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COMPOSICION RELATIVA DE GLICOSAMINOGLICANOS
EN ALGUNAS NEOPLASIAS DEL CANINO

José L. Arias B. (MV), Carlos Cerpa G. (Lic. Biol.), Loreta Pérez C. (MV),
Loreto Muiioz A. (MV), Verénica Pozo G. (MV), Ema Gonzalez Z. (QF)

RELATIVE COMPOSITION OF GLICOSAMINOGLYCANS
IN SOME CANINE NEOPLASMS

By using an electrophoretic analysis of GAGs: isolated from canine mammary tumors,
hepatomes and transmissible venereal tumors (TVT), were compared with the
corresponding normal tissues. An increase of homopolimeric GAGs was observed (HA and
CS). The findings were analysed according to the current antecedents about the role of
GAGs in the biological behaviour of tumor cells.
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Al analizar la arquitectura tisular de un metazoo se
constata que entre los tejidos epiteliales, muscular,
nervioso y las células del tejido conectivo, se pre-
senta un abundante producto extracelular relativa-
mente estable conocido como matriz extracelular
(MEC) (Hay, 1981). La MEC est4 constituida prin-
cipalmente por coldgenos (Tipo I al XII), otras
glicoproteinas (principalmente fibronectina y lami-
nina), proteoglicanos (con sus glicosaminoglicanos
sulfatados asociados) y glicosaminoglicanos no sul-
fatados (4cido hialurénico) (Hay, 1981; Kemp y
Hinchliffe, 1984; Trelstad, 1984). Estos compo-
nentes, de manera aislada o en conjunto, son capa-
ces de inducir la diferenciacién celular, afectar la
proliferacién, influenciar el metabolismo celular,
mediado por su interaccidn con componentes de la
membrana celular y a través de ellos con el citoes-
queleto, y servir como una via especifica de migra-
cién celular (Hay, 1981; Trelstad, 1984).

Los glicosaminoglicanos (GAGs) son compo-
nentes no fibrilares de la MEC constituidos por
cadenas lineales de disacdridos. Entre los de mayor
importancia se conocen los GAGs sulfatados, que-
ratdn-sulfato (KS) condroitin 4 6 6 sulfato (C-4-S
y C-6-S), dermatén-sulfato (DS), hepardn sulfato
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(HS) y heparina (Hep), y un GAG no sulfatado, el
acido hialurénico o hialuronan (HA). Son molecu-
las polianiénicas a las que se les ha reconocido un
importante rol como moduladores de superficie de
la conducta celular (Hay, 1981; Kemp y Hinchliffe,
1984; Porter y Whelan, 1984; Trelstad, 1984). Su
principal funcién parece estar relacionada con la
organizacién de la MEC y en especial de la proteina
fibrilogenética, coldgenos intersticiales (I, 1T y III)
y fibronectina. De acuerdo a su rol en la MEC se
distinguen dos tipos de GAGs; los homopolimeros
(HA y CS) y los copolimeros (HS y DS) (Chiarugi,
1982).

Muchas evidencias sugieren que los GAGs co-
polimeros son cofactores positivos del ensamblaje
de la MEC, mientras que los homopolimeros se
reconocen como desestabilizadores de la misma,
favoreciendo por ejemplo, la migracién y prolifera-
cion celular. Tales mecanismos parecen influenciar
los procesos de proliferacién, diferenciacién y mi-
gracion celulares que operan durante la ontogénesis
(Trelstad, 1984) asi, como también, parecen influir
parcialmente en algunas de las conductas biolégicas
de las células neopldsicas en los procesos de inva-
sién o metastasis (Chiarugi, 1982; Dietrich, 1984;
Turley, 1984). Ademis, se ha encontrado que la
presencia de heparan sulfato en la superficie celular
es una sefial que detiene la proliferacién celular, en
tanto que su desaparicion ocurre alrededor de la
profase y coincide con los cambios morfol6gicos
que suceden al inicio de la mitosis (Kraemer y
Tobey, 1972). Por su parte, también en condiciones
normales, la presencia de condroitin sulfato en la




superficie celular coincide con el inicio de la citodi-
ferenciacién y estimula la proliferacién celular
(Dietrich, 1984).

En cuanto al rol del 4cido hialurénico, éste se ha
asociado al favorecimiento de la migracién celular,
especialmente a un aumento de la hidratacién y
turgencia de la matriz extracelular que tiene como
consecuencia un aumento del espacio entre las 13-
minas ortogonales de las fibras de colageno. Tal rol
es particularmente evidente en el movimiento celu-
lar que se presenta ampliamente definido durante el
desarrollo (Toole, 1982).

Como una manera de relacionar los cambios en
la composicidn relativa de algunos componentes de
MEC con el comportamiento biolégico de las célu-
las neopldsicas en los tumores, se determind la
composicion relativa de glicosaminoglicanos en di-
versas neoplasias del canino, a saber: hepatomas,
tumores mamarios y tumor venéreo transmisible
(TVT).

MATERIAL Y METODOS

Las muestras consistieron en grupos de hepatomas,
diversos tumores mamarios y tumores venéreos
transmisibles junto con tejidos normales —higado,
vagina de hembras en diestro, prepucio, gldndula
mamaria en Gltimo tercio de gestacién— prove-
nientes de caninos machos o hembras mestizos. El
grado de anormalidad y compromiso tumoral se
analizé histopatolégicamente.

Inmediatamente de extraidas las muestras fueron
sometidas a los siguientes procedimientos.

1. Extraccion de GAGs (segin Breen y col.
(1976) y Cella y col. (1979)

Las muestras fueron lavadas tres veces en una solu-
cién de NaCl 0,15 M, homogeneizadas y pesadas.
Elhomogeneizado se suspendié en medio Dulbecco
que contenia 0,01% de tripsina bajo agitacion du-
rante 15 min a 37°C. El incubado se centrifugé a
250 x g por 10 min a4°C. El sobrenadante se incubd
en presencia de pronasa a razon de 30 pg/ml duran-
te toda la noche a 37°C. Luego se agregé Aacido
tricloroacético (al 10% concentracion final) bajo
agitacion a 4°C, centrifugdndose luego Ia suspen-
sién a 25.000 x g por 20 min a 4°C.

El sobrenadante obtenido se filtré a través de
papel Whatman N° 1. Al filtrado se le agregd etanol
95% en proporcion de tres veces el volumen obteni-
do, se dej6 a 10°C toda la noche, lograndose la
precipitacion de los GAGs (Roden y col., 1972).
El precipitado se recuperd en un filtro Goech N° 4
por vacio. Los GAGs fueron resolubilizados en
agua destilada, congelados y posteriormente liofili-
zados.
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2. Determinacién de la presencia y cantidad to-
tal de GAGs. Reaccion del carbazol cualitati-
va y cuantitativa (Bitter y Muir, 1962)

La presencia de GAGs se estima a través de la
determinacion colorimétrica del 4cido urénico por
el método de carbazol, en el cual el 4cido sulfiirico
hidroliza el enlace entre glucosamina y el 4cido
glucurénico, y el tetraborato de sodio aumenta la
sensibilidad de la reaccién. Por lo tanto no permite
reconocer queratan sulfato.

Con cada muestra liofilizada se prepar6 una so-
lucién al 1%. De esta solucién madre se hizo una
nueva solucidn al 0,01%, la cual fue usada en la
prueba cualitativa y cuantitativa del carbazol, usan-
do glucuronato de sodio como estandar.

La transmitancia de las soluciones coloreadas se
determiné en un espectrofotémetro Spectronic 20
(Bausch - Lomb), a una longitud de onda de 530 nm
y luego se expres6 como absorbancia. Los valores
de absorbancia se multiplicaron por 2,5 obtenién-
dose los GAGs totales (Breen y col., 1976), los que
se expresaron finalmente como porcentajes de
GAGs.

3. Separacion e identificacion de GAGs
por métodos electroforéticos

a) Electroforesis en dcido clorhidrico
(Wessler, 1971)

La migracion en estas condiciones depende del gra-
do de sulfatacion de los diferentes GAGs. Se utilizé
como electrolito, una mezcla de 4cido clorhidrico
0,1 Ny cloruro de potasio 0,05 M y tiras de acetato
de celulosa de 2,5 X [7 cm (Sepraphore III, Gel-
man), como soporte de la electroforesis. Se aplica-
ron 3 pl (30 wg) de soluciones al 1% de las muestras
y 2 1 (20 pg) de los GAGs estdndares. Las tiras se
sometieron a un gradiente de potencial capaz de
generar una corriente constante de 2 mA por tira
(0,8 mA/cm), durante 5 hr. Posteriormente, se in-
trodujeron en una solucién de Alcian Blue (coloran-
te policatiénico) 0,2% en acetato de sodio 0,05 My
etanol 95% (1:1) por 10 min; enseguida se fijaron en
una solucidn de 4cido acético al 5%.

Se usaron como GAGs estdndares: 4cido hialu-
ronico (HA) (Sigma e Inst. Ronzoni); condroitin 4
y 6 sulfato (CS) (Inst. Ronzoni); dermatan sulfato
(DS) (Inst. Ronzoni y Seikagaku); heparan sulfato
(HS) (Inst. Ronzoni y Seikagaku); Heparinas “fast
moving” (FM) y “slow moving” (SM) (Inst. Ron-
zoni).

El patrén de migracion de los GAGs est4dndares
en 4cido clorhidrico, desde el cdtodo hacia el 4no-
do, es el siguiente: cercano al origen migra el HA,
un poco mas distante el HS, luego CS v DS que



migran a la misma altura y finalmente las heparinas
FM y SM, que migran juntas.

b) Electroforesis en acetato de Bario
(Wessler, 1968; Oreste y Torri, 1980)

En este caso la migracion depende més de la estruc-
tura del GAG que del grado de sulfatacién de éste.
La electroforesis se realizé en una solucién “buffer”
de acetato de bario 0,1 M ajustado a pH 5,8 con
dcido acético. Se aplicaron 4 pl (40 pg) de las
soluciones de los GAGs de las muestras y 2 pl (20
pg) de los GAGs estdndares. Las tiras se sometie-
ron a una diferencia de potencial capaz de generar
una corriente constante de 1mA por tira (0,4 mA/

- c¢m) durante 16 hrs. Para la tincion y fijacidn se
siguieron los mismos procedimientos descritos para
la electroforesis en 4cido clorhidrico.

El comportamiento electroforético de los GAGs
estandares en este medio, desde el cdtodo hacia el
anodo, es el siguiente: muy cercano al origen migra
la heparina SM; luego HS y heparina FM; mds
alejados DS y HA, que migran a la misma altura y
finalmente CS.

4. Densitometria

Se utiliz6 este método para lograr una mejor identi-
ficacién de los GAGs en cada una de las muestras y
a su vez para poder cuantificar la proporcion relati-
vade éstos. Se realizo densitometria a todas las tiras
electroforéticas sometidas a dcido clorhidrico y
“buffer” de acetato de bario.

Las tiras electroforéticas, una vez tefidas y fija-
das, fueron aclaradas en una solucion de metanol y
dcido acético (4:1), durante 3 min. Luego se coloca-
ron a la estufa a 85°C por alrededor de 30 min. Una
vez aclaradas y frias, se cortaron de 8§ X | cm de
ancho para su posterior lectura en un densitémetro
(Schimadzu UV-190) a 600 nm, obteniéndose una
curva.

En la electroforesis en 4cido clorhidrico, se
calculé el area bajo la curva de los distintos trazados
densitométricos, obteniéndose el porcentaje del to-
ta] de absorbancia. Luego, se corrigié por un valor
relativo que representa la afinidad equimolar de los
diferentes GAGs para el Alcian Blue en 4cido clor-
hidrico (Oreste, 1979), determinandose asi el por-
centaje que representa cada GAG en el total de los
GAGs de la muestra.

RESULTADOS

Luego de la extraccidn y liofilizacion de la fraccién
que contenia los GAGs se establecio, mediante la
reaccion del carbazol, la concentracién de GAGs
totales que contenia cada liofilizado. Esto permitié
establecer la cantidad absoluta de GAGs totales
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obtenidos de cada muestra. Al calcular la concen-
tracion de GAGs totales presentes por unidad de
peso de las muestras estudiadas (cuadro 1) se evi-
dencié que la cantidad de GAGs totales no aumen-
ta, cuando se comparan los tumores de origen prin-
cipalmente epitelial con sus tejidos normales de
origen. Es asi c6mo los adenocarcinomas no pare-
cen producir mds GAGs totales que la glandula
mamaria ni los hepatomas con respecto al higado
normal. No obstante, los tumores cuyo origen pre-
senta un gran componente mesenquimdtico si pre-
sentan notablemente aumentada su concentracién
de GAGs totales. Los tumores mixtos mamarios
presentan una mayor cantidad de GAGs totales que
la gldndula mamaria normal, y lo propio ocurre con
los TVT al compararlos con los tejidos vaginales o
prepuciales.

El andlisis densitométrico, corregido por las afi-
nidades relativas al Azul Alcian, de las electrofore-
sis en HCI o en acetato de Ba, con o sin digestién
mediante mucopolisacaridasas especificas, permi-
ti6 estimar la proporcion relativa de los distintos
GAGs en las muestras estudiadas (¢uadro 2).

Al comparar las proporciones relativas de los
GAGs se evidencia que los tejidos normales presen-
tan una mayor proporcién de GAGs copoliméricos
(HS y DS) que de homopoliméricos (HA y CS).
Hace excepcién a esto el tejido vaginal normal, el
que presenta una proporcién mayor de GAG homo-
poliméricos.

Si se obtienen las concentraciones absolutas de
GAGs en los diferentes tejidos neoplésicos (cuadro
3) se observa una notable disminucion del HS en
todos los tumores comparados con sus tejidos nor-
males, con excepcidn del tejido vaginal.

La disminucién en HS es mayor en los adenocar-
cinomas que en los tumores mixtos mamarios.

Un aumento del DS se aprecia s6lo en los tumo-
res mamarios mixtos, mientras que de HA y CS se
aprecia un aumento en todos los tumores, con ex-

cepcidn del TVT prepucial en el que no se detecta
CS.

DISCUSION

Desde hace algiin tiempo se ha propuesto que los
GAGs estdn involucrados en procesos celulares
fundamentales como crecimiento celular y mitosis,
adhesividad, migracién y reconocimiento celular,
como también en transformacién neoplésica (Hay,
1981; Kemp y Hinchliffe, 1984; Porter y Whelan,
1984; Trelstad, 1984).

En este estudio se analizaron muestras de glan-
dulas mamarias caninas normales en las cuales se
determina la presencia de HS, DS y CS. Estas
glandulas provenian de perras que se encontraban
en el Gltimo tercio de gestacién, perfodo en el cual




CUADRO 1
CANTIDAD DE MUESTRAS DE TUMORES Y TEIIDOS NORMALES UTILIZADOS (g),
CANTIDAD ABSOLUTA DE GAGs OBTENIDOS (mg)
Y CONCENTRACION DE GAGs TOTALES PRESENTES POR UNIDAD
DE PESO DE LAS MUESTRAS FRESCAS (mg x 1077)

Peso fresco GAGs Mg de GAGs
tejido utilizado totales obtenidos por mg de tejido
g mg mg X 1073

Gldndula mamaria

normal 358,60 10,03 2,79
Adenocarcinoma

mamario tubular

simple 142,90 5,67 3,96
Adenocarcinoma

mamario tubular

complejo 482,60 12,04 2,49
Tumor mamario

mixto maligno 777,80 66,97 8,60
Tumor mamario

mixto benigno 270,00 29.82 11,04
Vagina normal 184,30 4,20 2,28
Prepucio normal 258,00 5.30 2,05
TVT vaginal 124,40 18,42 14,81
TVT prepucial 168,60 17,64 10,46
Higado normal 745,00 6.10 0,87
Hepatomas 1.823,60 17,26 0,94

CUADRO 2

COMPOSICION RELATIVA DE GAGs EN LOS TEJIDOS ESTUDIADOS (%)

Acido Condroitin Heparan Dermatin  Heparina
hialurénico I y 4 sulfato sulfato sulfato

Glandula mamaria

normal — 11,20 43,68 45,12 —
Adenocarcinoma

mamario tubular

simple 2,17 63,50 7,12 27,21 —
Adenocarcinoma

mamario tubular

complejo 10,60 76,81 2,90 9,69 —
Tumor mamario

mixto maligno — 75,07 7,35 17,58 —
Tumor mamario

mixto benigno — 75,35 4,63 20.02 —
Vagina normal 67.81 24,82 7,37 — —
Prepucio normal — 10,65 33,42 55,93 —_
TVT vaginal 79,25 18,55 2,20 — —
TVT prepucial 84,64 — 2,10 13,26 —
Higado normal — — 5,20 88.5 3,0
Hepatomas 62,7 28,15 3,95 51 —
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CUADRO 3
CONCENTRACION ABSOLUTA DE DIFERENTES GAGs POR mg
DE TEJIDO ESTUDIADO (mg X 107%)

Acido Condroitin Heparan Dermatan  Heparina

hialurénico 4 y 6 sulfato sulfato sulfato
Gléndula mamaria
normal —_— 0,31 1,22 1,26 -—
Adenocarcinoma
mamario tubular
simple 0,086 2,51 0,28 1,07 —
Adenocarcinoma
mamario tubular
complejo 0,26 1,91 0,07 0,24 —
Tumor mamario
mixto maligno — 6,45 0,63 1,51 —
Tumor mamario
mixto benigno — 6,48 0,51 2,21 —
Vagina normal 1,54 0,56 0,17 — —_
Prepucio normal — 0,22 0,68 1,14 —
TVT vaginal 11,73 2,75 0,32 — —
TVT prepucial 8,85 — 0,22 1,38 —
Higado normal — — 0,043 0,72 0,025
Hepatomas 0.59 0,26 0,037 0,048 —

el crecimiento de la glandula esta dado principal-
mente por fendmenos de hipertrofia y de diferencia-
cién con una baja tasa de divisién celular.

Cabe senalar que a medida que la gldndula ma-
maria avanza en su diferenciaciéon disminuye su
sintesis de HA hasta desaparecer al momento de
mayor diferenciacién (Gordon y Bernfield, 1980).
Esta observacion es concordante con la composi-
cion relativa de GAGs encontrada en las glandulas
mamarias normales en nuestro trabajo.

Al analizar la naturaleza y composicion relativa
de GAGs en los tumores mamarios, se debe consi-
derar que se incluyen tanto los GAGs correspon-
dientes a las células transformadas asi como los
generados como respuesta de los tejidos del hués-
ped. Es asi como resulta concordante el hecho que
de aquellos tumores que presentan una apreciable
produccién de tejido conectivo (desmoplasia), co-
mo son los tumores mixtos, se obtuvo una mayor
proporcion de GAGs totales en el liofilizado.

Los tumores mamarios caninos analizados
muestran una drastica disminucion relativa de la
proporcién de HS comparados con la glandula ma-
maria normal. Tal disminucion, unida al aumento
en la proporcion de CS, podria relacionarse al au-
mento de la proliferacion y migracion celular pre-
sente en tales tumores. De hecho, los proteoglica-
nos de HS asociados a la membrana celular pueden
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ser los responsables de anclar la célula a la matriz
(Koda y col., 1985; Rapraeger y Bernfield,1985),
en tanto que el CS puede alterar la especificidad y
afinidad del HS a tal unién (Rapraeger y col.,
1985).

La presencia de HA en los adenocarcinomas y su
no determinacién en los tumores mixtos podria rela-
cionarse a la mayor invasividad relativa y mayor
malignidad descrita en los primeros (Bostock,
1975).

Se ha demostrado que el HA promueve la forma-
cién de protrusiones o procesos citoplasmadtico ce-
lulares, posiblemente al reducir la adhesion celular
al sustrato, contribuyendo de este modo a aumentar
la motilidad (Erickson, 1980). E1 HA, dado su gran
volumen de exclusidn, es capaz de abrir espacios
entre los tejidos liberando las células de su inhibi-
cion de contacto (Albercrombie, 1979) y/o pro-
veyendo espacios para la consecuente movilidad
celular e invasion (Turley, 1984).

La arquitectura tisular de la glandula mamaria
normal, asi como de otros érganos, se encuentra
estabilizada por la interaccién de elementos epite-
liales y mesenquimaticos mediante una membrana
basal (Hay, 1981; Porte y Whelan, 1984). Esta
membrana basal consiste principalmente de genoti-
po IV, laminina y proteoglicanos, especialmente de
HS, determina una compartimentalizacion tisular




caracteristica, la que es destruida en presencia de
carcinomas infiltrativos como el adenocarcinoma
(Liottay col., 1984). En general, se ha considerado
este efecto, es decir, la presencia o ausencia de una
membrana basal continua, como un criterio de dife-
renciacién de un tumor benigno o maligno, o mejor
ain de tumor no infiltrativo de uno infiltrativo
(Liotta y col., 1984).

La mayor proporcién relativa de HS, determina-
da en la glandula mamaria normal, deberia ser un
reflejo de la abundante membrana basal que la ca-
racteriza, en tanto que su baja proporcidn relativa
bien podria ser reflejo de su ausencia total en los
adenocarcinomas y parcial en los tumores mixtos.
Asi también, la mayor proporcién relativa de HA en
los adenocarcinomas, podria reflejar las alteracio-
nes en la MEC que favorecen el movimiento celular
y por consiguiente su invasividad.

Con respecto al TVT, los resultados obtenidos
en este trabajo demuestran que se presentan cam-
bios en la composicidn relativa de glicosaminogli-
canos (GAGs) al comparar tumores venéreos trans-
mibles de machos y hembras entre si y respectiva-
mente con sus tejidos huéspedes normales.

Es necesario tener presente que la extraccion de
GAGs de estos tumores comprende tanto aquéllos
posiblemente sintetizados por las células transfor-
madas asi como aquellos generados por el tejido
huésped en respuesta a la presencia de éstas. Sin
embargo, en general los TVT estudiados presentan
una mayor proporcién de acido hialurénico que sus
tejidos normales. Es interesante destacar que a pe-
sar de la ausencia de este GAG en prepucio normal,
el TVT prepucial al igual que el TVT vaginal pre-
senta dcido hialurénico, lo cual serfa un indicador
que la presencia de 4cido hialurdnico en estos tu-
mores seria resultado de sintesis por parte de las
células tumorales y no contaminacién con compo-
nentes de la matriz del tejido normal.

La menor proporcién de heparan sulfato en los
TVT, al comparar con los tejidos normales, podria
deberse, por una parte, a la ausencia en los tumores
de una membrana basal continua, estructura en la
cual el hepardn sulfato corresponde a uno de sus
principales constituyentes (Hay, 1981; Porter y
Whelan, 1984, Trelstad, 1984), y por otra parte,
seria reflejo de la naturaleza no epitelial de sus
células, las que poseen una menor cantidad de tal
GAG.

A pesar del aumento en la proporcién de 4cido
hialurénico, cuestién que es bastante generalizada
en muchos tumores (Chiarugi, 1982) y de la ausen-
cia de una membrana basal continua que se ha
indicado como caracteristica de los tumores con alta
capacidad invasora y metastizante (Liotta y col.,
1984), al TVT, en general, se la considera un tumor
con alta capacidad invasora, aunque sélo ocasional-
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mente genera metastasis (Barron y col., 1963;
Amber y Henderson, 1982). Las células de TVT
tendrian la potencialidad de modificar profunda-
mente la matriz extracelular, lo que facilitaria el
proceso de invasion; sin embargo, la presentacion
de metastasis no seria frecuente, ya que las células
transformadas son capaces de generar oportuna-
mente una respuesta inmune que, o permite la remi-
sién del tumor o limita su capacidad metastizante.

En relacién con los hepatomas el mayor porcen-
taje relativo de GAGs presente en estos tumores con
respecto a los de higados normales, encontrados en
este trabajo, es coincidente con un gran nimero de
trabajos que demuestran la presencia de altos nive-
les comparativos de estos componentes en diversos
tumores animales y humanos (Danishefsky y col.,

1966; Kuroda y col., 1974; Kojima y col., 1975).

Edward y col. (1980), usando similares condi-
ciones de extraccion de GAGs que las usadas en
este trabajo, encuentran que los GAGs predominan-
temente presentes en higados de rata normal corres-
ponden a heparén sulfato y dermatén sulfato, lo que
es del todo coincidente con los GAGs informados
aqui para higados normales caninos. La aparicion
de heparina en estos higados normales puede ser
explicada por la parcial ruptura de células hepéticas
durante los procedimientos de extraccién de GAGs,
ya que este GAG sulfatado se encuentra en el inte-
rior de las células.

De todas formas, la proporcién de heparan sul-
fato obtenida en el presente trabajo, es menor que la
obtenida por otros autores en higados de otras espe-
cies y en células transformadas (Kojima y col.,
1975; Nakamura y col., 1978; Kojima y col.,
1982). Esto podria ser explicado por los diferentes
procedimientos de extraccién usados en este tra-
bajo con respecto a estos autores. Es asi como se
debe considerar que la digestion con tripsina s6lo
remueve la mitad del heparan sulfato presente (Oh-
kubo y col., 1981; Dietrich, 1984), y que la preci-
pitacién con écido tricloroacético también contri-
buye a que se pierda parte del heparédn sulfato.

Aunque la proporcién de hepardn sulfato en
higados normales y hepatomas parece diferente,
los valores absolutos son bastante similares; esto
también coincide con la mayoria de los autores que
reportan mas bien cambios en el grado de sulfata-
ci6n del hepardn sulfato y no en su valor total
(Nakamura y col., 1978; Hurst y col., Hurst y col.,
1981).

La aparicidn de condroitin sulfato en los hepato-
mas es coincidente con similares hallazgos en célu-
las hepdticas transformadas in vitro (Ninomiya y
col., 1980), en hepatomas de diversas especies
(Kojima y col., 1975; Kojima y col., 1982), e
incluso en algunas etapas de la regeneracién hepdti-
ca (Edward y col., 1980).



Este aumento de condroitin sulfato, al igual
como se ha demostrado en otros modelos experi-
mentales, podria estimular la proliferacién celular
presente en los hepatomas caninos. Este rol de
condroitin sulfato como una molécula de “antirre-
conocimiento celular”, se desprende ya sea de su
rol de estimulacién de la division celular o por su
presencia a modo de una cubierta en superficies no
agregantes, como ocurre en la pared de los vasos
sanguineos, en leucocitos y plaquetas (Vannuchi y
col.. 1982).

No obstante lo anterior, el hecho mas notable en
los hepatomas caninos es la alta proporcién de dcido
hialurénico. Su presencia en la superficie celular se
ha reportado como indirectamente proporcional al
grado de adhesion celular (Toole, 1982). Mds aiin,
el acido hialurénico promueve la desadhesion de
una gran variedad de células (Abatangelo y col.,
1982; Turley, 1984). y aunque él esté presente en el
medio de migracién de células embrionarias (Too-
le, 1982), y de células invasivas tumorales (Chiaru-
gi, 1976), este polimero no parece actuar como
sustrato para tales migraciones.

Tanto por sus propiedades sobre la desadhesivi-
dad celular como por su gran volumen de exclusion,
que abre espacios entre los tejidos, liberando las
células de su inhibicién de contacto (Abercrombie:
1979). el acido hialurénico de hecho promueve la
migracidn celular, fenémeno de gran relevancia en
la invasion celular durante la morfogénesis y tumo-
rigénesis.

Aunque la sintesis de 4cido hialurénico tiende a
aumentar y la de hepardn sulfato a disminuir en los
tumores, los cambios precisos en la composicion
relativa de GAGs parecen estar més bien relaciona-
das con el tipo de tumor que con la tumorigénesis
per se (Turley, 1984). Sin embargo, si se examina
cuidadosamente el desarrollo de los tumores, se
aprecia que los cambios mds notables en la propor-
cion relativa de GAGs son coincidentes con la inva-
sién primaria y con la formacién de metdstasis
(Toole, 1982).

Estas caracteristicas fenotipicas de las células
transformadas que tienen tanta influencia en fené-
menos de diferenciacion celular y en procesos de
asociaciones celulares, hacen indispensable que se
contintde, con la mayor profundidad posible, el es-
tudio de los mecanismos por ios que operan estos
componentes de la matriz extracelular, de modo de
reconocer puntos de control de la biologia celular
que permita actuar sobre la tumorigénesis o contra-
rrestar la invasividad y/o metastasis.

RESUMEN

Mediante el andlisis electroforético de glicosamino-
glicanos {GAGs) aislados de tumores mamarios,
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hepatoma y tumores venéreos transmisibles (TVT)
y de los tejidos normales correspondientes de cani-
nos, se encontrd un aumento en la proporcidn relati-
va y en la concentraciéon de GAGs homopolimeros
(HA y CS). Estos hallazgos se discuten a la luz de
los antecedentes actuales acerca del rol de los glico-
saminoglicanos en la conducta biolégica de las cé-
lulas tumorales.
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