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Resumen

Introduccion: La participacion de algunas moléculas en la arqui-
tectura y funcionamiento de la barrera epidérmica no hasido com-
pletamente estudiada. Entre estas moléculas estan desmoglefna,
CD44, sindecan-1y EGFR caracterizadas por presentar un N-ter-
minal que posee cadenas laterales de glicanos, y galectina-3, un
receptor de glicanos que contienen B-galactdsidos. Objetivo: Ex-
aminar la distribucion y localizacion de desmogleinal, CD44, sin-
decan-1, EGFR y galectina-3 en la epidermis normal y en la hiper-
plasia observada en liquen plano, placa psoriatica y CBC. Material
y métodos: Biopsias de pacientes diagnosticados con liquen plano,
psoriasis vulgary CBC (5 por cada patologfa) fueron seleccionadas.
Seis muestras de piel normal también fueron examinadas. La distri-
bucion y localizacion de desmoglefnal, CD44, sindecan-1, EGFR
y galectina-3 fue examinada por inmunofluorescencia usando
un microscopio confocal. Resultados: En la epidermis normal
desmoglefnal, CD44, sindecan-1 y galectina-3 fueron detectadas
en las capas superiores delineando los mdrgenes celulares y
puentes entre queratinocitos adyacentes con un gradiente de
expresion que aumentaba desde la capa basal hasta las capas
suprabasales, mientras que en las epidermis hiperpldsicas estaban
restringidas a las capas suprabasales, apareciendo interrumpidas en
los puentes entre muchos queratinocitos. Conclusiones: Nuestras
observaciones sugieren que desmogleinal, CD44, sindecan-1y
ECFR através de sus cadenas laterales de N- y O-glicanos podrian
establecer asociaciones facilitadas por galectina-3, dando lugar a
una red molecular que contribuiria al ensamble y estabilidad de
los desmosomas en las capas superiores de la epidermis y que
la perturbacion de esta red podria dar lugar a una hiperplasia
epidérmica.

INTRODUCCION

a epidermis es un epitelio escamoso estrati-

ficado que tiene como funcién, entre otras,
la de ser una barrera protectora para prevenir el
dafo celular. Esta funcién protectora depende
de la adhesion célula-célula o uniones intercelu-
lares complejas que incluyen a los desmosomas,
uniones adherentes y uniones herméticas, cuya
estabilidad involucra una programacién bien

ABsTrRacT

Introduction: The participation of some molecules in the archi-
tecture and functioning of the skin barrier has not been yet
completely studied. Among these molecules are desmogleinT,
CD44, syndecan-1, and EGFR which are characterized by exhi-
biting an N-terminal that possesses lateral chains of glycans, and
the galectin-3, a receptor of glycans that contain f-galactoside
resiclues. Objective: To examine the distribution and localization
of desmoglein1, CD44, syndecan-1, EGFR and galectin-3 in the
normal and hyperplasic epidermis. Material and methods:
Biopsies of patients diagnosed with lichen planus, psoriasis
vulgaris, and BCC (five per each) were selected. Six samples
of normal human skin were also examined. The distribution
and localization of desmogleinT, CD44, syndecan-1, EGFR and
galectin-3 was examined by immunofluorescence staining using
confocal laser scanning microscopy. Results: In the normal
epidermis desmoglein1, CD44, syndecan-1, and galectin-3 were
detected in the upper most cell layers delineating the cellular
margins and intercellular bridges between adjacent keratinocytes
with an expression gradient that increased from the basal layer
until suprabasal layers, while in the hyperplasic epidermis they
were restricted to suprabasal layers, appearing interrupted in the
intercellular bridges of many keratinocytes. Conclusions: Our
observations suggest that Dsg1, CD44, syndecan-T and EGFR
through their N- and O-glycans would establish associations
facilitated by galectin-3 forming a molecular lattice that would
contribute to the assembly and stability of desmosomes in the
upper most cell layers of the epidermis and that perturbation of
this lattice would lead to epidermal hyperplasia.

sincronizada de estratificacion y diferenciacion
de los queratinocitos.? La alteracion de la
arquitectura de estas uniones complejas afecta
sus funciones y puede resultar en hiperplasia
epidérmica (acantosis), la cual se caracteriza
por proliferacion, diferenciaciéon anormal y
supervivencia de los queratinocitos, siendo por
lo tanto considerado el evento inicial que con-
duce a la aparicién de algunas lesiones cutdneas
tales como liquen plano, psoriasis y carcinoma
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basocelular (CBC).>” A nivel molecular, los desmosomas
se caracterizan por poseer dos clases de glicoproteinas
transmembrana: las desmogleinas (Dsgs) y las desmocolinas
(Dscs), pertenecientes a la familia de las cadherinas desmo-
somales. En humanos cuatro isoformas de Dsg (Dsg1-4) son
expresadas de manera especifica.*®'° La Dsgl1 posee una
region extracelular o N-terminal y una region intracelular
o C-terminal que son esenciales para la adhesion célula-
célula en las capas superiores de la epidermis, y para la
diferenciacién terminal de los queratinocitos.>** Se ha
sugerido que el N-terminal de la Dsg1 estd organizado en
cinco ectodominios o regiones extracelulares que al parecer
median la adhesién célula-célula y son dependientes de
Ca’* para su funcion (ECT-EC5).#%1° Algunos contienen
cadenas laterales de N-glicanos o carbohidratos, las cuales
consisten de acido sidlico, N-acetil-lactosamina (LacNAC);
esta Ultima compuesta de B-galactosa (B-Gal) y N-acetil-
glucosamina (GIcNAc), y manosa."

Otra molécula, cuyo N-terminal también contiene ca-
denas laterales de glicanos, es CD44. Este proteoglicano,
ademas de contener algunos N-glicanos, también posee
cadenas laterales de O-glicanos, los cuales estan repre-
sentados por cadenas de heparan sulfato, el cual consiste
en disacaridos compuestos de GlcNAc y acido urénico y
condroitin sulfato que consiste de N-acetil-galactosamina
(GalNAc) y GIcA."?"3 Es importante destacar que los N-y
O-glicanos son considerados como plataformas de senal-
izacion en muchos eventos fisiolégicos y patolégicos tales
como adhesién célula-célula, crecimiento celular, motili-
dad, proliferacion, diferenciacion, endocitosis, autoinmu-
nidad, angiogénesis, desarrollo tumoral y metastasis.'® En
la piel, CD44 es expresado en la membrana plasmatica de
los queratinocitos siendo requerido para su estratificacién y
diferenciacion determinando el funcionamiento normal de
la epidermis como barrera.”"” Ademas de estas funciones,
se ha sugerido su posible papel en la inflamacién cutanea®
y en la hiperplasia epidérmica.?** No obstante, el papel de
sus N-'y O-glicanos en la epidermis alin no esté definido.

En forma similar a CD44, el proteoglicano transmembrana
sindecan-1 o CD138 (Sind-1) presenta un N-terminal con
cadenas laterales de O-glicanos representadas por heparan
sulfato y condroitin sulfato.?2* En piel, Sind-1 es el proteogli-
cano mas abundante en la epidermis, mayormente localizado
en las capas suprabasales y es considerado como esencial para
los procesos de adhesion intercelular, proliferacién, estratifi-
cacién y diferenciacién de los queratinocitos.?*** Asi mismo,
cambios en la expresién de Sind-1 han sido asociados con la
psoriasis®” y con el desarrollo de lesiones cutaneas malignas.*®
Sin embargo, al igual que CD44, el papel de sus O-glicanos
en la epidermis tampoco ha sido definido.

ORIGINAL

Recientemente, se ha sugerido que galectina-3 (Gal-
3), un receptor de glicanos, interviene en la interaccion
célula-célula y célula-matriz extracelular. Gal-3, también
conocida como Mac-2 o proteina de unién a IgE, es un
miembro de la familia de las galectinas que se localiza
intra- y extracelularmente y se enlaza preferiblemente
a residuos de B-galactosa y lactosa (por ejemplo, el po-
li-N-Acetil-lactosamina) presente en los N-y O-glicanos, a
través de su dominio para el reconocimiento de carbohi-
dratos (CRD). Por otra parte, su N-terminal puede formar
pentdmeros que le permiten actuar como puentes entre
células y células-matriz extracelular al enlazarse simultan-
eamente a los glicanos de dos o més glicoproteinas gen-
erando una red molecular denominada red galectina-gli-
cano (red Gal-glicano) (en inglés Gal-glycan lattice).?*3*
Estas redes moleculares pueden regular, utilizando rutas
de sefializacion especificas, procesos celulares que incluy-
en la adhesion célula-célula, célula matriz extracelular,
proliferacion, crecimiento, diferenciacion, inflamacion,
respuesta inmune, apoptosis y cancer.?%3? En piel normal,
algunos estudios han mostrado que Cal-3 es expresada no
s6lo en queratinocitos, en el foliculo piloso y en glandu-
las ecrinas, sino también por otras células residentes en
la epidermis y dermis, incluyendo melanocitos, células
dendriticas, fibroblastos y monocitos.** Otros estudios
han sugerido que Gal-3 podria estar relacionada con
procesos de crecimiento, apoptosis, motilidad, invasiony
metdstasis, siendo considerada por algunos como blanco
terapéutico para una variedad de lesiones cutdneas.’>>*
No obstante, la distribucion y localizacion de Gal-3 y su
relativa contribucién, junto con Dsgl, CD44 y Sind-1 en
el mantenimiento de la estructura y funcionamiento de
la epidermis normal como barrera, asi como también sus
implicaciones en la hiperplasia epidérmica, no ha sido
completamente elucidada. Por lo tanto, en este estudio
examinamos la distribucion y localizacion de Dsg1, CD44,
Sind-1 y Gal-3 en la epidermis normal, asi como en la
epidermis engrosada o hiperplésica observada en algunas
lesiones tales como liquen plano, placa psoriatica y CBC
para establecer si existe una relacion entre la localizacion
espacial molecular y las patologias. También en este estu-
dio consideramos la posibilidad de que estas moléculas
se organicen en redes reguladoras que contribuyen al
mantenimiento de la arquitectura y funcionamiento de
la barrera epidérmica.

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio observacional, descriptivo, de corte
transversal se seleccionaron biopsias de piel de pacientes
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Piel normal

Liquen plano
P

ORIGINAL

Psoriasis

Figura 1. (A) Una serie representativa de fotomicrografias histologicas (H&E) de una biopsia de piel humana normal, liquen plano, placa psoridtica
y CBC que muestran engrosamientos en la epidermis con alargamiento de las crestas en redes (b-d). e, epidermis; d, dermis. Barra: 60 um. (B)
Ampliacion de la figura «A» que muestra las capas basal (cb), suprabasal (csb), granular (cg), y cornea (cc). Note la presencia de queratinocitos
organizados en grupos cohesivos que parecen mantenerse juntos por medio de puentes intercelulares (flechas) (f-h). Queratinocitos conteniendo
abundantes granulos de queratohialina son también observados (f-h). e, epidermis; d, dermis. Barra: 20 um.

humanos diagnosticados clinica e histopatolégicamente
con liquen plano, psoriasis vulgar y CBC (5 por cada
patologia). Todas obtenidas de los archivos de la Seccién
de Dermatopatologia del Servicio Auténomo Instituto
de Biomedicina (SAIB). La edad de los pacientes estuvo
comprendida entre 30 y 54 anos (liquen plano), 23 y 43
afos (psoriasis) y 35 y 62 afos (CBC). Seis muestras de piel
normal de humano de dreas no expuestas, obtenidas de
pacientes que acudieron a un centro de cirugfa estética
para la realizacién de procedimientos reconstructivos y cu-
yas edades estaban comprendidas entre los 20 y 50 afios,
también fueron incluidas como controles. Este estudio fue
llevado a cabo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki
y con las normas del Comité de Etica del SAIB.

Inmunofluorescencia indirecta

Para la inmunotincién, secciones seriadas de 4 um de
espesor obtenidas de cada tejido fueron desparafinadas
en xilol, deshidratadas en una serie de concentraciones
decrecientes de etanol (100% a 70%) y equilibradas en so-

luciéon amortiguadora de fosfato (PBS) por 10 minutos. Las
inespecificidades del anticuerpo fueron bloqueadas incu-
bando las secciones en PBS conteniendo 3% de albtimina
de suero bovino (BSA) y 0.1% de Tween 20 (Sigma-Aldrich,
IL) por una hora a temperatura ambiente. Las secciones
fueron incubadas toda la noche en una cdmara hiimeda a
4 °C con los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo
monoclonal anti-Desmoglein1 de humano (clon 27B2)
producido en ratén (Abcam, Cambrigde, UK), anticuer-
po monoclonal anti-CD44 de humano (clone DF1485)
producido en ratén (Dako Cytomation, Denmark), anti-
cuerpo monoclonal anti-sindecan-1/CD138 de humano
(clon MI15) producido en ratén (Dako Cytomation, CA), o
anticuerpo monoclonal anti-Galectina-3 de humano (clon
A3A12) producido en ratén (Santa Cruz Biotechnology,
CA). Los controles negativos fueron producidos usando
suero normal o PBS en lugar del anticuerpo primario.
Intestino normal de humano fue usado como control
positivo para Galectina-3. Después de lavados sucesivos
en PBS, un anticuerpo secundario, Alexa FlGor 488 anti-
ratén, preparado en cabra (Invitrogen, Molecular Probes,
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CBC Psoriasis Liquen plano

Piel normal

Figura 2. Inmunolocalizacion de Ki-67 en secciones de liquen plano,
placa psoriatica, CBC y piel normal. Inmunoreactividad nuclear para
Ki-67 es observada en muchos queratinocitos basales y suprabasales
en epidermis engrosadas (A-C), mientras que muy pocos niicleos posi-
tivos son detectados en los queratinocitos de la epidermis normal (D).

ORIGINAL

OR) o Alexa Fluor 594 anti-conejo preparado en cabra,
fueron aplicados por 30 min a temperatura ambiente y en
la oscuridad. Luego las mismas muestras fueron lavadas
nuevamente en PBS e incubadas con el DAPI (4’-6-dia-
mino-2-fenilindol) (Invitrogen, Molecular Probes) por 15
minutos en la oscuridad, para la tincién de los nicleos.
Finalmente, las laminas fueron lavadas otra vez en PBS y
cubiertas con medio montante (Immu-mount Shandon,
Pittsburg, PA).

Para la inmunodeteccién de EGFR, otras secciones
fueron incubadas con un anticuerpo policlonal anti-fosfo-
ECFR (pEGFR Tyr 845) producido en conejo (Santa Cruz
Biotechnology).

Todas las imagenes fueron capturadas usando un
microscopio invertido 1X81 Olympus Fluo-View con la
configuracion CLSM (confocal laser scanning microscope)
equipado con el software de procesamiento FV10.ASW
version 02.01.01.04 (Olympus Corporation, Japan). El
software Image ] (NHS, Washington, DC) fue utilizado
para el procesamiento de contraste y brillo.

Inmunoperoxidasa

Para el estudio de la proliferacién epidérmica, las secciones
fueron desparafinadas en xilol, deshidratadas en una serie
de concentraciones decrecientes de etanol (100% a 70%)
y equilibradas en PBS por 10 min. Luego tratadas con una
solucién recuperadora de antigenos (Dako Cytomation)
e incubadas con un anticuerpo monoclonal Ki-67 de
humano producido en ratén (clon MIB-1, Dako Cytoma-
tion) por 30 min a temperatura ambiente. Las secciones
fueron reveladas usando el sistema EnVision Flex (Dako
Cytomation) y contrastadas con hematoxilina de Mayer.
Las secciones fueron examinadas con un microscopio
invertido (IX70 Olympus, Olympus America Inc, Melville,
NY). Las imagenes fueron capturadas usando el software
Image Pro Plus, Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

RESULTADOS
Anilisis histopatolégico

El andlisis histopatoldgico de las biopsias de liquen plano,
placa psoriatica y CBC mostr6 engrosamientos en la epi-
dermis (Figura 1A), asi como queratinocitos organizados
en grupos cohesivos que parecen mantenerse juntos por
medio de puentes intercelulares, posiblemente cambiando
de posicién debido al crecimiento expansivo, una forma
de movimiento celular (Figura 1B). Estos puentes interce-
lulares son considerados en la actualidad como uniones
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Dsg1

CD44

Piel normal

ORIGINAL

Sindecan-1

Figura 3. (A-D) Imdgenes representativas de microscopia confocal laser (CLSM) de Dsgl, CD44, sind-1 y Gal-3 en secciones seriadas obtenidas
de una misma muestra de piel normal donde se nota la presencia de ellas en las capas superiores de la epidermis. e, epidermis; d, dermis; azul,
tincion nuclear con DAPI. (E-H) Superposicion de imdagenes de microscopia de interferencia diferencial (DIC) y fluorescencia. A mayor aumento
Dsgl (E), CD44 (F), sind-1 (G), y Gal-3 (H) son observadas en las capas superiores de la epidermis delineando los margenes celulares y puentes
intercelulares entre queratinocitos adyacentes en un patron punteado y discontinuo (flechas). Azul, tincion nuclear con DAPL. Barra: 120 pum

(a-d); 30 um (E,F); 40 um (G,H).

transitorias o restos de complejos de uniones intercelula-
res.”® Queratinocitos conteniendo abundantes granulos
de queratohialina fueron también observados (Figura 7B).

Inmunolocalizacién de Ki-67 in vivo

En este estudio, la presencia de Ki-67, una proteina
nuclear expresada en células proliferativas, fue evalua-
da en las epidermis hiperplasicas. Como se esperaba,
inmunotincién nuclear con el anti-Ki-67 fue detectada
en muchos queratinocitos basales y suprabasales en la
epidermis engrosadas (Figura 2A-C). En contraste, pocos
nlcleos positivos para Ki-67 fueron detectados en los
queratinocitos de la epidermis normal (Figura 2D).

Inmunolocalizacién de Dsg1, CD44,
Sindecan-1y Gal-3 in vivo

La inmunotincién, analizada por microscopia confocal
(CLSM) revel6 que la distribucién y localizacion de Dsg1,

CD44, Sind-1 y Gal-3 en la epidermis de liquen plano,
placa psoriatica y CBC fue distinta de aquella observada
en la epidermis normal.

Como se esperaba, en la epidermis normal Dsg1 fue
observada principalmente en las capas superiores en los
sitios de adhesion célula-célula con un gradiente de ex-
presion que parece aumentar desde la capa basal hasta
las capas suprabasales (Figura 3A). Dsg1 aparecia deline-
ando los margenes celulares y los puentes intercelulares
entre queratinocitos adyacentes en un patrén punteado
y discontinuo (Figura 3E), mientras que en las epidermis
engrosadas o hiperplasicas, Dsg1 estaba reducida, limitada
a las capas suprabasales (Figuras 4 A, I, Q). La molécula
aparecia interrumpida en los puentes intercelulares donde
muchos queratinocitos estaban organizados como grupos
cohesivos, reflejando una alteracion en la adhesion célu-
la-célula (Figuras 4 E, M, U).

Para CD44 y Sind-1, una fuerte inmunoreactividad fue
observada en las capas superiores de la epidermis normal
(Figuras 3 By C). Ambos proteoglicanos fueron localizados
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Dsg1 CD44 Sindecan-1 Gal-3

Liguen plano

Psoriasis

Figura 4. (A-D) Imdgenes representativas de CLSM de Dsgl, CD44, Sind-1 y Gal-3 en secciones seriadas obtenidas de una misma biopsia de
liguen plano. Note que la inmunoreactividad para estas moléculas en la epidermis aparece reducida y limitada a algunas células suprabasales. e,
epidermis; d, dermis; azul, tincion nuclear con DAPIL. Barra: 60 um. (E-H) Superposicion de imagenes DIC y fluorescencia. A mayor aumento, la
distribucion y localizacion de Dsgl, CD44, Sind-1 y Gal-3 aparecen alteradas e interrumpidas en los puentes intercelulares. Azul, tincion nuclear
con DAPIL Barra: 20 um. (I-L) Imdgenes representativas de CLSM de Dsgl, CD44, Sind-1y Gal-3 en secciones seriadas obtenidas de una misma
biopsia de placa psoriatica. Note que la inmunoreactividad para estas moléculas en la epidermis aparece reducida y limitada a algunas células
suprabasales. e, epidermis; d, dermis; azul, tincion nuclear con DAPL Barra: 60 um. (M-P) Superposicion de imagenes DIC y fluorescencia. A
mayor aumento, la distribucion y localizacion de Dsgl, CD44, Sind-1y Gal-3 se observan alteradas e interrumpidas en los puentes intercelulares.
Azul, tincion nuclear con DAPI. Barra: 20 um.
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Dsg 1

CD44

CBC

ORIGINAL

Sindecan-1 Gal-3

Continta Figura 4. (Q-T) Imdgenes representativas de CLSM de Dsgl, CD44, Sind-1 y Gal-3 en secciones seriadas obtenidas de una misma
biopsia de CBC. Note que la inmunoreactividad para estas moléculas en la epidermis aparece reducida y limitada a algunas células basales y
suprabasales. e, epidermis; d, dermis; azul, tincion nuclear con DAPL. Barra: 60 um. (M-P) Superposicion de imdagenes DIC y fluorescencia. A
mayor aumento, la distribucion y localizacion de Dsgl, CD44, Sind-1y Gal-3 se observan alteradas e interrumpidas en los puentes intercelulares.

Azul, tincion nuclear con DAPI. Barra: 20 um.

delineando los margenes y puentes intercelulares entre
queratinocitos adyacentes en un patrén punteado y dis-
continuo con un gradiente de expresién que parece au-
mentar desde la capa basal hasta las suprabasales (Figuras
3 Fy C), mientras que en los engrosamientos epidérmicos
CD44 y Sind-1 estaban restringidos a las capas basal y
suprabasales (Figuras 4 B, C, J, K, R, S). Estos aparecian
interrumpidos en los puentes intercelulares de muchos
queratinocitos que estaban organizados como grupos
cohesivos (Figuras 4 |, G, N, O, v, W).

De manera interesante, Gal-3 fue observada en las
capas superiores de la epidermis normal (Figuras 3D, H) en
el citoplasma de queratinocitos adyacentes, delineando los
margenes celulares y puentes intercelulares en un patrén
punteado y discontinuo, con un gradiente de expresion
que parece aumentar desde la capa basal hasta las capas
suprabasales (Figura 3 D, H). En contraste, en las epidermis
hiperplasicas Gal-3 estaba muy reducida o ausente (Figuras
4D, H L PTX.

En ninglin caso se detect6 inmunoreactividad cuando
el anticuerpo primario fue reemplazado por PBS o por
un suero no especifico (control negativo, no mostrado).

Inmunolocalizacién de CD44, Sind-1 y Gal-3 en la
zona perilesional y zona lesionada de un liquen plano

Para comparar la distribuciéon y localizaciéon de CD44,
Sind-1 y Gal-3 en una misma biopsia de liquen plano
que inclufa una zona perilesional y una zona lesional o
hiperplasica, secciones seriadas fueron examinadas por
inmunofluorescencia.

El examen de la zona perilesional revelé que CD44,
Sind-1y Gal-3 estaban localizadas en las capas superiores,
en sitios de adhesion célula-célula (Figura 5), mientras que
en la zona lesionada CD44 y Sind-1 aparecian limitadas
a las capas basal y suprabasales estando reducida su
expresion al compararla con la zona perilesional (Figura
5). Esta distribucion y localizacion particular sugiere una
alteracion en la adhesion intercelular. En cuanto a Gal-3,
ella aparecia muy reducida (Figura 5).

Inmunolocalizacion de EGFR in vivo

En este estudio también examinamos la distribucién y lo-
calizacion de EGFR en epidermis engrosadas. Este receptor
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tirosina quinasa modula la actividad de los queratinocitos*®
y posee un N-terminal con al menos ocho N-glicanos.™®
Para ello, un anticuerpo que reconoce su forma activada
(fosfo-EGFR) (Tyr845) fue utilizado. La inmunofluores-
cencia revelé que ECFR activado estaba limitado a las
capas superiores de la epidermis normal, localizado en la
membrana y citoplasma de los queratinocitos (Figura 6A),
mientras que en las epidermis hiperplasicas la presencia de
este receptor fue notable en el nicleo de muchos quera-
tinocitos basales y suprabasales, sugiriendo su activacién,
internalizacion y eventual translocacion (Figuras 6 By C).

DISCUSION

En este estudio reportamos que en la epidermis normal
de humanos las moléculas Dsg1, CD44 y Sind-1 estaban
inmunolocalizadas en las capas superiores delineando
los mérgenes celulares y puentes intercelulares entre
los queratinocitos, con un gradiente de expresién que

Zona lesionada

Zona perilesional

Sindecan-1 CD44

Gal-3

Figura 5. Imagenes representativas de CLSM de CD44, Sind-1y Gal-3
en una misma biopsia de liquen plano que exhiben una zona perilesional
(A-C) y una zona lesionada (D-F). Note que la inmunoreactividad para
estas moléculas en la epidermis lesionada aparece limitada a las capas
basal y suprabasal y reducida en comparacion con la zona perilesional.
(E). Epidermis, d, dermis. Azul, tincién nuclear con DAPI. Barra: 80 um.

ORIGINAL

EGFR

Piel normal

Psoriasis

CBC

Figura 6. Imagenes representativas de CLSM de fosfo-EGFR en una
biopsia de piel normal (A), placa psoriatica (B) y CBC (C). Note que
la inmunoreactividad para fosfo-EGFR en la epidermis normal aparece
limitada a las capas suprabasales y localizada en el citoplasma de
algunos queratinocitos, mientras que en la epidermis hiperplasica la
presencia de fosfo-EGFR es notoria en el niicleo de muchos querati-
nocitos. e, epidermis; d, dermis. Barra: 125 pum.

Med Cutan Iber Lat Am 2017; 45 (2): 119-130

www.medigraphic.com/medicinacutanea



Carrillo LM et al. Desmogleina1, CD44, Sindecan-1, Galectina-3 y EGFR en la epidermis normal e hiperpldsica

Oueratinocito il

e PR B R W R e

EGFR

CD44

ORIGINAL

~ Manosa
® Galact

N-Glicano- Galactosa

7 GIcNAC

» Acido

- sialico

Pentamero de
Galectina- 3

\, Mondmero de

. Xilosa Galectina- 3

® Galactosa
O-Glicano -{= GIcNAC

~ GlucAcid

= GaIlNAC

_

Sindecan-1

Figura 7. Red molecular hipotética de galectina-glicanos en la superficie de queratinocitos adyacentes involucrando a Dsgl, EGFR, CD44,

Sindecan-1y Gal-3.

parece aumentar desde la capa basal hasta las capas su-
prabasales, mientras que en las epidermis hiperplasicas
o engrosadas Dsgl, CD44 y Sind-1 estaban restringidas
a la capa basal y suprabasales sin un gradiente aparente,
apareciendo interrumpidas en los puentes intercelulares
de muchos queratinocitos. Creemos que la localizacién
y distribucién tan particular de Dsgl, CD44 y Sind-1,
observada en la epidermis normal, podria estar asocia-
da con el mantenimiento estructural de las adhesiones
queratinocito-queratinocito y con la estratificacion y
diferenciacién de los mismos, y que la alteracién en la
expresion, localizacion y distribucion de esas moléculas
observadas en las epidermis hiperplasicas podria afectar
la proliferacion, estratificacion y diferenciaciéon terminal
de los queratinocitos, contribuyendo de esta manera al
desarrollo de lesiones cutaneas como liquen plano, placa
psoridtica y CBC. Consistente con esto, estudios previos
han indicado que Dsgl, CD44 y Sind-1, ademas de ser
esenciales para la adhesiéon célula-célula en las capas su-
periores, también regulan la proliferacion, estratificacion y
diferenciacién terminal de los queratinocitos, asi como la
morfogénesis epidérmica, sugiriendo que las alteraciones
en la expresion y localizacion de estas moléculas podrian
contribuir al desarrollo de algunas lesiones de la piel tales
como acantolisis, pénfigo, psoriasis y CBC.'#9101317.18.20-
222628 Adicionalmente, otros estudios han propuesto
que el N-terminal de la Dsgl esta organizado en cinco
ectodominios que median la adhesion célula-célula,**1°
algunos de ellos conteniendo N-glicanos formados de

B-galactosa y GIcNAc." De manera interesante, estudios
previos habfan demostrado que la remocién de los N-
glicanos de la Dsg1 resultaba en la pérdida de la adhesion
entre los queratinocitos de las capas superiores, sugiriendo
que los N-glicanos de la Dsg1 podrian ser cruciales para
el mantenimiento de la epidermis y la prevencién de la
descamacién prematura, protegiendo a los desmosomas
y corneosomas de la protedlisis.*

Para el caso de CD44 y Sind-1, considerados esenciales
en la adhesion, proliferacion, estratificacion y diferencia-
cion de los queratinocitos, éstos presentan un N-terminal
que contiene glicanos que exhiben residuos de GlcNAc,
B-galactosa y GalNAc.'>"3252%¢ Sin embargo, la contribu-
cion de estos glicanos para el funcionamiento normal de
la epidermis como barrera, asi como en el desarrollo de
algunas lesiones cutaneas, ha recibido muy poca atencion.
A este respecto, alteraciones durante la diferenciacion
terminal de los queratinocitos en la hiperplasia observada
en psoriasis y CBC han sido asociadas a cambios en la
distribucién de los glicanos presentes en su superficie.*
De igual manera, alteraciones en la expresion de residuos
de glicanos presentes en la superficie de los queratinocitos
han sido demostradas durante la morfogénesis epidérmica
previa a la queratinizacion®.

En este estudio reportamos que Gal-3 también estaba
presente en las capas superiores de la epidermis normal,
particularmente delineando los mérgenes y puentes entre
queratinocitos adyacentes. En contraste, en epidermis hi-
perplasicas Gal-3 se encontraba muy reducida o ausente.
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Notablemente, la colocalizacién entre Dsgl1 y Gal-3 en la
epidermis normal ha sido asociada con la diferenciacién
y maduracién de los queratinocitos.®® En este contexto,
estudios realizados en células epiteliales de intestino de-
mostraron una asociacién de Gal-3 con los N-glicanos de
la Dsg2, la cual contribuye a su estabilidad en la superficie
celular protegiéndola de la degradacién proteosémica y
sugiriendo un papel importante para Gal-3 y Dsg2 en la
adhesion célula-célula e integridad de la barrera epitelial.*’
En relacion a la presencia o ausencia de Gal-3 en las epi-
dermis engrosadas, algunos estudios han demostrado una
marcada reduccion en la expresion de Gal-3 en psoriasis*
y en carcinomas de piel no melanoma, tales como CBCy
CEC, sugiriendo que esta reduccion podria estar relacio-
nada con una alteracion en la diferenciacién terminal de
los queratinocitos.?3+2

También de interés son los estudios que destacan que
Gal-3 no sélo se enlaza a algunas cadenas laterales de gli-
canos que contienen residuos de p-galactosa y GIcNAc sino
que ella también puede formar pentameros que le permi-
ten entrecruzarse con varias glicoproteinas localizadas en la
superficie celular a través de los glicanos, generando redes
moleculares (red gal-glicano) a las cuales se les atribuye la
capacidad de regular procesos celulares que incluyen la
adhesion célula-célula, proliferacion y diferenciacion.?*3?
Por lo tanto, consideramos razonable sugerir que en los
desmosomas que se localizan en las capas superiores de
la epidermis normal, Dsg1, CD44, sindecan-1, y Gal-3 po-
drian coexistir en forma de red molecular, la cual juega un
papel crucial en el mantenimiento de la barrera epidérmi-
ca, regulando la adhesioén, estratificacion y diferenciacién
terminal de los queratinocitos y que la alteracién de esta
red podria resultar en una hiperplasia epidérmica, la cual
estarfa asociada con un crecimiento expansivo producto
de una proliferacién anormal (Figura 2), diferenciacion y
supervivencia de los queratinocitos.

En este estudio también detectamos que la forma acti-
vada o fosforilada del EGFR, un receptor tirosina quinasa
que posee al menos ocho N-glicanos,'*'® estaba presente
en las células de las capas superiores de la epidermis
normal, mientras que en las epidermis engrosadas estaba
localizado en el nlcleo de muchas células basales y supra-
basales. Esta localizacion en la epidermis normal, aunada a
la de Dsg1, CD44 y Gal-3, sugiere que EGFR podria estar
asociado a Dsg1y a CD44 a través de sus N-glicanos y que
esta asociacion podria estar facilitada por Gal-3, tomando
en cuenta que Dsg1 fisicamente puede formar complejos
con EGFR estabilizandolo en la superficie celular, permi-
tiendo no sélo la integridad de las uniones célula-célulay la

ORIGINAL

senalizacién dependiente de EGFR en las capas superiores
de la epidermis, sino también la diferenciacion normal de
los queratinocitos."*% También CD44 puede interactuar
con EGFR funcionando como un correceptor capaz de
regular algunos eventos celulares que incluyen la adhe-
sién célula-célula, proliferacion y diferenciacion. ' Mas
adn, considerando que la interaccién entre los glicanos
del EGFR y Gal-3 disminuye la activacion, endocitosis, y
translocacion al nticleo del EGFR.** En tal sentido, creemos
que los cambios observados en la distribucién de EGFR
en las epidermis hiperpldsicas podrian estar asociados a
una alteracion de la red gal-glicano que podria afectar la
activacién y translocaciéon del EGFR 'y, en consecuencia,
la proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos.

Por lo tanto, es posible hipotetizar que Dsg1, CD44,
Sind-1 y EGFR, a través de sus cadenas laterales de N-y
O-glicanos, podrian establecer asociaciones facilitadas
por Gal-3, dando lugar a una red molecular en la super-
ficie de los queratinocitos que contribuiria al ensamble
y estabilidad de los desmosomas en las capas superiores
de la epidermis y por ende a la integridad de la barrera
epidérmica (Figura 7), y que la perturbacion de esta red
podria afectar el crecimiento, proliferacion, estratificacion
y diferenciacion terminal de los queratinocitos dando lugar
a una hiperplasia epidérmica.

CONCLUSIONES

Nuestras observaciones sugieren que desmogleinat,
CD44, sindecan-1 y EGFR, a través de sus cadenas
laterales de N- y O-glicanos, podrian establecer asocia-
ciones facilitadas por galectina-3, dando lugar a una red
molecular que contribuirfa al ensamble y estabilidad de
los desmosomas en las capas superiores de la epidermis
y que la perturbacién de esta red podria dar lugar a una
hiperplasia epidérmica.
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