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O-glicosilacion incompleta en células cancerigenas y

parasitos: Importancia biomédica.

Mary Carmen Pérez-Aguilar', Loredana Goncalves', Nora Mogollén?, Rafael Bonfante-Cabarcas?®

RESUMEN

Durante la carcinogénesis ocurren modificaciones importantes en
la glicosilacion, entre ellas la elongacion incompleta de las cadenas
sacaridicas con uniones de tipo O y la exposicion de antigenos que en
condiciones normales estaban ocultos, los cuales son reconocidos
por componentes de la respuesta inmune que promueven o
limitan el crecimiento tumoral. Diversos estudios reportan que
estructuras asociadas a tumor tales como los antigenos Tn vy sialil-
Tn se expresan en algunos parasitos protozoarios y helmintos,
planteando numerosas interrogantes a nivel de la interaccion
parasito-hospedador. Considerando que existe una correlacion
negativa entre ciertas infecciones parasitarias y el desarrollo de
cancer, los antigenos de O-glicosilacion incompleta obtenidos de
parasitos podrian ser potenciales blancos en la inmunoterapia del
cancer.
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ABSTRACT

Incomplete O-glycosylation in cancer cells and parasites:
biomedical significance

During carcinogenesis important modifications in glycosylation
occur, among them incomplete elongation of the saccharide chains
with type O bonds and the exposure of antigens that were hidden
under normal conditions, which are recognized by components of
the immune system which promote or limit tumor growth. Several
studies report that tumor-associated structures, such as Tn and
sialil-Tn, are expressed in some parasites protozoa and helminths,
and pose many questions regarding parasite-host interaction.
Considering the negative correlation between certain parasite
infections and cancer development, antigens from incomplete
O-glycosylation obtained from parasites could be potential targets
in cancer immunotherapy

Key words: O-glycosylation, cancer, parasite, tumor-associated
antigens.
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INTRODUCCION

Glicosilacion es la modificaciéon covalente mas frecuente en
las proteinas y ocurre por la unién de una o mas cadenas
oligosacaridicas a la secuencia aminoacidica (1). Dicho
proceso le otorga diferentes caracteristicas estructurales
y funcionales a las proteinas, confiriéndoles mayor
estabilidad ante las modificaciones fisicoquimicas del medio
y contribuyendo en su correcto patrén de plegamiento (2).
Adicionalmente, esta modificacion esta involucrada en
diversos tipos de interaccion ligando-receptor y, por ende,
participa en procesos bioldgicos tales como la diferenciacion
celular, la invasion del cancer, asi como la infectividad viral,
bacteriana y parasitaria (3,4).

Existen dos tipos de glicosilacion de proteinas, dependiendo
del lugar de adicion de los carbohidratos: la N-glicosilacion
y la O-glicosilacion. La N-glicosilacion se lleva a cabo en el
reticulo endoplasmatico rugoso y comienza con la sintesis
de un oligosacarido comun constituido por catorce residuos
de monosacaridos (dos N-acetilglucosaminas, tres glucosas
y nueve manosas) unido a un transportador lipidico (dolicol
fosfato) anclado a la membrana del reticulo endoplasmatico
(5). En el proceso, el oligosacarido es transferido como
una unidad completa a un residuo de asparagina aceptora
que forma parte de la secuencia consenso Asn-X-Ser o
Asn-X-Thr de la cadena polipeptidica en crecimiento. Una
vez unido a la proteina, este oligosacéarido pierde tres
residuos de glucosa y uno de manosa (6). Posteriormente,
la proteina sufre modificaciones postraduccionales que
incluyen tanto la eliminacion como la adicién de residuos
de monosacaridos a medida que es transportada por los
distintos compartimientos del aparato de Golgi (2).

La O-glicosilacion ocurre directamente en el aparato de Golgi
y comienza con la unién de N-acetilgalactosamina (GalNAc)
al grupo hidroxilo de un residuo de serina (Ser) o treonina
(Thr) presente en el esqueleto polipeptidico, formando el
antigeno Tn (GalNAc-Thr/Ser) (5). La complejidad estructural
de las cadenas oligosacaridicas de tipo O es mucho mayor
que las de tipo N, debido a la existencia de ocho core
(donde se encuentran los carbohidratos mas cercanos al
sitio de union con la cadena polipeptidica) que se originan
mediante la accién de glicosiltransferasas especificas
que actuan de manera secuencial (Figura 1). El core 1 se
sintetiza por la adicién de un residuo de galactosa unido por
un enlace B1,3 a la GalNAc presente en el antigeno Tn.
Esta estructura conocida como antigeno T o de Thomsen-
Friedenreich (GalB1,3GalNAc-Thr/Ser) forma el core 2
mediante la accion de la glicosiltransferasa 31,6 GICNAc-T
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(7). Al antigeno Tn se le puede unir GIcNAc formando los core
3,4y 6 y GalNAc para originar los core 5,7 y 8. El antigeno
sialil-Tn (NeuAc2,6GalNAc-Thr/Ser) se genera mediante la
actividad de una sialiltransferasa que incorpora acido sialico
(Sia) en unién a2,6 al antigeno Tn (8,9).

A partir de los core formados, las cadenas sacaridicas se
elongan o ramifican dando como resultado estructuras
mas complejas. Las ramificaciones que parten de
N-acetilglucosamina (GIcNAc) con enlace 31,6 generan el
antigeno H, mientras que las ramificaciones que sufren tanto
el antigeno Tn como el antigeno T por accion de diversas
enzimas sialiltransferasas (STs) o fucosiltransferasas
(FucTs) dan origen a los antigenos Lewis. (6,7,10).

O-glicosilacién incompleta en células tumorales. El
cancer es una enfermedad en la que ocurren una serie
de alteraciones irreversibles en la maquinaria genética de
las células normales que las inducen a crecer de manera
autonoma y descontrolada, aun cuando el estimulo inicial
haya desaparecido y a pesar de los sistemas que vigilan y
modulan la divisién celular. Luego de un periodo de tiempo
variable los tumores malignos evolucionan, su poblacion
celular se torna heterogénea y progresan a formas capaces
de evadir la respuesta inmune antitumoral; se proveen
de oxigeno y nutrientes a través de la formaciéon de una
red vascular propia e invaden tejidos vecinos o producen
metastasis a distancia (9,10).

Dentro de las alteraciones moleculares mas distintivas
de las células cancerigenas se encuentra la elongacion
incompleta de las cadenas sacaridicas con uniones de tipo
O. Este fendmeno determina que algunos core presentes en
las células normales y que se encuentran enmascarados por
la adicion de azucares queden expuestos en la superficie
celular y formen nuevos antigenos asociados a tumor
(11). Hasta el momento no se conocen completamente
los mecanismos bioquimicos por los cuales las moléculas
glicosiladas sufren alteraciones durante la carcinogénesis;
no obstante, es posible que se deba a una modificacién en
la regulacion de la expresion de glicosiltransferasas que
catalizan las etapas iniciales de la O-glicosilacién (12).

Algunos antigenos pueden estimular directamente las
células B para producir anticuerpos sin requerir de la
presencia de las células T cooperadores (antigenos T
independientes). Estos antigenos son homopolimeros con
determinantes antigénicos repetidos y muchos de ellos
poseen la capacidad, a concentraciones elevadas, de
activar clonas de células B especificas de otros antigenos
(activacion policlonal); sin embargo, a bajas concentraciones
s6lo activan sus clones especificos. Debido a que los
carbohidratos provocan una respuesta débil de anticuerpos
independiente de células T, se han explorado diversos
métodos para aumentar la inmunogenicidad de dichas
moléculas (13). La estrategia mas empleada consiste en
conjugar estos antigenos con una proteina transportadora
inmunogénica tal como la albumina bovina sérica (BSA) o
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la metaloproteina presente en la hemolinfa del gasterépodo
Megathura crenulata (KLH).

Tn y Sialil-Tn estan presentes en el 90% de los carcinomas,
razén por la cual han despertado gran interés terapéutico y
se han realizado numerosos esfuerzos en el desarrollo de
inmunoterapias que los involucren (14). Diversos estudios
sefialan que ratones inmunizados con glicopéptidos Tn
sintéticos desarrollan una respuesta inmunoprotectora
antitumoral (15,16) cuya eficacia depende de la densidad de
residuos Tn consecutivos en el inmundgeno, obteniéndose
un mayor efecto inmunoprotector cuando los glicopéptidos
presentan tres residuos Tn consecutivos (17). Kuduk y col.
(18) observaron que tres residuos Tn consecutivos unidos de
forma covalente a la KLH o la BSA mas el adyuvante QS-21
estimularon la produccién de titulos elevados de IgM e IgG
contra Tn en ratones; estos anticuerpos fueron fuertemente
reactivos frente a la linea de cancer de colon LCS positiva
para Tn sin mostrar ningun efecto cuando se empled la linea
celular LSB que no expresa Tn. El efecto inmunoprotector
dependiente del nimero de residuos consecutivos no esta
restringido al Tn, puesto que también ha sido observado
con el antigeno sialil-Tn, el cual conjugado a KLH ha sido
empleado para inmunizar pacientes con cancer de mama
de alto riesgo (19).

A pesar de la eficacia de estas vacunas en modelos pre-
clinicos, su uso en pacientes es limitado puesto que la
especificidad de los anticuerpos producidos, asi como la
correlacion nivel de anticuerpos-respuesta clinica no es
constante. Por otro lado, el uso de moléculas portadoras
acarrea diferentes inconvenientes como la produccion
de anticuerpos contra la proteina transportadora y la
heterogeneidad quimica en la composicion del conjugado
final (20). Una alternativa eficaz a este tipo de estrategia
comprende el uso de péptidos antigénicos multiples (MAP)
(21,22), los cuales norequieren de la proteina transportadora;
sin embargo, la sintesis quimica y purificacion de dichas
moléculas es compleja y su costo es extremadamente
elevado, lo cual hace dificil su explotacion a gran escala
(23).

Las mucinas como marcadores glicosilados en cancer. Las
mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular presentes
en el moco, el epitelio respiratorio, el tracto gastrointestinal,
aparato reproductor y en la superficie de diversos parasitos
protozoarios y helmintos (24-27). Se caracterizan por
presentar cadenas complejas de oligosacaridos unidas
a proteinas por enlaces O-glicosidicos y por sufrir
modificaciones estructurales y funcionales en respuesta a
procesos inflamatorios o de transformacion celular producto
de la expresién de nuevas estructuras de oligosacaridos (6).

Dichas glicoproteinas son los principales representantes
de los O-oligosacaridos con core 1 y 2, siendo estos
nucleos sacaridicos los que generan la mayor parte de los
antigenos asociados a tumor (1). Estructuralmente, poseen
dos regiones principales: la regién que comprende los
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dominios amino y carboxilo terminal, donde se encuentran
varios residuos de cisteina que participan en la formacion
de puentes disulfuro entre los monémeros de mucina, asi
como una region central ubicada entre los dominios amino
y carboxilo terminal, la cual es rica en residuos de Ser o
Thr; éstos ultimos se agrupan en secuencias de 10 a 80
aminoacidos que se repiten a lo largo de la regién central
y son susceptibles de ser O-glicosiladas por la accién de la
enzima GalNAc transferasa (24).

Existen tres familias de mucinas humanas (MUC): la primera
familia corresponde a las mucinas que se encuentran
asociadas a la membrana celular y esta representada
por MUC-1, MUC-3 y MUC-4; los genes que codifican
para estas glicoproteinas se encuentran ubicados en el
cromosoma 722 (25). La segunda familia corresponde a
mucinas formadoras de moco y esta representada por MUC-
2, MUC-5 y MUC-6; los genes que codifican para estas
glicoproteinas se encuentran ubicados en el cromosoma
11p15 (26) y la tercera familia corresponde a las mucinas
solubles, representada por MUC-7 que es codificada en el
cromosoma 4q13 (27).

MUC1 se expresa en células T, en células endoteliales y
es un ligando de la molécula de adhesion ICAM-1 (28). Su
funcion esta relacionada con la regulacion de moléculas
de adhesion como cateninas, integrinas y caderinas (29-
31). En las células T actia como receptor relacionado con
la activacion celular, mientras que en células neoplasicas
participa en procesos de adhesion, metastasis y evasion de
la respuesta inmune (32).

El dominio extracelular de MUC1 se caracteriza por tener
secuencias repetidas de 20 aminoacidos ricos en Ser y
Thr, cada una de las cuales tiene 5 sitios potenciales de
O- dlicosilacion (32). En células epiteliales normales la
estructura de MUC1 es muy ramificada y compleja, pero en
células tumorales se modifica el grado de glicosilacién de la
moléculalacual puede expresaralguntipo de O-oligosacarido
rico en GIcNAc con terminaciones con Sia, debido a que
las enzimas GIcNAc y STs estan sobre-expresadas dando
lugar a una forma hiperglicosilada. No obstante; también
puede ocurrir una biosintesis incompleta, debido a que no
se expreso alguna glicosiltransferasa (GTs), lo que genera
mucinas hipoglicosiladas o con cadenas sacaridicas cortas,
dejando expuesto al antigeno Tn (33,34).

La consecuencia biolégica para cada subtipo de MUC1
es diferente, mientras que la hiperglicosilada favorece la
progresion del tumor y es poco inmunogénica porque los
epitopes antigénicos quedan cubiertos por las mudltiples
ramificaciones presentes en la parte sacaridica de la
molécula; la forma MUC1 hipoglicosilada, por el contrario,
es altamente antigénica y participa en la activacion de
la respuesta antitumoral (35), por lo que esta siendo
considerada como candidata para la inmunoterapia
del cancer (36). Hasta el momento, se desconocen los
mecanismos de regulacion en ambos subtipos de MUC1;

sin embargo, pudiesen estar asociados a estimulos del
microambiente, factores genéticos u hormonales.

O-glicosilacion incompleta en parasitos y su relacion
con cancer. Diversos factores bioldgicos pueden favorecer
el desarrollo de cancer, como por ejemplo la relacion
inequivoca entre ciertas infecciones parasitarias y algunos
tipos de cancer. Esta plenamente establecido que el
trematodo Opisthorchis viverrini es un agente causal de
colangiocarcinomas humanos, mientras que Clonorchis
sinensis es considerado como una causa muy probable (37).
Por otro lado, numerosos estudios sugieren el desarrollo de
diferentes tipos de cancer asociados a Schistosomiasis y
en los ultimos afios se ha observado una asociacion entre
neoplasias intracraneales y la infeccion por Toxoplasma
gondii (38-41). No obstante, en algunos parasitos se
expresan antigenos de O-glicosilacion incompleta, hecho
que llama la atencién y plantea numerosas interrogantes a
nivel de la glicobiologia parasitaria, de la relacion parasito-
hospedador y de las eventuales relaciones entre la biologia
de algunos parasitos y las células cancerigenas.

El trematodo Schistosoma mansoni expresa una
glicoproteina rica en Thr/Ser en las células epiteliales del
tracto reproductivo del gusano hembra, ademas de ser el
primer parasito en el que se identifico la estructura Tn en el
esquistosémulo y en el gusano adulto (42). En el cestode
Echinococcus granulosus se han identificado los antigenos
Tn y sialil-Tn, estos antigenos estan presentes tanto en el
parénquima como en el tegumento, encontrandose altos
niveles de Tn en la fraccidon de excrecion/secrecion, lo que
sugiere que el antigeno puede participar en mecanismos de
interaccion con el hospedador (43).

En Fasciola hepatica Tn se expresa principalmente en los
testiculos, mientras que las glicoproteinas que contienen
sialil-Tn estan ampliamente distribuidas en las células
del parénquima, la membrana basal del tegumento y la
superficie apical de las células epiteliales que tapizan los
ciegos (44). Se ha observado que Tn también se expresa en
parasitos helmintos como Taenia hydatigena, Mesocestoides
corti, Nippostrongylus brasiliensis y Toxocara canis (45).
Las semejanzas descritas anteriormente a nivel estructural
podrian conducir a interacciones entre enfermedades
causadas por infecciones parasitarias y el desarrollo de
cancer.

Teniendo en cuentael hallazgo de que los antigenos Tny sialil-
Tn se expresan en numerosos parasitos helmintos, Freire y
col. (46) estudiaron la presencia de dichas estructuras en
el protozoario T. cruzi, encontrando que los epimastigotes
del parasito expresan sialil-Tn. Adicionalmente, los autores
evaluaron la actividad ppGalNAc-T (enzima que cataliza
la primera etapa de la O-glicosilacién) y caracterizaron
los glicopéptidos resultantes de la glicosilacion in vitro,
los resultados obtenidos mostraron que los extractos
de epimastigotes tienen actividad ppGalNAc-T; los
glicopéptidos sintetizados por la actividad ppGalNAc-T in
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vitro son reconocidos por anticuerpos y por lectinas anti-
GalNAc y el analisis de la composicién de carbohidratos de
estos glicopéptidos reveld la presencia exclusiva de GalNAc.

Existen mecanismos bioldgicos compartidos entre las células
cancerigenas y algunos parasitos tales como el fenotipo
invasor, que requiere de la capacidad para establecer
adhesiones célula-célula y célula-matriz, desarrollar
protedlisis y presentar motilidad (2). Tres de las moléculas
relacionadas con el proceso de invasion y metastasis por
las células cancerigenas (integrinas, metaloproteasas de
matriz y el receptor de la quimiocina RANTES) también
pueden participar en mecanismos de invasion por parasitos
(47). Por otro lado, tanto las células malignas como algunos
parasitos protozoarios (Plasmodium y Leishmania) tienen
la capacidad de desarrollar mecanismos de resistencia a
diferentes drogas de uso terapéutico (48).

Las bases moleculares acerca de la funcion de algunos
parasitos en los procesos carcinogénicos no han sido
completamente dilucidadas, siendo posible la participacion
de la reaccion inflamatoria anti-parasitaria con generacion
de especies reactivas del oxigeno que pueden causar dafio
e inestabilidad genética en las células normales vecinas.
Sin embargo, se ha observado un fenémeno opuesto: la
disminucion en la incidencia de cancer de colon inducido
por 1,2 dimetilhidrazina (DMH) en ratas en fase crénica de la
infeccion por T. cruzi (49). Teniendo en cuenta que en cancer
de colon de rata inducido por DMH se expresa el antigeno
sialil-Tn y la observacion de que este antigeno esta también
presente en la superficie de T. cruzi, se podria considerar
la hipotesis de una respuesta inmune anti-parasitaria con
efectiva reaccion cruzada frente a células cancerigenas.

Mel'nikov y col. (50) observaron que ratones Balb/c
infectados con la cepa CH4 de T. cruzi e inoculados con
el linfoma L5178Y-R al mes post-infeccion desarrollaron
una actividad antitumoral la cual inhibié el crecimiento
y metastasis del linfoma. Adicionalmente, el ensayo de
citotoxicidad demostré una completa inhibicion de la
proliferacion celular cuando células del melanoma B16/BL6
fueron cultivadas en presencia de medio condicionado de
melanoma-T. cruzi.

Estudios realizados por nuestro grupo de investigacion
(51,52) en los que ratones C57/BL6 fueron infectados con
la cepa YBM de T. cruzi y posteriormente inoculados con
la linea celular del melanoma B16/BL6 a los 15 dias post-
infeccion, mostraron una reduccion significativa del volumen
del tumor, siendo el efecto mucho mayor en ratones en
fase aguda de la infeccidn. La reducciéon del volumen del
tumor se correlaciond con la dosis del inéculo y el nivel de
parasitemia. Los animales mostraron una menor tasa de
mortalidad en comparacién con los del grupo control de
melanoma; los tumores presentaron extensas areas de
necrosis asociadas a depositos de melanina, abundantes
vénulas congestionadas y trastornos citopaticos con formas
amastigotes en vacuolas parasitéforas dentro de las células
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tumorales. In vitro, el medio condicionado Vero-T cruzi tuvo
efecto citotoxico; disminuyendo la proliferacion de células
de melanoma, lo cual confirma que el T. cruzi inhibe el
desarrollo del melanoma maligno en ratones C57/BL6 y
sugiere que el fendmeno esta relacionado con antigenos
secretados/excretados con propiedades tumoricidas e
inmunogénicas. Ademas del efecto citotoxico demostrado in
vitro, y dado que el antigeno sialil-Tn es capaz de inducir
una respuesta inmune contra células cancerigenas y ha sido
detectado en la superficie de T. cruzi, se pudiese pensar que
el sialil-Tn del parasito esta involucrado en la induccion de
una respuesta inmune cruzada la cual inhibe el crecimiento
del tumor, lo cual representaria un mecanismo adicional de
supresion.

CONCLUSIONES

La expresiéon de Tn y sialil-Tn podria influir en la biologia
parasitaria y en el desarrollo de nuevos procedimientos
de diagnostico, ya que esta demostrada la eficiencia de
la inmunidad antitumoral inducida por estos antigenos,
particularmente cuando se presenta en residuos
consecutivos.

El hecho de que estos antigenos de O-glicosilacion
incompleta se expresen en diversos parasitos plantea
preguntas interesantes sobre los mecanismos involucrados
en su formacion, en la participacion que puedan tener
en la relacion parasito-hospedador y en las posibles
influencias que las infecciones parasitarias puedan tener en
el tipo de respuesta antitumoral que pueda desarrollarse.
Considerando la correlacion negativa entre diversas
infecciones parasitarias y el desarrollo de cancer, los
antigenos de O-glicosilacion incompleta obtenidos de
parasitos podrian considerarse potenciales blancos para la
inmunoterapia del cancer. Sin embargo, se hace necesario
efectuar aun una mayor cantidad de ensayos en modelos
pre-clinicos, ya que algunos parasitos como Schistosoma
haematobium, Opistorchis viverrini y Clonorchis sinensis
han sido considerados agentes carcinogénicos indirectos
que causan inflamacion crénica, la cual puede generar la
produccion de quimiocinas, citocinas y prostaglandinas
por parte de las células infectadas y las células del
sistema inmunoldgico, asi como la generacion de especies
reactivas del oxigeno (con efectos mutagénicos directos)
promoviendo la desregulacion del sistema inmunoloégico y de
la angiogénesis. Las alteraciones presentes en el proceso
de glicosilacion de células neoplasicas se han visualizado
como una estrategia para lograr un diagnéstico oportuno de
diversos tipos de cancer.

Sin embargo, el tipo y nivel de glicosilacion de una
glicoproteina esta determinado por un niumero considerable
de glicosilasas y glicosiltransferasas que actuan secuencial-
mente tanto en el reticulo endoplasmatico como en el aparato
de Golgi, dando lugar a un gran namero de estructuras de
oligosacaridos. La gran diversidad de estructuras que se
presentan en la superficie de una célula hace necesaria la
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caracterizacion de su patron de glicosilacion, por lo que el  cancer, puesto que es posible que algunos parasitos también
estudio a fondo acerca de la expresion y regulacion de los  expresen antigenos correspondientes a otros tipos de core de la
genes de glicosiltransferasas y mucinas puede desempefar  O-glicosilacién aun no explorados y que ciertas glicosiltransferasas
una funcion importante en la prevencion y tratamiento del  constituyan blancos moleculares de interés terapéutico.
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Figura 1. Estructura y biosintesis del core de los O-oligosacaridos. En color gris claro se indican los principales antigenos asociados
a tumor. La primera etapa de la O-glicosilacion ocurre por la adiciéon de GalNAc a un residuo de Thr o de Ser de la cadena polipeptidica
(paso 1). Ocho tipos diferentes de core pueden formarse por la accion de diversas glicosiltransferasas: core 1 33Gal-T (paso 2), core 2
B6GIcNAC-T (paso 3), core 3 B3GIcNACc-T (paso 4), core 4 B6GICNAC-T (paso 5), core 5 a3GalNAc-T (paso 6), core 6 B6GICNAc-T (paso 7),
core 7 a6GalNAc-T (paso 8) y core 8 a3Gal-T (paso 9). Las estructuras sialil-Tn y sialil-T se forman mediante sialilaciéon de los antigenos Tn
y T en reacciones catalizadas por la a6-sialil-T (paso 10) o la a3sialil-T (paso 11), respectivamente. Tomado de Freire y col. (2).
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