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Mucinal (MUC1) en los engrosamientos
epidérmicos del carcinoma basocelular (CBC)

Mucinl (MUC1) in the epidermal thickening of the basal cell carcinoma (BCC)

Adriana De la Torre,* Luz Marina Carrillo,* Enrique Arciniegas,* Héctor Rojas,? Oscar Reyes*

ResumeN

Introduccion: Mucinal (MUCT) es una glicoproteina trans-
membrana normalmente expresada en la cara apical de mu-
chas células epiteliales secretoras. MUCT es sobreexpresada
en diversos carcinomas, siendo considerada como sensor
molecular y transductor de sefales en respuestas a estimulos
externos. Sin embargo, el significado de esta sobreexpresion
en células tumorales, asi como su papel en CBC, atin no han
sido determinados. Objetivos: Investigar por métodos inmu-
nohistoquimicos siMUCT estd presente en los engrosamientos
epidérmicos observados en CBC superficial. Examinar la
presencia y localizacién de NFkBp65, NFkBp50, c-Src, EGFR
y ErbB2 en sus formas activadas en algunas de esas biopsias.
Metodologia: Ocho biopsias de pacientes diagnosticados con
CBC supefficial fueron seleccionadas. Seis muestras de piel
normal también fueron examinadas. La presencia y distribucion
de esas protefnas fue evaluada por inmunofluorescencia con
un microscopio confocal. Resultados: La inmunotincion reveld
que MUCT estaba presente en los engrosamientos epidérmicos
de todas las biopsias examinadas. También demostré que las
formas activadas de NFkBp65, NFkBp50, IKKa/B y c-Src estaban
presentes en los engrosamientos donde MUCT fue detectada.
Adicionalmente, mostramos que las formas activadas de EGFR y
ErbB2 estaban localizadas en el nicleo de muchas de las células.
Conclusiones: Basados en nuestras observaciones y estudios
previos, proponemos que la estimulacién de los queratinocitos
(por exposicién a las radiaciones UV, dafio mecanico, factores
de crecimiento o citocinas) podria activar a aquellas moléculas
como c-Src e IKKa que favorecen la translocacién de NFkB y
la eventual expresién de MUCT. Una vez expresada, MUCT
estarfa participando en algunas respuestas celulares como la
proliferacién, pérdida de las uniones intercelulares, migracion
y supervivencia de los queratinocitos.

INTRODUCCION

| carcinoma basocelular (CBC) es un tumor
epitelial que no suele dar lugar a metdstasis
excepto en casos raros, y que esta caracterizado
por una hiperplasia epidérmica, la cual invo-
lucra hiperproliferacién, migracion, expansion,
invasion y supervivencia de los queratinocitos.

Asstract

Introduction: Mucin (MUCT) is a transmembrane glycoprotein
normally expressed on the apical side of many secretory
epithelial cells. It is overexpressed in many carcinomas being
considered as molecular sensor and signal transducer in
response to external stimuli. However, its possible role in CBC
has not been considered. Aim: To ascertain whether MUCT is
present in the epidermal thickening of CBC superficial. Also,
to examine the presence and location of NFkBp65, NFkBp50,
¢- Src, EGFR and ErbB2 in their activated forms in some of these
biopsies. Methodology: Eight biopsies of patients diagnosed
with superficial BCC were selected. Six samples of normal
skin were also examined. The presence of these proteins was
assessed by immunofluorescence with a confocal microscope.
Results: Immunostaining revealed that MUCT was present
in the epidermal thickening of all biopsies examined. Also,
demonstrated that the activated forms of NFkBp65, NFkBp50,
IKKa/p, and c-Src were present in these thickened where
MUCT was detected. Additionally, we show that the activated
forms of EGFR and ErbB2 were located in the nucleus of
many of the thickened epidermal cells. Conclusions: Based
on our observations and previous studies, we propose that
the stimulation of keratinocytes (by exposure to UV radiation,
mechanical damage, growth factors or cytokines) may enable
those molecules such as c-Src and IKKa favoring the activation
of NFxp and the eventual expression of MUCT. Once expressed
MUCT would be participating in some cellular responses such
as cell proliferation, loss of intercellular junctions, migration and
survival of keratinocytes.

Existen factores predisponentes para el desa-
rrollo y la progresion de este carcinoma, siendo
la exposicion prolongada a las radiaciones
ultravioletas (RUV) provenientes de la luz solar
el factor mas importante."? A este respecto,
estudios in vivo e in vitro han mostrado que la
exposicion a RUV induce la proliferacién de
los queratinocitos y la hiperplasia epidérmica
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a través de la activacion de receptores tirosinas quinasas
(RTKs) tales como el EGFR y TNFR1, asi como de la acti-
vacion de rutas de sefalizacion mediadas por la tirosina
quinasa c-Src.*® De acuerdo con estos estudios, EGFR es
el RTK mas expresado por los queratinocitos basales y en
menor grado por los suprabasales. Este RTK participa en
la proliferacién de los queratinocitos basales y retarda la
apoptosis de los suprabasales que han perdido su interac-
cién con la matriz extracelular. Es importante sefalar que
la activacion de EGFR ha sido implicada en la renovacién
de la epidermis, regeneracién después de un dafio, modu-
lacién de la respuesta inmune 'y en la carcinogénesis.** Los
mismos estudios sugieren que muchas de estas respuestas
son debidas a la activacion de factores de transcripcién
nuclear tales como el factor de transcripcién nuclear kB
(NF«xB), el cual regula la expresién de un nimero impor-
tante de genes.*®

Mucinal (MUCT), también conocida como DF 3,
CA15-3, EMA o episialina, es una glicoproteina trans-
membrana normalmente expresada sobre la superficie
apical de las células epiteliales del tracto respiratorio y
tracto gastrointestinal, asi como en las células epiteliales
de los ductos de varios 6rganos que incluyen a la glandula
mamaria, pulmén, higado, pancreas y gldndulas sebaceas,
ecrinas y apocrinas de la piel.>'® Al parecer, MUCT es so-
breexpresada en diversos tipos de carcinomas y en ciertas
malignidades hematolégicas,®'* siendo considerada como
un sensor moleculary transductor de sefales en respuestas
a estimulos externos que dan lugar a la respuesta inmune
y a ciertos eventos celulares, que incluyen la interaccion
célula-célula, adhesion, proliferacion, diferenciacion,
migracion, invasion, supervivencia y secrecién de fac-
tores de crecimiento y citocinas, todo ello a través de
rutas especificas de sefalizacion.”#111215 Sin embargo, el
significado de esta sobreexpresion en células tumorales
atn no ha sido determinado por completo. Para el afno
2011 se estim6 que de 1.4 millones de casos de cancer
diagnosticados en los EEUU, aproximadamente 900,000
presentaron niveles elevados de MUC1.'® De manera
interesante, se ha sugerido que las alteraciones en la su-
perficie celular epitelial ocasionados por modificaciones
en el microambiente extracelular podrian generar sefales
que estarian mediadas por el dominio citoplasmico de
MUCT1, con la colaboracién de algunas moléculas regula-
doras o efectoras que incluyen miembros de la familia de
los RTKs tales como EGFR y ErbB2/Neu, tirosinas quinasa
como c-Src y algunas moléculas de adhesion intracelular,
las cuales regulan el crecimiento y la supervivencia celular
y promueven la migracién, diferenciacion y transcrip-
ci6n.®# 17 Otros estudios realizados en células epiteliales de

ORIGINAL

glandula mamaria han propuesto que MUCT, a través de
su interaccion directa con IKK e kB (inhibidor de NF«B),
es capaz de activar la ruta de sefalizacion del NFxB.*'®
De manera importante, estudios recientes realizados por
Carson y colaboradores™ con lineas de células epiteliales
de adenocarcinoma uterino y cancer pancreatico de hu-
manos, demuestran que la activaciéon de EGFR estimula
la expresion de MUCT y destacan la importancia de la
regulacion de la expresion de MUCT como una estrategia
terapéutica complementaria en tumores. Mas aln, otro
estudio previo realizado en células de glandula mamaria
habria propuesto que MUCT regulaba la localizacién y
funcién en el nicleo del EGFR.20%!

En relacién a la presencia y posible papel de MUCT en
la piel normal y en algunas patologfas cutaneas, son muy
pocos los estudios realizados hasta el presente. Algunos
de ellos mostrando que MUCT no es expresada por las
células de la epidermis de piel normal,'%2??2* pero puede
ser expresada por células epidermales en algunas lesiones
inflamatorias como la psoriasis®? y queratosis actinica,*
asi como en algunas lesiones premalignas que incluyen la
epidermdlisis bullosa™ y lesiones malignas tales como la
enfermedad de Bowen, enfermedad de Paget y carcino-
ma de Merkel.® Sin embargo, la expresion de MUCT asi
como su posible papel en el CBC a nuestro entender, no
ha sido considerada.

Basados en estas evidencias, el objetivo de este estudio
ha sido investigar por métodos inmunohistoquimicos si
MUCT esta presente en los engrosamientos epidérmicos
observados en CBC. De igual manera, investigar la presen-
ciay localizacién de c-Src, IKKa/B, NFkB/p50p65, EGFRy
ErbB2 en sus formas activadas o fosforiladas en las mismas
biopsias, debido a que recientemente se ha sugerido que
estas proteinas estan muy relacionadas con la regulacion
de la expresion de MUCT y su posible papel en diversos
tipos de carcinomas.'%%-2!

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio observacional, descriptivo y de corte trans-
versal fueron seleccionadas ocho biopsias de pacientes diag-
nosticados clinica e histol6gicamente con CBC superficial.
Todas obtenidas de los archivos de la Seccién de Dermato-
patologia del Servicio Auténomo Instituto de Biomedicina
(SAIB). La edad de los pacientes estuvo comprendida entre
los 40 y 75 afos. De igual manera, seis muestras de piel
normal de humano de dreas no expuestas fueron obtenidas
de pacientes que acudieron a un centro de cirugfa estética
para la realizacién de procedimientos reconstructivos y
cuyas edades estaban comprendidas entre los 20 y 50
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anos. Todas ellas, con el consentimiento informado de los
pacientes y de acuerdo con los principios de la Declaracién
de Helsinki y con las normas del Comité de Etica del SAIB.

Las biopsias fueron procesadas siguiendo la metodo-
logia convencional. Todas las secciones desparafinadas
fueron procesadas para tincion con H&E.

Inmunofluorescencia indirecta

Para la inmunotincién, secciones seriadas de 4 um de
espesor fueron desparafinadas en xilol y deshidratadas
en una serie de concentraciones decrecientes de etanol
y equilibradas en PBS por 10 min. Las inespecificidades
de los anticuerpos fueron bloqueadas, incubando las
secciones en PBS conteniendo 2% de albdimina de suero
bovino (BSA) por 1 hora a temperatura ambiente. Segui-
damente, las secciones fueron incubadas toda la noche
en una camara hdimeda a 4 °C con un anticuerpo mono-
clonal anti-MUCT de humano (clone BC2) preparado en
ratén, mientras que otras secciones obtenidas de algunas
de estas biopsias fueron incubadas de igual manera con
un anticuerpo policlonal anti-fosfo NFkBp65 (Ser536), un
anticuerpo policlonal anti-fosfo NFkBp50 (Ser337), un
anticuerpo policlonal anti-fosfo-IKKa/B (Ser180/Ser181)
todos estos preparados en conejo, un anticuerpo mo-
noclonal anti-IKKa no fosforilado preparado en ratén,
un anticuerpo monoclonal anti-fosfo c-Src (Tyr419) o
un anticuerpo monoclonal anti-tubulina acetilada, estos
Gltimos preparados en ratén (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA). Después de lavados sucesivos en PBS,
un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-ratén, un
anticuerpo secundario Alexa fluor 594 anti-conejo o un
anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-cabra (Invitro-
gen, Molecular Probes, OR) fueron aplicados por 30 min
a temperatura ambiente, manteniendo las secciones en la
oscuridad. Luego, las mismas fueron lavadas nuevamente
en PBS y cubiertas con medio montante Immu-mount
(Shandon, Pittsburg, PA). Los controles negativos fueron
producidos omitiendo el anticuerpo primario y colocando
en su lugar PBS. Las imagenes fueron capturadas con un
microscopio invertido Olympus 1X81 (Fluo View) (Olympus
America Inc) configuracion laser de barrido.

Inmunoperoxidasa

Para evaluar las caracteristicas proliferativas de la epidermis
hiperplasica, se aplicé la técnica de avidina-biotina peroxi-
dasa. Para ello, 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.

ORIGINAL

Luego tratadas con una solucién recuperadora de antigenos
(Dako Cytomation) e incubadas con un anticuerpo mono-
clonal Ki-67 de humano producido en ratén (clon MIB-1,
Dako Cytomation) por 30 min a temperatura ambiente. Las
secciones fueron reveladas usando el sistema EnVision Flex
(Dako Cytomation) y contrastadas con hematoxilina de Ma-
yer. 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).

De igual manera, para investigar la presencia de EGFRy
ErbB2/Neu en algunas secciones de CBC superficial y piel
normal, también se aplicé la técnica de avidina-biotina
peroxidasa usando un anticuerpo policlonal anti-fosfo EGFR
(Tyr845) o anti-ErbB2 (Tyr877). Para ello los cortes fueron
lavados con PBS pH 7.4 durante 30 minutos. Para bloquear
la peroxidasa enddgena, los cortes fueron incubados con
peroxido de Hidrégeno (H,0,) a 3% durante cinco minutos
a temperatura ambiente. Luego de lavados con PBS pH 7.4
se llevo a cabo el bloqueo de inespecificidades, con 2% de
BSA por una hora. Los cortes fueron incubados toda la no-
che a4 °C con los anticuerpos primarios correspondientes.
Después de varios lavados en PBS, un anticuerpo secun-
dario Biotinilado (Dako Cytomation) fue aplicado por 15
minutos a temperatura ambiente, seguido por el complejo
estreptavidina-HRP (Dako Cytomation), también por 15
minutos. El revelado se realizé por un minuto utilizando
una solucion sustrato-cromégeno (HZO2-cr0m(’)gen0) (Dako
Cytomation). Finalmente, las ldminas fueron contrastadas
con hematoxilina de Mayer y se les colocé una gota de me-
dio montante (Aquaperm TM). Los cortes fueron observados
y analizados en un microscopio invertido Olympus 1X-70.
Las imagenes obtenidas fueron capturadas utilizando el pro-
grama Image-Pro Plus (Image-Pro Plus, Media Cybernetics,
MD). Los controles negativos fueron realizados utilizando
PBS en lugar del anticuerpo primario.

RESULTADOS
Inmunolocalizacion in vivo de Ki-67 en CBC

En este estudio, la presencia de Ki-67, una proteina nuclear
expresada en células proliferativas, fue evaluada en la epi-
dermis engrosada y en zonas adyacentes en algunas de las
biopsias de pacientes con diagnéstico de CBC superficial.

Consistente con estudios previos, se encontr6 una
expresion nuclear elevada en las células basales y supra-
basales de los engrosamientos epidérmicos (Figura 1A). En
contraste, esta expresion nuclear aparecia disminuida en
las zonas adyacentes al engrosamiento (Figura 1B).
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Presencia in vivo de MUC1 en CBC

Debido a que la expresiéon de MUCT parece estar limitada
a la superficie apical de muchas células epiteliales normales
para protegerlas de las condiciones adversas,? y debido a
que esta glicoproteina transmembrana esta sobreexpresada
en diversos tipos de carcinoma,®'? en este estudio investi-
gamos por inmunofluorescencia si MUCT estaba presente
en biopsias de pacientes con diagnéstico de CBC superficial
que exhibian la epidermis engrosada o hiperplasica.

El contraste por interferencia diferencial y la inmunofluo-
rescencia, ambos analizados por microscopia confocal,
revel6 una fuerte inmunoreactividad para MUCT, la cual
fue detectada en la superficie apical de algunas células
basales y suprabasales, asi como también distribuida por
completo alrededor de las células que estaban orientadas
hacia la dermis papilar, posiblemente migrando e inva-
diendo esa regién (Figuras 2A y B). En contraste, ninguna
inmunopositividad para MUCT fue hallada en la epidermis,
las muestras de piel normal (Figuras 2Cy D), ya que la misma
estaba restringida a la dermis, especificamente a algunos
fibroblastos y microvasos (Figuras 2C y D). Adicionalmen-
te, ninguna inmunopositividad fue detectada cuando el
anticuerpo primario fue omitido o reemplazado por PBS
(control negativo).

Inmunolocalizacién in vivo de NFkBp65,
NFkBp50 e IKKa/B

Para determinar si la expresion de MUCT en CBC podria
también estar asociada a la activacién y translocacion

‘1

] f\.u-. + ”“u
-

Figura 1: Inmunolocalizacion de Ki-67 en un corte longitudinal despa-
rafinado de un carcinoma basocelular superficial mostrando la epidermis
engrosada (A) y una zona adyacente (B). Una fuerte expresion nuclear es
observada en muchas de las células basales y suprabasales de la epidermis
engrosada (A), mientras que una expresion muy disminuida es observada
en las células de la capa basal en la zona adyacente (B). Barra =30 ym.
E = epidermis; D = dermis.

ORIGINAL

MUCI

CBC

Piel normal

Figura 2: Superposicion de imdgenes de microscopia de interferencia
diferencial (Ay C) e imdgenes de fluorescencia (B 'y D) obtenidas con un
microscopio confocal en cortes desparafinados de una zona de un CBC
superficial, exhibiendo la epidermis engrosada (Ay B) y de una zona
de piel normal (C'y D) inmunomarcadas con anti-MUCI. Una fuerte
inmunopositividad para MUCI es detectada en la superficie apical de
algunas células basales (CB) y suprabasales (CSB), asi como también
distribuida por completo alrededor de las células orientadas hacia la
dermis papilar (A B, flechas). Observe que ninguna inmunoreactividad
para MUCI es detectada en la epidermis de las biopsias obtenidas de
piel normal (Cy D). Barra = 20 um.

nuclear del NFkB, en este estudio examinamos por in-
munofluorescencia si las formas activadas o fosforiladas
de NFxBp65, NFkBp50 e IKKa/B estaban presentes en la
epidermis de algunos CBC superficial donde MUCT1 fue
detectada y en la epidermis de pacientes normales. Para
ello un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de
la subunidad p65 (Ser536), un anticuerpo que recono-
ce la forma fosforilada de la subunidad p50 (Ser337) y
otro que reconoce las formas fosforiladas de IKKa e IKKpB
(Ser180/181) fueron utilizados. Ambos, p-p65 y p-p50,
fueron seleccionados ya que ellos son las unidades del NFkB
mds frecuentemente detectadas en tejidos de humanos.
El examen de las biopsias de CBC revelé una inmu-
norreactividad moderada para p-p65 en el citoplasma
de las células basales y suprabasales (Figura 3A), asi
como en el nicleo de algunas de ellas; esta Gltima lo-
calizacién sugestiva de la activacién y translocacién del
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CBC superficial

™

NFxBp65 (Ser536)

-,

y1ete

NFkBp50 (Ser337)

Piel normal IKKa/p (Ser180/Ser181)

Figura 3: (A) Corte desparafinado y contrastado con H&E de una zona de un carcinoma basocelular (CBC) superficial, exhibiendo la epidermis
engrosada (E). D, dermis. Superposicion de imdagenes de microscopia de interferencia diferencial (B, D, F) e imdagenes de fluorescencia (C,
E, G) obtenidas con un microscopio confocal de cortes desparafinados de una zona de un CBC superficial exhibiendo la epidermis engrosada,
inmunomarcada con NFxBp65 (Ser536) (B, C), con NFxBp50 (Ser337) (D, E), y con IKKa/f (Ser180/Ser181) (F, G). Una moderada inmu-
noreactividad para p-p65 es observada en el citoplasma de las células basales (CB) y suprabasales (CSB), asi como también en el niicleo de
algunas de ellas (B, C, flechas). Para p-p50 una inmunoreactividad es observada mayormente en el citoplasma de algunas células basales
y suprabasales (D, E), Notablemente, una fuerte inmunoreactividad para p-IKKo/p es detectada en el nicleo de muchas células basales y
suprabasales (F Yy G, flechas). Barra = 40um. (H) Corte desparafinado y contrastado con H&E de una zona de piel normal. E, epidermis; D,
dermis. (1, J) Superposicion de imdgenes de una zona de piel normal inmunomarcada con IKKo/p (Ser180/Ser181). Una fuerte inmunoreac-
tividad para esta proteina es detectada mayormente en el citoplasma de las células basales (CB) y suprabasales (CSB). Note que ninguna
inmunoreactividad nuclear es observada. Barra = 40 um.
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NFxB (Figuras 3B y C). Para p-p50, una inmunorreacti-
vidad fue observada mayormente en el citoplasma de
algunas células basales y suprabasales (Figuras 3Dy E).
De manera interesante, para p-IKKo/ una fuerte inmu-
norreactividad fue detectada en el nicleo de muchas
células basales y suprabasales (Figuras 3F y C), mientras
que una inmunorreactividad moderada restringida al
citoplasma de estas células fue observada cuando se
utilizé un anticuerpo que reconocia la forma no ac-
tivada o no fosforilada de 1KKa. Cuando la presencia
de p-IKKo/B fue evaluada en la epidermis de algunas
muestras de piel normal (Figura 3H), encontramos que
ellas estaban presentes mayormente en el citoplasma
de las células basales y suprabasales (Figuras 31y 3)).
Resultados similares fueron obtenidos cuando utilizamos
IKKa en su forma no fosforilada.

p-c-Sre (Tyr419)

CBC
superficial

CBC
superficial

Figura 4: Superposicion de imdagenes de microscopia de interferencia
diferencial (A, C) e imagenes de fluorescencia (B, D) obtenidas con
un microscopio confocal de cortes desparafinados de una zona de un
carcinoma basocelular (CBC) superficial exhibiendo la epidermis
engrosada, inmunomarcadas con anti-fosfo-c-Src (Tyr419) (A, B) y
anti-tubulina (C, D). Una fuerte inmunoreactividad para p-c-Src es
observada en los margenes, puentes intercelulares y citoplasma de
las células suprabasales (CSB), asi como en las células basales (CB),
particularmente en aquellas orientadas hacia la dermis papilar (DP)
(A, B). El inmunomarcaje para tubulina revela que la organizacion
de los MTs esta alterada en las células basales y suprabasales de las
biopsias de CBC (C, D). Barra = 30um.

ORIGINAL

EGFR (Tyr845)
SR Y,

Figura 5: Inmunolocalizacion de p-EGFR (Tyr845) y p-ErbB2 (Tyr877)
en secciones seriadas desparafinadas de un carcinoma basocelular (CBC)
superficial mostrando la epidermis engrosada (A-F). Para p-EGFR una
fuerte inmunoreactividad nuclear es observada en muchas de las células
basales (CB) y suprabasales (CSB) de los engrosamientos epidérmicos (A,
C, E). Para p-ErbB2 el inmunomarcaje es menos intenso comparado con el
observado parap-EGFR. Barra= 160um (A, B); 40um (C, D), 25um (E, F).

Inmunolocalizacién in vivo de p-c-Src y tubulina

En vista de estos hallazgos, y debido a que una interaccion
fisiolgica entre c-Src y el complejo IKK que favorece la
activacion de NFkB ha sido propuesta,® y debido a que
c-Src se localiza asociada fisicamente a los microtabulos
(MTs),%% decidimos investigar por inmunofluorescencia
si la forma activada de c-Src estaba presente en las biop-
sias de CBC donde la expresion de MUCT y de IKKo/B
activados fue evidente.

La inmunolocalizacién con anti-fosfo-c-Src (p-c-Src)
(Tyr419) demostré que esta proteina aparecia concentrada
en los margenes, puentes intercelulares y citoplasma de
las células basales y suprabasales, asi como también en los
lamelipodios de aquellas células basales que estaban orien-
tadas hacia la dermis papilar (Figuras 4A y B). Respecto a los
MTs, lainmunolocalizacién de la tubulina, un componente
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esencial de los MTs, revel6 que la organizacion de éstos
estaba alterada en las células basales y suprabasales (Figuras
4Cy D). Especificamente, esta proteina fue observada en
los margenes de las células basales y suprabasales.

Inmunolocalizacién in vivo de EGFR y ErbB2/Neu

Estudios previos han sugerido que c-Src también regula
la activacion de EGFR,*® asimismo, trabajos recientes han
sefalado que EGFR estimula la expresion de MUCT." Por
lo tanto, en este estudio también investigamos la presencia
de EGFR y ErbB2/Neu en sus formas activadas en algu-
nas de las biopsias de CBC, donde MUCT vy fosfo-c-Src
(Tyr419) estaban presentes. Para ello, un anticuerpo que
reconoce la forma fosforilada de EGFR (p-EGFR (Tyr845)
y otro que reconoce la de ErbB2/Neu (p-ErbB2 (Tyr877)
fueron utilizados.

La técnica de inmunoperoxidasa revel6 una fuerte
inmunorreactividad nuclear para p-EGFR en muchas de
las células basales y suprabasales de los engrosamien-
tos epidérmicos (Figuras 5A, C y E). Para p-ErbB2, la
inmunorreactividad fue menos intensa comparada con
la observada para p-EGFR (Figuras 5B, D y F). Ninguna
inmunorreactividad fue observada cuando el anticuerpo
primario fue omitido (Fig. no mostrada).

DISCUSION

El presente estudio in vivo demuestra la presencia de
MUCT en los engrosamientos epidérmicos observados en
todas las biopsias evaluadas de pacientes con diagndstico
de CBC superficial.

En efecto, una fuerte expresién de MUCT fue hallada
en la superficie apical de algunas células basales y supra-
basales, mientras que en otras, esta expresi6n aparecia
distribuida por completo alrededor de las células que
parecian estar migrando hacia la dermis papilar. No-
tablemente, una inmunorreactividad para MUC1T muy
similar fue observada en tres biopsias de pacientes con
diagnéstico de CBC morfeiforme, las cuales no fueron
consideradas para este estudio. Es importante destacar
que en la epidermis de piel normal MUCT no fue eviden-
ciada. Consistente con estos hallazgos, estudios previos
han revelado que las células de la epidermis normal no
expresan MUCT,'%?223 pero que ésta es expresada por
algunas células epidérmicas en lesiones cutaneas infla-
matorias como la psoriasis*? y queratosis actinica,? asf
como también en algunas lesiones premalignas como
epidermdlisis bullosa y malignas que incluyen la enfer-
medad de Paget y carcinoma de Merkel.'® Sin embargo,

ORIGINAL

como lo indican los mismos estudios, las funciones de
MUCT en estas lesiones cutdneas no han sido dilucida-
das. En este contexto, algunos estudios previos in vivo e
in vitro en células epiteliales normales y transformadas
han demostrado que MUCT suele estar localizada en la
cara apical de las células epiteliales secretoras normales
y que cuando las células pierden su polaridad, ella apa-
rece localizada sobre toda la superficie celular.®%272% De
manera interesante, los mismos estudios sugieren que la
sobreexpresién de MUCT reduce significativamente las
interacciones célula-célula y las interacciones célula-
matriz extracelular, favoreciendo por lo tanto la motilidad
y migracion celular.272% En este mismo orden de ideas,
estudios recientes relacionados con la localizacién de
MUCT en carcinoma proponen que su presencia en
toda la membrana plasmatica y/o en el citoplasma de las
células epiteliales esta muy relacionada con la capacidad
invasiva y la supervivencia de las células epiteliales trans-
formadas.? Respecto al posible papel de MUCT durante
las condiciones benignas y malignas, estudios recientes
han puntualizado que MUCT funciona como un sensor
molecular y transductor de senales en respuesta a estimu-
los externos que dan lugar a ciertos eventos celulares que
incluyen la sintesis y secrecion de factores de crecimiento
y citocinas, proliferacién, pérdida de la polaridad celular,
separacion, migracion y supervivencia.”#'" %' En cuanto
al papel de MUCT en la migracion celular, se ha sugerido
que esta glicoproteina juega un papel importante en la
reorganizacion del citoesqueleto ocurrida durante la
migracion, donde no receptores tirosinas quinasas como
c-Src parecen estar implicadas.?” Por lo tanto, es posible
asumir que la presencia de MUCT en la superficie apical
y distribuida por completo alrededor de la membrana
plasmatica de algunas células basales y suprabasales que
estan orientadas hacia la dermis papilar, podria repre-
sentar una respuesta de estas células a ciertos factores
predisponentes para el desarrollo y la progresion del CBC
tales como la exposicion prolongada a las radiaciones UV,
niveles elevados de factores de crecimiento o citocinasy
edad avanzada, entre otros," respuesta que se evidencia
en la pérdida de las interacciones célula-célula y, por
consiguiente, en los cambios en la polaridad celular
que podrian favorecer la migracién e invasién colectiva
de estas células, como suele ocurrir en la progresion de
muchos tumores®* y en la progresién del CBC, donde
CD44 y c-Src parecen estar involucrados.’’ Mas aln
si tomamos en cuenta que MUCT no fue hallada en la
epidermis de piel normal.

En este trabajo también encontramos que las formas
fosforiladas de NFkBp65 y NFkBp50 estaban presentes
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en los engrosamientos epidérmicos donde MUCT fue
detectada. Estos hallazgos son interesantes si conside-
ramos que el heterodimero p65/p50 es un factor de
transcripciéon que ha sido involucrado en la expresion
de algunos genes relacionados con eventos celulares
importantes tales como proliferacion celular, migracion
y supervivencia, y que la activacién de NFxB estimula la
expresion de MUCT en células no malignas y malignas,
particularmente NFkBp65.%'832 De manera importante,
en este estudio detectamos que la forma fosforilada de
IKKe/B, un complejo que regula la activaciéon de NFkB
tanto en condiciones fisiol6gicas como patoldgicas, es-
taba localizada en el niicleo de la mayoria de las células
basales y suprabasales, particularmente en aquéllas que
parecian estar migrando hacia la dermis papilar, mientras
que en la epidermis de algunas muestras obtenidas de piel
normal las mismas fueron detectadas en el citoplasma de
las células basales y suprabasales. A este respecto, algunos
estudios han indicado que IKKa, cuando esta activado,
puede ser detectado en el citoplasma y en el ndcleo,
mientras que IKKB es detectado predominantemente en
el citoplasma,**?** sugiriendo que IKKa nuclear contribuye
a la transactivacion de NFkB por una ruta no canénica y
regulando la transcripcion de algunos genes. Otros estudios
han reportado la presencia de IKKa nuclear en distintos
tipos de cancer, sugiriendo un papel para esta molécula
durante el ciclo celular y la apoptosis.** No obstante, las
implicaciones de la localizacion nuclear de IKKa sigue
siendo materia de debate.

En este estudio, también investigamos la presencia y
localizacion de la forma activada de c-Src (Tyr419) en los
queratinocitos de algunos CBC, vy si su activacién podria
estar asociada con cambios en la organizaciéon de los
MTs, particularmente tubulina, tomando en cuenta que
la activacion del complejo IKK al parecer es llevado a
cabo por c-Src activado, contribuyendo de esta manera
a la transactivacion de NFkB** y que c-Src se localiza aso-
ciado fisicamente a los MTs.?*2°> De manera interesante,
encontramos que en aquellas biopsias donde la expresion
de MUCT e IKKo/B era evidente, c-Src (Tyr419) aparecia
concentrada en los margenes, puentes intercelulares y
citoplasma de las células basales y suprabasales que se ob-
servaban orientadas hacia la dermis y que la organizacion
de los MTs en esas células estaba alterada como ha sido
reportada en placa psoriatica.”? A este respecto, estudios
puntuales realizados en células epiteliales transformadas
han propuesto que la alteracién de los MTs ocasionada
por una variedad de sefales que incluyen estimulos me-
canicos, radiaciones y factores de crecimiento, también
es crucial para el transporte y translocacién del NF«B al
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nicleo y el control de la expresién de varios genes que
son regulados por este factor de transcripcion,*® y que
esta activacion requiere de la presencia de c-Src*** y del
complejo IKK, ambos activados, los cuales parecen estar
asociados a los MTs.?* Sin embargo, una conexién entre
esas distintas respuestas y el CBC no ha sido explorada.

Finalmente, es conocido que la activacién del EGFR
estd implicada en la renovacién normal de la epidermis,
regeneracion después de un dafo, respuesta inmune y
carcinogénesis®™ y que en células epiteliales normales y
tumorales la fosforilacion del residuo Tyr845 en el domi-
nio quinasa de EGFR y del residuo Tyr877 del ErbB2, en
ausencia de ligandos requiere de la presencia de c-Src
activado. También la presencia de estos RTKs en sus formas
activadas o fosforiladas en el ndcleo de células epiteliales
normales y tumorales, ha sido relacionada con la activacion
y transcripcion de algunos genes y posiblemente otros
eventos nucleares.’” En este mismo orden de ideas, un
estudio reciente llevado a cabo por el grupo de Carson™
con lineas de células epiteliales de carcinoma uterino
y cancer pancredtico de humanos ha reportado que la
activacion y translocacion de EGFR al nicleo estimula la
expresion de MUCT, sugiriendo que la sobreexpresion
de MUCT realza las funciones protectivas de ciertas le-
siones malignas.” Por lo tanto, en este estudio también
investigamos la presencia y distribucion de EGFR y ErbB2/
Neu en algunas de las biopsias con diagnéstico de CBC
superficial. De manera interesante, las formas fosforiladas
de ECGFR y ErbB2/Neu fueron detectadas en el ndcleo
de muchas células basales y suprabasales que parecian
estar migrando hacia la dermis papilar. Notablemente, la
presencia de MUCT habia sido detectada en la superficie
apical y alrededor de algunas células basales y suprabasales
de los engrosamientos epidérmicos. De acuerdo con estas
observaciones y las mencionadas previamente, es posible
especular que una eventual estimulacion de la produccion
de MUCT en CBC superficial podria estar condicionada
por la activacion y translocacion de EGFR/ErbB2, esta
Gltima promovida por c-Src.

Consistente con nuestras observaciones y los estudios
mencionados aqui, proponemos que la estimulacién de
los queratinocitos (por exposicién a las radiaciones UV,
dafo mecdnico, factores de crecimiento o citocinas) puede
causar alteraciones en el citoesqueleto, particularmente en
los MTs y por lo tanto la activacion de aquellas moléculas
asociadas a éstos, como c-Src e IKKa, conduciendo a la
activacion y translocacién de NFkB. Una vez en el ndicleo,
NF«B podria favorecer la expresion de MUCT. Luego de
instalada en la membrana plasmatica, MUCT participaria
en algunas respuestas celulares tales como la proliferacion,
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pérdida de las interacciones célula-célula, motilidad, mi-
gracion y supervivencia de los queratinocitos.

Adicionalmente, es posible que c-Src una vez activado
via MTs, afectara la interaccién queratinocito-queratinocito
activando a EGFR y Neu, los cuales una vez activados se-
rian translocados al niicleo donde eventualmente podrian
regular la expresiéon de MUCT.

Finalmente, consideramos que nuestros datos, junto
con aquéllos aportados por otros, podrian representar
un marco de referencia importante para lograr un mejor
entendimiento de algunas lesiones cutaneas, particular-
mente el CBC.

CONCLUSIONES

Basados en nuestras observaciones y estudios previos,
proponemos que la estimulacién de los queratinocitos (por
exposicion a las radiaciones UV, dano mecanico, factores
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de crecimiento o citocinas) podrfa activar aquellas molé-
culas, como c-Src e IKKa, que favorecen la activacion y
translocacion de NFkB y la eventual expresion de MUCT.
Una vez expresada, MUCT estaria participando en algunas
respuestas celulares como la proliferacién, pérdida de las
uniones intercelulares, motilidad, migracién y superviven-
cia de los queratinocitos.
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