa el escape de la respuesta inmune
en células de cancer colorrectal y de pulmon (156,169,170). Las gal-1, gal-3 y gal-9 han sido
consideradas como biomarcadores de mal prondstico para una variedad de tipos de cancer, y su
influencia por promover la evasién de la respuesta inmune del tumor. La union de gal-1, gal-3
y gal-9 a ligandos contrareceptores sobre células T efectoras puede alterar la composicion del
subconjunto de células T, favoreciendo un ambiente inmune tolerogénico para el crecimiento y
progresion tumoral (171). Estas interacciones de unién estan implicadas criticamente en las vias
de induccion de la muerte celular, la estimulacion de la sintesis de citocinas inmunoreguladoras
y/o el establecimiento de un fenotipo exhausto en células T CD8" especificas de tumor (171).
Mas estudios sugieren que las galectinas extracelulares son responsables de estas funciones, la

participacion de células intracelulares en este proceso permanece desconocido.
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3.8. Expresidn de galectinas y la prognosis

Ademaés de comparar la expresion de galectinas entre tejido normal y maligno, varios
estudios han explorado el valor prondstico de la expresion de galectinas en cancer, haciendo
evidente que las galectinas pueden estar vinculadas con la evolucién de la enfermedad. Por
ejemplo, la expresion de gal-1 se ha asociado con mal pronostico para supervivencia global (SG)
y supervivencia libre de enfermedad (SLE), independientemente del tipo de cancer. Lo contrario
sucede con gal-9, que depende del tipo de cancer, aunque tan solo un numero limitado de
diferentes tipos celulares han sido evaluados. El valor pronostico de gal-3, que ha sido
ampliamente evaluado, es menos claro y parece depender del tipo de cancer. Por ejemplo, en
cancer de colon, cerebro, leucemia mieloide aguda, la alta expresion de gal-3 se asocia con mal
SG (172,173,174), mientras que en cancer gastrico la alta expresion de gal-3 parece ser
favorable (175,176). Las alteraciones en la expresion de galectinas se asocian frecuentemente
con marcadores de prondstico clasicos como el grado del tumor, estadio y el estado ganglionar.
Por ejemplo, estudios en cancer de cerebro describen una correlacion positiva entre el grado
tumoral y los niveles de expresion de gal-3, mientras que en cancer de colon, la expresion de
gal-3 a menudo correlaciona con el estadio tumoral (121). Las asociaciones sugieren que
galectinas solo tiene un limitado valor afiadido sobre los pardmetros prondsticos clasicos,
contrariamente se ha demostrado en varios estudios que las galectinas fueron identificadas como
factores pronostico independiente para el resultado de la enfermedad (121). Las galectinas
pueden tener un valor prondstico adicional, considerando que este difiere entre diferentes
subtipos de tumores (121). Se demuestra que la gal-1 en cancer gastrico, se identifica como un
factor pronostico independiente solo en el tipo intestinal y no en el tipo difuso (177). El valor
pronostico también parece estar relacionado a la distribucién del tejido dentro del tumor, es

decir, estromal o epitelial, asi como a la localizacion celular (121).

4. Galectina-9

La gal-9 pertenece al tipo de galectinas de repeticion en tandem y el gen fue clonado por
primera vez de células tumorales de la enfermedad de Hodgkin, una condicién caracterizada por

eosinofilia en tejido y sangre (178). La gal-9 tiene un tamafio de aproximadamente 39.5 kD,
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contiene un DRC N-terminal (DRC-N) de 148 aa y un DRC C-terminal (DRC-C) de 149 aa
conectados por un dominio de union. La cristalografia de rayos X revela que el DRC-N de la
gal-9 humana esta compuesto de dos ldminas B, una de seis cadenas (S1-S6) y la otra de seis
cadenas (FO-F5), que forman un dominio B-sandwich (179,180). La estructura general del DRC-
C de la gal-9 humana es similar al DRC-N, con dos laminas [ antiparalelas compuestas de
cadenas B S1-S6 y F1-F5, ademas de una pequefia o-hélice (181). El sitio de union a
carbohidratos de ambos dominios estd compuesto por las cadenas B S4, S5 y S6, donde las

diferencias de aminoéacidos determinan la especificidad de unién a carbohidratos.

La gal-9 se expresa en diversos tejidos, como higado, intestino delgado, timo, rifién,
bazo, pulmon, masculo cardiaco y esquelético, siendo mas abundante en higado (182). Gal-9
participa en adhesion celular (183), agregacion (184) y apoptosis (184,185).

4.1 Ligandos de unién de gal-9

Varios receptores y ligandos de unién de la gal-9 han sido reportados, se incluyen el
transportador de glucosa 2 (Glut-2) (186), la mucina-inmunoglobulinas de células T 3 (Tim3,
por sus siglas en inglés de T-cell immunoglobulin mucin-3) (187), CD44 (188), la proteina
disulfuro isomerasa (189), el glicoesfingolipido Forssman (190), la IgE (191) y NF-IL6 como
un ligando de unién intracelular (192). La gal-9 también puede interactuar con ella misma o con
otros miembros de las galectinas como las gal-3 y gal-8, a través del DRC (193). La variacion
en el tamafio del péptido de unidn puede afectar la valencia de gal-9 al disminuir su capacidad

de multimerizacién.

Los DRC-C y DRC-N son diferentes presentando 39% de identidad en la secuencia de
sus aminoacidos. Analisis de las propiedades de unién a carbohidratos de los DRC individuales
de gal-9 demostraron que sus afinidades tienen tanto caracteristicas en comun como distintas
(Figura 3): tanto el DRC-N y el DRC-C tienen una mayor afinidad a estructuras repetitivas de
residuos N-acetil-lactosamina enlace B1-3 (poli-N-Acetil-lactosamina) altamente ramificada o
extendida (pero es mas prominente para DRC-N), mientras que solo el DRC-N reconoce el
pentasacarido Forssman con una alta afinidad (99), ademas de que analisis in silico muestran

preferencia a N-glicanos no sialilados (194).
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Fig. 3. Estructuras de glicanos que son reconocidos en comin por ambos DRC de gal-9 y estructuras especificas
del DRC-N. Modificado de Wiersma V. et al, 2013.

La diferencia que los DRC-N y DRC-C tienen respecto a la afinidad de su unién a
carbohidratos hace que participen en diferentes funciones (178). EI DRC-N contribuye
principalmente en la regulacion de la inmunidad innata, activando células inmunes innatas, el
DRC-C esta involucrado principalmente en la inmunidad adaptativa por tener una mayor

actividad en inducir muerte de células T que el DRC-N.

4.2 Funciones de gal-9

La gal-9 fue originalmente descrita como quimioatrayente de eosinéfilos, su actividad
quimioatrayente (ECA por sus siglas en inglés eosinophil chemo-attractant) podria ser ejercida
via entrecruzamiento de glicoconjugados que contengan galactésidos localizados sobre la
superficie de eosindfilos. Hay tres posibles interacciones entre los dos DRC y los
glicoconjugados de la superficie celular: 1) los dos dominios se unen a dos glicoconjugados
distintos; 2) los dos dominios se unen a dos glicoconjugados idénticos, por lo tanto la gal-9
puede inducir formacion de homodimeros y multimeros de las moléculas; y 3) los dos dominios
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se unen a dos diferentes motivos de oligosacéridos sobre los mismos glicoconjugados (195).

Para la actividad quimioatrayente de la gal-9 ambos DRC son esenciales (Figura 4) (196).

Fig. 4. La actividad quimioatrayente de gal-9 requiere de la unién de los DRC a los glicoconjugados de la
superficie celular de eosindfilos. “Elaboracion propia”.

Extracelularmente, la gal-9 puede regular la adhesion celular y la formacion de redes de
glicoconjugados a traves de sus DRC. Gal-9 funciona como una sefial de comunicacion entre la
microglia y los astrocitos promoviendo la produccion de citocinas de la microglia de una manera
independiente de Tim-3 (197).

La interaccion con IgE inhibe la formacion del complejo antigeno-IgE suprimiendo la
desgranulacion de células RBL-2H3 (mastocitos) (191), sugiriendo que la gal-9 se une a IgE a
través de estructuras glicanicas inhibiendo la formacion del complejo a través de un mecanismo
de impedimento estérico. La eliminacion del péptido de union de la gal-9 mejora en gran medida
su estabilidad frente a la protedlisis, sin afectar sus actividades bioldgicas, por lo que podria ser
usada para evaluar su potencial terapéutico (198). La gal-9 se une a Glut-2, reduciendo la tasa

de endocitosis y con ello aumenta la vida media del receptor (186).

Diversos estudios sugieren que la gal-9 es un modulador de las funciones inmunes y que

actua principalmente regulando la homeostasis, desarrollo y diferenciacion de células T (199).
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La gal-9 puede promover inflamacion al desencadenar la produccién de citocinas
proinflamatorias de monocitos (200) e inducir la maduracion de macrofagos (201) y células
dendriticas derivadas de monocitos (202). La gal-9 promueve y reprime la diferenciacion de
células T naive, en células T reguladoras (Tregs) y células T cooperadoras 17 (Thl7),
respectivamente (203). Ademas, la gal-9 induce la muerte de células T cooperadoras 1 (Thl) y
Th17 diferenciadas (185,204). Cuando la gal-9 se une a Tim-3 se puede inducir la apoptosis de
células T (205) y la respuesta de las células T puede ser inhibida (206). La via Tim-3-gal-9 se
considera un regulador negativo de la respuesta inmune mediada por células T (207). La gal-9
intracelular puede también activar citocinas inflamatorias en monocitos a traves de su

interaccion con el factor nuclear interleucina 6 (NF-1L6) (192).

La gal-9 presenta isoformas proteicas, tres de las cuales han sido mejor caracterizadas,
estas difieren entre si por el tamafio del péptido de unién y son llamadas: gal-9 tamafio largo de
355 aa (gal-9L), gal-9 tamafio mediano (también llamada ecalectina) de 323 aa (gal-9M) y gal-
9 tamafio corto de 311 aa (gal-9S) (208). Aungue estas isoformas muestran actividad ECA
comparable (195), presentan diferencias en otro tipo de funciones. En células de cancer de colon
LoVo, la sobreexpresion de gal-9L disminuy6 los niveles de ARNm de E-selectina, mientras
que la sobreexpresion de gal-9M vy gal-9S incrementaron los niveles de ARNm de E-selectina,
con un concomitante incremento de adhesion de estas células a células endoteliales (209).
Ademas, la estructura y tamafio del péptido de unién pueden influir en la formacién de redes

multivalentes, que afectan la habilidad de union a sus ligandos glicanos (210).

4.3 Gen de gal-9

El gen que codifica para la gal-9, se denomina LGALS9, se localiza en el cromosoma 17
en la region 1711.2 y se compone de 11 exones que codifican una proteina de 355 aa de
aproximadamente 39.5 kD (211). El interferén gamma (IFN-y) favorece la expresion de gal-9
en fibroblastos dérmicos primarios de humanos, fibroblastos nasales primarios de humanos y
células endoteliales (212,213,214). En células endoteliales bajo el tratamiento con IFN-y, la
histona deacetilasa 3 (HDACS3) es activada, regulando la expresion de gal-9 a través de la via
de sefializacion PI3K-IRF3 (215). La expresion inducida por el IFN-y en fibroblastos puede ser
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resultado del efecto en las vias de las MAPK, PI3K y JAK/STAT (213). También se ha mostrado
que IL-1B (216) e IL-5 (217) aumentan la expresion de gal-9 en astrocitos y eosinéfilos
respectivamente. Hasta el dia de hoy, las vias de sefializacion implicadas en la modulacién de
la expresion de gal-9, la estructura del promotor y los factores de transcripcion que controlan la
transcripcion del gen LGALS9 adn no se han dilucidado. Ademas, los factores que controlan la

expresion de las variantes de gal-9 no se han encontrado.

4.4 Variantes de ARNm de gal-9

La gal-9 presenta isoformas proteicas que son codificadas por diferentes variantes de
ARNM que son resultado del proceso de splicing, en las que puede haber exclusion de los exones
5, 6 y 10 del transcripto de ARNm de longitud completa (LC) (Figura 5). Tres variantes de
ARNM son las més frecuentemente descritas en la literatura: las gal-9LC (gal-9L), gal-9D5 (gal-
9M) y gal-9D5/6 (gal-9S). Otros grupos han reportado variantes del ARNm donde hay exclusién
del exon 10, estas han sido denominadas: gal-9D10, gal-9D5/10 y gal-9D5/6/10 (164,218). La
exclusion del exén 10 genera un prematuro codédn de paro dentro del exén 11, resultando en el
truncamiento del DRC-C. La exclusion del exon 5, s6lo o en combinacion con el exon 6, origina
variacion en el tamafio de la secuencia que codifica para el péptido de union entre los dos DRC.
En células endoteliales las variantes del ARNm de gal-9 s6lo se expresan cinco variantes, gal-
9LC, gal-9D5, gal-9D5/6, gal-9D5/10 y gal-9D5/6/10, siendo la mas abundante la variante gal-
9D5 (208).

El péptido de union influye en la libre rotacion de los DRC, ademas de mediar la
formacion de multimeros de mayor orden que aumenta la valencia de gal-9 (189,210). Las
isoformas proteicas que varian en el tamafio del péptido de unidon probablemente tienen
diferentes especificidades y/o afinidades por glicoconjugados. Las diferentes isoformas
proteicas pueden presentar diferente localizacion celular. La proteina ha sido encontrada tanto
intracelularmente como extracelularmente, dentro de la célula puede estar tanto en el nucleo
como en el citoplasma (219,220). Las isoformas proteicas que tienen truncado el DRC- C
aparentemente no son secretadas (221), la funcion de las isoformas de la gal-9 con el extremo

C-terminal truncado es aun desconocido; pero se sugiere que puedan tener un papel intracelular.

29



El mecanismo por el cual es secretada la gal-9 es todavia desconocido; sin embargo, se sugiere
que las metaloproteinasas de matriz y proteina cinasa C estan involucradas en la liberacion de

gal-9 en las células T (208).
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Figura 5. Estructura del gen LGALS9 que codifica para gal-9 y sus variantes del ARNm por splicing. Las cajas
representan los exones (blanco: region no traducible, negro: regién codificante, rojo: codificacion del péptido de
union, amarillo: corrimiento del marco de lectura de la region codificante). Hasta ahora 8 variantes han sido
identificadas que difieren en la exclusion de los ex6n 5, 6 y 10. Como resultado, el tamafio del péptido de uniény
truncamiento del DRC-C difieren entre las variantes del ARNm. Modificado de Heusschen R. et al, 2013.

4.5 Alteraciones de gal-9 en cancer

Uno de los grupos que clond por primera vez el gen de la gal-9, la identifico6 como un
antigeno tumoral en linfoma de Hodgkin (178), sugiriendo un papel en la biologia tumoral.
Varios grupos han mostrado que los niveles de gal-9 varian cuando comparan tejido tumoral
con tejido normal, pero la mayor parte de estudios muestran una disminucion de la expresion de
gal-9 en células tumorales. Por ejemplo, Lahm y colaboradores realizaron un perfil de ARNm

en un amplio panel de lineas celulares tumorales humanas (222). En lineas celulares de cancer
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de mama, pulmén, melanoma, renal, adrenal y prostata se mostré una expresion baja o ausente
de gal-9. Para lineas celulares derivadas de tumores del sistema nervioso y ovarios, la expresion
de gal-9 varia dependiendo del subtipo de las lineas celulares tumorales (222). En carcinoma de
células renales de tipo células claras (ccRCC), la expresion de gal-9 fue mayor en tejido maligno
y se correlacion6 de manera significativa con mal prondstico de los pacientes (223). Por otra

parte, una alta expresion de gal-9 ha sido solo reportada en leucemia y cancer de colon (222).

Gal-9 esta localizada en el citoplasma y en la superficie celular de células tumorales
(185) y al parecer es secretada por éstas mismas células (224). En tumores sélidos, estudios
disponibles sugieren que gal-9 tiene una funcion supresora de tumor, la pérdida de gal-9 esta
estrechamente relacionada con el aumento de metastasis y alta recurrencia (183,184,225,226).
Sin embargo, permanece desconocido que formas proteicas de gal-9 estan involucradas en el
proceso de metastasis de células tumorales. Un estudio en cancer de pulmoén de células no
pequerias, mostro que la baja expresion de gal-9D5 esté asociada con mala supervivencia global
y supervivencia libre de enfermedad en pacientes con etapas tempranas de cancer de pulmon de

celulas no pequefias (227).

En cancer gastrico, una mayor expresion de gal-9 fue encontrada en pacientes sin
invasion linfovascular, metastasis en ganglios linfaticos y metéastasis a distancia, por lo que una
mayor expresion de gal-9 esta estrechamente asociada con una mejor supervivencia. En lesiones
de cancer gastrico fue significativamente mayor la expresion de gal-9 que en los tejidos
adyacentes normales, proponiendo que la actividad de gal-9 exhibe actividad anti tumoral en los
tejidos portadores del tumor a través del aumento de la agregacion de las células tumorales
(228). Ademas, la expresion del ARNm de gal-9 fue baja en pacientes con cancer gastrico (229).
Sugiriendo que esta involucrada en la tumorigénesis de cancer gastrico. La expresion positiva
de gal-9 en células tumorales indica una mejor prognosis para pacientes con cancer de mama o
melanoma (183,184).

En melanoma, la pérdida de gal-9 se correlacion6 significativamente con la progresion
de melanoma (184), ademas de que la alta expresién en melanoma primario fue asociada con un
mejor pronostico, ya que pacientes con alta expresion de gal-9 mostraron significativamente

menos metastasis a ganglios linfaticos, recurrencia y muerte que con respecto a los de baja
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expresion. Por otra parte, la alta expresion de gal-9 en lesiones primarias se asocid
significativamente con el tiempo libre de enfermedad y supervivencia (184). Por lo que, gal-9
podria estar involucrada en la supresion de metastasis de células tumorales, sugiriendo que gal-
9 inhibe la adhesidn e invasion de células cancerigenas al endotelio vascular y componentes de
la MEC a través de la unién con integrinas expresadas en la superficie de células cancerigenas
(230).

En cancer de mama una mayor expresion de gal-9 esta asociada con la reduccién de
metastasis y baja recurrencia en pacientes (183). Resultados similares fueron obtenidos en
melanoma (184), carcinoma escamoso de cuello uterino (226) y carcinoma hepatocelular (231).
En células MCF-7 y de melanoma, gal-9 induce su agregacion tanto in vitro como in vivo y
reduce la adhesion de las células MCF-7 a la MEC (225). En células endoteliales se reporta un
mayor nivel de la proteina gal-9 en el microambiente tumoral, pudiendo tener un papel en la
angiogeénesis (165). En tejidos de glioma se observa una alta expresion de gal-9 y tim-3,

asociandolo con la malignidad del tumor (232).

La mayoria de datos sugieren una relacion inversa entre la expresion de gal-9 y la
progresion del cancer en la mayoria de los tumores solidos; sin embargo, es importante notar
que la mayoria de los estudios no toman en cuenta las variantes e isoformas de gal-9. Lahm y
colaboradores, hacen una distincion entre las variantes gal-9LC y gal-9D5, indicando que para
la minoria de los casos, estas variantes son diferencialmente expresadas en lineas celulares
tumorales (222). Ademés Schulkens y colaboradores en cancer de pulmén de células no
pequefas, determinaron la expresion de las variantes gal-9LC, gal-9D5 y gal-9D5/6
demostrando la presencia de las tres variantes, siendo gal-9D5 la variante de mayor expresion,

confirmando también la expresion proteica de las isoformas por western blot (227).

4.6 Alteraciones de gal-9 en Cancer Cérvicouterino

La expresion de gal-9 en CaCu ha sido poco estudiada, existen solo dos estudios donde
reportan la expresion de gal-9, su probable asociacion con el nivel del potencial maligno o
diferenciacion en la neoplasia cervical y la asociacion con parametros clinico-patologicos. Liang

y colaboradores reportan que en tejido cervical de pacientes con CaCu y lesiones pre-malignas,
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la expresion de gal-9 se ve disminuida en relacion al grado de la neoplasia (226). Por lo que la
disminucion de gal-9 puede estar asociada con cambios tempranos en la carcinogénesis cervical
de células epiteliales normales a neoplasia intraepitelial cervical. Sin embargo, también reportan
una mayor expresion de gal-9 en carcinoma escamoso cervical invasivo bien diferenciado
comparado a lesion intraepitelial escamosa de alto grado (226), sugiriendo que la expresion de

gal-9 esta asociada con el potencial maligno del carcinoma escamoso cervical invasivo.

Punt y colaboradores reportan que una mayor expresion de gal-9 en tejido tumoral
muestra tendencia hacia un mejor pronoéstico (233). Ademas, la expresion de gal-9 en el tumor
podria estar relacionada con la infeccién por VPH (233). La baja o nula expresion de gal-9 se

correlaciono con la presencia tanto de VPH 16 o VVPH 18.

Existe muy poca informacion acerca de la expresion de gal-9 en CaCu, los articulos
reportan que la expresion de gal-9 se ve alterada en éste tipo de cancer; sin embargo, no se
determinan las funciones en las que participa la gal-9 durante la transformacion maligna. Por
otro lado el estudio de la expresion de las variantes de ARNm e isoformas proteicas, permitira

profundizar en el papel que ejerce esta proteina en éste tipo de cancer.
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JUSTIFICACION

Las galectinas, son proteinas cuyo cambio de expresion se ha identificado en diversos
tipos de cancer, participando en actividades vitales para la célula, como regulacion del ciclo
celular, adhesion matriz celular-células y célula- célula, y transmision de sefiales intracelulares.
Se ha visto que la disminucidn en su expresion ejerce un efecto negativo en la prognosis de
pacientes con algunos tipos de cancer. En CaCu se ha visto que la gal-9 disminuye su expresion
durante la progresion de la neoplasia cervical sugiriendo que la disminucion de su actividad de
unién a carbohidratos esta asociada con la progresion de la neoplasia cervical. El estudio de la
expresion de esta proteina, sus isoformas proteicas y variantes del ARNmM generaran
informacion importante que podria ser utilizada para determinar el prondstico de vida de las

pacientes con CaCu.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia hay poca informacion acerca de la relacion de gal-9 con CaCu, existen solo
dos estudios en muestras de pacientes donde se encontrd una relacién entre la disminucion en
su expresion con el grado de neoplasia y la expresion de gal-9 por las células tumorales con
buena prognosis; sin embargo, no se analizan las variantes de ARNm, ni las isoformas proteicas
que podrian jugar un papel determinante en la transformacion maligna del cérvix. Por lo tanto,

hay 2 preguntas que aun no tienen respuesta.
¢El gen LGALS9 se expresa en células de cérvix?

¢Qué variantes de ARNm e isoformas de la proteina gal-9 estan presentes y cuél es su

nivel de expresién en lineas celulares de cancer de cérvix?

HIPOTESIS

En lineas tumorales de CaCu la expresion de las variantes de ARNm de gal-9 estan

disminuidas con respecto a la linea no tumoral.
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OBJETIVOS
General
e Determinar la expresion de gal-9 en lineas celulares de cancer cérvicouterino
Particulares
Determinar:

e La presencia del ARNm del gen LGALS9 en lineas tumorales
e Las variantes de ARNm del gen LGALS9 presentes en las lineas tumorales
e Losniveles de expresion de las variantes de ARNm del gen LGALS9 identificadas en las

lineas tumorales y no tumoral

e Laexpresion de la proteina gal-9 y sus isoformas proteicas en lineas tumorales
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MATERIAL Y METODOS
Cultivo celular

Las lineas celulares se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), adicionadas con 7.5% de suero fetal bovino (SBF), penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 10 pg/mL, se incubaron en una atmosfera de 5% de CO; a 37 °C. Cuando las
células llegaron a una confluencia del 80% fueron despegadas de la siguiente manera: se retird
el medio y fueron lavadas con 2 mL de PBS tres veces, se puso 0.5 mL de tripsina y con
movimientos se expandié por toda la botella, se retird la tripsina y se incub6 por 5 minutos a 37
°C, pasado el tiempo se resuspendieron las células con 1.5 mL de medio DMEM, se utiliz6 1.4
mL de las células resuspendidas para extraccion de ARN total y el resto se dejé en la botella

para mantener las lineas celulares.

Se cultivaron 4 lineas celulares de cancer cérvicouterino y una linea control (Tabla 1).

Tablal. Caracteristicas de las lineas celulares de cancer cérvicouterino.

LINEA CELULAR ORIGEN CARACTERISTICAS
CaSki carcinoma epidermoide de cérvix VPH tipo 16, 600 copias
SiHa carcinoma epidermoide de cérvix VPH tipo 16, 1 a 2 copias
Hela adenocarcinoma de cérvix VPH tipo 18, 10 a 50

copias
C33A carcinoma de cérvix negativa a VPH
HaCaT queratinocitos humanos No tumoral

Extraccion del ARN total

A partir de botellas de cultivo p25 a una confluencia de 80% se extrajo ARN total con
el kit Nucleo Spin RNA Il (Macherey Nagel), siguiendo las especificaciones del fabricante para
cultivos celulares. Se determino la integridad del ARN mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%. La concentracion y pureza del ARN fue analizado usando el nanofotometro
PEARL (IMPLEN). Después se realizo tratamiento con DNasa (Thermo Scientific), a cada 1
pg de ARN se le puso un 1 pL de DNasa I (1 U/uL), 1 pL de buffer de reaccion al 10X y agua
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tratada con DEPC para un volumen de reaccion de 10 pL. Se dejo incubando por 1 hr a 37 °C,
para detener la reaccion se adicioné 1 L de EDTA (50 mM) y se incubo a 65 °C por 10 minutos.
Después del tratamiento con DNasa se determind la integridad del ARN mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Se volvié a medir la concentracion y pureza del ARN mediante el
nanofotometro. Para asegurar la ausencia de ADN se realizé PCR de punto final con el kit PCR
master mix (Promega), con 1 pL del ARN tratado, se puso 0.5 pL de cada primer (1 uM) para
HPRT, 5 pL de Master Mix (2X) (Promega) y agua libre de nucleasas para un volumen de
reaccion de 10 pL. La PCR se realiz6 con el equipo termociclador C1000 Touch (Bio-Rad)

utilizando el protocolo siguiente:
Desnaturalizacion 95 °C-5.00 min.

Desnaturalizacion 95 °C-0:45 min.

Alineamiento 56 °C-0:30 min. 40 Ciclos
Elongacion 72 °C-0:30 min.
Elongacion 72 °C-5:00 min.

Los productos de la PCR se observaron en gel de agarosa al 1% para corroborar la

ausencia de ADN en la muestra de ARN extraida.

Después de corroborar la ausencia de ADN se hizo la sintesis de ADNc con el kit
RevertAid H Minus First Strand cDNA (Thermo Scientific). Se realizo utilizando 2 ug de ARN,
1 pL de primers oligo (dT), 4 pL de buffer de reaccidn, 1 pL de inhibidor de nucleasas, 2 pL de
mezcla de dNTP (10mM), 1 pL de la enzima RevertAid (1 U/uL) y agua libre de nucleasas
hasta un volumen final de 20 pL. Se mezclé suavemente y se colocé en el termociclador C1000
Touch (Bio-Rad) siguiendo el siguiente protocolo: 60 minutos a 42 °C y para terminar la

reaccion, 5 minutos a 70 °C. La alicuota de ADNCc se uso para los PCR punto final.
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Identificacion de la expresion del gen LGALS9 en las lineas celulares por PCR

punto final

Se utilizaron los siguientes primers para identificar el ARNm del gen LGALS9, los cuales

presentan una temperatura de alineamiento de 56 °C.

Estos primers identifican 4 variantes de ARNm de LGALS9 (Tabla 2), dando dos tamarios

de productos amplificados.
Sentido: 5-CTGTGCAGCTGTCCTACATCA-3’

Antisentido: 5'-GGATGACTGTCTGGGTAATGG-3"

Tabla 2. Variantes de ARNm de gal-9 que se amplifican con los primers arriba descritos.

Variantes de ARNm Producto
Gal-9LC 177 pb
Gal-9D10 177 pb
Gal-9D5 81 pb

Gal-9D5/10 81 pb

Para el PCR punto final se utilizé el kit PCR Master Mix (Promega), en cada tubo de
reaccion, se colocé 5 pL de Master Mix (2X) (Promega) y 0.5 pL del respectivo primer sentido

(10 uM) y antisentido (10 uM), 1 uL de cDNA y agua libre de nucleasas para 10 pL de reaccion.

El PCR de punto final se realiz6 en el equipo termociclador C1000 Touch (Bio-Rad)

utilizando el protocolo siguiente:
Desnaturalizacion 95 °C-5.00 min.

Desnaturalizacion 95 °C-0:45 min.

Alineamiento 56 °C-0:30 min. 40 ciclos
Elongacion 72 °C-0:30 min.
Elongacion 72 °C-5:00 min.
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Los productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa al 2.5%.

Identificacion de la expresion de las variantes del ARNm del gen LGALS9 en las

lineas celulares por PCR punto final

Para determinar la presencia de las variantes de ARNm de gal-9, se utilizaron primers

especificos (Tabla 3) de las variantes de ARNm de gal-9, previamente reportados (218),

presentando una temperatura de alineamiento de 61 °C. Todos los primers fueron sintetizados

por (Integrated DNA Technologies).

Tabla 3. Primers utilizados para detectar la presencia del ARNm de gal-9y de las variantes en las lineas celulares.

Variantes

de LGALS9 | Sentido Antisentido Producto
LCy D10 5-CTGTGCAGCTGTCCTACATCA-3’ 5 -GGATGACTGTCTGGGTAATGG-3" 177 pb
D5 y D5/10 81 pb
LC 5-GCAGACAAAAACCTCCCG-3’ 5-CCCAGAGCACAGGTTGATG-3’ 254 pb
D5 5-ATCAGCTTCCAGCCTCCC-3’ 5-CCCAGAGCACAGGTTGATG-3" 255 pb
D6 5-GCAGACAAAAAACCCAGACA-3’ 5-CCCAGAGCACAGGTTGATG-3" 218 pb
D10 5-GCAGACAAAAACCTCCCG -3 5-TTCACACAAGATCCACACCTCT-3 247 pb
D5/6 5-CTACATCAGCTTCCAGACCCA-3’ 5-CCCAGAGCACAGGTTGATG-3" 223 pb
D5/10 5-ATCAGCTTCCAGCCTCCC-3" 5-TTCACACAAGATCCACACCTCT-3" | 248pb
D6/10 5-GCAGACAAAAAACCCAGACA -3’ 5-TTCACACAAGATCCACACCTCT-3" | 211pb
D5/6/10 5-CTACATCAGCTTCCAGACCCA-3’ 5-TTCACACAAGATCCACACCTCT-3 216 pb
HPRT 5-CCTGGCGTCGTGATTAGTGATGAT-3 5-GAGCAAGACGTTCAGTCCTGTC-3" | 147 pb

Para el PCR punto final se utilizo el kit PCR Master Mix (Promega), en cada tubo de

reaccion, se colocé 5 pL de Master Mix (2X) (Promega) y 0.5 pL del respectivo primer sentido

(10 uM) y antisentido (10 uM), 1 uL de cDNA y agua libre de nucleasas para 10 pL de reaccion.

El PCR de punto final se realizé en el equipo termociclador C1000 Touch (Bio-Rad)

utilizando el protocolo siguiente:
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Desnaturalizacion 95 °C-5.00 min.

Desnaturalizacion 95 °C-0:45 min.

Alineamiento 61 °C-0:30 min. 40ciclos
Elongacion 72 °C-0:30 min.
Elongacion 72 °C-5:00 min.

Los productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa al 2.5%.

Cuantificacion de las variantes de ARNm del gen LGALS9 por PCR tiempo real

Para cuantificar las variantes gal-9LC y gal-9D5 se valido el método de AACt. Para lo
cual se utilizaron 4 diluciones a 1/10 con un rango dinamico de 20 ng/uL a 0.02 ng/uL de ADNCc,
como gen endogeno se utilizo HPRT. Para ambas validaciones se utilizd6 cDNA de la linea
control HaCaT vy se realizaron duplicados de cada punto de dilucién. La validacion se realiz6 en
el sistema de PCR tiempo real StepOne (Thermo Scientific) utilizando un protocolo de
amplificacion de dos etapas estandar (Taiineamiento 61 °C) seguido por un analisis de curva de

melting.

Posteriormente a la validacion, se cuantificaron las variantes con la técnica de PCR en
tiempo real, con el sistema de PCR tiempo real StepOne (Thermo Scientific) utilizando un
protocolo de amplificacion de dos etapas estandar (T aiineamiento 61 °C), Seguido por un andlisis de
curva de melting. Para cada tubo de reaccién fue un total de 10 pL, conteniendo 5 pL de SYBER
GREEN (2X) y 0.5 pL del respectivo primer sentido (10 mM) y antisentido (10 mM), 20 ng de
ADNCc y agua libre de nucleasas para 10 pL. Los primers utilizados son los mismos de la tabla
3.

Identificacion de la proteina gal-9 por Western Blot

De una botella p25 a una confluencia del 80%, las células fueron despegadas de la
siguiente manera: se retird el medio y fueron lavadas con 2 mL de PBS por tres veces, se puso

0.5 mL de tripsina, se retird la tripsina y se incubd por 5 minutos a 37 °C, pasado el tiempo se
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resuspendieron las células con 1.5 mL de medio DMEM, se utiliz6 1.4 mL de las células
resuspendidas para extraccion de proteinas. Las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X,
pH 7.4 y posteriormente se agregaron 100 pL de PBS + 1 pL de inhibidor de proteasas (General
Electric Healthcare), manteniéndolas a 4 °C. Se lisaron mecanicamente con jeringas de calibre
27G y 21G pasando 30 veces la muestra. La concentracion de proteina fue determinada usando
el nanofotometro PEARL (IMPLEN). Las muestras se manejaron a la misma cantidad de
proteina (80 pg), colocando el mismo volumen de buffer de carga, se mezclo y fueron calentadas
por 5 minutos, se dejaron enfriar y posteriormente se cargaron en el pozo (80 pg de
proteina/pozo) e inmediatamente separadas por gel de electroforesis de poliacrilamida al 12.5%
en condiciones desnaturalizantes (SDS al 10%) con buffer de corrida al 1X a 100V por 1 hr.
Terminada la electroforesis se hizo la transferencia de las proteinas a la membrana PVDF
(Millipore) previamente activada con metanol, usando buffer de transferencia 1X. La membrana
fue bloqueada con albimina (5% de albdmina disuelta en PBS/0.1% tween) por 1 hora, se lavd
tres veces la membrana con PBS/0.1% tween por 5 minutos con PBS/0.1% tween y luego fue
incubada toda la noche a 4 °C con anticuerpo anti-galectina-9 de conejo (1:1500, Abcam
ab69630), que reconoce el N-terminal de gal-9. La membrana fue lavada tres veces con
PBS/0.1% tween por 5 minutos y después se incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo
(anti-IgG) unido a la enzima HRP (Peroxidasa del rabano, por sus siglas en inglés horseradish
peroxidase) (1:2000, Gibco) por una hora a temperatura ambiente. Finalmente, la membrana fue
lavada tres veces con PBS/0.1% tween y revelada con DAB por 5 minutos, para detener la

reaccion se sumergio la membrana en agua destilada.

Analisis estadistico

Los datos de tiempo real fueron mostrados como la media de los valores de 244, Se
utilizé el analisis de ANOVA de una via post Tukey para determinar si existian diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de ARNm entre las lineas celulares tumorales y
la control. Valores P <0.05 fueron considerados estadisticamente significativos y para todos los
calculos se utilizé el software SPSS 22 (IBM).
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RESULTADOS
Presencia del ARNm del gen LGALS9 en lineas celulares de cancer cérvicouterino

Para determinar la presencia del ARNm de la gal-9 en lineas celulares de CaCu, se hizo
un ensayo de PCR de punto final, en el cual se utilizé un par de primers disefiados con el
programa Universal ProbeLibrary (Roche), para ensayos de PCR en tiempo real empleando

sondas Tagman. Los primers fueron verificados en el BLAST para confirmar su especificidad.

Las lineas celulares de CaCu y la linea control HaCaT expresan el transcrito que
corresponde al tamafio esperado de 177 pb, ademas se observo una banda inesperada de menor
tamafio (81 pb) (Figura 6). Por lo cual se realizo el alineamiento de los primers con las variantes

de gal-9 para determinar si el producto amplificado correspondia a una variante del ARNm.

M HaCaT caski C33A SiHa HeLa HPRT )
50pb

Fig. 6. Productos amplificados de transcritos del gen de la gal-9 en las lineas celulares de cancer de cérvix y
HaCaT por PCR punto final. La banda de 177 pb puede corresponder al transcrito de la variante LC, D10 0 a
ambas, la banda de 81 pb puede corresponder al transcrito de la variante D5, D5/10 o a ambas. Gel de agarosa
al 2.5%, marcador de peso molecular de 50 pb.

En la figura (Figura 7) se muestra la secuencia nucleotidica de las variantes de ARNm
del gen de la gal-9. Se muestran alineados los oligos utilizados en el PCR de punto final. El
primer sentido alined en todas las variantes, el primer antisentido solo se aline6 a 4 variantes de
gal-9: gal-9LC, gal-9D5, gal-9D10 y gal-9D5/10. Con este par de primers se pudieron identificar
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dos de las tres variantes més frecuentemente descritas, la de tamafio completo (gal-9LC) y la

variante con eliminacion del exén 5 (gal-9D5) ademas de dos variantes que tienen eliminado el

exon 10 (gal-9D10 y gal-9D5/10). La eliminacion del exdn 10 del transcrito maduro causa un

desplazamiento del marco de lectura, resultando en un codén de paro prematuro en el exén 11

generando un DRC-C truncado. Por lo cual, se pueden estar identificando de dos a cuatro

variantes en el gel.

GAL-5FL
GAL-5D5
GEL-5D&
GAL-5D5-&
GAL-5D10
GAL-5D5-10
GALSDE-10
GAL-5D5-&-10

GAL-5FL
GAL-5D
GRL-5D&
GAL-5D5-&
GAL-5D10
GAL-5D5-10
GALSDE-10
GAL-5D5-&-10

GAL-5FL
GAL-5D5
GAL-5D&
GAL-5D5-&
GAL-5D1
GRAL-5D5-10
GALSDE-10
GAL-5D5-&-10

GAL-5FL
GAL-5D5
GAL-5DE
GAL-5D5-&
GAL-5SD10
GAL-5D5-10
GALSDE-10
GAL-5D5-&-10

ETACTTCCACCECET T T o CRC O T TR RO CATCTCCETCARTGCCTCTET GO
GTACTTCCACCECETECCCTTCCACCET CTEEACRCCATCTCCETCARTGECTCTET GO
ETACTTCCRCCECET T T CCRCCET CT R RCCRTCTCCETCARTGECTCTETEOR
ETACTTCCACCECET T T CACC T T A RO CATCTCCETCAATGECTCTET GO
GTACTTCCACCECETECCCTTCCACCET CTEEACRCCATCTCCETCARTGECTCTET GO
ETACTTCCRCCECET T T CCRCCET CT R RCCRTCTCCETCARTGECTCTETEOR
ETACTTCCACCECET T T CCACCET T A RO CATCTCCETCAATGECTCTETEOR
GETACTTCCACCECETECCCTTCCACCET CTEEACRCCATCTCCETCARTGECTCTET GO

E o e

GCTETCCTACATCRECTTCCAGRACCOCCECRCRGTCCCTETTCAGCCTGCCTTCTCCRD
ECIETCCTACARTCRECT ICCRGCCT O CEEOET G I CCT RO CRRCCCEECT ————————
GCTETCCTACATCRECTTCCRGRRCCCCCECRCRETCCCTETTCARCCTGCCTTCTCCRED
GCTETCCTACATCRECTTICCAG———— -
GCTETCCTACATCRECTTCCAGRACCOCCECRCRGTCCCTETTCAGCCTGCCTTCTCCRD
ECTETCCTACATCRECTICCRGCCTCCCEEOET 6 —————————TGECCTGCCRRC ————
GCTETCCTACATCRECTTCCAGRACCOCCECRCRETCCCTETTCAGCCTECCTTCTCCRED
ECTETCCTACATCRECTICCAG————————————————————— - ——————————————

e o e e e e e o e e e e e

BETECCETTCTCCCAGCCTETCTETITCCCACCCAGEOCCAGEEEECEOAGACARRARCT
---------------------------------------------------- ClEm- -
EETECCETTCTCCCAGCCTETCTGT I TCCCACCCACGUCCAGEEECCErACACARRAR —~
EETECCETTCTCCCAGCCTETCTGT I TCCCACCCAGECCCAGEEECCErACACARRARCT
----CCEE-CTOl---------

BETECCETTCTCCCAGCCTETCT AT I TCCCACCCACE OO CAGEEEECErACACARRAR

CRCRETECR

LCCCREACLETCATCCACACRACTCCR
—————————————————————————————————— LCCCRERCLCTCATCCACACRCETGCR
CRCRETGCR

CRCAGTGCR
ACCCAGACACTCATCCACACACTCCA
—————————————————————————————————— ACCCAGRCAGTCATCCACACAGTGCA

A rhkErrd ke b rd b r A A e b E
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Fig. 7. Alineamiento de los primers utilizados para identificar gal-9. Se identifican 4 variantes que pueden
amplificar los primers. En amarillo es el alineamiento del primer sentido y en rojo el alineamiento del primer

antisentido.
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Identificacion de las variantes de ARNm del gen LGALS9

El ARNm del gen LGALS9 esté sujeto a un amplio proceso de splicing, por lo que se
propuso determinar la presencia de todas las variantes en las lineas celulares en estudio. El
proceso de splicing de gal-9 en humanos ocurre en los exones 5, 6 y 10, por lo que se busco la
presencia de todas las variantes (exon eliminado (D)5, D6, D10, D5/6, D5/10, D6/10 y D5/6/10)
asi como la variante de longitud completa (LC). Con ese fin, se realiz6 la técnica de PCR de
punto final a partir del ADNc de las lineas celulares de CaCu y la linea HaCaT, utilizando
primers especificos para cada variante de gal-9. Los productos de amplificacion se muestran en
la Figura 8. En la linea celular HaCaT (Fig. 8A), se detectaron siete variantes de la gal-9, con
una mayor intensidad de sefial en las variantes gal-9LC, D5 y D5/10, no se identificé la variante
gal-9D5/6 bajo estas condiciones. En la linea celular CaSki (Fig. 8B) se detectaron las 7
variantes de gal-9 que se detectaron en la linea celular HaCaT; sin embargo, no hubo diferencias
importantes en la intensidad de sefial de alguna variante y la variante gal-9D5/6 de igual manera
no se detectd. En la linea celular C33A (Fig. 8C) se identificaron las 8 variantes de gal-9,
observando una mayor intensidad de sefial para las variantes gal-9LC, D6 y D5/10. En la linea
celular SiHa (Fig. 8D) se observaron 7 variantes de gal-9, pero en esta linea no se detectd la
variante gal-9D6/10; sin embargo, detectamos un amplificado no esperado de un peso
aproximado de 350 pb. En la linea celular HeLa (Fig. 8E) se identificaron 7 variantes de gal-9,
los productos de amplificacion fueron muy tenues y no se detectd la variante gal-9D5/6 bajo

estas condiciones.
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Fig. 8. Deteccion de las variantes de ARNm de Gal-9 en lineas celulares de cancer de cérvix y HaCaT por PCR de
punto final. (A) Linea celular HaCaT. (B) Linea celular CaSki. (C) Linea celular C33A. (D) Linea celular SiHa.
(E) Linea celular HelLa. Geles de agarosa al 2.5%. Carril 1y 12 marcador de peso molecular de 50 pb.
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Dado que la variante gal-9D5/6 fue detectada en la linea celular C33A se procedié a
aumentar la concentracion de ADNCc para ver si se lograba identificar en las células HaCaT,
CaSki y HeLa. Se logro amplificar el producto en las lineas celulares HaCaT y CaSki, siendo

en la tltima tenue (Figura 9). En la linea celular HeLa no se obtuvo producto de amplificacion.

HaCaT CaSki Hela HPRT )

500 w—.,

4== 223pb

Fig. 9. Deteccion del transcrito especifico de gal-9D5/6 en lineas celulares de cancer de cérvix por PCR punto
final. Banda esperada de 223 ph. Gel de agarosa al 2.5%, carril 1 marcador de peso molecular de 50 pb. Carril
5, se muestra el control positivo del ensayo que corresponde al producto del gen HPRT con una banda esperada
de 147 pb.

Para la linea celular SiHa donde no se observé la banda perteneciente a la variante gal-
9D6/10, se decidié aumentar la concentracion del ADNc. Se detecto la banda esperada de la

variante (211 pb), aunque se amplificé un producto de mayor tamafio, no esperado (Figura 10).
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Fig. 10. Deteccion del transcrito especifico de gal-9D6/10 en la linea celular SiHa por PCR de punto final. Banda
esperada de 211 pb. Gel de agarosa al 2.5%. Carril 1 marcador de peso molecular de 50 pb.

A través de un analisis densitométrico usando el programa ImageJ se determiné la

intensidad de las bandas, posteriormente se normaliz6 cada variante con la banda del gen

enddgeno (HPRT). Los resultados obtenidos, sobre la expresion de las variantes de gal-9 en las

lineas tumorales y la linea no tumoral se resumen en la Tabla 4. Como se observa en la tabla,

las variantes gal-9LC, gal-9D5 y gal-9 D5/10 son las que mayor intensidad de banda tuvieron

en la linea no tumoral (HaCaT). En las lineas tumorales, la linea celular SiHa tuvo una mayor

intensidad de banda en las variantes gal-9LC, gal-9 D5 y gal-9D6. Y la linea celular C33A

present6d una mayor intensidad de banda en las variantes gal-9LC, gal-9D6 y gal-9D5/10.

Tabla 4. Variantes de ARNm de gal-9 en lineas celulares de cancer cérvicouterino.

LC D5 D6 D5/6 D10 D5/10 D6/10 | D5/6/10

HaCaT 0.925717 | 0.808475 | 0.663465 * 0.641041 | 0.813215 | 0.600452 | 0.697462
SiHa 0.844339 | 0.856831 | 0.743527 | 0.475171 | 0.631284 | 0.521518 * 0.501987
C33A 1.070774 | 0.725852 | 1.061774 | 0.83436 | 0.699814 | 1.022817 | 0.700529 | 0.739381
CaSki 0.698645 | 0.788998 | 0.792752 * 0.716839 | 0.722295 | 0.614016 | 0.708784
HelLa | 0.86922215 | 1.061719 | 1.010976 *x 0.974657 | 0.877000 | 0.981847 | 1.062337

Los asteriscos representan: (*) no se identificé la variante bajo estas condiciones; sin embargo, se

identificé en otras condiciones experimentales, por tal motivo no se reporta su nivel de expresion, (**) no se

identifico la variante.
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Por lo que se pensaria que el nivel de expresion podria ser diferente entre lineas
tumorales y la linea no tumoral, ademas de que podria ser diferente entre las mismas lineas

tumorales.

Cuantificaciéon de las variantes de ARNm de LGALS9 en las lineas celulares de

cancer cérvicouterino

Se realiz6 la cuantificacion de los ARNm de las variantes mejor conocidas en la
literatura, que son la variante de longitud completa (gal-9LC), gal-9 con eliminacion del exén 5
(gal-9D5) y gal-9 con eliminacién del exon 5 y 6 (gal-9D5/6) que codifican para las isoformas
proteicas gal-9L (isoforma larga), gal-9M (isoforma mediana) y gal-9S (isoforma corta)
respectivamente. Estas isoformas proteicas difieren en el tamafio de su péptido de unién. Para
la cuantificacion se realizo primero la validacion de las variantes de gal-9 por el método de
AACt.

Se valido primero la variante gal-9LC (Figura 11), como gen enddgeno se utilizd HPRT.
Se utilizaron 4 diluciones de 1/10 con un rango dindmico de 20 ng/uL a 0.02 ng/uL de ADNc
de la linea no tumoral (HaCaT), la eficiencia en la amplificacion fue de 99.39% para gal-9LC y
97.30% para HPRT. La linea de regresion que se obtiene del procesamiento de los datos debe
tener una pendiente menor a 0.1 para que se valide el gen endogeno y el rango de concentracion
a trabajar. La pendiente fue de -0.0518 por lo cual quedaron validadas las concentraciones y el
gen enddgeno. Se realizaron tres ensayos y en cada ensayo se hicieron duplicados de cada punto

de dilucion.

48



ACT
&

7| y=-0.0518x - 5.9276

-10
LOG ng totales de ARNm

Fig. 11. Eficiencia relativa gal-9LC vs HPRT. Validacion de la variante gal-9LC utilizando como gen
normalizador HPRT a diferentes diluciones con ADNc de la linea celular HaCaT como control, obteniéndose
eficiencias similares dentro del rango permitido 97% al 100% y con una pendiente <0.1.

Para la validacion de la variante gal-9D5 (Figura 12) se utiliz6 también como gen
enddgeno HPRT. Se utilizaron 4 diluciones de 1/10 con un rango dinamico de 20 ng/uL a 0.02
ng/uL de ADNc de la linea no tumoral (HaCaT), la eficiencia en la amplificacion fue semejante
en ambos genes, 97.33% para gal-9D5 y 97.30% para HPRT. La linea de regresiéon que se
obtiene del procesamiento de los datos debe tener una pendiente menor a 0.1 para que se valide
el gen enddgeno y el rango de concentracion a trabajar. La pendiente fue de -0.0008 por lo cual
quedo validado el experimento. Se realizaron tres ensayos y en cada ensayo se hicieron

duplicados de cada punto de dilucion.
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Fig. 12. Eficiencia relativa gal-9D5 vs HPRT. Validacion de la variante gal-9D5 utilizando como gen
normalizador HPRT a diferentes diluciones con ADNc de la linea celular HaCaT como control, obteniéndose
eficiencias similares dentro del rango permitido 97% y con una pendiente <0.1.

La variante gal-9D5/6 no fue validada ya que la deteccion del producto aparecia en Ct
tardios (Ct 28), ademas de que no se mantenia la linealidad de los Ct, por lo cual no se obtuvieron
una pendiente y una eficiencia adecuadas. Se aumentd la concentracion de ADNc y se
modificaron las diluciones, pero de igual manera no se logré obtener una eficiencia y una
pendiente adecuadas. Por lo que se concluyd que la baja expresion de gal-9D5/6 no permitid su

validacion.

Después de la validacion de las variantes gal-9LC y gal-9D5, se hizo la cuantificacién
relativa en las diferentes lineas celulares. Se hizo por triplicado la cuantificacion utilizando una
concentracion de 20 ng/uL. En la variante gal-9LC (Figura 13) se determiné que hay diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas tumorales y la linea no tumoral, observandose
una menor expresion en las lineas tumorales de la variante gal-9LC. Haciendo un analisis

independiente entre las lineas tumorales no se encontro diferencia estadisticamente significativa.
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Fig. 13. Niveles de expresion de Gal-9LC en lineas celulares de cancer de cérvix evaluados por PCR tiempo real
utilizando como control a la linea celular HaCaT. Para determinar diferencias estadisticamente significativas se
realizé un andlisis de ANOVA de una via, post Tukey. *p<0.05 n=3

En la variante gal-9D5 (Figura 14) se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las lineas tumorales y la linea no tumoral, observandose una menor
expresion de ésta variante en las lineas tumorales. Ademéas se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas tumorales, teniendo ain menor expresion en las

lineas celulares CaSki y C33A, comparadas con SiHa y HeLa.
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Fig. 14. Niveles de expresion de Gal-9D5 en lineas celulares de cancer de cérvix evaluados por PCR tiempo real
utilizando como control a la linea celular HaCaT. Para determinar diferencias estadisticamente significativas se
realizé un anélisis de ANOVA de una via, post Tukey. *p<0.05 n=3

Expresion de las isoformas proteicas de gal-9

Para la determinacion de la expresién de las isoformas proteicas que expresan las lineas
tumorales se realizd un ensayo de western blot, utilizando un anticuerpo que reconoce el
dominio N-terminal presente en las 8 isoformas proteicas. En la membrana del western blot
(Figura 15), se observaron 3 bandas en la linea no tumoral y en las lineas tumorales CaSki, HeLa
y C33A, aungue menos intensas en éstas ultimas. En la linea celular SiHa se observa muy
tenuemente solo una banda. Para poder determinar que isoformas proteicas se expresaron, se
realiz6 primero el calculo del PM de cada isoforma proteica, a partir del nimero de aminoécidos
que contiene cada isoforma (Tabla 5). Para estimar el PM de cada banda, se construyd primero
una curva de calibracion con los valores del marcador de peso molecular. Posteriormente, se
obtuvo la ecuacion de la recta, extrapolando los valores se obtuvieron los pesos moleculares de
las bandas observadas en la membrana, siendo de 39.05 KDa, de 35.45 KDa y de 30.66 KDa

que pertenecen a las isoformas LC, D5 y D10, respectivamente. Se esperaba detectar mas bandas
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que correspondieran a las isoformas proteicas de gal-9, por el reconocimiento del anticuerpo al

N-terminal; pero solo se identificaron tres isoformas proteicas.

Tabla 5. Peso molecular de isoformas proteicas de gal-9 de acuerdo a su niimero de a.a. (1 a.a. = 110 Da)

Variante No de a.a.
Gal-9 LC 353
Gal-9 D6 341
Gal-9 D5 321
Gal-9 D5/6 309
Gal-9 D10 277
Gal-9 D6/10 265
Gal-9 D5/10 245

Gal-9 D5/6/10 233

PM Aprox.
39.05 KDa
37.73 KDa
35.53 KDa
34.21 KDa
30.69 KDa
29.37 KDa
27.17 KDa
25.85 KDa

Las isoforma gal-9LC es la de mayor intensidad en las lineas tumorales (CaSki, HeLa y

C33A) y la linea no tumoral HaCaT, siendo en ésta Ultima mas intensa la sefial. De igual manera

las isoformas gal-9D5 y gal-9D10 presentaron una mayor intensidad de sefial en la linea no

tumoral que en las lineas tumorales. En la linea SiHa solo se observd de manera tenue la

isoforma gal-9LC.

C33A :

«—— LC-39KDa

«+— D5- 35KDa
<+—— D10- 30KDa

Fig. 15. Presencia de las isoformas proteicas gal-9LC, gal-9D5 y gal-9D10 en lineas celulares de cancer de cérvix

y en la linea celular HaCaT.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La expresion de gal-9 se ha demostrado en pacientes con CaCu, observandose una
disminucion de su expresion conforme avanza la neoplasia a cancer (226) y la relaciéon del VPH
16 6 18 con la baja expresion de gal-9 (233). Sin embargo, se desconoce la funcion que pueda
tener gal-9 en CaCu, ademas de que no existe informacion acerca de la expresion de las

isoformas proteicas en lineas celulares de CaCu.

Para estudiar los cambios de expresion de proteinas en CaCu, se han utilizado cultivos
de células extraidas de biopsias de pacientes con cancer. A la fecha en lineas celulares de CaCu
no se ha estudiado la expresion de las variantes de gal-9 y la funcion de sus isoformas proteicas,
que se ha visto que pueden ejercer funciones contrarias. Por lo tanto, es necesario estudiar las
modificaciones en la expresion de las variantes y las funciones que ejercen las isoformas
proteicas en lineas celulares de CaCu, como CaSki, C33A, SiHa, Hela, CALO e INBL.

Por lo anteriormente expuesto en el presente trabajo de tesis se evaluo la expresion de
gal-9 en las lineas celulares CaSki, C33A, SiHa y HeLa para determinar la expresion del gen,
el perfil de expresion de las variantes, los niveles de expresion de gal-9LC y gal-9D5 vy la

expresion de las isoformas proteicas.

Se determind la expresion del gen LGALS9, donde también se identificaron variantes
del transcrito de ARNm de dicho gen en las lineas celulares, por lo que el mecanismo de splicing

que origina las variantes de gal-9 se lleva acabo en las lineas celulares de cancer de cérvix.

El splicing alternativo del ARNm del gen LGALS9 se ha reportado en células y tejidos
de diferente origen. Tres principales variantes del transcrito han sido descritas en las que hay
eliminacién de los exones 5 y 6 que codifican para el péptido que une a los dos DRC
(164,209,219). La eliminacion del exon 10 también ha sido descrita, ésta ocasiona un
corrimiento del marco de lectura (234). En algunos estudios se han reportado variantes del
ARNmM del gen LGALS9 en diferentes lineas celulares. En células endoteliales se reportan 5
variantes del ARNm de LGALS9: gal-9LC, gal-9D5, gal-9D5/6, gal-9D5/10 y gal-9D5/6/10; la
variante gal-9D5 fue la mas abundantemente expresada (165). En células de colon se reportan
las variantes gal-9LC, gal-9D5, gal-9D10 y gal-9D5/10 (221). En tejido placentario se
identificaron 6 variantes del ARNm de LGALS9 que son: gal-9LC, gal-9D5, gal-9D6, gal-
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9D5/6, gal-9D5/10 y gal-9D5/6/10, siendo las variantes gal-9LC y gal-9D5 las de mayor
expresion (218). Por lo que la presencia de las variantes y su nivel de expresion depende de la

linea celular.

Al conocer las variantes de ARNm de gal-9 que estan presentes en las lineas celulares
de CaCu, se podrian proponer estudios para evaluar la funcion de las isoformas proteicas. En
este estudio se identificaron las 8 variantes del ARNm de gal-9 en las lineas celulares HaCaT,
CaSki, C33Ay SiHa; sin embargo, en la linea celular HeLa no se detect6 la variante gal-9D5/6.
Por lo que el mecanismo de splicing en las lineas celulares de cérvix da origen a practicamente
todas las variantes posibles, excepto en la linea celular HeLa. Ademas se pudo observar, por la
intensidad de las bandas amplificadas, que el nivel de expresién de las variantes de ARNm de
gal-9 puede variar de manera notable en cada una de las lineas celulares, es decir, cuando se
analiza cada linea celular de manera independiente las intensidades de las bandas, los niveles de
expresion de las variantes son muy diferentes, lo cual sugiere que la cantidad de isoformas
proteicas sera diferente lo que tendra un efecto sobre la funcién que ejerza cada una de ellas.

Sin embargo, es necesario realizar estudios cuantitativos de cada variente.

Aungue es limitada la informacion, estudios iniciales sugieren que el tamafio del péptido
de unidn de las isoformas proteicas tiene un efecto en la funcion de la proteina. Por ejemplo, se
ha visto que pueden modificar la funcidn que ejercen sobre la expresion de genes. En las células
LoVo de carcinoma de colon el aumento de la isoforma gal-9LC disminuye la expresion del gen
de la E-selectina, la sobreexpresion de gal-9D5 y gal-9D5/6 incrementan la expresion de dicho
gen con un incremento en la adhesién a células endoteliales (209). También pueden ejercer
efectos diferentes sobre la adhesion a moléculas de la matriz extracelular. Ensayos in vitro
muestran que las isoformas gal-9LC y gal-9D5/6 reducen la adhesion a colageno tipo 1V,
fibronectina, vitronectina y laminina de células MCF7 (183). Ademas la isoforma gal-9LC
ejerce un mayor poder quimioatrayente de eosinéfilos en comparacion con la isoforma gal-
9D5/6 (208). Con respecto a las demas isoformas proteicas de gal-9, se han identificado solo los
transcritos. Se ha identificado la variante gal-9D5/10 en células endoteliales (165), en células
epiteliales de colon y en linfocitos de sangre periférica (234). La variante gal-9D5/6/10 se
identifico por primera vez en células endoteliales (165). En este estudio ademas de las variantes
descritas hemos identificado una variante de gal-9 (gal-9D6/10) en células de cancer de cérvix
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que no habia sido reportada en ningln otro tipo celular. Los diferentes niveles de expresion de
los transcritos encontrados en las lineas celulares de CaCu, que originan las isoformas proteicas
y lo reportado, sugiere que éstas cumplen diversas funciones tanto intracelularmente como
extracelularmente, pudiendo cada isoforma tener una mayor actividad biolégica o tener
funciones contrarias en las que participa gal-9, basado en las diferencias en el tamafio del péptido
de union y el truncamiento del DRC-C. La isoforma gal-9D5/6 pudiera tener una funcién
importante para evitar el desarrollo de la transformacién maligna en la linea celular Hela,
debido a la ausencia en ésta. Ademas, este perfil de variantes junto con los datos in silico
proporcionados por los algoritmos sugieren que el proceso de splicing de LGALS9 es exclusivo
de los exones 5, 6 y 10 (165). La regulacion del proceso de splicing requiere de secuencias que
distinguen las fronteras entre los exones e intrones (sitios de splicing 5" y 37), secuencias
“enhancer” o “silencer” que se localizan en intrones y exones que modulan el reconocimiento
de los sitios de splicing, bien facilitando o impidiendo la unién de los componentes del
spliceosoma y por ultimo la expresion de factores de splicing dan lugar a eventos de splicing
alternativo especificos (235). Los factores de splicing que controlan este proceso, asi como las
cascadas de sefializacion que dirigen este proceso necesitan todavia ser caracterizados para gal-
9.

La identificacion de todas las variantes que carecen del exdn 10 fue sorpresivo, debido
a que no se han reportado todas las variantes que tienen truncado el DRC-C en una linea celular.
A diferencia de los exones 5 y 6 éste exdn codifica parte del DRC-C de gal-9. La eliminacion
del exdn 10 resulta en un corrimiento del marco de lectura y un codon de paro prematuro en el
exon 11 que da como resultado un DRC-C truncado. Un evento similar de splicing ha sido
observado en gal-8, otra galectina de repeticion en tandem (236) que todavia no se sabe cual es
la consecuencia final de este truncamiento. Tal truncamiento podria estar originando una gal-9
tipo prototipo, dejando de ser una galectina repeticién en tandem, también queda por determinar

si las variantes que tienen eliminado el exdn 10 son capaces de dimerizarse.

Se ha documentado que las galectinas intracelulares podrian tener ligandos de union y
funciones independientes de su DRC. Por ejemplo, las galectinas interactian con miembros de
la familia Bcl-2 a traves de una interaccion independiente de su DRC, también participan en el
procesamiento del ARN en el nicleo y en la regulacion de la progresion del ciclo celular. Todas
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estas funciones de galectinas son independientes de su union a carbohidratos, méas bien es a
través de interacciones proteina-proteina (132). Por lo que, es también posible que las isoformas
truncadas de gal-9 interactien con otras proteinas intracelulares de una manera independiente
de su capacidad de unién a carbohidratos, siendo una interaccion proteina-proteina; pudiendo
modificarse estas interacciones entre isoformas proteicas debido al tamafio de su péptido de
unién, disminuyendo los sitios de unién a las proteinas intracelulares o pudieran tener una mayor
actividad las isoformas que tengan el péptido de union mas largo. Se requiere de los dos DRC
y el péptido de union para la multimerizacion de las galectinas repeticion en tandem, ademas la
presencia de un péptido de uniéon mas largo permite la libre rotacién de los DRC promoviendo
una mayor multimerizacién, mecanismo por el cual se logra una mayor potencia de sefializacion
(210).

El hallazgo de que los niveles de expresion de las variantes gal-9LC y gal-9D5 en las
lineas celulares tumorales son significativamente méas bajos en comparacion con la linea no
tumoral nos lleva a pensar sobre su posible papel en el control de la progresion tumoral. Por
primera vez se evaluaron los niveles de expresion de las variantes de ARNm en lineas celulares
de CaCu o de algun otro tipo de cancer. Existen reportes que relacionan en tejido de pacientes
la disminucidon en los niveles de ARNm de LGALS9 con los niveles de la proteina de gal-9
(226,233). La diferencia en el nivel de expresion de la variante gal-9D5 entre las lineas
tumorales sugiere que podria ejercer un papel diferente, asi como el hecho de no detectar la
variante gal-9D5/6 en HeLa que es de origen de adenocarcinoma, podria hacernos pensar en una
expresion relacionada al tipo celular, ya que las células HelLa son de origen glandular,
(adenocarcinoma), como reporta Lahm y colaboradores, donde el patron de expresion de dos
variantes de gal-9 varia dependiendo del origen celular y de su subtipo (222). Ademas, se ha
reportado que la expresion de gal-9 en células tumorales de CaCu podria verse influenciada por
la presencia del VPH 16 y/o 18 en los tumores, ya que la baja o ausente expresion de gal-9 se
relaciond con la presencia de VPH 16 y/o 18 en tejidos de pacientes (233). Todo ello nos hace
pensar que los niveles de los transcritos esta relacionado al tipo celular y al VPH, modificandose
la expresion de éstas; sin embargo, analizando la variante gal-9D5 no se encontr6 diferencias
entre el origen celular, la presencia 6 ausencia de VPH 0 el tipo de VPH presente en las lineas
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celulares con respecto al nivel de expresion de gal-9D5. La relevancia funcional de los cambios

de expresién de las variantes de gal-9 permanece aun sin determinar.

El analisis por western blot nos permiti6 identificar la expresién de la proteina gal-9 y
de sus isoformas proteicas intracelulares. La gal-9 es una proteina que se localiza tanto
intracelularmente como extracelularmente y la secrecion de gal-9 ha sido reportada en varios
tipos celulares como linfocitos T (208) y fibroblastos (212). Aqui se reporta la expresion
intracelular de 3 isoformas proteicas, gal-9LC, gal-9D5 y gal-9D10, si bien el analisis es un
ensayo semicuantitativo, se identificd una menor expresion en las células tumorales, siendo la

isoforma proteica gal-9LC la que se expresa en niveles mas altos.

Se ha sugerido que las isoformas proteicas con el DRC-C truncado no salen de la célula,
por lo que se esperaba identificar mas isoformas en el ensayo de western blot, por el
reconocimiento del N- terminal de gal-9 por el anticuerpo; sin embargo, ya que no es un método
tan sensible podrian estar presentes y no ser detectadas. Haciendo una relacion con los niveles
de expresion de los transcritos, donde se observaron variantes con menor expresion, nos hace
pensar que la baja expresion de los transcritos pudiera ocasionar una baja expresion de las

isoformas proteicas y por lo tanto, que no se detecten en el western blot.

Las galectinas carecen de un péptido sefial y el preciso mecanismo por el que gal-9 es
secretada no es claro, aunque parecen estar involucradas metaloproteinasas especificas de la
matriz y la proteina cinasa C (208). Por lo tanto, aunque gal-9 se ha encontrado
intracelularmente es muy limitado el conocimiento acerca de la funcion de gal-9 en este
contexto. Hasta ahora, solo NF-IL6 ha sido identificado como una molécula de union
intracelular de gal-9. Aunque no es claro todavia si la localizacion subcelular de gal-9 difiere
entre las diferentes isoformas proteicas, se encontraron isoformas intracelulares que ya han sido
reportadas extracelularmente (gal-9D5) en otros tipos celulares como células endoteliales (165),
de igual manera las isoformas que tienen truncado el DRC-C terminal también se han reportado
intracelularmente (gal-9D10) (221). La baja expresion de las isoformas proteicas se correlacion6
con la disminucion de la expresion de los ARNm de las variantes LC y D5. Aun no se sabe
como se regula la expresion de gal-9, en células endoteliales se ha mostrado que gal-9 parece

estar regulada por IFN-y (214) y HDAC3 (215). Considerando que los niveles generales de gal-
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9 parecen disminuir después de la transformacion maligna en varios tipos de céancer
(183,184,222,226), gal-9 parece ejercer un papel de multiples facetas en la biologia tumoral
similar a gal-1 y gal-3 (114). Una mayor expresion de gal-9 en células tumorales de pacientes
se correlaciona con un mejor pronéstico en pacientes con CaCu (233). Aungue se ha reportado
la relevancia de detectar las variantes de gal-9 en este estudio y en otros (218) sus funciones
permanecen poco claras. La generacion de anticuerpos que permitan detectar isoformas
proteicas especificas de gal-9 permitira explorar ain mas la expresion de cada isoforma en lineas

celulares y tejido de pacientes.

CONCLUSIONES

1. Las lineas celulares de CaCu presentan variantes de LGALS9 debido al
splicing alternativo del gen de gal-9 (LGALS9).

2. Se identifico la presencia de todas las variantes de ARNm en las lineas
celulares de carcinoma escamoso de cérvix, una de ellas no habia sido reportada en
ningun otro tipo celular (gal-9D6/10).

3. Las variantes gal-9LC y gal-9D5 tienen un nivel de expresion menor en
las células tumorales.

4. Se identifico la expresion intracelular de 3 isoformas proteicas de gal-9.

PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta tesis, las perspectivas de

trabajos futuros se orientan hacia dos direcciones.

En una primera instancia estarian los trabajos destinados a determinar los niveles de

expresion de las variantes de ARNm de LGALS9 en tejido de cérvix maligno.

Realizar estudios sobre el papel individual de las isoformas proteicas de gal-9 en la
adhesion, invasion y agregacion celular. En primer lugar, a través de la sobreexpresion de las

variantes de ARNm de LGALS9 por medio de la transfeccion estable del ADNc que codifica
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para las isoformas proteicas, se obtendrian clonas para sobreexpresar alguna variante de
LGALS9 especifica y posteriormente evaluar su papel sobre la adhesion a la MEC, invasion y

agregacion celular. Verificando a través de silenciamientos si tales funciones se ven afectadas.

Posteriormente se determinaria experimentalmente la regulacién de la expresion del gen
LGALS9 en células de CaCu, determinando sus factores de transcripcion que regulan su
expresion, por medio de ensayos de cambio de movilidad electroforética. Con lo cual se tendria
una informacién importante para conocer la regulacion del gen de gal-9, y con ello abrir nuevas

lineas de investigacion.
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