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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte en mujeres mexicanas, aungque
existen programas de prevencion, la incidencia y nuevos casos van en aumento. Galectina-4 (Gal-
4) es una proteina que presenta una expresion alterada en diferentes tipos de céancer, estos
cambios se han asociado a recurrencia temprana y metastasis lo que conlleva a un mal prondstico.
En el CaCu, no se ha estudiado la Gal-4. El objetivo del estudio fue determinar el nivel de
expresion y localizacion subcelular de Gal-4 en tejido CaCu y la concentracién en suero de

pacientes con CaCu. Asi como caracterizar la expresion de Gal-4 en lineas celulares cervicales.

La determinacion de Gal-4 sérica se realizd con un ELISA. Para evaluar la expresion en tejido
cervical, se realizé tincion inmunohistoquimica. Para analizar los niveles de expresion del gen
LGALS4 en las lineas celulares se realizé un PCR en tiempo real, para la identificacion de la

proteina Gal-4 se realizaron ensayos de Western Blot e inmunocitoguimica.

Los resultados mostraron que la concentracion de Gal-4 en el suero de pacientes con CaCu era
mayor (647.9 pg/ml) que en el suero de mujeres con citologia normal (382.1 pg/ml). Por otro
lado, el andlisis inmunohistoquimico de las muestras de CaCu mostré una mayor expresion de la
proteina en los tumores queratinizantes con respecto a los no queratinizantes y una tendencia de
mayor expresion en los tumores de pacientes con estadio clinico avanzado. Con respecto a su
localizacion celular, en tejido cervical normal, la Gal-4 se detect6 en el citoplasma, y en las
células tumorales de carcinoma escamoso y adenocarcinoma, la presencia de Gal-4 se detectd
tanto en el citoplasma como en el nicleo. El aumento de la concentracion séricay la localizacion
diferente en las células tumorales sugieren un posible papel de la Gal-4 en el desarrollo de CaCu.
Mediante un analisis ROC se determind que Gal-4 sérica es un prometedor biomarcador para

diagndstico.

La linea celular SiHa fue la que presentd mayor expresion respecto a los controles HaCat y Jurkat.
La proteina fue detectada en la linea celular SiHa, el analisis inmunocitoquimico mostr6 que la
mayor expresion de Gal-4 se localiza en el ncleo a comparacion de las células control HaCat
que expresan principalmente en el citoplasma. Este cambio de localizacién podria asociarse con

caracteristicas mas agresivas, aunque seran necesarios estudios funcionales.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the second leading cause of death in Mexican women, although there are
prevention programs, the incidence and new cases are increasing. Galectin-4 (Gal-4) is a protein with
altered expression in different types of cancer. These changes have been associated with early

recurrence and metastasis, which result in poor prognosis.

Gal-4 has not been studied in CC. The objective of this study was to determine the levels of expression
and subcellular localization of Gal-4 in tissue and serum levels of patients with CC. As well as

characterizing the Gal-4 expression in cervical cell lines.

The determination of Gal-4 in serum was made with ELISA. To evaluate the expression in cervical
tissue, an immunohistochemical staining was performed. To analyze the expression levels of LGALS4
gene in cell lines, a real time PCR was performed. To identify the Gal-4 protein Western Blot and

immunocytochemistry assays were performed.

The results showed that the serum Gal-4 concentration of patients with CC was higher (647.9 pg/ml)
than that in the serum of women with normal cytology (382.1 pg/ml). The immunohistochemical
analysis of the CC samples showed a higher expression of the protein in keratinizing tumors compared
to non-keratinizing tumors and a trend of higher expression in tumors from patients with advanced
clinical stage. About the Gal-4 cellular localization in CC samples, it was detected in the cytoplasm
in normal tissues, while in tumor cells of squamous carcinoma and adenocarcinoma, Gal-4 was
detected both in the cytoplasm and nucleus. A ROC analysis of serum Gal-4 showed that it is a
promising diagnostic biomarker. The increased levels and the different localization in tumoral cells

suggest a possible role of Gal-4 in CC development.

The SiHa cell line had the highest expression compared to the HaCat and Jurkat controls. The protein
expression was detected in SiHa, the immunochemistry showed that the highest Gal-4 expression is
in the nucleus compared to HaCat cells, where it was found mainly in the cytoplasm. This localization
change could be associated with more aggressive characteristics, although functional studies will be

necessary.



1. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCu) es una alteracion celular que se origina en el epitelio del
cérvix gue se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras de lenta y progresiva
evolucion, las cuales progresan a un cancer in situ o un cancer invasor en donde las células
con transformacion maligna traspasan la membrana basal. EI CaCu es considerado un
problema de salud publica que se presenta principalmente en la poblacion de nivel
socioecondémico bajo y en paises con bajos ingresos. Existen varios programas de deteccion
de la enfermedad pre-invasora, sin embargo, los diagndsticos por lo general se realizan

cuando el estadio esta avanzado y por lo tanto deriva a un mal pronéstico.

1.1.Epidemiologia del cancer cervicouterino

El CaCu es el cuarto tipo mas comun en la poblacion femenina a nivel mundial, en 2018 se

estimaron mas de 570,000 casos y 311,000 muertes [1, 2].
Estimated number of cases cervix uteri, ages 0-74
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Figura 1. Estimacion de incidencia, mortalidad y prevalencia del CaCu en paises de Latinoamérica y el
Caribe. México se posiciona en el segundo lugar de incidencia, mortalidad y prevalencia en la poblacion

femenina de 0 a 74 afios [3].



En los paises de Latinoamérica y el Caribe, México ocupa el segundo lugar en incidencia,

mortalidad y prevalencia, superado por Brasil que se sitta en el primero [3] (Figura 1).

En México el CaCu se encuentra en el segundo lugar de incidencia, mortalidad y prevalencia,
[3, 4]. En 2018 se estimo una incidencia de 57 000 casos, 26 000 muertes y una prevalencia
de 42,000 (Figura 2) que representa una tasa de incidencia estandarizada por edad de 22.6 y

una tasa estandarizada por edad de 10.5 casos (por cada 100,000 por afio) [3].

Estimated number of cases Mexico, Latin America and the Caribbean, females, ages 0-74
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Figura 2. Estimacién de incidencia, mortalidad y prevalencia por CaCu en paises de Latinoamérica y el
Caribe. En México el CaCu se posiciona en el segundo lugar de incidencia, mortalidad y prevalencia en la

poblacion femenina. [3].

En el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en el afio 2000 se reportd una tasa de
mortalidad por CaCu de 13.3 muertes por 100, 000, en 2011 de 5.3 por cada 100, 000 mujeres
[5] y en 2018 la tasa de mortalidad fue de 4.4 por cada 100, 000 mujeres [6]. La disminucion
de los casos en los ultimos afios, es atribuida a los programas de prevencién y deteccién

temprana, el IMSS invierte mas de 75,787 millones de pesos para la deteccion y tratamiento



de CaCu [6]. Los datos estadisticos mostrados, indican que el CaCu es un problema de salud
publica en México y que debe atenderse por los sistemas de salud, ademéas debe fomentar la
investigacion bésica y clinica, a fin de que se implementen nuevas estrategias para la

deteccidn temprana y seguimiento de la respuesta a tratamiento.

1.2.Factores de riesgo

El desarrollo de CaCu estd asociado al estatus socioecondémico, el 85% de los casos se
presenta en los paises con bajos ingresos [7] y con un indice de desarrollo humano bajo (HDI,
Human Development Index) [1]. La incidencia mas alta se encuentra en América Central y
del Sur, Asia y Africa [7]. Otros factores que se han vinculado con el desarrollo de CaCu son
las infecciones persistentes por algunos genotipos de VPH, el comportamiento sexual que
estd relacionado con el nimero de parejas sexuales, el nimero de partos, el uso de
anticonceptivos, las infecciones vaginales como la clamidiay herpes, el tabaquismo, el estado
del sistema inmunoldgico, la infeccion por VIH y el consumo de dietilestilbestrol (DES) [8].

A continuacion, se describen algunos de estos factores de riesgo.

1.2.1. Infeccionesy cancer cervicouterino

Algunas de las infecciones que se transmiten por contacto sexual se han clasificado como
factores de riesgo para desarrollar CaCu como la clamidia, el herpes y el VPH. Estas
infecciones modifican la estructura epitelial y la respuesta del sistema inmunoldgico,
predisponiendo a que las pacientes desarrollen CaCu, ademas algunas co-infecciones con

VPH se encuentran presentes.

1.2.1.1.  Infecciones vaginales y cdncer cervicouterino

La clamidia es una patologia causada por la bacteria Chlamydia trachomatis, frecuentemente
es asintomatica, esta infeccion ocasiona cervicitis, hipertrofia e inflamacion prolongada, esto
predispone a que otras patdgenos como el VPH infecten el epitelio, debido al dafio en la

integridad del epitelio de la zona de transformacién [9, 10].



La infeccion de C. trachomatis se ha identificado como un factor de riesgo para desarrollar
CaCu [10, 11], mujeres con infecciones de C. trachomatis presentaron un mayor riesgo de
desarrollar carcinoma de células escamosas cervicales, aunque para adenocarcinoma el
riesgo fue menor [10, 11]. Las pacientes que presentan infeccidn por C. trachomatis y que
son positivas a VPH-16 tienen un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad respecto a los
controles [10]. Se desconoce el mecanismo bioldgico por el que esta bacteria incrementa el
riesgo de desarrollar CaCu, pero uno probable, es la produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROs), el incremento de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento,
disminucion de la inmunidad celular, que en conjunto ocasionan dafios al ADN vy alteran la

reparacion del mismo [11].

El herpes es ocasionado por la infeccion con el virus del herpes simple (VHS), este virus se
ha asociado al desarrollo de CaCu[12], ademas se encontro que la carga viral del VHS-2
incremento desde la cervicitis (inflamacion del cuello uterino) hasta las lesiones y carcinoma
de células escamosas (CCE) y adenocarcinoma (AC) [13]. La co-infeccion de VHS-2 'y VPH
podria tener una asociacion con el desarrollo de CaCu [14], este tipo de infeccidn es ain
controvertida, ya que algunos autores no han encontrado el virus en muestras de CaCu[15],

sin embargo, esto puede atribuirse al método de deteccion utilizado [16].

1.2.1.2. Infecciones persistentes de VPH y el cdncer cervicouterino

El VPH es el principal agente etiologico del CaCu, del 95 al 99 % de los casos de céncer
presentan infecciones persistentes por VPH oncogénicos [17-20]. Los VPH son capaces de
infectar tejido cutdneo o mucosas, aproximadamente 40 genotipos tienen tropismo por
mucosas anogenitales [21]. Estos virus se clasifican de acuerdo con su capacidad oncogeénica
en genotipos de alto y bajo riesgo [22]. A nivel mundial los VPH de alto y bajo riesgo con
mayor prevalencia son -16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -56 y -58 [22, 23] y -6, -11,
-40, -42, -43, -44, -54, -61, -70, -72, -81 y -CP6108 [22] respectivamente.

Se estima que aproximadamente el 40% de las mujeres tienen al menos una infeccion anual,
esta infeccion puede tener una duracion de 8-10 meses, alrededor del 90% de las mujeres
infectadas es capaz de resolver la infeccion por si misma [24], mientras que el 10 % restante

presentan infecciones persistentes. La prevalencia de VPH de alto riesgo es un factor



determinante para la progresion, mantenimiento y desarrollo de lesiones premalignas y
finalmente CaCu [25].

Con respecto a la poblacién mexicana, varios autores han reportado que los VPH de alto
riesgo que estan presentes en pacientes con CaCu son el -16, -18, -51 y el -45 [26-29],
mientras que los VPH de bajo riesgo -6 y -11 estan presentes en verrugas genitales y lesiones
de bajo grado [26, 28], la prevalencia de estos genotipos depende de la ubicacion geografica

de la poblacién y el método de deteccion.

Actualmente el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, por sus siglas
en inglés) y la Organizacion Mundial de la Salud han propuesto que la vacunacién contra
VPH es un mecanismo sumatorio de prevencion para el desarrollo de CaCu, pero con las
discrepancias respecto a la identificacion de los genotipos mas prevalentes en la poblacién
mexicana [30], se sugiere que se desarrollen vacunas de acuerdo a los genotipos de VPH méas
prevalentes en la poblacion en la que se aplicaran, ya que existen algunos genotipos que no

Se encuentran presentes en las vacunas actuales.

1.2.2. Comportamiento sexual y cancer cervicouterino

El inicio de una vida sexual a temprana edad es un factor importante que contribuye al
desarrollo de CaCu [24, 31], debido al mayor tiempo de exposicion a infecciones por VPH y
a que durante la adolescencia existe una inmadurez del tejido cervical, donde la lamina basal
de la zona de transformaciébn se encuentra en constante  exposicion
[32].[32][32][32][32][32][32] Mujeres con una inicio de la vida sexual < 16 afios tiene un
riesgo de 2.3 - 2.5 veces mayor de presentar carcinoma invasivo comparado con las que
iniciaron su vida sexual de los 17 a los 20 afios (1.5 — 2.1 veces) [31]. Por otra parte, los
embarazos a una edad temprana también representan un riesgo mayor para desarrollar CaCu,

debido a los cambios fisicos como la exposicion a hormonas esteroideas del embarazo [31].

El inicio de relaciones a temprana edad es un factor de riesgo importante ya que durante la
adolescencia existe una inmadurez del tejido cervical, por lo que la capa basal de la zona de

transformacion se encuentra en constante exposicion [32].



1.2.3. Uso de anticonceptivos orales y el riesgo de desarrollar cancer cervicouterino

Las mujeres que usan anticonceptivos orales tienen un mayor riesgo de desarrollar lesiones
de alto grado [33] y una mayor probabilidad de desarrollar CaCu [31], reportandose un riesgo
de 1.29 y 2.54 veces mayor riesgo de padecer carcinoma invasivo e in situ respetivamente
[34]. Con un mayor tiempo de exposicién a los anticonceptivos orales se incrementa el riesgo
de desarrollar esta patologia [35]. Por otro lado, las pacientes que ademas presentan
infecciones con VPH tienen un incremento del 2.82 veces mayor que las que no usaron

anticonceptivos [34].
1.2.4. Tabaquismo y cancer cervicouterino

El desarrollo de CaCu se asocié con el uso de tabaco, fumar se considera un factor de riesgo
independiente [36]. Las mujeres que fuman tienen un riesgo significativamente mayor de
desarrollar carcinoma de células escamosas [37, 38] y el riesgo incrementa ain mas con la
cantidad de cigarrillos que fuman por dia y con un inicio a una edad méas temprana [39].
Ademaés, también se considera como un factor de riesgo para desarrollar lesiones de alto

grado, carcinoma in situ, pero no para adenocarcinoma [40].

Respecto a las infecciones por VPH se determind que las mujeres fumadoras requieren de un
tiempo menor para desarrollar lesiones y cancer, esto sugiere que el VPH y la duracion del
tabaquismo tienen una interaccion sinérgica [40], las mujeres fumadoras positivas a VPH
16/18 presentan un mayor riesgo de desarrollar CEE [36]. Se ha encontrado nicotina en la
mucosa cervical de mujeres fumadoras [36], los quimicos presentes en el tabaco ocasionan

dafos en el ADN de las células epiteliales cervicales.

1.3.Anatomia del cuello uterino

El conocimiento de la anatomia del cuello uterino y de los tipos epiteliales que lo conforman
es importante para el adecuado proceso de toma de muestra y el diagnéstico clinico, por lo

gue a continuacion describimos generalidades de estos dos aspectos.



El cuello uterino o cérvix se localiza en la parte mas baja del utero, estéd dividido desde la
parte superior por la unién fibromuscular, el orificio interno separa el cuello uterino del
cuerpo muscular (utero) [41], conecta el Utero con la vagina, tiene forma cilindrica de
aproximadamente 3-4 cm de longitud y 2.5 cm de diametro (Figura 3). Durante la vida de
una mujer ocurren cambios de tamafio y forma, relacionados con la edad, paridad y estado
hormonal [42]. El cérvix se mantiene en su posicion debido al sostén de los ligamentos
uterosacral y lateral, estos consisten en tejido fibroso y musculo liso, contiene en su interior
nervios, vasos sanguineos y linfaticos [41]. Por debajo del epitelio cervical se encuentra el
estroma que se compone principalmente de tejido elastico con una menor porcion de musculo

liso, ademas tiene suministros vasculares, linfaticos y nerviosos [41, 42].
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Figura 3. Anatomia del aparato reproductor femenino. Se divide principalmente en tres partes, Utero, cérvix y
vagina. El cérvix esta conformado por endocérvix y exocérvix, en la parte superior esta delimitado por el
orificio interno que conecta con el Utero y en la parte inferior con el orificio externo conectando con la

vagina. Creado con BioRender.com.

Anatomicamente el cuello uterino se divide en endocérvix y ectocérvix. El endocervix es una
cavidad luminal recubierta de epitelio columnar que sirve de pasaje entre el orificio externo
e interno; el orificio interno o isthmus es el limite superior donde se marca la transicion del
endocérvix a endometrio (en la cavidad uterina), el canal tiene una forma fusiforme de 7 a 8

mm en su parte mas ancha en mujeres en edad reproductiva. En el orificio externo se localiza



el ectocérvix que se recubre de epitelio escamoso estratificado no queratinizante y continta
hasta la vagina, esta zona es visible durante la revision con espéculo. La union escamo-
columnar (UEC) se localiza en el orificio externo donde se unen el endo y ectocérvix, en esta
unién se encuentra la zona de transformacion (ZT) en donde se desarrollan la mayoria de los

cambios asociados al desarrollo de CaCu [41, 42].

1.3.1. Tipos epiteliales del cuello uterino
1.3.1.1.  Epitelio columnar

La mucosa endocervical normal consiste en tubulos y criptas productoras de moco, éstas
estan recubiertas de epitelio columnar (también denominado epitelio glandular), se dispone
como una sola lamina ordenada de células epiteliales altas y columnares cercanas a la
membrana basal, debido a que comprende una sola fila de células es mas corta en altura
respecto al epitelio escamoso (Figura 4). En la fase proliferativa temprana los nucleos se
encuentran ordenados hacia la membrana basal y en la fase proliferativa tardia el citoplasma
contiene abundante moco (que sirve de lubricacion para el cérvix y vagina). Por debajo de
las células columnares se encuentra una ld&mina simple de células columnares de reserva 'y a
simple vista es de apariencia rojiza debido a una mayor permeacién vascular [42]. La parte
superior del cuello uterino esta fusionado con el tejido endometrial en el cuerpo del utero y
la parte inferior se une al epitelio escamoso en la UEC. El canal endocervical no tiene una
superficie plana, sino que forma pliegues longitudinales hacia la luz del canal, criptas (a
menudo nombradas glandulas endocervicales) que pueden tener una longitud de 5-6 mm [42-
44]. El crecimiento excesivo del epitelio columnar puede verse como una masa rojiza que
sobresale del orificio externo en una examinacion visual del cérvix. Este tipo de epitelio no

produce glucogeno, por lo que no se tifie con yodo [43].
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Figura 4. Epitelio escamoso, columnar y union escamocolumnar. Creado con BioRender.com.

1.3.1.2. Epitelio escamoso estratificado

El ectocérvix esta recubierto de epitelio escamoso estratificado no queratinizante bien
diferenciado, tiene entre 15-20 capas de células es de color rosa palido cuando se observa en
una examinacion visual. Este epitelio estd organizado desde una membrana basal que son
células redondeadas con nucleos grandes y poco citoplasma, esta membrana separa el epitelio
del estroma. El proceso de diferenciacién comienza en la lamina basal, donde las células se
dividen y forman las laminas parabasales, intermedias y superficiales, la diferenciacion esta
acompariada de un incremento de citoplasma y reduccién del tamafio de nucleo. Las células
de la lamina intermedia y superficial tienen abundante glucogeno, el cual es facilmente tefiido
por yodo dando una coloracién marrén o caoba. En mujeres postmenopausicas las células de
la lamina parabasal no maduran, en consecuencia, el epitelio escamoso es delgado y atrofico,

se vuelve pélido y fragil, por lo que es propenso a traumatismos [42, 44].

1.3.2. Unidn escamo-columnar

La UEC se observa como un escalon bien trazado que se encuentra entre el endo y ectocérvix
(Figura 4), y su localizacién varia dependiendo de la edad, estado hormonal, afecciones o
embarazo [41]. Durante la infancia y antes de la primera menarquia se encuentra muy cerca
del orificio externo del cuello uterino, durante la pubertad y periodo reproductivo los 6rganos
sexuales crecen debido a la presencia de estrégeno, el cérvix se agranda y el canal se enlonga,

esto en ocasiones produce la eversion del epitelio columnar hacia el ectocérvix, lo que se



conoce como ectropion; erréneamente llamado erosion o Glcera [42]. EI moco de las células
columnares es destruido cuando el epitelio columnar sufre eversion hacia el ambiente &cido
de la vagina, entonces el epitelio es remplazado por epitelio escamoso metaplasico. La

metaplasia se refiere al cambio o remplazo de un epitelio por otro [45].

Durante la vida de una mujer, desde la edad reproductiva hasta la perimenopausia la
ubicacion de la unién escamo columnar se “mueve” del ectocérvix hacia el orificio externo,
como consecuencia de la formacion de nuevo tejido escamoso metaplasico en las zonas
expuestas de epitelio columnar. La formacion de epitelio escamoso metaplasico inmaduro
evoluciona hasta un epitelio escamoso metaplasico maduro, este es muy similar al epitelio
escamoso estratificado original. El desarrollo del epitelio metaplasico inmaduro puede tener
dos caminos, el primero de ellos es cuando se forma el epitelio metaplasico maduro que
produce glucdgeno, esto sucede en la mayoria de las mujeres, sin embargo, en una minoria
de mujeres el epitelio metaplasico inmaduro puede evolucionar a una displasia (epitelio que
muestra células atipicas con anomalias en nucleo y citoplasma), estos cambios pueden estar
asociados a infecciones con algin genotipo de VPH. El crecimiento desmedido puede
conducir a la formacién de un epitelio displasico e incluso encaminarse a un cancer invasor
[44, 45].

La zona de transformacion (ZT) se conoce como la porcion del cuello uterino en donde se
remplazé o se esta remplazando el epitelio columnar por escamoso metaplasico. Es
importante reconocer la importancia de la zona de transformacion ya que aqui es donde se
desarrolla la mayoria de las displasias o lesiones premalignas [44]. La deteccion temprana es

el primer paso para la prevencién del desarrollo de CaCu.

1.4.Deteccion temprana de cancer cervicouterino

Las células en la zona de transformacion cambian gradualmente, cuando el tejido escamoso
metaplasico inmaduro presenta caracteristicas atipicas como cambios en la proporcion
nucleo-citoplasma y un crecimiento (proliferacion) descontrolado, esto permite la formacion

de displasias, neoplasias o lesiones premalignas que pueden evolucionar a carcinoma in situ
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y al cabo de varios afios a CaCu. Estos cambios graduales permiten la deteccidn oportuna

mediante citologias cervicales (Papanicolau) y colposcopias.

1.4.1. Deteccion y tratamiento de las lesiones premalignas

La citologia cervical es la prueba estandar para la deteccion de displasias o lesiones
premalignas y CaCu. El Papanicolaou (Pap) es una prueba de analisis citologico, que con una
adecuada toma de muestra se pueden detectar anomalias celulares tanto en el endo y
ectocérvix. A pesar de ser una prueba de bajo costo y facil procesamiento presenta resultados
falsos negativos o falsos positivos, de un 50 a 60% de estos resultados es debido a una toma

de muestra inadecuada [46, 47].

El término de carcinoma y adenocarcinoma in situ fue definido por Broders en 1932, lo
describié como zonas en el epitelio en donde las células cancerigenas no han invadido el
estroma ni estructuras linfaticas y se encuentra ain delimitado por la membrana basal y puede
avanzar a un carcinoma invasor [48, 49]. Después fue necesario diferenciar la atipia cervical
que se encontraba entre un epitelio con caracteristicas normales y el carcinoma in situ.
Reagan en la década de los cincuenta las denomind displasias que categorizo en tres grupos:
leve, moderada y severa [45, 50], se observd que algunos casos de displasia podian
retroceder, persistian o progresaban a carcinoma in situ, proceso en el que los cambios del
epitelio son continuos y evolutivos, por lo que en 1967 Richart determind una nueva
clasificacion, la cual tomaba en cuenta estos cambios, las neoplasias intraepiteliales
cervicales (NIC) se agruparon en tres grados NIC 1, 2 y 3, las NIC 1 correspondian a las
displasias leves, NIC 2 a las displasias moderadas y las NIC 3 a las displasias severas y
carcinoma in situ [45, 51, 52]. Afios después se comenzaron a describir més alteraciones que
incluian células coilociticas y condilomas asociados a infecciones por el VPH y en 1990 para
incluir estos nuevos hallazgos se reformul6 la terminologia de las neoplasias intraepiteliales
cervicales NIC de bajo grado: células coilociticas y NIC 1, y NIC de alto grado: NIC 2, NIC
3y carcinoma in situ [45, 53]. Fue necesario unificar las pruebas de laboratorio y la forma
en que se reportaban los resultados de las citologicas cervicales. En diciembre de 1988 el
National Cancer Institute (NCI) formulo la primera version el Sistema Bethesda, este se

fundamentd en tres principios basicos para la terminologia que debia ser (1) clinicamente
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relevante, (2) razonablemente reproducible y flexible y (3) que refleje la compresion mas

actual de neoplasia cervical [46].

Por primera vez para las lesiones escamosas se introdujeron dos términos nuevos las lesiones
escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG), que incluye infeccion por VPH / displasia
leve /NIC 1y las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG), incluye displasia
moderaday grave / carcinoma in situ/ NIC 2 y NIC 3. Para las “atipias” de células escamosas:
atipicas de significado indeterminado (ASC-US, por sus siglas en inglés) y en las que no se
puede excluir LEIAG (ASC-H, por sus siglas en inglés) [54-56].

Para las células glandulares se us6 una terminologia diferente debido a la naturaleza del
tejido, el adenocarcinoma endocervical in situ, adenocarcinoma: endocervical, endometrial,
extrauterino y NOS (not otherwise specified), para las “atipias” se clasifica como células
glandulares atipicas (AGC, por sus siglas en inglés) y las células glandulares atipicas que
favorecen la neoplasia. La “atipia” fue definida para los casos en que las caracteristicas
citoldgicas no eran suficientes para clasificarlas como lesiones [54-56]. La correlacion entre

los diferentes sistemas y terminologia de lesiones premalignas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Equivalencia de terminologia entre displasia, NIC y el Sistema Bethesda

NIC modificada

NIC Sistema Bethesda
(1953) DISPLASIA
(1967) (2014)
(1990)
Negativo para lesién intraepitelial o
malignidad
Normal Normal Normal Cambios celulares benignos
(infeccidn o reparacion)
ASCUS/AGC
Atipia coilocitica,
Atipia condiloma plano, sin NIC de bajo grado LEIBG
cambios epiteliales
Displasia leve NIC 1 NIC de bajo grado LEIBG
Displasia moderada NIC 2 NIC de alto grado LEIAG
Displasia severa NIC 3 NIC de alto grado LEIAG
Carcinoma in situ NIC 3 NIC de alto grado LEIAG
Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor
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NIC: neoplasia intraepitelial cervical, LEIBG: lesién escamoso intraepitelial de bajo grado, LEIAG: lesién
escamosa intraepitelial de alto grado. ASCUS: atipia de células escamosas de significado indeterminado,

AGC atipia de células glandulares de significado indeterminado

La prevencion del CaCu se lleva a cabo a través de la citologia cervical, las pruebas

moleculares que permiten la identificacion del VPH y la vacunacion profiléctica [46].

La colposcopia es un método para examinar el cuello uterino, es un método complementario
para la deteccion de CaCu y rutinariamente esta prueba es solicitada cuando existe una
LEIBG o LEIAG en el reporte citoldgico [57].

En México existe la Norma Oficial NOM-014-SSA2-1994 Para la prevencion, deteccion,
diagndstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiolégica del cancer cérvicouterino, en
esta norma se ha establecido el protocolo que sirve de guia para que el médico determine el

tratamiento a seguir con base en el resultado el reporte de la citologia cervical.

En México la prueba de Papanicolaou es la principal herramienta para la deteccion de
lesiones premalignas y CaCu (IMSS 2011, Granados-Garcia, Flores et al. 2014). Desde 2013
se han realizado entre 2.7 y 3 millones de pruebas de Papanicolau de primera vez cada afio
(IMSS 2019), sin embargo, los falsos negativos resultan en altos costos de tratamiento al no
detectar a las mujeres con lesiones precursoras y cancer (Granados-Garcia, Flores et al.
2014).

1.5.Diagnostico clinico y estadificacion de cancer cervicouterino

El diagnostico de cancer se realiza tomando una biopsia, mediante esta se determinan las
caracteristicas histologicas del tumor y posteriormente el oncologo evalia el reporte
patoldgico y caracteristicas clinicas de las pacientes para determinar el estadio en el que se
encuentra de acuerdo con la clasificacion de la Federacién de Internacional de Ginecologia
y Obstetricia (FIGO) [58].
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A finales de 1920 la Radiological Sub-Commission of the Cancer Commission of the Health
Organization of the League of Nations dicto las primeras reglas para clasificar y estadificar
los canceres genitales entre ellos el de cuello uterino. Después en 1958 la International
Federation of Gynecology and Obstetrics lo adoptd, desde entonces estadificar los tumores
cervicales se volvio de gran importancia, ya que con esto se busca tener una terminologia
uniforme para facilitar el diagndstico, tratamiento y prondstico de las pacientes, ademas del
intercambio de conocimiento entre personal de la salud [58, 59].

Actualmente las directrices para determinar el estadio clinico en el que se encuentra una
paciente con CaCu se basan en la Gltima actualizacion FIGO [58], en esta se han incorporado
estudios de imagenologia y evaluacion patolégica de tejidos pélvicos y la evaluacion de
nodulos linfaticos pélvicos y para-adrticos, a diferencia de la clasificacion de 2009 en la que

se solo se incluian la observacién macroscépica y la profundidad de la invasién estromal.

La estadificacion FIGO se encuentra fundamentada en el tamafio de tumor, invasion
estromal, a nddulos linfaticos, pélvicos y para-adrticos asi como la invasién a organos

distantes, se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Estadificacion FIGO para CaCu [58].

Estadio |
El carcinoma se encuentra estrictamente confinado al cuello uterino, la invasidn lateral no modifica el estadio.

La invasidn solo fue diagnosticada por microscopia, con una profundidad de invasion < 5.0 mm (los espacios
vasculares y linfaticos no cambian el estadio)

IA1 Invasion estromal de <3 mm
IA2 Invasion estromalde>23 mmy<5mm
IB Lainvasion tiene una profundidad de > 5 mm y esta limitada al cuello uterino
IB1 Carcinoma invasor con una profundidad de 25 mm y < 2 cm en la mayor dimension
IB2 Carcinoma invasor con una profundidad de =2 cm y <4 cm en su mayor dimensién
IB3 Carcinoma invasor con una profundidad de >4 cm en su mayor dimension
Estadio Il
El carcinoma invadio la parte baja del Utero, pero no se extendid al tercio inferior de la vagina o a las paredes pélvicas
IIA  Implicacion limitada a los dos tercios superiores de la vagina sin invasion parametrial
IIA1  Carcinoma invasivo < 4 cm en su mayor dimension
I1A2 Carcinoma invasivo = 4 cm en su mayor dimension
IIB  Con invasidn en parametrios, pero no en pared pélvica
Estadio Il
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El carcinoma afecta el tercio inferior de la vagina y/o se extiende hasta la pared pélvica y/o causa hidronefrosis o
disfuncion del rifién y/o involucra nddulos linfaticos pélvicos o para-adrticos

IIA  El carcinoma involucra el tercio inferior de la vagina, pero no tiene extension a la pared pélvica
B Extensidn a la pared pélvica y/o hidronefrosis o disfuncién del rifidon (a menos que se sepa que se debe

a otra causa)

Hic Involucra nddulos linfaticos pélvicos y para-adrticos, independientemente del tamafio de tumory

extension

nci Metastasis Unicamente en nddulo linfatico pélvico

nc2 Metastasis en nédulo linfatico para-adrtico
Estadio IV

El carcinoma se ha extendido mas alla de la pelvis o ha involucrado (probado por biopsia) la mucosa de vejiga o recto.
Un edema ampolloso no permite que un caso se asigne a estadio IV

IVA  Propagacion de crecimiento a 6rganos adyacentes

IVB Propagacion a érganos distantes

La clasificacion UICC TNM Classification of Malignant Tumors (Tabla 3), es un sistema
basado en la extensién ganglionar primaria y regional del tumor, asi como la ausencia o
presencia de metastasis, esta clasificacion tiene tres categorias T: describe el sitio del tumor
primario, N: describe los nodulos linfaticos afectados y M: presencia o ausencia de la
diseminacion de metéstasis a distancia [58, 60]. Esta clasificacién se usa con menos
frecuencia en el diagnostico de CaCu, ademas no se ha unificado con la reciente actualizacion
de FIGO.

Tabla 3. Clasificacion TNM para CaCu y FIGO [61]

TNM FIGO

TX

El tumor primario no se puede evaluar

TO

No existe evidencia del tumor primario

Tis 0

Carcinoma in-situ (carcinoma pre-invasivo)

T1 |

Carcinoma confinado al cuello uterino

Tla 1A Carcinoma invasivo diagnosticado sélo por microscopia

Tlal 1A1 Invasion estromal < 3.0 mm de profundidad y £ 7.0 mm en diseminacidén horizontal
T1a2 1A2 Invasion estromal >3 mmy =5 mm

T1b 1B Lesion clinicamente visible confinada al cérvix o lesién microscépica mas grande que T1a2/1A2
Tibl 1B1 Lesidn clinicamente visible, 4 cm o menos en su mayor dimensién
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Tib2 1B2 Lesidn clinicamente visible > 4 cm en su mayor dimension
T2 ]

El tumor invade mas alla del utero, pero no la pared pélvica o el tercio inferior de la vagina

T2a 1A Sin invasidn parametrial
T2b 11B Con invasion parametrial
T3 1]

El tumor se ha extendido a la pared pélvica, involucra el tercio inferior de la vagina o causa hidronefrosis o mal
funcionamiento del rifion

T3a 1A El tumor involucra el tercio inferior de la vagina, pero no extension a la pared pélvica
T3b, N1 1B El tumor se extiende a la pared pélvica o causa hidronefrosis o mal funcionamiento del rifién
T4 IVA

El tumor invade la mucosa del vejiga o recto o se extendié mas alla de la pelvis

M1 IVB Propagacién a drganos distantes

1.5.1. Biomarcadores en cancer cervicouterino

El principal método de prevencion y deteccion para CaCu es el Pap y el analisis histolégico
de muestras cervicales. Sin embargo, el Pap tiene limitantes en la sensibilidad y
especificidad, debido a errores de muestreo, interpretacion de los resultados y a los falsos
positivos/negativos. Por otro lado, el analisis histologico que se obtiene mediante una biopsia
del cuello uterino esta limitado a la experiencia del personal que lo analiza. Con el tiempo se
han buscado nuevos marcadores especificos de la enfermedad, con poco éxito, algunos de

estos se describen a continuacion.

CEA, CA19-9, CA125 se han estudiado como biomarcadores séricos en CaCu. Se encontrd
que incrementaban en el suero de las pacientes, CEA y CA 19-9 correlacionaron con el

estadio clinico y fueron ain mas elevados en pacientes con adenocarcinoma [62].

La identificacion del genoma de VPH se ha propuesto como un marcador temprano de CaCu,
un resultado positivo siempre requiere de seguimiento. La identificacion de los genotipos,
asi como de las oncoproteinas E6 y E7 son importantes, ya que son capaces de modificar
funciones fundamentales como regulacion de la transcripcion, reparacion del ADN, evasion
del sistema inmune, estan implicadas en la organizacion y diferenciacion epitelial, control

del ciclo celular, promueven la proliferacion, polaridad, y contactos célula-célula [63].
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La proteina p16'™K42 que acttia como un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina en células
normales y es un integrante del control del ciclo celular. El incremento de los niveles de
p16'™NK4 resulta en la hiperfosforilacion de pRB y la liberacion del factor de transcripcion
E2F, permitiendo la progresion del ciclo celular en la fase S [64]. En tejidos cervicales
normales no es evidente la presencia de p16"™X% por el contrario en muestras de lesiones de
alto grado se identifica con una sensibilidad de 99.9% y especificidad de 100%, sin embargo,

el valor prondstico de p16™K4 ha sido poco explorado en biopsias cervicales [63].

La expresion de Ki-67 se asocia con la proliferacion celular, se presenta durante la fase activa
G1, S, G2 y mitosis, pero no en Go. El marcaje de Ki-67 en tejidos correlaciona con peores
pronosticos de la enfermedad [65]. Se ha estudiado en cancer de mama y préstata. Ki-67 en
muestras de tejido cervical no fue detectada en tejido normal, pero fue positiva en lesiones
de bajo y alto grado y carcinoma escamoso, y correlaciond positivamente con el grado de
lesion. Ki-67 presentd una sensibilidad de 95.2% vy una especificidad de 86.7%.
Posteriormente se evalud el valor diagnostico de la combinacion de p16 y Ki-67. Los datos
correlacionaron significativamente. La sensibilidad de la combinacion fue de 94.8% vy la
especificidad de 93.2% [66].

El antigeno de células escamosas (SCC-Ag), es una glicoproteina usada como marcador
tumoral temprano para diagndstico y valoracion de la respuesta a tratamiento en la practica
clinica. Los niveles séricos de SCC-Ag se correlacionaron con el estadio clinico [63] y la alta
expresion de SCC-Ag se asoci6 estadios clinicos mas avanzados, tumor primario de mayor
tamafio, afectacion ganglionar y linfatica [67], mal prondstico y menor supervivencia [68].

A pesar de existir una bateria amplia de biomarcadores tanto para diagnéstico como
seguimiento de tratamiento del CaCu, no han sido usados como parte de la préactica clinica.
Por lo que es importante continuar con la busqueda y en el futuro la aplicacién de estos en el

campo de la medicina.
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1.6.Galectinas

1.6.1. Generalidades de las galectinas

Las galectinas son una familia de proteinas cuya principal funcion es el reconocimiento de
glicoconjugados que presentan en su estructura arreglos glicanicos con galactosa. Estas
lectinas se unen a glicoconjugados que en su estructura tienen [-galactésidos Gal
B1—4GIcNAc [69]. Los glicoconjugados pueden encontrarse unidos a péptidos, proteinas o
lipidos [70]. Las galectinas son proteinas que pertenecen a lectinas tipo S; se denominaron
asi ya que el primer miembro descubierto dependia de la solubilidad en sulfidrilo [71],
también son denominadas S-Lac ya que son solubles y reconocen lactosa [72].

Las galectinas tiene la capacidad de reconocer glicoconjugados gracias a su dominio de
reconocimiento a carbohidratos (carbohydrate-recognition domain, CDR por sus siglas en
inglés), y tienen una extension aproximada de 130 amino&cidos [73]. EI CDR
estructuralmente se compone de 5-6 cadenas en f-hojas antiparalelas en configuracion B-
sandwich [72] algunos miembros estan unidos por un péptido de union y otros tienen un
extremo peptidico. El reconocimiento e interaccion con los carbohidratos se realiza mediante
puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas y fuerzas de Van der Waals [70]. Se han
identificado 15 galectinas; 12 de las cuales han sido identificadas en humanos, estas se
clasifican de acuerdo con el CDR y se agrupan en tres subtipos:

Las galectinas prototipo comprenden a las galectinas con un Unico CDR, este puede asociarse
con otro CDR para formar homodimeros. Las galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14y 15
pertenecen a este grupo.

El subtipo quimérico que se caracteriza por tener un Unico CDR y un extremo no lectina en
el extremo amino terminal. A través del CDR en el carboxilo terminal es capaz de
interaccionar con carbohidratos y el extremo amino interacciona con otros ligandos, como
polipéptidos y polinucledtidos, este extremo es rico en prolina, glicinay tirosina, y contribuye
a la auto-agregacion y oligomerizacién, ademas es sensible a metaloproteinasas. El unico
miembro de este grupo es la galectina-3.

Repeticion en tandem: este grupo tiene dos CDRs unidos mediante un pequefio dominio
peptidico de 5-50 aa, este grupo es capaz de formar oligdbmeros con otras galectinas u otras

moléculas de diferente naturaleza, incluye a las galectinas 4, 6, 8,9y 12 [70]
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La organizacion genética de las galectinas en mamiferos se ha conservado a través de la
evolucidn, con el paso del tiempo ocurrié una duplicacion de un gen mono-CDR, resultando
en un gen bi-CDR. Los N-CDR y C-CDR se bifurcaron en dos subtipos: F4-CDR y F3-CDR,
asi las galectinas con un CDR pertenecen al subtipo F3 (galectinas-1, 2, 3, 5) o F4 (galectinas
7,10, 13, 14) y las de repeticion en tandem tienen ambos genes [70, 74]. Algunos transcritos
de las galectinas son procesadas por splicing alternativo, generdndose diferentes formas de
ARNmM [70] que dan origen a variantes de ARN mensajero o proteicas como es el caso de la
galectina-8 en humano [75], la galectina-9 (Gal-9) en humano [76] o la galectina-4 (Gal-4)
en cerdo [77].

1.6.2. Mecanismo de secrecién de las galectinas

Las galectinas son sintetizadas en el citosol, en polisomas libres donde son acumuladas antes
de la secrecion [70]. Sobre el mecanismo de secrecion de la familia de las galectinas se ha
descrito muy poco, estas proteinas carecen de secuencia de sefializacion y de exporte, ademas
no presentan dominios de anclaje a la membrana, por todas las caracteristicas anteriores se
ha propuesto que son secretadas por una via no clasica, ademas no atraviesan el reticulo
endoplasmatico ni el aparato de Golgi, por lo que no presentan modificaciones
postraduccionales como glicosilacion [78].[78]. Las galectinas son exportadas hacia la
superficie celular mediante vesiculas (exosomas, que se producen mediante protuberancias
en lamembrana, donde se ha acumulado la proteina) [79], después de secretarse las galectinas
pueden re-ingresar a la célula por endocitosis y ayudar a remodelar el citoesqueleto para
modular la propagacion y adhesion celular a través de la recirculacién de integrinas [80].

El mecanismo de secrecién de las galectinas -1 y -3 se han estudiado en comparacién con el
resto de las galectinas. La secrecion en mioblastos de la galectina-1 (Gal-1) puede ocurrir por
evaginaciones de la membrana plasmatica en forma de vesiculas enriquecidas [70]. La
galectina-3 (Gal 3) tiene la capacidad de formar oligdmeros que permiten su secrecion
mediante la via no convencional esto es dependiente de su dominio N-terminal [81], cuando
se eliminaron los primeros 12 residuos del N-terminal se bloqueo su exporte al sobrenadante
celular [82]. Gal-3 puede interaccionar con lipidos de la membrana y moverse
espontaneamente a través de la bicapa lipidica, una translocacion directa que no requiere de

proteinas membranales. La interaccion de Gal-3 con la membrana plasmatica puede
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involucrar dominios ricos en colesterol, donde Gal-3 se concentra y forma multimeros o

interactta con enlaces covalentes con otras proteinas [83, 84].

1.6.3. Localizacion subcelular y unidn a ligandos

La localizacion subcelular de las galectinas depende del tipo celular en que se expresa, se ha
detectado en citoplasma, en ndcleo, formando parte de la matriz extracelular e
interaccionando con receptores anclados en la membrana, también en circulacidn en torrente
sanguineo [70, 85]. En condiciones fisioldgicas las galectinas se pueden encontrar en forma
monomérica, algunas pueden formar entramados con los glicoconjugados provocando
agregaciones [85], ademas las galectinas con CDR diferentes pueden formar dimeros no
covalentes para incrementar su valencia, esta multivalencia permite llevar a cabo funciones
extracelulares eficientemente. La Gal-9 regula su multivalencia mediante la formacion de
entramados (galectin-ligand lattices) con glicanos de alta afinidad en la superficie celular
[86]. Las galectinas se unen a ligandos que presentan en su estructura f-galactosidos, como
moléculas componentes de la matriz extracelular: laminina, fibronectina celular y plasmaética,
vitronectina, pueden modificar la remodelacion de la matriz extracelular (MEC) y en

consecuencia las interacciones células-células o células-MEC [87].

Las galectinas también pueden formar interacciones proteina-proteina, como se ha
reportado para la Gal-1 [87]. El reconocimiento e interaccion con sus ligandos es complejo,
este depende de varios factores como: la afinidad de union, la presentacion espacial de los

glicanos [88], ya que esto puede dar origen a la formacion de especies multivalentes [86, 89].

1.6.4. Funciones celulares de las galectinas

Las galectinas se han conservado a través de la evolucion, lo que apoya su participacion en
procesos celulares importantes. Se ha reportado su participacion en el desarrollo temprano
de organismos, en la regeneracion y mantenimiento de tejidos, participan en la modulacion
de la respuesta inmune y en el control o progresion del cancer mediante interacciones extra,

intra e intercelulares [90].

En la superficie celular pueden modular funciones como adhesién celular, regulacion del

crecimiento celular, apoptosis [91], inflamacion, embriogénesis, diseminacion tumoral,

20



pueden interaccionar con ligandos para regular las funciones celulares e intervenir en
procesos fundamentales como la expresion génica [70, 73] y el splicing del pre-ARNm (Gal-
1y Gal-3 [91]) [70].

La modulacion de la adhesion celular a través de la participacion de las galectinas se debe al
reconocimiento de glicoproteinas presentes en la membrana y matriz extracelular (MEC),
estas proteinas son capaces de reconocer poli-N-acetilactosamina, el glicano de mayor
presencia en la MEC, también reconoce laminina, fibronectina, proteinas de membrana
asociadas a lisosomas (LAMP 1y 2) y CD45, las galectinas modulan interacciones célula-
célula y célula-MEC [92]. La Gal-1 inhibe la interaccion de mioblastos con laminina,

mediante el bloqueo del receptor de laminina.

1.6.5. Expresion de galectinas en tejidos

Las galectinas se expresan en una amplia variedad de tejidos de mamiferos, algunas
galectinas tienen expresion tejido-especifica que puede ser regulada durante la diferenciacion
celular. Las galectinas son capaces de regular procesos como el desarrollo de 6rganos y
tejidos, en algunas ocasiones la expresion se modifica bajo ciertas condiciones fisioldgicas o

patoldgicas [93].

Las galectinas se expresan en diferentes tejidos humanos, algunas coexisten en el mismo
tejido, mientras otras son tejido especificas [73, 93], en algunos tejidos las galectinas se
expresan en ciertas etapas del desarrollo como la embriogénesis o son caracteristicas de
alguna etapa de desarrollo [92]. Algunos ejemplos de la expresidn de galectinas en tejidos se
muestran a continuacion: Gal-1 se expresa en musculo esquelético, corazén, placenta, tejido
linfatico; la Gal-3 se expresa especialmente en macrofagos y células epiteliales; Gal-4 se
expresa principalmente en intestino, estbmago, neuronas, vasos sanguineo; galectina-6 (Gal-
6) en tracto digestivo; galectina-7 (Gal-7) en tracto gastrointestinal, epitelio, corazén fetal;
galectina-8 (Gal-8) higado, rifién, masculo cardiaco, pulmén y cerebro; galectina-9 (Gal-9)
en linfocitos-T, intestino delgado, higado, epitelios; galectina-14 (Gal-14) en eosinofilos [85,
93].
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1.6.5.1. Galectinasy el desarrollo de cancer

Los sellos distintivos del cancer “Hallmarks of cancer” descritos por Hanhan y Weinberg,
estan relacionados con los procesos para el crecimiento, supervivencia, invasion y metastasis
del tumor [94-96]. Las galectinas han ganado cada vez méas importancia debido a que
participan en procesos como proliferacion, invasion y metastasis, angiogénesis, control de
ciclo celular entre otras. Hablar de galectinas y cancer es un tema amplio, sin embargo, se

proporcionaran ejemplos de algunas de éstas.

La capacidad que presentan las células cancerigenas para invadir otro tipo de tejidos a
distancia se conoce como metastasis, en primer lugar la célula maligna invade el tejido
circundante del tumor primario, entra en la microvasculatura linfatica y sanguinea (lo que se
conoce como intravasacion), si es capaz de sobrevivir se traslada mediante el torrente
sanguineo a los microvasos de tejidos distantes y sale del torrente sanguineo (extravasacion),
se adapta al microambiente nuevo, comienza a proliferar y forma el tumor secundario

macroscopico ( la colonizacion) [97].

La sobre regulacion de Gal-1 promueve la migracion e invasion en células de cancer de
ovario. En tejido de pacientes se encontré una mayor expresion tanto del ARNm y como de
la proteina, y se identificé en el citoplasmay en células del estroma. La expresion de Gal-1

se asocid con invasion, estadio avanzado, metastasis y mayor recurrencia [98]

En cancer colorrectal se producen cantidades considerables de mucina en la superficie
celular, esta es una glicoproteina altamente glicosilada [99]. Mucina-1 (MUC1) es una
proteina transmembrana, el 50%-80% de su peso esta representado por glicanos O-GalNAc
[100]. MUC1 esta incrementada en diferentes tipos de cancer y se asocia con malignidad y
mal prondstico [101]. MUC1 presenta un incremento de oligosacaridos cortos, como el
antigeno oncofetal Thomsen-Friedenreich (TF), este se encuentra oculto por la glicosilacién
y sialilacion, sin embargo, se revela en procesos de cancer. MUC1 es un ligando natural de
Gal-3 y mediante el antigeno TF induce la polarizacion de MUC1 incrementando asi la
adhesion. La sobreexpresion de MUCL en la superficie celular sirve de protector para inhibir
la adhesion entre células cancerosas y endotelio, la interaccion de MUC1 con Gal-3 reduce

el efecto protector debido al agrupamiento/polarizacion y la exposicion de moléculas de
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adhesion como CD44 y el ligando para E-selectina endotelial y en consecuencia promueve

la metéstasis [102].

El reconocimiento de Gal-3 con polilactosaminas permite las interacciones homotipicas y
heterotipicas que se encuentran involucradas en el desarrollo de cancer [103]. Ademas, Gal-
3 reconoce a -galactosa en posicion terminal en el antigeno T, promoviendo la adhesion de
las celulas cancerigenas al endotelio y en consecuencia la metastasis; esto fue suprimido

mediante una inhibicién con P-30, un péptido capaz de enmascarar al antigeno-T [104].

La interaccion del gangliésido GM1 y Gal-1 en la superficie celular de neuroblastoma
humano modula la proliferacion celular, por otro lado, la Gal-4 tiene la capacidad de unirse
independientemente del gangliésido GML1, pero no actda como un regulador del crecimiento
[105].

En muestras de tejido de pacientes con CaCu la expresion de Gal-9 se asocié con el tamafio
de tumor. Particularmente las biopsias con alta expresion de Gal-9 se correlacionaron
positivamente con un mayor tamafo de tumor. El tamafio de tumor se considera un factor
critico para establecer el tratamiento y es un factor pronéstico independiente en cada etapa
de CaCu. La alta expresion de Gal-9 se asoci6 con estadios mas avanzados (I11-1V). Gal-9
podria estar involucrada con el desarrollo tumoral ya que en otros tipos de cancer facilita la

proliferacion y progresion del ciclo celular [106].

En tejidos de pacientes con carcinoma hepatocelular, Gal-9 tuvo una menor expresion
respecto su contraparte saludable, ademas en pacientes con alta expresién de Gal-9 el

prondstico fue desalentador [107].

La expresion de Gal-9 tanto el ARNm como la proteina en tejido de muestras de pacientes
con adenocarcinoma pancreatico ductal fue mayor respecto a tejidos sanos, se expreso tanto
en células tumorales como en leucocitos intratumorales. Aunque no se asocio con el tamafio
de tumor, después de una quimioterapia neoadyuvante la expresion de Gal-9 se redujo
significativamente. Adicionalmente se encontré que las células infiltradas en el tumor tienen
una mayor expresion de Gal-9 respecto a las células de muestras sanguineas del mismo

paciente, como las células T, especialmente las TCD4+ TCD8+ [108].
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1.6.6. Galectinas séricas como biomarcadores en enfermedades

Las galectinas son de naturaleza soluble, por lo que pueden encontrarse en circulacion, suero
y/o plasma [85], los niveles séricos o plasmaticos de estas proteinas podrian fungir como

marcadores para diagnostico de cancer.

Los niveles de Gal-1 y Gal-3 en suero fueron mas altos en los pacientes con enfermedad
inflamatoria del intestino (EIl). La concentracion dptima de Gal-1 para diferenciar pacientes
con Ell de los sanos, fue de 4.1 ng/ml con una sensibilidad de 71% y una especificidad de
87% por otro lado, Gal-3 tuvo un limite de 38.5 ng/ml con una sensibilidad de 53% y
especificidad de 87%. Estas galectinas pueden inducir la secrecion de citocinas
proinflamatorias al endotelio, epitelio o células T. La interaccion de estas galectinas
promueve la secrecion endotelial de IL-6, G-CSF y GM-CSF y la epitelial de IL-10, IL-25 Y
TGF-bl. Por si misma la condicion inflamatoria de la Ell se asocia directamente con la
secrecion de citocinas, el incremento de los niveles Gal-1 y -3 en suero puede participar en

la progresién y su deteccion tiene un potencial de utilidad clinica como biomarcador [109].

En pacientes con accidentes cerebrovasculares ateroscleroticos, los niveles séricos de Gal-3,
Gal-9 y Gal-3BP (galectin-3 binding protein) fueron mas altos respecto a los controles. Los
niveles méas altos de Gal-3 sérica permiten predecir de forma independiente un resultado
desfavorable en el dia 90 después de un accidente isquémico cardiovascular. Gal-3 podria

funcionar como un blanco terapéutico para este tipo de patologia [110].

1.6.6.1. Galectinas séricas en cancer

En diferentes tipos de cancer los cambios de concentracion de las galectinas circulantes se
ha asociado con malignidad y caracteristicas clinico-patoldgicas. Aun se desconoce Si su
presencia en suero y/o plasma es debido a la secrecion desde el tejido o la respuesta del

sistema inmune.

En pacientes con cancer de ovario epitelial y metastasis, la concentracién de Gal-1 en suero
incrementd y luego de la cirugia de reseccion este disminuyd. Es posible que la presencia de
Gal-1 circulante sea producida y secretada por los tumores, aunque también células peri

tumorales, como las estromales son capaces de secretarla (en estudios in vitro). Gal-1 puede
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favorecer la metastasis mediante las interacciones entre las células tumorales y las proteinas

de la matriz extracelular y promoviendo la permeabilidad vascular del tumor [98].

El nivel de Gal-3 plasmatico y sérico incremento en los pacientes con cancer de mama [111,
112]. En los pacientes con tumores de bajo grado (1'y Il) y los sometidos a quimioterapia la
concentracion en plasma fue ain mayor. Después de 84 meses libres de enfermedad los
pacientes presentaron concentraciones hasta 5 veces mayor respecto a los niveles antes de la
quimioterapia, los niveles de Gal-3 en plasma podrian ser un predictor de la respuesta a la
quimioterapia [111]. En suero de pacientes se determin0 el punto de corte para predecir el
desarrollo de cancer de mama en 3.17 ng/ml con una sensibilidad de 75% y especificidad de
65.71% [112]. Por otro lado, Gal-1 sérica incrementé en pacientes con estadios avanzados y
se correlaciond con tamafio de tumor. Se mostré que la combinacion de los marcadores
CA15-3 y Gal-1 mejoré la sensibilidad y especificidad para el diagndstico y prondéstico de

cancer de mama [113].

Los pacientes con cancer pancreatico mostraron una correlacién positiva de Gal-3 sérica con
los parametros clinicos de sexo, edad, tamafio de tumor, localizacion de tumor metastasis
ganglionar, metastasis a distancia y estadio TNM. Los niveles de Gal-3 sérica disminuyeron
después de la reseccion radical y el seguimiento de seis meses mostré que la tasa de
metastasis y recurrencia fue menor en este grupo, mientras el nivel de Gal-3 sérica sea mayor
la supervivencia disminuye. Gal-3 sérica podria servir como un marcador predictivo para
pacientes de alto riesgo, ya que en el estadio Il presentd una mejor sensibilidad y
especificidad [114].

En céncer gastrico Gal-3 sérica incrementd y se correlacioné significativamente con
metéstasis en los ganglios linfaticos y metéstasis a distancia. La capacidad para distinguir
entre un paciente con cancer gastrico de uno sano fue de 0.843 con un valor de corte de 13,30
ng/ml, una sensibilidad del 77% y la especificidad de 82,7%. Gal-3 podria ser biomarcador

sérico potencial para el diagndstico de cancer gastrico [115].

Gal-9 es una de las proteinas que se ha estudiado recientemente y se ha reportado un
incremento en la concentracion sérica de pacientes con cancer. Los niveles séricos de Gal-9

en pacientes con adenocarcinoma pancreatico ductal fueron mas elevados respecto a los
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controles sanos, con una capacidad discriminativa de 0.776, Gal-9 tiende a incrementar en
estadios I-111, pero en el estadio IV disminuyd, en este estadio los pacientes supervivientes a
largo plazo (>12 meses) los niveles de Gal-9 fueron méas bajos respecto a los de corto plazo
(<12 meses). Este tipo de cancer presenta una supervivencia a 5 afios del 9%, actualmente y
CA19-9 es el unico biomarcador aprobado para este tipo de cancer. Los pacientes podrian
estratificarse como supervivientes a largo o0 a corto plaza en funcion a los niveles séricos de
Gal-9 [108].

En pacientes con carcinoma hepatocelular Gal-9 plasmatica tuvo una mayor concentracion
que en los controles sanos, el analisis mostrd que Gal-9 puede ser un predictor independiente
de recurrencia, metastasis y de prondstico [107]. En pacientes con leucemia linfocitica
cronica se encontré un incremento de Gal-9 sérica que se asoci0 con progresion de la
enfermedad, los factores pronosticos negativos y la respuesta al tratamiento, se proponen mas

estudios para considerarlo como un marcador pronostico [116].

Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado a la busqueda de biomarcadores de diagnostico,
prondstico y respuesta a tratamiento. Gal-9 sérica incrementd la concentracion en pacientes
con CaCu respecto a los controles sanos y lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado [117,
118]. Al analizar las caracteristicas clinico-patoldgicas inherentes de la enfermedad se
observo que Gal-9 sérica tiende a incrementar con etapas clinicas mas avanzadas. Respecto
al tratamiento de CaCu se observo que Gal-9 sérica incremento en las pacientes después de
recibirlo, las pacientes que respondieron al tratamiento sin presentar recaidas mostraron una
menor concentracion de Gal-9 sérica después de seis meses respecto a las no respondedoras,

por lo que Gal-9 sérica podria ser un indicador de progresion de la enfermedad [117].
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1.7.La participacion de la galectina-4 en las funciones celulares y el cancer

1.7.1. Caracteristicas generales

La Gal-4 es una proteina codificada por el gen LGALS4, el cual se encuentra en el locus
19913.2 (ID: 3960), tiene un tamafio aproximado de 12 Kb, y se transcribe a un ARNm de
1.3 Kb, el mensajero maduro esta formado por 10 exones [119]. Mediante un andlisis in silico
se han identificado algunos sitios putativos de inicio de la transcripcion, el principal sitio de
inicio se localizan en el nucledtido (nt) -55 a 33 bases rio debajo de la caja TATA,; otros sitios
de inicio de la transcripcion se han identificado en las posiciones -184, -65 y -58, presentando
niveles més bajos de transcripcion [120]. En la region promotora se han reportado sitios
putativos de unidn a factores de transcripcion como: HNF-4, MyoD, c-Rel, HNF-33, CAAT,
C/EBP, estos factores se han asociado al desarrollo epitelial, diferenciacion y transformacién
maligna, también se encontré un sitio de unién para la proteina de unién potenciadora
(enhancer binding protein) y otro para HFH-2 (Figura 5). CAAT y C/EBP se expresan en
células diferenciadas de higado, en células epiteliales de intestino, también se expresan

durante la diferenciacion de queratinocitos y en epitelio escamoso [120].

MyoD/c-Rel
HFH-2 (JEBP HNEF-3b HNF-3b MyoDjc-Rel| HNF-4 TATA

Sitio de inicio de
la transcripcian

-1303 -1206 -1146  -1043 460  -392 -292

-1507

Figura 5. Representacion esquematica de la region promotora del gen LGALS4. Se presentan los sitios

putativos de union a factores de transcripcion. Imagen modificada de Huflejt &Leffler 2004.

La Gal-4 es una proteina que pertenece al subtipo de repeticién en tandem, tiene dos CDR
distintos en el extremo N-terminal y en el C-terminal, estos dominios se encuentran
conectados por un péptido enlazador [120]. La proteina tiene un peso aproximado de 36 kDa
y se conforma de 323 residuos de aminacidos (aa). EI dominio N-terminal comprende los
aminoéacidos 1 a 150 aa, el péptido enlazador 151 - 178 aa 'y el domino C-terminal 179 - 323
aa[121].
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Ambos CDRs tiene estructura de f sandwich en una topologia de jellyroll, cada monémero
estd formado por dos laminas p antiparalelas, cada ldmina estd compuesta por seis cadenas
antiparalelas B-hebras (FO-F5 / FO'-F5 'y S1-S6 / S1'- S6) (Figura 6) [121-123]. En solucion
a pH fisiologico la distribucion de carga del dominio C terminal es principalmente positiva
y en el N-terminal tiene una carga mas heterogénea en el lado concavo existe una carga
positiva en donde se encuentra el sitio de union [122]. El sitio de unién se encuentra en un
bolsillo poco profundo de las cadenas S4/S4', S5/S5'y S6/S6 'y el bucle adyacente S5/S5'.
Las cadenas S2/S2” y S3/S3” en los dominios N- y C- terminal presentan variaciones en los

aminoéacidos, éstas contribuyen a la selectividad de las interacciones con ligandos [121].

galectin-4N
galectin-4C

|s6a’

>
R

Figura 6. Representacion esquematica de los dominios de reconocimiento de Gal-4. Ambos dominios se

componen de dos laminas g antiparalelas, cada lamina esta formada por seis hebras antiparalelas

Los CDRs y el péptido enlazador son capaces de interactuar entre si mediante interacciones
débiles (puentes de hidrdgeno y enlaces no covalentes), estas interacciones son transitorias,
por lo que la Gal-4 se encuentra en constante dinamismo [121]. El péptido enlazador tiene
un alto contenido de prolina (28.6%) que limita el movimiento de esta region y proporciona
estabilidad a la proteina, esta es una caracteristica de las galectinas de repeticion en tandem
que les proporciona dindmicas unicas y asi mismo funciones tnicas [124]. Debido a que el
péptido enlazador es susceptible a sufrir protedlisis, existen pocos estudios en los que se ha
caracterizado la estructura completa de Gal-4 [121]. La longitud del péptido enlazador
modifica el reconocimiento de las estructuras glicanicas; la reduccién de la longitud y/o

eliminacién del péptido enlazador disminuye la capacidad de reconocimiento de Gal-4
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debido a que modifica la topologia de dos sitios de reconocimiento que adoptan un diferente

modo de presentacion espacial [88, 105].

La identidad de secuencia de los CDRs de Gal-4 es de 34-40 % [125], justo las diferencias
entre las secuencias de los CDRs les confieren diferente capacidad de reconocimiento y
afinidad por estructuras que tienen galactosa en diferentes arreglos glicanicos e incluso de

moléculas que no la tienen.

Gal-4 tiene afinidad por lactosa (Galp1-4Glc) [120], MUC1 (proteina que tiene O- y N-
glicosilaciones) [21], los glicanos que conforman el sistema de grupos sanguineos ABH,;
como al tetrasacarido A tipo 1 (GalNAcal-3(Fucal- 2) GalBl1-3GIcNAcP) y tipo 2
(GaINAcal-3(Fucal-2)GalB1-4GlcNAcP) y en menor medida los tetrasacaridos B y el
trisacarido H (tipo 1 Fucal-2GalB1-3GIcNAcp) [126]. Sin embargo, cada DRC presenta
diferente afinidad por estructuras de glicanos; solo por mencionar algunos ejemplos, el DRC-
C tiene afinidad por TBP (GalB1-3GalNAcP), TF (Galp1-3GalNAca), antigeno T (Galp1-
3GalNACc), el DRC-N reconoce el glicano LN (Galp1-4GIcNAcp) y glicanos con el motivo
Lec (GalB1-3GlcNAcp) [120, 126].

1.7.2. Mecanismo de secrecién y exporte de la galectina-4

Existen pocos estudios acerca del mecanismo de secrecion o exporte de la Gal-4, al igual que
otros miembros de la familia, la Gal-4 carece de secuencia de sefial para su transporte a
reticulo endopladsmico (RE) y tampoco atraviesa el aparato de Golgi, por lo que es una
proteina no glicosilada [73, 127]. La Gal-4 puede localizarse tanto en el ndcleo, como en el

citoplasma de las células, asi como en el espacio extracelular [73].

Recientemente se encontrd que la Gal-4 presenta en su secuencia péptidos que pueden ser
fosforilados por la familia de cinasa Src, la cual es capaz de fosforilar a la Gal-4 en la tirosina
320 del extremo C-terminal, siendo esta tirosina determinante para su secrecion [128],
demostrandose que el estado de fosforilacion es importante para la secrecion de esta proteina.
Similarmente la Gal-3 es fosforilada en residuos de tirosina, y posteriormente es secretada
en presencia de calpaina-4 [129], aln se desconoce la ruta de secrecion de la Gal-4, pero

podria ser similar a la Gal-3.
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1.7.3. Expresion de galectina-4 en tejido humano

La Gal-4 se identifico por primera vez en el tracto digestivo: en intestino delgado, colon y
recto [125]; posteriormente se reportd en otros tipos de tejidos, identificandose tanto el
ARNmM como la proteina. En bases de datos el ARNm se ha reportado en islotes de
Langerhans, tejido embrionario, colon, recto, apéndice, vejiga, higado [130, 131] y cérvix
[132]. La expresion de la proteina se ha reportado en tejido de colon, mama, ovario, pulmon

[120], vesicula biliar, higado, pancreas y apéndice [130].

1.7.4. Funciones bioldgicas de galectina-4

La Gal-4 participa en la estabilizacion de las balsas lipidicas, éstas son un tipo de plataformas
compuestas de esfingolipidos y colesterol que se proyectan hacia el exterior de las células
sobre la membrana [133], inicialmente la Gal-4 se encontré6 como un componente de la
porcion soluble en detergente de intestino delgado junto a glicoproteinas de membrana,
después se co-localizo en el borde del cepillo (brush border membrane) de la zona apical de
enterocitos junto a sus ligandos aminopeptidasa-N y sacarasa-isomaltasa [134, 135], enzimas
que estan altamente glicosiladas [136, 137]. La Gal-4 se externaliza y permanece en la
superficie de las balsas lipidicas, estabilizadndolas mediante la formacidn de entramados con
las glicoproteinas y glicolipidos, ayudando a proteger estas enzimas de la solubilizacién
[135].

La Gal-4 funciona de guia en el trafico vesicular, en estas vesiculas se transportan proteinas
provenientes del aparato de Golgi hacia la superficie apical de células, cuando Gal-4 se

encuentra ausente, estas proteinas son acumuladas intracelularmente [138].

También se ha reportado que la Gal-4 participa en el cierre de heridas intestinales, Gal-4 y -
2 exogenas promueven la migracion celular mediante la interaccion con E-cadherina 'y f3-
catenina, estas son importantes para la adhesion, transduccion de sefiales, y morfologia
epitelial, ademas estas dos galectinas no indujeron la apoptosis de células epiteliales a
comparacion de Gal-1 que la indujo; en conjunto la capacidad de promover la migracion
celular y no inducir la apoptosis proporcionan una homeostasis en el tejido que permite el
cierre de herida [139].
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La Gal-4 es una proteina necesaria para el adecuado desarrollo neuronal, cuando se
comienzan a definir los axones la Gal-4 se localiza de manera homogénea en ellos, conforme
maduran las neuronas, la Gal-4 se polariza hacia los extremos de los axones. Se ha reportado

que la ausencia de esta retrasa la elongacion del axon [140].

Si bien Gal-4 es una proteina que ha sido descrita recientemente, interviene en funciones que
son importantes tanto para el desarrollo de organismos como en el mantenimiento de estos,
ya sea regulando el transporte hacia la membrana y otorgandole estabilidad, como en el

desarrollo de procesos vitales en las neuronas.

1.7.5. La desregulacion de la expresion de galectina-4 y cambios asociados al

desarrollo de cancer

La Gal-4 se ha asociado a varias funciones celulares como proliferacion descontrolada,
crecimiento tumoral, adhesion, invasidén, migracion, metastasis, adhesion a endotelio
vascular entre otras, todas estas funciones se han asociado como caracteristicas de malignidad
en el desarrollo de cancer. Aunque no existe un consenso sobre su expresion entre los
diferentes tipos celulares estudiados, en algunos de ellos se ha encontrado que la disminucion

o silenciamiento de la expresion de Gal-4 se asocia con un fenotipo mas agresivo.

La sobreexpresion de la proteina Gal-4 en diferentes lineas celulares parece tener un efecto
protector. En células de cancer hepatocelular la sobreexpresién se asocié con una
disminucion en su capacidad de invasion y migracion [141]. Por otro lado, en células de
cancer pancreatico, PaTu-S que presentaron la mayor expresion tanto de ARN como de
proteina exhibe propiedades migratorias y metastasicas menores. En estas células Gal-4, se
localizo en el citosol, con una mayor presencia en la membrana de células individuales y en
los contactos célula-célula. Las células con alta expresion de Gal-4 tienen menor potencial
de metéastasis en xenoinjertos. Se analizo también la secrecion de Gal-4 encontrando que es
secretada y luego se une a su superficie celular, esta union es dependiente de los glicanos, ya

que fue abatida por lavados con lactosa [142].

En células de cancer hepatocelular la expresion forzada de Gal-4 es capaz de incrementar la
viabilidad y la proliferacion celular. Se sugirid que este incremento se debe al aumento de
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ciclina D1 y la disminucion de P21. También se encontré una inhibicion de la apoptosis
celular debido a una menor expresion de Bax pro-apoptotica y un incremento de Bcl-2 anti
apoptdtica. Gal-4 favorece la adhesion celular ya que incrementa la expresion de E-cadherina
y PB-catenina en las interacciones célula-célula. Todas las caracteristicas previamente
mencionadas tienen como consecuencia un mayor crecimiento tumoral, el cual fue
comprobado mediante ensayos in vivo y el marcador de proliferacion Ki-67 en los tumores

generados [143].

En células de cancer colorrectal que sobre expresaban Gal-4 y fueron tratadas con
camptotecina (farmaco usado como anti-proliferativo) se encontré una mayor muerte celular
(apoptosis) respecto a las células que no tenian una sobreexpresion de Gal-4, lo que sugiere
que esta proteina podria funcionar como un sensibilizador para una mejor respuesta al
tratamiento [144].

En una situacion contraria, el silenciamiento de Gal-4 en células de céancer colorrectal
incremento la proliferacion celular y favorecid el crecimiento de tumores en xenoinjertos.
Este silenciamiento resultd en la sobre regulacion de NOTCH, TGF-f1 y SOX4, también
mejoro la expresion de IL-6 y COX-2 vy la fosforilacidon de Akt lo cual promueve las sefiales
de supervivencia. Adicionalmente se conoce que IL-6 es un activador de STAT3, NF-xB y

Akt que promueve la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [145].

La Gal-4 extracelular favorece la adhesion. En células de cancer colorrectal que fueron pre-
incubadas con Gal-4 y posteriormente co-cultivadas con endotelio vascular, la adhesion
incrementd respecto a las no pre-incubadas, el aumento en la adhesién se relacioné con el
incremento de la concentracion de Gal-4. [146]. Por otro lado, se explord la capacidad de
adhesion de células de cancer a globulos rojos; se incubaron globulos rojos con células
tumorales de cancer de coldn que sobre-expresaban Gal-4, se encontr6 que Gal-4 favorece la
adhesidn de estos tipos celulares, ademas la morfologia de los glébulos rojos se deforma 'y
en las células de cancer colorrectal la Gal-4 se acumuld en la membrana en las zonas de

contacto, este patron se repitio en células de cancer de pancreas [147].
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1.7.6. Cambios de expresion de galectina-4 en tejido y su asociacién con el

desarrollo de cancer

Como se ha mencionado, la expresion de Gal-4 puede cambiar en procesos tumorales. En lo
que se refiere a pacientes con algun tipo de cancer se ha encontrado una desregulacion en la

expresion de Gal-4, que se asocio con la progresion de la enfermedad.

En pacientes con cancer colorrectal se examind la expresion de Gal-4 en tumores y su tejido
adyacente, la expresion del ARNm de Gal-4 se encontro regulada a la baja en procesos de

carcinogeénesis [125].

La expresion de Gal-4 en tejido tumoral de pacientes con cancer hepatocelular incremento
con respecto al tejido peri tumoral [143, 148]. Se propone que la sobreexpresion de Gal-4
puede incrementar la proliferacion e inhibir la apoptosis en tumores primarios de higado, por
otro lado, en estadios avanzados su menor expresion podria asociarse con recurrencia y
metastasis, por lo que se sugiere como un posible biomarcador pronéstico para este tipo de
cancer [143]. En pacientes con cancer hepatocelular que presentaron recurrencia y metastasis
temprana se identificé que tanto el ARNm como la proteina de Gal-4 estaba disminuida
[141]. Adicionalmente, se encontrd que esta menor expresién se asocié con tamafios
tumorales > 5, deficiente diferenciacion tumoral, invasién microvascular y un TNM mas
avanzado. Se identifico la menor expresion de Gal-4 como un factor de mal prondéstico, una
mayor tasa de recurrencia/metastasis, menor tiempo de supervivencia, sugiriendo que Gal-4

puede ser un marcador pronostico.

La expresion de Gal-4 en tejido de pacientes con cancer de colon, adenocarcinoma y mucosa

inflamada exhibi6 niveles mas bajos respecto a mucosa normal [145].

En biopsias de pacientes con adenocarcinoma pancreatico ductal el 79.3% fueron positivos
para Gal-4, se expresé en los compartimientos citoplasmaticos, membranosos y nuclear. Esta
expresion se asocié con tamafio de tumor y el grado de diferenciacion. La expresion se
correlaciond con recurrencia temprana y muerte durante el primer afio después de la
reseccion, Gal-4 se asocio con la supervivencia global a 1 afio y los pacientes con expresion

positiva de Gal-4 presenté un mejor tiempo de supervivencia libre de enfermedad. [149], en
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un analisis con lineas celulares también se identificé a Gal-4, se validd como una diana

especifica para terapia [150].

En cancer gastrico se determind que Gal-4 se expresa en tejido tumoral a comparacion del
tejido no tumoral [151] aunque no se analizé la implicacion bioldgica, en otro estudio,
mediante un andlisis de Northern blot en lineas celulares se observd una regulacion positiva

de Gal-4 junto con otros genes asociados con diseminacion e invasion [152].

Se analizé Gal-4 en muestras de tejidos de pacientes con adenocarcinoma de pulmoén y se
mostro que Gal-4 esta asociada con caracteristicas clinico-patolégicas como tamafio tumoral,
invasion pleural, estado ganglionar, y estadio TNM, se revelé como un factor independiente
para la metastasis ganglionar y podria servir como un biomarcador para predecir metastasis

a nédulo linfatico [153]

En nuestro grupo de trabajo se analizé un microarreglo de expresion en el que se compararon
muestras de tejido con diagndstico de CaCu y con diagnostico normal, encontrando una
menor expresion del gen LGALS4 en muestras de CaCu ([154] GSE159976)), este resultado
fue similar cuando se comparé la expresion del gen en lineas celulares de CaCu y tejido de

CCE respecto a muestras normales [132].

1.7.7. Incremento de galectina-4 sérica en cancer

Gal-4 sérica se ha encontrado en mayor concentracion en el suero de pacientes con algunos
tipos de cancer. Este incremento se ha asociado con el estadio de la enfermedad y con la
progresion de esta, ya que los pacientes con metastasis presentaron concentraciones mas
elevadas respecto a los que tuvieron tumores localizados. A continuacién, se explican estos

hallazgos.

En cancer de colon la concentracion de Gal-4 serica incrementd hasta de 11.1 veces, en los
pacientes que presentaron metastasis la concentracion incrementé en 25.3. [146, 155]. El
incremento de Gal-4 sérica podria jugar un papel importante en la diseminacién de células
tumorales a otros 6rganos. Los pacientes con altos niveles séricos de Gal-3/-4 presentaron

una menor supervivencia a 10 afios [155].
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Para los pacientes con cancer de mama Gal-4 sérica tuvo un aumento de 11 veces y se observo

una tendencia de incremento respecto al estadio clinico [146]

Por otro lado, se encontré que los pacientes con cancer hepatocelular no tienen una diferencia
significativa en la concentracion de Gal-4 serica respecto a los controles, pero en los
pacientes con cancer que ademas presentaron infeccion por virus de hepatitis B (VHB) la

concentracion fue mayor. [141].

En el suero de paciente con adenocarcinoma géstrico Gal-4 mostrd un incremento de 5.9
veces respecto al control, también evaluaron la capacidad diagnéstica de Gal-4 con un
analisis Roc, en el que encontraron un AUC de 0.924 y el mejor punto de corte de 420 pg/ml,
los pacientes con concentraciones iguales o superiores pueden ser diagnosticados

correctamente con un 62.5% de confianza [156].

Los estudios realizados en suero de pacientes y la implicacion clinica que tiene el incremento
de Gal-4 son pocos, pero analisis in vitro han determinado que la Gal-4 circulante podria
estar involucrada en una mayor adhesion de las células de cancer al endotelio vascular

promoviendo asi la angiogénesis y metastasis [102, 157].
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2. JUSTIFICACION

El CaCu ocupa el segundo lugar en incidencia y mortalidad de mujeres en México, el método
de tamizaje para la deteccion de CaCu es el Papanicolaou, que reporta una alta tasa de falsos
negativos, lo que repercute en el diagndstico tardio de la enfermedad, generando un alto
namero de casos en estadios avanzados y una alta tasa de mortalidad. Actualmente no existe
un marcador para este tipo de cancer que permita dar seguimiento y/o evaluacion de la
respuesta al tratamiento de las pacientes. La Gal-4 es una proteina que muestra una expresion
alterada en diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, el aumento en la expresion de la Gal-4
en tejido de pacientes con céancer colorrectal se asocié con estadios avanzados de la
enfermedad. Respecto al CaCu se desconoce la expresion de esta proteina. Resultados
preliminares de nuestro grupo, generados a partir de un microarreglo de expresion, mostraron
que el gen que codifica para Gal-4 disminuye su expresion en los tumores de CaCu. La
finalidad de este trabajo de investigacion es evaluar la expresion de la proteina Gal-4 y su
vinculacion con la progresion del CaCu con el fin de aportar evidencias que indiquen si esta
proteina pudiera ser utilizada como un biomarcador de progresion para las pacientes con
CaCu.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaCu representa la segunda causa de muerte por cancer en la mujer mexicana. La
busqueda de biomarcadores para el diagndstico-pronostico, evaluacion de la respuesta al
tratamiento y seguimiento, asi como la busqueda de blancos terapéuticos ha adquirido gran
importancia para este tipo de cancer. La Gal-4 ha mostrado ser un prometedor marcador de
progresion, metastasis y recurrencia temprana en otros tipos de cancer. A la fecha se
desconoce si la concentracion serica de Gal-4 se modifica en pacientes con CaCu,
adicionalmente se desconoce si su expresion se modifica en tejido de cérvix durante la
transformacion maligna, resultados preliminares del grupo de trabajo muestran una
disminucion de los niveles de ARNm en biopsias de CaCu. Por lo anterior en el presente
trabajo se determinara si la concentracion sérica y el nivel de expresion en tejido tumoral de

Gal-4 se modifica en las pacientes con CaCu.
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4. HIPOTESIS

El nivel expresion de la proteina galectina-4 disminuye en tejido de pacientes con
cancer cervicouterino

La concentracion de galectina-4 incrementa en suero de pacientes con cancer
cervicouterino

El incremento de la concentracion de galectina-4 en suero de pacientes se asocia con
caracteristicas clinico-patoldgicas

Galectina-4 sérica es marcador discriminativo de la enfermedad

El gen de galectina-4 se expresa en lineas celulares de cancer cervicouterino, teniendo
niveles de ARNm menores que una linea celular no tumoral

5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo General

Evaluar la expresion de galectina-4 en suero y tejido de pacientes con cancer
cervicouterino e identificar su ARNm en células de cérvix

5.2.0bjetivos Especificos
Determinar la concentracién de galectina-4 en el suero de pacientes con cancer

cervicouterino

Determinar si la concentracion de galectina-4 se relaciona con las caracteristicas
clinico-patoldgicas

Determinar si galectina-4 sérica es un potencial biomarcador diagnostico
Identificar la presencia de galectina-4 en biopsias de cérvix
Cuantificar el nivel de expresion de galectina-4 en biopsias de cancer cervicouterino

Determinar si el nivel de expresion de galectina-4 en tejido de cancer cervicouterino se
relaciona con las caracteristicas clinico-patologicas

Evaluar si existe un cambio de localizacién de galectina-4 en biopsias de pacientes con
cancer cervicouterino

Determinar si existe una relacion entre la concentracion sérica y el nivel de expresion
en tejido de galectina-4

Identificar y cuantificar el ARNm de galetina-4 en células de cérvix
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6. METODOLOGIA

6.1.Poblacion en estudio

Este estudio se realizo bajo las directrices de la Declaracion de Helsinki [158] y el Comité
de Etica e Investigacion en Salud del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). El
proyecto fue registrado en el Comité de Etica e Investigacion en Salud contando con el
namero de registro R-2016-2106-1.

Las pacientes incluidas en el estudio fueron usuarias del Servicio de Radioterapia del Centro
Médico Nacional Manuel Avila Camacho, IMSS ubicado en la ciudad de Puebla, México,
durante el periodo comprendido de febrero de 2017 a enero de 2020. Todas las pacientes
incluidas en el estudio firmaron el consentimiento informado (ANEXO II: Consentimiento
informado). A partir de los expedientes clinicos se obtuvo la historia clinica de las pacientes,
asi como datos sociodemograficos. El diagnostico de CaCu fue realizado por el médico
patdlogo adscrito al Departamento de Patologia y el estadio clinico fue determinado de
acuerdo con los criterios de FIGO [58] por el médico radio-oncologo. A cada paciente se le
tomd una muestra de sangre previa al tratamiento. En el grupo control se incluyeron mujeres
mayores de 18 afios que contaban con un diagnostico citoldgico negativo a lesion
intraepitelial escamosa y a malignidad y que aceptaron participar en el estudio firmando la

carta de consentimiento informado.

6.2.Determinacion de la concentracion de galectina-4 en suero de

pacientes

En el presente estudio fueron procesadas 52 muestras de suero, de las cuales 13
correspondieron al grupo control y 39 al grupo de CaCu. El suero fue obtenido mediante
flebotomia, la muestra de sangre se centrifug6 a 3500 rpm por 10 min a temperatura ambiente
y las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su uso. La concentracion sérica de Gal-4
fue determinada mediante la técnica de ELISA usando el Human Galectin-4 ELISA Kit
(IRKTAH5118, Innovative Research, Inc., Plymouth, MN, US) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para los ensayos de ELISA los sueros fueron diluidos 1:2 y para determinar
la concentracion de Gal-4 la placa fue leida a una absorbancia de 450 nm en el lector de
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micro-placa SYNERGY (BioTek Instruments, Inc Winooski, VT, US), la concentracién fue

calculada con base en la curva estandar.

6.3.Evaluacion de la proteina galectina-4 en tejido cervical

Las biopsias de céervix embebidas en parafina fueron obtenidas del Departamento de
Patologia del Centro Médico Nacional Manuel Avila Camacho, IMSS. Se procesaron un total
de 35 biopsias de las cuales 6 fueron tejido de cérvix normal y 29 con diagnostico de CaCu.
A partir de los bloques de parafina se hicieron cortes de 4 um de grosor que fueron colocados
en portaobjetos previamente tratados con APES al 2% (3-Aminopropyltriethoxysilane,
A3648, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US), posteriormente fueron desparafinadas por 60
min a 60°C, para la hidratacion se realizaron 3 bafios consecutivos de xilol durante 10 min
cada uno, 3 bafios de etanol absoluto por 5 min, 2 bafios de etanol al 95% por 5 min, etanol
al 80% por 5 min y un bafio de agua. La recuperacion antigénica fue realizada en buffer de
citratos 10 mM pH 6.0 (C9999, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US) por 15 min a 90°C.
Posteriormente después de cada paso que se realizo a continuacion, se hicieron 3 lavados con
buffer de fosfatos (PBS 1X), excepto en la incubacion con BSA al 5%. Para el bloqueo de la
actividad de peroxidasa enddgena, los cortes se incubaron con 0.3% H>O2en PBS 1X durante
15 min. Posteriormente para evitar la union inespecifica del anticuerpo primario se realizd
un blogueo con 5% de albumina sérica bovina (BSA, P6154, Biowest, Riverside, MO, US.)
en PBS 1X, los tejidos fueron incubados toda la noche a 4°C con el anticuerpo policlonal
anti-Gal4 (ab170638, Abcam, Cambridge, UK) diluido 1:100 en solucion de BSA al 5% en
PBS 1X. Posteriormente los tejidos fueron incubados con el anticuerpo secundario anti-
conejo 1gG-HRP (ab6721, Abcam, Cambridge, UK) diluido 1:1000 en solucion de BSA al
5% en PBS 1X; finalmente la reaccion colorimétrica se realizé empleando el kit InmPACT®
DAB Peroxidase Substrate (SK-4105, Vector Labs, Burlingame, CA, US), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, el tiempo de incubacion correspondié a 10 seg. La tincion
de nucleos se realiz6 incubando por 10 seg con una solucion de hematoxilina (HX87960674
Merck, Darmstadt, Hesse, DE), se lavaron con agua corriente. Los cortes fueron montados
con el medio VectaMount® Permanent Mounting Medium (H-5000, Vector Labs,
Burlingame, CA, UU). Los controles negativos fueron procesados de igual manera que los

experimentales, excluyendo unicamente la incubacion con el anticuerpo primario.
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Las imagenes de cada muestra fueron tomadas con el sistema de captura VENTANA DP200
scanner (Roche Diagnostics, Switzerlands, CH). Posteriormente para llevar a cabo la
cuantificacion de la intensidad de coloracion de las muestras, se tomaron 4 fotografias en
areas correspondientes al diagnostico histopatologico, para cada fotografia se realizd la
cuantificacion de 5 campos, finalmente para obtener la densidad media de coloracién
(limenes) para cada muestra, los valores en limenes de las 4 fotografias se promediaron. La
intensidad de coloracion fue evaluada con Image-Pro software (Media Cybernetics, Inc.,
Rockville, MD, US).

6.4.Localizacion de la galectina-4 en tejido cervical por

inmunofluorescencia

A partir de los bloques de parafina se hicieron cortes de 4 um de grosor que fueron colocados
en portaobjetos previamente tratados con APES, posteriormente fueron desparafinadas por

60 min a 60 °C, la hidratacion y recuperacion antigénica se realizé como se menciono.

Se realizo la permeabilizacion de la membrana con una solucién de 0.2% Triton X-100
(T8787 Sigma Aldrich, St. Louis, MO, US) en PBS 1X. Para evitar la union inespecifica del
anticuerpo primario se realiz6 un blogueo con 1% de BSA (P6154, Biowest, Riverside, MO,
US.) en PBS 1X por 2 hrs, posteriormente los tejidos fueron incubados toda la noche a 4°C
con el anticuerpo policlonal anti-Gal4 (ab170638, Abcam, Cambridge, UK) diluido 1:100 en
solucion 1% de BSA en PBS 1X. Después los tejidos fueron incubados con el anticuerpo
secundario anti-conejo IgG H&L (Alexa Fluor 488) (ab150077, Abcam, Cambridge, UK)
diluido 1:1000 en solucion 1% de BSA en PBS 1X. La tincion de ndcleos se realizo
incubando con DAPI 0.1 pug/ml (4883S, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, US), por
50 seg. Los cortes fueron montados con el medio VectaShield® Antifade Mounting Medium
(H-1000, Vector Labs, Burlingame, CA, US), las laminillas fueron almacenadas a 4°C
protegidas de la luz. Los controles negativos fueron procesados de igual manera que los
experimentales, excluyendo Unicamente la incubacion con el anticuerpo primario. Las
microfotografias fueron tomadas con un microscopio Axio Observed.Z1 ZEISS PALM
MicroBeam (Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, DE) acondicionado con el

sistema Apotome, se usaron los objetivos 10X y 20X, la longitud de onda de excitacion fue
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de 390-420 y de 455-495 para DAPI y Alexa Flour 488 respectivamente. Las imagenes
fueron analizadas con el programa ZEN (blue edition) version 10.0 (Carl Zeiss, Oberkochen,
Baden-Wirttemberg, DE).

6.5.Caracteristicas de las lineas celulares y su mantenimiento

Las lineas celulares usadas en el desarrollo experimental fueron SiHa (HTB-35, ATCC,
Manassas, VA, US.), HelLa (CCL-2, ATCC, Manassas, VA, US.), CasKi (CRL-1550,
ATCC, Manassas, VA, US.), C33-A (HTB-31, ATCC, Manassas, VA, US.), que
corresponden a células derivadas de tumores de cérvix, la linea celular Jurkat (TIB-152,
ATCC, Manassas, VA, US.) que corresponde a linfocitos-T de una leucemia linfoblastica
aguda y HaCaT que son queratinocitos inmortalizados de piel (donados por Dra. Adriana
Aguilar Lemarroy del banco de células del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente)

Las células Jurkat y las HaCaT fueron usadas como controles (Tabla 4).

Las lineas celulares SiHa, HeLa, C33-A y HaCaT fueron mantenidas en medio de cultivo
DMEM (P0103, Biowest, Riverside, MO, US.), Caski y Jurkat en RPMI (P0860, Biowest,
Riverside, MO, US.), suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB, S1560, Biowest,
Riverside, MO, US.), antibiético-antimicético (L0010, Biowest, Riverside, MO, US.) en
botellas de cultivo T-25 (90025, TPP, Zollstrasse, Trasadingen, CH), los subcultivos se
realizaron disociando la monocapa de células con 300 uL de tripsina-EDTA 1X (L0930-500,
Biowest, Riverside, MO, US.) e incubando a 37°C por 5 min, posteriormente se colectaron y
centrifugaron a 1500 RPM por 5 min, se lavaron dos veces con PBS 1X, se re-suspendieron
en 1 ml de medio y se hizo un pase con 200 ul de células, manteniéndose a 37°C, en atmdsfera
himeda y 5% de CO.. Las células Jurkat crecen en suspension por lo que se tomaron los 5
ml de medio de cultivo y se centrifugaron a 1500 RPM por 5 min, se lavaron con PBS 1Xy

se sembraron 1 mill6n de células para mantenimiento del cultivo.

Tabla 4. Caracteristicas de las lineas celulares.

Origen celular Genotipo de VPH
HaCat Queratinocitos de piel neg
Caski Carcinoma de células escamosas de cérvix 16
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SiHa Carcinoma de células escamosas de cérvix 16

C33-A Carcinoma de células escamosas de cérvix neg
HelLa Adenocarcinoma 18
Jurkat Linfocitos T de leucemia linfoide aguda neg

6.6.Cuantificacion de la expresion del gen LGALS4 en lineas celulares por

PCR en tiempo real

Para la extraccion del ARN total y posterior cuantificacion del gen LGALS4 las lineas
celulares fueron cultivadas hasta el 80 % de confluencia en placas de cultivo P100 (430167,
Corning, NY, US.), para su disociacion de la monocapa las células fueron incubadas con 500
ul de tripsina EDTA 1X (L0930-500, Biowest, Riverside, MO, US.) durante 5 min a 37°C,
centrifugadas a 1500 rpm, posteriormente fueron lavadas con PBS 1X. La extraccion de ARN
mensajero (ARNmM) se realizo usando el Kit Nucleospin RNA (740955.50, Macherey-Nagel,
Bethlehem, PA, US.) siguiendo las instrucciones del fabricante, para eluir el ARN total de la
columna se usaron 30 pl de agua libre de nucleasas. Posteriormente para eliminar cualquier
resto de ADN contaminante, 3 ug de ARN total fueron incubados con ADNasa, usando el kit
(DNase |, RNase-free, EN0523, Waltham, MA, USA), finalmente se determind la
concentracion y pureza del ARN en el equipo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, US), la concentracion se determind a partir dela lectura a 260 nm y la pureza se
determind obteniendo la relacién de 260/280 nm, considerando una adecuada pureza de la
muestras cuando presentaba un valor cercano a 2.0. Para determinar la integridad de ARN
total se realizd una electroforesis de agarosa al 0.8 % (\V3121, Promega, Madison, WI, US)
y se corrid a 70 V por 1 hr.

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realiz6 con el kit Thermo Scientific
RevertAid RT, (K1691, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US) usando 2 ng de ARN
total, y empleando oligonucle6tidos dT. Para verificar que la sintesis del ADNc se realiz6 un

PCR punto final amplificando el gen de ciclofilina (Tabla 5).

Para cuantificar la expresion del gen LGALS4 se realiz6 un analisis de expresion relativa
mediante un PCR tiempo real, usando los oligonucle6tidos reportados previamente por Cai

[141] (Tabla 5). El gen enddgeno que se usé para validar el método fue hipoxantina-guanina
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fosforibosiltransferasa (HPRT) (Tabla 5). Para determinar la eficiencia de amplificacion se
realiz6 una curva de concentraciones de 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.312 ng/ul de ARN total.
Considerando los valores obtenidos en la curva de concentracion, los ensayos de
cuantificacion relativa se realizaron usando 5 ng/ul para cada una de las lineas celulares y el
programa de amplificacidn fue 40 ciclos de 95°C por 30 seg y 55° por 1 min. La cuantificacion

de la expresion se realizé con el método AACt mediante la formula 244CT,

Tabla 5. Secuencia de oligonucledtidos y su tamafio de amplificacion

Gen Oligonucleotido sentido Oligonuleotido antisentido Producto
Ciclofilina 5°-ATG GTC AAC CCC ACC GTG TT-3’ 5°CGT GTG AAG TCA CCA CCC-3’ 150 pb
LGALS4 5’-CCC TTC TAT GAG TAC GGG CAC-3’ 5’-TGG CCT CCG ATG AAG TTG ATT-3’ 101 pb

HPRT 5’-CCT GGC GTC GTG ATT AGT GAT GAT-3* 5’-CGA GCA AGACGT TCAGTC CTG TC-3’ 136 pb

6.7.Cuantificacion de la proteina galectina-4 en lineas celulares por

Western Blot

La deteccion de Gal-4 en lineas celulares se llevd a cabo con un Western Blot (WB). A partir
de un cultivo de células en placas p100 (430167, Corning, NY, US.) al 80% de confluencia
se colecto el pellet celular como anteriormente se describio, se re-suspendié en 100 ul de
buffer RIPA frio (Tris HCI pH 7.4 50 mM, NP-40 1%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%,
cloruro de sodio 150 mM, EDTA 2 mM) adicionado con inhibidor de proteasas (78430,
Thermo Scientific, Waltham, MA, US), se realizd la extraccion de proteinas totales
incubando 60 min en hielo mezclando en vortex por 1 min cada 10 min hasta completar el
tiempo, finalmente se centrifugé a 14,000 g durante 15 min a 4°C, se recupero el sobrenadante
y se desecho el pellet. La cuantificacion de proteinas totales se realizé con el kit DC Protein
Assay (BioRad, Hercules, CA, US), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.

Para los ensayos de WB, 100 ug de proteina fue sometida a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12 % SDS-PAGE, la seccién concentradora del gel que se preparé al 5%
de poliacrilamida se corrié a 70 V por 20 min, posteriormente el gel separador se corrié a
120 V por 130 min, al término de la electroforesis la proteina fue transferida a una membrana
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PVDF de 0.2 um (1620177, BioRad, Hercules, CA, US) en cdmara humeda por 16 hrs a 90
mA. La membrana fue blogueada con BSA al 5% en PBS 1X (BSA, P6154, Biowest,
Riverside, MO, US.) por 2 hr. Posteriormente la membrana fue incubada durante toda la
noche a 4°C, con el anticuerpo policlonal anti-Gal4 (ab170638, Abcam, Cambridge, UK) en
una dilucion de 1:100 en una solucién de BSA al 5% en PBS 1X, posteriormente se incubo
con el anticuerpo secundario anti-conejo IgG-HRP (ab6721, Abcam, Cambridge, UK) en una
dilucion de 1:1,000 en una solucién de BSA al 5% en PBS 1X. Como control de carga de
proteina fue utilizada la proteina p-actina, para su deteccion se utiliz6 el anticuerpo anti-f3-
actina (ab8224, Abcam, Cambridge, UK). Los controles de inespecificidad fueron

procesados Unicamente con el anticuerpo secundario.

La deteccion de Gal-4 y B-actina fue realizada a través de un ensayo de quimioluminiscencia
(WBKLS0500, Millipore, Darmstadt, DE); la membrana se incub6 por 5 min en la solucion
del kit y posteriormente se revel6 por 6 min en el equipo C- Digit Blot Scanner (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, US). La densidad de las bandas fue procesada con el software
Image Studio 5 Lite (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, US). La densidad de las bandas de
[-actina fue utilizada para normalizar las densidades obtenidas para Gal-4.

6.8.Evaluacion de la expresion y localizacion de la galectina-4 en lineas

celulares por inmunofluorescencia

Para el analisis de expresion de galectina 4 en las lineas celulares SiHa y HaCat fueron
sembradas 50,000 células por pozo en camaras de cultivo de 8 pozos Nunc™ Lab-Tek™
Chamber Slide System (177402, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US), se incubaron
por 24 hrs, posteriormente las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X y se fijaron con
formaldehido al 4 % en PBS 1X por 15 min a temperatura ambiente. Las células fueron
permeabilizadas con una solucion de 0.2% Triton X-100 (T8787 Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, US) en PBS 1X, se realizaron 5 lavados con PBS 1X frio por 5 min cada uno.
Posteriormente para evitar la union inespecifica del anticuerpo primario se realiz6 un bloqueo
con 1% de BSA (P6154, Biowest, Riverside, MO, US.) en PBS 1X por 1 hr. Las células
fueron incubadas toda la noche a 4°C con el anticuerpo policlonal anti-Gal4 (ab170638,
Abcam, Cambridge, UK) diluido 1:100 en solucion 1% de BSA en PBS 1X, se realizaron 5
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lavados con PBS 1X. Después fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo
IgG H&L (Alexa Fluor 488) (ab150077, Abcam, Cambridge, UK) dilucién 1:500 en 1% de
BSA en PBS 1X por 1.5 hrs a temperatura ambiente protegido de la luz. Se realizaron 5
lavados con PBS 1X y se procedio a la tincion de nudcleos incubando con DAPI 0.1 pg/ml
(4883S, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, US), por 50 seg. Las laminillas fueron
montadas con el medio VectaShield® Antifade Mounting Medium (H-1000, Vector Labs,
Burlingame, CA, US) y almacenadas a 4°C protegidas de la luz. Los controles negativos
fueron procesados de igual manera que los experimentales, excluyendo unicamente la
incubacion con el anticuerpo primario. Las microfotografias fueron tomadas con un
microscopio Axio Observed.Z1 ZEISS PALM MicroBeam (Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-
Wairttemberg, DE) acondicionado con el sistema Apotome, se uso el objetivo de inmersion
63X, la longitud de onda de excitacion fue de 390-420 y de 455-495 para DAPI y Alexa Flour
488 respectivamente. Las imagenes fueron procesadas con el programa ZEN (blue edition)
version 10.0 (Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Wirttemberg, DE).

6.9.Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron hechos usando el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, US). En la seccién de paciente la diferencia de la concentracion
sérica de Gal-4 entre grupos se determind mediante la prueba estadistica de Mann-Whitney.
La asociacion entre la concentracion de Gal-4 sérica y cada una de las caracteristicas clinico-
patoldgicas fue determinada con el analisis Mann-Whitney, cuando se compararon tres 0 mas
caracteristicas o grupos se emple6 la prueba de Kruskal Wallis con un post analisis de
Dunn’s. La diferencia en intensidad de tincion de Gal-4 en los tejidos de pacientes fue

evaluada con el andlisis Mann-Whitney.

Para determinar la capacidad de Gal-4 sérica de ser un biomarcador diagnostico se realizé un
analisis de la curva ROC (Receiver-operating characteristic). Las curvas ROC son Utiles en
las primeras etapas de la evaluacion de una nueva prueba diagnostica, las curvas ROC no
varian con respecto a la prevalencia de la enfermedad, pero depende las caracteristicas del
paciente y la enfermedad, proporcionan la precision diagnostica de la prueba y la
identificacion de los puntos de corte Optimos. Un area bajo la curva (AUC) de 1 refleja una
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prueba perfectamente precisa [159, 160]. Un AUC de 0.5 indica que no hay discriminacion,
de 0.7 a 0.8 es considerada aceptable, de 0.8 a 0.9 es excelente y mas de 0.9 es sobresaliente
[161]. El mejor punto de corte fue hecho con el indice Youden (J) [162] el cual permite dar
el mismo peso a la sensibilidad y a la especificidad y determinar la concentracion de Gal-4
sérica para distinguir entre pacientes enfermos y sanos. El indice se calcula con la diferencia
entre la tasa de verdaderos positivos (sensibilidad) y la tasa de falsos positivos (1-
especificidad) [163].

Para la seccidn de experimentos in vitro la diferencia del nivel de expresion del gen LGALS4
y la cuantificacion de la proteina Gal-4 por WB en las lineas celulares se analizé con un
ANOVA de dos vias y post-analisis de Dunn’s.

Para todos los andlisis estadisticos un valor de p<0.05 fue considerado como una diferencia

estadisticamente significativa.
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7. RESULTADOS

7.1.Caracteristicas de la poblacion de estudio

En este estudio fueron incluidas muestras de suero y/o tejido de pacientes con CaCu y de
mujeres con citologia negativa a lesion intraepitelial escamosa y a malignidad. Las muestras
de tejido fueron diagnosticadas por un patdlogo y el estadio fue determinado por el médico
tratante y/o el patélogo, en funcion del estadio clinico. Se incluyeron mujeres mayores de 18
afios. Para el grupo control las mujeres debian contar con un reporte de citologia negativo a
malignidad menor a 1 afio y para el caso de las pacientes con CaCu se incluyeron mujeres
mayores de 18 afos, sin antecedentes de otro tipo de céncer, y que no hubieran recibido

tratamiento previo.

7.1.1. Caracteristicas sociodemograficas de las pacientes con cancer con

procesamiento de galectina-4 sérica

Se incluyeron 52 muestras séricas, la media de edad de la poblacion total fue de 50 afios
(£15.58 (SD)), la media de edad de las mujeres del grupo control fue de 32.92 afios (+9.29
(SD)) y del grupo con CaCu de 55.26 afios (+13.19 (SD)).

Se realizo6 un analisis de las caracteristicas sociodemograficas de las pacientes con cancer los
resultados se muestran en la Tabla 6. Cabe resaltar que mas del 40% de las pacientes tienen
una escolaridad baja o no tienen estudios, el tabaquismo y alcoholismo no presentaron
prevalencia. Los riesgos asociados al desarrollo de CaCu como el comportamiento sexual
fueron analizados en la poblacién de estudio, el 12.82% iniciaron su vida sexual antes de los
16 afnos y el 58.97% reportaron una Unica pareja sexual, por lo que estos factores de riesgo
no parecen ser determinantes en nuestra poblacion. En cuanto al nimero de hijos el 25.64%
tienen menos de 3 hijos, siendo de llamar la atencion que el 51.28% de las pacientes tienen
mas de tres hijos, lo que resalta que el nimero de embarazos representa un factor de riesgo
prevalente en nuestra poblacion. EI 15.38% neg6 haber usado un método de planificacion
familiar, mientras que el 15.38% usé un método hormonal, el 12.82% utiliz6 el DIU vy el

7.69% la salpingoclasia.
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Tabla 6. Caracteristicas sociodemograficas y ginecoldgicas de las pacientes con CaCu y suero procesado.

Caracteristica n Porcentaje

Escolaridad

Sin estudios 1 2.56

Basica 15 38.46

Media Superior 1 2.56

Superior 6 15.38

Sin datos 16 41.03
Ocupacion

Labores del hogar 20 51.28

Empleada/obrera 7 17.95

Administrativas 4 10.26

Sin datos 8 20.51
Tabaquismo

No 17 43.59

Si 8 20.51

Sin datos 14 35.90
Exfumadoras

Exfumadora >10 afios 3 7.69

Exfumadora <10 afios 7 17.94

Niega ser exfumadora 18 46.15

Sin datos 11 28.21
Alcoholismo

No 20 51.28

Si 4 10.26

Sin datos 15 38.46
Inicio de menstruacion

<12 afos 15 38.46

> 12 afios 16 41.03

Sin datos 8 20.51
Inicio de vida sexual

<16 afios 5 12.82

> 16 afios 24 61.54

Sin datos 9 23.08
No. de parejas sexuales

1 23 58.97

>1 7 17.95

Sin datos 9 23.08
Numero de hijos

Ninguno 1 2.56

1-3 10 25.64

>3 20 51.28

Sin datos 8 20.51
Abortos

No 21 53.85

Si 10 25.64
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Sin datos 8 20.51

Menopausia
No 4 10.25
Si 21 53.84
Sin datos 14 20.51
Método de planificacion familiar
Hormonal 6 15.38
Salpingoclasia 3 7.69
DIU 5 12.82
Ninguno 6 15.38
Sin datos 19 48.72

7.1.2. Caracteristicas de las pacientes a las que se evalud la expresion en tejido de

galectina-4

Se incluyeron 35 biopsias de tejido de pacientes, 6 con diagnostico normal y 29 con
diagnostico de CaCu. El grupo de pacientes con CaCu tienen una media de edad de 54.69
afios (£11.56 (SD)) y una mediana de 52 afios (rango 37-80). Respecto a las caracteristicas
sociodemogréficas del grupo de CaCu), el 50% tienen educacion bésica, el tabaquismo y
alcoholismo no presentaron prevalencia (Tabla 7). En cuanto a las caracteristicas gineco-
obstétricas: la mayoria de la poblacidn inicio6 su vida sexual después de los 16 afios y mas del
60% reportaron una Unica pareja sexual. EI método de planificacion familiar de mayor uso
fue el DIU 24.14%, luego el hormonal con 20.69% y la salpingoclasia con el 10.34%, estas
caracteristicas no representan un factor de riesgo respecto a lo reportado previamente.

Tabla 7 Caracteristicas de las pacientes con CaCu y estudio en biopsia

Caracteristica n Porcentaje
Escolaridad

Basica 16 55.17
Media Superior 2 6.90
Superior 6 20.69
Sin datos 5

Ocupacion

Labores del hogar 20 68.97
Empleada/obrera 6 20.69
Administrativas 1 3.45
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Comerciante 2 6.90
Tabaquismo

No 21 72.41
Si 5 17.24
Sin datos 3 10.34
Exfumadora

>10 afios 2 6.90
Negado 23 79.31
Sin datos 4

Alcoholismo

No 23 79.31
Si 6.90
Sin datos 4

Inicio de menstruacion

<12 afios 7 24.14
> 12 afios 22 75.86
Inicio de vida sexual

<16 afios 9 31.03
> 16 afios 20 68.97
No. de parejas sexuales

1 20 68.97
>1 9 31.03
Numero de hijos

1-3 12 41.38
>3 17 58.62
Abortos

No 13 4483
Si 16 55.17
Menopausia

No 10 34.48
Si 19 65.52
Método de planificacion familiar

Hormonal 6 20.69
oTB 3 10.34
DIU 7 24.14
Ninguno 7 24.14
Sin datos 6
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7.2.Concentracion de galectina-4 en suero de pacientes con cancer

cervicouterino

Las 52 muestras se agruparon en mujeres con reporte citolégico normal que conformaron el
grupo control (n=13) y con CaCu (n=39). La mediana de la concentracion de Gal-4 sérica en
el grupo control fue de 382.14 pg/ml, mientras que en el grupo con CaCu fue de 507.08
pg/ml. El incremento en la concentracion en el grupo de mujeres con cancer fue
estadisticamente significativo (p=0.0061) (Figura 7).

3000+ *k
E‘ J A
&)
RS
S
c 20004
£
S A
< A
O . A
g s
5 : 4
L2 A,
°
& 1000- f‘A
= i
8 i A A
s —_———
8 i o ALl
—:—.—3— A:%AA
%o ata
0-
| |
Control CaCu

Figura 7. La concentracion de Gal-4 sérica en mujeres con citologia normal y mujeres con CaCu. Se muestra
la concentracién de Gal-4 (pg/ml) en suero de pacientes control ( @ n=13), y con CaCu (4 n= 39). Andlisis
de Mann-Whitney ** p=0.0061.
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7.2.1. Andlisis de la concentracion de galectina-4 sérica y las caracteristicas clinico-

patoldgicas en pacientes con cancer cervicouterino

Las pacientes con CaCu tienen caracteristicas histoldgicas y clinicas importantes que se
relacionan con el prondstico y con la respuesta al tratamiento. Por esta razon nos interesé
evaluar si existia una asociacion entre la concentracion de Gal-4 en suero con respecto al tipo

histologico, la estadificacion FIGO y el tamafio del tumor.

Tabla 8. Niveles séricos de Gal-4 y caracteristicas clinico-patoldgicas.

Gal-4 en suero (pg/ml)

Cancer cervicouterino n Media (SD) Mediana o Valor de p°
Tipo Histolégico
Carcinoma Escamoso 32 878.23 (517.17) 757.06 141.13-2518.00 0.0949
Adenocarcinoma 7 563.39 (389.59) 493.63 149.88-1388.00
Estadificacion FIGO
I-11 17 625.39 (423.48) 563.63 141.13-1462.14 0.1997
-1V 10 779.65 (321.39) 681.99 453.63-1356.42
No clasificable 12
Tamafio de tumor en su maxima extension (cm)
<5.1 8 815.63 (531.37) 613.15 198.63-1636.43 0.1325
>5.1 6 395.42 (206.99) 448.63 141.13-647.86
Sin tamaio 24

@ valor de p fue calculada con un andlisis Mann-Whitney.

Encontramos que los valores de la concentracion la Gal-4 en suero del grupo de las pacientes
con carcinoma escamoso no presentaron diferencia significativa con los valores del grupo de
las pacientes con adenocarcinoma (Tabla 8) Pero podemos observar que el grupo de las
pacientes con carcinoma escamoso mostré una mediana mayor que el que presenta el grupo
de las pacientes con adenocarcinoma (Figura 8). Con relacién al estadio clinico, encontramos
que los valores de la concentracién la Gal-4 en suero del grupo de las pacientes con estadios
I-11 no presentaron diferencia significativa con los valores del grupo de las pacientes con
estadios I11-1V, pero se puede observar que el grupo de las pacientes con estadios Il y 1V
mostré una mediana mayor que el que presenta el grupo de las pacientes con estadios | y Il
(Figura 9). Por otra parte, encontramos que los valores de la concentracion la Gal-4 en suero

del grupo de las pacientes con un tamafio de tumor menor o igual a 5.1 centimetros no

52



presentaron diferencia significativa con los valores del grupo de las pacientes con un tamafio
de tumor mayor a 5.1 centimetros, pero podemos observar que el grupo de las pacientes con
un tamafio de tumor menor o igual a 5 centimetros mostré un promedio mayor que el que

presenta el grupo de las pacientes con un tamafio de tumor mayor a 5.1 centimetros (Figura
10).
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Figura 8. Niveles séricos de Gal-4 en pacientes con CaCu por tipo histolégico p=0.0949.

B Niveles séricos de galectina-4 por estadio clinico
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Figura 9. Niveles séricos de Gal-4 por estadio clinico p=0.1997.

53



C Niveles séricos de galectina-4 por tamafio de tumor
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Figura 10. Niveles séricos de Gal-4 con respecto al tamafio de tumor p=0.1325.

Adicionalmente en el tipo histologico de carcinoma escamoso se analizo si existia alguna
relacién entre la concentracion de Gal-4 y las caracteristicas clinico-patologicas como grado
de diferenciacion, estadio clinico, tamafio tumoral, tipos queratinizante y no queratinizante
(Tabla 9), no se realiz0 este analisis para adenocarcinoma ya que el grupo estuvo conformado

solo por 7 muestras.

Observamos una tendencia a la disminucion de la concentracion de Gal-4 conforme el tumor
se va desdiferenciando, puesto que la mediana de la concentracion de los pacientes con
tumores bien diferenciados fue de 1813.00 pg/ml, la mediana de la concentracion de los
pacientes con tumores moderadamente diferenciados fue de 672.14 pg/ml, mientras que la
mediana de los pacientes con tumores pobremente diferenciados fue de 507.86 pg/ml. Por
otro lado, encontramos que la mediana de la concentracion serica de los estadios I-11 fue de
564.31 pg/ml, y en los estadios clinicos I11-1V fue de 716.13 pg/ml, observando una tendencia
al incremento conforme avanza el estadio, sin embargo, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas. Con respecto al tamafio de tumor no encontramos diferencias
estadisticamente significativas, pero observamos que existe una tendencia al decremento de
la concentracion sérica con respecto al incremento al tamafio del tumor, puesto que

obtuvimos una mediana de 917.86 pg/ml de las pacientes con tumores de <5.1 cm, mientras
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que obtuvimos una mediana de 448.63 pg/ml del grupo de pacientes con tumores >5.1 cm.
El anélisis de la concentracion sérica realizado entre los tumores queratinizantes y no

queratinizantes no presenté diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 9. Niveles séricos de Gal-4 en pacientes con carcinoma escamoso y caracteristicas clinico-patolégicas.

Gal-4 en suero (pg/ml)

n Media (SD) Mediana Rango Valor de p°
Diferenciacion
Pobre 5 612.01 (317.89) 507.86 448.63-1139.29  Pobre vs moderada >0.9999?
Moderada 16 755.44 (391.97) 672.14 198.63-1636.43 Moderada vs bien 0.2625°
Bien 2 1813.00 (997.02) 1813.00 NA Bien vs pobre 0.13902
No reportado 9
Queratinizacion
No 13 733.84 (384.90) 696.43 141.13-1462.14 0.8960P
Si 9 810.51 (404.66) 716.13 381.13-1478.00
No reportado 10
Estadificacion FIGO
I-11 14 681.60 (441.16) 564.31 141.13-1636.43 0.3280°
-1V 9 806.67 (328.62) 716.13 453.63-1356.42
No clasificable 9
Tamafio de tumor en su maxima extension (cm)
<5.1 6 943.80 (561.15) 917.86 529.88-1636.43 0.1048
>5.1 4 421.56 (209.22) 448.63 141.13-647.86
Sin tamafo 29

2 valor de p fue calculada con Kruskal Wallis y post analisis de Dunn’s,  p-value fue calculada con un analisis Mann-
Whitney.

7.2.2. Galectina-4 sérica como marcador diagndstico en pacientes con cancer

cervicouterino

Para evaluar si Gal-4 sérica podria ser una proteina candidata para biomarcador diagnostico,
que permitiera diferenciar entre pacientes con CaCu y mujeres con citologia normal, se
realizd un analisis ROC (Receiver-operating characteristic) considerando las
concentraciones séricas de ambos grupos. La grafica que se generd muestra el equilibrio entre
la sensibilidad (detectar pacientes enfermos) y la especificidad (detectar la ausencia de la
enfermedad). El area bajo la curva ROC para la Gal-4 sérica fue de 0.7515 con una
significancia de p=0.0071, con un 95% de intervalo de confianza 0.5900 a 0.9129, error

estandar de 0.0823. En la Figura 11 se muestra la curva ROC de Gal-4 sérica, el valor de
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corte (indice Youden) fue de 432.14 pg/ml. Considerando este valor de corte se detectan el
82.1% de verdaderos positivos (pacientes con CaCu) y una especificidad del 69.2%
(verdaderos negativos), obteniendo un 30.8% de falsos positivos.
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Figura 11. Curva ROC de la concentracion sérica de Gal-4 de pacientes con CaCu. La grafica muestra un
area bajo la curva de 0.7515, p=0.0071, 0.5900 a 0.9129 de 95% de intervalo de confianza, error estandar
de 0.0823.
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7.3.Expresion de galectina-4 en tejido de pacientes con cancer

cervicouterino

7.3.1. Expresion de galectina-4 en epitelio escamoso

La expresion de la Gal-4 no habia sido reportada en tejido de cérvix, asi que nuestro primer
interés fue determinar si estaba presente en epitelio cervical, por lo que en primera instancia
realizamos ensayos inmunohistoquimicos en epitelio de tejido normal. Se utilizaron 6
muestras de pacientes con diagndstico normal y 29 con CaCu (23 diagnosticadas con CEE,

5 con adenocarcinomay 1 con carcinoma adenoescamaoso).

Los resultados mostraron la presencia de la proteina Gal-4 tanto en epitelio normal como en
el tejido de pacientes. El patrén de expresion en epitelio cervical normal mostré diferencias
en cuanto a los estratos del epitelio. Al respecto, encontramos que las células de la lamina
basal no mostraron presencia de Gal-4, sin embargo, ésta fue detectada en las células
diferenciadas de las laminas parabasales, intermedia y superficial, con una expresion
predominante en la lamina superficial. Ademas, observamos la expresion de Gal-4 en las
celulas del estroma. A nivel celular observamos que la expresion de Gal-4 se encuentra

localizada principalmente en el citoplasma de las células, (Figura 12A y Figura 12B).

También encontramos que el patron de expresion de la Gal-4 en los tejidos de CCE, fue
diferente al del tejido normal. Observamos que los niveles de expresion de la Gal-4 fueron
mayores en algunas biopsias de tumores con respecto al tejido normal, y que su presencia no
se limitd al citoplasma, mostrando una importante expresion en el nucleo de las células
tumorales (Figura 12C y Figura 12D). Al igual que en tejido normal se observé la presencia

de Gal-4 en el estroma.
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Figura 12. Inmonudeteccion de Gal-4 en epitelio escamoso de tejido normal y con CaCu. En el epitelio
normal (A y B) la expresion de Gal-4 se encontré en el citoplasma de las células, mientras que en tejido
tumoral (C y D) la expresion de Gal-4 se encontr6 tanto en citoplasma como en nucleo. Las fotos se tomaron

en una amplificacién de 20X y 40X.

Con la finalidad de determinar si el nivel de expresion de Gal-4 se modificaba en relacién
con las caracteristicas clinico-patologicas, evaluamos los niveles de expresidn con respecto
al estadio clinico, el tipo histoldgico, el grado de diferenciacion del tumor y si éste era de
tipo queratinizante o0 no queratinizante (Tabla 10). Encontramos que los tumores
queratinizantes mostraron un aumento estadisticamente significativo en la expresion de Gal-
4 respecto a los no queratinizantes (Figura 13 y Tabla 10). Se encontré una tendencia de
incremento en la expresion de Gal-4 en los tumores correspondientes a estadios avanzados
de la enfermedad, sin embargo, no encontramos diferencias estadisticamente significativas
(Figura 12).
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Tabla 10. Nivel de expresion de Gal-4 en tejido y caracteristicas clinico-patologicas de pacientes con CaCu

Niveles de expresion de Gal-4 (lum)

Cancer cervicouterino Mediana e Valor de p°®
Tipo histolégico
Carcinoma escamoso 23 72.216 4,129-151.793 Carcinoma escamoso vs
Adenocarcinoma 5 61.985 11.779-90.595 Adenocarcinoma
Carcinoma adenoescamoso 1 22.053 NA 0.3272
Diferenciacion
Pobre 2 80.560 NA Pobre vs moderada 0.6403
Moderada 21 71.028 4.129-151.793
Bien 1 90.575 NA
No reportado 5
Queratinizante
No 16 62.226 4.129-129.247 0.0318
Si 5 102.896 55.008-110.984
No reportado 8
Estadificacion FIGO
I-11 16 57.434 4.129-151.793 0.1868
H-1v 9 78.020 19.747-120.247
No clasificable 4
Tamaiio de tumor (cm)
<5.1 9 61.985 4.129-90.575 0.1797
>5.1 10 62.115 9.532-77.060
Sin tamafio 10

@ valor de p fue calculado con el anélisis Mann-Whitney.

Expresion de galectina-4 en tumores queratinizantes

2001

1504

1004

Densidad media (lum)

504

y no queratinizantes

Queratinizante
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Figura 13. Expresion de Gal-4 en tejidos respecto a queratinizacion. Expresion de Gal-4 en tumores
queratinizantes ( #n=16) y no queratinizantes (m n=5). Los niveles de expresion de Gal-4 en tumores fue
mayor que en los que no presentan queratina, La media de la intensidad de la expresién de Gal-4 fue

calculada con el programa Image-Pro. Andlisis Mann-Whitney * p=0.0318.

Expresion de galectina-4 por estadio clinico
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Figura 14. Expresion de Gal-4 respecto a estadio FIGO. Se muestra la expresién de Gal-4 en tumores de
pacientes con estadios FIGO I-1I (e n=16) y I1I-1V (m n=9). En estadios tempranos (I-11) se observé un
menor nivel de expresién de Gal-4, con respecto a los estadios tardios (I111-1V). La media de intensidad de
coloracidn en las biopsias se obtuvo con el programa Image-Pro. El analisis Mann-Whitney no mostro
diferencias significativas (p=0.1868).

Posteriormente evaluamos la expresion de Gal-4 con relacion al estadio clinico en tumores
con diagnostico histoldgico de CEE. La expresion de la Gal-4 se observé en las células
epiteliales de los tumores de pacientes en los cuatro estadios, tanto en citoplasma como en
nacleo, ademas el nivel de expresion fue mayor en algunas células tumorales. (Figura 15). El
nivel de expresion de Gal-4 y localizacion no muestran tener una relacion con el estadio
clinico, incluso muestras de diferentes estadios presentaron un nivel de expresion similar
entre ellas. Asi mismo, la localizacion nuclear no parece estar asociada a la progresion del

cancer, sin embargo, se requiere analizar un mayor nimero de muestras.
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Figura 15. Expresion de Gal-4 en tumores de pacientes con CCE de cérvix en diferentes estadios. La
expresion de la Gal-4 se muestra en células epiteliales de tumores de pacientes con diferentes estadios, tanto
en citoplasma como en nucleo, observando un nivel de expresién alto en algunas células tumorales. El

analisis estadistico no mostro una relacion entre la intensidad de coloracion con el estadio clinico.
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7.3.2. Expresion de galectina-4 en epitelio columnar.

La expresion de Gal-4 se evaluo en el epitelio columnar normal y adenocarcinoma, para ello
fueron procesadas 2 biopsias de epitelio columnar normal y 5 de adenocarcinomas.
Encontramos que el nivel de expresion de Gal-4 en células columnares de tejido normal fue
bajo, localizandose en el citoplasma, (Figura 16A y Figura 16B). En las muestras de
adenocarcinoma encontramos que el nivel de expresion de Gal-4 mostrdé un incremento,
detectando su presencia tanto en nicleo como en el citoplasma (Figura 16C y Figura 16D),
ademas observamos que las zonas de alta proliferacion tienen una mayor expresion de la Gal-

4 (en la Figura 16D se sefiala con una flecha).

Epitelio columnar

Pt

?"_‘bf'i\gw‘vt"
L

Adenocarcinoma

Figura 16. Inmunodeteccién de Gal-4 en epitelio columnar de muestras normales y con CaCu. Se muestra el
epitelio columnar normal (Ay B) y con CaCu (C y D). Se encontré que epitelios columnares normales tienen
una baja expresién de Gal-4 a diferencia de los adenocarcinomas. En los tejidos de adenocarcinoma se

observo principalmente en las células columnares.
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7.3.3. Evaluaciéon de la localizacion de galectina-4 en tejido cervical por

inmunofluorescencia

La localizacion de Gal-4 en epitelio escamoso con diagnostico normal y con diagnostico de
CaCu, fue determinada mediante ensayos de inmunofluorescencia, la expresion de Gal-4 se

muestra en color verde y los nucleos en color azul.

En el epitelio normal, se observa la membrana basal que delimita perfectamente el epitelio
escamoso del estroma, en el aumento 20X se puede observar con mayor detalle el orden que
mantienen las capas epiteliales (Figura 17). La localizacion de Gal-4 se detectd
principalmente en el citoplasma, sin embargo, también observamos la expresion de Gal-4 en
los nucleos (Figura 17C y F). Respecto al estroma, la expresion de Gal-4 se encuentra
predominantemente en el citoplasma y su presencia en algunos ndcleos. En los vasos

sanguineos se observa que Gal-4 tiene una fuerte sefial en los glébulos rojos.

Nucleos Galectin-4 Merge

10X

20X

Figura 17. Deteccion de Gal-4 por inmunofluorescencia en tejido de cérvix normal. La expresion de Gal-4 se
muestra en color verde (Alexa Fluor 488) y los nlcleos en color azul (DAPI). Figura Ay D, se muestra la
tincién de nicleos en aumento 10X y 20X. Figuras B y E se muestra la tincion de Gal-4 a un aumento de 10X

y 20X. En las figuras C y F se muestra el merge de ambas sefiales.
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En el tejido con CaCu podemos ver que el epitelio perdio el orden en la estructura de las
laminas, no es posible observar a la lAmina basal que naturalmente delimitaria con el estroma,
asi como tampoco en las laminas superiores del epitelio escamoso (Figura 18). Se observa en
la Figura 18E que la proteina Gal-4 se localiza principalmente en los nucleos y con menor
presencia en el citoplasma, contrario a lo que se observd en epitelio normal. EI cambio de

localizacion de Gal-4 también se observa en el estroma donde es predominantemente nuclear.

Nucleos Galectin-4

10X

20X

Figura 18. Localizacion de Gal-4 en el epitelio de un tejido con diagndstico de CaCu. La expresién de Gal-4
se muestra en color verde y la tincién nuclear en color azul. Figuras Ay D, se muestra la tincién de nucleos
en aumento 10X y 20X. Figuras B y E se muestra la tincion de Gal-4 a un aumento de 10X y 20X. En las

figuras Cy F se muestra el merge de ambas sefales.

En la biopsia de tejido con CaCu identificamos una zona que muestra caracteristicas de una
lesion escamosa intraepitelial, con la lamina basal delimitada y con una pérdida moderada en
el orden en las laminas del epitelio (Figura 19). La localizacion de Gal-4 se encuentra en el

citoplasma, sin embargo, observamos ndcleos con una alta tincion, a diferencia del epitelio
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normal de la Figura 18. Estos resultados sugieren que el cambio de localizacion de la Gal-4
hacia el nucleo de las células empieza a observarse en lesiones precursoras. En el estroma se

observa una expresion de Gal-4 en la mayoria de los nlcleos, pero no en el citoplasma.

Nucleos Galectin-4 Merge

10X

20X

Figura 19. Localizacion de Gal-4 en un epitelio con caracteristicas de una lesion escamosa intraepitelial de
un tejido con diagndstico de CaCu. La expresion de Gal-4 se muestra en color verde y los nicleos en color
azul. Figuras Ay D, se muestra la tincion de nucleos en aumento 10X y 20X. Figuras B y E se muestra la

tincion de Gal-4 a un aumento de 10X y 20X. En las figuras C y F se muestra el merge de ambas sefiales.
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7.4.Concentracion sérica de galectina-4 y la relacion con su nivel de
expresion en tejido de pacientes con cancer cervicouterino

Para evaluar si la concentracion sérica de Gal-4 se relacionaba con el nivel de expresion en

las biopsias de tejido tumoral, se realiz6 un andlisis de correlacion entre el suero y la biopsia

correspondiente en un grupo de 10 pacientes (Tabla 11). Realizamos un analisis de

correlacion de Spearman el cual no mostro significancia p=0.4918 (Figura 20).

Tabla 11. Nivel de expresion de Gal-4 en suero y tejido de pacientes con CaCu

Gal-4
Paciente Suero (pg/ml) Tejido (lum) Estadio FIGO
1 1462.14 59.86 1B
2 563.63 91.95 1B
3 647.86 102.89 111B
4 381.13 83.66 NC
5 507.86 120.24 111B
6 565.00 151.79 1B
7 536.43 71.02 111B
8 414.88 104.87 1B
9 913.63 64.59 1B
10 493.63 61.98 1B
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Figura 20. Gal-4 en suero y tejido de pacientes. En el nivel de expresion en tejido se muestra con la densidad

media de los niveles séricos, se muestran con la correlacién de Spearman r, p=0.4918.
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7.5.Niveles de expresion del gen LGALS4y proteina en lineas celulares de
cérvix
7.5.1. Cuantificacion de la expresion del gen LGALS4 en lineas celulares.

Los niveles de expresion del gen LGALS4 se determinaron con un PCR tiempo real en lineas
celulares de cérvix, como control de fenotipo no tumoral se usaron las células HaCaT vy el

control positivo de expresion fueron las células Jurkat.

Todas las lineas celulares evaluadas mostraron expresion del gen LGALS4, en la Figura 21
se muestran los niveles de expresion con respecto a la linea celular HaCaT. La linea celular
SiHa presentd la mayor expresion, siendo 3.31 veces mayor que la linea control (p<0.0001),
por otro lado, las lineas celulares CasKi, HeLa y C33A presentaron niveles de ARNm
semejantes a la linea control. La linea celular Jurkat que se utilizé como control positivo tuvo

una expresion 2.25 veces mayor que HaCaT (p<0.05).

Expresion relativa

| 1 1 1 1 | |
HaCat Caski HeLa SiHa C33-A Jurkat

Figura 21. Niveles de expresion del gen LGALS4 en diferentes lineas celulares. La expresion fue analizada
mediante PCR tiempo real, los niveles de expresion del gen LGALS4 fueron normalizados con el gen
enddgeno hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT), la expresion relativa fue obtenida empleando
el método AACt. ANOVA de una via con un post-analisis de Dunnet, * p<0.05, **** p<0.001
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El nivel de expresion del gen LGASL4 no mostré cambios con respecto al origen celular ni
con respecto al tipo de VPH, ya que SiHa, Caski y C33A son de tipo escamoso y unicamente
SiHa mostr6 mayor expresion, ademas no tiene relacion con el tipo de VPH, ya que HelLa
tiene integrado el genoma del VPH-18, mientras que SiHa y Caski tienen integrado el genoma
del VPH-16, por otro lado, C33A es negativa a VPH.

7.5.2. Evaluacién de la expresion de la proteina galectina-4 en lineas celulares.

Para identificar la expresion de la proteina de Gal-4 usamos el ensayo de WB. Considerando
los resultados de expresion relativa en el que la linea celular SiHa mostrd los niveles mas
altos de ARNm del gen LGALS4 realizamos la deteccidon de la proteina en esta linea celular,
asi como en la linea celular HaCaT. Inicialmente usamos el anticuerpo monoclonal anti-Gal4
(ab175185), el cual tiene reactividad por Gal-4 de humano y reconoce Gal-4 de rata, el
reconocimiento se da en la region que comprende los aminoacidos 1-100. No se logrd
detectar la proteina en las lineas celulares evaluadas, como control positivo usamos proteinas

de yeyuno del intestino delgado de rata (Figura 22).

Yeyuno SiHa HaCat

Gal-4
36KDa - o~

b-actina
42 kDa

Figura 22. Deteccién de Gal-4 en lineas celulares de cérvix. Se realiz6 Gal-4 mediante un western blot en
lineas celulares SiHa y HaCat, como control positivo se usé yeyuno de rata. Como control de carga se usé un

anticuerpo anti-f#-actina.
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Para verificar si realmente la proteina Gal-4 estaba ausente en las células SiHa y HaCaT
realizamos los ensayos de WB empleando una clona diferente de anticuerpo anti-Gal4
(ab170638), este anticuerpo reconoce la region que comprende los aminoécidos 77-106. Para
este ensayo usamos como control positivo extracto proteico de células Jurkat, como lo sefiala
el inserto de la casa comercial. Los resultados muestran una banda de aproximadamente 36
kDa correspondiente al peso molecular de Gal-4 (Figura 23). Se realizd un analisis
densitométrico de la intensidad de las bandas, los resultados no muestran diferencias entre
las lineas celulares analizadas, como control usamos [-actina que utilizamos para normalizar

los valores.
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Figura 23. Identificacion de la expresion de la Gal-4 en lineas celulares A. Nivel de expresion de Gal-4 en las

células HaCaT, SiHa y Jurkat. Se muestran los resultados del andlisis densitométrico de las bandas de Gal-4

normalizadas con respecto a f-actina B. Ensayo de WB que muestra la deteccion de Gal-4 en lineas celulares
mencionadas, para el ensayo fueron usados 100 pg de proteina total para cada tipo celular. Se hizo un

analisis de ANOVA de una via con un post andlisis de Dunn’s, n=4.
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7.5.3. Localizacion de galectina-4 en lineas celulares

En las lineas celulares HaCat (no tumoral) y SiHa (CCE) se evalué la localizacion de Gal-4
mediante una deteccion con inmunofluorescencia. En la Figura 24 se muestra en color verde
la localizacion de Gal-4 (B y E) y en color azul los nucleos de las células HaCaT y SiHa (A
y D). Observamos que en las células HaCaT, la proteina se localiza principalmente en el
citoplasma con baja presencia en los ndcleos, mientras que en las células SiHa la proteina se

localiza principalmente en los nicleos con menor expresion en el citoplasma.

Nucleos Galectina-4 Merge
""‘“““““““““““‘\ ""““““““““““"‘\
E
o

Figura 24. Localizacion de Gal-4 en lineas celulares. En el panel se ejemplifica la expresion de Gal-4 en
HaCat (control) y SiHa (CCE), en Ay D se observa la tincién nuclear (DAPI), en By E la expresion de Gal-4
y en Cy F el merge de ambas sefiales. En las microfotografias se muestra la expresion de Gal-4 en color

HaCat

SiHa

verde y la tincién nuclar en color azul, las imagenes de tomaron con un objetivo de 63X de inmersion
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8. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la concentracion sérica de Gal-4 en
pacientes con CaCu y evaluar el nivel de expresion de Gal-4 en tejido y lineas celulares con

caracteristicas normales y cancer.

Los niveles séricos de Gal-4 en pacientes con CaCu fueron mas altos que en el suero de
pacientes con diagnostico normal. Los niveles séricos de galectina-4 se han analizado en
adenocarcinoma gastrico [156], cancer de colon, cdncer de mama [146, 155] y carcinoma
hepatocelular (CHC) [141]. En todos los tipos de cancer, se informé que la concentracion
sérica de Gal-4 incrementa. En el caso del cancer de colon, los niveles séricos de Gal-4
aumentaron 11,1 veces en general y 25,3 veces en pacientes con metastasis con respecto a
los niveles en el grupo sano; en pacientes con cancer de mama, se detecté un aumento de 11
veces [146]. Con respecto al cancer hepatocelular, la Gal-4 solo incrementd en el suero de
pacientes con CHC e infeccion por el virus de la hepatitis B [141], y también se encontrd una
asociacion entre niveles séricos mas altos y caracteristicas mas agresivas del cancer. Nuestros
resultados son similares a los reportados en otros tipos de cancer, en los que los niveles
séricos de Gal-4 aumentan en pacientes con cancer en comparacion con pacientes sin
enfermedad. Ademas, observamos una tendencia hacia el aumento en la concentracion sérica
de Gal-4 de pacientes con tumores queratinizantes en comparacion con los tumores no
queratinizantes, asi como en los estadios clinicos I11'y IV con respecto a los estadios clinicos
I y Il. La queratinizacion es una caracteristica morfoldgica identificable en CCE que
permitiria determinar el prondstico de los pacientes. Los pacientes con tumores
queratinizantes presentaron una menor supervivencia respecto a los no queratinizantes,
ademas de que lo tumores queratinizantes tienen una pobre diferenciacion y estan en etapas
mas avanzadas, lo que representa un peor pronéstico para las pacientes [164], esto también
ha sido reportado en carcinomas de células escamosas orofaringeas[165]. Si bien no ha sido
evaluado el efecto que tiene un incremento de Gal-4 sérica en pacientes con tumores

queratinizantes ya he reportado que estos presentan un peor prondstico.
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En los carcinomas hepatocelulares y colorrectales, se ha informado de una asociacion entre
concentraciones mas altas de Gal-4 sérica y estadio clinico avanzado [141, 146]. Ademas, en
pacientes con hepatocarcinoma, las concentraciones séricas mas altas de Gal-4 se asociaron
con metéastasis [155]. Nuestros resultados sugieren que la Gal-4 podria tener un papel en la
invasion y metastasis de CC, pero se deben analizar mas muestras de suero de pacientes en
estadio clinico IV para confirmar esta asociacion. No se caracterizd el papel de la Gal-4
circulante. Los estudios in vitro sugieren que las galectinas circulantes podrian participar en
el reclutamiento de células tumorales en el endotelio vascular. Se demostrd en un modelo in
vivo de ratones desnudos, que la galectina-3 circulante participa en la metastasis. La
galectina-3 se une al antigeno oncofetal de Thomsen-Friedenreich, que es un disacarido (Gal
B1,3GalNAc) presente en la proteina transmembrana MUC1 de las células tumorales, y la
interaccidn favorece la exposicion de otras moléculas de adhesion, lo que facilita la adhesién

de las células tumorales al endotelio vascular [102].

Es importante mencionar que la desviacion de los valores séricos de Gal-4 en pacientes con
CaCu fue alta; en algunos casos, los niveles séricos en pacientes con CaCu fueron similares
a los de mujeres sanas, y en otros casos, los niveles séricos en pacientes con CaCu fueron el
doble de los valores en mujeres sanas. En pacientes con adenocarcinoma gastrico, se han
informado valores de hasta 40 veces los valores en personas sanas en algunos pacientes con
cancer, mientras que otros pacientes tienen valores similares a los de las personas sanas [156].
Estas diferencias podrian estar asociadas con la progresion del cancer y podrian utilizarse
para la identificacion temprana de pacientes con un mayor riesgo de progresion de la
enfermedad. Ademéas se ha propuesto que las galectinas circulantes podrian ser dianas

terapéuticas para reducir la metastasis[156].

En otros tipos de cancer y otras patologias Gal-4 sérica se ha propuesto como un biomarcador
de diagnostico, de progresion o de seguimiento de la enfermedad. Hemos analizado la
utilidad clinica de Gal-4 sérica en el diagnostico de CaCu, Gal-4 sérica podria funcionar
como un biomarcador diagnostico. EI AUC fue de 0.7515 con un punto de corte de 432.14
pg/ml que presenta una sensibilidad de 82.1% y una especificidad de 69.2%. En un contexto
clinico indicaria que una paciente con una concentracion de Gal-4 sérica > 432.14 pg/ml

puede ser diagnosticado con CaCu con una confianza del 82.1%. En pacientes con
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adenocarcinomas gastricos Gal-4 sérica presentd un AUC de 0.904 y un punto de corte de
420 pg/ml con un valor de confianza de 62.5% [156]. La determinacion plasmatica de Gal-4
en céncer colorrectal tuvo un AUC de 0.786, con un punto de corte de 525 pg/ml con una
sensibilidad del 90% y especificidad de 48.6% [166]. Las pruebas diagnosticas disponibles
actualmente para la prevencion y deteccion de CaCu son el Pap y colposcopia, las pacientes
posteriormente son sometidas a un anlisis mediante una biopsia dirigida. La prueba de Pap
presenta una sensibilidad de 57% y una especificidad del 76%, la colposcopia presenta una
sensibilidad de 92% vy especificidad de 67% [167]. Gal-4 sérica presenta una mejor
sensibilidad y especificidad y podria ser usada como una prueba complementaria para la
deteccion de CaCu y en futuros estudios realizar un analisis combinado de Gal-4 sérica con
los estandares usados actualmente en el diagnéstico de CaCu.

También se ha informado que la expresion de galectina esta alterada en los tejidos de
diferentes tipos de cancer. La galectina-1 [168, 169], la galectina-3 [170, 171] y la galectina-
9 [118, 172, 173] son las més estudiadas[118, 172, 173]. Este es el primer informe de la
identificacion de Gal-4 en tejido cervical, la expresion de Gal-4 se ha detectado en diferentes
tejidos y se informé por primera vez en el tracto digestivo y el higado [120]. Durante la
transformacion celular, la expresiéon de la Gal-4 cambia y, en algunos tipos de céancer, su
expresion se ha relacionado con el estadio o el prondstico [141]. En tejido de pacientes con
CaCu ya habia sido detectada la presencia de ARNm del gen LGALS4 con un anélisis de
microarreglos, se encontré una disminucién respecto a muestras normales [154],[132, 174],

pero hasta hoy no se habia analizado la proteina Gal-4.

La tincién inmunohistoquimica mostré que la Gal-4 se expresaba preferentemente en el
citoplasma de células epiteliales normales, y su expresién en células SCC se observo en el
citoplasma y nucleos, mostrando cambios en la localizacidn asociados con la transformacion
del cancer. Con respecto a las células columnares normales, se detecté la débil expresion de
Gal-4 en el citoplasma. En el adenocarcinoma, la expresion fue mayor que en el epitelio
columnar normal y también se observd principalmente en los ndcleos. Para algunas
galectinas, se han informado cambios en la localizacion intracelular asociados con el cancer;
La galectina-7 se detectd en nucleos de tejido epitelial esofagico normal, y en el carcinoma

de células esofagicas, su expresion se detectd en el citoplasma, ndcleos y membrana [175].
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La localizacién nuclear preferencial de galectina-3, sobre la localizacion citoplasmica, se
propuso como un indicador pronostico de recurrencia en pacientes con carcinoma de pulmaén
[176]. La galectina-1 induce la migracion de las células tumorales epiteliales mamarias, y
esta influencia se ejerce cuando la proteina se localiza en el nacleo. También se informé que
el cambio en la localizacion es el resultado de la glicosilacion, lo que demuestra que la
sialilacion a-2,6 interfiere con la interaccion de galectina-1 con glicanos LacNAc, lo que
permite la translocacion de galectina-1 al ntcleo [168]. Durante la transformacion del cuello
uterino, se ha informado un aumento de la expresion de acido sidlico segun el grado de
transformacion [177, 178]. El aumento de &cido sialico en el tejido CaCu puede participar en

la translocacién de Gal-4 al nacleo.

El andlisis de expresion de Gal-4 mostré6 una diferencia significativa entre tumores
queratinizantes y no queratinizantes, y los tumores queratinizantes presentaron mayor
tincion. La Cancer Genome Atlas Research Network informd una caracterizacion molecular
de los tumores CaCu. Los resultados mostraron tres grupos de CaCu: el grupo con alto
contenido de queratina, que presenta una alta expresion de genes relacionados con la familia
de las queratinas; el grupo bajo en queratina, que presenta baja expresion de genes de la
familia de la queratina; y el grupo rico en adenocarcinoma. Estas clasificaciones muestran
que es posible identificar diferentes subtipos de CaCu segun los patrones de expresion génica
[20]. En nuestros resultados, detectamos una mayor expresion de Gal-4 en tumores
queratinizantes en comparacidon con tumores no queratinizantes, lo que sugiere que el gen
LGALS4 podria ser parte del grupo de genes con alta expresion y desempefiar un papel en
este subtipo molecular. Para confirmar esta posibilidad, son necesarios mas estudios. Se ha
informado que los pacientes con el tipo de SCC queratinizante tienen estadios avanzados (111-
IV) de la enfermedad; Ademas, el CaCu en estadio IV también se asoci6 con una peor tasa
de supervivencia, peor pronostico y menor respuesta a tratamiento, lo que sugiere que el

estado de queratinizacion es un predictor independiente de supervivencia [164].

Estos resultados resaltan la importancia de considerar los subtipos moleculares en el
prondstico del CaCu, con la finalidad de disefiar terapias dirigidas. Aun se desconoce el papel
de la Gal-4 en el tejido de CaCu, y debe investigarse la funcion de la Gal-4 nuclear en la

progresion del cancer.
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Los estudios realizados en lineas celulares (in vitro) o en animales (in vivo) permiten analizar
funciones en las que Gal-4 se podria encontrar involucrada, ya que estas funciones o
caracteristicas no pueden determinarse directamente en los pacientes. Por lo que fue de
nuestro interés caracterizar la expresion de Gal4 en lineas celulares. Cabe mencionar que este

es el primer trabajo en el que se evalla la expresion de Gal-4 en lineas celulares cervicales.

La expresion del gen LGALS4 fue analizada en un pool de lineas celulares cervicales que
presentaron una menor expresion cuando se comparo con tejido cervical normal [132]. En el
presente trabajo de las lineas celulares analizadas encontramos una mayor expresion de
ARNmM en SiHa respecto a las lineas HaCat y Jurkat, que fueron usadas como controles. La
expresion no se puede asociar con el tipo celular ya que SiHa, Caski y C33-A son derivadas
de un CCE y HelLa es de un adenocarcinoma. En otro estudio en el que se evaluaron dos
lineas celulares que se originaron del mismo tumor de pancreas, se encontr6é una diferencia
marcada en la expresién de ARNm y proteina, mientras que PaTu-S presentd niveles mayores
de hasta de 10 veces, PaTu-T no mostro expresion, esta Ultima mostré una mayor capacidad

metastasica [142].

Posteriormente se analizo la presencia de la proteina Gal-4 en SiHa, HaCat y Jurkat, se
detectd la proteina de 36 kDa en las tres lineas celulares evaluadas, no encontramos
diferencias respecto a los controles, lo cual fue sorprendente ya que esperabamos un
incremento similar de la proteina como fue analizado en el ARNm. En otros tipos celulares
como pancreas [142], y de colon [144] se ha analizado tanto el mensajero como la proteina,
y aunque se detectaron los niveles de ARNm, estos no coincidieron con el nivel de proteina
detectado. Esto puede deberse a que el anticuerpo utilizado no reconoce de manera eficiente
a la proteina. En nuestro trabajo usamos dos clonas diferentes de anticuerpos anti-Gal-4 ya
que la primera (ab175185) no tuvo reconocimiento en las lineas celulares humanas, pero si
en proteina de yeyuno de rata, en caso contrario al segundo anticuerpo utilizado (ab170638),

reconocio satisfactoriamente Gal-4 en las lineas celulares.

También logramos identificar a la proteina Gal-4 mediante inmunofluorescencia en
citoquimicas de SiHa y HaCat, la expresion de Gal-4 fue diferencial, en la linea control se

observa principalmente en el citoplasma, mientras que en SiHa la encontramos
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principalmente en los nucleos. La localizacidén subcelular podria determinar el tipo de
proceso celular en el que esta participando Gal-4, la que se encuentra en citoplasma
disminuye los niveles de -catenina, en consecuencia, f3-catenina no se transloca al ntcleo y
no activa genes claves de la via WNT, que se asocia a procesos de diferenciacion y migracion
celular [179].

76



9. CONCLUSIONES

Los niveles séricos de Gal-4 en los pacientes con CaCu fueron mas altos que en los pacientes
sin enfermedad y la tendencia de mayor concentracion en los pacientes con estadio clinico
avanzado sugieren que la Gal-4, al igual que otras galectinas, podria participar en la

migracion y la metastasis.

Mediante un analisis de curva ROC logramos visualizar que la Gal-4 sérica es un prometedor
biomarcador para diagnostico de CaCu, ya que presentd una sensibilidad del 82.1% con un
punto de corte > 432.14 pg/ml para diferenciar a los pacientes con CaCu.

La Gal-4 se expresa en el epitelio escamoso normal y columnar cervical y en las células
estromales. En el tejido normal, se detectd la expresion de Gal-4 en el citoplasma; en las
muestras de tumores de CCE y adenocarcinoma, la expresion se observo en nucleos, lo que
sugiere que el cambio de localizacidn podria estar relacionado con la transformacién celular.
El aumento de la expresion de Gal-4 en los tumores queratinizantes en comparacion con los
tumores no queratinizantes sugiere que este gen podria ser parte del grupo de genes
relacionados con este subtipo CC y podria estar relacionado con un peor prondstico.

En lineas celulares se detectd la presencia de ARNm del gen LGALS4, SiHa tuvo la mayor
expresion respecto al control, por primera vez se detecto la proteina Gal-4 en lineas celulares
cervicales, pero no fue proporcional a los niveles de ARNm encontrados. Adicionalmente,
se determind la localizacion subcelular de Gal-4 en células SiHa, observandose
principalmente en ndcleo, lo que sugiere que podria existir una funcion asociada a la

localizacion.
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10. PERSPECTIVAS

Gal-4 es una proteina poco estudiada y en CaCu este es el primer reporte de su expresion. Se
propone que el trabajo en un futuro se continte con andlisis que ayuden a esclarecer tanto su
participacion en el desarrollo de CaCu, con la finalidad de evaluar su potencial uso como un
biomarcador o un posible blanco terapéutico. Para lo que se propone Gal-4 sérica sea
analizada en un grupo mas amplio de pacientes con CaCu para confirmar la asociacion con
las caracteristicas clinico-patoldgicas como el estadio clinico, el tamafio tumoral, la
queratinizacion, invasion entre otros. Asi como analizar los niveles de Gal-4 sérica en las
pacientes durante y después del tratamiento en forma grupal y en cada estadio clinico.
Determinar el poder discriminatorio de Gal-4 en los estadios clinicos avanzados (111 'y 1V) y
analizar si es un posible marcador de progresién, recurrencia y supervivencia. Analizar
también si el incremento de la concentracion de Gal-4 sérica tiene una correlacion con

procesos inflamatorios que se han asociado al desarrollo y progresion de CaCu.

A nivel celular se propone caracterizar los procesos biolégicos en los que interviene Gal-4
para determinar su participacion en el desarrollo del CaCu a través de estudios in vitro donde
se pueda analizar la adhesion, la tasa de proliferacion, la capacidad de invasion, tanto para
Gal-4 intracelular y extracelular. Ademas, determinar el origen de Gal-4 sérica mediante

experimentos en la seccion leucocitaria de muestras sanguineas de pacientes con CaCu.
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ANEXO I: Preparacion de soluciones y material

Preparacién de laminillas para histoquimica

Las laminillas (2951-001T, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US) se agruparon en un rack y
fueron se sumergidas por 1 min en solucion APES al 2% en constante movimiento, luego se colocaron
en metanol 100% por 1 min en agitacion, 2 lavados de 1 min en agua bidestilada. Finalmente, las
laminillas se secaron a 37°C por 24 hrs.

Buffer de citratos 10 mM, pH 6

Citrato de sodio
Agua bidestilada hasta

PBS pH 7.2-7.4

Cloruro de sodio (NaCl)
Cloruro de potasio (KCI)
Fosfato de sodio (NazHPO4)
Fosfato de potasio (KH2PO,)
Agua bidestilada hasta

BSA 1%
AlbUmina sérica bovina

Agua bidestilada hasta

BSA 5%
AlbUmina sérica bovina

Agua bidestilada hasta

Triton X-100 2%
Triton x-100
Agua bidestilada hasta

2.94 gr
1 Litro

1X
8.00 gr
0.20 gr
144 gr
0.24 gr
1 Litro

10qgr
100 mL

5.0 gr
100 mL

200 pL
10 mL
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Concentracion final
130 mM
3.0mM
8.1 mM
1.5 mM



Poliacrilamida 30%
Acrilamida 7.30r

Bis-acrilamida 0.2gr

Persulfato de amonio 10%
Persulfato de amonio 1.0g9r
Agua bidestilada hasta 10 mL

Dodecilsulfato de sodio (SDS) 10%
SDS 10qgr
Agua bidestilada hasta 10 mL

Tris base 0.5 M pH 6.8
Tris base 6.05 gr
Agua bidestilada hasta 100 mL

Tris base 1.5 M pH 8.0
Tris base 18.15gr
Agua bidestilada hasta 100 mL

Buffer Laemmli

1X 10X
Tris base 3.0g¢r 30.0gr
Glicina 14.0 gr 140.0 gr
SDS 10gr 10.0gr
Agua bidestilada hasta 1 litro 1 litro

Buffer de transferencia 0.06% pH 8.3-8.5

Tris base 3.03gr
Glicina 144 gr
SDS 0.6 gr
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Concentracion final
25 mM
192 mM
0.1%



Metanol 200 mL
Agua bidestilada hasta 1 litro
NOTA: No ajustar el pH, unicamente medirlo

Solucién de lavado TBS y TBS-T

10X
Tris base 24 gr
NaCl 88 gr

Agua bidestilada hasta 1 litro

NOTA: ajustar pH a 7.5 con HCI, refrigerar a 4°C.Para prepata 1 litro de TBS-T 1X afiadir 0.5 ml de
Tween 20

Buffer de carga para proteinas

2X
Glicerol 2.00 ml
SDS 10% 2.00 ml
Tris base 0.5 M pH 6.8 1.25mL
[B-mercaptoetanol 0.50 mL
Azul de bromofenol pizca
Agregar agua bidestilada hasta 10 mL
Buffer Stripping
Tris HCI 6.25 mL (1 M pH 6.8)
SDS 10 mL
[B-mercaptoetanol 100 pL
Agregar agua bidestilada hasta 100 mL
RIPA
1X Concentracion final
TrisHCI, pH 7.4 150 pL 50 mM
NP-40 200 pL 1%
Deoxicolato de sodio 0.5%
SDS 0.1%
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Cloruro de sodio 150 mM,
EDTA 2 mM
Agregar agua bidestilada hasta 20 mL

Preparacién de gel de poliacrilamida

Concentrador al 4%

Poliacrilamida 30% 330 L
Tris base 0.5 M pH 6.8 630 pL

SDS 10% 33 uL
Agua bidestilada 1500 pL
Persulfato de amonio 10% 10 uL
TEMED 4 uL
Separador al 12%

Poliacrilamida 30% 2000 pL
Tris base 1.5 M pH 8.0 1300 pL

SDS 10% 50 pL
Agua bidestilada 1600 pL
Persulfato de amonio 10% 50 pL
TEMED 10 pL
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ANEXO IlI: Consentimiento informado
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Coordinacion de Investigacion en Salud
Comisidon Nacional de Investigacion Cientifica

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAREN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION:

Expresion de Galectina 9 en cancer cervicouterino: marcador predictivo de
respuesta al tratamiento y supervivencia

Patrocinador externo: NO APLICA
Lugar y Fecha:
No. de registro: R-2017-785-119

Justificacién y objeto del estudio

Estimada Paciente, se le invita a participar en el estudio de investigacion, Expresion de
Galectina 9 en cancer cervicouterino: marcador predictivo de respuesta al
tratamiento y supervivencia, registrado ante la Comisiéon Nacional de Investigacion
Cientifica del Instituto Mexicanodel Seguro Social (IMSS). Dicho proyectose llevara a cabo
en Unidad Médica de Alta Especialidad, CMN Manuel Avila Camacho del IMSS, y en el
Centro de Investigacion Biomédica de Oriente, ubicado en la ciudad de Metepec, Puebla.
El objetivo de la investigacién es: Evaluar la expresion de galectina-9 en céancer
cervicouterino como un marcador predictivo de respuesta al tratamiento y supervivencia.
La galectina-9 es una proteina que participa en muchas funciones de la célula, como
controlar la velocidad a la que se divide, o la capacidad que tiene de invadir otros tejidos.
Cuando una célula normal se transforma en una célula tumoral o cancerosa se presentan
muchas alteraciones, una de ellas es la disminucién en la cantidad de esta proteina, estos
cambios le permiten a la célula cancerosa dividirse sin control lo que favorece el crecimiento
del tumor.

Este proyecto en particular esta dedicado al estudio de una region del cuerpo de las mujeres
llamada cérvix o cuello del Gtero (matriz), que es el sitio en el que se unen la matriz y la
vagina. En este sitio se desarrolla un tipo de cancer llamado cervicouterino (cancer del
cuello del utero).

Tal vez usted ya sabe que el cancer cervicouterino es una enfermedad grave que afectaa
muchas mujeres mexicanas, por lo que el presente proyecto busca determinar si analizar
la cantidad de galectina 9 puede ayudar a determinar el prondstico del tumor, o dar
seguimiento alas pacientes para identificar si existe una recaida, lo cual podria ser utilizado
para identificar la presencia de cancer lo mas pronto posible. La cantidad de esta proteina
en el tejido del cuello del Utero puede madificarse en relacion a la presencia y el tipo de
virus del papiloma humano.

Usted ha sido elegida para participar en este proyecto de investigacion porque al realizarle
estudios de patologia el reporte indicé que usted tiene cancer cerivouterino.

Al igual que usted, seran invitadas a participar otras pacientes que, de forma voluntaria y
sin ninguna presién, acepten participar en el estudio. Por favor lea la informacién que le
estamos proporcionando y si tiene alguna pregunta, con gusto le aclararemos sus dudas.
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Su participacion es voluntaria y su decision de participar o no en este proyecto no afecta en
nada su relacién con el IMSS, es decir gue Usted seguira recibiendo la atencion médica
requerida para mejorar su salud independientemente de que decida o no participar en este
estudio.

Procedimientos

Como parte de la atencion que normalmente le brinda el IMSS, Usted se le realizan algunas
preguntas sobre su estado de salud y sus antecedentes clinicos, se le realizara una
exploraciéon fisica minuciosa y los estudios de laboratorio que su médico juzgue
convenientes, asi como los procedimientos clinicos o quirdrgicos necesarios para tratar su
enfermedad, en caso de tenerla. En este sentido el participar en el estudio no hara ningin
cambio respecto a la atencién que le brinda su médico en esta unidad, si es que fuera
necesario.

Dependiendo de la etapa en que se encuentre su enfermedad (cancer), se le realizaran
diferentes tipos de tratamiento, los cuales incluyen cirugia, radioterapia y/o quimioterapia,
su médico oncdlogo, determinara cudl es el tratamiento mas adecuado para tratar su
enfermedad, para esto tomara en cuenta su edad, el nimero de hijos que haya tenido, su
condicion en general y el grado de avance de su enfermedad.

En ciertos casos de cancer el médico decide retirar la parte del cuello de la matriz que esta
lesionada, mediante un tratamiento quirdrgico que se llama conizacién o simplemente cono
(ya que la parte removida tiene dicha forma). En otros casos el médico puede decidir por
retirarle quirGrgicamente toda la matriz (o Utero), los ovarios y ganglios, si estuvieran
comprometidos. Recuerde que esto dependera de la gravedad de su enfermedad y las
decisiones que tome el médico oncologo que la esta tratando, y en ningln caso se hace
con el fin de aportar muestras a este proyecto de investigacion.

Como parte de este estudio se le pedira responder a un cuestionario que le aplicara una
enfermera o un auxiliar del proyecto. El tiempo requerido para completar el cuestionario
sera de méaximo 15 minutos.

Se le tomaré una muestra del cuello del Gtero, siguiendo el mismo procedimiento utilizado
para el estudio de Papanicolaou (raspado cervical); esta muestra se utilizara para conocer
mediante procedimientos de laboratorio el tipo de virus de papiloma humano presente en
las células.

Se le tomara una muestra de 3 ml sangre, que equivalente a media cucharadita cafetera,
para evaluar la concentracion de galectina-9 y determinar si esta asociada con la presencia
de la enfermedad.

Se le solicita su autorizacion para poder utilizar parte del tejido que le haya sido retirado, ya
sea como cono, biopsia o Utero completo, para realizar otras pruebas de laboratorio que
nos ayuden a identificar la cantidad de galectina 9. También le pedimos su autorizacion
para conservar y almacenar las partes de las muestras de tejido no utilizadas en este
estudio, para ser utilizadas en otros proyectos de investigacion futuros que ayuden a
detectar, prevenir y tratar el cancer cervicouterino.
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momento, termina su participacion en el estudio.

Por ningun motivo se solicitard que usted asista al Hospital para la toma de muestra, esta
se hara durante las citas de revision que usted tenga programadas. Al respecto cuando se
haga la toma de muestras de sangre de seguimiento, se tomaran algunos datos clinicos
conrespecto a la evolucion de la enfermedad, tipo de tratamientos aplicados, resultados de
laboratorio, estos datos seran tomados de su expediente concluyendo la consulta, lo que
tomara méximo 5 min.

Los investigadores analizaremos los resultados y los publicaremos en Foros y revistas
especializadas, sin que sea posible identificar a ninguna participante.

Posibles riesgos y molestias.

La toma de las muestras de laboratorio no implica riesgo para usted porque sera realizada
por personal médico capacitado.

El raspado cervical se realiza con un cepillo desechable (solo se usa una vez) que raspa
suavemente la superficie del cuello de la matriz. Las molestias que usted podria presentar
son las mismas que usted ha sentido cuando le toman muestras para el Papanicolaou. En
algunas ocasiones se puede presentar ligero dolor, pero éste desaparece en poco tiempo
sin necesidad de recibir medicamentos.

La tomade sangre le ocasionard molestias minimas, como el leve dolor por el piquete con
la aguja en el antebrazo al tomarla muestra de sangre, existiendo la posibilidad de formarse
un moretén en el lugar de la toma de muestra de sangre .

Las muestras de tejido seran tomadas de las de la biopsia que le fue tomada para realizar
el diagnéstico de su enfermedad.

Posibles beneficios que recibiréa al participar en el estudio.

Por su participacion en el estudio usted no tendra que hacer ningln gasto y tampocorecibira
ningun pago. La atencién médica, medicamentos, exdmenes, tratamientos y cirugias, etc.
que requiera para su enfermedad sera proporcionados por el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), gracias a que usted es derechohabiente.

Su participacion en el estudio no tendra ningun beneficio inmediato para usted, sin
embargo, sera importante ya que ayudara a que esta enfermedad se conozca mejor y
podamos proponer mejores métodos de diagndstico; esto beneficiara en el futuro a otras
personas que sufran de la misma enfermedad.

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento,

Ya que los resultados de este estudio no cambiarian el prondstico, la evolucién, ni el
tratamiento de su enfermedad, no se considera necesario entregarle ningun reporte del
mismo. Pero si usted esta interesada en conocer los resultados del proyecto, tiene el
derecho de solicitarlos al investigador responsable.

Participacion o retiro. Su participacion en este estudio es completamente voluntaria; si
usted decide no participar en el estudio, seguira recibiendo la atencion brindada por el
IMSSy se le ofreceran los procedimientos y tratamientos habituales. De la mismaforma,
usted
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podra abandonar el estudio en el momento que asi lo decida, sin que eso afecte el
seguimiento o la atencién que se le proporciona en el IMSS.

Privacidad y confidencialidad. La informacion serd guardada de manera confidencial y
por separado para garantizar su privacidad. Cuando se conjunten los datos de todos los
participantes en el estudio y se realice el andlisis, su nhombre permanecera oculto, al igual
gue al presentar los resultados en una publicacion o conferencia.

Solo cuando el médico tratante lo solicite se le proporcionaran los resultados obtenidos de
este estudio, o0 bien cuando por alguna situacion especial lo requiera la ley.

En caso de coleccion de material biologico:
1 No autorizo que se tome la muestra.
1 Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

L1 Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros. Las muestras
seran almacenadas por un periodo de 10 afios.

Beneficios al término del estudio:

Al término del estudio, los resultados generados permitiran evaluar si la determinacion de
galectina-9 puede ser utilizada comoun marcador para dar seguimiento alas pacientes con
CaCu y determinar de manera mas temprana su exista una recaida o persistencia de la
enfermedad.

Sitiene usted preguntas o desea hablar con alguien del equipo médico, puede comunicarse
con el Responsable Médico del Proyecto en su Unidad:

Dr. Teléfono: COrreo:

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con su médico
o con la investigadora responsable del estudio la Dra. Veronica Vallejo Ruiz al teléfono (244)
444 01 22 de lunes a viernes de las 8:00 a las 16:00 horas o cualquier dia de la semana al
celular 22 21 60 21 54, con sede en la Ciudad de Puebla México. En caso de requerir mayor
y mas detallada informacién, puede escribir al correo veronica.vallejor@imss.gob.mx

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podré dirigirse a la
Comisién de Etica de la Comisiéon Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Col. Doctores. México,
D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56276900 extension 21230, Correo electronico:
comiteeticainv.imss@gmail.com

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Se me ha explicado con claridad en qué consiste el estudio, ademas he leido el contenido
de este formato de consentimiento; se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y

100



todas mis dudas han sido aclaradas; consta en esta carta con mi firma mi participacion
voluntaria.

Nombrey firma del participante

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion ala participante y he contestado todas sus
preguntas. Creo que ella entiende la informacién descrita en este documento y libremente
da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el Consentimiento Informado Fecha

Testigo 1

Nombre, direccion, relacion con el paciente y firma

Testigo 2

Nombre, direccion, relacion con el paciente y firma
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ANEXO IlI: Publicacion y congresos

Se realizo la publicacion del trabajo de tesis

Evaluation of Serum Levels and Expression of Galectin-4 in Cervical Cancer

Ileana Conde-Rodriguez, Guadalupe Delgado-L6pez, Erick Armenta-Castro, lvonne Ramirez-Diaz,

Maricruz Anaya-Ruiz, Claudia T. Gutiérrez-Quiroz, Juan Carlos Flores-Alonso, Salvador Reyes-

Salinas, Victor J. Vazquez-Zamora, Francisco J. Ceja-Utrera, Aurelio Lépez-Colombo, Julio Reyes-

Leyva

BioMed Research International (https://www.hindawi.com/journals/bmri/2020/6756723/)

El trabajo fue presentado en congresos

Evaluacion de la concentracion de galectina-4 en pacientes con lesiones premalignas y cancer
cervicouterino

XXIV Foro Sur de Investigacion en Salud, presentacién en poster (Junio 2017)
Evaluation of galectin-4 concentration in serum of patients with premalignant injuries and
cervical cancer

4th Latin American Congress of Glycobiology, presentacién en poster (Octubre 2017)

Evaluation of galectin-4 in serum and tissue of patients with premalignant lesions and cervical
cancer

4ta Reunion Anual de Colegio Mexicano para la Investigacion del Cancer, (Octubre 2017)
Evaluacion de la concentracién de galectina-4 en suero de pacientes con lesiones premalignas
y cancer cérvicouterino

XXVI Foro Nacional de Investigacién en Salud, presentacion en poster (Octubre 2017)
Evaluacion de la concentracion de galectina-4 sérica en pacientes con lesiones premalignas y
cancer cervicouterino

XXV Foro Sur de Investigacion en Salud, presentacién en poster (Julio 2018)
Evaluacion de la concentracion de galectina-4 en suero de pacientes con cancer cervicouterino

XXVII Foro Nacional de Investigacion en Salud, (Septiembre 2018)
Evaluacion de la concentracion de galectina-4 en suero de pacientes con lesiones premalignas

y cancer cervicouterino
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XXVII Jornadas de Educacion e Investigacion para Médicos Residentes “Dr. Juan Augusto
Rafael Larrauri Rodriguez” (Enero 2019)
Evaluacion de la concentracidn de galectina-4 en suero de pacientes con lesiones premalignas
y cancer cervicouterino
XXVI Foro Sur de Investigacidn en Salud (Octubre 2019)
Evaluacion de galectina-4 en suero y tejido de pacientes con lesiones premalignas y
cancercervicouterino
5° Latin American Congress of Glycobiology, presentacion en poster (Octubre 2019)
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Galectin-4 has been reported to be altered in different cancer types. Its expression changes have been associated with early
recurrence and metastasis. In cervical cancer (CC), galectin-4 has not been studied. The aim of the study was to determine the
expression level and subcellular localization of galectin-4 in CC tissue and the concentration in the serum of patients with CC.
For the analysis of serum levels of galectin-4, an ELISA assay was performed. To assess the expression in cervical tissue,
immunohistochemical staining was performed. The results showed that the concentration of galectin-4 in the serum of patients
with CC was higher (647.9pg/ml) than that in the serum of women with normal cytology (382.1pg/ml). The
immunohistochemical analysis of CC samples showed a higher expression in keratinizing tumor than nonkeratinizing tumors
and a trend of increased expression in tumors from patients with advanced clinical stage. In normal cervical tissue, galectin-4
was detected in the cytoplasm, and in tumor cells, the presence of galectin-4 was also detected in the nudleus, in both
adenocarcinoma and squamous cervical cancer. The increase in serum concentration and different localization in the tumor
cells suggest a possible role of galectin-4 in CC development.

1. Introduction and adenocarcinoma [2]. CC screening is based on the test

Pap smear (cytology), which has decreased the incidence
Cervical cancer (CC) is the second leading cancer-related  and mortality of CC, but the low reproducibility of this test
cause of death in women in undeveloped countries [1]. The  can impact the incidence rate; in México, a high percentage
most common histological types are squamous carcinoma  of false-negative cases have been reported [3]. Novel



biomarkers could help with early diagnosis, determine
prognosis, evaluate the response to treatment, and clinically
manage patients and therapies. The galectin family has 15
members that recognize p-galactoside structures through
their carbohydrate-recognizing domains [4]. These proteins
have been reported to be altered in different cancer types
and, in some cases, associated with tumor progression and
survival and have been proposed as biomarkers for prognosis
and therapeutic targets [5-9]. For some galectins, changes in
subcellular localization have been detected and associated
with cancer progression, such as in tongue carcinoma, in
which nuclear galectin-3 decreases with cancer progression,
showing an increase in the cytoplasm [10]. The location of
galectin-3 in the nuclei of non-small-cell lung cancer cells is
a prognostic predictor of recurrence [11]. In oesophageal
squamous cell carcinoma, high expression of galectin-7 has
been reported with respect to normal tissue; additionally,
galectin-7 was preferentially located in the nucleus of the cells
in normal tissue, and in cancer tissue, it was located in in the
cytoplasm and in the cell membrane in addition to the
nucleus [12]. It has been reported that the subcellular loca-
tion determines the role of galectins [13, 14].

Galectin-4 is a protein with two carbohydrate domains
that have been reported to be altered in pancreatic cancer
[15], gastric adenocarcinoma [16, 17], hepatocellular carci-
noma [6], colorectal cancer, breast carcinoma [18], and lung
cancer [19]. The role of galectin-4 can be different with
respect to the cancer type. In pancreatic cells, it can decrease
migration and metastasis [20]; in contrast, in colorectal can-
cer cells, the low expression of galectin-4 increases migration
and cell proliferation [21]. The serum levels have also been
reported to vary in different types of cancer such as hepato-
cellular carcinoma, melanoma, pancreatic cancer, bladder
cancer, colorectal cancer, breast cancer, gastric cancer, and
head and neck cancer, in which the concentration has been
reported to be increased compared with that in normal
tissues [22-27]. Serum galectins can promote migration
and metastasis in cancer [28, 29].

For CC, neither the tissue expression nor the serum
concentration of galectin-4 has been reported. Considering
the important roles that this protein plays in the cell and its
association with tumor progression, we were interested in
evaluating the expression level of galectin-4 in CC tissue, its
subcellular location, and its concentration in the serum of
patients with CC.

2. Materials and Methods

2.1. Patients and Samples. The study was conducted in accor-
dance with the Declaration of Helsinki and the ethical regu-
lations approved by the Human Ethics Committee 2106
from the Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), regis-
tration number (R-2016-2106-1).

The female patients included in the study were invited to
participate at the Radiotherapy Service of the National
Health Centre, Manuel Avila Camacho, IMSS, in Puebla City,
Mexico, during the period February 2017 to July 2019. All the
patients included in the study were informed and signed the
consent form.
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Clinical and pathological diagnoses of CC were made by
the Pathology Service and treating oncologists according to
FIGO staging [2].

2.2. Galectin-4 Detection in the Serum of Patients. A total of
52 female serum samples were collected, including 13 with
normal cytology and 39 patients with CC. Serum was
obtained by phlebotomy of newly diagnosed patients before
treatment. The concentration of galectin-4 in serum was
determined by using the Human Galectin-4 ELISA Kit (IRK-
TAHS5118, Innovative Research, Inc., Plymouth, MN, US)
according to the manufacturer’s instructions. Serum samples
were used at a dilution 1:2.

2.3. Galectin-4 Detection in Cervical Tissue. Paraffin-embed-
ded cervix biopsies were obtained from the Department of
Pathology of the Centro Médico Nacional, Manuel Avila
Camacho, IMSS. A total of 35 biopsies were obtained, 6 from
normal cervix tissue and 29 from patients with a diagnosis of
CC. Paraflin sections 4 ym thick were cut and placed on
slides treated with APES; next, they were deparaffinized and
rehydrated. Antigen retrieval was performed by incubation
for 15min at 90°C in 10mM citrate buffer pH 6.0 (C9999,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US). Then, every step was
followed by washing three times with 1x PBS except incuba-
tion with blocking buffer. To block endogenous peroxidase
activity, sections were incubated for 15 min with 0.3% H,0,
in 1x PBS. Afterward, the tissues were incubated for 1 hour
with blocking buffer containing 5% bovine serum albumin
(P6154, Biowest, Riverside, MO, US.) in 1x PBS. The tissues
were incubated overnight at 4°C with rabbit polyclonal
anti-GAL4 antibody (ab170638, Abcam, Cambridge, UK) at
a dilution of 1:100. Next, the tissues were incubated with
the secondary antibody anti-rabbit IgG-HPR (ab6721,
Abcam, Cambridge, UK) at a dilution of 1:1,000, and colour
development was assessed with ImmPACT® DAB Peroxi-
dase Substrate (SK-4105, Vector Labs, Burlingame, CA,
US). Finally, nuclei were counterstained with haematoxylin
solution (HX87960674 Merck, Darmstadt, Hesse, DE), and
the slides were mounted with VectaMount® Permanent
Mounting Medium (H-5000, Vector Labs, Burlingame, CA,
UU). Negative controls of the technique were processed with
only the secondary antibody.

Tissue images were obtained with a VENTANA DP200
scanner (Roche Diagnostics, Switzerland, CH), and the mean
staining density was evaluated with the Image-Pro software
(Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, US).

2.4. Statistical Analysis. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, US).
Statistical significance in serum was evaluated with the Mann-
Whitney test. The association between the concentration of
galectin-4 in serum and clinicopathological features was evalu-
ated with a Mann-Whitney test with the exception of the
differentiation grade which was calculated using Kruskal-
Wallis test. The differences in staining intensity of the tissues
between different stages of cancer were evaluated by the
Mann-Whitney test. A value of p <0.05 was considered to
indicate a statistically significant difference.
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3. Results

3.1. Serum Levels of Galectin-4 Are Higher in Patients with CC
than in Patients without Disease. Serum levels of galectin-4
were evaluated by ELISA in 52 serum samples, including
samples classified according to histological diagnosis as non-
diseased (n = 13) and as CC (n = 39). The mean age of nondi-
seased patients was 31.72 years (+8.73 (SD); range 22-51
years), and for patients with a diagnosis of CC, it was 54.23
years (+14-24; range 21-81 years). The CC group comprised
32 patients with a diagnosis of squamous carcinoma and 7
patients with adenocarcinoma.

Patients with CC showed an increase in the serum con-
centration of galectin-4 with respect to nondisease patients.
The median galectin-4 concentration was 382.1pg/ml in
nondisease patients and 647.9pg/ml (p=0.0061) in CC
patients. The results are shown in Figure 1.

To determine whether the serum concentration of
galectin-4 in CC patients was related to clinicopathological
features, histological type, differentiation grade, FIGO stag-
ing, tumor size, or keratinizing or not keratinizing type, a
Mann-Whitney test was performed. The serum concentra-
tion did not show significant differences according to the ana-
lysed characteristics (Table 1). However, it is important to
note that there was a tendency of increasing concentration
in the group with keratinizing tumors with respect to the
nonkeratinizing group. The concentration in the serum of
patients with advanced clinical stages III-IV was also observed
to be higher than that in the serum of patients with clinical
stages I and II, who showed the lowest serum concentrations.

3.2. Galectin-4 Expression in Squamous Cervical Tissue. The
expression of galectin-4 was evaluated by histochemical
analysis in normal cervical epithelium to determine if this
protein was expressed in the cervix and to subsequently
evaluate its expression in CC tissues. The analysis was
performed on 6 normal samples and 29 CC samples (23 with
a diagnosis of squamous cervical carcinoma, 5 with a diag-
nosis of adenocarcinoma, and 1 with a diagnosis of adenos-
quamous carcinoma).

The presence of galectin-4 was detected both in normal
tissue and in CC tissues. In the basal cells of the normal
cervical squamous epithelium, galectin-4 was not detected,
but it was observed in the differentiated cells throughout
the layers of the epithelium. Regarding the cellular localiza-
tion, galectin-4 was preferentially observed in the cytoplasm
(Figure 2). Additionally, we observed the presence of
galectin-4 in stromal cells.

In squamous cervical carcinoma, the expression of
galectin-4 was detected in the tumor cells, but the expression
pattern was different from that in normal tissue. In the
tumor cells, the presence of galectin-4 was observed in both
nuclei and the cytoplasm, and in some samples, the nuclear
expression was higher than that in the cytoplasm (Figure 2).
In the tumors, the expression of galectin-4 in stromal cells
was also detected.

The expression level of galectin-4 between the tumors of
patients with different clinical stages is shown in Figure 3.
The level of expression and the cellular localization of

Serum levels of galectin-4

3000 dk
2500 A
2000
A
= A
§ 1500 4 AA
o Aa
° A
A
1000 - . it
° —‘-2—.—
500 @ adtsa
- i
s ata
Nondi‘seased Cervica'l cancer

FiGURE 1: The concentration of galectin-4 was increased in serum
from CC patients. Galectin-4 concentrations (pg/ml) in the serum
of women without disease (circle, n=13) and with CC (triangle,
n=39) are shown. Mann-Whitney test **p=0.0061.

galectin-4 did not change with clinical stage, and there were
samples with different clinical stages that presented similar
expression levels. This was also observed in relation to
nuclear localization, for which the staining pattern did not
change with cancer progression.

3.3. Galectin-4 Expression in Columnar Cervical Epithelium.
Only a few samples of columnar epithelium and adenocarci-
noma could be analysed, including 2 normal tissues and 5
adenocarcinomas, but we could observe characteristic
expression patterns. In the columnar cells of the normal
glandular epithelium, galectin-4 was detected at low inten-
sity, and its expression was observed in the cytoplasm
(Figure 4). When galectin-4 was analysed in the tumor spec-
imens, the expression of galectin-4 was increased in the
columnar cells, in which it was detected in nuclei (Figure 4).

3.4. Expression Level of Galectin-4 in Cervical Squamous
Carcinoma. The expression level of galectin-4 in CC tissues
was evaluated with respect to clinical stage, tumor differenti-
ation grade, and keratinization status. The keratinizing
tumors showed increased expression of galectin-4 with
respect to the nonkeratinizing tumors, and the differences
were statistically significant (Figure 5).

The statistical analysis did not show differences with
respect to clinical stage and differentiation grade, but a trend
of increasing expression was observed in the tumors of
patients with advanced clinical stages (IIT and IV) (Table 2).
It was also observed that most of the samples with the lowest
expression of galectin-4 belonged to clinical stages I and II
(Figure 6).

4. Discussion

The aim of this study was to determine whether the serum
concentration of galectin-4 in patients with CC is different
from that in healthy women and to evaluate the expression
level and localization of galectin-4 in CC tissue.
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TasLE 1: Galectin-4 serum levels and dinic-pathological features of patients with CC.

Cervical cancer n Madtiisi Gal A dnserar(p g/ml)Ra nge p value
Histological type
Squamous carcinoma 32 757.062 141.130-2518.000 0.0949
Adenocarcinoma 7 493.630 149.880-1388.000
Differentiation
Poor 6 539.285 316.430-1139.290
Moderate 21 565.000 149.880-1636.430 ns
Well 3 1108.000 368.630-2518.000
No reported
Keratinizing
No 14 630.030 141.130-1462.140 0.4677
Yes 10 757.062 381.130-1478.000
Not reported 15
FIGO staging
[-1I 17 563.630 141.130-1462.140 0.1997
HI-IV 10 681.992 453.630-1356.429
Not classifiable 12
Tumor size (cm)
<5.1 8 613.155 198.630-1636.430 0.1325
>5.1 6 448.630 141.130-647.860
No size 24

p values were calculated using Mann-Whitney test with the exception of the differentiation grade which was calculated using Kruskal-Wallis test.
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FIGURE 2: Galectin-4 immunodetection in cervical tissue samples from normal squamous epithelium and squamous CC. (a, b) correspond to
normal squamous epithelium to 20x and 40x of magnification, respectively. The expression of galectin-4 was observed in the cytoplasm of the
cells. (¢, d) correspond to squamous CC to 20x and 40x of magnification, respectively. Galectin-4 was observed in both the cytoplasm and the
nuclei of the tumor cells.

The serum levels of galectin-4 in CC patients were higher ~ [6]. In all cancer types, the serum concentration of galectin-
than those in normal serum. Serum levels of galectin-4 have 4 has been reported to be increased. In the case of colon
been analysed in gastric adenocarcinoma [16], colon cancer,  cancer, the serum levels of galectin-4 were increased 11.1-
breast cancer [18, 23], and hepatocellular carcinoma (HCC) fold overall and 25.3-fold in patients with metastasis with
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F1GURE 3: Galectin-4 expression in tumors from patients with different FIGO stages. Squamous cervical cancer tissue corresponds to (a, b)
stage I, (c, d) stage II, (e, f) stage III, and (g, h) stage IV, to magnification 20x and 40x, respectively. Galectin-4 was observed in epithelial
cells of tumors of patients with different FIGO stages, and its expression was observed in both the cytoplasm and nuclei. Galectin-4 was
strongly expressed in some tumor cells with no relation to the FIGO stage.

respect to the levels in the healthy group; in breast cancer
patients, an increase of 11-fold was detected [18]. With
respect to hepatocellular cancer, galectin-4 was only
increased in the serum of patients with HCC and infection
with hepatitis B virus [6], and an association between higher
serum levels and more aggressive characteristics of the cancer
has also been reported. Our results are similar to those in
other cancer types, in which serum levels of galectin-4 are
increased in cancer patients compared with patients without
disease. In addition, we observed a trend toward an increase
in the serum concentration of galectin-4 in the patients with
keratinizing tumors compared with nonkeratinizing tumors,
as well as in FIGO stages III and IV with respect to FIGO
stages I and II. In hepatocellular and colorectal carcinomas,
an association has been reported between higher concentra-
tions of serum galectin-4 and advanced clinical stage [6,

18]; additionally, in patients with hepatocarcinoma, higher
serum concentrations of galectin-4 were associated with
metastasis [23]. Our results suggest that galectin-4 could
have a role in the invasion and metastasis of CC, but more
serum samples from patients in stage IV must be analysed
to confirm this association. The role of circulating galectin-
4 was not characterized. In vitro studies suggest that circulat-
ing galectins could participate in recruiting tumor cells to the
vascular endothelium. Circulating galectin-3 was shown to
participate in metastasis in an in vivo model of nude mice.
Galectin-3 binds to the oncofoetal Thomsen-Friedenreich
antigen, which is a disaccharide (Galp1,3GalNAc) present
in the MUCI transmembrane protein of tumor cells, and
the interaction favours the exposure of other adhesion mole-
cules, which facilitates the adhesion of tumor cells to the vas-
cular endothelium [30].
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FIGURE 4: Galectin-4 expression in columnar cervical epithelium. (a, b) correspond to normal columnar epithelium and (c, d) to cervical
adenocarcinoma. Galectin-4 was observed in columnar and stromal cells. In the columnar cells in nondiseased tissue, the expression was
low, and its expression was increased in columnar cells in adenocarcinoma. In adenocarcinoma tissues, it was observed that the expression
level of galectin-4 was increased in areas that had greater proliferation (arrow).
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FIGURE 5: Tissue expression of galectin-4. Expression of galectin-4
in keratinizing (circle, n =16) and nonkeratinizing (square, n = 5)
CC tumors. The expression level of galectin-4 in keratinizing
tumors was higher than that in nonkeratinizing tumors. The mean
density of the expression level of galectin-4 was calculated with the
Image-Pro software. Mann-Whitney test *p = 0.0318.

It is important to mention that the deviation of serum
galectin-4 values in CC patients was high; in some cases,
the serum levels in patients with CC were similar to those
in healthy women, and in other cases, the serum levels in
patients with CC were twice the values in healthy women.
In gastric adenocarcinoma patients, values up to 40-fold the
values in healthy people have been reported in some cancer
patients, while other patients have similar values to healthy
people [16]. These differences could be associated with can-
cer progression and could be utilized for early identification

of patients with a higher risk of cancer progression, and it
has been proposed that circulating galectins could be thera-
peutic targets to reduce metastasis [16].

Galectin expression has also been reported to be altered
in the tissues of different types of cancer. Galectin-1 [31,
32], galectin-3 [33, 34], and galectin-9 [35-37] are the most
studied. The galectin-4 expression has been detected in
different tissues and was first reported in the alimentary tract
and liver [38]. During cell transformation, the expression of
galectin-4 changes, and in some types of cancer, its expres-
sion has been related to stage or prognosis [6, 39].

Immunohistochemical staining showed that galectin-4
was preferentially expressed in the cytoplasm of normal
epithelial cells, and its expression in SCC cells was observed
in the cytoplasm and nuclei, showing changes in the localiza-
tion associated with cancer transformation. With respect to
the normal columnar cells, the faint expression of galectin-
4 was detected in the cytoplasm. In adenocarcinoma, the
expression was higher than that in normal columnar epithe-
lium, and it was also observed primarily in nuclei. For some
galectins, changes in the intracellular localization associated
with cancer have been reported; galectin-7 was detected in
nuclei in normal oesophageal epithelial tissue, and in oesoph-
ageal cell carcinoma, its expression was detected in the cyto-
plasm, nuclei, and membrane [12]. The preferential nuclear
localization of galectin-3, over cytoplasmic localization, was
proposed as a prognostic indicator of recurrence in lung
carcinoma patients [11]. Galectin-1 induces the migration
of mammary epithelial tumor cells, and this influence is exer-
cised when the protein is located in the nucleus. It was also
reported that the change in localization is the result of glyco-
sylation, showing that 2,6 sialylation interferes with the
interaction of galectin-1 with LacNAc glycans, allowing the
translocation of galectin-1 to the nucleus [31]. During cervix
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TaBLE 2: Expression levels of galectina-4 in tissue and clinic-pathological features of patients with CC.

Expression levels of Gal-4 (lum)

Cervical cancer n Median Range p value
Histological type
Squamous carcinoma 23 72.216 4.129-151.793
Adenocarcinoma 5 61.985 11.779-90.595 Squamous carcinoma vs. adenocarcinoma 0.3272
Adenosquamous carcinoma 1 22.053 NA
Differentiation
Poor 2 80.560 NA Poor vs. moderate 0.6403
Moderate 21 71.028 4.129-151.793
Well 1 90.575 NA
No reported 5
Keratinizing
No 16 62.226 4.129-129.247 0.0318
Yes 5 102.896 55.008-110.984
Not reported
FIGO staging
I-1I 16 57.434 4.129-151.793 0.1868
-1V 9 78.020 19.747-120.247
Not classifiable
Tumor size (cm?)
<5.1 9 61.985 4.129-90.575 0.7197
>5.1 10 62.115 9.532-77.060
No size 10

“p values were calculated using Mann-Whitney test.
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200 4 respect to FIGO stage
~ 1504 °
=
=
et [ ]
&
‘2 100 $ Ll
§ L X ] L Egm
S S
= 504
s
L ] < ® "
0 $

I-11 mI-1v
FIGO Stage

FIGURE 6: Tissue expression of galectin-4 with respect to FIGO
stage. The expression of galectin-4 in tumors of patients with
FIGO stages I/II (circle, n=16) and III/IV (square, n=9) is
shown. The lowest galectin-4 levels were observed in FIGO stages
I and II, and FIGO stages III and IV presented a trend of higher
levels than FIGO stages I and II. The mean density of the
expression level of galectin-4 was calculated with Image-Pro. The
Mann-Whitney analysis did not show significant differences
(p=0.1868).

transformation, increased expression of sialic acid has been
reported according to the transformation grade [40, 41].
Increased sialic acid in CC tissue can participate in the trans-

location of galectin-4 to the nucleus. The expression analysis
of galectin-4 showed a significant difference between kerati-
nizing and nonkeratinizing tumors, and the keratinizing
tumors presented increased staining. The Cancer Genome
Atlas Research Network reported a molecular characteriza-
tion of CC tumors. The results showed three CC clusters:
the keratin-high group, which presents a high expression of
genes related to the keratin family; the keratin-low group,
which presents low expression of keratin family genes; and
the adenocarcinoma-rich group. These classifications show
that it is possible to identify different subtypes of CC accord-
ing to gene expression patterns [42]. In our results, we
detected increased expression of galectin-4 in keratinizing
tumors compared with nonkeratinizing tumors, suggesting
that the galectin-4 gene could be part of the cluster of genes
with high expression and play a role in this molecular sub-
type. To confirm this possibility, more studies are necessary.
It has been reported that patients with the keratinizing type
of SCC have advanced stages (III-IV) of disease; in addition,
stage IV disease is also related with a worse survival rate,
suggesting that keratinization status is an independent
predictor of survival [43].

These results highlight the importance of considering
molecular subtypes in the prognosis of CC and for designing
targeted therapies.

The role of galectin-4 in CC tissue is still unknown, and
the nuclear galectin-4 function in cancer progression must
be investigated.



5. Conclusions

The higher serum levels of galectin-4 in the CC patients than
in patients without disease and the trend of higher concentra-
tion in the patients with advanced clinical stage suggest that
galectin-4, like other galectins, could participate in migration
and metastasis.

Galectin-4 is expressed in cervical columnar and normal
squamous epithelium and in stromal cells. In the normal
tissue, the expression of galectin-4 was detected in the cyto-
plasm; in the samples from SCC and adenocarcinoma
tumors, the expression was observed in nuclei, suggesting
that the localization change could be related to cell transfor-
mation. The increased expression of galectin-4 in keratiniz-
ing tumors compared with nonkeratinizing tumors suggests
that this gene could be part of the cluster of genes related to
this CC subtype and could be related to worse prognosis.
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EL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Otorga la presente

CONSTANCIA

Al trabajo de investigacion

EVALUACION DE LA CONCENTRACION DE GALECTINA-4 SERICA EN PACIENTES CON
LESIONES PREMALIGNAS Y CANCER CERVICOUTERINO

Autor(es): Conde-Rodriguez lleana, Robles-Sanchez Viridiana, Galindo-Herrera Jhovanna,
Vazquez-Zamora Victor Javier, Ceja-Utrera Francisco Javier, Lopez-Colombo Aurelio, Martinez-Acosta
Liliana Guadalupe, Toxtle-Guevara Juan José, Martinez-Morales Laura Patricia, Reyes-Leyva Julio,
Lopez y-Lépez José Gustavo, Vallejo-Ruiz Verdnica.

Tlalnepantla de Baz, Estado de México. 25, 26 y 27 de Julio de 2018.
LA INVESTIGACION M SALUD EN ENFERMEDADES CRONICAS DEL ADULTO JOVEN: DE LO PRE¥ALENTE A LO PREVENIBLE.

<

L.A.E. Fernando Luis Olimén Meraz. Dr. Leopo‘l-do%antillén Arreygue.
Titular de la Delegacion Regional Estado de México Oriente. Titular de la Jefatura de Servicios de Prestaciones Médicas.

Instituto Mexicano del Seguro Social. Instituto Mexicano del Seguro Social.




Foro Nacional Investigacion en Inflamacion:
de Investigacién en Aplicacion en la Medicina del Siglo XXI
Salud. Zacatecas, Zac. 4 al 7 de septiembre de 2018.

EL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Otorga la presente

CONSTANCIA

Al trabajo de investigacion

EVALUACION DE LA CONCENTR/-\CI()N DE GALECTINA-4 EN SUERO DE PACIENTES CON
CANCER CERVICOUTERINO

Autor(es): Conde-Rodriguez lleana, Robles-Sanchez Viridiana, Galindo-Herrera Jhovanna, Reyes-Salinas Juan Salvador, Vazquez-Zamora Victor
Javier, Ceja-Utrera Francisco Javier, Lopez-Colombo Aurelio Martinez, Martinez-Acosta Liliana Guadalupe, Toxtle-Guevara Juan José,
Martinez-Morales Laura Patricia, Reyes-Leyva Julio, Lopez y-Lopez José Gustavo, Vallejo-Ruiz Veronica.

efe de los Servicios de Prestaciones Médicas Delegado Estatal. Delegacion Zacatecas. Coordinafor del Area de Ciencias de la Salud
Delegacion Zacatecas Instituto Mexicano del Seguro Social Universidad Autonoma de Zacatecas

‘ Dr-Hugo garcia Aranda Lic. Ra%aei éstra§a§§a§r§‘ Dr. Franci
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
JEFATURA DE SERVICIOS DE PRESTACIONES MEDICAS
CENTRO DE INVESTIGACION Y EDUCACION DE FORMACION DOCENTE.
UNIDADES MEDICAS DE LA DELEGACION PUEBLA

XXVIII Jornadas de Educacién e Investigacion para Médicos Residentes

< “ Dr. Juan Augusto Rafael Larrauri Rodriguez”
ﬁ Otorga la presente ;"‘?/:Eef: "%,
@ I 1 N
o\ & HX \ A 8
“;\. - “4) ’,\“‘.\ 'q" ‘,‘;?

CONSTANCIA AL Sl

A Conde Rodriguez lleana, Viridiana Robles Sanchez, Galindo-Herrera

Jhovanna, Vazquez-Zamora Victor Javier, Ceja-Utrera Francisco Javier, Lopez-
Colombo Aurelio, Acosta Liliana Guadalupe, Toxtle Guevara Juan José,
Martinez Morales Laura Patricia, Lépez y Lopez José Gustavo, Vallejo Ruiz
Verdnica

Por la presentacién del trabajo de investigacién modalidad cartel:

“EVALUACION DE LA CONCENTRACION DE GALECTINA-4 EN SUERO DE PACIENTES CON
LESIONES PREMALIGNAS Y CANCER CERVICOUTERINO”

Puebla, Puebla a 24 y 25 de Enero del 2019

Dra. Luz Karigla Ramirez Duefias @

Dra. Juan Augusto R. Larrauri Rodriguez
R ; g Dr. Jorgeart{hez'Torres
Directora del CIEFD Fundador de las Jornadas de investigacion Jefe de Prestaciohes Medicas




LA INVESTIGACION EN LAS ENFERMEDADES EMERGENTES: GOBIERNO DE Universidad
XXV I UNA HERRAMIENTA INDISPENSABLE PARA SU CONTROL .
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DEL 17 AL 19 DE JULIO, DE 2019
MERIDA, YUCATAN

EL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Otorga la presente

CONSTANCIA

Al trabajo de investigacion

EVALUACION DE LA CONCENTRACION DE GALECTINA-4 EN SUERO DE PACIENTES CON
LESIONES PREMALIGNAS Y CANCER CERVICOUTERINO.

Autor(es): Conde-Rodriguez lleana, Robles-Sanchez Viridiana, Galindo-Herrera Jhovanna,
Reyes-Salinas Salvador, Vazquez-Zamora Victor Javier, Ceja-Utrera Francisco Javier, Lépez-Colombo
Aurelio, Martinez-Acosta Liliana Guadalupe, Toxtle-Guevara Juan José, Martinez-Morales Laura Patricia,
Reyes Leyva-Leyva Julio, Lopez-y Lépez José Gustavo, Vallejo-Ruiz Verdnica.

/_? /
|- 4
Dr. Pedro Arm,{ndo Marin Campos

\ N - - I . -
Dr. César RaUI\Gon-zéIe} Bonilla Dr. Luis Alberto Ménc¥z Trujeque
Titular de la Delegation Estatal en Yucatan Titular de la Coordinacion de Investigacion en Salud Director de la Escuela de Ciencias de la Salud
Instituto Mexicano del Seguro Social Instituto Mexicano del Seguro Social Universidad Marista de Mérida
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£ ’; Congreso Centro de
“\ \_(éill‘\ 5 Latln()amel'lcan() de |nvestigaci6n en
=7/ Glicobiologia e\ Dinamica Celular

Sociedad Latinoamericana de Glicobiologia A.C.

The Latin American Society of Glycobiology and the Cell Dynamics
Research Center of the Morelos State Autonomous University

CERTIFICATE OF ATTENDANCE
We hereby certify that:

At the 5™ Latin American Congress of Glycobiology and 2" Meeting
of the Glycoscience in Health Thematic Network held on October 2-4,
2019 in Mexico City, Mexico.

Ilvan Martinez Duncker R. Carla Asteggiano EdgarZenteno Galindo Héctor Mora Montes
President of the Latin American Organizing committee Organizing committee Organizing committee
Society for Glycobiology
Head of the Glycoscience in Health Thematic
Network CONACYT

@

Roberta Salinas Marin Tonatiuh Ramirez Reivich Verénica Vallejo Ruiz
Organizing committee Organizing committee Organizing committee
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