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RESUMEN

El desarrollo de las neoplasias se asocia generalmente a la alteracién de la glicosilacién de las pro-
tefnas y lipidos de las membranas celulares. Se ha reportado que en la mayoria de los carcinomas hu-
manos, incluido los carcinoma urogenitales, existe una disminucién de la expresién de los antigenos
del sistema ABO. Los mecanismos implicados en esta manifestacién aberrante de los epitopes anti-
génicos de algunos grupos sanguineos, no han sido totalmente determinados. El objetivo fue investi-
gar el estado secretor, en pacientes con tumores urogenitales, utilizando métodos bioquimicos y de
biologia molecular. Para ello se estudiaron 104 individuos, de los cuales la mitad presenté diferentes
tumores urogenitales, mientras que en el resto no se observaron alteraciones, constituyendo el grupo
control. Se investigaron los fenotipos Lewis en muestras de sangre periférica a través de técnicas de
hemaglutinacion. Se determing el caracter secretor a partir de muestras de salivas por el método de
inhibicién de la hemaglutinacidn. Se analizé el polimorfismo del gen FUTZ por ASO-PCR (oligonucleétido
alelo especifico) con cebadores especificos para el alelo G428 y para el alelo de tipo salvaje de este
gen. Los resultados obtenidos mostraron un mayor grado de malignidad de las enfermedades uroge-
nitales en el grupo no secretor 0R=3.44. El 51% de los pacientes con lesiones potencialmente cance-
rosas y cancerosas fueron no secretores con fenotipo Le (a+b-). En cambio, en la poblacién control
predomind el caracter secretor (78,2%). Se observd una asociacién marginal entre el estado secretor
y estas lesiones. Los estudios moleculares mostraron en los pacientes con lesiones cancerosas la au-
sencia del alelo salvaje FUTZ2, mientras que en el grupo control predoming la frecuencia de este alelo.
Estos hallazgos indican que las variantes genéticas analizadas podrian ser consideradas como mar-
cadores de riesgo en pacientes que presentan tumores urogenitales.
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The mechanisms of aberrant expression of blood-group antigens are not clear in all cases. The
FUTZ gene has a significant polymorphism with typical ethnic specificity. The aim of this work was
to investigate the polymorphism of the FUTZ gene and secretor status by using biochemical and
molecular biological methods in patients with urogenital tumours. We studied 104 subjects. Half of
them had urogenital tumours, while the other half were the healthy control group. We determined the
secretor status in saliva with the haemagglutination inhibition technique using monoclonal antibodies
anti-A, anti-B and lectin ulex europeaus. We also investigated the Lewis phenotypes of fresh blood
samples by a haemagglutination method. We analyzed the FUT 2 polymorphism by allele specific
oligonucleotide—polymerase chain reaction (ASO-PCR) with specific primers for the G428 allele and
the wild type allele of FUTZ gene. We found higher intensity of oral disease in the non-secretor group
(OR = 3.44). In contrast with the healthy population, 51% of the patients with potential malignant
urogenital lesions and cancerous lesions were non-secretors (Le a+ b-). We observed a marginal
association between the secretor status and these lesions. In conclusion, the presence of urogenital
tumors, in which the non-secretor status predominates, appears to be an associated risk marker for
the development for oral cancer.
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Introduccion

El céncer es, sin duda, una de las enfermedades que ha
irrumpido con mayor fuerza en el panorama epidemiolégico
del pais desde finales del siglo XX, convirtiéndose en un pro-
blema de salud publica a nivel mundial por sus graves mani-
festaciones clinicas, costos, alta letalidad y su relacién con
una gran variedad de factores de riesgo (). De acuerdo con
la Organizacién Mundial de |a Salud, esta situacién se ha tor-
nado critica y de no implementarse mejores estrategias de
prevencidn, para el afo 2030 se estima que se presentaran
mundialmente 11,8 millones de muertes por esa causa.!?]

La patologia urogenital masculina es muy amplia. Entre
los tumores génito-urinarios, los mas frecuentes son los que
se originan en la prostata y la vejiga, seguidos por los que se
alojan en el rifion3). El conocimiento de factores moleculares
de influencia decisiva en la formacién, desarrollo y progresién
del cancer vesical, obliga a valorar el papel que tienen o ten-
dran en la evolucién y supervivencia de este tumor. (4°)

Una linea de investigacién dedicada al estudio de enfer-
medades, ha proporcionado informacién sobre la funcién fi-
siopatoldgica de los grupos sanguineos y de su estrecha re-
lacién con determinadas patologias que afectan al hombre.
Existe una amplia evidencia de que el cancer estd asociado
con anormalidades en la regulacién génica, que se manifies-
tan en la superficie de lamembrana celular. Recientemente,
se ha demostrado que modificaciones en la glicosilacién
participan en la mayoria de los fenotipos malignos, inclu-
yendo sefales de transduccién y apoptosis. Considerando
que la mayoria de los canceres humanos se originan a par-
tir de células epiteliales, las deleciones de los antigenos de
grupos sanguineos, constituyen un tépico importante en la
inmunologfa tumoral (6),

La expresién de los antigenos del grupo sanguineo ABO,
no esta limitada a los glébulos rojos, también estan presen-
tes en la superficie de otras células del organismo y en las
secreciones. Estos antigenos confieren propiedades biolé-
gicas esenciales, participan en el recambio y el trafico trans-
celulary tienen gran importancia para la interaccién celular
durante el desarrollo y crecimiento. Aproximadamente el
80% de los individuos caucdsicos son capaces de secretar
los antigenos del sistema ABH en saliva, leche y otras se-
creciones. Este fendmeno estd codificado por un gen, FUT-2,
que puede adoptar dos formas alélicas: Se (dominante] yse
(recesiva). El gen Se no actuaria solamente en la capacidad
de secretar antigenos ABH, sino que también contribuiria a
la regulacién de su expresién en los distintos tejidos("#).

Los antigenos Lewis son estructuras de carbohidratos
que forman epitopes sobre glicolipidos y glicoproteinas(®).
Dos genes independientes determinan el fenotipo Lewis,
el gen Lewis (Le yle), y el gen secretor (Se y se). Los es-
fingolipidos plasmaticos son adsorbidos por la membrana
eritrocitaria; si hay presencia de actividad Lewis, esta ad-
sorcidn confiere reactividad Lewis a las células circulantes.
El antigeno Le® es adsorbido preferentemente por sobre
Le? de modo que el individuo que posea ambos genes Le

y Se tendra eritrocitos que expresaran Le® pero no Le®. Los
glébulos rojos de personas con el gen Le pero no con Se, ex-
presaran Le®. El individuo homocigota para el alelo amorfo
le no tendrd reactividad Lewis en los glébulos rojos o en los
oligosacaridos de tipo 1 en otros sitios del cuerpo!10:11),

Los individuos secretores generalmente presentan el feno-
tipo Le (a-b+),yLe (a+b-) en los individuos no secretores(®).

Es de importancia destacar que la presencia o ausencia
de los antigenos Le en individuos secretores y no secreto-
res, guarda estrecha relacién con los procesos neoplasicos.
Estos antigenos estan relacionados fundamentalmente con
su participacion en la formacion de metastasis. Los antige-
nos LeP y LeY, cuando estan presentes en grandes cantida-
des, como sucede en la mayoria de los canceres humanos,
son capaces de inducir un efecto de adherencia que permite
que las células tumorales se introduzcan en los vasos san-
guineos y se desplacen por ellos(! 2],

El objetivo de este trabajo fue investigar el gen FUT 2 y
el caracter secretor en pacientes con tumores urogenitales.

Materiales y Métodos

Se examinaron 104 sujetos, la mitad de los cuales pre-
sentaron tumores de préstata y vejiga, mientras que la otra
mitad era el grupo control sano.

Todos los pacientes estudiados fueron derivados de la
Catedra de Urologia de la Universidad Nacional de Rosario,
con consentimiento informado previo. Todos los procedi-
mientos se realizaron de acuerdo con las normas éticas es-
tablecidas por dicha Universidad. Se trabajé con muestras
de sangre periférica anticoagulada con EDTA y de saliva,
perteneciente a estos pacientes.

En todos los casos se respetaron las clausulas de la De-
claracion de Helsinki propuesta por la International Medical
Association.

Por otra parte se controlaron al maximo las normas de
bioseguridad en las actividades experimentales desarrolla-
das por los integrantes del grupo. Ademas, todos los pacien-
tes fueron sometidos a examenes clinicos.

Estudios inmunohematolégicos

Paralos estudios seroldgicos se utilizaron muestras de san-
gre anticoagulada con EDTA. Ademas, se trabaj6 con muestras
de saliva provenientes de los mismos pacientes para la detec-
cion de antigenos ABH solubles y extraccién de ADN.

El caracter secretor

Se determind analizando muestras de saliva para los pa-
cientes y muestras de sangre remanente para los controles,
por la técnica de inhibicion de la hemaglutinacion(13). Para
llevarla a cabo, se colectaron de 2 a 3 ml de saliva, en tubos
de centrifugas.

Las muestras fueron sometidas a choque térmico de
congelamiento y descongelamiento, con el fin de eliminar
la mucina. Posteriormente se separd el sobrenadante por
centrifugacion.
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Paralelamente, fue separado el plasma de las muestras
de sangre de los individuos controles.

Se realizaron 3 baterias de diluciones geométricas al me-
dio, del material en estudio en Buffer Fosfato Salino (PBS) pH
7,4. Se enfrenté cada bateria con igual volumen de antisue-
ros de distinta especificidad: anti-A, anti-B y lectina Ulex eu-
ropeus, convenientemente diluidos. Los tubos se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se revelaron
con una suspension de glébulos rojos isogrupo al 5% en PBS.

Se centrifugé a 1000 RPM durante 1 minuto y se observé
aglutinacién macroscépica.

Con esta técnica se evalla en forma indirecta el caracter
secretor del paciente. Si presenta antigenos solubles, es se-
cretor. Si carece de antigenos solubles, nolo es.

Grupo sanguineo Lewis

Se determing el fenotipo Lewis eritrocitario utilizando la
prueba de hemoaglutinacién, en la que se enfrentaron 50 pl
de suspensién al 5% V/V de gldbulos rojos lavados en PBS de
cada muestra de sangre con 50 pl del anticuerpo monoclo-
nal anti-Le® (Laboratorio DiaMed Argentina S.A.] y en forma
paralela con el anti-Le® Laboratorio DiaMed Argentina S.A.).
Luego, las reacciones se centrifugaron durante 1 minuto a
una velocidad de 2000g para ser leidas.

Métodos moleculares (17)
Extraccion de ADN gendmico

La extraccién de ADN a partir de muestras de saliva se
realiz6 por la técnica de CTAB modificada. En esta técnica,
se adicion¢ directamente CTAB omitiendo el agregado de
tampdn TE. Los pasos subsiguientes no fueron modificados.

La calidad de ADN genémico extraido fue examinada por
electroforesis en geles de agarosa al 1% P/V en solucién
amortiguadora TBE con bromuro de etidio. La concentracién
de ADN fue medida espectrofotométricamente a 260 nm y
diluido con agua estéril a 100 ng/uL.(14)

Andlisis del polimorfismo G428A por ASA-PCR!'4)

Las muestras de ADN fueron analizadas por ASO-PCR con ce-
badores especificos para el alelo G428 y para el alelo wild type
(Tabla 1). Se amplific un fragmento de 132 pb como lo descri-
be Henry et al.l!8), excepto por modificaciones realizadas en la
temperatura de hibridizacién de acuerdo al Tm de los cebadores.

Estudios estadisticos

Se aplicé el test de chi cuadrado para el analisis de posibles
asociaciones entre las variables predictivas y deimpactoen
el estudio. Se calcularon razones de Odds y se estimaron los

intervalos de confianza.

Resultados

En la poblacién control, el 76,9 % de los individuos resul-
taron ser secretores (coincidiendo con la bibliografia para
la poblacion caucasica) expresando los antigenos ABH de
acuerdo a su grupo sanguineo eritrocitario.

En la tabla Il se presentan los resultados correspondien-
tes a los valores obtenidos en salivas de los pacientes con
tumores de prdstata y vejiga. En los mismos se observa un
incremento del caracter no secretor (51.3%) respecto de la
poblacion control (26,1%).

El andlisis molecular mostré que un 23,1 % de los pacien-
tes fueron homocigotas para la mutacion G428A, presen-
tandose ésta en los dos alelos; los otros pacientes fueron
homocigotas para el estado secretor, ninguno de ellos pre-
sent6 el alelo G428A, o secretor heterocigota, mostrando
solo un alelo con la mutacién G428A.

El 76,9% de los individuos controles estudiados poseen
el gen Se (FUT 2), el cual gobierna la secrecion de antige-
nos ABH solubles. Estos antigenos secretados pueden ser
demostrados en saliva por la técnica de inhibicién de la he-
maglutinacién con anticuerpos especificos y por biologia
molecular a través del andlisis del gen FUT 2. EI 51% (n=27])
de los pacientes con tumores urogenitales fueron no secre-
tores con un fenotipo (Le a+ b-}, OR = 2,44; 11 95% (0.7836;
?.5534] en contraste con la poblacién normal.

Discusién

Los patrones de glicosilacidn, incluidos los antigenos de
grupo sanguineo ABO, cambian durante el desarrollo em-
brionario, maduracién de las células y en la transformacién
maligna. Los sistemas ABO, Hh y Lewis estan relacionados
fenotipicamente y bioquimicamente. La expresion de sus
antigenos, sobre los glébulos rojos y en las secreciones
esta controlada por una interaccién compleja de genes de
varios loci().

Los estudios de los antigenos del sistema Lewis y ca-
racter secretor son muy variados y generalmente no han
aportado conclusiones definitivas. Los analisis criticos de
los mismos, revelan que en diversas instancias, la serologia
resulta inadecuada, principalmente como resultado de las
dificultades en la fenotipificacién de individuos con diversas
patologias o aquellos provenientes de diversos grupos étni-
cos. Las bases genéticas de los fenotipos Lewis y su aso-
ciacion con el caracter secretor no son aun bien conocidas.

El gen FUT2 codifica una enzima a!>?) fucosiltransfera-

Tablal. Secuencia de cebadores para el analisis de la mutacion G428A.

Cebadores Tm Secuencia Especificidad
FUT2-Se-428-s 68,8°C 5-CCGGTACCCCTGCTCGTG-3 Se (directo)
FUT2-se-428-f 66,6 °C 5-ACCGGTACCCCTGCTCGTA-3’ se (directo]
FUT2-all-523-as 66,7 °C 5’-CCGGCTCCCGTTCACCTG-3 No especifico (reverso)
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Tablall. Estado Secretor en pacientes con tumores
urogenitales y controles.

Controles | Tumores urogenitales
FUT2 -Se
4 2
(Estado Secretor) 0 5
FUT2 —se i s

(Estado noSecretor)

sa, la cual es responsable de la presencia de antigenos ABH
en las secreciones del cuerpo. La determinacién del carac-
ter secretor de un individuo puede llevarse a cabo a partir de
la evaluacién de la presencia de estos antigenos solubles
en las secreciones. Sin embargo, el precursor H tipo-1 es el
precursor comun en la via de sintesis de los antigenos ABH y
Le®, por lo tanto, la determinacién del antigeno Le® también
puede ser utilizado para caracterizar el estado secretor del
individuo(?).

El fenotipo Le(a-b+] de eritrocitos usualmente concuer-
da con el estado secretor en saliva, mientras que el fenotipo
Le(a+b-] representa al estado no secretor. Ocasionalmente
puede observarse inconsistencia entre el fenotipo Le(a-b+)
y fenotipo secretor o entre el fenotipo Le(a+b-) y fenotipo
no secretor, esto podria deberse a una hemoaglutinacién
ambigua de eritrocitos en la prueba o a una falla en la de-
teccién de antigenos ABH en las secreciones del organis-
mo!'!), En este estudio se obtuvo una total concordancia
entre fenotipo Lewis y caracter secretor, ya que todos los
individuos que dieron negativo en la prueba de inhibicién de
la hemoaglutinacidn, fenotipo secretor, fueron Lewis Le(a-
b+) y todos los individuos que dieron positivo en la prueba
de inhibicién de la hemoaglutinacién, fenotipo no secretor,
fueron Lewis Le(a+b-).

Durante los ensayos serolégicos que se han realizado,
se observé que el 76,9% de los individuos fueron secretores,
este valor se encuentra dentro del rango hallado entre indi-
viduos caucasicos de otros paises.En este trabajo también
evalué la asociacidn entre pacientes con tumores urogeni-
tales y polimorfismos de los genes Se y el estado secretor.
Se encontrd que los individuos con tumores urogenitales se
correspondian al estado no-secretor y presentando la muta-
cion 428G — A (Trp143 — stop). Se demostré ademas que
la expresién del antigeno Le (a+b-) estaba presente en la
poblacion de mayor riesgo.

Los estudios de pacientes con tumores urogenitales, en las
que el estado no secretor predomina, muestran que este esta-
do parece ser un marcador de riesgo asociado a la patologia.

En resumen, los resultados muestran que los genotipos
Se/Se o Se/se afectan el riesgo de desarrollar la enferme-
dad, definido por el estado secretor. Se requieren mas estu-
dios de seguimiento para aclarar el papel de los marcadores
predictivos de riesgo en las lesiones precursoras de este
tipo de cancer.
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