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ABREVIATURAS

ABTS: 2,2’-azino-bis (3-etil-benzotiazolina, 6-acido sulfénico)
aC: antes de Cristo

Ac: anticuerpo

AcMo: anticuerpo monoclonal

CMH: Complejo Mayor de Histocompatilidad

CPA: célula presentadora de antigeno

CT: cola citoplasmatica (cytoplasmic tail)

CTL: linfocitos T citotdxicos

DAB: diaminobencidina

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

ELISA: Enzimoinmunoensayo (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

ICQ: Inmunocitoquimica

Ig: inmunoglobulinas

IHQ: inmunohistoquimica

IRMA: Ensayo inmunorradiométrico

MO: médula ésea

pb: pares de bases

PBS: Buffer fosfato salino

PBS-BSA: Buffer fosfato salino- albumina sérica bovina
PBST: Buffer fosfato salino-Tween 20 0.05%

PDGF: Factor de crecimiento plaquetario

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SFB: Suero fetal bovino

sLex: sialil Lewis x



TGFp: Factor de crecimiento tumoral 3
TGFa/EGF: Factor de crecimiento tumoral a

VNTR: numero variable de repeticiones en tandem
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INTRODUCCION

HISTORIA DEL CANCER

El desarrollo del cancer en los seres humanos involucra una compleja sucesion de
eventos que usualmente ocurren durante un tiempo prolongado. Durante este proceso
multifacético, el genoma de las células tumorales incipientes adquiere alelos mutantes
de proto-oncogenes, genes supresores de tumor y otros genes que controlan, directa o
indirectamente, la proliferacion celular. En el genoma de muchos tumores malignos de
distinta localizacion, asi como en diferentes canceres del mismo tejido, se encuentran
combinaciones variables de alelos mutantes. Un numero creciente de estos genes
contribuye en la produccién secuencial de los distintos pasos de la transformacion
neoplasica. Durante los ultimos 25 afos, se han enumerado complejas combinaciones
de fenotipos y se han catalogado miles de alteraciones moleculares asociadas con esta
enfermedad (Hahn et al, 2002).

La primera descripcién del cancer en los seres humanos fue hallada en un papiro
egipcio escrito entre 3000 y 1500 anos aC. que se referia a tumores de mama.
Asimismo, no sélo en manuscritos sino también en restos 6seos del Antiguo Egipto se
encontraron evidencias de cancer. Un vestigio muy antiguo de cancer humano
perteneciente a momias fue encontrado en un hueso que presumiblemente presentaba
osteosarcoma, tumor de elevada malignidad de los osteoblastos. EI mas antiguo
vestigio de un cancer humano encontrado fue en un craneo femenino que data de la
Edad de Bronce (1900-1600 aC). Por otra parte, también en restos provenientes del
continente americano tal como en una momia pre-incaica de alrededor del 2400 aC, se
hallaron lesiones sugestivas de melanoma. Estos hallazgos demostraron que no se

trataba de una enfermedad de la Edad Moderna industrializada, como antes se creia.
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Otros hallazgos realizados por el antropologo Louis Leaky en 1932 determinaron que el
tumor maligno mas antiguo fue hallado en antecesores del hombre actual y
pertenecian a un Homo erectus o a un Australopithecus, y se sugiridé que se trataba de
un linfoma de Burkitt.

A Hipdcrates se le adjudica ser el primero en reconocer la diferencia entre tumores
benignos y malignos. Sus escritos describen esta enfermedad en muchos sitios del
cuerpo. Los vasos sanguineos alrededor de los tumores le recordaban las patas del
cangrejo, por lo que denomind a esta enfermedad Karkinos, que en griego significa
cangrejo y que hoy se conoce como cancer.

En el siglo I, el médico griego Galeno, que ejercia su profesion en Roma, fue
considerado el primer oncologo; en la mayoria de los casos, luego de un diagndstico
de cancer, consideraba al paciente como incurable.

Durante el siglo XVII, el cirujano holandés Helvetius realiz6 cirugias de mama. Por su
parte, el cirujano escocés John Hunter (1728-1793) sugiri6 que algunos canceres
podrian ser removidos si el tumor primitivo no habia invadido aun el tejido adyacente.
En 1761, Giovanni Morgagni, de Papua, fue el primero en realizar autopsias y de esa
manera comenzo a diagnosticar el cancer post-mortem.

En el mismo ano, John Hill describié que el habito de fumar era una causa ambiental
del cancer, mientras que Sir Percivall Pott, en 1775, descubrid el cancer de escroto,
enfermedad ocupacional de deshollinadores. A partir de esa época, comenzaron a
reconocerse ciertas causas ambientales como participes de la inducciéon de algunos
tipos de cancer.

En el siglo XIX nacié la Oncologia cientifica con el descubrimiento del microscopio;
Rudolf Virchow, conocido como el fundador de la Patologia Celular, fue quien sento las
bases cientificas para la Patologia Moderna. A partir de ese momento comenzo la

deteccion del dano causado por el cancer y, a la vez, el desarrollo progresivo de la
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cirugia de tumores. Simultaneamente, un cirujano inglés, Stephen Paget teoriz6 que
las células metastasicas del tumor eran como “semillas” que se distribuian a través del
torrente sanguineo a distintas partes del cuerpo, pero solo crecian en érganos (como si
fuese “tierra”) que les seria compatible; esta teoria establecido las bases para
comprender el proceso de metastasis.

En la década de 1880-1890, William Stewart Halsted desarroll6 una extensa operacion
de remocién de la mama, musculos subyacentes y nddulos linfaticos axilares en una
paciente con cancer conocida como mastectomia radical. En 1896, el fisico aleman
Profesor Wilhelm Conrad Roentgen descubrié los rayos X que después se utilizaron
para diagnéstico y fue desde esa época que comenzaron a utilizarse las radiaciones
para el tratamiento del cancer.

En el caso del cancer de mama, luego de la realizacidon de la mastectomia y remocion
de ganglios axilares, la tasa de supervivencia hasta 10 afios ascendié de 10% en 1920
al 50% en 1950.

Posteriormente en 1975, un grupo de investigadores de la Universidad de California
descubrié que ciertos genes de células normales se hallaban alterados en las células
tumorales.

El Dr. Steven Narod y su equipo de la Universidad de Mc Gill de Montreal hallaron un
gen marcador de cancer de mama denominado BRCA 1. Un 5 a 10% de las mujeres
con cancer de mama portan este marcador y tienen un 85% de riesgo de contraer

cancer de mama comparado con el 11% de la mujer que no posee este gen.

DEFINICION DE NEOPLASIA
Segun el oncélogo britanico Rupert Willis, la neoplasia es una masa anormal de tejido,
cuyo crecimiento excede al del tejido normal y no hay coordinacién entre los mismos, y

que persiste en forma continua tras finalizar el estimulo que inicié la patologia. Existen
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dos tipos de neoplasias o tumores: benignos y malignos. Sus componentes basicos
son el parénquima, constituido por las células neoplasicas en proliferacion y el estroma
de sostén, formado por tejido conectivo y vasos sanguineos.

Carcinoma es el término con el que se conoce a los tumores malignos originados en
los epitelios de revestimiento, adenocarcinomas cuando se localizan en el epitelio
glandular, y sarcomas a las neoplasias malignas de estirpe mesenquimatosa. Cancer

es la enfermedad que padece un paciente portador de una neoplasia maligna.

CANCER DE MAMA

El cancer de mama en la Argentina causa alrededor del 20% de las muertes por cancer
en la mujer (Figura 1). Existen diversas caracteristicas importantes respecto a esta
enfermedad; por ejemplo, se han detectado diferencias geograficas: en nuestro pais
presenta una alta incidencia (Figura 2). Segun datos del afio 2002, la tasa de
mortalidad era del 21% (Figura 3).

El cancer de mama es infrecuente antes de los 25 afos; hay un aumento sostenido
hasta la menopausia, seguido de un ascenso mas lento durante la menopausia. Se ha
establecido que el riesgo de contraer esta enfermedad maligna aumenta con la
menarca temprana, asi como con la menopausia tardia. Se observa mas
frecuentemente en nuliparas que en multiparas y se ha determinado que el riesgo es
mayor en mujeres con mas de 30 anos al momento de nacer el primer hijo. Las
mujeres obesas tienen mas riesgo de contraer la enfermedad y esto se atribuye a la
sintesis de estrégenos en los depdsitos grasos. El riesgo aumenta moderadamente con
la administracion de estrogenos exdégenos en dosis elevadas en mujeres
menopausicas. También aumenta el riesgo cuando preexisten en la mama alteraciones
fibroquisticas con hiperplasia epitelial atipica y en casos de carcinoma contralateral o

de endometrio.
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Figura 1: Porcentaje de mortalidad por cancer en mujeres en la Argentina.

Argentina
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Total: 25520

5362 (21.0%) M Mama
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1600 (6.3%) ™ Pancreas
[

1{]36 (4.1%) I Ovario, efc.
921 (3.6%) M Cuerpo del Utero
909 (3.6%) M Higado

)
)
)
)
4.6%) I Estomago
)
;
8352 (32.7%)

Otros

GLOBOC AN 2002, IARC

La predisposicion genética es bien definida, esta asociada a la presencia de los genes
BRCA1 y BRCA2 en pacientes con cancer de mama familiar. Existen casos raros
asociados al sindrome de Li-Fraumeni causados por mutaciones en la linea germinal
del gen supresor de tumor p53. Los pacientes heredan la mutacion en un alelo del gen
con posterior pérdida del alelo wild-type restante. Con frecuencia estos pacientes
desarrollan tumores que afectan corteza adrenal, cerebro, mama, sarcomas y
leucemias (Darton SJ, 1998).

El desequilibrio hormonal manifestado por un exceso de estrogenos enddégenos afecta
a aquellas pacientes con cancer de mama que presentan receptores de estrogenos.
Estas hormonas inducen la secrecion de factores de crecimiento (Factor de crecimiento
tumoral o/Factor de crecimiento epidérmico, TGFa/EGF; Factor de crecimiento

derivado de plaquetas, PDGF; Factor de crecimiento fibroblastico, FGF; Factor de
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crecimiento tumoral 3, TGFp) por parte de las células tumorales que participarian en un

mecanismo autdcrino de progresion tumoral.

Figura 2: Tasa de incidencia de cancer de mama cada 100.000 habitantes.

Cancer de mama
Tasa de incidencia cada 100.000 habitantes

W

M - 195 0 = 2509 <z 342 M < 52z B < 1011
GLOBOCAN 2002, 14RC

Existen factores ambientales que afectan el desarrollo de la enfermedad,
principalmente diversos componentes dietéticos. En el ratdn, el virus MMTV (murine
mammary tumor virus) causa cancer de mama, pero no existen pruebas fehacientes de
la existencia de un virus analogo en humanos.

La contribucion de oncogenes y genes supresores de tumor esta dada por una
amplificacion del gen erbB2/neu y la expresion de su producto proteico (p185), también
la amplificacion de int-2, c-ras y c-myc y mutaciones somaticas en p53 y pRb.

Los sitios de metastasis a distancia en el cancer de mama son los pulmones, los

huesos, el higado, las glandulas suprarrenales, el cerebro y las meninges.
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Figura 3: Tasa de mortalidad por cancer de mama cada 100.000 habitantes.

Cancer de Mama
Tasa de mortalidad cada 100.000 habitantes
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Clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama es mas frecuente en la mama izquierda que en la mama derecha y
raramente es bilateral o secuencial en la misma mama. El 50% surge en el cuadrante
superoexterno, el 10% en cada uno de los restantes cuadrantes y el 20% en la region
central o subareolar.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, la clasificacién de los tipos histolégicos

tumorales es la siguiente:

A- Carcinomas no invasores
- Carcinoma intraductal in situ (CDIS)

- Carcinoma intraductal con enfermedad de Paget

17



- Carcinoma lobulillar in situ (CLIS)

El CDIS representa el 20-30% de los canceres de mama. Se define como una
poblacién maligna de células que carecen de la capacidad de invadir a través de la
membrana basal, por lo que son incapaces de desarrollar metastasis a distancia. Sin
embargo, se pueden diseminar por todo el sistema ductal y afectar a todo un sector o a
toda la mama. Si llega a la piel del pezdn produce el aspecto clinico de la enfermedad
de Paget del pezon. Se dividen en 5 subtipos: comedocarcinoma, sélido, cribiforme,
papilar y micropapilar.

El CLIS se manifiesta como una proliferacion en uno o mas conductos terminales,
conductillos (acinos) o ambos a la vez, de células laxamente unidas, a veces algo
mayores de lo normal, con raras mitosis, con nucleos ovalados o redondos con

nucleolos pequenos. Es una lesion marcadora de carcinoma invasor.

B- Carcinomas invasores (infiltrantes)

- Carcinoma ductal NOS (del inglés not other specified: sin otra especificacion)

- Carcinoma ductal infiltrante con enfermedad de Paget

- Carcinoma lobulillar infiltrante

- Carcinoma medular

- Carcinoma coloide (mucinoso)

- Carcinoma tubular

- Carcinoma adenoide quistico

-Carcinoma apaocrino

-Carcinoma papilar infiltrante

El carcinoma ductal NOS es el tipo mas frecuente (65-80%) de los canceres de mama.
Suele presentar un aumento del estroma de tejido fibroso que otorga alta consistencia

al tumor, por ello se denomina carcinoma escirro; esta constituido por células malignas
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de revestimiento de los conductos dispuestos en cordones, nidos sélidos de células,
tubulos, glandulas y masas celulares anastomosadas y formas mixtas que incluyen a
todos ellos; las células invaden claramente el estroma del tejido conectivo. Se
clasifican, segun su grado de diferenciacion, en bien diferenciados, moderada y
pobremente diferenciados.

Por su parte, los lobulillares probablemente surgen de los conductillos terminales del
lobulillo mamario; el tumor tiene consistencia gomosa. Las células se ubican en hebras
laxamente dispuestas en grupos o cordones a través del tejido fibroso. Se presentan
también patrones mixtos ductales y lobulillares.

El carcinoma medular representa entre el 1 y el 5% de los carcinomas mamarios. El
tumor tiene consistencia blanda y las células forman como sincicios que ocupan el
75%, con nucleos vesiculares, nucleolos llamativos y mitosis frecuentes. Es comun la
presencia de un infiltrado linfocitario entre moderado e intenso.

La variedad mucinosa tiene aspecto gelatinoso y puede presentarse en forma pura o
mixta.; presenta acumulaciones de mucinas en las que se visualizan células malignas

flotantes.

Grados histolégicos del cancer de mama

Los grados histoloégicos del cancer de mama pueden clasificarse de la siguiente forma:
-No metastatizantes: carcinoma intraductal o lobulillar in situ.

-Infrecuentemente metastatizantes: carcinoma mucinoso puro o coloide, carcinoma
medular, adenocarcinoma tubular y el carcinoma adenoide quistico.

-Moderada o altamente metastatizantes: carcinoma intraductal con enfermedad de
Paget, carcinoma ductal NOS, carcinoma ductal infiltrante con enfermedad de Paget,

carcinoma lobulillar infiltrante, carcinoma apdcrino y el carcinoma papilar infiltrante.
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Estadios del cancer de mama

Esta clasificacion fue establecida por el Comité Conjunto Norteamericano de

Estadificacion del Cancer.

0-

CDIS o CLIS (tasa de supervivencia a los 5 afos del 92%).

Tumor menor o igual a 2 cm (incluido el carcinoma in situ con
microinfiltracién, sin afectacion ganglionar y metastasis (tasa de
supervivencia a los 5 afos del 87%).

Tumor menor o igual a 5 cm. con ganglios axilares afectados moviles sin
metastasis a distancia o mayores de 5 cm sin ganglios axilares afectados
moviles y sin metastasis a distancia (tasa de supervivencia a los 5 anos del
75%).

Tumores de cualquier tamano con afectacién cutanea, fijacion al pectoral y
pared toracica, con ganglios axilares y de la cadena mamaria interna
afectados, y sin metastasis a distancia (tasa de supervivencia a los 5 afos
del 46%).

Tumores con metastasis a distancia (incluidos los ganglios linfaticos
supraclaviculares ipsolaterales) (tasa de supervivencia a los 5 anos del

13%).

Evolucion clinica

Inicialmente el cancer de mama suele ser descubierto por la propia paciente o por su

médico, en forma de una masa solitaria e indolora en la mama, o bien mediante la

deteccion de alteraciones mamograficas en pruebas de deteccion selectiva. Cuanto

mayor es la paciente que presenta una lesién unica de mama, mayor es la probabilidad

de que esta masa sea un cancer. En promedio, los carcinomas infiltrantes palpables

tienen un diametro de 2 a 3 cm cuando se detectan por primera vez, y
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aproximadamente la tercera parte de los mismos ya presenta en este momento
diseminacion a los ganglios linfaticos axilares o de otras localizaciones. Por el
contrario, los carcinomas infiltrantes detectados mediante mamografia tienen un
diametro promedio de 1 cm, y menos de la quinta parte de los mismos presenta
metastasis axilares cuando se detecta. El CDIS se detecta con mayor frecuencia en
forma de calcificaciones mamograficas y solo rara vez como una masa palpable o
radiologica, o bien como un exudado a través del pezon. La deteccion del CDIS es
importante ya que es una lesion limitada a la mama que en la mayor parte de los casos
se puede curar mediante tratamiento local.

Una vez que han aparecido metastasis a distancia la curacién es improbable, aunque
se pueden conseguir remisiones y efectos paliativos a largo plazo, especialmente en

las mujeres con tumores que responden a hormonas.

Factores que influyen sobre el pronéstico de la enfermedad (en ausencia de

metastasis a distancia)

e Metastasis en ganglios linfaticos: El estado de los ganglios linfaticos axilares
constituye el factor prondstico mas importante. Cuando no estan afectados, la tasa
de supervivencia libre de enfermedad a los 10 afios es del 70 al 80%; este
porcentaje disminuye hasta el 35 a 40% cuando existen metastasis en uno a tres
ganglios. El tamafio de las metastasis (macrometastasis frente a micrometastasis
menores de 0.2 cm) y la presencia de infiltracion en la capsula del ganglio son
también indicadores de mal prondstico.

¢ Enfermedad localmente avanzada: Los tumores que infiltran la piel o el musculo
esquelético se asocian con frecuencia a la afectacion de 6rganos a distancia o por

contiguidad.
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Tamaio del tumor: Mas del 98% de las mujeres con tumores menores de 1 cmy
mas del 96% de las mujeres con tumores menores de 2 cm (sin metastasis
ganglionares) sobreviven durante 5 afios. Sin embargo, los tumores muy pequenos
pueden ser capaces, aunque raras veces, de producir metastasis a distancia.
Subtipo histolégico: La supervivencia a los 30 afos de mujeres con tipos
especiales de carcinomas infiltrantes (tubular, coloide, medular, lobulillar y papilar)
es superior al 60 % en comparacién con la tasa menor del 20 % en las mujeres con
carcinomas convencionales (ductales). Los carcinomas tubular y coloide presentan
un prondstico excepcionalmente bueno, pero si el tipo histolégico no es puro, el
tamano tumoral es grande, el grado nuclear es alto, o estan afectados los ganglios
linfaticos, se incrementa la posibilidad de un mal prondstico.

Grado tumoral: El sistema modificado de Bloom y Richardson combina el grado
nuclear, la formacion de tubulos y el indice mitético. Mas del 80% de las mujeres
con tumores de grado | y menos del 60% de las mujeres con grado Il y Il
sobreviven durante 16 afos.

Receptores para estrégenos y progesterona (ER y EP): Entre el 50 y el 85 % de
los carcinomas de mama presenta receptores estrogénicos, y estos tumores se
observan con mayor frecuencia en mujeres postmenopausicas. El 70% de los
tumores con ER+ sufre regresiones tras el tratamiento hormonal, mientras que sélo
el 5 % de los tumores ER- presenta esta respuesta. Las tasas mas elevadas de
respuesta se observan en tumores ER+ y EP+. Los carcinomas con niveles
elevados de receptores hormonales muestran un prondstico ligeramente mejor que
aquellos que carecen de receptores.

Infiltracién de luces linfaticas y capilares: En ocasiones, las células malignas se
pueden observar en el interior de vasos linfaticos o capilares alrededor del tumor.

Esta observacién se relaciona estrechamente con la presencia de metastasis
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ganglionares y constituye un factor de mal prondstico en las mujeres que carecen
de metastasis en ganglios linfaticos ya que indican progresion de la enfermedad. La
presencia de células tumorales en los vasos linfaticos de la dermis se asocia
fuertemente con el aspecto clinico de carcinoma inflamatorio y conlleva un
prondstico muy malo, con una supervivencia a los 3 afos del 3 al 10%.

Tasa de proliferaciéon: La proliferacion se puede cuantificar mediante citometria de
flujo (como la fraccion de fase S), mediante el indice de marcado con timidina
tritiada, a través del recuento de mitosis o mediante la deteccidn
inmunohistoquimica de proteinas celulares producidas durante el ciclo celular. Los
tumores con una tasa de proliferacion elevada presentan un prondstico peor,
aunque todavia no se ha establecido cual es el método mas confiable para valorar
esta tasa de proliferacion.

Contenido de ADN: La cantidad de ADN en las células tumorales se puede
determinar mediante citometria de flujo o mediante citrometria de imagen en cortes
tisulares. Los tumores con un indice de ADN igual a 1 presentan la misma cantidad
de ADN que las células diploides normales, aunque pueden existir alteraciones
importantes del cariotipo. Los tumores aneuploides son aquellos que presentan
indices de ADN anémalos y tienen un prondstico ligeramente peor.

Expresién de oncogenes o pérdida de la expresion de genes de supresiéon
tumoral: Las modificaciones en la expresién de c-erb-B2 (Her2/neu), c-myc, ras
p21 e INT2, p53 y NM23 se asocian a un mal prondstico y se observan con
frecuencia en los carcinomas que ya presentan otros factores de mal prondstico.
Angiogénesis: En la mayor parte de los estudios se ha demostrado una
correlacion entre la densidad de luces vasculares y la aparicidon subsiguiente de

metastasis.
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e Proteasas: Las proteasas del estroma pueden estar implicadas en la infiltracion
tumoral al degradar la matriz extracelular; en algunos estudios se ha demostrado
que la estimacion del contenido de proteasas en el tumor se correlaciona con un
mal pronaostico.

Aunque el estado de los ganglios linfaticos axilares representa el factor pronéstico mas

importante, entre el 20 y el 30% de las pacientes con ganglios linfaticos

histolégicamente negativos sufren recidivas y fallecen debido a su enfermedad en el
transcurso de 10 afos. A pesar de los factores pronésticos mencionados, es imposible
predecir la evolucion de cada caso individual. Por esta razon, continua la investigacion
para obtener marcadores biolégicos mejores y modalidades terapéuticas mas eficaces.

Los enfoques terapéuticos actuales son el control local y regional mediante

combinaciones de cirugia (mastectomia o cirugia de conservacion de la mama) y

radiacion postquirurgica; por otra parte, se puede inducir el control sistémico mediante

tratamiento hormonal, quimioterapia o0 ambos. La axila, luego de la reseccion de los
ganglios linfaticos también se puede tratar adecuadamente mediante radioterapia.

Entre las nuevas estrategias terapéuticas se incluyen la inhibicién (mediante agentes

farmacolégicos o anticuerpos especificos) de los receptores de factores de crecimiento

de membrana (por ej. Her2/neu), de las proteasas del estroma y de la angiogénesis.
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MUCINAS (MUCs)

Conceptos generales

El término “mucina” fue introducido por De Saussure (1835) refiriéndose inicialmente a
los componentes glicoproteicos principales de la capa de mucus que recubre las
superficies de los epitelios glandulares como un gel viscoelastico (Strous et al, 1992).
Hacia 1970, las mucinas de las glandulas submaxilares ovina y bovina fueron
consideradas modelos estructurales para esta subclase de glicoproteinas, dado que
poseian los rasgos caracteristicos de una mucina con elevado contenido de hidratos de
carbono (mas del 50% de su peso), con elevada densidad de O-glicosilacion y
sialilacion y un centro peptidico con Sery Thr a los que se unen oligosacaridos simples
y principalmente acidicos. Este modelo consiste en una densa capa de O-glicanos
hidrofilica, cargada negativamente, y concuerda con la funcion de la mucina de formar
un gel viscoelastico que otorga una adecuada proteccién fisicoquimica a las superficies
epiteliales. Hacia la década de 1980 se hallé por medio de metodologia mas avanzada
y de instrumental sofisticado que la glicosilacion era mucho mas compleja que lo
esperado (Lamblin et al, 1984; Mutsaers et al, 1986). A su vez, se identificaron
epitopes asociados a tumor en mucinas de células malignas y en sus secreciones.
Todas las mucinas descritas hasta ese momento tenian la caracteristica comun de
poseer repeticiones de péptidos en serie (tandem) (Tabla 1). A partir de 1990, a través
de clonacion de cADN, se establecié la secuencia de la primera de las mucinas, la
MUC1 (Gendler et al, 1990). La localizacion cromosdémica de los genes MUC fue
definida: 1921 (MUC1), 7922 (MUC3, MUC11, MUC12, MUC17), 329 (MUC4,
MUC20), 11p15.5 (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUCS6), 4913-21 (MUC7), 12924.3
(MUCS8), 1p13 (MUC9), 39q13.3 (MUC13), 11p14.3 (MUC15), 19p13.2 (MUC16), 7922
(MUC17), 3929 (MUC20) (Baldus et al, 2004).

25



Tabla 1: Series de mucinas humanas (MUCs) (Extraido de Baldus et al, 2004).

Loc. Repeticiones en tandem (VNTR)

MUC M/S | DD Crom. : -
N° ]Secuencia (nimero de aa)
MUC1 M,S| - |1q921 pm |AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP(20)
wez |5 |+ lipiss |18 | ETTRIIIVETOTTOTOTEY)
MuUC3 M,S| - |7q922 pm |HSTPSFTSSITTTETTS (17)
MUC4 M,S| - |3g29 pm | TSSASTGHATPLPVTD(16)
MUC5AC | S + [11p15.5 |pm |TTSAPTTS (8)
MUC5B S + |11p15.5 |11 |Repeticiones irregulares de 29 aa
MUC6 S + |11p15.5 |pm |Repeticiones de 169 aa
MUC7 S - |4913-21 |6 TTAAPPTPSATTPAPPSSSAPPE(23)
TSCPRPLQEGTRYV (13) y
Mucs S ? (129243 |? TSCPRPLQEGTPGSRAAHALS
RRGHRVHELPTSSPGGDTGF(41)

MuUcC9 ? ? |1p13 pm | GEKTLTPVGHQSVTP(15)
MUC11 M | ? |7922 ? SGLSEESTTSHSSPGSTHTTLSPASTTT(28)
MUC12 M | ? |7922 ? SGLSQESTTFHSSPGSTETTLSPASTTT(28)
MUC13 M ? 13q13.3 10 |Repeticiones de 151 aa
MUC15 M ? [11p143 |? Repeticiones de 330 o 307 aa
MUC16 M ? [19p13.2 |9 Repeticiones de 156 aa
MUC17 M ? 17922 ? Repeticiones de 59 aa
MUC20 M ? 13929 ? Repeticiones de 19 aa

M: transmembrana; S: secretoria
pm: polimorfismo genético con respecto al nimero de repeticiones en tandem

DD: dominio D

La definicion de mucina esta aun abierta a debate debido a que existen isoformas
provenientes de corte y empalme (splicing) alternativo, como MUC1/Y que no contiene

un “dominio repetitivo” (Zrihan-Licht et al, 1994) y se parece a otras glicoproteinas
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unidas a membrana del tipo de las mucinas. Algunas de éstas como las moléculas de
adhesion celular descriptas recientemente GlyCAM1 y MadCAM1, fueron designadas
como mucinas a pesar de carecer del dominio repetitivo (Baldus et al, 2004).
Finalmente, coexisten dos definiciones de mucinas, referentes ambas a parametros
estructurales:

1) las MUCs que presentan dominios repetitivos como una caracteristica comun
sumado a una densa O-glicosilacion,

2) las mucinas en un sentido mas amplio, caracterizadas meramente por el rasgo

general de que expresan agrupaciones de O-glicanos en Ser y Thr (Baldus et al, 2004).

Clasificacion de mucinas

Segun Baldus et al (2004), se clasifican en dos grupos basandose en aspectos
estructurales y rutas biosintéticas:

1-Mucinas unidas a membrana (MUC1, MUC3, MUC4, MUC11, MUC12, MUC13,
MUC15, MUC16, MUC17 y MUC20): exhiben secuencias hidrofébicas o “dominios
transmembrana” responsables de su anclaje en la bicapa lipidica. El péptido C terminal
es intracitoplasmatico.

2-Mucinas secretorias (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7 y MUCS8): excepto la
MUCY7, poseen uno o varios dominios D tipo Factor de Von Willebrand, péptidos ricos
en Cys, que cumplen la funcidén de oligomerizacién de monémeros de mucina y su
empaquetamiento en vesiculas secretorias (Pérez-Vilar et al, 1999). Se ha visto que, al
menos para MUC1, la mucina existe también como una isoforma secretoria y que la
MUC1 unida a membrana puede ser liberada al espacio extracelular.

La MUC1 también es conocida bajo otras denominaciones como antigeno HMFG,
antigeno DF3, antigeno H23, PAS-0, DUPAN-2, CA1, NPOP, antigeno NCRC-11,

antigeno de membrana epitelial (EMA), MAM-6, mucina epitelial polimérfica (PEM),
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mucina urinaria reactiva con la lectina peanut (PUM), SGA, epitectina, episialina,

CD227 (Hanisch et al, 2000; Baldus et al, 2004).

Estructura y funcion de MUC1

La MUC1 es la mucina mas estudiada en relacién a la malignidad de ciertos tumores.
Es una glicoproteina de transmembrana de alto peso molecular (PM) expresada en la
superficie celular apical de una variedad de células epiteliales glandulares y ductales
normales y también en algunas células hematopoyéticas (Hanisch et al, 2000) desde la
gestacion hasta la adultez. Esta altamente expresada por la mayoria de los
adenocarcinomas humanos y se asocia con mal prondstico (Mc Guckin et al, 1995).
Durante el embarazo y la lactancia, existe una sobreexpresion de MUC1 en el tejido
mamario (Finn et al, 1995; Burchell et al, 1987) y se ha demostrado un aumento de
MUC1 sérica en mujeres embarazadas (Devine et al, 1994; Von Mensdorff- Pouilly et
al, 2000; Croce et al, 2001).

Se ha sugerido que esta mucina cumple importantes roles en la morfogénesis epitelial
y en la progresion de tumores (Kenemans et al, 1989). La regulacién hormonal de la
MUC1 en el endometrio sugiere que participaria en la implantacién del embrion (Hey et
al, 1994; Surveyor et al, 1995), debido a que presenta propiedades adhesivas y
antiadhesivas, que, por otra parte, son necesarias para facilitar la invasion de las
células tumorales (Ligtenberg et al, 1992; Wesseling et al, 1995).

Esta glicoproteina presenta tres dominios (Figura 4):

a- Extracelular: posee un centro proteico polimérfico que consiste en un numero
variable de repeticiones en tandem (VNTR), rico en Ser, Thr y Pro (regiones
ricas en STP) (Gendler et al,1995) de 20 aminoacidos (aa) con la secuencia
AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP.(Gendler et al, 1990) En cada repeticion en

tandem (TR) existen 5 residuos de O-glicosilacion potencial en Ser y Thr.
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Contiene también moddulos SEA (del inglés Sea-urchin-sperm-protein,
Enterokinase, Agrin, otras moléculas que poseen la misma secuencia) en el
dominio extracelular.
b- Transmembrana: es el dominio hidrofébico de 31 aa que incorpora la
glicoproteina a la membrana celular.
c- Intracitoplasmatico: posee una estructura conservada, la cola citoplasmatica
(CT, del inglés cytoplasmic tail) que representa el dominio C terminal de la

glicoproteina. Contiene 69 aa y 7 residuos de Tyr (Gendler et al, 2001).

Figura 4: Esquema de la glicoproteina MUCA1.
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Fosforilacion

Originalmente en epitelios normales se le asignd un rol exclusivamente protector por su
dominio extracelular que forma una estructura rigida y elongada que se extiende sobre

otras moléculas del glicocalix. Por medio de estudios de transfeccion se ha demostrado
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que la alta expresion de MUC1 puede interferir con la adhesion célula-célula y célula-
sustrato (Wesseling et al, 1995; Wesseling et al, 1996; Yamamoto et al, 1997). Su
funcidén consiste ademas en la lubricacion de las superficies epiteliales, ya que sirve
para retener particulas y desechos celulares.

También interactua con filamentos de actina del citoesqueleto y se le adjudica una
funcion en los eventos de transduccidon de sefales a través de la cola citoplasmatica
integrada a la membrana celular (Zrihan-Licht et al, 1984; Pandey et al, 1995;
Yamamoto et al, 1997; Li et al, 1998; Baruch et al, 1999).

Se han identificado ligandos potenciales de MUC1: CD54 (ICAM1) que se une por la
region VNTR (Kam et al, 1998); selectinas endoteliales que se unen a sialil Lewis x
(sLex) (Zhang et al, 1996); CD169 (sialoadhesina) que es una lectina de macréfagos
que reconoce acido sialico presente en la MUC1 (Nath et al, 1999); Grb2, que, por sus
dominios SH2 se asocia a residuos de Tyr fosforilados (Pandey et al,1995); B-catenina,
que interacciona con una secuencia de CT, impidiendo asi la interaccion entre -
catenina y E-cadherina que se da normalmente entre células adyacentes (Yamamoto
et al, 1995; Gendler et al, 2001) (Figura 5) y es controlada por la GSK-3p (Glucégeno
sintetasa quinasa 3p) que fosforila las Ser adyacentes a Pro en una secuencia
determinada (Li et al, 1998). Ademas, se determin6 que la MUC1 activa la via de las
quinasas receptoras de sefal extracelular (ERK1/2) por medio de fosforilacion de Tyr
en CT (Kim et al, 2004).

La mayoria de los AcMo que reconocen esta mucina estan dirigidos hacia el centro
proteico (Price et al, 1998), en cambio, se han desarrollado sélo dos anticuerpos

efectivos para la deteccion de la CT (Croce et al, 2003; Croce et al, en prensa, 2006).
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Figura 5: Impedimento de la interaccion entre E-cadherina y -catenina por MUCA1.

Localizacién de MUC1

La expresion de MUC1 en epitelios normales esta restringida a la membrana apical de
casi todas las células glandulares y ductales (Hanisch et al, 2000), en las secreciones y
en vesiculas o vacuolas. Esta mucina se encontré en los acinos y conductos de las
glandulas mamarias, en los conductos de las glandulas salivales, en el epitelio
escamoso del esdfago, en las células parietales y luminales del estémago, en los
acinos y conductos del pancreas, en los conductos biliares del higado, en el epitelio
respiratorio, en los tubulos distales del rindn y tubos colectores, en el urotelio de la
vejiga, constituyendo éste uno de los principales sitios de donde se aislé MUCH1, en el
epitelio de la glandula prostatica, en la rete testis, en el endometrio, en las células
columnares y caliciformes del intestino delgado y en el epitelio del coldnico (Zotter et al,
1987; Winterford et al, 1999).

Se la detecto tanto en linfocitos T CD4+ como en CD8+ activados in vitro (Agrawal et
al, 1998); en células dendriticas HLA-DR+Lin- derivadas de monocitos activados in
vitro y de la sangre; con baja o moderada expresion en todos los monocitos circulantes.
También se describid su presencia en algunas células B circulantes. En la médula ésea

entre el 2-10% de las células mononucleares expresan MUC1 (Brugger et al, 1999).
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También se hallé en granulocitos (Dent et al, 1999); en células plasmaticas (Zotter et
al,1987); en células de linaje eritroide (Brugger et al, 1999); en células de mieloma
(Takahashi at al, 1994) y en linfomas (Chittal et al, 1997). Basados en observaciones
en células epiteliales, los roles posibles de MUC1 en células hematopoyéticas incluyen
la proteccion de la superficie celular, la modulacion de la adhesion y la sefalizacion en
respuesta a ligandos especificos (Mc Guckin et al, 2000).

Por medio de inmunohistoquimica (IHQ) se hall6 en células dendriticas foliculares

(Kamoshida et al, 1998).

MUC1 y cancer

En el afio 1991, Brockhausen et al describieron que la glicosilacion de MUC1 en
células malignas esta frecuentemente alterada respecto de la del tejido normal. En las
células malignas, MUC1 pierde su polaridad y se expresa en forma aberrante en el
citoplasma y en toda la membrana (Finn et al, 1995) (Figura 6). Entre otros factores,
esta caracteristica de la MUC1 tumoral se propuso como paso inicial en la cascada
metastasica de células tumorales, debido a los efectos antiadhesivos que exhiben las
moléculas de MUC1, dado que se extienden una longitud entre 200-500 nm vy
defienden la superficie celular tanto estérica como electrostaticamente. En este sentido
se presume que previene la formacion de contactos célula-célula mediados por E-
cadherinas o célula-matriz mediados por integrinas. Se ha considerado que esta
molécula podria ser la responsable del escape de las células tumorales
metastatizantes de la vigilancia inmunolégica del huésped (Hanisch et al, 2000). Se
demostro in vitro la interaccion de MUC1 con ICAM1 (Regimbald et al, 1996) y con E-
selectina, por lo que participaria en la colonizacion de células tumorales

metastatizantes (Hanisch et al, 2000).
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Asimismo, en las metastasis hematdgenas se ha implicado a los antigenos sialil Lewis
X (sLex) y sialil Lewis a (sLea) que son ligandos de selectinas del endotelio vascular, lo
que permitiria que las células tumorales interaccionen con el endotelio, lo atraviesen y
se dirijan a diferentes sitios produciéndose asi la invasion y metastasis (Takada et al,

1993; Kannagi et al, 1998).

Figura 6: Expresion de MUC1 en células normales (A) y en células neoplasicas (B).
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Se ha descrito cierta resistencia por parte de las células tumorales hacia las células NK
y a los linfocitos T citotdxicos (Hanisch et al, 2000). En concordancia con estos
resultados se encontré que MUC1 induce una anergia local de las células T e inhibiciéon
de la proliferacién celular que es reversible por interleuquina 2 (IL-2) (Agrawal et al,
1998).

Finalmente, la MUC1 parece ser la responsable principal en la estrategia de defensa
del tumor debido a su sobrexepresion en las células tumorales; parte de la MUC1 es
secretada o liberada de la superficie de la célula tumoral y se la ha detectado en el
suero de pacientes con cancer de mama. Por otra parte, esta mucina podria tener un
rol en enfermedades inflamatorias benignas (Parmley et al, 1998). También se ha
detectado en forma circulante en embarazadas (Mc Guckin et al, 1995; Croce et al,

2001).
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Expresién de MUC1

Mediante la clonacion y secuenciamiento de cADN derivado de varias lineas celulares,
se obtuvo la estructura primaria y aspectos conformacionales de la region proteica de
MUC1. En el gen de MUC1 existe un polimorfismo génico codificado por un namero
variable de repeticiones en tandem (Lancaster et al, 1990). Contiene un alto contenido
(82%) de pares de bases G/C; también se ha descrito cierto polimorfismo en regiones
no repetitivas (Pratt et al, 1996). Este gen contiene siete exones y produce variantes de
splicing alternativo (Gendler et al, 1990; Ligtenberg et al, 1990; Wreschner et al, 1990;
Lan et al, 1990). La forma mayormente expresada de MUC1 utiliza los 7 exones vy
constituye una proteina de transmembrana de tipo 1. En el segundo de los exones se
encuentra toda la region de secuencias repetitivas de 60 pb que codifica para las
repeticiones de icosapéptidos (VNTR) y abarca entre el 50-80% de la parte proteica de
la molécula de MUC1 (Figura 7).

El polimorfismo que presenta esta molécula consiste en la existencia de 20-120
unidades repetitivas, siendo entre 40-80 el numero de VNTR mas frecuente en la
poblacién del norte de Europa. La regidn VNTR de MUC1 esta flanqueada por
repeticiones cortas de péptidos andémalos. El extremo N terminal contiene el péptido
sefnal, y el resto de la proteina posee 480 aminoacidos. La MUC1 se sintetiza como
una larga cadena polipeptidica que se cliva en 2 subunidades en el aparato de Golgi
que se reasocia para formar un heterodimero unido por uniones no covalentes pero
sensibles al SDS (Ligtenberg et al, 1992). La mayor de las subunidades comprende el
dominio extracelular, con un PM 300-700kD; la menor tiene un PM de 25kD y esta
constituida por el dominio transmembrana de 31 aa y la CT, que contiene el C terminal,
compuesta por 69 aa. Por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), frecuentemente se evidencia una doble banda

correspondiente a productos de distinto PM de los diferentes alelos.

34



Figura 7: A-Estructura del gen de MUC1. PS: secuencia correspondiente al péptido
sefal, dTR: secuencia correspondiente a las repeticiones en tandem andémalas, VNTR:
secuencia correspondiente al numero variable de repeticiones en tandem, SEA:
secuencia correspondiente a Sea-urchin-sperm-protein, Enterokinase, Agrin, TM:
secuencia correspondiente al dominio transmembrana, CT: secuencia correspondiente
a la cola citoplasmatica, N: secuencia correspondiente a los sitios de N-glicosilacion. B-
Region del gen de MUC1 correspondiente a la cola citoplasmatica, Ct : secuencia
correspondiente al carboxilo terminal, T: secuencia correspondiente aThr, S: secuencia
correspondiente a Ser, Y: secuencia correspondiente a Tyr, PKC delta: sitio de
interaccidon con Proteina quinasa C delta, GSK-3f: sitio de interaccién con Glucégeno
sintetasa quinasa 33, EGFR: sitio de interaccion con el Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico, B-cat: sitio de interaccidn con B-catenina, Grb2: sitio de
interaccién con la molécula Grb2.
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Se ha sugerido que la formacion del heterodimero estaria relacionada a la rapida
liberacion de gran parte del dominio extracelular ante un medio extracelular alterado y
esto enviaria una sefial intracelular. La MUC1 participa en la segunda linea de defensa
debajo del mucus que puede ser liberada rapidamente por secrecion o clivaje
proteolitico, en el que estaria involucrada la union peptidica Gly-Ser (Lillehoj et al,
2003). La MUC1 soluble puede ser producto de corte y empalme (splicing) alternativo
(MUC1/SEC) o de clivaje proteolitico. Se ha encontrado en el suero de pacientes con
cancer altas concentraciones de MUC1 circulante (Gendler et al, 2001) (Figura 8).

Un segmento del dominio extracelular de la subunidad menor muestra una similitud de
secuencia con el dominio de unién a ligandos de miembros de la superfamilia de

receptores de citoquinas (Zrihan-Licht et al, 1994).
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Figura 8: Productos de splicing alternativo de la MUC1.

MUC1

E Dominio citosdlico

l Dominio de transmembrana

= Secuencia extracelular de la
1 regién C terminal

Extremo de la subunidad
MUC1/sec mucinosa flanqueante al

C terminal
e= C terminal tnico para
=5 MUC1 SEC
_ Repeticiones en tandem
degeneradas

Ndmero variable de

MUC1/Y Ml repeticiones en tandem
_ (VNTR)
i N terminal

La CT presenta alta homologia de secuencia con la CT de ratéon (>85%). Se propuso
que este dominio contiene una secuencia sefial endocitica mediada por clatrina
(Hanisch et al, 2000).

Se considera que la elevada expresion de MUC1 puede ser a nivel de la transcripcion o
dosaje génico. Sin embargo, en algunos linfomas de células B este aumento de la
expresion es producido por una translocacion que ubica el gen cerca de un enhancer
de la cadena pesada de Ig, lo que sugiere la asignacién de un rol para MUC1 en
tumorigénesis. También la sobrexpresion puede producirse por factores STAT
(proteinas transmisoras de sefal y activadoras de la transcripcion) que pueden ser
activados por citoquinas como IL-6, interferones, prolactina, hormonas esteroideas,
butirato de sodio y PMA (Gendler et al, 2001; Hey et al, 1994).

El promotor del gen de MUC1 contiene numerosos sitios potenciales de union de
factores de regulacion transcripcional, entre ellos Sp1 (CD66f), AP1-4, NF-1, NF-«kB,
una caja E, caja GC, y sitios de receptores de estrégenos y de progesterona (Gendler

et al, 2001). Por otra parte, se han hallado elementos especificos de células T junto a
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elementos cis especificos de células epiteliales, o que correlaciona bien con los datos
que evidencian que la MUC1 es expresada en muchas células de origen
hematopoyético (Gendler et al, 2001).

El término polimorfismo también se refiere a una modificacion post-transcripcional que
origina varias isoformas de la mucina por eventos de corte y empalme alternativo o
bien a un procesamiento a nivel proteico. Existen dos variantes generadas de esta
forma: MUC1/Y que carece de VNTR (Zrihan-Licht et al, 1994) y se une a otra
isoforma: MUC1/SEC mencionada previamente, que consiste en una proteina
polimorfica tipo mucina secretada que contiene la region VNTR, una regién C terminal
con una secuencia correspondiente a las codificadas en partes de segundo intrén y no
presenta dominio transmembrana (Baruch et al, 1999). Se detectd en secreciones de
células tumorales, en el suero de pacientes con cancer de mama y en flujo uterino
(Carson et al, 2004) (Figura 8).

Existe una forma adicional de splicing alternativo que carece del dominio TR
denominada MUC1/X (Baruch et al, 1997) o MUC1/Z (Oosterkamp et al, 1997).
También se han descripto las variantes MUC1/REP, MUC1/A, MUC1/B, MUC1/C y

MUC1/D (Obermair et al, 2002).

Glicosilacion de MUC1

Se han descripto modificaciones post-traduccionales luego de la sintesis del centro
proteico de MUC1, que consisten en una N-glicosilacion y una extensa O-glicosilacion
dentro y fuera de los péptidos TR. El segmento entre VNTR y el dominio
transmembrana posee 5 sitios de N-glicosilacion (Ligtenberg et al 1990). En cada
region tandem existen 2 Ser y 3 Thr que representan 5 sitios potenciales de O-
glicosilacion. También existen otros sitios distribuidos irregularmente en el resto del

dominio extracelular. La N-glicosilacion por transferencia cotraduccional de glicanos
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con alto contenido en manosa ocurre en el reticulo endoplasmico en sus pasos
iniciales (Hilkens et al, 1988). Luego del clivaje proteolitico del centro proteico, el
procesamiento de N-glicosilacion a glicanos mas complejos y la iniciacion y la
elongacion de O-glicanos ocurren desde el cis al trans-Golgi. Este ultimo proceso
aumenta el PM aparente de MUC1 y dura aproximadamente 30 min (Litvinov et al,
1993).
Sin embargo, la adicion final de acido sialico, que ocurre en el trans-Golgi no se
completa del todo y se expone en la membrana una forma inmadura. La forma
completamente madura, detectada luego de un tiempo en la superficie celular, es
generada por la reinternalizacidén constitutiva de moléculas expuestas en la membrana
y su reciclado a través del Golgi. Varios ciclos son necesarios para sialilar
completamente la mucina, consecuentemente la MUC1 se presenta como una variedad
de isoformas que se reciclan constitutivamente para adquirir el alto grado de sialilacion
de la forma madura. La MUC1 que se secreta corresponde principalmente a la forma
madura.
Los rasgos de O-glicosilacion de MUC1 son comunes a toda glicoproteina tipo mucina
pero varia segun el 6rgano y el grado de diferenciacion. En general, la O-glicosilacion
comienza con la adicién de N-acetil-D-galactosamina a los aminoacidos Ser y Thr en
las regiones VNTR ricas en Ser-Thr-Pro (STP), y da origen a distintas glicoformas
dependiendo de la expresion de diferentes isoformas de las N-
acetilgalactosaminiltransferasas segun el tejido epitelial de que se trate. Las
estructuras complejas de O-glicanos se dividen en 3 regiones (Baldus et al, 2004):

1) antigenos core, de los que se han descripto al menos 8 tipos de estructura

(core1, core2, core3, core4, coreb, core6, antigeno Tn y antigeno sialil-Tn

2) cadenas de oligosacaridos que se elongan desde la region central

3) antigenos periféricos
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La MUC1 del epitelio de mama lactante esta constituida por cadenas de
polilactosamina elongadas a partir del C6 del core 2 (Hanisch et al, 1990) (Figura 9).
GalNAc esta unido a Ser/Thr y se ramifica en C3 y C6 en el caso del core 2 que es la
variante mas frecuente de las descriptas para mucina. Una minoria de los glicanos de
MUC1 es derivado del disacarido core 1 (Hanisch et al, 2000). La glicoforma secretoria
de leche humana posee predominantemente glicanos neutros con esqueletos lineales
o ramificados que estan compuestos por mas de 16 unidades de monosacaridos. Las
unidades repetitivas de N-acetillactosamina de las cadenas lineales se hallan unidas
via C3 o C6 de la galactosa (Hanisch et al, 1989). La fucosa se adiciona a GIcNAc
subterminales e internos en uniones a3 y o4 y asi se generan secuencias tipo Lewis
repetitivas y periféricas.

Existen pocos estudios sobre glicanos derivados de MUC1 en otros 6rganos. Por
ejemplo, en orina se aislé y purific6 MUC1 proveniente de vejiga (epitectina, PUM) y se
estudiaron las estructuras y tamafos de los glicanos (Hanisch et al, 2000). El tamano
de los glicanos neutros principales no excede de un tetrasacarido; también se

identificaron sus derivados sialilados.
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Figura 9: Vias de glicosilacién de Sery Thr.
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O-glicosilacion en tumores

En células de tumores epiteliales malignos se han detectado alteraciones en la

glicosilacion. Las cadenas sustituyentes son cortas y predominan los derivados

sialilados cargados negativamente (Lloyd et al,1996; Hanisch et al, 1996). Por medio

de estudios enzimaticos se sabe que algunas lineas celulares de cancer de mama y

tumores de mama no expresan B-glucosaminiltransferasas funcionales (Brockhausen

et al, 1995), lo que concuerda con las estructuras de glicanos encontradas en la MUCA1

asociada a tumores.
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La baja expresion o carencia de la f6-glucosaminiltransferasa que genera el core 2 en
células de cancer de mama (Brockhausen et al, 1995) conduce a la acumulacion del
disacarido core 1 que es sustrato de la a3-sialiltransferasa especifica de Gal y de la
ob-sialiltransferasa especifica de GalNAc. La a3-sialiltransferasa y la enzima core 2
competirian por el mismo sustrato (Withehouse et al, 1997). Sin embargo, Muller y
Hanisch (2002) han descrito en otro trabajo, el predominio de estructuras de tipo core 2
en las mucinas de cuatro lineas de cancer de mama.

En la linea celular de cancer de mama T47D predominan los trisacaridos sialilados
mientras no se detectan estructuras Lewis (Hanisch et al, 1996). Otras lineas celulares
presentan diferentes caracteristicas; MCF-7 expresa una glicosilacién compleja con
oligosacaridos fucosilados de tipo Lewis (Lloyd et al, 1996; Hanisch et al, 2000). Una
alteraciéon restringida a la MUC1 asociada a tumor es la expresion del antigeno
Hanganutsiu Deicher (HD), idéntico a una variante de acido N-glicolil sialico, también
demostrada en gangliésidos de origen oncofetal.

La transferencia inicial de Gal-NAc a Ser/Thr es realizada por la enzima polipeptidil N-
acetilgalactosaminiltransferasa (ppGalNAc-Ts).

Para estudiar como ocurre la O-glicosilacion, se llevaron a cabo distintos experimentos,
entre ellos, se utilizd la glicosilacion in vitro de péptidos sintéticos como sustratos de
polipeptidil N-acetilgalactosaminiltransferasas recombinantes (rGalNAc-Ts). Se han
clonado mas de 7 rGalNAc-Ts (Clausen et al, 1996) y entre ellas, la T1 y T3 tienen
parcialmente solapadas sus especificidades de sitio; rGalNAc T1 y T2 son mas ubicuas
y T3 y T6, de expresibn mas restringida (Clausen et al, 1996). rGalNAc-T1
preferentemente cataliza la transferencia de GalNAc a la Thr de la secuencia VTSA,
uno de los 5 sitios potenciales de O-glicosilacién de la region tandem, pero es capaz de
llevar a cabo la glicosilacion de Ser y Thr de GSTA (Hanisch et al, 1999). rGalNAc-T2

transfiere mas rapidamente el monosacarido a la Thr de GSTA. La Ser de VTSA 'y Thr
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de PDTR no pueden ser glicosiladas por estas enzimas, pero si puede hacerlo la
rGalNAc-T4 que necesita glicosilacidén previa. Mediante la accién concertada de estas
enzimas y posiblemente otras Ts recombinantes, se logra glicosilar completamente a
los VNTR.

Se presume la existencia de una regulacion por competicién de la O-glicosilacién inicial
con la sintesis de las estructuras core en el cis-Golgi, lo que determina la densidad de
O-glicosilacion (Hanisch et al, 2000).

Los datos obtenidos in vitro concuerdan con los patrones de glicosilacion in vivo de
MUC1 de epitelio de mama lactante o de células de cancer de mama. En promedio
sélo el 50% de los 5 sitios de la regidon tandem estan glicosilados, preferentemente Thr
en VTSA y Ser/Thr en GSTA. No se ha demostrado un patron regular de sustituciones
de GalNAc por lo que se encuentran multiples glicoformas (Muller et al, 1997). La
densidad intermedia de O-glicosilacion de MUC1 asociada a mama lactante se podria
explicar por la rapida elongacién de las enzimas GalNAc core en sitios inicialmente
sustituidos, y la inhibicion concomitante de mas eventos de iniciacidn en sitios
proximales (Hanisch et al, 2000).

Las glicoformas de MUC1 como la del epitelio de la mama normal o de la mama
lactante se caracterizan por largas cadenas de tipo polilactosamina, que
presumiblemente, por impedimento estérico impiden el acceso de anticuerpos
especificos hacia la region peptidica. Las glicoformas asociadas a cancer de mama
exhiben fuerte actividad de unién con estos anticuerpos debido a su glicosilacion con
glicanos mas cortos. Sin embargo, la mayor antigenicidad se deberia a la disminuida o
ausente glicosilacion de la secuencia inmunodominante DTR de los péptidos VNTR
(Burchell et al, 1993). Hubo otras evidencias en una linea celular de cancer de mama
de un alto grado de glicosilacién de esta secuencia (Mdller et al, 1999). Algunos

laboratorios habian determinado previamente que la glicosilacion de las células de
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cancer de mama es menor respecto de la normal en dos sentidos: por la reduccion de
la longitud de las cadenas y por reduccion de la densidad de glicosilacion (Lloyd et al,

1996).

Respuesta inmune humoral hacia MUC1

En pacientes con tumores malignos de mama, colon y pancreas se han encontrado
anticuerpos libres dirigidos contra MUC1 de tipo IgM (Kotera et al, 1994) y en pacientes
con tumores benignos y malignos de ovario y mujeres normales (Richards et al, 1998).
Se han detectado anticuerpos que provinieron de ganglios linfaticos drenantes de
pacientes con cancer de ovario (Rughetti et al, 1993; Petrarca et al, 1996). En
pacientes con tumores benignos de mama y con cancer de mama y de ovario se
encontraron anticuerpos anti-MUC1 bajo la forma de complejos inmunes circulantes
(Gourevitch et al, 1996). Ademas, se hallaron MUC1-CIC de tipo IgG en sueros de
pacientes con cancer de mama avanzado (Croce et al, 1995). Asimismo, se detectaron
anticuerpos libres de tipo IgM e IgG en mujeres normales, en pacientes con tumores
benignos y malignos de mama (Devine et al, 1993; von Mensdorff-Pouilly et al, 1996).
Los Ac anti-MUC1 exhiben un efecto limitado contra el tumor primario, pueden ser
efectivos en la erradicacién de células tumorales simples circulantes o émbolos de
células tumorales. Esta establecido su rol en ADCC vy lisis mediada por complemento,
pero también podria ejercer sus efectos al desenmascarar receptores de superficie de
la célula y restablecer, de esta manera, la adhesién celular o permitir el reconocimiento
de las células tumorales por parte del sistema inmune.

En un estudio en pacientes con cancer de mama se determiné que la existencia de Ac
naturales anti-MUC1 en el suero influenciaria favorablemente la sobrevida de pacientes

en estadios | y Il (von Mensdorff-Pouilly et al, 1996; von Mensdorff-Pouilly et al, 2000).
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En el caso de MUC1, el centro proteico, aunque esta muy glicosilado, parece
desencadenar una fuerte respuesta inmune en ratén, dado que muchos anticuerpos de
hibridomas generados hacia esta mucina reconocen epitopes peptidicos de la regidn
VNTR. El principal blanco de los Ac especificos dirigidos hacia el péptido de la mucina
tumoral esta localizado en DTR (Price et al, 1997). En humanos, la respuesta natural
de células B también se dirige hacia una segunda secuencia inmunogénica (Petrarca et
al, 1996). Los epitopes mas frecuentemente reconocidos por IgM e IgG naturales en
mujeres sanas y en pacientes con cancer de mama fueron RPAPGS seguido de
PPAHGVT y PDTRP (von Mensdorff-Pouilly et al, 2000). Se ha sugerido que la
glicosilacion con glicanos tipo core en DTR aumenta su antigenicidad (Karsten et al,
1998). La glicosilacion en DTR puede estabilizar una particular conformacion del
péptido que favoreceria la interaccién con el sitio de unién de los anticuerpos. En un
modelo por cristalografia de rayos X, se estudio la interaccion entre DTR glicosilado y
el Ac Mn SM3, que estaria favorecida por la exposicion de un epitope peptidico en la
region opuesta a la glicosilada, donde no existiria impedimento estérico (Dokurno et al,

1998).

Respuesta inmune celular hacia MUC1

Se ha demostrado una respuesta inmune celular en pacientes con cancer (Jerome et
al, 1991; Barnd et al, 1989). A MUC1 se le ha asignado un papel inmunorregulatorio
dado que la MUC1 soluble induce anergia de las células T reversible por IL-2; ademas
las células T expresan y secretan MUC1 luego de su activacién (Agrawal et al, 1998) .
Por otra parte, se ha postulado que esta mucina otorga proteccion duradera contra el
cancer de mama por estimulacion del sistema inmune durante el embarazo y la

lactancia. (Agrawal et al, 1995; Finn et al, 1995,)
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Las respuestas B y T dependen del procesamiento proteolitico y la presentacion por el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de los fragmentos proteicos (Hanisch et
al, 2000).

En un estudio se emplearon péptidos VNTR de MUC1 sustituidos con glicanos tipo
core 1y se demostro que fueron capaces de inducir una fuerte respuesta de células T
CD4+ de tipo policlonal tanto en mujeres sanas como en pacientes con cancer de
mama la respuesta de tipo Th1 fue independiente de una presentacién de glicopéptidos
de MUC1 por células dendriticas, pero se demostré una estricta dependencia del sitio
de sustitucion de glicanos en el péptido TR (Burchell et al, 1999).

La primera evidencia de que MUC1 puede servir como antigeno blanco para linfocitos
T citotdxicos (CTL) provino de estudios en pacientes con cancer de mama. El epitope
reconocido por estas células T se localizé en la region VNTR de MUC1 y se identificd
la secuencia PDTRP reconocida por el Ac Mo SM3 (Jerome et al, 1991). El modo de
activacion de CTL fue inusual, pues fue independiente del procesamiento y
presentacion de la MUCA1.

La induccion de repuestas de células T CD4+ depende del estado de glicosilacion de
MUC1. Un péptido sintético de 5 TR no glicosilados indujo una respuesta de células T
CD4+ en mujeres sanas, utilizando células dendriticas como célula presentadora de
antigenos (CPA). El epitope clase Il procesado naturalmente es un dodecapéptido
restringido a una presentacién por HLA-DRS3. Otros epitopes peptidicos de la region
VNTR estaban restringidos a HLA-A2 (Apostolopoulos et al, 1997) y HLA-A11
(Domenech et al, 1995), pero las respuestas fueron de baja eficacia e independientes
de las células T helper.

En liquido ascitico de tumores, la MUC1 completamente glicosilada presumiblemente
no es procesada por las CPA, debido a una resistencia proteolitica del centro proteico,

causada por la alta densidad de glicosilacion de los péptidos TR (Hanisch et al, 2000).
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También se ha sugerido que formas glicosiladas de MUC1 pueden ser procesadas por
células dendriticas. Sin embargo, el clivaje proteolitico y la presentacién estan
restringidas a CMH clase | y la eficiencia del procesamiento fue inversamente
proporcional al grado de glicosilacion (Hiltbold et al, 1999).

El patron de glicosilacion es fundamental en el disefio de vacunas a base de MUCA1,
para procesar por CMH clase Il y lograr repuesta T helper para la induccion de IgG,
ADCC y/o CTL (Hanisch et al, 2000).

Debido a sus multiples caracteristicas y a la deteccidon de respuesta inmune humoral y
celular, MUC1 es considerada como una de las moléculas cruciales para el desarrollo

de nuevos tratamientos de inmunolégicos para el cancer de mama.
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OBJETIVOS

Los objetivos de la presente Tesis fueron los siguientes:

Estudio de la expresion tisular de MUC1 en muestras de cancer de mama para
determinar en qué medida la expresion de MUC1 en el tejido tumoral se
correlaciona con los niveles séricos de la misma.

Comparacion de los anticuerpos anti-MUC1 dirigidos contra la fraccidon
extracelular de MUC1 y los dirigidos contra la cola citoplasmatica (MUC1-CT)
para evaluar la eficacia de estos ultimos en la deteccion de MUC1 en el tejido
tumoral.

Evaluacion de los niveles séricos de MUC1 en mujeres sanas y con cancer de
mama para estudiar la posible utilidad de esta glicoproteina como marcador
tumoral.

Comparacion de la expresion de MUC1 en los tumores malignos primarios y en
las células neoplasicas aisladas de la médula 6sea de pacientes con cancer de
mama con el fin de determinar diferencias antigénicas entre ellas.

Estudio de la respuesta inmune humoral inducida por MUC1 a través de la
determinacion de anticuerpos anti-MUC1 tanto libres como unidos a MUC1 por
medio de complejos inmunes circulantes (MUC1-CIC) en muestras de mujeres
sanas. El propésito fue la evaluacion de factores como el embarazo y la

lactancia en la induccién de respuesta inmune humoral anti-MUC1.
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MATERIALES Y METODOS

PACIENTES

Se estudiaron 160 pacientes femeninas con cancer de mama en diferentes estadios de
la enfermedad provenientes del Hospital Interzonal General de Agudos “Gral. San
Martin” de La Plata; del Hospital Aleman de Bs. As. y del Hospital Italiano de La Plata.
Los datos clinicos de las pacientes se obtuvieron de sus historias clinicas.

La media de la edad de las pacientes fue de 58 afios con un rango de 25-86 afos

(Figura 10).

Figura 10: Histograma de edad de las pacientes con cancer de mama.
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Todos los tumores correspondieron a adenocarcinoma invasor; los diferentes tipos
histolégicos estudiados se detallan en la Tabla 2 .

Los estadios de la enfermedad correspondientes a las pacientes incluidas en esta
Tesis se resumen en la Tabla 3. La estadificacion se realizé segun International Union

Against Cancer p TNM-system (1997).
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Tabla 2: Tipos histologicos de las pacientes (porcentajes).

Tipo histolégico de tumor %

Adenocarcinoma NOS ductal 71%
Adenocarcinoma lobulillar 27%
Adenocarcinoma medular 2%

Tabla 3: Estadios tumorales de las pacientes (porcentajes).

Estadio tumoral %
Estadio 1 24 %
Estadio 2 43 %
Estadio 3 30 %
Estadio 4 3%

De cada una de las pacientes se obtuvo una muestra tumoral, una muestra de sangre

periférica pre-tratamiento y, en un grupo, también se obtuvo una muestra de médula

Osea.
Muestras tumorales

¢ Muestras tisulares:

Se separaron fracciones del tumor para someterlas a inmunohistoquimica y para la

obtencién de fracciones subcelulares.
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e Muestras séricas:
Se extrajeron 10 ml de sangre periférica de las pacientes antes de todo tratamiento de
las que se obtuvo suero por centrifugaciéon durante 10 minutos a 1000 rpm. Las
muestras de suero fueron fraccionadas y almacenadas a

—20°C hasta ser analizadas.

e Muestras de médula 6sea (MO):
De 17 pacientes con cancer de mama se pudo también obtener una muestra de MO
por puncion esternal o iliaca durante el acto quirdrgico. Los especimenes fueron

heparinizados e inmediatamente trasladados al CINIBA para su procesamiento.
Muestras de mujeres sin patologia neoplasica maligna

e Muestras tisulares:
Se emplearon como controles tisulares: 17 muestras de tejido mamario normal
obtenidas durante mastoplastia y 28 muestras de tejidos de pacientes con enfermedad

benigna de mama (displasia y tumores benignos).

e Muestras séricas:

Se obtuvieron 149 muestras de mujeres sanas, se fraccionaron y almacenaron a —
20°C hasta ser analizadas. Las muestras de mujeres sanas se clasificaron segun se
detalla en la Tabla 4.

La media de la edad fue de 29 anos con un rango de 20-45 afios. Toda la poblacion
estaba compuesta por no fumadoras, ya que el tabaquismo puede alterar las
mediciones de MUC1 (Mc Guckin et al, 1995).

Los experimentos fueron realizados respetando la Etica de acuerdo con los postulados
de la Declaracién de Helsinki. Se obtuvo el consentimiento informado de todas las

pacientes y mujeres sanas incluidas en los estudios.
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Tabla 4: Clasificacion de mujeres sanas (porcentajes).

Mujeres sanas %
Nuliparas 9%
Mujeres embarazadas primiparas 21%
Mujeres embarazadas con lactancia previa 23%
Mujeres embarazadas sin lactancia previa 5%
Mujeres multiparas no embarazadas durante periodo de lactancia 18%
Mujeres multiparas no embarazadas con historia previa de lactancia 19%
Mujeres multiparas no embarazadas sin historia previa de lactancia 5%

ANTICUERPOS MONOCLONALES (AcMo)

Los AcMo empleados se detallan en la Tabla 5.

ANTICUERPOS CONJUGADOS

IgM de conejo anti humana conjugada con peroxidasa (Dakopatts, Dako corporation,
Copenhagen, Denmark).

IgG de conejo anti humana conjugada con peroxidasa (Dakopatts, Dako corporation,
Copenhagen, Denmark).

IgM de cabra anti-ratéon conjugado con peroxidasa (SIGMA Chemical Co, USA).

IgG de cabra anti-ratén conjugado con peroxidasa (SIGMA Chemical Co, Mo, USA).
IgG (H+L) de cabra anti-hamster armenio conjugado con biotina (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA, USA).

Estreptavidina conjugada con peroxidasa (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA,

USA).
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Tabla 5: Anticuerpos monoclonales.

AcMo Epitope Clase Referencia

C595 Arg-Pro-Ala Pro (RPAP) IgG3 gﬁg;dos gentilmente por M.R.
SM3 Pro-Asp-Thr-Arg-Pro (PDTRP) | 1gG1 |godidos gentiimente porJ
ez | T (TR
CK/HRP anti- citgf}té’e::t;n;? ?;manas IgG Dako A/S cédigo No. 7022
KM93 sialil Lewis x IgM | Cedidos gentilmente por Hanai
KM380 Lewis x IgM | Cedidos gentilmente por Hanai
Anti-Tn Antigeno Tn IgM | Dako, Dinamarca

C14 Lewis y IgM greigiedos gentilmente por M.R.
Anti-erb-B2 | Oncogen erb-B2 lgG |*

Anti-erb-B3 ] Oncogen erb-B3 IgG | *

Anti- CD34 |CD34 IgG |*

Anti-CD45 CD45 IgG |*

CT2 17 aa (SSLSYNTPAVAATSANL) | IgG |Cedido gentilmente por S.

de la cola citoplasmica de MUC1

Gendler

*Cedidos gentilmente por el Servicio de Patologia de Hospital de Nifios “Sor Maria

Ludovica”.
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SUSTRATOS CROMOGENICOS
ABTS: 2,2'-azino-bis (3-etil-benzotiazolina, 6-acido sulfénico)
Sigma Chemical Co, Mo, USA.

DAB: 3,3’ diaminobenzidina, Sigma-Aldrich, St-Louis, Missouri.
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METODOS

Inmunohistoquimica (IHQ)

La técnica fue llevada a cabo segun el procedimiento estandar. Las muestras de tejido
fueron fijadas con Methacarn (Metanol: Cloroformo: Acido acético 6:3:1) durante 2
horas y transferidos a etanol 70%. Posteriormente, se incluyeron en parafina y luego se
realizaron cortes con microtomo. Las muestras embebidas en parafina se sometieron a
hidratacion mediante una serie de alcoholes: xileno, etanol 100%, etanol 95%, etanol
70% y etanol 50%. Luego se enjuagaron con PBS, se incubaron con metanol y H20:2
30%, para bloquear la peroxidasa enddgena: se lavaron repetidamente con buffer
fosfato salino (PBS) a pH 7.2 y se incubaron con suero equino para evitar reacciones
inespecificas Se realizé una recuperacion antigénica con buffer citrato de sodio 0.01M,
pH 6.0 a 100°C durante 5 minutos. Seguidamente se incubaron con AcMo durante 1
hora, luego se enfrentd al conjugado correspondiente y se utilizé como sustrato de la
peroxidasa la DAB (3’,3’ diaminobenzidina, Sigma-Aldrich, St-Louis, Missouri) con H202
30% 1ug/ml; los nucleos fueron coloreados con hematoxilina. Los controles negativos
se incubaron con PBS. Posteriormente, las muestras se sometieron a la serie de
alcoholes a los efectos de deshidratarlas y se montaron con balsamo. Se evalué la
tincion de la membrana plasmatica, el citoplasma y los nucleos. Cuando al menos uno
de estos componentes se colored, las muestras se consideraron positivas, de manera
semicuantitativa, como negativo (-), leve (+), moderado (++) o fuerte (+++) (Feickert et
al, 1990). El numero de campos positivos de bajo aumento se expresaron como un
porcentaje del numero total de campos que posee el tejido. Los patrones de tincion se
clasificaron, segun Renkonen et al (1997) en membranoso, citoplasmico o mixto y la
reaccion positiva del contenido de la luz glandular se identific6 como debris celular o

secrecion.
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Las diluciones de los AcMo utilizadas fueron las siguientes: para C595, 1:1000; para
HMFG2 y SM3, 1:10; para KM93 y KM380, 1:5000, para Anti-Tn, 1:100; para C14,
1:1000 y para CT2, 1:500. Todas las diluciones fueron realizadas en buffer PBS-
albumina sérica bovina (BSA)1%.

Las diluciones empleadas para los anticuerpos conjugados fueron de 1:400, excepto
en el caso de las IHQ llevadas a cabo con el AcMo CT2, que se enfrento con IgG (H+L)
de cabra anti-hamster armenio conjugado con biotina (Jackson ImmunoResearch;
West Grove, PA, USA) 1:1000 durante 1 hora y luego se incub6 con estreptavidina
conjugada con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch; West Grove, PA, USA) 1:5000

durante 30 minutos.

Inmunocitoquimica (ICQ)

Los extendidos obtenidos a partir de médula 6sea (MO) se incubaron 10 minutos en
PBS; luego, 15 minutos con suero equino; se lavaron con PBS y se incubaron con los
AcMo durante 1 hora. Se lavaron nuevamente incluyendo un lavado con formol al 1% y
luego se incubaron con el anticuerpo conjugado con peroxidasa durante 1 hora. Se
procedié al revelado con DAB y previo al montaje, se deshidrataron mediante pasajes

por alcoholes 95%, 100% y finalmente xilol.

Preparacion de fracciones subcelulares

Se prepararon fracciones subcelulares a partir de las muestras tumorales malignas y
benignas y tejidos normales segun Price et al (1985). De cada una de las muestras
tumorales lavadas con buffer Tris 10 mM pH 7.2 se descartaron las areas necréticas
para cortarlas en piezas de 1 mm; de igual manera se procedid con los tejidos
normales. Seguidamente, se homogeneizaron con el mismo buffer adicionado con
polimetilsulfonilfluoruro 0.01 M (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO) en bafio de hielo. Luego
se filtraron a través de una red metélica y se centrifugaron a 600g durante 30 min a
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4°C. Los precipitados fueron resuspendidos en PBS 1.4M y se los denominé fraccion
nuclear (n). Los sobrenadantes fueron centrifugados nuevamente a 45000 rpm durante
60 minutos a 4°C. De cada uno de ellos se obtuvo un precipitado, correspondiente a la
fraccibn de membrana (m) y un sobrenadante, correspondientes a la fraccion
citoplasmatica (c). Las fracciones n, m y ¢ fueron dializadas contra PBS 1.4 M a 4°C
durante 48 horas, liofilizadas y almacenadas a —20°C. Las muestras se analizaron por

SDS-PAGE y Western blot.

SDS-PAGE y Western blot

Las fracciones aisladas fueron analizadas bajo condiciones reductoras por medio de
SDS-PAGE en un sistema de buffer discontinuo de acuerdo a Laemmli (1980). Las
fracciones fueron resuspendidas en buffer adicionando SDS 2% y 2-mercaptoetanol
5% y se calentaron a 90°C durante 5 min. Luego de la electroforesis, los geles fueron
transferidos a una membrana de nitrocelulosa (Towbin et al, 1979) y se empled buffer
Tris-HCI 10 mM (pH 7.4)-BSA 3% para bloquear los sitios inespecificos, luego se lavd
con solucion Tris-salina y se incubd con los AcMo CT2 1:500 o C595 1:800 (diluidos en
buffer de bloqueo). Luego de una incubacion a 4°C toda la noche, se lavaron las
membranas con buffer Tris-salino por 5 min. El Ac conjugado varié segun el AcMo
utilizado. En el caso del empleo del AcMo CT2, luego de 3 lavados con Tris-salino, se
enfrentd con IgG (H+L) de cabra anti-hamster armenio conjugado con biotina (Jackson
ImmunoResearch; West Grove, PA) 1:10000 durante 1hora. Luego se incubd con
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch; West Grove, PA)
durante 30 min. Cuando se utilizé el C595 como AcMo, se enfrentd con IgG de cabra
anti-raton conjugado con peroxidasa y se utilizd, como sustrato de la enzima, la DAB

(3',3’ diaminobenzidina, Sigma-Aldrich, St-Louis, Missouri, USA) con H202 30% 1ug/ml
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Procesamiento de la MO

Mientras la paciente estaba bajo anestesia general antes de ser sometida a la cirugia
del tumor primario, se obtuvieron 4 ml de aspirado de MO extraido de la cresta iliaca o
del esternén y almacenados en tubos tratados con heparina. Las suspensiones de MO
fueron lavadas con igual volumen de buffer (PBS-BSA 0.1%-citrato de sodio 0.6%) y
centrifugadas durante 10 min a 600-800 g, descartando el sobrenadante.

CELLection ™ Epithelial Enrich (Dynal AS, Oslo, Noruega) es un kit comercial para
obtener un rapido enriquecimiento inmunomagnético de células epiteliales humanas a
partir de tumores primarios, sangre entera, MO y suspension de células
mononucleares. Consiste en esferas de 4.5 u de diametro de poliestireno, uniformes,
superparamagnéticas cubiertas de AcMo unido por DNA para proveer un sitio de clivaje
para la liberacion de las células. El anticuerpo que las recubre es Ber-EP 4, un AcMo
murino (IgG1) anti-EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) especificos para dos
antigenos de membrana glicopeptidicos de 34 y 39 kDa expresados en muchos tejidos
epiteliales humanos normales y neoplasicos. Este producto esta especialmente
disefado para el enriquecimiento de células epiteliales tumorales circulantes a partir de
MO.

El aislamiento de células tumorales fue realizado de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Brevemente, los precipitados fueron resuspendidos en buffer. Se lavaron
250 pl de esferas CELLection (CELLection ™ Epithelial Enrich, Dynal AS, Oslo,
Noruega) y se agregaron a 5 ml de MO diluida. La MO y las esferas se mezclaron y se
incubaron a 2-8°C en agitacion por 30 min. Luego se colocaron los tubos en un
magneto (Dynal, MPC, Oslo, Noruega) durante 3 min y se aspir6 el sobrenadante. Las
rosetas de células se lavaron con PBS-BSA 0.1% 4 veces y finalmente se
resuspendieron en 200 ul en medio RPMI-suero bovino fetal (SBF)1% precalentado a

37°C. La liberacién de las células aisladas se realizd por incubacion con 200U de buffer
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de liberacion-DNAsa (Dynal) agitando vigorosamente y se coloco la mezcla en un
magneto. El sobrenadante fue descartado y las células liberadas se resuspendieron en
RPMI- SFB 1%.

Las fracciones enriquecidas en células provenientes de aspirados de MO se emplearon
para realizar extendidos. Se dejaron secar al aire durante 30 min, seguido de fijacién
con acetona fria durante 10 min y luego se dejé6 nuevamente al aire 5 min. Se

almacenaron a —20°C para su estudio posterior.

Deteccion de MUC1 sérica por CASA (Cancer Associated Serum Antigen)

El test de CASA es un método comercial para la determinacion de MUC1 sérica que
consiste en un ELISA sandwich (Medical Innovations Limited, Artarmon, Australia). El
rango de trabajo es de 2-64 U/ml, las muestras que superan 64 U/ml deben ser diluidas
en el control negativo 1/5 y reensayadas. El test utiliza AcMo BC2 (IgG) y BC3 (IgM)
que detectan el mismo epitope APDTR de la region VNTR del centro proteico de la
MUCH1. Las placas recubiertas por BC2 se enfrentaron a sueros diluidos %4 en el buffer
provisto por el equipo y luego de lavados se agregé el AcMo BC3. Luego de un lavado
las muestras fueron incubadas con anti-IlgM murino conjugado con peroxidasa. El
sustrato cromogénico utilizado fue ABTS. La DO fue medida a 405 nm. El valor de

corte fue de 4U/ml (DO=0.400).

Determinacion de la reproducibilidad

Estos datos fueron provistos por el fabricante:

a) CV% intra-ensayo: fue obtenido por repeticion de la misma muestra un numero de
veces.

CV% para una muestra: 6.3%, para otra: 7.2%

b) CV% inter-ensayo: fue obtenido por repeticiéon de la misma muestra en distintos
ensayos.
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CV% para una muestra: 12.0%, para otra: 9.6%

Las concentraciones de MUC1 se determinaron por interpolacion en una curva de
calibracion construida con 6 estandares de concentracibn decreciente, por
representacion de DO vs. log concentracion (U/ml) (Figura 11). El equipo también

provee un control positivo y un control negativo.

Figura 11: Curva de calibracién de MUC1 medida por el test de CASA.
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ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para la determinacién de
complejos inmunes circulantes que contienen moléculas de MUC1 (MUC1-CIC)

Se desarrollé un método para la deteccion de MUC1-CIC basandonos en  Gourevitch
et al (1995) con amplias modificaciones. Los AcMo (C595, dilucién 1:100; SM3, dilucién
1:10) fueron adsorbidos en microplacas de ELISA de PVC, de 96 pocillos y fondo
plano, flexibles (Falcon 3912. Microtest Ill, Becton Dickinson Labware, Oxnard); se
incubaron toda la noche a 4°C. Después de tres lavados con buffer fosfato salino-
Tween 20 0.05% (PBST), las placas fueron incubadas con buffer fosfato salino-

albumina sérica bovina 1%-azida sédica 0.02% (PBS-BSA 1%-NasN 0.02%) durante 3
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hs a 37°C para bloquear sitios de unidén no especificos. Las placas fueron lavadas tres
veces con PBST. Se agregd 100 nul de suero por triplicado previamente diluido 1/20 en
PBS. Luego de una incubacién a 4°C durante toda la noche, se descarto el suero y se
lavo exhaustivamente 5 veces con PBST, 4 veces con PBS-Triton X-100 1% durante 5-
10 min cada vez, y luego 3 veces mas con PBST para remover el exceso de
detergente. Las placas se incubaron con 100 ul de IgM e IgG de conejo anti humana
conjugada con peroxidasa, diluidas previamente en PBST-BSA 0.1% 1/2000 y 1/3000
respectivamente durante 2 hs a 4°C. El contenido de las placas fue descartado y se
lavd 7 veces con PBST y una vez con agua destilada. Posteriormente se agregaron
100 ul de 2,2’-azino-bis (3-etil-benzotiazolina, 6-acido sulfénico) (ABTS) en buffer de
acido citrico 0.1 M-Na2HP0O4.12 H20 0.2 M-H202 30% y fue incubado durante 1 h en la
oscuridad. Se realizé la lectura a 405nm en un lector de ELISA (Spectra SLT
Labinstruments Ges. M.b H. Austria). Los resultados se obtuvieron como la diferencia

de medias de los datos de DO de cada muestra y los datos de los blancos sin suero.

Determinacion de la reproducibilidad del ELISA
a) CV % intra-ensayo: fue obtenido por repeticion la misma muestra un niumero de
veces.
CV% para MUC1-CIC IgM con C595: 3.8%; con SM3: 3%
CV% para MUC1-CIC IgG con C595: 6%; con SM3: 4.5%
b) CV% inter-ensayo: fue obtenido por repeticion de la misma muestra en distintos
ensayos
CV% para MUC1-CIC IgM con C595: 13%; con SM3: 9%
CV% para MUC1-CIC IgG con C595: 9.8%; con SM3: 15%
Las concentraciones de anticuerpos utilizadas y los valores de corte fueron elegidos de

acuerdo al protocolo propuesto por Gourevitch et al (1995). La eleccion de las
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concentraciones de anticuerpos conjugados con peroxidasa empleadas se realizé en
base a los valores de DO a 405 nm obtenidos para la dilucién de AcMo utilizada (1:100
para C595 y 1:10 para SM3) (Figura 12). En el ensayo de MUC1-CIC con C595, tanto
IgM como IgG, en base a los valores de DO obtenidos en muestras de mujeres
nuliparas, se tomé como valor de corte 0.500 unidades de DO, mientras que, cuando

se empled el AcMo SM3, se fijo como valor de corte 0.400 unidades de DO.

Figura 12: Curva de calibracién de ELISA de MUC1-CIC. Se representa DO a 405 nm
versus Log 1/D (D: Dilucion de anticuerpo monoclonal) para distintas concentraciones
de anticuerpos conjugados con peroxidasa.
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ELISA para la deteccion de anticuerpos reactivos con el centro proteico de MUC1
Este método para la determinacion de IgM e IgG anti MUC1 fue adaptado de Price et al
(1980) con algunas modificaciones basadas en el método empleado por Von
Mensdorff-Pouilly et al (1989) y otras realizadas en el CINIBA. Se llevé a cabo una
conjugacion de un péptido sintético derivado de MUC1 de 100 mer correspondiente a 5
VNTR a BSA in situ. Se adsorbieron 100 ul de BSA (1ug/ml) en microplacas de ELISA
de PVC, de 96 pozos y, fondo plano, flexibles (Falcon 3912. Microtest Ill, Becton
Dickinson Labware, Oxnard, USA) a 37 °C durante toda la noche. Luego de lavados
con PBST, se agregaron 50 ul de una solucion de péptido (100 ug/ml ) por triplicado,
seguida por 50 ul de una solucion (0.6 mg/ml) de 1-ciclo hexil-3-(2 morfolinoetil)
carbodiimida —p- toluen sulfonato (Sigma Chemical Co., Mo., USA). Las placas se
lavaron nuevamente y se les agregaron 150 ul de buffer de bloqueo (PBS-BSA 1%) por
pocillo y se bloqued durante 1h a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas y
se agregaron las diluciones de suero (1/80 para IgM y 1/40 para IgG) por triplicado y se
incubaron toda la noche a 4°C. Luego de lavar, se incubaron con 50 ul de anticuerpos
conjugados (1/400 para IgM y 1/600 para IgG en PBST-BSA 0.1%) durante 1 h a
temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas y se agregaron 100 ul de ABTS en
buffer de acido citrico 0.1 M-Na2HPO4.12 H20 0.2 M-H202 30% y fueron incubadas 1 h
en la oscuridad. Se realizé la lectura a 405nm en un lector de ELISA (Spectra SLT
Labinstruments Ges. M.b H. Austria). Los resultados se obtuvieron como la diferencia
de medias de los datos de DO de cada muestra y los datos de los blancos sin suero.
Los valores de corte (media +DS) fueron 0.340 para IgM y 0.227 para IgG.

Se incluyeron como controles muestras pre y post-vacunacién de sueros de pacientes
con cancer de mama vacunadas segun un protocolo desarrollado en Memorial Sloan

Kettering Cancer Center de Nueva York.
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La vacuna consistié en un péptido de 32 aminoacidos que contenia una secuencia de
1.5 VNTR de la MUC1, una Cys en el extremo N terminal para acoplarse a KLH. Los
titulos de anticuerpos determinados por ELISA contra el péptido inmunizante fueron
1:10 y O para IgM e IgG, respectivamente en la muestra pre-vacunacion y 1:1280 para
ambas Ig en la post-vacunacion (datos enviados por P. Livingston y G. Ragupathi del

Memorial Sloan Kettering Cancer Center de Nueva York).

Especificidad del ELISA para la determinacion de anticuerpos anti-MUC1

La especificidad de los anticuerpos fue ensayada por inhibicion con el péptido de 100
mer derivado de MUCH1 libre. Se realizaron diluciones seriadas del péptido hasta una
concentracion final de 0.05 mg/ml y se incubaron con un grupo de sueros de muestras
positivas. Luego de una agitacion, se dejo toda la noche a temperatura ambiente. Se
realizd un test de ELISA. El porcentaje de inhibicidén fue calculado como la disminucién

proporcional de DO debido a la previa unién al péptido.

ELISA sobre lineas celulares establecidas para investigar la especificidad de
anticuerpos

La reactividad de los anticuerpos anti-MUC1 hacia la superficie celular fue ensayada
sobre células malignas que expresan MUC1 pertenecientes a la linea celular
establecida A549 y como control negativo se utilizé la linea Hep-G2 que no la expresa.
Los resultados se expresaron como DO. Las células fueron incubadas con el AcMo
C595 en tres diluciones y luego con anticuerpos anti-raton conjugados con peroxidasa.

El sistema se reveld con ABTS.

Analisis estadistico
La distribucion normal de datos para cada grupo fue testeada por el test de

Kolmogorov- Smirnov y la homocedasticidad fue verificada empleando el método de
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Barlett. Las comparaciones entre grupos fueron realizadas por ANOVA con Tukey HSD
para un numero desigual de casos, p<0.02.

Para estudiar la relacion entre variables multiples se realizé6 una correlacion multiple
clasica (p<0.05).

Para estudiar la covariacidén de varios parametros de acuerdo al tipo tumoral de cancer
de mama, los datos fueron estandarizados. y se llevd a cabo un Analisis de
Componente Principal (PCA) con correlacion de Kendall. Se estudié la relacién entre
variables métricas y no-métricas; para las ultimas se usaron las variables dicotomicas
Dummy. El rango de correlacion de Spearman (p<0.05) también se realiz6 incluyendo
la detecciéon de MUC1 a través de CT2, C595 y estadio de la enfermedad vy tipo
histolégico. La comparacion de porcentajes de positividad entre grupos fue estudiada

por el andlisis de 2.
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RESULTADOS

Expresion de MUC1 en muestras tisulares

Los resultados obtenidos a partir del analisis inmunohistoquimico (IHQ) de 160
muestras de cancer de mama realizado con tres AcMo dirigidos contra el centro
proteico de la MUC1 fueron los siguientes (Tabla 6): con C595, 58% dieron positivas;
con HMFG2 se obtuvo reaccién positiva en un 61% de los casos mientras que con
SM3 resultaron positivas el 43% de las muestras. Las muestras positivas de carcinoma
ductal obtenidas mediante el empleo del AcMo C595 fueron 58%. Cuando se utilizé
HMFG2, la reaccion positiva se hallé6 en un 58% de los casos, siendo 43% las
muestras positivas al emplear SM3. El 55% de las muestras de carcinoma lobulillar
fueron positivas con C595; con HMFG2 reaccion6 el 64% y con SM3, el 39% de los
casos dio positivo. En las muestras de carcinoma medular, el 67% dieron reaccion
positiva; con HMFG2 la reactividad se halld en el 67% de los casos mientras que
ninguna muestra reaccion6 con SM3.

Las muestras normales presentaron reaccidn positiva en el 65% con C595, en el 53%
con HMFG2 y con SM3, el 35%. Las muestras de enfermedades benignas
reaccionaron positivamente en el 56% de los casos con C595, con HMFG2 en el 44% y
con SM3 el 11% presento reaccion positiva.

En la Tabla 7 se muestran los porcentajes de las muestras que reaccionaron
positivamente con al menos un AcMo dirigido contra el epitope proteico de MUC1 en el
total de las pacientes y clasificadas segun el estadio al que corresponde la muestra.
Por IHQ se realizd una observacién minuciosa de los patrones de expresion teniendo
en cuenta la coloracién en toda la muestra o en parte de ella. Asimismo, se considerd
el patrén de expresion en la membrana, en el citoplasma, en ambas (mixto) y en el

mateial hallado en las luces glandulares y tubulos. También se tuvo en cuenta la
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expresion apical de las células, asi como cuando no se hallaba restringida a ese polo
de la célula.

La IHQ de MUC1 presenta un patrén lineal en la membrana apical de células normales
y benignas (Figura 13 A, B) mientras que una tincion celular difusa con patrones
membranoso, citoplasmico o mixto (en membrana y citoplasma) es una caracteristica
maligna (Figura 13 C, D, E, F). Una reaccion frecuente fue la reaccion apical en
glandulas y tubulos que conservaron su luz en algunas areas de las muestras de
tumores malignos o bien en aquellos mas diferenciados.

En las muestras de cancer de mama fue una observacion frecuente la tincion de areas
del mismo, siendo las mas diferenciadas las que generalmente dieron reaccién positiva

mientras que las mas indiferenciadas no reaccionaron con igual frecuencia.
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Figura 13 A: IHQ de una seccion de tejido mamario normal incubado con el AcMo
C595. Se observa una reaccidén positiva principalmente en el borde apical de las
células epiteliales con un patron lineal (400X).

Figura 13 B: IHQ de una seccion de una displasia de mama incubada con C595. Se
encuentra una reaccion positiva restringida a las membranas apicales y al contenido de
la luz con una intensidad irregular (400X).
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Figura 13 C: IHQ de una seccién de tejido de carcinoma de mama ductal incubado con
el AcMo SM3. Se observa una reaccion positiva con un patrén discontinuo en las
membranas celulares y en los citoplasmas de unas pocas células (400X).

Figura 13 D: IHQ de una seccion de un carcinoma ductal incubado con HMFG2. Se
observa un patron diferente de reaccion que muestra granulos en la membrana apical y
gotas reactivas en la luz (400X).
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Figura 13 E: IHQ de una seccion de tejido de un carcinoma de tipo lobulillar incubado
con HMFG2. Se evidencia una reaccion positiva granular con diferente intensidad en el
citoplasma y con una baja tincién a nivel de las membranas celulares (400X).

Figura 13 F: IHQ de una seccién de un carcinoma ductal infiltrante incubado con C595.
Se observa una fuerte reaccion a nivel de las membranas celulares y el citoplasma con
un patron granular (400X).
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Tabla 6: Expresion de MUC1 en muestras tisulares normales y tumorales, tanto
benignas como malignas.

Resultados de Inmunohistoquimica
Porcentaje de positivos

AcMo Clase Inmunégeno Epitope -
delg peptidico Cancer de Mama Enferme-| . .. d
Lobuli dades |\ =
Ductal ‘I)Iraur “|Medular| Total [Benignas
C595 lgG3 Urotelio RPAP 58% 55% 67% | 58% 56% 65%
HMFG2] IgG1 HMFG DTR 58% 64% 67% | 61% 44% 53%
HMFG* (o) (o) o) o) o) o)
SM3 | IgG1 Deglicosiladas PDTR 43% 39% 0% 43% 11% 35%

" Globulos de grasa de la leche materna (HMFG: human mammary fat globule)

Determinaciones en muestras séricas (Tabla 7)

Niveles séricos de MUC1

Las concentraciones de MUC1 medidas por el método de CASA fueron elevadas en el

25% de las muestras de pacientes con cancer de mama. En las pacientes en estadio 4,

el 57% de las muestras presentaron valores superiores al valor de corte, mientras que

un 19% de las muestras de estadio 1, 18% de las muestras de estadio 2 y el 26% de

las correspondientes al estadio 3 dieron valores superiores al valor de corte.

La media obtenida a partir de los valores de CASA de las muestras de cancer de

mama fue de 0.389 unidades de DO a 405nm siendo 0.348 el valor obtenido para 14

muestras de mujeres nuliparas empleadas como controles normales, no hallandose

diferencia significativa entre ambas (Figura 14).
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Figura 14: Niveles de MUC1 expresados como DO en muestras normales y de cancer
de mama (DO: densidad 6ptica a 405nm, Media: media aritmética, DesvEst: desvio
estandar, ErrEst: error estandar).
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La distribucion de los valores de CASA segun los diferentes estadios se presenta en la
Figura 15. No se hallaron diferencias significativas entre ellos ni con las muestras
normales.

Figura 15: Niveles de MUC1 expresados como DO en muestras normales y de cancer

de mama segun los diferentes estadios (DO: densidad optica a 405nm, Media: media
aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error estandar).
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Niveles séricos de MUC1-CIC

Se utilizaron dos AcMo: C595 y SM3 en los ensayos de ELISA empleados para
detectar complejos inmunes circulantes a través de la union del AcMo con la region
peptidica de la MUC1 involucrada en el complejo inmune. Con C595, los MUC1-CIC
superaron el valor de corte en el 38% de los casos tanto para IgM como para IgG.
Considerando MUC1-CIC-IgM en las pacientes de estadio 1, el 38% de las muestras
superd el valor de corte; para el estadio 2, el 46%; el 28 y el 14% para los estadios 2 y
3, respectivamente. Al analizar MUC1-CIC-IgG, el 52% de las muestras del estadio 1
superaron el valor de corte; el 54% de las del estadio 2; el 16% de las
correspondientes al estadio 3, y el 29% de las del estadio 4.

Cuando se utilizé el AcMo SM3, los MUC1-CIC-IgM que superaron el valor de corte
representaron el 24% y considerando MUC1-CIC-IgG, el 35%. Los CIC de tipo IgM,
determinados con SM3 superaron el valor de corte en el 23% de las muestras del
estadio 1, el 24% de las del estadio 2, el 8% de las del estadio 3 y el 14% de las
correspondientes al estadio 4. Los CIC de tipo IgM superaron el valor de corte en el
62% de los casos correspondientes al estadio 1, en el 48% de los del estadio 2 y el
17% de las del estadio 3. En las muestras del estadio 4 ninguna superé el valor de
corte.

Las medias de las determinaciones de MUC1-CIC-IgM e IgG en los ensayos con C595
fueron de 0.449 y 0.547, respectivamente, siendo las medias correspondientes a los
controles normales de 0.262 y 0.301, respectivamente, halldndose una diferencia
significativa, en el caso de MUC1-CIC-IgM, entre las muestras de cancer y las
normales (p<0.02) (Figuras 16 y 17). Al discriminar por estadios se observd que existe
una diferencia significativa entre los estadios 2 y 3 para los CIC de tipo IgG (p<0.02)

(Figuras 18 y 19).
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Figura 16: Niveles de MUC1-CIC-IgM con el AcMo C595 expresados como DO en
muestras normales y de cancer de mama (DO: densidad 6ptica a 405nm, Media: media
aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error estandar).
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Figura 17: Niveles de MUC1-CIC-IgG con el AcMo C595 expresados como DO en
muestras normales y de cancer de mama (DO: densidad 6ptica a 405nm, Media: media
aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error estandar).
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Figura 18: Niveles de MUC1-CIC-IgM con el AcMo C595 expresados como DO en
muestras normales y de cancer de mama segun los diferentes estadios (DO: densidad
optica a 405nm, Media: media aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error
estandar).
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Figura 19: Niveles de MUC1-CIC-IgG con el AcMo C595 expresados como DO en
muestras normales y de cancer de mama segun los diferentes estadios (DO: densidad
Optica a 405nm, Media: media aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error
estandar).
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Al utilizar SM3 en el ensayo, las medias obtenidas a partir de las determinaciones de
MUC1-CIC IgM e IgG fueron 0.305 y 0.339, respectivamente y, para los controles
normales: 0.215 para los CIC de tipo IgM y 0.214 para IgG, hallandose diferencia
significativa en los valores de MUC1-CIC-IgM (p<0.05) (Figuras 20 y 21). Analizando
por estadio, sélo se hall6 diferencia significativa entre los valores obtenidos de las
muestras del estadio 2 y las de los controles normales para ambos tipos de anticuerpos
(p<0.05) (Figura 22 y 23).

Figura 20: Niveles de MUC1-CIC-IgM con el AcMo SM3 expresados como DO en

muestras normales y de cancer de mama (DO: densidad éptica a 405nm, Media: media
aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error estandar).
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Figura 21: Niveles de MUC1-CIC-IgG con el AcMo SM3 expresados como DO en
muestras normales y de cancer de mama (DO: densidad 6ptica a 405nm, Media: media
aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error estandar).
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Figura 22: Niveles de MUC1-CIC-IgM con el AcMo SM3 expresados como DO en
muestras normales y de cancer de mama segun los diferentes estadios (DO: densidad
Optica a 405nm, Media: media aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error
estandar).
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Figura 23: Niveles de MUC1-CIC-IgG con el AcMo SM3 expresados como DO en
muestras normales y de cancer de mama segun los diferentes estadios (DO: densidad
optica a 405nm, Media: media aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error
estandar).
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Niveles séricos de anticuerpos libres anti-MUC1

El 9% y el 22% de las muestras de cancer de mama superaron el valor de corte en las
determinaciones de IgM e IgG, respectivamente. Al determinar IgM, las muestras
correspondientes al estadio 1 superaron el valor de corte en el 5% de los casos, en el
8% las del estadio 2 y 3 mientras que en los casos de estadio 4, el 29% lo hizo.

En la deteccion de 1gG, el 29% de las muestras del estadio 1, el 16% de las del estadio
2, el 12% de las del estadio 3 y el 71% de las del estadio 4 superaron el valor de corte.
Las medias obtenidas a partir de las determinaciones de IgM e IgG fueron para las
muestras de cancer de mama: 0.166 y 0.159, respectivamente mientras que para los
controles normales fueron: 0.218 y 0.116, respectivamente, sin hallarse diferencias
significativas (Figura 24 y 25). Al discriminar por estadios (Figura 26 y 27) no se

observaron diferencias significativas entre los grupos considerados.

Figura 24: Niveles de IgM expresados como DO en muestras normales y de cancer de
mama (DO: densidad optica a 405nm, Media: media aritmética, DesvEst: desvio
estandar, ErrEst: error estandar).
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Figura 25: Niveles de IgG expresados como DO en muestras normales y de cancer de
mama (DO: densidad optica a 405nm, Media: media aritmética, DesvEst: desvio
estandar, ErrEst: error estandar).
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Figura 26: Niveles de IgM expresados como DO en muestras normales y de cancer de
mama segun los diferentes estadios (DO: densidad optica a 405nm, Media: media

aritmética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error estandar).
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Figura 27: Niveles de IgG expresados como DO en muestras normales y de cancer de
mama segun los diferentes estadios (DO: densidad o6ptica a 405nm, Media: media
aritmeética, DesvEst: desvio estandar, ErrEst: error estandar).
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En todos los ensayos de determinacion de anticuerpos libres se incluyeron muestras
pre y post-vacunacioén de sueros de pacientes de cancer de mama vacunadas segun
un protocolo desarrollado en Memorial Sloan Kettering Cancer Center, Nueva York,

EEUU.

La vacuna consistid en un péptido de 32 aminoacidos que contenia una secuencia de
1.5 VNTR de la MUC1, una Cys en el extremo N terminal para acoplarse a KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin). Los titulos de anticuerpos determinados por ELISA
contra el péptido inmunizante fueron 1:10 y 0 para IgM e IgG, respectivamente en la
muestra pre-vacunacion y 1:1280 para ambas Ig en la post-vacunacion (datos enviados

por P. Livingston y G. Ragupathi) .
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Determinaciones en muestras control pre- y post- vacunaciéon

En cinco pacientes con cancer de mama los Ac libres anti-MUC1 mostraron un
incremento en las muestras de post-vacunacién respecto de las cinco correspondientes
a antes de la vacunacion; para IgM, la media fue 0.053 para pre-vacunadas y 0.169
para post-vacunadas mientras que IgG presentd los siguientes valores medios: 0.043
para pre-vacunadas y 0.179 para post-vacunadas. MUC1 y MUC1-CIC no mostraron
cambios entre pre- y post- vacunadas; para MUC1 la media fue de 0.530 para pre-
vacunadas y 0.563 para post- vacunadas. MUC1-CIC IgM medido con C595 presenté
un valor medio de 0.357 para pre-vacunadas y de 0.343 para post-vacunadas, mientras
que para MUC1-CIC-IgG fue de 0.365 para pre-vacunadas y 0.379 para post-
vacunadas. Los valores medios de MUC1-CIC-IgM medidos con SM3 fueron de 0.295
para pre-vacunadas y 0.263 para post-vacunadas, mientras que para MUC1-CIC-IgG

medidos con SM3 fueron de 0.398 para pre-vacunadas y 0.407 para post-vacunadas.
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Tabla 7: Expresion de MUC1 en el suero y muestras tumorales de pacientes con
cancer de mama de acuerdo al estadio tumoral. Los resultados se expresan como
porcentaje de positivos.

Estadio
Total
| 1l 1l v
MUC1 tisular 77% 85% 75 69 80
MUC1 sérica 25% 19% 18% 26% 57%
IgM 9% 5% 8% 8% 29%
Ac
Anti-MUC1
IgG 22% 29% 16% 12% 71%
C595IgM 38% 38% 46% 28% 14%
C5951gG 38% 52% 54% 16% 29%
MUC1-CIC
SM3IgM 24% 23% 24% 8% 14%
SM3IgG 35% 62% 48% 17% 0%

Analisis de correlaciones entre muestras tisulares y séricas

Para el estudio de correlaciones existentes entre la expresion tisular de MUC1, los
niveles séricos de MUC1 y de los Ac anti-MUC1, los diferentes estadios de la
enfermedad y la edad de las pacientes se seleccionaron un total de 86 muestras de
suero y de tumores pre-tratamiento de pacientes con cancer de mama recién
diagnosticado en diferentes estadios de la enfermedad. El 68% de las muestras

correspondieron al adenocarcinoma de tipo NOS ductal, el 28% al de tipo lobulillar y el
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4% al de tipo medular. Los estadios de las pacientes fueron los siguientes: el 24%
pertenecian al estadio 1, el 42% al estadio 2, el 23% al estadio 3y el 7% al 4.

Se empled un analisis estadistico multivariado por Analisis de Componente Principal
(PCA) con correlacién clasica (p<0.05).

Se observaron correlaciones estadisticamente significativas entre la expresion tisular
con C595 y HMFG2 (r=0.3443), entre HMFG2 y SM3 (r=0.6163) y entre SM3 y
C595.(r=0.2455) Asimismo los tres AcMo empleados en IHQ se correlacionaron
significativamente con los niveles séricos de MUC1 libre, determinada por el método de
CASA (para C595, r=0.1486; para HMFG2, r=0.2319 y para SM3, r=0.2067). La
expresion tisular estudiada con C595 y HMFG2 presenté una correlacion negativa
estadisticamente significativa con los niveles séricos de Ac libres de tipo IgM (r=-
0.1756 y r=-0.1299). Los niveles séricos de MUC1 presentaron correlacion
estadisticamente significativa negativa con los MUC1-CIC-IgG medidos con el AcMo
C595 (C595IgG) (r=-0.1365) y con los Ac libres de tipo IgM (r=-0.1441), como asi
también con la edad de las pacientes (r=-0.2200) y a su vez una correlacion positiva
estadisticamente significativa con el estadio tumoral (r=0.2850). Los MUC1-CIC-IgM
mostraron correlaciones positivas estadisticamente significativas con los MUC1-CIC de
tipo IgG (r=0.3097) y con los Ac de tipo IgM (r=0.2441). Los MUC1-CIC de tipo IgG se
correlacionaron negativamente con los estadios tumorales (-0.2445) y con la expresion
con C595 (r=-0.2575) y positivamente con IgM (0.2863) y con la edad de las pacientes
(r=0.3137) de manera significativa. Se obtuvieron, por otra parte, correlaciones
estadisticamente significativas positivas entre IgM e I1gG (r=0.5817) y entre IgG vy la
edad de las pacientes (r=0.2390). A su vez, los estadios tumorales presentaron una
correlacion negativa estadisticamente significativa con la edad de las pacientes (r=-

0.1352).
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En la Figura 28 puede apreciarse la distribucion de las distintas variables analizadas,
representadas como vectores y la dispersion de las muestras que se representaron
como puntos y se diferenciaron segun el tipo histolégico al que correspondié el tumor
(CDI: carcinoma NOS ductal, CLI: carcinoma lobulillar, CM: carcinoma medular).
Mediante el empleo del Analisis de Componenetes Principales (PCA) se obtuvieron
una serie de factores capaces de resumir y explicar las variaciones entre las muestras.
A partir de los dos factores principales se construyd un sistema de coordenadas donde
la abscisa representd el Factor 1 y la ordenada represent6 el Factor 2. El porcentaje
incluido con cada factor representd la magnitud de las variaciones observadas que
dicho factor fue capaz de explicar. La longitud de cada vector fue directamente
proporcional al peso que esa variable tuvo para el modelo: La proximidad del vector a
la abscisa o a la ordenada representd a su vez la correlacion que las variables
presentaron con los factores 1 y 2, asi como la proyeccion de esa variable sobre los
ejes demostro el peso de la variable sobre cada factor. Con el empleo de este sistema

los factores 1y 2 lograron explicar las variaciones observadas en el 42% de los datos.

Analisis de pacientes en estadio IV

En una paciente se detectdé un nivel de CASA muy elevado (DO=1.314) con bajos
niveles de anticuerpos libres y CIC; otra paciente presentd bajos niveles de todos los
parametros medidos. Un caso presentd todos los parametros por debajo del valor de
corte, pero se encontré expresion tisular. En otro caso se hallaron los siguientes
parametros: MUC1 superior al valor de corte y elevados niveles de Ac libres y de
MUC1-CIC. En otra paciente se hallaron niveles elevados de MUC1, IgG libres e
inmunocomplejos. Otro caso presentd un excepcional panel de marcadores: MUC1
cercano al valor de corte, no se detecté MUCA1 tisular y tampoco MUC1-CIC, pero se

detectaron Ac libres en altos niveles.
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Figura 28: Analisis de Componentes Principales de la contribucion relativa de la
expresion antigénica detectada con los AcMo C595, HMFG2 y SM3 y de los niveles
séricos de MUC1 y de Ac libres y bajo la forma de inmunocomplejos, con el estadio y la
edad de las pacientes, representados por el Factor 1 (abscisa) y el Factor 2
(ordenada). Las muestras de las pacientes se identificaron segun el tipo histologico del
tumor y se representaron por puntos.

Biplot on axis 1 and axis 2 (42% )

@ CDI

ecClLi @ CL? @ CLI

|eCLl @ CL|

R C595G
) ol IGM
ecnl ©C o CDi

® CLI

ecm ° Ebg@ml o col oy

-- axis 2 (18% ) -->
o

v
® CLI
® CDI H ®CLl ® CDI
)
ecCLl o CL
oct®M B echi
4 eCl gcpi o col
®CDl ¢ cp e CDI
° 253 ® CDp cpI
2 EST 1 '} _— ® CDI
ecL ®CD
e CDI
ecM
3 1 econl
@ CDI
4 1
5 -4 3 2 -1 0 1 2 3 4

--axis 1(23% ) -->

84



Expresién antigénica de MUC1-CT

Muestras de tejidos tumorales

Para el estudio de la cola citoplasmatica de MUC1 se seleccionaron 98 muestras de
tumores pre-tratamiento de pacientes con cancer de mama recién diagnosticado en
diferentes estadios de la enfermedad. Las muestras de cancer de mama fueron del tipo
de carcinoma invasor: 57% de tipo NOS ductal, 31% de tipo lobulillar, 8 % de tipo
carcinoma papilar ductal in situ (DCIS) con componente invasor y 4% de tipo medular.
También se establecid el estadio: 23% pertenecientes al estadio |, 46% al estadio II,
26% al estadio lll y 5% al estadio V. Las muestras de tejido provenientes de biopsias
normales (n=7) fueron obtenidas de mastoplastia e incluidas como controles, asi como
las de 6 pacientes con enfermedades mamarias benignas.

Por IHQ con el AcMo CT2 se observé un alto porcentaje de reaccion positiva (93%). En
el 66% de las muestras positivas, la reaccion comprendié toda la muestra, mientras
que en el 34% restante se restringié a unas pocas areas de la muestra. En la mayoria
de los casos, la reaccidén fue intensa (+++). La Tabla 8 muestra el porcentaje de
resultados positivos, asi como el patrén de reaccion de acuerdo al tipo tumoral.

Se encontré considerable heterogeneidad de reaccién a nivel de la localizacion celular
en el carcinoma ductal NOS. En el 44.2% de las muestras, sélo reaccionaron
positivamente las membranas plasmaticas. Varios tumores presentaron una reaccion
continua, mientras que otros presentaron reaccién discontinua. En varias muestras
también se colored el contenido luminal. Frecuentemente, se observd una reaccién
citoplasmatica junto con una reaccién de membrana en un patrén mixto (Figura 29 Ay
B). En el 17.3% de los casos, la reaccion fue restringida al citoplasma en un patrén

homogéneo o con aspecto granular (Figura 29 C).
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En el 64% de los casos de carcinoma lobulillar, reaccionaron membranas y citoplasmas
con un patron mixto (Figura 29 D). En el 21% de los especimenes, la reaccion
comprendio soélo el citoplasma, mientras que, en pocas muestras se restringio a la
membrana plasmatica.

Todos los DCIS papilares con componente invasor presentaron reaccién positiva,
principalmente en la membrana plasmatica. Usualmente la reaccidén cubrio la papila
interna y externamente (Figura 29 E). Dos especimenes presentaron un patron mixto
de reaccion.

En los de tipo medular, la reaccién citoplasmatica fue predominante o exclusiva.

No se obtuvo correlacion estadisticamente significativa entre estadio tumoral o tipo
histopatoldgico y la expresion de MUC1-CT detectada con CT2.

El analisis inmunohistoquimico también incluyé un anti-MUC1 dirigido contra la regién
VNTR (C595). La intensidad de reaccion fue la siguiente: el 26% de las muestras
malignas mostraron intensidad fuerte; 44%, moderada; 29%, baja, y 22% fueron
negativas. Los porcentajes de reactividad segun la localizaciéon subcelular y el tipo
tumoral se muestran en la Tabla 8. Se encontraron similares porcentajes de reaccion
membranosa y citoplasmatica, principalmente en un patron mixto.

El analisis estadistico no mostré ninguna correlacion entre la deteccion de MUC1 y
estadio o tipo histopatolégico. El analisis multivariado por PCA con correlacion de

Kendall mostré una correlacion significativa entre CT2 y C595 (1=0.5147).

Muestras benignas y normales

Con el AcMo CT2 dirigido hacia la cola citoplasmatica de MUC1 todos los controles
dieron positivos. La expresion de MUC1 en muestras benignas y normales fue similar.
Algunos especimenes mostraron una reaccion restringida a unas pocas areas pero

otras mostraron una tincion mas extensa. El patron de reaccion fue principalmente
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apical (Figura 29 F), aunque algunas muestras también mostraron una reaccion
citoplasmatica cercana a la membrana apical.

Con el AcMo C595, las muestras benignas de mama presentaron expresion de MUC1
en el 33% de las muestras, mientras que entre las normales el 43% fueron reactivas. El

patrén de reaccion fue principalmente restringido a la membrana apical.

Tabla 8: Patron de expresion estudiado por inmunohistoquimica en muestras de
carcinoma de mama (%).

Positivos Membrana Citoplasmico Mixto
Tipo histolégico | CT2 | C595 | CT2 | C595 | CT2 | C595 | CT2 | C595
NOS ductal 93 70 442 | 205 | 173 15.5 | 38.5 64
Papilar 100 | 87.5 75 29 0 0 25 71
Lobulillar 93 80 14 8.5 21 29 64 62.5
Medular 75 50 0 50 33 50 67 0

87



Figura 29 A: IHQ de una seccién de tejido proveniente de un carcinoma de mama de
tipo NOS ductal incubada con el AcMo CT2 en la cual se observa una reaccién lineal
continua en dos estructuras tubulares bien formadas. Algunas células presentan una
reaccion granular adyacente a la membrana nuclear (630X).

Figura 29 B: IHQ de una seccion de un carcinoma ductal NOS incubada con el AcMo
CT2. Se evidencia un patron granular en todo el citoplasma y en forma discontinua n la
membrana plasmatica (630X).
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Figura 29 C: IHQ de una seccion de un carcinoma NOS ductal incubada con el AcMo
CT2. Se muestra una reaccion positiva con un patrén granular discontinuo restringido
al citoplasma. Se observan dos zonas que presentan una reaccién inflamatoria. (630X).
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Figura 29 D: IHQ de una seccion de un carcinoma de tipo lobulillar incubada con CT2
que muestra las células malignas ubicadas formando cordones y presentan una tincion
positiva discontinua a nivel de la membrana plasmatica y un patron granular en el
citoplasma (630X).
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Figura 29 E: IHQ de una seccién de un carcinoma de tipo papilar incubada con CT2
que muestra una intensa reaccion positiva con un patréon lineal restringido a la
superficie papilar apical (630X).

Figura 29 F: IHQ de una seccion de una displasia atipica incubada con CT2 que
presenta una reaccion positiva en la memebrana apical (630X).
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Analisis de fracciones subcelulares por SDS-PAGE y Western Blot

Todas las muestras tisulares fueron sometidas a fraccionamiento subcelular seguido de
SDS-PAGE y Western blot de las fracciones obtenidas. En las fracciones de cancer de
mama se detectd la presencia de varias bandas de diferentes pesos moleculares. Con
CT2, la fraccion de membrana (m) fue la de reaccion mas intensa. En la Figura 30 A
una fuerte banda de reaccion se observé alrededor de <30kD y otras menores se
hallaron aproximadamente a 60 kD. Las fracciones nucleares (n) y citoplasmaticas (c)
mostraron la misma reaccién con una menor intensidad de tincion. En algunas
muestras, la banda de <30kD se encontrd subdividida en dos.

La incubacién con C595 mostré una doble banda de reaccion a aproximadamente 180-
200 kD en todas las fracciones derivadas de cancer de mama (Figura 30 B). En un
tercio de las muestras, se hallaron bandas de PM de aproximadamente 200kD en las
fracciones de nucleo, membrana y citoplasma. En todas las fracciones se observo un
chorreado desde >50kD hasta >200kD. En la fraccion nuclear, el 32% de las muestras
mostraron bandas adicionales a 50, 60 y 70kD. En el 29% de las fracciones de
membrana, se encontraron bandas de 25, 40, 50, 60, 70 y 100 KD. Finalmente, en el
50% de las fracciones citoplasmaticas, se observaron bandas de 25, 40, 50, 60, 70 y
80 kD.

Mediante el uso del AcMo CT2, las fracciones de nucleo, membrana y citoplasma de
las muestras control presentaron bandas a 30 kD y una aproximadamente a 60 kD. En
algunas muestras, se identificé una doble banda a >180kD correspondiente a la
fraccion de membrana.

Con C595, se observd una doble banda a 180 kD en todas las fracciones.
Frecuentemente se hallé una reaccion de chorreado desde 50-60 kD hasta >200kD en
las fracciones de membrana y nuclear. En la fraccion nuclear de 3 muestras normales y

de 2 benignas, también se hallaron bandas a 70 y 80 kD.
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Figura 30: Western blot de fracciones subcelulares pertenecientes a muestras de
cancer de mama (n: fraccion nuclear; m: fraccion de membranas extranucleares; c:
fraccion citoplasmatica). Las bandas obtenidas con el estandar de pesos moleculares
se encuentran a la izquierda. A-Mediante incubacion con el AcMo CT2 se observa un
chorreado y bandas intensas a aproximadamente 30 kD. B-Se evidencia una doble
banda a aproximadamente 200 kD, principalmente enla fraccion de membrana luego
de la incubacion con el AcMo C595.
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Aislamiento de células tumorales de médula 6sea. Expresion antigénica de
tumores primarios

Se incluyeron en este estudio un total de 17 pacientes con carcinoma primario de
mama. Las muestras de cancer de mama fueron del tipo de carcinoma invasor: 82% de
tipo NOS ductal, 12% de tipo lobulillar y 6% de tipo carcinoma ductal in situ (DCIS) con
componente invasor. También se estableci6 el estadio: 35% pertenecientes al estadio
[, 23.5% al estadio Il, 23.5% al estadio lll y 18% al estadio IV. De cada paciente se
obtuvo una muestra de tumor primario, una muestra de suero y un aspirado de MO.
Como control negativo se utiliz6 MO de pacientes sin enfermedad maligna o con
enfermedades malignas hematolégicas no epiteliales.

Como control positivo se utilizaron células de la linea celular MCF-7, que expresa
MUCH1, diluidas en un aspirado de MO de una paciente con anemia megaloblastica.

La expresion de MUC1 se estudid por medio de tres AcMo dirigidos contra la regién
VNTR. En todos los tumores se encontrd reaccion positiva y en el 53% de las muestras
los tres AcMo dieron positivos.

El patrén de expresion fue lineal, citoplasmatico y mixto principalmente no apical. En la
mayoria de los casos, la intensidad de la coloracion varioé de fuerte a moderado (Tabla
9).

La Figura 31 A muestra un ejemplo de reactividad con SM3.

Los antigenos carbohidratos han sido relacionados con el proceso de metastasis de
tumores de distintas localizaciones. En consecuencia, en las células neoplasicas
halladas en la MO se estudié la expresion de cuatro antigenos carbohidratos
involucrados en la invasion y la metastasis. El hapteno Tn se encontré en el 29.5% de
los tumores con una reaccion leve y restringida a algunas areas y un patron mixto
(Figura 31 C). El antigeno Lewis x fue expresado en el 59% de los especimenes, en
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general, se detect6é una fuerte reaccion no apical, mayormente en el citoplasma,
aunque también en algunas membranas. En el 12% de las muestras de cancer de
mama se detectd en ciertas areas el antigeno sialil-Lewis x con un patrén mixto. El
antigeno Lewis y se pbservo en algunas células de una muestra con una coloracion
moderada en membrana y citoplasma.

Se estudido la expresion del producto del proto-oncogén erbB2. Este marcador
usualmente resulta de la sobreexpresion de la proteina 185 ©¢®B2 debido a una
amplificacion del gen. Se expresé ErbB2 en el 12% de las muestras de estadio IV, las
restantes no presentaron este marcador. También se incluy6é en este estudio ErbB3
cuyo producto consiste en una proteina de 160 kD que es miembro de la familia de
receptores de factor de crecimiento tipo 1. Todas las muestras dieron negativas con

anti- ErbB3.

Antigenos asociados a tumor e histogénicos de médula 6sea

En la MO de 7 pacientes se aislaron células tumorales: 2 de estadio |, 1 de estadio ll, 1
de estadio Ill y 3 de estadio IV. Los resultados se muestran en la Tabla 11. La
naturaleza epitelial de las células aisladas de MO quedd demostrada por su reactividad
con anti EpCAM (provisto por el kit comercial) y con anti-citoqueratinas. La reaccion
negativa con anti-CD34 y con anti-CD45 demostr6 que no se trataba de células

normales presentes en la médula 6sea.

MUC1 y antigenos carbohidratos asociados en MO

Todas las células tumorales aisladas de MO expresaron MUC1 (Figura 31 B) y en un
alto numero de casos también expresaron Tn (Figura 31 D), sLe*y LeX, mientras LeY
fue encontrado esporadicamente (Tabla 10). En una pacientese aislaron también
células neoplasicas de la sangre periférica. Estas células fueron reactivas con los tres
AcMo anti-MUC1 y también con los AcMo anti-carbohidratos.
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Tabla 9: Expresion de MUC1 en muestras de pacientes portadoras de cancer de
mama de acuerdo a su estadio tumoral (+=leve, ++= moderado, +++=fuerte, -

=negativo).
Tipo Anticuerpos Monoclonales
histolégico | Estadio
C595 |HMFG2| SM3 | KM93 | KM380| C14 Tn
Papilar [ ++ +++ ++ - - - -
NOS ductal [ ++ ++ + ++ ++ - +
Lobulillar I - ++ - - +++ - -
NOS ductal | ++ +++ +++ ++ +++ - +
NOS ductal I ++ ++ ++ - 4+ - .
NOS ductal | ++ - - - - - -
NOS ductal Il +++ - ++ - + - -
NOS ductal Il ++ ++ + - - - -
NOS ductal [l - - ++ - +++ - -
NOS ductal [l - ++ ++ - - - -
NOS ductal 1] ++ - - - - - -
NOS ductal 11 ++ ++ ++ - 4+ ++ R
NOS ductal 1] ++ ++ - - +4++ - +
NOS ductal 1] - ++ + - ++ - -
NOS ductal A +++ ++ ++ - - - +
NOS ductal v ++ ++ ++ - +++ - +
NOS ductal v +++ +++ +++ - - - -
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Tabla 10: Expresion de MUC1 en células aisladas de aspirados de médula 6sea.

AcMo
Estadios

C595 HMFG2 | SM3 KM93 KM380 |C14 Tn
| +++ +++ +++ - ++ - +
| ++ ++ ++ + + -
Il - +++ +++ - + - -
I ++ ++ ++ + - - +
[\ +++ +++ +++ - - - +
[\ +++ +++ +++ + ++ + +
AV +++ +++ +++ - + - +

Expresién antigénica de células MCF-7

Las células de la linea celular MCF-7 fueron diluidas en un aspirado de MO
proveniente de un paciente con anemia megaloblastica. Estas células mostraron una
fuerte reactividad con HMFG2 y moderada con C595 y SM3, mientras que con KM380
y anti-Tn mostraron una baja reaccién restringida a algunas células. En todos los casos
el patron de expresion fue citoplasmatico.

Se emplearon como controles negativos muestras de MO de pacientes sin enfermedad
maligna o con enfermedades malignas hematoldgicas no epiteliales. Estas muestras no

reaccionaron con ninguno de los AcMo empleados.
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Figura 31 A: IHQ de un tumor primario de mama incubada con el AcMo SM3. Se
evidencia una reaccién positiva heterogénea en todo el citoplasma y la membrana
plasmatica con un patron discontinuo en el borde apical de una pseudoglandula
neoplasica (100X).

Figura 31 B: ICQ de células de cancer de mama aisladas de un aspirado de MO de la
misma paciente cuyo tumor primario se muestra en la Figura 31 A incubada con SM3.
Se observa una intensa reaccién en el citoplasma y discontinua en la membrana
plasmatica (100X).
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Figura 31 C: IHQ de una seccion de un cancer de mama primario incubada con el
AcMo anti-Tn. Se evidencia una reaccion positiva restringida al citoplasma
principalmente en una localizacién paranuclear (100X).

Figura 31 D: ICQ de células de cancer de mama aisladas de un aspirado de MO de la
paciente a la cual corresponde el tumor primario de la Figura 31 C. Se observa una
reaccion positiva fuerte en el citoplasma y la membrana plasmatica luego de la
incubacion con el AcMo anti-Tn (100X).
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Niveles de MUC1 y Ac anti-MUC1 en muestras séricas

Se obtuvieron muestras séricas pre-tratamiento de todas las pacientes. En 2 muestras
pertenecientes a pacientes con la enfermedad diseminada (estadio 1V) se detectaron
valores elevados de CASA (Tabla 11).

Las pacientes de estadios menores no mostraron altos niveles de CASA.

En una paciente con cancer de mama (estadio Ill) se detectaron altos niveles de
MUC1-CIC-IgG e IgM, mientras que en ninguna de las pacientes se detectaron Ac

libres.

Estudios de correlaciéon
Se hallé una correlacion estadistica positiva entre la presencia de células tumorales en

MO vy algunos parametros clinicopatolégicos: (t=0.5341) versus estadio de la

enfermedad y (t=0.2118) versus afectacion de ganglios linfaticos.
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Tabla 11: Niveles séricos de MUC1, MUC1-CIC (IgM e IgG) y anticuerpos anti-MUC1

libres (IgM e 1gG) obtenidos por ELISA.

o , Ac-MUC 1| Ac-muc 1] muct- | muci-
Tipo Histologico Estadio] CASA IgM I9G cic-igMm | cic-igG
. <2U/ml
Papilar | s 0.105 0.187 0.197 0.476
<2U/ml
NOS ductal | o 0.096 0.136 0.089 0.134
| 4U/m|
Lobulillar | o 0.165 0.214 0.116 0.135
NOS ductal | <2U/ml 0.017 0.050 0.052 0.197
0177
NOS ductal | <2U/ml ND ND ND ND
NOS ductal | 2U/mi 0.023 0.125 0.018 0.086
0.281
NOS ductal I 3U/ml 0.012 0.053 0.053 0.081
0.381
NOS ductal I 3U/mi 0.023 0.028 0.079 0.199
0.391
NOS ductal I 3U/ml 0.007 0.011 0.471 0.189
Lobulillar I 3U/ml ND ND ND ND
<2U/ml
NOS ductal m Sl 0.057 0.080 0.077 0.076
NOS ductal m <2U/ml 0.042 0.007 0.707 0.715
NOS ductal m <2U/ml 0.047 0.003 0.094 0.133
NOS ductal I ‘éLg;“s' 0.080 0.063 0.274 0.202
NOS ductal W, 415%3' 0.071 0.092 0.451 0.371
NOS ductal W, 315%@“ 0.023 0.058 0.047 0.136
NOS ductal W, %%’5“3' 0.003 0.005 0.248 0.172
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Determinacién de MUC1 y MUC1-CIC en mujeres sanas

La Tabla 12 muestra los resultados de todos los grupos considerados; los niveles mas
elevados de MUC1 y MUC1-CIC se detectaron en mujeres embarazadas. Para aclarar
los resultados se agruparon, para el analisis estadistico, las muestras de suero en
embarazadas versus no embarazadas y lactancia versus no lactancia. La comparacion
estadistica entre grupos fue realizada por ANOVA con Tukey HSD para un desigual
numero de casos.

En el caso de embarazadas versus no embarazadas (Tabla 13), se hallaron diferencias
significativas en los niveles de MUC1, p<0.02 (Figura 32 A); en niveles de MUC1-CIC-
IgM detectados con ambos AcMo, p<0.02 (Figura 32 B y C); en MUC1-CIC-IgG
detectados con C595, p<0.02 (Figura 32 E); por el contrario no se hallaron diferencias
significativas en MUC1-CIC-IgG detectados con SM3, p=0.826 (Figura 32 D). El valor
de la media y error estandar (que se expresa entre paréntesis) del grupo de
embarazadas fue: para MUC1 (U/ml), 68.8 (13.9); para MUC1-CIC (DO), medidos con
C595, CIC-IgM, 0.541 (0.03) y CIC-IgG, 0.334 (0.03); para MUC1-CIC medido con
SM3, CIC-IgM, 0.422 (0.03) y CIC-IgG, 0.225 (0.02). En el grupo de no embarazadas,
la media y el error estandar fue: para MUC1, 1.1 (0.2); para MUC1-CIC medido con
C595, CIC- IgM, 0.187 (0.02) y CIC-IgG, 0.214 (0.03); para MUC1-CIC medidos con

SM3, CIC-IgM, 0.203 (0.02); y CIC-IgG, 0.230 (0.02).
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Tabla 12: Niveles séricos de MUC1 MUC1-CIC (IgM e 1gG) y de anticuerpos anti
MUCH1 libres medidos por ELISA. Los valores se expresan como media (Error

estandar).
MUC1-CIC Ac anti-MUC1
Grupos n | MUC1 | C595/ C595/ SM3/ SM3/ IigM IgG
igM IgG igM IgG MUC1 | MUC1
Embarazadas (n=72)
Multiparas con 78.4 0.537 0.410 0.438 0.267 | 0.155 | 0.073
lactancia % (22.0) | (0.04) (0.05) (0.04) (0.03) |(0.008)| (0.007)
Primiparas sin 65.0 0.524 0.265 0:386 0.193 0.140 0.057
lactancia 4 (18.9 (0.04) (0.03) (0.03) (0.03) |(0.011)] (0.008)
Multiparas sin 12.7 0.700 0.17-1 0.554 0.095 | 0.165 | 0.093
lactancia ° (7.8) (0.24) (0.04) (0.25) (0.01) [(0.005)| (0.005)
No embarazadas
(n=63)
1.4 0.256 0.293 0.209 0.200 | 0.230 | 0.120
Nuliparas 13
(0.4) (0.03) (0.07) (0.02) (0.03) [(0.017)| (0.016)
Multiparas con 0.8 0.132 0.197 0.238 0.338 | 0.253 | 0.159
lactancia actual = (0.2) (0.01) (0.02) (0.01) (0.02) |(0.026)| (0.015)
Multiparas con 1.2 0.207 0.184 0.169 0.135 | 0.160 | 0.114
lactancia previa = (0.4) (0.20) (0.07) (0.03) (0.03) |(0.015)] (0.016)
Multiparas sin 3.9 0.180 0.262 0.148 0.242 | 0.123 | 0.097
lactancia ’ (3.9) (0.13) (0.22) (0.09) (0.20) |(0.002)| (0.004)
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Es interesante sefalar que la lactancia no es un factor relacionado con el incremento
de los parametros considerados. Cuando se analizé el grupo lactancia versus no
lactancia (Tabla 13) no se hallaron diferencias significativas: para MUC1, p=0.4689;
para niveles de MUC1-CIC-IgM detectados con SM3, p=0.5656; para MUC1-CIC-IgG
estudiados con SM3, p=0.2397; cuando se emple6 C595, para MUC1-CIC-IgM se
obtuvo un valor de p=0.4522 mientras que para MUC1-CIC-IgG, p=0.2961. La media y
el error estandar de las mujeres con lactancia fueron: para MUC1, 34.1 (10.3), para
MUC1-CIC medidos con C595, CIC-IgM, 0.328 (0.03), y CIC-IgG, 0.285 (0.03); para
MUC1-CIC medida con SM3, CIC-IgM, 0.304 (0.02) y CIC-IgG, 0.250 (0.02). Las
mujeres del grupo sin lactancia revelaron los siguientes resultados: para MUC1 una
media de 41.9 (12.4); para MUC1-CIC medido con C595, CIC-IgM, 0.455 (0.04) y CIC-
IgG, 0.265 (0.03); para MUC1-CIC medido con SM3, CIC-IGM, 0.344 (0.03) y CIC-IgG,

0.190 (0.02).

Tabla 13: Resultados de embarazadas vs no embarazadas. Los resultados se
expresan como medias (error estandar) para MUC1, MUC1-CIC-C595IgM, C595IgG y
SM3IgM p<0.02; para MUCI-CIC SM3IgG p no significativo; n=numero de muestras.

MUC1-CIC
Grupos MUC1
C5951gM C59519G SM31gM SM31gG
Embarazadas 68.8 0.541 0.334 0.422 0.225
n=72 (13.9) (0.03) (0.03) (0.03) (0.02)
No Embarazadas 1.1 0.187 0.214 0.203 0.230
n=63 (0.2) (0.02) (0.03) (0.02) (0.02)
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Se realizaron analisis de correlacidén entre los parametros considerados; solo se obtuvo
correlaciéon positiva entre CIC-IgM medidos con C595 y con SM3 (r? = 0.85 para no
embarazadas y r? = 0.80 para embarazadas). No se hallé correlacion entre los niveles
de MUC1 y MUC1-CIC tanto IgM como IgG medidos con ambos AcMo.

Tabla 14: Resultados de lactancia vs no lactancia Los resultados se expresan como
medias (error estandar).

Grupos MUC1 MUC1-CIC
C5951gM C59519G SM31gM SM31gG
Lactancia 341 0.328 0.285 0.304 0.250
n=85 (10.3) (0.03) (0.03) (0.02) (0.02)
No

41.9 0.455 0.265 0.344 0.190

Lactancia
n=50 (12.4) (0.04) (0.03) (0.03) (0.02)

Los resultados se expresan como medias (error estandar); para MUC1 p=0,670, para
MUC1-CIC-C595IgM  p=0,028, para MUC1-CIC-C595IgG  p=0,723, para
MUC1-CIC-SM3IgM p=0.375; para MUCI-CIC SM3IgG p=0,089; n=numero de

muestras.
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Figura 32: Determinaciones séricas en los grupos de embarazadas y no embarazadas.
A-Valores de MUC1 (U/ml) en mujeres embarazadas y no embarazadas.

B-Valores de MUC1-CIC-IgM medidos con SM3 en mujeres embarazadas y no
embarazadas.

C-Valores de MUC1-CIC-IgM medidos con C595 en mujeres embarazadas y no
embarazadas.

D-Valores de MUC1-CIC-IgG medidos con SM3 en mujeres embarazadas y no
embarazadas.

E-Valores de MUC1-CIC-IgG medidos con C595 en mujeres embarazadas y no
embarazadas.

En todos los casos los valores se expresan como DO a 405nm; SD: Desvio Estandar;
SE: Error Estandar
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Analisis de las muestras de mujeres embarazadas

Cuando se consideraron los trimestres de embarazo y puerperio (Tabla 15), los niveles
de MUC1 fueron similares en el primer y segundo trimestres, pero se observd un
importante incremento en el tercer trimestre, alcanzando los mayores niveles en el
puerperio.

Las mujeres en el primer trimestre de embarazo revelaron los siguientes valores de
medias y error estandar: para MUC1, 6.5 (4.1); para MUC1-CIC medido con C595,
CIC-IgM, 0.609 (0.07) y CIC-IgG 0.326 (0.09); para MUC1-CIC medido con SM3, CIC-
IgM, 0.474 (0.08) y CIC-IgG, 0.173 (0.03). En el segundo trimestre de embarazo, las
medias y errores estandar fueron los siguientes: para MUC1, 6.3 (1.2); para MUC1-CIC
medido con C595, CIC-IgM, 0.557 (0.06) y CIC-IgG, 0.321 (0.05); para MUC1-CIC
medido con SM3, CIC-IgM, 0.437 (0.05) y CIC-IgG, 0.205 (0.02). En el tercer trimestre
de embarazo, las medias y errores estandar fueron los siguientes: para MUC1, 119.8
(26.9); para MUC1-CIC medido con C595, CIC-IgM, 0.551 (0.05) y CIC-IgG, 0.325
(0.04); para MUC1-CIC medido con SM3, CIC-IgM, 0.415 (0.05) y CIC-IgG, 0.247
(0.04). Las mujeres puérperas, presentaron las siguientes medias y errores estandar:
para MUC1, 131.6 (43.2); para MUC1-CIC medidos con C595, CIC-IgM, 0.413 (0.09) y
CIC-IgG, 0.442 (0.09); para MUC1-CIC, 0.419 (0.07) y CIC-IgG, 0.283 (0.12).

Se hallaron diferencias significativas entre los niveles de MUC1 del primer y del tercer
trimestre (p<0.02) y entre los del segundo y tercer trimestre (p<0.004). Cuando se
compararon los valores de MUC1 del primer trimestre con los del puerperio se
encontraron también resultados estadisticamente significativos (p<0.02), de igual
manera que cuando se compararon los del segundo trimestre con los del puerperio
(p<0.006).

Los niveles medios de MUC1-CIC-IgM, medidos con los AcMo C595 y SM3 resultaron

levemente superiores al valor de corte durante los tres trimestres, aunque la variaciéon
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de estos valores no mostré una tendencia creciente. En el caso de las puérperas, las
medias de MUC1-CIC-IgM medidos con C595 fue menor que el valor de corte. Los
valores medios de MUC1-CIC-IgG obtenidos con SM3, aunque fueron mas bajos

mostraron una tendencia creciente siendo mas elevados hacia el puerperio.

Tabla 15: Niveles séricos de MUC1 y MUC1-CIC en suero de pacientes embarazadas
durante los tres trimestres del embarazo y el puerperio. MUC1 esta expresada como
medias (error estandar) en U/ml; los niveles de MUC1-CIC se expresan como DO a
405 nm; n=numero de muestras.

MUC1-CIC
Grupos MUC1
C595/IgM C595/1gG SM3/IgM SM3/IgG

1er trimestre 6.5 0.609 0.326 0.474 0.173
(n=9) 4.1) (0.07) (0.09) (0.08) (0.03)
2do trimestre 6.3 0.557 0.321 0.437 0.205
(n=22) (1.2) (0.06) (0.05) (0.05) (0.02)
3er trimestre 119.8 0.551 0.325 0.415 0.247
(n=29) (26.9) (0.05) (0.04) (0.05) (0.04)
Puerperio 131.6 0.413 0.442 0.419 0.283
(n=9) (43.2) (0.09) (0.09) (0.07) (0.12)
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Determinacién de Ac libres en mujeres sanas (Tabla 12)

Se realizaron 20 ensayos de ELISA para la medida de Ac libres en mujeres sanas; en
cada ensayo, se incluyeron muestras pacientes con cancer de mama pre- y post-
vacunacion, vacunadas con un péptido sintético derivado de MUC1. Para los
anticuerpos IgM dirigidos contra el péptido de 100 aminoacidos empleado en el ensayo
(IgM-MUCA1), la media fue x=0.075 (ES=0.007) para la muestra de suero pre-
vacunaciéon, mientras que para la de post-vacunacién, x=0.326 (0.030). Para IgG-
MUC1, la media de la muestra pre-vacunacién x=0.098 (ES=0.011) y la de post-
vacunacioén, x=0.305 (ES=0.027). En la determinacién de MUC1 para la muestra pre-
vacunaciéon se obtuvo una media de 4 U/ml (ES=0.0001) y en la de post-vacunacion,
x=3.8 U/ml (ES=0.0002), no obteniéndose diferencia significativa entre ambas.

La Figura 33 muestra los niveles séricos de IgM-MUC1 de todos los grupos de mujeres
sanas considerados. En el grupo de embarazadas, las medias y ES () de IgM fueron:
en multiparas con lactancia previa (0.008); en primiparas, 0.140 (0.011); en multiparas
sin lactancia previa, 0.165 (0.005). En el grupo de no embarazadas, los valores de
medias y ES fueron: para MUC1-IgM en nuliparas, 0.230 (0.017); mujeres en periodo
de lactancia, x=0.253 (0.026); multiparas con lactancia previa, x=0.160 (0.015) y

multiparas sin lactancia, x=0.123 (0.002).
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Figura 33: Niveles de MUC1-IgM medidos por ELISA (a: embarazadas multiparas con
lactancia previa, b: embarazadas primiparas, c: embarazadas multiparas sin lactancia
previa, d: nuliparas, e: mujeres en periodo de lactancia, f: multiparas con lactancia
previa, g: multiparas sin lactancia).

Niveles de MUC1 IgM medidos por ELISA
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En la Figura 34 se muestran de IgG-MUC1, cuyas medias y errores estandar fueron: en
el grupo de embarazadas, multiparas con lactancia previa, 0.073 (0.007); en
primiparas, 0.057 (0.008); en multiparas sin lactancia previa, 0.093 (0.005). En el grupo
de no embarazadas, los valores fueron para nuliparas, 0.120 (0.016); en periodo de
lactancia, 0.159 (0.015); multiparas con lactancia previa, 0.114 (0.016) y multiparas sin
lactancia previa, 0.097 (0.004).

Los niveles de MUC1 fueron elevados en embarazadas y bajos en el grupo de no
embarazadas, independientemente de la lactancia. Los resultados de MUC1 se
expresaron en U/ml (Figura 35) siendo la media y el ES los siguientes: en el grupo de
embarazadas, multiparas lactantes, 78.4 (22.0); primiparas, 65.0 (18.9); multiparas sin
lactancia, 12.7 (7.8). En el grupo de no embarazadas, nuliparas, 1.4 (0.4); en periodo
de lactancia, 0.8 (0.2); multiparas con lactancia previa, 1.2 (0.4) y multiparas sin

lactancia, 3.9 (3.9).
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Figura 34: Niveles de MUC1-IgG medidos por ELISA (a: embarazadas multiparas con
lactancia previa, b: embarazadas primiparas, c: embarazadas multiparas sin lactancia
previa, d: nuliparas, e: mujeres en periodo de lactancia, f: multiparas con lactancia

previa, g: multiparas sin lactancia).
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Figura 35: Niveles de MUC1 medidos por CASA (a: embarazadas multiparas con
lactancia previa, b: embarazadas primiparas, c: embarazadas multiparas sin lactancia
previa, d: nuliparas, e: mujeres en periodo de lactancia, f: multiparas con lactancia

previa, g: multiparas sin lactancia).
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Analisis comparativo de MUC1 y Ac libres anti- MUC1 en mujeres sanas

La comparacion entre Ac libres y niveles de MUC1 se realizd entre el grupo de
embarazadas y no embarazadas. Se puede observar en la Figura 36 A que la media de
IgM-MUC1 de mujeres no embarazadas (0.210) es superior a la de embarazadas
(0.150), (p<0.02); similar a lo encontrado en IgG-MUC1 para no embarazadas (0.130)
comparado con embarazadas, (0.060), (p<0.02) (Figura 36 B).

Los niveles de MUC1 (U/ml) estan elevados en embarazadas, x=68.8 (13.9) y muy baja
en no embarazadas, media=1.1 (0.2), (p<0.02) (Figura 36 C).

También se realiz6 el analisis comparativo entre el grupo de lactancia y no lactancia;
IgM-MUC1 obtenidos en el grupo de lactancia (media=0.190) fue similar a los del grupo
de no lactancia (0.160), (p no significativo); se obtuvieron resultados diferentes con
IgG-MUC1 en lactancia (media=0.110), mientras que, en no lactancia, fue de 0.070,
(p<0.02). Los resultados de MUC1 (U/ml) revelaron similares resultados en lactancia
(media=34.1, ES=10.3) versus no lactancia (media=41.9, ES=12.4), (p no significativo).
El grupo de mujeres en periodo de lactancia fue el de mayores niveles de anticuerpos
libres; en 6 de 27 casos, IgM-MUC1 fueron superiores al control positivo y, en un caso
fue el mismo valor (0.326). Un suero mostré niveles elevados de Ac tanto IgG como
IgM, mientras que otro sélo reveld altos niveles de IgG (0.404). En estos 7 casos, los
valores de MUC1 estuvieron por debajo del valor de corte, asi como los de MUC1-CIC,
considerando datos anteriores de estas pacientes. En una muestra de 28 de no
embarazadas multiparas con lactancia previa, IgM-MUC1 fue superior al valor positivo
(0.372) mientras que IgG fue mas bajo (0.125) al igual que niveles de MUC1 (2U/ml).
Los CIC fueron mayores que el valor de corte, MUC1-CIC-IgM=1.113 y MUC1-CIC-
1gG=0.924 (valor de corte=0.500 para ambos). En otra muestra del mismo grupo, los
niveles de Ac y de MUC1 fueron menores que el valor de corte y los de MUC1-CIC-IgM

e IgG fueron superiores al valor de corte (1.066 y 0.959, respectivamente). En una
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muestra de una mujer nulipara se observo un nivel de MUC1 mayor que el control
positivo (3.9) junto con un alto valor de MUC1-IgM, similar al del control positivo
(0.312).

Entre los trimestres de embarazo se realiz6 un analisis de MUC1 y de IgM/IgG-MUC1.
La Figura 37 presenta resultados comparativos de MUC1 y de IgM- e IgG-MUCA1
expresados en unidades de DO. Los valores de MUC1 presentan un gran incremento
durante el segundo trimestre y alcanza los niveles mas altos en el puerperio. Estos
valores caen al final de la primera semana después del nacimiento. Tanto IgM- como
IgG-MUC1 decrecieron durante el primer trimestre, alcanzando los valores mas bajos
en el puerperio seguido de un rapido incremento. Durante la lactancia, los valores de
MUC1 fueron similares a los presentados por nuliparas, mientras que IgM- e IgG-
MUC1 mostraron un leve incremento comparado con las muestras de embarazadas.

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre niveles de MUC1 y los de IgM- e IgG-MUC1
y se hallé una correlacion negativa en el tercer trimestre y puerperio en embarazadas

multiparas.

Estudios de inhibiciéon para determinar la especificidad de IgM- e IgG- MUC1

Se realizaron en un grupo de muestras séricas con elevados valores de Ac asi como
en pre- y post-vacunadas.

Se hicieron diluciones seriadas del péptido derivado de MUC1 de 100mer y se observd

una inhibicién de los niveles de Ac obtenidos por ELISA (Figuras 38 y 39).
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Figura 36: Determinaciones séricas en mujeres embarazadas y no embarazadas.

Determinacion de MUC1 IgM, MUC1 IgG y MUC1 en embarazadas y no embarazadas
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Figura 37: Determinaciones séricas en relacion a los trimestres de embarazo y
puerperio.

Niveles de MUC1, MUC1 IgM y MUC1 IgG en relacion a los trimestres del embarazo y el puerperio
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Figura 38: Ensayo de inhibicion de Ac IgM.
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Figura 39: Ensayo de inhibicion de Ac IgG.
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Reactividad de Ac séricos con células

La reactividad de los sueros con antigenos de la superficie celular se llevd a cabo
mediante un ELISA de células en suspension utilizando Ac anti- IgM e IgG marcados
con peroxidasa. Un grupo de 6 sueros de mujeres que presentaban altos niveles de
IgM e 1gG anti-MUC1 reaccionaron con células de la linea celular A549 que se conoce
que expresa altos niveles de MUC1 en la membrana. Para IgG la media de los 6
sueros positivos fue 0.319 (ES=0.010) y para IgM, 0.221 (ES=0.031). Los resultados se
expresaron en unidades de DO medida a 405 nm. Por el contrario, los tres sueros con
bajos valores de IgM e IgG anti MUC1 presentaron una media para IgG de 0.059

(ES=0.010) y para IgM, 0.039 (0.011).
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DISCUSION

El cancer de mama es una enfermedad de alta incidencia en el sexo femenino vy
presenta una elevada tasa de mortalidad (21%) en nuestro pais. El estudio de la
expresion de antigenos asociados a tumor se ha incrementado en estos ultimos afios
con el fin de hallar nuevos marcadores tumorales y de evaluar la respuesta inmune
generada por dichos antigenos. Su investigacion esta relacionada tanto con la
profundizaciéon del conocimiento de la biologia tumoral como con la posibilidad de
establecer una eficiente inmunoterapia que pueda prevenir o limitar el desarrollo de
ciertas localizaciones tumorales.

Las mucinas son antigenos propios de las células normales, localizadas en la parte
apical de las células epiteliales. En los tumores de estirpe epitelial, se producen
cambios en la sintesis de estas glicoproteinas ya que no solo estan sobreexpresadas,
sino que existen alteraciones en su estructura molecular. De acuerdo con esto se ha
podido observar que las cadenas de carbohidratos son mas cortas y por lo tanto se
encuentra mas expuesto el centro peptidico (Taylor-Papadimitriou et al, 1991).
Asimismo, la localizacion difiere en las células malignas respecto a las normales ya
que se detectan en toda la membrana y citoplasma celular, sin restringirse al polo
apical como ocurre normalmente en las células normales epiteliales (Finn et al, 1995;
Croce et al,1995). Estas observaciones también se han hallado en estudios in vitro; en
investigaciones realizadas sobre lineas celulares de cancer de mama se ha
demostrado una expresion anomala de MUC1 (Zotter et al, 1988; Hull et al,1989).

En este trabajo de tesis, se estudio la expresién tisular de MUC1 por IHQ en muestras
procedentes de pacientes con cancer de mama y de controles con patologia benigna y
normales. Con este fin se utilizaron tres AcMo: C595, HMFG2 y SM3, los que estan
dirigidos hacia diferentes epitopes ubicados en la secuencia de 20 aminoacidos (TR)

del centro proteico de MUC1 y presentan diferente reactividad. C595 reacciona con la
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secuencia RPAP, que esta muy expuesta por la estructura secundaria que adopta la
molécula (Price et al,1990); HMFG2 reconoce DTR (Burchell et al, 1989) mientras que
SM3 reacciona con el pentapéptido PDTRP y con el glicopentapéptido PDT(O-a-D-
GalNAC)RP, que son epitopes reconocidos cuando la mucina esta hipoglicosilada
(Burchell et al, 1989; Moller et al, 2002). Karsten et al (1998) demostraron que a nivel
molecular la unién de un pequefo oligosacarido a la Thr 3 mejora la afinidad de unién
de SM3. Taylor-Papadimitriou et al (1999) sefialaron que diversos autores encontraron
diferentes porcentajes de positividad segun el AcMo Anti-centro proteico de MUC1
empleado.

Los resultados positivos obtenidos en esta Tesis al analizar por IHQ 160 muestras de
cancer de mama con C595 y HMFG2 (58% y 61%, respectivamente) fueron superiores
al obtenido con SM3 (43%). En los casos de carcinoma ductal, al emplear C595 vy
HMFG2, el patron de reaccion fue mayormente mixto, mientras que, con SM3, fue
principalmente lineal. En las muestras procedentes de pacientes con carcinoma
lobulillar, con C595, el patrén de expresion también fue mayormente mixto; con
HMFG2 y SM3, el patron observado fue principalmente lineal.

Es posible que esta reactividad diferencial obtenida con distintos AcMo se deba a la
deteccion de diferentes glicoformas de MUC1 (Taylor-Papadimitriou et al, 1999, Croce
et al ) asi como a la reactividad propia de cada AcMo , o ambos. Brockhausen et al
(1995) afirma que el patron de glicosilacion en el carcinoma de mama es caracteristico
y los resultados mostraron estructuras basadas en el core 1, como los antigenos sialilT
y sialil Tn. Se hallé una correlacién estadisticamente significativa entre SM3 y HMFG2
y entre HMFG2 y C595. Se encontré una correlacién negativa estadisticamente
significativa entre HMFG2 y el estadio tumoral.

En muestras normales y benignas, se evidencié un patron apical con los tres AcMo

Anti-MUC1 empleados. Las muestras benignas presentaron un patron de expresion
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apical, lineal y continuo con C595 o con HMFG2, pero presentaron un bajo porcentaje
de reaccion con SM3. Las muestras normales también reaccionaron mayormente con
al menos uno de los AcMo empleados mostrando un patron apical, lineal y continuo.
La reactividad de HMFG2 con muestras normales y benignas parecié indicar que la
longitud del carbohidrato sustituido en Thr no altera la capacidad de reaccion. La
reactividad con C595 y HMFG2 tanto de muestras tumorales como de las muestras
normales y benignas parecio indicar que no existe mayormente diferencias entre ellas,
sin embargo, debe mencionarse especialmente el distinto patron de expresion presente
en las muestras malignas dado que la polarizacion de esta glicoproteina se ha perdido
completamente.

Los resultados obtenidos en la determinacién de MUC1 pueden variar, probablemente
porque los diferentes AcMo utilizados en cada método detectan diferentes glicoformas
de esta glicoproteina. CASA es un método de ELISA “sandwich” que incluye los AcMo
BC2 y BC3, ambos dirigidos contra el epitope APDTR del centro proteico de MUC1. En
cambio, otro método de deteccion de MUC1 como el CA 15-3 es una técnica de IRMA
disefiada con los AcMo 115D8, que reconoce un epitope carbohidrato (Burchell et al,
1989) y DF3 dirigido a DTRPAP del centro proteico de la glicoproteina.

En las pacientes con cancer de mama, MUC1 medido por el método de CASA se
observo elevado en el 25% de los casos, en la mayor parte de los cuales, presentaron
valores elevados. El mayor porcentaje de valores elevados se obtuvo en pacientes con
estadio IV (57%). Los niveles de MUC1 sérica no concordaron con la elevada
expresion de MUCH1 tisular en cancer de mama. Devine et al (1994) hallaron elevados
niveles de MUC1 en pacientes con carcinoma de ovario mediante este mismo método.
Los Ac libres de isotipo IgG se elevaron en el 22% de las muestras provenientes de
pacientes con cancer de mama y los IgM en el 9 % de los casos, siendo los valores

ligeramente superiores al valor de corte. Las pacientes de estadio IV son las que
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presentaron el mayor porcentaje de positivos. Kotera et al (1994) hallaron Ac libres de
tipo IgM en menos del 10% de las muestras de cancer de mama que estudiaron.

Para la determinacion de los niveles de MUC1-CIC en los casos de cancer de mama
estudiado, se emplearon métodos de ELISA con C595 y SM3 y con ambos AcMo se
encontraron porcentajes elevados de valores por encima del valor de corte tanto para
IgM como para IgG. Gourevitch et al en 1995 estudiaron 151 pacientes con cancer de
mama previo tratamiento primario y 61 con cancer de mama progresivo o recurrente de
gran tamano y encontraron MUC1-CIC en el 20% de los casos, principalmente de
isotipo IgG, lo que sugiere especificidad hacia los epitopes de MUC1.

Al analizar los resultados obtenidos a partir de las muestras de pacientes en estadio IV
no se hallé un patron unico de deteccion de MUC1 tisular en combinacion con las
determinaciones séricas de MUC1, MUC1-CIC y de Ac libres.

En determinaciones en muestras de pacientes con cancer de mama pre y post-
vacunaciéon provenientes del estudio llevado a cabo en el Memorial Sloan-Kettering
Hospital de Nueva York se obtuvieron valores mas elevados de Ac libres en las
muestras de post-vacunacién. A diferencia de esto, no se hallaron cambios en los

valores de MUC1 y MUC1-CIC obtenidos.

Como se ha mencionado previamente, MUC1 es una proteina integral de
transmembrana asociada al fenotipo metastasico, estd sobreexpresada en muchas
células de carcinoma humano. Se postula que MUC1-CT funciona en transduccién de
sefiales por interaccién con moléculas tales como Grb-2/SOS, c-src y -catenina (Wen
et al, 2003). Aunque la presencia de sitios de fosforilacion en su dominio citoplasmatico
sugiere su potencial rol como receptor, el desconocimiento de un ligando para esta

mucina ha limitado el entendimiento de su funcién (Meerzaman et al, 2000).
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Para estudiar la presencia de la cola citoplasmatica de MUC1 (CT) en muestras de
pacientes con cancer de mama se utilizé IHQ con el empleo del AcMo CT2 (Schroeder
et al, 2001). Este AcMo se desarrollé6 en hamster armenio y esta dirigido contra los
ultimos 17 aminoacidos de CT de MUC1 (SSLSYNTPAVAATSANL).

Se comprobd que, de las 98 muestras de cancer de mama estudiadas, el 93%
reaccionaron positivamente con CT2. En la mayoria de los casos, la reaccion fue
intensa. En las muestras procedentes de carcinoma ductal NOS se hallé considerable
heterogeneidad de reaccion a nivel de la localizacion celular. El 44,2% de las muestras
presentaron reaccidn positiva a nivel de membrana plasmatica. Las muestras de
carcinoma de tipo lobulillar mostraron en un 64 % reaccion positiva en un patrén mixto
y los DCIS papilares presentaron reaccion positiva principalmente a nivel de membrana
plasmatica, mientras que, en MC, el patron predominante fue citoplasmatico.

Las muestras estudiadas fueron negativas en el 22% de los casos frente al AcMo
C595, dirigido contra RPAP del centro proteico de MUC1. Se hallé una correlacion
estadisticamente significativa entre los AcMo CT2 y C595, lo que demuestra la utilidad
de la deteccién tisular de MUC1 por medio de la deteccion de su CT, ya que es
independiente de la glicosilacién, lo que no ocurre al emplear un AcMo Anti-VNTR.
Todos los controles, tanto benignos como normales mostraron reaccidn positiva con un
patron de expresion principalmente apical, lo que concuerda con la expresiéon normal
de MUC1en los epitelios.

Cuando se realiz6 el andlisis de las fracciones subcelulares, por SDS-PAGE y Western
Blot, mediante el empleo de CT2, se obtuvo una banda de reaccion muy intensa
compatible con CT en la fraccibn de membranas, si bien se evidencié esta banda en
las fracciones citoplasmaticas y nucleares, aunque con menor intensidad. Por medio de
C595 se hallaron dobles bandas entre 180-200kD, compatibles con la presencia de

MUC1, en las muestras procedentes de pacientes con cancer de mama y en las
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muestras controles. También se hallaron bandas adicionales con C595 tanto en

muestras malignas como controles.

La deteccion de células tumorales aisladas en la médula ésea de pacientes con
neoplasias de estirpe epitelial es un factor prondstico independiente para varias
entidades tales como cancer de mama, cancer colorrectal o cancer de pulmén que no
sean de células pequefias (Weihrauch et al, 2002).

A 17 pacientes con cancer de mama, ademas de extraérseles muestras del tumor
primario se les realizé puncion de médula ésea para aislar células tumorales. El 53%
de las muestras de tumores fueron positivas cuando se les realizé IHQ con tres AcMo
dirigidos contra el centro proteico de MUC1 (C595, HMFG2 y SM3). Se obtuvo un
patron de expresion lineal, citoplasmatico o mixto, no apical.

En los procesos de metastasis de tumores situados en diferentes localizaciones se han
involucrado a los antigenos carbohidratos. Consecuentemente se estudio la expresion
por IHQ de los antigenos Tn, Lewis x, s Lewis x y Lewis y. En el 29,5% de las muestras
se evidencié reaccion positiva para el hapteno Tn, mostrando una reaccion leve y
restringida a algunas areas celulares. El 59% de las muestras reaccionaron con Anti-
Lewis X, observandose principalmente una reaccion citoplasmatica, mientras que el
12% lo hizo con Anti-sLewis x con un patron mixto. El 6% mostré reacciéon positiva con
Anti-Lewis y, con una reaccion moderada en membrana y citoplasma.

En punciones de médula ésea de 7 pacientes se logré aislar células tumorales de
estirpe epitelial comprobada por la reactividad con Anti-EpCAM y con Anti-
citoqueratinas. 2 de las muestras pertenecieron al estadio |,1 al estadio Il, 1 al estadio
lll'y 3 al estadio IV. A todas estas muestras se les realiz6 ICQ para caracterizar su

expresion Antigénica.
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Todas las células aisladas expresaron MUC1 y en la mayoria, Tn, Lewis x y sLewisx.
Esporadicamente se hallo reaccion frente a Lewis y.

El control positivo para este ensayo fue realizado con células de la linea celular de
cancer de mama MCF-7 diluidas en la muestra de médula 6sea de una paciente con
anemia megaloblastica. Por medio de ICQ se determiné que las células de la linea
celular MCF-7 aisladas por el método inmunomagnético reaccionaron con los AcMo
Anti-MUC1, mientras que con KM 380 y Anti-Tn mostraron una baja reactividad.

Braun et al (1999) coutilizaron técnicas de ICQ con doble tincién para la deteccion de
citoqueratinas y EpCAM en células tumorales aisladas de médula 6sea. Sobre la base
de los datos obtenidos, concluyen que la expresion de antigenos por las células
micrometastasicas podria ser un mejor predictor de respuesta a terapias basadas en
Anticuerpos que la expresion antigénica del tumor primario relacionado.

Zhong et al (2000) por medio de un método de separaciéon inmunomagnética con Ac
Anti-MUC1 y Anti-citoqueratina 19, y posteriormente RT-PCR obtuvieron una
sensibilidad diez veces mayor que con RT-PCR de rutina. En 18 de 26 muestras de
médula Osea provenientes de pacientes con cancer de mama se detectaron
transcriptos de CK19 por este método. 14 y 13 muestras de las 26 fueron positivas por
RT-PCR o por ICQ de rutina, respectivamente (Jiang et al, 2002). En un estudio similar,
Weihrauch et al (2002) utilizaron un método de clasificacion de células por activacion
magnética (MACS) y encontraron que el 83% de 12 muestras provenientes de
pacientes con carcinoma metastasico y el 75% de 8 muestras procedentes de
pacientes sin metastasis presentaron reaccién positiva con AcMo Anti-citoqueratinas 7
y 8 en células aisladas de médula 6sea, lo que denota su estirpe epitelial.

A diferencia de los estudios citados, también se realiz6 la deteccidn sérica de MUCA1,
de MUC1-CIC y de Ac libres Anti-MUC1 en las muestras de sangre obtenidas de las

mismas pacientes al momento de la puncion de médula 6sea y previo a la cirugia del
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tumor. El nivel sérico de MUC1, detectado por CASA, fue elevado en 2 muestras
provenientes de pacientes en estadio IV. Los niveles de MUC1-CIC-IgM e IgG fueron
elevados en una sola muestra de una paciente con estadio lll. Se evidenciaron niveles
bajos de Ac libres en todas las muestras. Estos resultados muestran que no pudo
establecerse un patron comun de determinaciones séricas que se correlacione con el
aislamiento de células tumorales en médula 6sea. En cambio, se pudo establecer
correlacion significativa entre la presencia de células tumorales en médula ésea con el
estadio de la enfermedad, por un lado y, con la afectacion de ganglios linfaticos, por

otro.

En la presente Tesis se planted la hipétesis de que la glicoforma de MUC1 asociada al
embarazo y/o la lactancia, al estar hipoglicosilada (Mc Guckin et al, 1994), podria
generar una respuesta inmune humoral que protegeria contra el cancer de mama. Para
su einvestigacion, se realizaron determinaciones del antigeno circulante en sueros y la
evaluacion de la repuesta inmune humoral por medio de determinaciones de Ac libres
circulantes y de CIC. Se utilizaron sueros de mujeres normales, las cuales se
clasificaron teniendo en consideracion al embarazo y la lactancia como variables de
estudio. Al agrupar los datos, con fines estadisticos segun pertenecieran a muestras de
mujeres embarazadas 0 no embarazadas, se halld, en concordancia con Mc Guckin et
al (1994), que la concentracion sérica media de MUC1 estaba significativamente
elevada en el grupo de embarazadas respecto al de las no embarazadas. Ademas, se
detectaron diferencias significativas entre ambos grupos en las determinaciones de
MUC1-CIC-IgM detectados por ELISA con los AcMo C595 y SM3 asi como en MUC1-
CIC-IgG detectado con C595. Se utilizaron cuatro ensayos para MUC1-CIC con dos
AcMo muy estudiados contra MUC1: C595 desarrollado con células de urotelio normal

(Price et al, 1990) mientras que SM3 tiene una particular especificidad contra cancer de
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mama (Burchell et al,1987). Ambos reconocen epitopes de la region VNTR (Petrakou
et al, 1998), pero muestran una diferente reactividad, dado que MUC1-CIC-IgM
reaccionaron con ambos AcMo mientras que C595 fue también util para detectar
MUC1-CIC-IgG. Las diferencias significativas existentes entre las determinaciones del
grupo de embarazadas y el de no embarazadas estarian indicando una respuesta
inmune humoral generada hacia el antigeno MUC1 durante el embarazo. Cuando se
agruparon los datos segun las muestras pertenecieran a mujeres con lactancia (previa
o actual) versus el grupo de mujeres que no habian experimentado lactancia, no hubo
diferencias significativas en cuanto a los niveles de MUC1. Estos resultados sugieren
que la elevacién de los niveles séricos de MUC1 estaria asociada al estado de
embarazo y no al de lactancia. Al considerar la concentracion de MUC1 sérica durante
los trimestres del embarazo, se observd un incremento significativo entre el segundo y
el tercer trimestre, y mayores en puerperio, lo que coincide con los resultados hallados
por Mc Guckin et al (1994) y Richards et al (1998). Segun los primeros, la MUC1
hallada en el liquido amnidtico podria provenir de la orina fetal, de un clearance
alterado de mucinas o bien, tratarse de un producto de secrecion de la mama. Se le ha
asignado a la MUC1 un rol en la implantacion uterina interviniendo en los pasos
iniciales de la adhesion del embrion a la superficie apical del epitelio uterino (De Loia et
al, 1998). También se ha sugerido una regulacion de MUC1 inducida por la
progesterona (Hey et al,1994). En la superficie luminal uterina se hallé6 que se expresan
diferentes glicoformas de MUC1 que presentan cadenas de oligosacaridos tales como
sLe x y sLe a (Hey et al, 1996). Aplin et al (1998) observaron variaciones en la
expresion de carbohidratos en respuesta a la progesterona.

Existen diferentes ensayos para medir MUC1, entre ellos se hallan: CA 15-3, CASA,
MCA, CA549, BCM, CA 27-29. A pesar de que los AcMo empleados estén dirigidos

hacia el centro proteico de MUC1, se han encontrado diferencias en las

124



determinaciones debido a la distinta reactividad de cada AcMo utilizado y al diferente
disefio de cada ensayo (Robertson et al, 1990; Petrakou et al, 1998). En pacientes con
cancer de mama y de ovario, se ha empleado la determinacion de MUC1 como
marcador tumoral (Devine et al, 1993; Devine et al, 1994).

En un estudio, Von Mensdorff-Pouilly et al (2000) utilizaron sueros de mujeres
embarazadas, de nuliparas y de multiparas y determinaron la concentracion de MUC1
con el método CA 15-3. A diferencia de lo que se obtuvo en la presente Tesis, todas
las muestras de mujeres embarazadas dieron niveles de MUC1 por debajo del valor de
corte , mientras que el 9 % de las nuliparas y el 13 % de las mujeres sanas dieron
valores positivos.

Devine et al (1994) hallaron diferencias entre los valores de MUC1 obtenidos por CASA
(ELISA) y por CA 15-3 (IRMA) en el suero de mujeres embarazadas. La media, por el
método de CASA, fue de 33.6 veces el valor de corte; mientras que con CA 15-3, solo
fue de 0.88 veces el valor de corte. No se evidencio correlacion entre los dos métodos
empleados en los sueros de mujeres embarazadas (r=0.29, p=0.4099). Estos hallazgos
pueden deberse a la diferente especificidad de los AcMo utilizados en cada ensayo.

En 1995, Gourevitch et al, en un estudio realizado en pacientes con carcinoma de
mama y de ovario demostraron la presencia de MUC1-CIC en el 20 % de los casos,
fundamentalmente de tipo Ig G. Al realizar la determinacion de MUC1 por el método
CA 15-3, no detectaron el antigeno involucrado en el complejo inmune, pero al aislar
MUC1 de CIC hallaron elevados los niveles de CA 15-3. Para la determinacién de CIC
emplearon un método de ELISA similar al que se utilizd en esta Tesis, aunque el buffer
de bloqueo y el sistema de revelado fueron diferentes. Von Mensdorff-Pouilly et al
(1997) afirmaron que un tercio de las pacientes con carcinoma de mama y de ovario
presentan Ac contra MUC1, libres o bajo la forma de inmunocomplejos y sugirieron que

la presencia de CIC implicaria una evolucion favorable en cancer de mama si estan
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presentes al momento del diagnostico. Estos autores postularon la existencia de una
correlacion inversa entre la presencia de MUC1-CIC y la extension de la enfermedad.
Los CIC asociados al embarazo podrian corresponder a una respuesta inmune
desencadenada hacia MUC1 que resultaria protectora para el eventual desarrollo de
cancer de mama, que seria capaz de reconocer células tumorales circulantes que
expresen MUC1, permitiendo, de este modo, el rechazo del tumor o al menos
provocarian una regresion del mismo. Podria ser posible que una glicoforma especifica
pueda prevalecer en una mezcla de diferentes glicoformas en condiciones fisiologicas
particulares como el embarazo o en condiciones patolégicas como el desarrollo de
tumores y su diseminacion.

Otras evidencias avalan que la multiparidad otorga proteccién contra el cancer de
mama. Forsman et al (1984) hallaron Anticuerpos que median una citotoxicidad
dependiente de Anticuerpos contra el cancer de mama. Existen evidencias
epidemioldgicas que indican que la multiparidad protege contra el desarrollo de cancer
de mama, como muestra el trabajo de Kalache et al (1993), en el cual se observa una
menor tendencia de multiparas respecto de primiparas y nuliparas a desarrollar la
enfermedad. La hipétesis del antigeno fetal sugiere que existe una respuesta inmune
desencadenada hacia antigenos fetales que otorgaria proteccion a la madre ante la
aparicion de un tumor que exprese los mismos antigenos fetales a los que estuvo
expuesta durante el periodo del embarazo. Se ha sugerido que la MUC1 podria ser un
antigeno fetal que brindaria proteccion a través de una inmunizacioén natural (Agrawal
et al, 1996; Botelho et al, 1998).

Agrawal et al (1995,1998) describieron la existencia de células T CD4+ provenientes de
mujeres biparas, que proliferaron in vitro en respuesta a secuencias derivadas del
centro proteico de MUC1 y senalaron también que la multiparidad otorga proteccién

hacia el cancer de mama. Este grupo estudioé sueros de mujeres multiparas y hallaron
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la presencia de Ac que median citotoxicidad, no encontrandose ni en mujeres nuliparas
ni en hombres. Estos autores describieron también que MUC1 soluble inhibe la
proliferacion de células T e induce un estado de anergia reversible por IL-2. Ademas,
encontraron que las células T activadas expresan MUC1, lo que involucraria a MUCA1
en la regulacion inmune normal.

La respuesta inmune desarrollada hacia MUC1 durante el embarazo podria ser
tolerogénica. Es posible que la proteccidn provista por la paricion estuviera influenciada
por el desafio Antigénico del tumor. En estas mujeres, el desarrollo de un carcinoma
podria revertir el estado de tolerancia como una consecuencia de un switch de
Anticuerpos y/o una adecuada activacion de células T (Agrawal et al, 1996). La
presencia de MUC1-CIC-IgM en mujeres embarazadas es consistente con su potencial
rol de vigilancia inmunoldgica y podria proveer una explicaciéon para la tolerancia

inmunoldgica de MUCA1.

En esta Tesis se estudid la respuesta inmune humoral por medio de la deteccién de
CIC por un método de ELISA, como se menciond previamente, y a través de un ELISA
dirigido a detectar Ac libres Anti MUC1, para lo cual, se emple6 una técnica
ampliamente modificada a partir del método descripto por Von Mensdorff-Pouilly et al,
1998; las placas fueron incubadas con BSA y posteriormente se le agregd un péptido
sintético de 100 mer derivado del centro proteico de MUC1 junto con un derivado
sustituido de la carbodiimida que sirve de ligando entre el péptido y la BSA, una
conjugacion in situ similar a la descripta previamente por Price et al (1993) para la
determinaciéon de MUC2. La eleccién del péptido de 100 mer para este ensayo se baso
en el hecho de que este péptido largo que representa 5 repeticiones en tandem del
centro proteico de MUC1 adopta una conformacion en pB-hélice que permite la

exposicion de distintos epitopes (Adluri et al, 1999). Los valores de corte utilizados para
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este ensayo fueron calculados en base a los valores obtenidos para mujeres normales
como la media +DE, siendo de 0.227 para IgG y 0. 340 para IgM.

En concordancia con los resultados obtenidos por Von Mensdorff-Pouilly et al, se
observo que este método fue util para la deteccion de MUC1 IgM e IgG. El ensayo
utilizado por este grupo diferia en que el péptido empleado fue de 60 mer y la
conjugacion del mismo a BSA no se realiz in situ. Estudios similares realizados en
pacientes con cancer de mama, colon, pancreas, ovario y mujeres normales
permitieron detectar s6lo Ac de isotipo IgM (Kotera et al, 1994; Richards et al, 1998;
Petrarca et al, 1999). Los ensayos utilizados por ambos grupos estaban basados en la
adsorcion directa del péptido en el fondo de la placa. Kotera et al (1994) utilizaron en
sus ensayos peptidos de 60, 80 y 105 mer. Al emplear péptidos de menor longitud o
mucina pura, no detectaron Ac. La presencia de Ac libres Anti MUC1 en mujeres
normales podria indicar la existencia de una respuesta inmune humoral natural hacia
esta glicoproteina.

Se hallaron diferencias significativas entre los valores medios de Ac de tipo IgM en
muestras de mujeres embarazadas y no embarazadas, obteniéndose los valores
mayores en estas ultimas, aunque no superaron el valor correspondiente al del control
positivo. Los valores de IgM fueron superiores, en promedio, a los de IgG.

Al considerar la lactancia como variable de estudio, no se observaron diferencias
significativas entre los valores medios de IgM para las muestras provenientes de los
grupos de mujeres con lactancia y sin lactancia. Si se observo diferencia significativa
para IgG, siendo mayor la media para el grupo de mujeres que experimentaron
lactancia (previa o al momento de la extraccién de la muestra).

Durante la lactancia, MUC1 se sobreexpresa en la mama (Taylor- Papadimitriou et al,
1981), pero no se halla aumentada en circulacion. Los niveles de Anticuerpos en el

grupo de muestras de mujeres en periodo de lactancia al momento de la obtenciéon de
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la muestra fueron los mas elevados y se observé que en 6 de 27 casos superaron el
valor del control positivo para los Ac de tipo IgM. Seria de esperar que este grupo de
mujeres presentara una menor incidencia de cancer de mama respecto de las que
poseen niveles de Ac Anti-MUC1 mas bajos.

Durante los trimestres de embarazo, IgM e IgG mostraron una tendencia decreciente,
alcanzando los valores mas bajos en el puerperio, seguido de un rapido incremento. Si
bien el aumento de MUC1 entre los trimestres de embarazo y con el puerperio,
mostraba diferencias significativas, no fue asi con los niveles de Ac libres, tanto IgM
como IgG. Se hallé una correlacion negativa entre MUC1 e IgM y MUC1 e IgG durante
el tercer trimestre y en el puerperio.

Por ensayos de inhibicion se determiné la especificidad de los Ac hacia el péptido de
100 mer derivado de MUC1. Se incubaron las muestras de las pacientes vacunadas en
el Memorial Sloan Kettering Cancer Center y las de las mujeres normales con el
péptido de 100 mer y se evidencié una inhibicién de los Ac al realizar el ensayo de
ELISA. Se necesitdé una mayor concentracion del péptido para inhibir los Ac naturales
de las muestras de mujeres normales.

Se realizd otro ensayo con muestras que presentaban elevados niveles de Ac IgM e
IgG con el método de ELISA previamente descripto y se enfrentaron a células de la
linea celular de cancer de pulmon A549, utilizando un ELISA con células en
suspension. Esta linea celular expresa elevados niveles de MUC1. Los epitopes
reconocidos por los Ac son aun inciertos, aunque se comprobd la reactividad del AcMo
HMFG1 con las células. Hubo correlacién de los valores de Ig obtenidos por ambos
métodos.

Miles et al en1999 y Gileswski et al en 2000 han utilizado a la MUC1, la mejor
caracterizada de las mucinas de superficie celular tumorales (Burchell,1987), como

base para diferentes protocolos de vacunacion. Se han empleado diferentes péptidos y
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glicopéptidos derivados de esta glicoproteina con distintos adyuvantes con el fin de
lograr una inmunoterapia Antitumoral efectiva (Von Mensdorff-Pouilly et al, 2000).

Los niveles de Ac especificos luego de la vacunacion son elevados, pero ejercen un
efecto limitado contra el tumor primario, aunque podrian ser efectivos en la
erradicaciéon de células tumorales simples o de émbolos de células tumorales
circulantes (Zhang et al, 1998).

Las muestras de mujeres no embarazadas presentaron los niveles mas elevados de Ac
Anti-MUC1 en relacion a los otros grupos de mujeres, pero los valores séricos
obtenidos fueron menores que el nivel de Ac de las muestras post-vacunacion.

Las diferencias entre la respuesta inmune natural y la inducida a través de la
vacunacion esta asociada a factores tales como la relacion de epitopes, el método de
conjugacion a adyuvantes y la naturaleza Antigénica de las moléculas, que influyen en
la inmunogenicidad (Ragupathi et al, 1999).

Es interesante remarcar que los Anticuerpos naturales Anti- MUC1 pueden reconocer
moléculas glicosiladas, como asi también la region peptidica de la MUCA1.

Al considerar el embarazo como variable, se obtuvieron Ac de isotipos IgM e 1gG; en el
caso de la variable lactancia, sélo se observo la presencia de Ac de isotipo IgG en el
grupo de mujeres que experimentaron lactancia. Es posible que estos ultimos Ac estén
involucrados en una respuesta Anti-carbohidratos.

Es de esperar que los avances logrados en el campo de las investigaciones sobre
MUCH1 y la respuesta inmune inducida por esta glicoproteina signifiquen un aporte para
el desarrollo de una eficiente inmunoterapia que resulte efectiva para la prevencién y el

tratamiento del cancer de mama.
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CONCLUSIONES

MUC1 esta altamente expresada en el cancer de mama. Esta glicoproteina fue
detectada tanto en especimenes de tejido como en muestras de suero; los
estudios inmunohistoquimicos realizados sobre tumores malignos mamarios
determinaron que mas del 70% de las muestras expresaron MUC1 detectadas
por los diferentes anticuerpos monoclonales reactivos con el centro proteico de
la fraccion extramembranosa de MUC1. El patrén, la intensidad y la extension
de la reaccion positiva no varia de acuerdo al subtipo histopatologico de cancer
de mama ni al estadio de la enfermedad. Estos estudios contribuirian a la
deteccion de diferentes glicoformas de MUC1. Por otra parte, no se hall6é
correlacion entre los niveles de expresion tisular y los niveles séricos.

Mediante el empleo de wun anticuerpo monoclonal contra la cola
intracitoplasmatica de MUC1, las muestras de tumores malignos fueron positivas
en un porcentaje mayor al 90%. Por este motivo, podemos concluir que la
deteccion de la cola intracitoplasmica de MUC1 (MUC1-CT) podria constituir un
mejor indicador de la produccion de esta mucina porque no depende de la
glicosilacion ni es liberada al medio extracelular. El patron, la intensidad y la
extensién de la reaccidn positiva tampoco varian de acuerdo al subtipo
histopatolégico de cancer de mama ni al estadio de la enfermedad.

Se midieron los niveles séricos de MUC1 en pacientes con cancer de mama
hallandose niveles mas elevados en los estadios mas avanzados de la
enfermedad.

En mujeres sin enfermedad, se encontraron valores elevados de MUC1 en

embarazadas respecto del grupo de no embarazadas, mientras que no se
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hallaron diferencias entre las mujeres con lactancia respecto del grupo sin
lactancia. Se detectd un gran aumento en MUC1 desde el segundo trimestre
alcanzando el valor maximo durante la primera semana del puerperio.

En las mismas muestras de mujeres sanas se estudio la respuesta inmune
humoral mediante la medicion de anticuerpos anti-MUC1 libres vy
acomplejados. Se detectdé un aumento moderado de los niveles de MUC1-CIC
con el progreso del embarazo. Asimismo, se demostraron elevados niveles de
anticuerpos libres anti-MUC1 de tipo IgM e IgG en mujeres no embarazadas
versus embarazadas y de IgG en mujeres con lactancia respecto de las que
carecian de ella; estos anticuerpos reaccionaron con el centro proteico de la
mucina y podrian reducir el riesgo de padecer cancer de mama. No se hallaron
diferencias en los niveles de IgM e IgG anti-MUC1 libres entre los trimestres
del embarazo. Por otra parte, se hallé6 un aumento de los niveles de MUC1-CIC
durante el embarazo. Se concluye que los niveles séricos de MUC1 y MUC1-
CIC son aparentemente inducidos por el embarazo y no parecen estar
asociados con la lactancia.

MUC1 puede circular unida a IgG o IgM formando complejos inmunes
circulantes (CIC); en consecuencia, una determinacion completa de la mucina
deberia incluir las formas libre y acomplejada de los anticuerpos anti-MUC1.

La expresion de antigenos carbohidratos es superior en células neoplasicas
aisladas de la médula ésea (MO) comparado con el tumor original. Es probable
que el patréon de expresidon observado en células metastasicas pueda favorecer
el “homing” y la supervivencia de las células en MO. Sin embargo, se hallé una
correlacion negativa entre la presencia de células malignas en la MO versus la
respuesta inmune humoral hacia MUC1 estudiada. Los epitopes carbohidratos

estudiados son, usualmente, cripticos en tejidos sanos y aumentan en tejidos
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tumorales como resultado de la glicosilacion aberrante. La alta incidencia de
invasion y metastasis de los carcinomas hace necesario proseguir con el estudio

de los epitopes carbohidratos, ya que podrian ser blanco de inmunoterapia.
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