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RESUMEN. Gracias a los avances recientes en el area de la glicobiologia, los glicanos presentes en los glicoconjugados de la superficie celular
han adquirido potencial como biomarcadores para el diagndéstico especifico y oportuno del cancer pulmonar. Sin embargo, la ubicuidad inherente
a los glicanos celulares dificulta en gran medida la identificacion de estructuras sacaridicas especificas de células tumorales. El uso de lineas
celulares es una estrategia que ayuda en el proceso de identificacion de estructuras sacaridicas especificas cuando se desea desarrollar un
método de diagndstico. En el presente estudio se determind, mediante el uso de lectinas, el perfil de glicosilacion de los glicoconjugados de la
linea celular A427 de adenocarcinoma pulmonar humano con la finalidad de identificar oligosacaridos que se expresan abundantemente en la
membrana celular. Se utilizaron nueve lectinas para la identificacién de estructuras de N- y O-oligosacéaridos especificos. El analisis del perfil
de glicosilacién mostré6 mayor abundancia relativa de moléculas del tipo Sialil-Tn, estructuras de lactosamina y O-glicanos cortos como el
antigeno T, en comparacién con los N-glicanos de tipo complejo, hibridos y de alta manosa. Los resultados del presente estudio sugieren que
dichas moléculas pueden constituir marcadores potenciales de adenocarcinoma pulmonar.
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ABSTRACT. Due to recent advances in glycobiology, cell surface glycoconjugate molecules have arisen as potential biomarkers for the early and
specific lung cancer diagnosis. However, the inherent ubiquity of cellular glycans makes difficult the identification of tumor specific saccharidic
structures. The use of cell lines is an approach that helps to identify tumor-related saccharidic structures for the development of a diagnostic
method. Our objective was to evaluate the glycosylation profile on cell membrane glycoconjugates of the human lung adenocarcinoma cell line
A427. The identification of specific N- and O-glycan structures was carried out by the use of nine different lectins. Glycosylation profile analysis
showed an increase in the relative abundance of sialylated structures, specifically Sialyl-Tn glycans, as well as lactosamine and short O-glycans
like T-antigen in comparison with complex, hybrid and high mannose type N-glycans. Our data suggest these structures are well candidate
molecules to search for glycans specific of lung adenocarcinoma.

Key words: Lectin, N- and O-glycosylation, lung cancer, A427 cell line, oligosaccharide, cell-ELISA, biomarker.

INTRODUCCION

En los ultimos diez afios ha habido avances muy signi-
ficativos en el tratamiento del cancer. Sin embargo, el
cancer de pulmén continda siendo la principal causa de
muerte debida a cancer, y el prondstico sigue siendo auin
muy bajo, en el mejor de los casos solamente el 15%
de los pacientes alcanzard el indice de sobrevida de 5
afos.1? Dadas las caracteristicas particulares de dicha
patologia, la experiencia acumulada muestra que el

diagnostico temprano es la Unica forma para conseguir
incrementar la sobrevida de los enfermos que padecen
esta enfermedad.®

Entre los principales cambios estructurales que ocu-
rren en las células durante su transformacion neoplasica
se presentan alteraciones en el patron de glicosilacion
de los glicoconjugados (glicoproteinas, proteoglicanos y
glicolipidos) de la superficie celular.*® Dichas alteraciones
comprenden desde una sintesis incompleta del oligosa-
carido (con lo cual la funcién de la molécula se modifica)
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0 su sobreexpresion, hasta la aparicion de nuevas estruc-
turas que en condiciones normales no existen.5” Gracias
a los avances recientes en el area de la glicobiologia y
especialmente en el desarrollo de metodologias para la
identificacion de estructuras de glicanos, los oligosacari-
dos presentes en los glicoconjugados de la superficie de
las células se pueden utilizar como biomarcadores espe-
cificos para la identificacion del cancer.8° Debido a que
los cambios en la glicosilacién se presentan antes de que
los cambios morfolégicos o fisioldgicos sean evidentes
durante la transformacién neoplasica, la identificacion y
caracterizacion de dichas estructuras tiene gran potencial
para llevar a cabo un diagnostico oportuno.t*12

En virtud de que la gran mayoria de estructuras de
glicanos se comparten entre tejidos, tipos celulares, o
se expresan bajo estados fisiol6gicos que no necesa-
riamente estan relacionados con un proceso de trans-
formacion neoplasica, muy pocas estructuras de oligo-
sacaridos llegan a ser consideradas como un marcador
tumoral especifico de una patologia.>*®* Con base en lo
anterior, la determinacion del patrén de glicosilacion en
lineas celulares es una estrategia que facilita la identifi-
cacion de biomarcadores especificos de una patologia
gue puedan ser utilizados para la implementacién de
un método diagndstico. La linea celular A427, de origen
epitelial, proveniente de cancer pulmonar humano,** ha
sido ampliamente utilizada para el estudio in vitro de
multiples aspectos de la patologia.’® Por lo tanto, la linea
A427 representa un excelente modelo biolégico para
la caracterizacion del perfil de glicosilacion de células
de cancer pulmonar humano y la identificacién de las
estructuras de glicanos que se expresan de manera
abundante y/o caracteristica en la patologia.

La multitud de estructuras de oligosacéridos presen-
tes enlos glicoconjugados de la superficie celular, en su
conjunto, proporcionan un perfil de glicosilacién caracte-
ristico que puede ser caracterizado mediante el uso de
lectinas. Las lectinas son proteinas con capacidad para
reconocer estructuras especificas de oligosacaridos.®
Lo anterior, las convierte en una herramienta Gtil para
caracterizar el perfil de glicosilacion de los glicanos de
membrana de cualquier linea celular, asi como para la
identificacion de alteraciones en dicho patrén ante mo-
dificaciones del medio ambiente extracelular o durante
la transformacion neoplasica.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos
Orto-fenilendiamina, 3,3’ diaminobencidina, estreptavi-

dina-peroxidasa, acido clorhidrico, periodato de sodio,
dimetilsulféxido, suero fetal bovino (SFB), Tween-20,

glicerol, albimina sérica bovina (BSA) y tripsina fueron
obtenidos de Sigma Co. (St. Louis Mo, USA). Perdxido
de hidrégeno, sulfato de sodio, sulfato de potasio y
p-formaldehido fueron obtenidos de Merck Inc. (West
Point, PA, USA). Medio esencial minimo (MEM) y medio
Dulbecco modificado (DMEM) fueron de in vitro (Madison
WI, USA). El N-hidroxisucinimido-biotina (NHS-Biotina)
se obtuvo de Pierce Chemical Co. (Rockfor, IL, USA).

Lectinas

Se utilizaron nueve lectinas, la tabla 1 muestra una
descripcion detallada con sus abreviaturas y el tipo es-
pecifico de estructuras de oligosacarido que reconocen.
Brevemente, Con A y LCA son lectinas que reconocen
estructuras de N-glicanos de tipo complejo, hibrido y de
alta manosa; las lectinas MAA, LPA, SNA y WGA reco-
nocen estructuras de N- y O-glicanos con acido sialico
terminal; WGA tiene, ademas, la capacidad de reconocer
estructuras de lactosaminay SNA al antigeno Sialil-Tn.
Finalmente ALL, PNA y ABA son lectinas que recono-
cen especificamente los antigenos O-glicosilados T y
Tn. Ocho de las lectinas fueron adquiridas de Sigma (St.
Louis Mo, USA) y la lectina de Amaranthus leucocarpus
ALL fue donada por el Dr. Edgar Zenteno (Departamento
de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM). Todas
las lectinas fueron previamente conjugadas a biotina
de acuerdo a la técnica descrita por Savage et al.t’ y
tituladas con la finalidad de utilizar la cantidad apropiada
de lectina conjugada en los ensayos de Cell-ELISA.

Linea celular y condiciones de cultivo

Para la realizacion del presente estudio empleamos la
linea celular A427 de adenocarcinoma pulmonar huma-
no (ATCC Num. HTB-53). Las células fueron cultivadas
en condiciones de esterilidad en frascos estaticos de
cultivo celular de 25 cm?de area de contacto (Corning,
Foster, CA, USA). Se empled medio de cultivo esencial
minimo suplementado con suero fetal bovino al 10%
(MEM-10% SFB), 100 UL de penicilinay 100 mg/mL de
estreptomicina (in vitro, Madison, WI, USA). Los cultivos
se mantuvieron a 37 °C, 5% de CO, y atmoésfera hiumeda.

Determinacion de los oligosacaridos en la membrana
celular de A427 por medio de Cell-ELISA

Con la finalidad de identificar los oligosacéridos pre-
sentes en la superficie celular de A427, fue adaptada la
técnica convencional de ELISA para realizar el ensayo
denominado Cell-ELISA. Este tipo de ELISA es directo,
pero en lugar de utilizar macromoléculas utiliza células
fijadas a la superficie de la placa; dicho procedimiento
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Tabla 1. Estructuras de los oligosacaridos reconocidos por las lectinas utilizadas.
Nombre Abr. Reconoce Estructura
N%
Canavalia ensiformis lectin Con A N-glicanos N
(Concanavalin A) Manosa
vgofies
Lens culinaris Agglutinin LCA N-glicanos N
(Lentil lectin) Fucosa con
manosa
N
Maackia amurensis Agglutinin MAA Acido siélico R{me-¢
Limulus polyphemus Agglutinin LPA Acido sialico Muchos Ny O-glicanos
Sambucus nigra Agglutinin SNA Sialil Tn R
Acido sialico R-me-e]|
R-Iﬂﬁ'
Triticum vulgaris Agglutinin WGA Poli-lactosamina
Acido siélico Muchos N y O-glicanos
Amaranthus leucocarpus Lectin ALL O-glicanos
Antigeno T RiTe|
Antigeno Tn RO
Arachis hypogaea Agglutinin PNA O-glicanos RiTe)
(Peanut Agglutinin) Antigeno T
*Agaricus bisporus Agglutinin ABA O-qlicanos RiTe]
Antigeno T

B, N-Acetilglucosamina; O, N-Acetilgalactosamina; O, manosa; ®, galactosa; 9, 4cido sialico; y v, fucosa. * De acuerdo con Irazoqui, ABA posee

una unién muy particular por el antigeno T, lo que la diferencia especialmente de otras lectinas como jacalina 'y PNA .33

ya ha sido empleado con anterioridad para diferentes
aplicaciones.’81®

Las células en cultivo se despegaron de la superficie
de los frascos mediante incubacién con 1 mL de solucion
de tripsina/EDTA (0.25/0.05%) por 5 min. Se lavaron
dos veces con medio MEM sin suero, se centrifugaron
a 1,200 rpm por 10 min y se eliminé el sobrenadante. El
botén celular fue resuspendido en medio MEM sin suero
a una concentracion celular de 1 x 107 células/mL. Lue-
go se colocaron 1 x 10* células por pozo en 100 uL de

medio MEM-10% SFB en una placa de poliestireno para
ELISA de 96 pozos con fondo plano (NUNC, Rochester,
NY, USA). La placa se incub6 a 37 °C con 5% de CO,
en atmosfera himeda durante 24 h para obtener una
monocapa confluente de células. Se eliminé el medio
de cultivo y cada pozo fue lavado suavemente 3 veces
con PBS (del inglés phosphate buffered saline) pH 7.2
a 37 °C, cuidando de no desprender las células.

Se procedié a fijar las células con acetona al 30%
en PBS pH 7.2 durante 12 h a 4 °C. Posteriormente,
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cada pozo se lavd suavemente de 3 a 4 veces con
PBS-Tween 20 al 0.01% (PBS-Tween) para eliminar la
solucion fijadora. Se procedié entonces a bloquear la
peroxidasa enddgena de las células con 50 mL de una
solucion de H,0, al 0.3% en PBS durante 20 min a 37
°C. Se lavl laplaca de 2 a 3 veces con PBS-Tween. Con
la finalidad de cubrir los sitios de la placa no ocupados
por las células, las placas de ELISA fueron incubadas
con una solucion al 5% de leche descremada en PBS
durante 1 h a 37 °C (100 uL/pozo). Posteriormente, fue-
ron lavadas las placas 2 veces con PBS-Tween y una
tercera con PBS Unicamente. Finalmente, se adicioné
por columnas (de la 1 a la 9) con 5 repeticiones (de A a
E), 100 uL/pozo de la correspondiente lectina conjuga-
da a biotina. Las columnas 10 y 11 se utilizaron para el
blanco y control negativo (BSA). Las placas se incubaron
por 1 h a temperatura ambiente y lavadas suavemente
4 veces por 5 min con PBS-Tween con CaCl, al 0.1 mM
(PBS-Tween-Calcio). Después se incubaron con 100
uL/pozo de estreptavidina-peroxidasa a una dilucion de
1:4,000 en PBS, por 1 h a temperatura ambiente. Final-
mente, las placas de cultivo fueron lavadas 4 veces por
5 min cada vez con PBS-Tween-Calcio y a cada pozo
se le adicion6 100 uL de solucion de revelado (4 mg de
orto-fenilendiamina, 40 mL de H,O, al 3% en 12 mL de
amortiguador de citratos 50 mM pH 5.6) incubando por
10 min en oscuridad a temperatura ambiente. La reac-
cion se detuvo mediante la adicion de 100 uL/pozo de
HCI 3N. El color desarrollado por la reaccion se registré
mediante la medicion de la absorbancia generada a una
longitud de onda de 492 nm en un lector de placas de
ELISA (Labsystem Multiskan MS). La intensidad del color
medido en unidades de absorbancia fue proporcional a

la cantidad de lectina unida a las estructuras de oligosa-
cérido presentes en las células. Como blanco, se emple6
la absorbancia obtenida por células que se procesaron
de la misma manera, pero que no fueron incubadas con
lectinas. Las absorbancias resultantes por la reaccién
de reconocimiento de cada una de las lectinas fue el
valor promedio de cinco repeticiones.

RESULTADOS

Se implementé el ensayo denominado Cell-ELISA em-
pleando nueve lectinas en lugar de anticuerpos, el cual
permitié determinar estructuras de N- y O-oligosacéridos
presentes en los glicoconjugados de la membrana
celular de la linea A427 de adenocarcinoma pulmonar
humano. En la figura 1 se muestran los niveles relativos
de expresion de las diferentes estructuras de oligosacari-
dos identificados con las lectinas. En todos los casos, la
reaccién generada por el reconocimiento de las lectinas
fue superior a la observada en la reaccion de células
fijadas ala placa sin la presencia de lectinas (blanco S/L)
y el control negativo usando Unicamente BSA (véase
seccion de Materiales y métodos). Las estructuras de
oligosacéridos con los mas altos niveles de expresion
fueron las reconocidas por las lectinas ABA, WGA y
SNA. Las unidades de absorbancia (UA) alcanzadas por
ABA fueron 1.95 + 0.08 UA, paraWGA 1.75 = 0.10 UAy
para SNA 1.02 = 0.05 UA. Las estructuras reconocidas
por ABA y WGA mostraron niveles de expresion 3.5y 3.2
veces mayor al de las estructuras reconocidas por Con
A (0.55 = 0.05 UA, estructuras con el méas bajo nivel de
expresion), en tanto que las estructuras reconocidas por
SNA mostraron un nivel de expresion 1.8 veces mayor al

Figura 1. Reconocimiento
mediante lectinas, de es-
tructuras glicosiladas en la
linea celular A427 de ade-
nocarcinoma pulmonar hu-
mano. Las barras de error
representan la desviacion
estandar del promedio de
cinco repeticiones. Para la
descripcion de las abrevia-
turas de las lectinas véase
latablal. S/L y BSA repre-
sentan controles negativos 0 -
sin lectina y con albumina

Unidades de absorbancia
'_\
[EN ol
1 1

o
(63}
1

L ; . S/L BSA ConA LCA MAA LPA SNA WGA ALL PNA ABA
sérica bovina, respectiva- ]
mente. Lectinas
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de las reconocidas por Con A, sin embargo, un 75% me-
nor al de las estructuras reconocidas por su homadloga
WGA. Se determind un nivel de expresion similar entre
las estructuras reconocidas por LCA (0.82 = 0.07 UA) y
LPA (0.80 # 0.06 UA); en ambos casos 50% mayor nivel
de expresion que las estructuras reconocidas por Con A.
Finalmente, los niveles de expresién de las estructuras
reconocidas por MAA (0.64 =+ 0.04 UA), ALL (0.65 =
0.04 UA) y PNA (0.68 = 0.11 UA) fueron comparables
al de las estructuras reconocidas por Con A.

DISCUSION

Las alteraciones presentes en el proceso de glicosila-
cion de células neoplasicas se han visualizado como
una estrategia para lograr un diagnéstico oportuno de
diversos tipos de cancer.? Sin embargo, el tipo y nivel
de glicosilacién de una glicoproteina esta determinado,
entre otros procesos, por un namero considerable de
glicosidasas y glicosiltransferasas que actian secuen-
cialmente, tanto en el reticulo endoplasmico como en
el aparato de Golgi,” dando lugar a un gran nimero de
estructuras de oligosacaridos. La gran diversidad de
estructuras que se presentan en la superficie de una
célula hace necesaria la caracterizacion de su patron de
glicosilacién. La determinacién del perfil de glicosilacion
de la superficie celular permite identificar la expresion de
determinadas estructuras de oligosacaridos que puedan
servir como candidatos potenciales para el diagnéstico
del cancer.81°

Las técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica
han sido utilizadas para la identificacion de oligosaca-
ridos de superficie en cortes de tejidos neoplasicos ya
sea preservados con algun fijador o congelados, siendo
tiles en el diagndstico y seguimiento de las neopla-
sias.?%22 Sin embargo, tales procedimientos aparte de no
ser técnicas cuantitativas, tienen una serie de problemas
metodoldgicos que hacen que la identificacion de glica-
nos de superficie genere resultados poco confiables. La
técnica de Cell-ELISA en cambio, permite realizar una
determinacion cuantitativa de oligosacaridos presen-
tes en las glicoproteinas y glicolipidos de la superficie
celular. El uso de lectinas en lugar de anticuerpos, per-
mite identificar cambios estructurales en las moléculas
glicosiladas asi como cambios en la complejidad de la
molécula ya sea por modificacién en las ramificaciones
o en la longitud de la misma.

De las lectinas utilizadas en el andlisis se observo que
ABA mostré el mas alto nivel de reconocimiento, lo que
sugiere una expresion mayoritaria del antigeno T (cuya
estructura es Galfp1-3GalNAca-Ser/Thr) en la superficie
de la linea celular A427. Una de las alteraciones mas
importantes que se han identificado en los glicanos pre-

sentes en algunas mucinas es la expresion modificada
de antigenos O-glicosilados.'?%-2¢ Dichas glicoproteinas
se expresan de manera normal en epitelios y leucocitos.
Su funcién en el epitelio respiratorio es de proteccion
porgue se unen a pequefias particulas que penetran
por via aérea. Se ha determinado que durante proce-
sos inflamatorios 0 neoplasicos se expresan de forma
modificada con respecto a su glicosilacion normal.?* En
la transformacién neoplasica, la biosintesis de mucinas
ya sea incompleta o modificada expone epitopos que
normalmente estaban enmascarados en la molécula.
Esas nuevas estructuras expuestas, como son los
antigenos T y Tn (GalNAca-Ser/Thr) interactdan con
elementos de la respuesta inmunitaria, o bien participan
en el proceso de metastasis.??® Las mucinas expre-
sadas en cancer de colon, p. €j., presentan una gran
cantidad de epitopos antigénicos glicosilados como los
antigenos Ty Tn.*° Interesantemente, las lectinas ALL y
PNA que (al igual que ABA) reconocen especificamente
antigenos O-glicosilados de tipo T y Tn mostraron que
los niveles de expresiéon de dichas estructuras fueron
de los mas bajos. Se sabe que la unién de cada una de
estas tres lectinas hacia su ligando, se realiza de forma
diferente; PNA establece una interaccion exclusiva con
la galactosa terminal del antigeno Ty su especificidad se
restringe Unicamente a dicha estructura;'®* ALL tiene una
interaccién casi exclusiva con la N-acetil-galactosamina
(GalNAC) por lo tanto, tiene la capacidad de reconocer a
los antigenos T, Tn e incluso débilmente al sialil-T, pero
no reconoce al sialil-Tn.** En el caso de ABA su recono-
cimiento es muy particular y requiere de la interaccion del
sitio de reconocimiento de la lectina con ambos azlcares
del antigeno Ty su especificidad esta restringida a dicho
antigeno.®? Las evidencias antes mencionadas pueden
explicar un cierto nivel de variaciones en la determina-
cion de los niveles de expresion de determinadas estruc-
turas, sin embargo, no explica el resultado obtenido con
dichas lectinas. Una posible explicacion es que la linea
celular A427 expresa abundantemente una estructura
de O-glicano tipo antigeno T que solamente la lectina
ABA puede identificar. Nuestros resultados muestran
que las estructuras de glicanos reconocidas por WGA
y SNA tienen altos niveles de expresion. WGA, SNA,
MAA y LPA son lectinas que reconocen estructuras
de N- y O-glicanos con acido sialico terminal. Ademas,
WGA tiene la capacidad de reconocer estructuras
conteniendo lactosamina ([Galf1-4GIcNAcS1-3]"-R),
mientras que SNA reconoce a moléculas del tipo Sialil-
Tn (Neu5Aca2-6GalNAca-Ser/Thr) en enlace alfa 2-6.
Los resultados obtenidos con dichas lectinas sugieren
mayor expresion de estructuras con acido sialico termi-
nal, particularmente la sobreexpresion del antigeno Tn
sialilado en enlace alfa 2-6, asi como la sobreexpresion
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de estructuras de glicanos conteniendo lactosamina.
Con frecuencia el &cido sialico se encuentra en posicion
terminal en las mucinas (sialomucinas) y juega un papel
critico en la metastasis.®33* Las mucinas expresadas en
cancer de colon ademas de expresar una gran cantidad
de antigenos T y Tn (como se menciond), también pre-
sentan una gran cantidad de antigenos glicosilados Sia-
lil-Tn.2° De igual modo, se ha observado que en células
neoplasicas de mamifero suele haber una modificacion
del &cido sidlico terminal en el antigeno Tn. Por ejemplo,
puede encontrarse una molécula éster O-acetilada en
el grupo hidroxil-Sialil-Tn y ser considerada como un
posible marcador para el diagnéstico en neoplasias
como en el caso del cancer de pulmén.®

Se ha determinado que en cambios metastésicos se
incrementa la expresion de la enzima GIcNACT-V con el
consecuente aumento en la expresion de estructuras de
lactosamina.®® Brockhausen, menciona que las estruc-
turas de poli-N-Acetil-Lactosamina se sobreexpresan
en diferentes tipos de cancer.3® Los resultados obtenidos
en el presente estudio proporcionan una base preliminar
hacia la identificacion de estructuras de glicanos con
potencial como biomarcadores de cancer pulmonar. Se
requiere continuar el estudio incluyendo la caracteriza-
cion del perfil de glicosilacion de otras lineas celulares
de cancer pulmonar asi como en células tumorales de
pacientes con cancer pulmonar.

CONCLUSIONES

Latécnica de Cell-ELISA con el uso de lectinas permitié
identificar y determinar los niveles relativos de expresién
de diferentes estructuras de oligosacarido presentes en
los glicoconjugados de membrana de la linea celular
A427.

El perfil de glicosilacion determinado mostr6é una
mayor abundancia relativa de estructuras de O-glicanos
cortos como el antigeno T, estructuras de lactosamina
y estructuras de glicano sialidadas del tipo Sialil-Tn en
enlace alfa 2-6; en comparacion con estructuras de N-
glicanos de tipo complejo, hibrido y de alta manosa. Los
resultados anteriores, en conjunto con las evidencias de
la literatura muestran que la sobreexpresion de dichas
estructuras es un denominador comudn en células can-
cerosas de diferentes origenes.
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