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Introduccion

1. Consideraciones generales del desarrollo.

Los organismos multicelulares se originan por un proceso relativamente lento de
cambios progresivos que denominamos desarrollo y que comienza a partir de una
célula, el cigoto. Las etapas del desarrollo comprendidas entre la fecundacion y el
nacimiento del individuo constituyen lo que denominamos desarrollo embrionario. Sin
embargo, el desarrollo del animal no se detiene con el nacimiento, sino que continda
generalmente incluso luego de la madurez.

Inmediatamente luego de la fecundacién se produce la segmentacién, caracterizada por
una serie de divisiones mitéticas que dan lugar a células pequefias, denominadas
blastomeros. Hacia el final de la segmentacién, forman una esfera conocida como
blastula (blastocisto en mamiferos). Luego los blastomeros sufren un proceso de
reorganizacion celular que recibe el nombre de gastrulacién. En esta etapa se forman
las 3 capas germinales: endodermo, mesodermo y ectodermo. Finalmente, las células
actian reciprocamente entre ellas y se organizan para formar los tejidos y 6rganos del
organismo. Esta etapa se denomina organogénesis. En el ectodermo se reconocen tres
dominios principales: el ectodermo superficial, la cresta neural® y el tubo neural (Figura
1). El endodermo forma el revestimiento interno de los tubos digestivo y respiratorio,
con sus 6rganos asociados, mientras que el mesodermo genera todos los érganos entre
la pared del ectodermo y los tejidos endodérmicos. Se reconocen 5 regiones
mesodérmicas: cordamesodermo, mesodermo paraxial o somitico, mesodermo
intermedio, lamina del mesodermo lateral y mesodermo precordal [Gilbert, 2005]

(Figura 2).

! cresta neural- las células de la cresta neural se originan en la regién mas dorsal del tubo neural, en la

unién entre el ectodermo epidérmico superficial y el ectodermo neural presuntivo, y se caracterizan por
tener la propiedad de migrar lejos de su fuente de origen hacia lugares especificos del embrién.
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=3 Ectodermo superficial =—» Ep\_derm|s1 Y
derivados
Ectodermo L__ crestaneural Meuronas periféricas
Células pigmentarias
Cartilago facial
ey TUbO Neural E:Cerebro
Meédulaespinal
Endodermo =3 Tubo digestivo
P Tubo respiratorio
% Cordamesodermo = MNotocorda
Mesodermo
- Mesodermo paraxial o somitico ==» Cabezay somita
- Mesodermo intermedio =P Rifidny gonadas
» Lamina del mesodermo lateral [: Esplacnico ==# Sistema circulatorio
Somatico ==» Cavidad corporal
- Mesodermo precordal == Tejido conectivoy musculatura dela cara

Figura 1. Principales derivados de las capas germinales (Modificado de Gilbert, 2005).

Ectodermo superficial

Tubo neural

!Vlesoder[no Cordamesodermo Mesodermo Lamina delmesodermo
intermedio 1 paraxial lateral

MNotocorda

Figura 2. Esquema representativo de las regiones del mesodermo del tronco (Modificado de Gilbert,
2005).

1.1. Mecanismos biolégicos del desarrollo embrionario.

En el desarrollo de un organismo multicelular intervienen procesos tales como los
mecanismos de interaccion inductiva entre las células embrionarias, la diferenciacion, la

proliferacion, la muerte y la migracion celular.
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En el proceso de inducciéon intervienen dos componentes de caracteristicas distintas.
Una célula o grupo celular actda como el inductor, cambiando el comportamiento de
otra célula o tejido adyacente, causando modificaciones en su forma, indice mitético y/o
destino celular. El segundo componente es la célula o tejido que esta siendo inducido,
también denominado competente. Tal coordinacion resulta necesaria en la organizacién
precisa de los tejidos que forman los Organos. Las interacciones epitelio-
mesenquimaticas constituyen un ejemplo de induccién que involucra la interacciéon de
laminas de células epiteliales con células mesenquimaticas adyacentes. Todos los
6rganos estan formados a partir de un epitelio y un mesénquima asociado, de modo tal
que las interacciones epitelio-mesenquimaticas resultan tan importantes en la
construccion de los mismos. A modo de ejemplo, podemos citar el caso de la piel, que
estd constituida por dos tejidos principales: la epidermis (tejido epitelial derivado del
ectodermo) y la dermis (tejido mesenquimético derivado del mesodermo).

La sefializacion entre las células inductoras y el grupo celular competente se transmiten
fundamentalmente a través de factores de sefalizacién paracrinos, entre los cuales se
encuentran los factores de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), los factores de crecimiento transformadores p (TGF-B), las proteinas
Hedgehog, los Wnts2. Estos factores se unen a receptores ubicados en la membrana de la
célula que responde, y se inicia una cascada de interacciones entre proteinas que
transmiten una sefial a través de una via desde el receptor de membrana al ntcleo,
denominada via de transduccién de sefial. Se han descubierto varios tipos de vias de

transduccion de sefial importantes en el desarrollo, entre ellas la via de sefializacion Wnt

2 Wnts- su nombre es una fusién del nombre del gen de Drosophila wingless -sin alas- con el nombre de
uno de sus homdlogos de vertebrados integrated - integrado [Sharma, 2013].
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y las vias de sefalizacion RTK (receptores tirosin-quinasas), entre éstas tltimas se
incluyen, la via de las proteinas Ras- MAPK (proteinas quinasas mitégeno-activadas) y
la via de EGFR (receptor del EGF).

Por otro lado, el desarrollo de un tipo celular especializado es denominado
diferenciacién. En este proceso la célula sufre modificaciones en su expresiéon génica,
para adquirir la morfologia y las funciones de un tipo celular especifico y diferente al
resto de los tipos celulares del organismo [Becker, 2009]. Durante la diferenciacion,
ciertos genes son expresados mientras que otros son reprimidos. Este proceso esta
controlado por distintos mecanismos de regulacion de la expresiéon génica de las
células, de manera tal que la célula diferenciada expresa determinados genes y adquiere
determinadas funciones. Como sucede con otros procesos celulares, la diferenciacion
celular es promovida por las complejas cascadas de sefializacion.

Los procesos de proliferacion o crecimiento celular involucran tanto un incremento en el
namero de divisiones mitéticas como un aumento del tamafio de las células. En los
primeros estadios del desarrollo, las divisiones celulares son relativamente rapidas,
mientras que al avanzar el desarrollo las divisiones se hacen mas lentas, pero esta
disminucién en la velocidad de divisién no es homogénea en todo el embrién. Algunas
poblaciones celulares permanecen estéticas o sin nuevas divisiones, mientras que otras
poblaciones siguen siendo dindmicas, entre ellas estan las que proliferan de manera
acelerada y las que sufren divisiones mitéticas poco frecuentes pero el ntimero de
células aumenta gradualmente. La regulacién del proceso de proliferacion celular
resulta de gran importancia en los organismos. Es sabido que determinadas alteraciones
en el crecimiento celular pueden tener como consecuencia el posterior desarrollo de

ciertas entidades patoldgicas tales como las neoplasicas, en las que un grupo de células
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presenta un crecimiento incontrolado y una divisién mds alla de los limites normales.
Asimismo, la muerte celular programada, es un proceso desencadenado también por
sefiales celulares, y constituye un mecanismo biolégico importante tanto en el desarrollo
embrionario normal como en la remocién de células con dafio irreparable en el ADN,
capaces de desencadenar enfermedades como el cancer.

Por otra parte, la formacion de un tejido durante el desarrollo embrionario requiere de
movimientos celulares sincronizados en una direccion particular y hacia sitios
especificos. Estos procesos se conocen con el nombre de migracion celular, e involucran
una serie de etapas bien integradas que regulan la morfogénesis® embrionaria y
contribuyen a la reparacion y regeneracion de tejidos durante la vida postnatal [Aman
and Piotrowski, 2010]. Los errores en estos procesos tienen consecuencias tales como
retraso mental, aterosclerosis y desarrollo de tumores y su posterior metastasis [Ridley

et al., 2003].

1.2. Desarrollo prenatal en la rata (Rattus norvegicus).

El tiempo de gestacién en la rata Rattus norvegicus es de alrededor de 21 dias. Por
convencion se utiliza el término “embridén” para referirse al organismo en desarrollo que
tiene hasta 16 dias de gestacion, mientras que a partir de los 17 dias en adelante, se
emplea el término “feto” [Witschi, 1962; Hill, 2010].

En la tabla 1 se resumen los principales eventos que ocurren en las distintas etapas del

desarrollo embrionario de la rata.

3 . . P . .. P
Morfogénesis- es el proceso biolégico que lleva a que un organismo, tejido u érgano pueda desarrollar
su forma ordenada.
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Tabla 1. Esquema simplificado del desarrollo embrionario de la rata.

Dias de Gestaciéon Etapas del desarrollo embrionario
Segmentacion

Juy

1 célula (en el oviducto)

4 moérula (16 células)
5 blastocisto (en el ttero)
Gastrulacién
6 implantacién del blastocisto
Organogénesis
11 comienzan a diferenciarse los érganos a partir de las 3 capas embrionarias:
endodermo, mesodermo y ectodermo.
Etapa Fetal

17 Se produce el crecimiento de las estructuras formadas en la etapa previa.

A continuacién, se comentardn brevemente, los principales eventos del desarrollo
prenatal de los sistemas gastrointestinal, respiratorio y urinario, y del tegumento de la

rata. Luego, se hara especial mencién del desarrollo postnatal de la glandula mamaria.

1.2.1. Desarrollo de los sistemas digestivo y respiratorio.
La mayor parte de los componentes del sistema digestivo se desarrollan a partir del
intestino primitivo tubular. Este se forma a partir de la banda endodérmica embrionaria
plana, debido al plegamiento lateral del cuerpo embrionario y a la curvatura craneal y
caudal del embrién. El intestino primitivo constituye un tubo endodérmico que se
divide en 3 segmentos, anterior, medio y posterior (Figura 3).
En el intestino anterior se desarrolla una porciéon cefdlica o faringea que se extiende
desde la cavidad bucal primitiva hasta el diverticulo respiratorio o brote
traqueobronquial, y una porcién caudal, que se extiende hasta otro brote endodérmico
denominado esbozo o diverticulo hepatico.
Hacia los 12 dias de gestacion, en el embrién de la rata aparece el diverticulo o brote
traqueobronquial que da origen al sistema respiratorio (Figura 4) [Monie, 1976; Hoar y
Monie, 1981]. En el extremo del brote, se originan un par de yemas bronquiales que
acabaran convirtiéndose en los bronquios principales o primarios. A medida que el
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diverticulo crece hacia la regién caudal se separa del intestino primitivo por la aparicién
de un tabique traqueoesofagico. De esta manera, queda delimitado el es6fago, hacia la

region dorsal, y la traquea y los bronquios principales, ventralmente.

B Intestino medio
Region ._Intestino posterior
caudal =,

Intestino
anterior Region
faringea

Diverticulo hepatico

Brote traqueobronquial

Figura 3. Representacién esquematica del intestino primitivo y sus estructuras derivadas en un embrién de
mamifero. El intestino primitivo comprende una porcién anterior que se extiende desde la cavidad bucal
hasta la primera parte del intestino propiamente dicho limitado por el diverticulo hepatico, un segmento
medio que comprende la regiéon media del intestino propiamente dicho y un segmento posterior que se
extiende hacia el canal anal (Esquema realizado por Ferretti V., inspirado en Monie, 1976 y Hoar y Monie,
1981).

A los 14 dias, los bronquios primarios presentan brotes secundarios, mientras que a los
16 dias aparece un arbol bronquial mas ramificado y los pulmones estdn vascularizados
y lobulados. La diferenciacién de los alvéolos respiratorios se inicia a partir de los 18
dias de desarrollo [Qi et al., 2000], aunque la mayor parte de los alvéolos se forman

después del nacimiento.

Tabique Traqueoesofagico

enformacion Esoéfago
Traquea
Esbozo
Traqueo
bronquial .
Bronquios 12
Yemas
bronquiales

12 dias de gestacién
Bronquios 2°

14 dias de gestacion 16 dias de gestacion

Figura 4. Representacion esquematica del desarrollo del tracto respiratorio a lo largo de la embriogénesis
de la rata - a los 12 dias de gestacién, comienza a formarse el tabique traqueoesofdgico que llevaré a la
separacion de esoéfago y traquea; - a los 14 dias de gestacion, se diferencian bronquios primarios (1°) y
secundarios (2°), - y a los 16 dias de gestacién, aparece un arbol bronquial mas ramificado (Dibujo
realizado por Ferretti V., basado en Hoar, 1976 y G6mez Dumm, 2003)

El segmento dorsal del intestino anterior, que constituye el eséfago primordial, es muy
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corto al principio pero luego sufre un notable alargamiento y una serie de cambios
importantes de diferenciacion tisular.

La porcién caudal del intestino anterior se dilata gradualmente hacia los 12 dias de
desarrollo para dar origen al estomago [Hoar, 1976] (Figura 5). Al principio esta
estructura presenta un borde céncavo hacia la regiéon ventral y otro convexo hacia la
region dorsal. El estémago adquiere su configuraciéon adulta debido al movimiento de
rotacion de 90° sobre su eje longitudinal, de modo que el margen convexo dorsal se
dirige hacia la izquierda y el concavo ventral hacia la derecha, formando las curvaturas
mayor y menor del 6rgano, respectivamente. A nivel histolégico, aparecen las
rugosidades y fositas gastricas, y mas tarde, durante la vida fetal se diferencian los
distintos tipos celulares.

En mamiferos, el intestino propiamente dicho comprende una porcion cefélica, derivada
del intestino primitivo anterior y unida al estémago, y otra caudal, constituida por los
segmentos medio y posterior del intestino primitivo. En el limite de las porciones

anterior y media se originan los esbozos del higado y del pancreas.

Estomago " ;
B ik
Dorsal \/|Ventral | L |
[ \\ \ \\ )

J / 90° ) | ]
. /
f/ J /,‘/ . / ._/_/ v

/i/{' I.r‘ ’_7_/’ J.n/_f/
(L A \ x
Y & o

L Intestino

Figura 5. Representaciéon esquematica de los movimientos a lo largo del tubo digestivo que llevan a la

configuracién del estémago adulto en mamiferos (Modificado de Carlson, 2005).

Los movimientos de rotacion que sufre el intestino llevan a la configuracion adulta del
mismo y se deben en gran parte a que su longitud aumenta mas que la del embrién.
El epitelio intestinal atraviesa una etapa de proliferacion en la que la luz queda ocluida

transitoriamente. Luego aparecen luces secundarias pequefias en wun epitelio
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pluriestratificado que contribuiran a la formacién de las vellosidades intestinales.
Finalmente, el epitelio deja de ser estratificado para convertirse en cilindrico simple.

Las principales actividades digestivas no aparecen hasta después del nacimiento cuando
comienza la ingesta.

Hacia los 11 dias de gestacion se origina el diverticulo hepatico como un engrosamiento
endodérmico que crece ventralmente manteniendo la conexién con la region del
intestino que dara origen al duodeno [Hoar y Monie, 1981]. A medida que crece se
desarrollan cordones hepéticos separados por los sinusoides del higado. Entre éstos
aparecen nidos celulares hematopoyéticos indicando la funcién hematopoyética del
6rgano durante la vida prenatal. Hacia los 12.5 dias del desarrollo nace desde el
intestino primitivo un brote pancreatico dorsal, a la altura del diverticulo hepético
(Figura 6). Desde la extremidad proximal del conducto hepatico surge el brote
pancredtico ventral. A los 13 dias de gestacioén, los brotes dorsal y ventral entran en
contacto fundamentalmente debido al crecimiento diferencial de la pared del duodeno y
se fusionan manteniendo la comunicacién con el intestino. Entre los 13 y 14 dias de
gestacion se produce la elongacion y ramificacion de las yemas epiteliales pancreéticas,
mas tarde, se evidencian las estructuras tubulares en formacién (15-16 dias de
gestacion), y a partir de los 17 dias de desarrollo, comienzan a desarrollarse los acinos
pancredaticos [Parsa et al., 1969; Pictet et al., 1972; Hisaoka et al., 1993].

Hacia el dia 14 del desarrollo de la rata, surgen los esbozos de las glandulas salivales
como invaginaciones del epitelio oral que reviste la cavidad bucal, hacia el mesénquima
subyacente, en forma de cordones celulares indiferenciados [Cutler and Chaudhry, 1973;
Crema et al., 2008]. Durante los siguientes 4-5 dias de gestaciéon se producen repetidas

ramificaciones, y a los 20 dias de desarrollo, se diferencian los conductos excretores y los
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Estomago

Brote pancreatico
dorsal

Cordones hepaticos
Intestino

12.5 dias de gestacion 13 dias de gestacion

Figura 6. Representacion esquematica del desarrollo del pancreas a lo largo de la embriogénesis de la
rata - a los 12.5 dias de gestacion, aparecen los brotes pancreaticos dorsal y ventral; - a los 13 dias de
gestacion, los brotes dorsal y ventral entran en contacto y se fusionan, manteniendo su conexién con el
intestino (Esquema realizado por Ferretti V., inspirado en Hoar, 1976)

acinos secretores en los extremos distales de las bifurcaciones. Sin embargo, el desarrollo
completo de estos drganos no se alcanza hasta después del nacimiento. En el ratén, esto

ocurre a los 4 meses de vida [Srinivasan y Chang, 1979].

1.2.2. Desarrollo del sistema urinario.

El sistema urinario se halla intimamente vinculado al sistema genital durante el
desarrollo, debido a las interacciones inductivas que ocurren entre ellos. Ambos
sistemas se forman dentro del mesodermo intermedio. El desarrollo del sistema urinario
en mamiferos comprende 3 etapas sucesivas que corresponden a 3 sistemas renales
diferentes: el pronefros, el mesonefros y el metanefros. El primero es rudimentario y no
llega a funcionar; rapidamente involuciona y desaparece casi totalmente. Se discute si
contribuye a la formaciéon del segundo. El mesonefros funciona durante un tiempo
breve, mientras que el tercero y tltimo persiste como un rifién funcional y definitivo.

Hacia los 12 dias de gestacion de la rata, se origina el conducto pronéfrico en el
mesodermo intermedio, las células de este conducto migran caudalmente hasta la cloaca
y la regién anterior del conducto induce al mesénquima adyacente a formar los ttbulos
del pronefros [Hoar, 1976] (Figura 7). En mamiferos, los tibulos pronéfricos y la porcion

anterior del conducto pronéfrico degeneran, pero persisten las porciones mas caudales
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del conducto pronéfrico, a menudo referido como el conducto néfrico o de Wolff. A
medida que degeneran los tibulos pronéfricos, la porcién media del conducto néfrico
induce un nuevo grupo de tabulos renales en el mesénquima adyacente, los ttbulos
mesonéfricos que constituyen el rifion mesonéfrico [Sainio y Raatikainen-Ahokas, 1999].
En algunas especies de mamiferos, el mesonefros funciona por poco tiempo en la
filtracién de orina, pero en ratas y ratones, no se encuentra como un rifién funcional. Sin
embargo, el mesonefros proporciona importantes funciones de desarrollo durante su
breve existencia. Por ejemplo, en los mamiferos machos, algunos tabulos mesonéfricos
persisten para llegar a ser los conductillos eferentes de los testiculos que transportan los
espermatozoides mientras que el conducto mesonéfrico da origen al epididimo y al

conducto deferente (Figura 8).

Somitas COn d.L,l cto
/ Residn de nefrico
- tegidn del
pronefras
//
- Regidn

Cloaca

/ Esbozonéfrico———-o~=/
1o y
b

N

i

Figura 7. Primeras etapas en el establecimiento del sistema urinario. A- Subdivision del mesodermo
intermedio en las areas que van a formar el pronefros, el mesonefros y el metanefros (Modificado de Carlson,
2005).B- Esquema general del desarrollo en el rifién de un vertebrado (Gilbert, 2005). Los tabulos originales,
que constituyen el pronefros, son inducidos desde el mesénquima nefrogénico por el conducto pronéfrico a
medida que éste migra caudalmente. A medida que el pronefros degenera, se forman los tdabulos
mesonéfricos. Finalmente, el metanefros es inducido por el esbozo ureteral que se ramifica desde el conducto
néfrico.

El rifién definitivo, el metanefros, es generado a partir de los 13.5 dias de gestaciéon de la

rata [Hoar, 1976], por algunos de los mismos componentes que los tipos de rifiones
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transitorios mas tempranos (Figura 8). Se piensa que se origina mediante un complejo
grupo de interacciones entre los componentes epitelial y mesenquimatico del
mesodermo intermedio. En las primeras etapas se forma un mesénquima
metanefrogénico localizado en las regiones del mesodermo intermedio més posteriores,
inducido por el brote ureteral que se ramifica desde cada uno del par de conductos
néfricos o de Wolff. Los brotes ureterales finalmente se separan de los conductos
néfricos y dan lugar a los uréteres que comunican a los rifiones con la vejiga. Cuando los
brotes ureterales surgen desde el conducto néfrico, ingresan en el mesénquima
metanefrogénico y lo inducen a condensarse alrededor de éstos y a diferenciarse en las
nefronas del rifion de mamiferos. Hacia los 16.5 dias de desarrollo de la rata, el
metanefros se halla encapsulado y su organizacién interna ya es la de un rifién de
vertebrado [Hoar, 1976]. Sin embargo, la funcién de excreciéon en el embrién esta

principalmente a cargo de la placenta.
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Figura 8. Etapas en la formacién del rifién definitivo en mamiferos (Modificado de Carlson, 2005).
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1.2.3. Desarrollo del tegumento.

El tegumento presenta un doble origen: la epidermis proviene del ectodermo superficial
(con excepcién de la cara y el cuello, donde se origina en las crestas neurales), mientras
que la dermis subyacente es de origen mesodérmico. Primero se forma una capa de
células ectodérmicas que cubren al embrién, la epidermis presuntiva, por debajo de la
misma, el mesodermo da origen a las células mesenquimaticas (Figura 9). Rapidamente,
la capa de células ectodérmicas se convierte en una estructura de dos capas de células.
La capa mas externa da origen al peridermo, una cubierta temporal que se desprenderd
una vez que se diferencia la capa interna para formar la verdadera epidermis. El
peridermo se compone de una capa de células aplanadas, y aparentemente, se relaciona
con el intercambio de agua y sales entre el liquido amnidtico y la epidermis [Carlson,
2005]. La capa interna, también denominada estrato germinativo, estd constituida por
células cubicas que se dividen para dar lugar a otra poblacién de células que forman el
estrato espinoso. Estas células a su vez se dividen para producir la capa granulosa, que
se caracteriza porque sus células contienen granulos de queratohialina*. Estas células ya
no se dividen, sino que se diferencian hacia queratinocitos, las células ricas en
queratina. A medida que los queratinocitos envejecen, migran hacia afuera para formar
el estrato corneo. Esta capa se compone de células muertas y aplanadas, con el
citoplasma lleno de queratina y los nicleos desplazados a un lado de la célula.

En la epidermis de la rata hay una rdpida proliferaciéon celular entre los 16 y los 20 dias
de gestacion, periodo en el que deja de ser un epitelio indiferenciado de 3-5 capas de

espesor para transformarse al momento del nacimiento, en un epitelio pluriestratificado

* Granulos de queratohialina- intervienen en el proceso de queratinizacién de las células epidérmicas. Se
componen principalmente de profilagrina, proteina precursora de la filagrina que interviene en el
empaquetamiento de los filamentos de queratina.
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queratinizado [Green et al., 1984].

La epidermis y la dermis interacttian en sitios especificos para crear una gran variedad
de derivados: las glandulas sudoriparas, sebaceas y mamarias en los mamiferos; los
apéndices cutaneos, tales como el pelo en los mamiferos, las plumas de las aves y las
escamas de las aves y los reptiles.

Los pelos de los mamiferos, son derivados ectodérmicos especializados que se forman
como resultado de los estimulos inductores procedentes de la dermis [Carlson, 2005]. En
la rata, los primeros esbozos del pelo aparecen hacia los 18 dias de gestaciéon [Green et
al., 1984]. Se forman agregados de células en la capa basal de la epidermis, que son
influenciados por las células fibroblasticas dérmicas subyacentes (Figura 10). Las células
epidérmicas basales se alargan, se dividen y hunden en la dermis, formando los
gérmenes de los foliculos pilosos. Los fibroblastos dérmicos responden a este ingreso de
células mediante la formacion de un pequeiio nédulo, la papila dérmica, por debajo del
germen del pelo. Esta papila empuja hacia arriba estimulando a las células madre
basales a dividirse mas rdpidamente y éstas responden produciendo células post-

mitéticas que se diferencian para formar el pelo [Hardy, 1992; Miller et al., 1993]. A
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Figura 9. Estadios en la histogénesis de la piel de mamiferos (Modificado de Carlson, 2005).
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medida que esto sucede aparecen dos prominencias epiteliales asociadas al foliculo
piloso en formacién (Figura 10). Las células de la prominencia inferior conservan una
poblacién de células madre que regenerardn periddicamente el pelo cuando éste sea
eliminado [Pinkus y Mehregan, 1981; Cotsarelis et al., 1990] y constituyen el lugar de
anclaje del musculo erector del pelo o piloerector. Las células de la prominencia superior
forman la gldndula sebacea que produce una secreciéon oleaginosa, el sebo. En ratas y

ratones, estas estructuras aparecen durante la primera semana después del nacimiento

[Fluhr et al., 2004].
A
5, ~———Papila dérmica
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Figura 10. Etapas en el desarrollo del pelo (Carlson, 2005).

1.3. Desarrollo de la ¢landula mamaria en la rata (Rattus norvegicus).

La primera manifestacién del desarrollo de la glandula mamaria ocurre durante la vida
fetal de la rata pero contintia en la vida adulta, fundamentalmente durante la pubertad
y la prefiez, que es cuando adquiere funcionalidad [Robinson, 2007].

El desarrollo de la glandula mamaria se produce en 3 etapas reguladas diferencialmente:
embrionaria, puberal y adulta [Gjorevski y Nelson, 2011]. Mientras que la fase

embrionaria del desarrollo depende de sefiales de induccion locales entre el epitelio en
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crecimiento y el mesénquima subyacente, en las fases postnatales juega un rol
preponderante la regulacién hormonal.

Las glandulas mamarias estan organizadas en localizaciones especificas a lo largo de dos
lineas simétricas que recorren la superficie ventrolateral del cuerpo en direccién rostro-
caudal (Figura 11). En la glandula se distinguen dos componentes: el componente
epitelial o parénquima y el mesenquimatico o estroma. El parénquima se compone de
estructuras epiteliales en las que se distinguen células epiteliales luminales, que varian
de cabicas o columnares, en los ductos, a piramidales o aplanadas en los alvéolos, y
células mioepiteliales, que se ubican por fuera de las células luminales y secretan los
componentes de la membrana basal que separa al parénquima del estroma. Por otra
parte, el estroma de la gldndula esta representado por el tejido conectivo que rodea a las
estructuras epiteliales, el cual varia en cuanto a composicion y densidad segtin la zona.
En el estroma también se hallan células adiposas formando el paniculo adiposo [Masso-
Welch et al., 2000].

En la mayoria de los mamiferos, el desarrollo embrionario de la glandula comienza con
un engrosamiento epidérmico en forma de banda que protruye ligeramente desde la
pared del cuerpo (Figura 11 A). A partir de dicha banda se producen una serie de
proliferaciones macizas denominadas placodas (1 par en seres humanos, 5 pares en
ratones, 6 pares en ratas) que ocupan los sitios de las futuras glandulas. Dichas placodas
se invaginan para formar las yemas mamarias. Hacia el final de la vida fetal, éstas
originan varias ramificaciones, que a su vez se dividen en tibulos de menor calibre, y
desembocan en una depresién en la superficie epitelial, mientras que el mesénquima

prolifera por debajo de la epidermis que rodea dicha depresién para formar el pezoén.
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Este proceso de bifurcacién y proliferacién de los tibulos contintia hasta la etapa juvenil
de la rata [Masso-Welch et al., 2000].

Probablemente la etapa puberal sea la mas interesante en cuanto a la morfogénesis
mamaria, impulsada por los elevados niveles de hormonas ovaricas como los
estrogenos.

Al comienzo de la pubertad, definida por el inicio del ciclo estral> en mamiferos no
primates, que ocurre entre los 20 y 35 dias de vida en la rata [Arata de Bellabarba et al.,
1981], los extremos de los conductos rudimentarios proliferan y dan lugar a las yemas
terminales (TEBs - terminal end buds) (Figura 11 B). Las TEBs alcanzan su maximo
numero en la pubertad, y luego, se escinden en 3 - 5 yemas alveolares (ABs) [Russo et
al,, 1989]. Estas estructuras ingresan luego en sucesivas etapas de elongacion,
bifurcacién y ramificacién lateral hasta llegar a un arbol epitelial completo [Gjorevski y
Nelson, 2011].

En la rata adulta virgen, luego de los 55 dias de edad, el nimero de ramificaciones
ductales permanece relativamente constante [Russo I y Russo ], 1996]. Mientras que,
durante la prefiez se produce una gran proliferaciéon del epitelio glandular mamario,
particularmente en las TEBs, las cuales, se escinden para formar ABs que se diferencian
en l6bulos secretores. Hacia el final de la prefiez, la glandula mamaria se encuentra casi
completamente formada por 16bulos densamente empaquetados. Cuando la glandula
ingresa en el periodo de lactancia, se produce un aumento en el tamafio de los 16bulos

que se llenan de productos de secrecion, fundamentalmente leche.

® El ciclo estral de roedores se repite cada 4-5 dias y consiste en los estados: diestro- fase de crecimiento
folicular- proestro- fase de maduracién folicular y preovulatoria- estro- ovulacién y metaestro. En el
diestro de la rata, ocurre un gradual incremento de estrégenos, liberados por el foliculo ovérico en
desarrollo. En el proestro, se produce el pico de foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) debido al
aumento significativo de estrégenos. En el estro se desencadena la ovulacién y los niveles de LH y
estrogenos bajan a sus niveles minimos basales. En el metaestro (fase ltitea temprana) comienza a
detectarse un aumento en los niveles de progesterona (producida por el cuerpo liteo).
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Finalmente, luego del amamantamiento se produce una pérdida de tejido glandular con
una reduccion en el tamafio de los lébulos, se elimina casi el 80% del tejido secretor por

un proceso de apoptosis masiva [Gjorevski y Nelson, 2011]. Esta etapa se conoce como

Mesénquima
mamario

Paniculo
adiposo

Nacimiento Pubertad Prefiez

Glandula
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Células mioepiteliales
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1

Figura 11. Desarrollo de la glandula mamaria en la rata (modificado de Gjorevski et al., 2011 y Robinson,
2008). A- Desarrollo prenatal de la glandula. Hacia el final de la vida fetal se forma una glandula
rudimentaria que permanece sin cambios morfolégicos hasta el inicio de la pubertad B- Desarrollo
posnatal de la glandula mamaria. Hacia la pubertad, los niveles hormonales desencadenan el desarrollo
de las yemas terminales, que ingresan en sucesivas etapas de elongacién, bifurcacién y ramificacion
lateral hasta formar un arbol epitelial completo.

periodo de involucioén post-lactancia de la glandula y se completa hacia los 10 dias
posteriores al amamantamiento [Russo I y Russo J, 1996].

Es destacable la capacidad de la glandula mamaria para llevar a cabo sucesivas
modificaciones en su estructura durante la prefiez, la lactancia y la involucién post-
lactancia, durante varias décadas en los primates y durante toda la vida en los
mamiferos no primates.

En ratas de edad avanzada, existen diferencias en cuanto al aspecto de los 16bulos y

ductos de glandula. También resulta habitual la presencia de estructuras anormales de
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tipo quisticas que contienen un fluido blanquecino y hasta neoplasias benignas y
malignas. Estos hechos se atribuyen a los desequilibrios hormonales que sufren las ratas
viejas, que atn siguen experimentando episodios de celo [Russo I y Russo ], 1996].

Con la senescencia los niveles hormonales circulantes se alteran, disminuyen los niveles
de estrégenos y progesterona, mientras que los niveles de prolactina contintian siendo
elevados. Estos cambios hormonales implican un alargamiento del ciclo como paso
previo a la estropausia. La estropausia es el proceso de la senescencia reproductiva en
los roedores definido como un estado aciclico anestro (sin celo) [Conn, 2006]. Dicho

proceso se inicia a los 9-12 meses de edad [Angulo et al., 2012].

2. Mucinas (MUCs/Mucs).

2.1. Comnsideraciones generales.

Las mucinas constituyen el principal componente del mucus que reviste las superficies
epiteliales del sistema digestivo, las vias respiratorias, urogenitales y el aparato
cardiovascular, que se hallan en contacto con ambientes diversos y relativamente
cambiantes. El mucus proporciona una barrera de defensa de las células epiteliales,
frecuentemente expuestas a agentes nocivos, tales como sustancias contaminantes,
toxinas y microorganismos y sujetas a fluctuaciones en la composicién molecular, como
cambios en el pH y concentraciones iénicas [Baldus et al., 2004; Rose y Voynow, 2006].
Las mucinas tienen en consecuencia, un rol central en el mantenimiento de la

homeostasis, promoviendo la supervivencia celular en tales condiciones variables.

Por convencion, para referirse a una mucina se emplea el prefijo MUC seguido de un

numero que representa el orden en que fue descubierta esa mucina; si nos referimos a la
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proteina humana se emplea el prefijo en letras maytsculas (MUC) y para las otras
especies se lo escribe en letras mintsculas (Muc).

Las mucinas son glicoproteinas altamente glicosiladas (50 - 90% de carbohidratos), con
una elevada densidad de O-glicosilacién, una masa molecular relativamente grande
(mayor a 10° Daltons) y un gran namero de secuencias repetidas en tindem (TR) en su
estructura primaria.

Se han identificado mas de 20 genes de mucinas humanas y de ratén que se hallan
depositadas en GenBank®¢. Sin embargo, la definiciéon del gen de mucina no resulta
siempre consistente. Quizas el dominio TR rico en residuos de serina, treonina y prolina,
sea lo que mejor define a una mucina [Rose y Voynow, 2006]. La presencia de dominios
TR permite distinguir a las mucinas de otras glicoproteinas. Aunque existen
macromoléculas tales como MUC14, MUC15 y MUC16 que han sido clasificadas como
mucinas y no contienen TR. Actualmente, coexisten dos definiciones de mucinas,
referentes ambas a pardmetros estructurales:

1) Las mucinas se caracterizan por presentar dominios TR ricos en residuos de serina,
treonina y/o prolina y una densa O-glicosilacion;

2) Las mucinas en un sentido mas amplio, se caracterizan por presentar gran cantidad
de cadenas de carbohidratos que representan mas del 50% del peso molecular de la

glicoproteina [Dekker et al., 2002; Baldus et al., 2004].

6 GenBank®- base de datos génica del NCBI (Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia) que
contiene secuencias nucleotidicas de mas de 250.000 especies y es de publico acceso.
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Clasificacién de mucinas.

Las mucinas se clasifican en dos grupos basandose en aspectos estructurales y rutas

biosintéticas [Baldus, 2004; Rose y Voynow, 2006]:

1)

Mucinas de secrecion, forman geles que constituyen la primera linea de defensa
de las superficies epiteliales (Figura 12). Dentro de este grupo se hallan las
mucinas MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 y MUC19, glicoproteinas de gran
tamafio molecular con dominios ricos en cisteina. En tanto, MUC7 y MUCS8 son
mucinas secretadas que carecen de dominios ricos en cisteina.

Mucinas asociadas a membrana (MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12,
MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC18 Y MUC20), poseen un dominio
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmaético, tienen
funciones adicionales por sus capacidades para interactuar con muchas
proteinas involucradas en la transduccion de sefial y en la adhesién celular.
Diversos autores han postulado que estas mucinas constituyen una segunda
linea de defensa, actuando como sensores de cualquier perturbacién del medio
ambiente y sefalizando dicha informacién al interior celular (Figura 12)

[Seregni et al., 1997; Gendler, 2001; Moniaux et al., 2001, Porchet et al., 2004].

Estructura de las mucinas.

El dominio estructural comun a la mayor parte de las mucinas es el dominio repetido en

tandem TR. Las secuencias nucleotidicas repetidas en tdindem se encuentran tipicamente

codificadas por un tnico exén central en el gen de la mucina. Muchos de los genes que

codifican mucinas son polimorficos, y contienen alelos que presentan un ndmero

variable de TRs (VNTR) [Fowler et al., 2001]. Se han detectado modificaciones en las
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Figura 12. Esquema que representa la superficie de las células epiteliales protegida por mucinas. La
primera linea de defensa esta constituida por el gel formado por las mucinas secretadas y probablemente,
las formas secretadas de las mucinas de membrana. Se muestran las mucinas asociadas a membrana,
como una segunda linea de defensa, presentes en la superficie como un heterodimero que puede
escindirse y liberar la porciéon extracelular al medio. La liberacién del dominio extracelular podria actuar
sefializando cualquier perturbaciéon del medio al interior de la célula (Modificado de Gendler, 2001).
secuencias del VNTR asociadas a cancer [Hollingsworth y Swanson, 2004], colitis
ulcerosa [Kyo et al., 1999] y enfermedades respiratorias [Kamio et al., 2005]. Por otra
parte, los genes de las mucinas pueden experimentar procesos de corte y empalme o
splicing alternativo [Moniaux et al., 2000] que producen variaciones adicionales. Es por
eso que distintos individuos pueden expresar de distintas formas el mismo gen MUC.
La secuencia especifica y el niumero de repeticiones en tdindem son altamente variables
dentro de las diferentes mucinas y dentro de los ortélogos” de mucinas de las diferentes
especies (Figura 13). Algunas mucinas presentan dos dominios con diferentes secuencias
TR, como es el caso de MUC2; otras glicoproteinas tales como MUC5AC y MUCS5B,
contienen, respectivamente, de 4 a 5 repeticiones de los TR en sus estructuras proteicas,
separadas por dominios ricos en cisteinas.

El dominio TR comprende repeticiones de aminoacidos idénticas o altamente similares

ricas en residuos de prolina, serina y/o treonina [Gendler et al., 1987]. Los residuos de

7 genes ort6logos- genes que provienen de un mismo gen ancestral y cuya divergencia proviene de un
proceso de especiacion. 23
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serina y treonina constituyen sitios de O-glicosilacién, por lo que el dominio TR se halla
altamente O-glicosilado. La presencia de las cadenas de O-glicanos puede alterar la
masa molecular de la misma. De esta manera, el dominio TR y sus O-glicanos
contribuyen a las propiedades biofisicas y biolégicas del mismo moco, por ejemplo,
mucinas més pesadas y voluminosas pueden aumentar la viscosidad del moco.

El dominio TR no suele estar conservado entre las distintas especies, en cambio los
dominios proteicos ubicados fuera de la secuencia repetida en tdndem, en las regiones
amino y carboxilo terminal, suelen presentar una gran homologia [Spicer et al., 1991],
que entre la MUCI humana y la Mucl de raton alcanza el 87% en sus regiones no-
repetidas en tdndem [Spicer et al., 1991; Vos et al., 1991], mientras que la MUC2 humana
y la Muc2 de rata presentan una gran homologia en sus regiones amino (80%) y

carboxilo terminal (89%) [Gum et al., 1994; Ohmori et al., 1994].

2.3.1. Mucinas secretadas.
Las mucinas secretadas pueden ser divididas en mucinas formadoras de gel (MUC2,
MUC5B, MUC5AC, MUC6, MUC19) y mucinas no formadoras de gel (MUC7, MUCS)
[Andrianifahanana et al.,, 2006]. Las mucinas formadoras de gel se caracterizan por
presentar dominios C y D, que contienen secuencias homologas a los correspondientes
dominios del factor de von Willebrand (vWF-C y vWF-D) y un dominio C-terminal o
cisteina knot (CT o CK) conservado (Figura 14). Sin embargo, ninguno de tales dominios
es especifico de las mucinas, ya que vVWF-C, vWFE-D y el dominio CT se hallan en otras
78, 44 y 40 proteinas humanas, respectivamente [Schultz et al., 2000]. En tanto que, los

dominios ricos en cisteina que se encuentran en las mucinas MUC2, MUC5AC y MUC5B
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I:l Secuenciaseiial: secuencia de aminodcidos que dirige las proteinas hacia la membrana celular o a secrecion.

D Region PTS: regionesricas en residuos de prolina, treonina y serina.

- Repeticion en tdndem: regionesricas en prolina, treonina y serina; altamente glicosiadas.
Dominio SEA: dominio exfracelular que se encuentra en proteinas asociadas a la superficie celular que se hallan altamente glicosiladas. Interviene en la asociacion de la
proteinay los carbohidratos.
Dominio transmembrana: se encuentra en proteinas asociadas a la superficie celular. Atraviesa la membrana plasmdtica.

- Dominio similar al factor de crecimiento epidérmico (EGF): Muestra homologia con el EGF. Se relaciona con factores de crecimiento y citoquinas.

- Dominio NIDO: Dominio que sélo se ha encontrado en MUC4y en otras proteinas humanas no mucinas.

- Dominio AMOP: Dominio extracelular de adhesion sélo descripto en la mucina MUC4 [Ciccareliet al., 2002]

n Dominio D (D1, D2, D3, D4): Muestra homologia con el factor de von Willebrand-D. Median la oligomerizacion en las mucinas secretadas

n Dominio rico en cisteina.

- Dominio C (C1, C2): Muestra homologia con el factor de von Willebrand-C.

El Dominio C- terminal.

Figura 13. Representacion esquematica de los principales dominios estructurales de las mucinas humanas,

asociadas a membrana y secretadas.

son, por lo que se conoce hasta el momento, exclusivos de tales mucinas. Los dominios
D y el dominio CT son los responsables de la oligomerizacion de estas moléculas. El
dominio CT forma dimeros mediante uniones disulfuro en el reticulo endoplasmatico
(RE), mientras que el dominio D3 es el que produce la trimerizacion de la MUC2 en el
complejo de Golgi. Se presume que los dominios D hallados en MUC5AC, MUC5B y
MUC6 también mediarian oligomerizacion. La capacidad que tienen estas mucinas de

formar geles se debe a la oligomerizacion.
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Cysl Cys2 D4 cCic2 Ct
TR2 TR3 TR4
Cysl Cys2 Cys3 Cys4 Cys5 Cys6 Cys7 Cys8 Cys9 D4 C1C2CT

Figura 14. Representaciéon esquemadtica de la estructura proteica de las mucinas formadoras de gel
humanas, MUC2 (arriba) y MUC5AC (abajo). Ambas presentan 3 dominios D (D1, D2, D3) en la regién
amino-terminal y los dominios D4, C1, C2 y CT en la regién C-terminal. En la regién central, MUC2
contiene 2 dominios ricos en cisteina separados por los 2 dominios TR (TR1, TR2), mientras que
MUC5AC contiene 9 dominios ricos en cisteina intercalados con 4 dominios TR (TR1, TR2, TR3, TR4).

Los genes que codifican a las mucinas formadoras de geles comparten cierta homologia
de secuencias, y se encuentran todos en la misma regién cromosdmica, tanto en
humanos (cromosoma 11) como en ratas (cromosoma 1), constituyendo un grupo
sinténico. Estas mucinas estarian relacionadas evolutivamente entre si y se habrian
originado presumiblemente a partir de un gen ancestral comdn por una serie de eventos
de duplicacioén génica [Lang et al., 2007].

Homologos de MUC2 han sido identificados en rata, ratén y conejo [Van Klinken et al.,
1995]. Por otra parte, la organizacién estructural de la Muc5AC de la rata es muy similar
a la humana [Bara et al., 1992, 1998].

Las mucinas secretadas MUC7 y MUCS no tienen capacidad de oligomerizar por lo que
son incapaces de formar geles. La mucina MUC7 es una pequena glicoproteina que
carece de los dominios ricos en cisteina caracteristicos de las mucinas formadoras de gel
(Figura 13). Mientras que MUCS8 es una mucina secretada de gran tamafio, que carece
del factor de von willebrand (FVW) D4 y de los dominios C1 y C2 tipicamente presentes

en otras mucinas de secrecion de elevado peso molecular [Rose y Voynow, 2006].
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2.3.2. Mucinas asociadas a membrana.

Las mucinas asociadas a membrana se componen tipicamente por dimeros de dos
subunidades diferentes unidades por enlaces no covalentes [Hattrup y Gendler, 2008].
La subunidad mayor es completamente extracelular, altamente glicosilada, y en el caso
de MUCI, casi totalmente formada por el dominio VNTR. La subunidad menor consiste
en una corta region extracelular, un dominio de transmembrana de paso simple y una
cola citoplasmatica (CT).

Luego de la transcripcion, el precursor polipeptidico de MUC1 se escinde en el RE, en
los dos fragmentos que constituyen el heterodimero. El ntcleo proteico de la subunidad
mayor (MUCI-N) presenta un tamafio de 120-300 KDa; mientras que la proteina
madura, luego de la glicosilaciéon, puede duplicar su tamafio. El fragmento menor es
llamado colectivamente MUC1-C y contiene una porcién extracelular compuesta por 58
aminoacidos (con multiples sitios de O-glicosilacién y 5 sitios de N-glicosilacién), un
corto dominio transmembrana, formado por 28 aminoécidos, y una CT de 72
aminoécidos (Figura 15) [Raina et al., 2013]. El eje proteico de la subunidad menor tiene
un tamafio de aproximadamente 14 KDa, y puede alcanzar los 30-35 KDa luego de la
glicosilacion o fosforilacion [Gendler, 2001]. La glicosilaciéon se inicia durante la
traduccion con la adiciéon de N-glicanos en el RE. Luego del clivaje de la proteina, la
glicosilacién adicional se produce en el complejo de Golgi.

El clivaje de la MUC1 es un proceso autoproteolitico y tiene lugar durante el
plegamiento [Macao et al., 2006]. El sitio de clivado es N-terminal a un residuo de Ser
que se encuentra en el dominio SEA [proteina de esperma -S (sperm)- de erizo de mar,
E- enteroquinasa y A-agrina) [Parry et al.,, 2001] (Figura 15). La regién N-terminal

contiene al péptido sefial que dirige la proteina madura hacia la membrana apical de las
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células epiteliales polarizadas.

El dominio extracelular puede ser liberado hacia el espacio extracelular por accion de
diversas proteasas, tales como ADAMI17 en las células endometriales, en respuesta al
factor de necrosis tumoral [Thathiah, 2004]. Estas enzimas acttian solo posteriormente a
la autoproteélisis de la mucina, por lo que una mutacion en el sitio de clivaje podria

impedir el desprendimiento de la porcién extracelular de la MUCT1 [Lillehoj et al., 2003].

sitio de clivaje
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SEA, la region transmembrana (TM) y la regién citoplasmatica (CT) (Modificado de Hattrup y Gendler
2008); abajo se muestra un esquema comparativo de las diversas isoformas de MUC1 humanas. El splicing
alternativo utiliza un donador (indicado como S.D.) y un aceptor de empalme, que en este caso puede ser
S.A. X 0S.A.Y, generando de esta manera las isoformas X o Y, respectivamente (Modificado de Rubinstein
et al., 2009).

Este es uno de los mecanismos que resultan en la formacién de una molécula de MUC1
soluble. Sin embargo, algunas formas solubles de MUC1 derivan probablemente de
procesos de splicing alternativo. Se han descripto diversos productos de splicing

alternativo del ARNm de MUCI, incluyendo formas secretadas que carecen de los
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dominios de membrana y citoplasmético (MUC1 SEC) y variantes asociadas a
membrana que carecen de dominios TR (MUC1-X o MUC1-Z y MUC1-Y) (Figura 15). La
forma MUCI-X comprende en su region extracelular, un moédulo SEA de 120
aminoacidos, que se une directamente a la regiéon N-terminal de 30 aminodcidos. El sitio
de clivaje permanece intacto y el precursor polipeptidico se escinde en las subunidades
ay PB. Por otro lado, existen variantes asociadas a membrana, que carecen de dominios
TR y que contienen un moédulo SEA truncado (MUCI1-Y). En estas formas el sitio de
clivaje resulta modificado y la proteina no se escinde en las tipicas subunidades a y p
[Rubinstein et al., 2009].

Se ha identificado a la mucina Mucl en ratas y ratones, pero no se han descripto
productos de splicing alternativo del ARNm de Mucl. La Mucl de rata se halla
constituida por 655 aminoacidos [Strausberg et al., 2002], y presenta tipicamente un

dominio extracelular, un dominio transmembrana y una cola citoplasmatica.

2.4. Funciones de las mucinas.

Las mucinas producidas por las células productoras de moco, en los epitelios de
revestimiento, y por las glandulas mucosas y submucosas, constituyen el principal
componente macromolecular del mucus viscoso que recubre las superficies mucosas. El
gel mucoso relativamente impermeable, que actGa como una barrera fisica y una
trampa para los microorganismos, proporciona una matriz para una gran variedad de
moléculas antimicrobianas y, como se mencioné previamente, constituye la primera
linea de defensa del organismo. Debajo de la capa de mucus, se halla una segunda capa
constituida por glicoproteinas y glicolipidos, conocida como glicocalix. Las mucinas

asociadas a membrana constituyen el principal componente del glicocédlix. La
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composicion de ambas capas es altamente variable de un tejido a otro. La expresion de
las mucinas puede estar regulada por citoquinas inflamatorias tales como interleuquinas
IL-1, IL-4, IL-6, IL-9, IL-13, interferones, factor a de necrosis tumoral y 6xido nitrico. Los
productos microbianos también pueden generar un aumento en la sintesis de mucinas.
Existen evidencias de que la adhesiéon de las bacterias probidticas produce un aumento
en la produccion de mucinas in vitro [Caballero-Franco et al, 2007], lo cual
probablemente puede explicar parte del mecanismo por el cual las bacterias probidticas
limitan la infeccién por patégenos [Mack et al., 2003]. En contraste, el lipopolisacarico
del patogeno Helicobacter pylori, responsable de enfermedades gastricas, disminuye la
secrecion de mucinas en células epiteliales gastricas in vitro, representando un
mecanismo por el cual el patégeno logra modificar en su beneficio la barrera mucosa
[Slomiany B. y Slomiany A., 2006].

Por otra parte, se ha demostrado que la mucina MUC1 interviene en mecanismos de
adhesiéon y anti-adhesion entre las células. El efecto antiadhesivo puede ser
consecuencia de su tamafo, de su conformacion extendida, y probablemente, del
bloqueo de las interacciones celulares generado por la desestabilizacion de las uniones
célula-célula y célula-matriz extracelular [Ligtenberg et al., 1992; Hilkens et al., 1992].
Diversos estudios han demostrado que la MUCI se une a la p-catenina mediante un
dominio similar al que se encuentra en la E-cadherina, de manera que la sobreexpresion
de la mucina 1 puede reducir la cantidad de -catenina disponible para interactuar con
E-cadherina y asi se inhibe la formacién del complejo E-cadherina - p-catenina,
disminuyendo la adhesiéon entre las células y promoviendo la migraciéon celular
[Yamamoto et al., 1997]. Se ha demostrado que la elevada densidad de MUC1/Mucl en

el epitelio uterino tiene una funcién protectora, pero también acttia como una barrera
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para la implantaciéon de embriones que puedan resultar defectuosos. Esto se debe a su
capacidad de inhibir las uniones celulares. Se ha visto que la expresién de Mucl se
pierde hacia el dia 4 y el dia 6 de gestacién, en el ratén y en la rata, respectivamente,
cuando el Gtero es receptivo para la implantacién del blastocisto [DeSouza et al., 1999;
Aplin et al., 2001; Brayman et al., 2004]. Por otro lado, en 6rganos como el pancreas o el
colon, la MUC1 puede actuar como una molécula adhesiva debido a su contenido de
carbohidratos, tales como sialil Lewis x, que se unen a las moléculas de tipo selectinas
que se encuentran en las células endoteliales. Este mecanismo le permite ayudar a la
diseminacion metastésica del cancer [Boshell et al., 1992; Satoh et al., 2000].

Las mucinas asociadas a membrana también participan en la transduccion de sefiales. La
cola citoplasmética de MUC1 (MUCICT), la mucina de membrana mejor caracterizada
en relacion a la funcidon de transduccién de sefiales, interviene en numerosas vias de
sefializacion, incluyendo aquellas que involucran a EGFR, Wnt, B-catenina, Ras y Src
[Singh y Hollingsworth, 2006; Chakraborty et al, 2011]. La MUCICT contiene
numerosos sitios potenciales de fosforilacién, que regulan la afinidad de unién de las
diferentes clases de elementos involucrados en la transduccién de sefiales. Los dominios
transmembrana y CT se hallan altamente conservados entre las especies de mamiferos
(88%), lo cual sugiere importantes roles funcionales [Spicer et al., 1995].

Se ha demostrado la presencia de MUCICT en el ntcleo, donde se cree que tiene un rol
en la regulacion transcripcional de genes. Dado que carece de dominios de unién al
ADN conocidos, se especula que la MUC1CT interviene en la regulacién transcripcional
facilitando la formaciéon de complejos con otros factores o modificando la afinidad de

tales complejos por las secuencias cis reguladoras [Wen et al., 2003].
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2.5. Expresion de las mucinas.

Las mucinas producidas por diversas células epiteliales se caracterizan por presentar un
patréon de expresion bien definido, el cual puede ser modificado por alteraciones
provenientes del ambiente o cambios intrinsecos que modifican la expresion génica o la
tasa de secrecion. Los principales 6rganos productores de mucinas son generalmente
aquellos que pertenecen a los tractos digestivo, respiratorio y urogenital. Aunque
también se encuentran en otros 6rganos como las glandulas mamarias y el ojo
[Andrianifahanana et al., 2006]. Algunas mucinas como la MUC1, se hallan expresadas
en todos, o casi todos, los epitelios humanos estudiados hasta el momento, indicando su
participacion en el funcionamiento general epitelial [Van Klinken et al.,, 1995]. La
sobreexpresion de MUC1 en la mayoria de los carcinomas, en particular en el cdncer de
mama, estd bien documentada [Zotter et al., 1988; Girling et al., 1989], y se correlaciona
con un alto potencial metastdsico y una menor sobrevida [Croce et al., 1997; Guddo et
al., 1998; Sagara et al., 1999; Demichelis et al., 2010].

La expresiéon de otras mucinas epiteliales se limita a tejidos especificos. La mucina
MUC2 humana es expresada por las células caliciformes presentes en los sistemas
digestivo y respiratorio [Rose y Voynow, 2006]. Por otra parte, MUC2 ha sido
identificada en carcinomas géastricos [Reis et al., 2000], pero se ha visto un descenso de
su expresion en cancer colorectal [Weiss et al., 1996]. Se ha detectado hipersecrecion de
MUC2 en respuesta a patégenos, tales como Pseudomonas aeruginosa, en pacientes que
sufren fibrosis quistica [Mc Namara et al., 2001].

MUCS5AC es la mucina predominante en las células mucosas del pulmén, ojos y
estomago [Rose y Voynow, 2006]. Se han detectado alteraciones en la expresiéon génica

de la MUC5AC en procesos neoplasicos e inflamatorios. Por ejemplo, se ha encontrado
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expresion de MUC5AC en adenoma colorectal y en cdncer pancreético, aunque en
intestino y péncreas normal esta mucina no se expresa [Bartman et al., 1999; Balague et
al., 1995]. Por otra parte, en enfermedades crénicas de las vias respiratorias, tales como
asma, fibrosis quistica y bronquitis, se ha asociado el incremento en la produccioén de
moco con un aumento en la expresion de la mucina, sugiriendo que la MUC5AC puede
contribuir a la patogénesis de los trastornos respiratorios hipersecretores [Temann et al.,

1997].

2.6. Glicosilacion de mucinas.

La masa molecular de las mucinas estd representada en un 50-90% por carbohidratos.
Esto se debe a la presencia del dominio TR, el cual presenta, como se mencioné
previamente, numerosas repeticiones de secuencias de aminoacidos ricas en serina y
treonina, sitios potenciales para la O-glicosilacion.

Los procesos de N- y O- glicosilaciéon constituyen modificaciones tipicas de las
glicoproteinas. Las mucinas presentan principalmente cadenas de O- oligosacéaridos
unidas, mientras que los N-glicanos estdn presentes en menor proporcion.
Generalmente, el proceso de O-glicosilacion se inicia en el complejo de Golgi, cuando
una enzima N-acetilgalactosaminil transferasa (GalNAc-transferasa) adiciona N-acetil-
galactosamina (GalNac) a un residuo serina o treonina en las regiones TR de una
proteina MUC que atraviesa el Golgi. Cada O-glicano es luego elongado por la adiciéon
de hexosas, tales como galactosa (Gal), N-acetil-glucosamina (GlcNAc) y fucosa, o acido
sidlico, mediante glicosil-transferasas (GT) especificas. Existe un gran ntimero de GT
identificadas, de las cuales al menos una docena participan en la sintesis de los O-

glicanos asociados a mucinas [Brockhausen y Schachter, 1997]. Tradicionalmente, se
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reconocen 3 regiones en las estructuras que forman los O-glicanos (Tabla 2): la region
central o nucleo (core), contiene de 2 a 3 monosacaridos localizados proximalmente a la
cadena polipeptidica; la region del eje principal (backbone), donde se alargan las cadenas
de oligosacdridos y la region periférica, exhibe estructuras de gran complejidad y
variabilidad [Hanisch, 2001].

Se han descripto al menos ocho estructuras core, de las cuales se han identificado cuatro
estructuras core principales en los O-glicanos aislados de mucinas [Hounsell, 1994]
(Figura 16). La transferencia de Gal al C-3 de GalNAc genera una estructura que va a
formar un core tipo 1 o tipo 2. La siguiente GT puede adicionar un residuo a Gal
(elongacién del core 1) o de GalNAc formando una ramificaciéon (core 2). De manera
similar, GIcNAc puede adicionarse a GalNAc para formar el core 3, el cual puede
ramificarse para formar el core 4. Las estructuras core pueden ser elongadas (region eje
principal) por adiciéon de unidades del disacarido GalP1-4GlcNAc (unidades de
lactosamina) mediante Gal y GIcNAc transferasas. Tales estructuras pueden ser luego
terminadas por la adicién de determinantes de grupos sanguineos8, dcido sidlico, fucosa
o sulfatos (region periférica) (Tabla 2).

Las unidades de 4cido sialico y de sulfatos imparten cargas negativas a las mucinas,
mientras que las fucosas proporcionan hidrofobicidad. Esto hace pensar que los

azucares periféricos pueden contribuir a la determinacién de las propiedades fisicas y

® Los antigenos del grupo sanguineo constituyen un grupo de determinantes expresados tipicamente por
eritrocitos en humanos. También se hallan expresados, en numerosas especies, por células epiteliales, en
las que participan en procesos de crecimiento, diferenciacion y homeostasis. Estos antigenos pueden ser
del grupo ABH o del sistema Lewis. Los antigenos del grupo ABH incluyen los determinantes H, A y B.
En el complejo de Golgi, glicosiltransferasas especificas adicionan determinados carbohidratos a un
aceptor oligosacdrido denominado antigeno H. La adicién de GalNAc, lo convierte en el antigeno A,
mientras que la adicién de Gal genera el antigeno B [Smolarek et al., 2008].En tanto que la no adicién de
sacaridos genera el grupo 0. Los determinantes del sistema Lewis incluyen a Lewis a, Lewis b, Lewis x,
Lewis y, y sus variantes sialiladas, sialil Le a y sialil Le x.
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biol6gicas de las mucinas. Por lo tanto, las alteraciones de las glicosilaciones periféricas,
que se producen probablemente en varias enfermedades, tienen la capacidad de alterar
las propiedades fisicas de las mucinas y del mucus que constituyen.

La glicosilacion de las mucinas, asi como la expresiéon génica de las mismas, estd
restringida a un tipo de tejido y a un tipo de célula determinada, y las estructuras core de
los O-glicanos pueden ser modificados en diversas enfermedades [Rose, 1992]. Por
ejemplo, los O-glicanos aislados de la mucina MUCI sintetizada in vitro a partir de
células mamarias de una mujer sana son predominantemente de core tipo 2, mientras
que los que provienen de lineas celulares de cdncer de mama tienen estructuras core de
tipo 1 [Hull et al., 1989]. Por otro lado, los O-glicanos de mucinas purificadas de tejido
de colon normal son predominantemente estructuras de core 3 con una compleja
ramificacion. En contraste, los O-glicanos de lineas celulares de cancer de colon
presentan un incremento en los O-glicanos cortos (antigeno Tn, sialil Tn - sTn - y
antigeno TF - Thomsen-Friedenreich, T o disacarido de estructura core 1) (Figura 16), un
descenso de 4cido sidlico y sulfatos, y un aumento en estructuras de tipo sialil Le x [Byrd
et al., 2004].

Mientras que la O-glicosilacion es la predominante en las mucinas, muchas de ellas
presentan también uno o mads sitios de N-glicosilaciéon. Este proceso ocurre co-
traduccionalmente en el RE, y consiste en la adiciéon de glicanos ricos en manosa al
nitrégeno de residuos de asparagina [Asker et al., 1998].

La expresion de los carbohidratos asociados a mucinas son objeto de estudio, debido a
su importancia en el diagnéstico del cancer, en la patogenia de las metéstasis y en las
respuestas inmunolégicas [Taylor-Papadimitriou et al., 1999]. Los O-glicanos cortos-

antigenos Tn, sTn y TF - han sido ampliamente asociados a cancer. En efecto, tales
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epitopes permanecen cubiertos por extensos residuos carbohidratos y por lo tanto
encriptados, en las células normales, mientras que resultan expuestos al sistema inmune,
en la superficie de las células cancerosas [Cao et al., 2008]. Se han detectado en células
tumorales mamarias, de colon, de pulmén, de piel, de vejiga y de prostata, y
generalmente, se han asociado a un mal prondstico. En determinados sitios y en
cantidades limitadas, se han hallado expresados en tejidos adultos normales humanos,
sin embargo, se han descripto principalmente como antigenos onco-fetales expresados

por células cancerosas y fetales [Barr et al., 1989].

Tabla 2. Estructuras de los carbohidratos unidos O-glicosidicamente a las mucinas.

Estructuras core

Antigeno Tn GalNAca-O-péptido

Antigeno Sialil Tn  NeuAca2-6 GalNAca-O-péptido

Core 1 Galp1-3GalNAca-O-péptido

Core 2 Galp1-3(GIlcNAcB1-6)GalNAca-O-péptido
Core 3 GIlcNAcB1-3GalNAca-O-péptido

Core 4 GIlcNACcB1-3(GlcNAcB1-6)GalNAca-O-péptido
Core 5 GalNAcal-3GalNAca-O-péptido

Core 6 GalNAcB1-6GalNAca-O-péptido

Eje principal
Tipo 1 GalB1-3GIcNACc
Tipo 2 Galp1-4GIlcNAc

Region periférica

Antigeno H Fucal-2Galp1-3GIcNAcB1-

Antigeno A GalNAcal-3(Fucal-2)Galp1-3GIlcNAcB1-
Antigeno B Galal-3(Fucal-2)Galp1-3GIcNAcB1-
Lewis a Galp1-3(Fucal-4)GIcNAcB1-

Lewis b Fucal-2Galp1-3(Fucal-4)GlcNAcp1-
Lewis x Galp1-4(Fucal-3)GlcINAcB1-

Lewis y Fucal-2Galp1-4(Fucal-3)GlcNAcp1-
sialil Lewis a NeuAca2-3Galp1-3(Fucal-4)GlcNAcB1-
sialil Lewis x NeuAca2-3Galpl-4(Fucal-3)GlcNAcB1-

Gal= galactosa, GalNAc= N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina, Fuc=fucosa, NeuAc= 4&cido acetil-
neuraminico.

Por otra parte, numerosos investigadores han sugerido importantes roles de los
complejos carbohidratos en los procesos del desarrollo, debido a que se han hallado
expresados de un modo espacial y temporal especificos a lo largo de la embriogénesis

[Haltiwanger y Lowe, 2004].
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Figura 16. Representaciéon esquematica de los cuatro principales tipos de core de O-glicanos asociados
al eje proteico de las mucinas (apomucina) (arriba) y de antigenos carbohidratos cortos asociados a
tumor- Tn, sTny TF (T) (abajo) (Modificada de Callaghan Rose y Voynow, 2006).

3. Familia de genes romboide (RHBDs/Rhbds).

Los genes romboide codifican serin-proteasas intramembrana, que han sido conservadas
a lo largo de la evolucién y se caracterizan por presentar un residuo de serina en su sitio
catalitico, dentro del plano de la membrana plasmatica. Por convencién, para referirse a
una proteina romboide humana se emplea el prefijo en letras maytsculas (RHBD),
mientras que para otras especies de mamiferos se escribe en letras mintsculas (Rhbd).
La familia de genes romboide se puede dividir en tres grupos principales: 1) Romboides
activos (por ejemplo Romboide-1 en Drosophila, RHBDL-1/-2/-3 y RHBDD1 en
humanos), 2) Romboides inactivos, que carecen de actividad catalitica (llamados
también iRhoms, por ejemplo, RHBDF-1/-2 ) y 3) Romboides que se consideran
inactivos dado que no existe evidencia de actividad catalitica, pero que se hallan
alejados evolutivamente entre ellos mismos y con los otros romboides inactivos (por
ejemplo RHBDD-2/-3) [Abba et al., 2009].

Romboide-1 de Drosophila melanogaster fue el primer miembro de esta familia de
proteasas identificado, y es el responsable de la escision de Spitz, el principal ligando de

EGFR en Drosophila [Urban et al., 2001; Freeman, 2008] (Figura 17). Resulta interesante
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destacar que la via de sefalizacion de EGFR regula numerosos aspectos de la
embriogénesis en Drosophila, por lo que Romboide-1 estaria jugando un importante rol
en el desarrollo normal de la misma. Por otro lado, también se ha involucrado la via de
EGFR en la progresiéon tumoral [Spano et al., 2008; Mitsudomi et al., 2010]. En afios
recientes, esta informacién ha conducido al estudio de la familia de genes romboides
asociados a los procesos de proliferacién celular, apoptosis y progresiéon tumoral. Se ha
demostrado en células tumorales humanas que los genes RHBDD-1 y RHBDF-1 regulan
los procesos de apoptosis y proliferacion celular mediante la via de sefializaciéon EGFR
[Wang et al., 2008; Zou et al., 2009]. En estudios recientes se ha identificado al gen
RHBDD2 humano (Rhomboid domain containing 2), localizado en el cromosoma 7 y se ha
demostrado su sobre-expresién en carcinomas invasivos primarios de mama y
colorectales en pacientes que han desarrollado recidivas de la enfermedad [Abba et al.,

2007, 2009; Lacunza et al., 2012].

Figura 17. Romboide-1 de Drosophila.
Romboide-1 (azul) fue el primer miembro
de la familia romboide en ser identificado

Bicopa @# B 0 Lese=s i
o .

. como una serin proteasa intramembrana.
lipidico

Su sitio activo se ubica dentro de la bicapa
lipidica y escinde al sustrato Spitz (verde)
en el dominio transmembrana. Un residuo
de serina y otro de histidina constituyen la

diada catalitica (Modificado de Freeman,
2008).

Romboide-1

4. Cancer.
Entre 100 y 350 de cada 100.000 personas en el mundo mueren de cancer. El cancer se

debe a fallas en los mecanismos que controlan el crecimiento y la diferenciacion celular.
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4.1.  Consideraciones generales del cincer.

En el contexto de la biologia celular, el cAncer comprende a ciertas enfermedades que se
caracterizan por presentar alteraciones en los mecanismos que gobiernan Ila
proliferacion, la diferenciacion, el anclaje y la migracion celular. Los procesos que
intervienen en la formacién de los tumores malignos son los mismos que ocurren
durante el desarrollo embrionario.

Las pérdidas de regulacion celular que dan origen a la mayoria o a todos los casos de
cancer se deben a dafios genéticos. Se ha demostrado que deben acumularse multiples
alteraciones genéticas para que se produzca la transformacién celular maligna. Entre
ellas, la activacion de oncogenes, la pérdida o inactivacion de segmentos cromosémicos
y/o genes supresores de tumor, son de gran importancia ya que aparecen
frecuentemente asociadas al proceso de carcinogénesis.

Los procesos de formacién de cancer, denominados oncogénesis o tumorigénesis, son
resultado de la interaccion entre los genes y el medio ambiente [Potter, 2011]. La
mayoria de los tumores aparecen luego de que los genes son alterados por carcinégenos
o por errores en el copiado y reparaciéon de genes. Generalmente, una serie de
mutaciones en multiples genes crea un tipo celular que prolifera de manera
descontrolada con mayor indice mitético. Por altimo, el clon de células crece y forma un
tumor. Los tumores pueden ser benignos o malignos. La mayoria de los tumores
benignos permanecen localizados en los tejidos donde se originaron y cubiertos por una
capsula fibrosa delimitante. Las células tumorales benignas se asemejan a las normales y
pueden funcionar como ellas. En cambio, las células que forman un tumor maligno,
crecen y se dividen mds rdpidamente que las normales, no mueren en el tiempo

previsto, e invaden tejidos cercanos. Algunos tumores malignos como los mamarios,
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permanecen localizados durante un tiempo. Cuando progresan estos tumores, las
células invaden los tejidos circundantes, ingresan en el sistema circulatorio y establecen
areas secundarias de proliferacién, un proceso denominado metastasis. La mayoria de
las células malignas adquieren la capacidad de metastatizar. En consecuencia, las
principales caracteristicas que diferencian los tumores malignos de los benignos son la
invasividad y la diseminacién [Lodish, 2005].

Los tumores malignos se clasifican como carcinomas si derivan de epitelios de
cualquiera de las tres capas germinales, y sarcomas si derivan del mesénquima.
Mientras que los tumores benignos se designan generalmente, afiadiendo el sufijo -oma
a la célula de origen [Robbins, 2008]. Por ejemplo, un tumor epitelial benigno que se
origina en una glandula se denomina adenoma, mientras que la contrapartida maligna
es el adenocarcinoma.

Los cambios genéticos que subyacen a la oncogénesis alteran varias propiedades
fundamentales de las células, les permiten evadir los controles de crecimiento normal y

les confieren el fenotipo de cdncer completo (Figura 18).

Figura 18. Propiedades fundamentales que
ALtosaticiencia en ls distinguen a las células tumorales. Adquieren un
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Angiogénssis ‘ S inductora externa, no perciben las sefiales que
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57 . A sefializaciéon que induce la angiogénesis. A medida
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Potencial crecimiento y la invasion de los tejidos circundantes
Rl (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2000).
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4.2.  Mecanismos moleculares en el desarrollo del cincer.

Las mutaciones que desempefian un papel clave en la carcinogénesis ocurren en dos
tipos de genes: los protooncogenes y los genes supresores de tumores. Los
protooncogenes son activados para volverse oncogenes mediante mutaciones que los
hacen excesivamente activos en la promocién del crecimiento y la proliferaciéon. No
obstante, los protooncogenes pueden presentar actividad constitutiva en condiciones
normales .Los genes supresores de tumores normalmente restringen el crecimiento, por
lo que si se alteran se produce un crecimiento inapropiado.

En algunos casos, se producen mutaciones en genes que codifican receptores para
determinados factores de crecimiento que lo conducen a un estado constitutivamente
activo, incluso en ausencia del ligando. De esta forma, promueven la proliferacion sin
necesitar de factores de crecimiento externos. Tal es el caso de las mutaciones que
alteran a los genes que codifican para los receptores RTK (que tienen una actividad
intrinseca de tirosin quinasa en sus dominios citosdlicos), y que se unen a muchos
factores de crecimiento tales como, EGF y FGF. La fijacién del ligando (FGF, EGF) a los
dominios externos de estos receptores (también denominados segin el ligando
especifico, FGFR, EGFR), provoca un cambio conformacional en el receptor que estimula
la actividad quinasa latente e inicia una via intracelular de sefializacién que en dltima
instancia promueve la proliferacion (Figura 19).

Otros oncogenes codifican proteinas transductoras de sefiales. Por ejemplo, una
mutacion en el gen Ras, puede convertir a la proteina Ras normal en una oncoproteina
activa constitutivamente. Como puede observarse en la Figura 19, Ras puede presentar
un papel clave en la transduccién de sefiales desde los receptores RTK [Schlessinger J,

2000; Simon, 2000]. Muchos tipos de tumores humanos, incluidos los carcinomas de
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Figura 19. Via de transducciéon de sefal del RTK
ampliamente usada. El receptor RTK (EGEFR,
FGFR) es dimerizado por el ligando (EGF, FGF)
que provoca la autofosforilacion del receptor. La

Extracelular

proteina adaptadora reconoce las tirosinas
fosforiladas sobre el receptor y activa una
proteina intermediaria (GNRP), que a su vez
activa a la proteina Ras al permitir la fosforilacién
del GDP unido a Ras. En tanto, una proteina GAP
estimula la hidrélisis del fosfato unido,
retornando a Ras a su estado inactivo. La Ras
activa puede activar la proteina quinasa Raf, que
a su vez fosforila a una serie de quinasas.
Finalmente, la quinasa ERK activada altera la
expresion del gen en el nicleo de la célula que
responde mediante la fosforilacién de ciertos
factores de transcripcion (Gilbert, 2005).

colon, mama, pulmén y piel, producen oncoproteinas Ras activas constitutivamente. Por
otra parte, las mutaciones que afectan a los genes para factores inhibidores de la
proliferacion celular también son importantes en la desregulacién del ciclo celular que
puede desencadenar el céncer. Por ejemplo, el factor TGF-f inhibe la proliferaciéon de
muchos tipos celulares, incluida la mayoria de las células epiteliales y del sistema
inmune [Hua et al., 1998]. De manera tal que las mutaciones que alteran a los receptores
de TGF-fB, promueven la proliferacion celular y probablemente contribuyan a la
invasion y metéstasis de células tumorales al facilitar la migracién celular.

Con frecuencia, las vias de sefalizaciéon que han sido asociadas con la induccién del
cancer, son las mismas que se utilizan para dirigir el destino de las células en el
desarrollo embrionario normal. En efecto, numerosas mutaciones que afectan a los
componentes de la mayoria de las vias de sefializacién que controlan el desarrollo

embrionario han sido ampliamente asociadas con la induccion del cancer. Por ejemplo,
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Figura 20. La via de sefializaciéon
Wnt. A- La proteina Wnt se une a su
receptor, un miembro de la familia
de las proteinas Frizzled. En la
mayoria de los casos, el receptor
activa a la proteina Disheveled,
permitiéndole a éste convertirse en
un inhibidor de la quinasa
glucégeno-3 sintetasa (GSK-3). Si
GSK-3 fuera activa, impediria la
disociaciéon de la P-catenina de la
proteina APC. De este modo, la
sefial de Wnt libera a la p-catenina
para que pueda asociarse con la
proteina LEF o TCF
transformandose en un factor de
transcripcién activo. B- En las
células del adulto, si el gen para
APC o para la p-catenina esta
mutado se le permite a la B-catenina
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lo cual genera la activaciéon de ciertos genes de la divisiéon celular y el comienzo de la formacién de

tumores (Pennisi, 1998; Gilbert, 2005).

la via de sefializacion Wnt-B-catenina (Figura 20), utilizada repetidamente durante el

desarrollo para controlar los destinos celulares, es un buen ejemplo de una via de

sefializacion implicada en la induccién del cdncer de colon [Ochoa-Herndndez et al.,

2012].

Existen también varios estudios que han relacionado esta via con enfermedades

neurodegenerativas, con la regulacion de la densidad 6sea y con la proliferacién y

supervivencia de las células madre [Logan et al., 2004; Johnson et al., 2006].

4.3. Rol de las mucinas en los mecanismos biolégicos del cancer y del desarrollo

embrionario.

Lo anteriormente presentado es simplemente un ejemplo de la intima relacion que existe

entre la biologia del desarrollo y la biologia del cancer, con numerosas vias de
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sefializacion compartidas, perfiles de expresion génicos y modificaciones del ADN
involucradas en ambas [Potter, 2011].

Diversos estudios han demostrado la sobreexpresion y la pérdida de la expresion
polarizada de la MUCI en el desarrollo de los carcinomas. Mientras que, estudios més
recientes han determinado cambios en la expresion de la MUC1/Mucl durante el
desarrollo embrionario humano y de ratones, en coincidencia con la formacién de los
epitelios y la diferenciaciéon glandular [Braga et al., 1992; Hudson et al., 2001; Sun et al.,
2003]. Tales observaciones sugieren que probablemente la mucina 1 tenga una
participacion especial en la induccién de cambios en la arquitectura de los tejidos tanto
en el desarrollo embrionario normal como en el céncer.

Durante mucho tiempo, se ha asociado la expresion de MUCI con la progresion
metastasica de los tumores y una baja supervivencia de los pacientes con céncer. Las
maltiples interacciones en las que participan los dominios de MUCI, permiten distintos
mecanismos por los cuales la MUC1 puede promover la metéstasis. Entre ellas se
incluyen, interacciones con proteinas en la matriz extracelular, en la membrana celular,
en el citoplasma y en el ntcleo, donde MUCI funciona como un cofactor de la
transcripcion génica (Figura 21) [Lau et al., 2012; Horm y Schroeder, 2013]. El dominio
extracelular de MUCT1 interacttia con multiples receptores de membrana y componentes
de la matriz extracelular, tales como ICAM-1, un receptor de adhesién de la superficie
endotelial (Regimbald et al., 1996; Ciborowski y Finn, 2002). Esta interaccion MUC1-
ICAM-1 promueve la migraciéon de las células tumorales, facilitando la interaccién entre
las células epiteliales y endoteliales, lo que permite la adhesion de las células cancerosas
circulantes al revestimiento interno de los vasos sanguineos y permitiendo el escape

desde los mismos (Orr et al., 2000). Por otra parte, la MUCICT interacttia con Src, una
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tirosin quinasa citoplasmatica, y tal interaccion promueve los reordenamientos
citoesqueléticos que permiten la formacién de las prolongaciones citoplasmaéticas,
lamelipodios y filopodios, que intervienen en la migracién celular (Figura 21) [Rahn et
al., 2005; Shen et al., 2008].

La principal intervenciéon de la MUC1 en la metéstasis estd asociada al dominio
MUCICT, el cual se escinde para formar una MUCI1CT soluble, capaz de interactuar con
una variedad de proteinas citoplasmaéticas, ingresar en el ntcleo e iniciar la transcripcion
de un grupo de genes que modulan la metéstasis tumoral, entre ellos los que codifican
EGFR. Estudios recientes han demostrado que la activaciéon de la via EGFR induce la
escision de la MUCICT [Lau et al., 2012], permitiendo su translocacién al ntcleo, lo que
resulta suficiente para desencadenar el inicio de la metastasis tumoral [Singh et al.,
2006]. La localizacién nuclear de MUC1 esté correlacionada con un mal prondstico y una
baja supervivencia [Baldus et al., 2004].

Como se mencioné previamente, la via de sefializacion EGFR también resulta ser
importante en varios eventos del desarrollo. Se ha demostrado la interacciéon de la
MUC1 con miembros de la familia de receptores ErbB? durante el desarrollo de la
glandula mamaria [Schroeder et al.,, 2001].La MUCICT también puede interactuar
directamente con diferentes componentes de la via de sefializacion Wnt, incluyendo a la
B-catenina, la proteina APC y la quinasa 3- glucégeno sintetasa (GSK-3). Como se sefialé
previamente, las glicoproteinas Wnt cumplen un destacado rol en el desarrollo
embrionario de diversos organismos. Estas proteinas son criticas en el establecimiento
de la polaridad de los miembros de insectos y de vertebrados, y son utilizadas en varias

etapas del desarrollo del sistema urogenital [Gilbert, 2005].

° La familia de receptores ErbB constituye un grupo de receptores tirosin-quinasas relacionados estructuralmente,
entre los cuales se encuentra el EGFR.
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Por otro lado, estudios realizados en ratones transgénicos han sugerido un posible rol de
la mucina Muc2 en la supresiéon de tumores [Velcich et al.,, 2002], aunque la funcién
precisa de la Muc2 en tal proceso, atin no ha sido esclarecida [Hollingsworth y Swanson,
2004].

Diversos trabajos han demostrado la expresion de varias mucinas durante el desarrollo
fetal humano, como MUC1, MUC2 y MUC4 en los sistemas digestivo y respiratorio
[Buisine et al., 1999, 2000, 2000], MUC1 y MUC2 en el sistema urogenital [Chambers et.
al., 1994], MUC5AC en la traquea, y MUC5AC y MUCS6 en varios 6rganos del tracto
gastrointestinal y en el rifién [Reid et al., 1998, 1999; Porchet et al., 2004]. Ademas, se
detecté Mucl en embriones de raton y MUC4/Muc4 en embriones de humanos y de rata
[Braga et al., 1992; Zhang et al., 2006]. Algunos autores como Buisine et al. (1999; 2000),
han propuesto un posible rol de algunas mucinas en la diferenciacién epitelial, y en los

mecanismos de elongacién y ramificaciéon de los epitelios durante el desarrollo fetal.

4.4. Rol de los carbohidratos asociados a mucinas en los mecanismos biolégicos

del cancer y del desarrollo embrionario.

Como se dijo anteriormente, las mucinas son glicoproteinas muy glicosiladas. La
glicosilacién aberrante y la sobre-expresion de determinados oligosacaridos constituyen
caracteristicas habituales en distintos tipos de cancer [Brooks et al., 2009].

La presencia del antigeno Tn ha sido asociada con varios tipos de céncer, incluyendo el
cancer de mama [Freire et al.,, 2005], eséfago, estébmago, colon, higado y pancreas
[Ohshio et al., 1995] y en melanoma metastasico [Kanitakis et al., 1998]. Sin embargo, Tn
no es un antigeno especifico de tumor y se ha hallado expresado también en tejidos

adultos normales y embrionarios [Sorensen et al., 2006].
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El antigeno disacarido TF se sobre-expresa en la superficie de células de cancer
mamario, pulmonar, de colon, de vejiga y de préstata [Springer et al., 1984; Irazoqui et
al., 2003]. Aparentemente, permanece encriptado en las células normales, cubierto por
extensos oligosacdridos que evitan su exposicion al sistema inmunolégico [Rittenhouse-
Diakun et al., 1998], y resulta expuesto en la superficie de las células cancerosas. Se ha
sugerido que contribuye en los procesos de adhesién de las células cancerosas y en la
metéstasis [Heimburg et al., 2006; Yu, 2007]. La sobreexpresion de los antigenos Le x y
su contraparte sialilada, sLe x, también ha sido ampliamente detectada en carcinomas
[Croce et al., 1997; 2007; Wang et al., 2011, 2012].

Se ha establecido que los O-glicanos asociados a mucinas jugarfan un rol importante
durante el desarrollo, debido a que se expresarian de un modo espacial y temporal
especificos [Haltiwanger y Lowe, 2004]. Los antigenos Tn y TF han sido identificado
como “antigenos carbohidratos oncofetales” relacionado con la ontogenia [Stanley et al.,
2009]. Se ha identificado al oligosacarido Le x en los blastomeros del embrién temprano
de ratén en estadio de 8 células, lo cual se correlaciona con el inicio del proceso de
compactacion de la morula [Rastan et al., 1985; Bird y Kimber, 1984; Fenderson et al.,
1984], mientras que sLe x seria importante en el reconocimiento y adhesién celular en el
momento de la implantaciéon del embrion [Liu et al.,, 2011]. En cuanto a Le x, se ha
sugerido que seria un mediador dependiente de calcio de la adhesiéon homotrépica de
células embrionarias de ratén y que podria tener un rol importante en el control del
reconocimiento celular durante la agregacién de las células en el desarrollo embrionario
[Muramatsu et al., 2004]. El reciente interés puesto en ellos resulté de la observacion de
que los mismos sufririfan modificaciones especificas en su expresion durante el

desarrollo [Fan et al., 1999; Haltiwanger y Lowe, 2004].
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Figura 21. Sefalizaciéon mediada por MUCI. El dominio extracelular de la MUC1 interactda con el
receptor ICAM-1 ubicado en la superficie de la célula endotelial, facilitando la interaccién entre la célula
epitelial y la endotelial, lo que permite la adhesion de la célula epitelial circulante al revestimiento interno
de los vasos sanguineos. El dominio citoplasméatico de MUC1 es fosforilado por Src y por receptores de
factores de crecimiento tales como EGFR, entre otras proteinas. La fosforilacién por Src induce una serie
de interacciones que generan reordenamientos en el citoesqueleto que conducen a un aumento en la
motilidad celular y por lo tanto, favorecen la migracién celular. La fosforilacion mediante EGFR también
promueve la motilidad celular y se ha demostrado que induce el clivaje de la MUCICT. La MUC1CT
clivada puede interactuar con proteinas tales como [3-catenina, p120catenina, Src y EGFR, y de esa forma,
se produce la translocacién nuclear. Una vez en el ntcleo, puede actuar como un cofactor transcripcional,
alterarando directamente la transcripcién de determinados genes. Entre tales genes se encuentran
numerosos genes directamente vinculados con los procesos de transformaciéon y metéstasis, como p53 y
EGFR, genes que promueven la angiogénesis y genes relacionados con la transicion epitelio -
mesenquimatica, como vimentina y E-cadherina, importantes tanto en la progresién metastésica como en
procesos del desarrollo embrionario. (Basado en Singh, 2006 y en Horm y Schroeder, 2013).
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De acuerdo a lo expuesto, se considera que las mucinas, los carbohidratos asociados y la
proteina Rhbdd2 podrian tener una participacion especial en la formacién y
diferenciacion de los tejidos epiteliales durante el desarrollo de los 6rganos en los que se
hallan expresadas, dada su intervencién en los mecanismos de adhesién, migracién,
diferenciacién y proliferacién celular. Por lo tanto, el analisis de la expresién especifica
de las mucinas de membrana y de secrecién, como asi también de los carbohidratos
asociados a ellas, y de Rhbdd2, podria proporcionar informacién bésica para
comprender el rol biolégico de estas proteinas en la formacién y diferenciaciéon de los
epitelios.

En el presente estudio, se seleccionaron las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac porque son
mucinas estudiadas en el ser humano que se expresan en epitelios de la glandula
mamaria, del colon, y del estémago y aparato respiratorio, respectivamente y resulta
muy interesante su estudio en el desarrollo.

Por otra parte, las neoplasias malignas originadas en esas localizaciones son muy
frecuentes en los seres humanos. Estas mucinas, en los epitelios neoplasicos, sufren
alteraciones que se manifiestan en su expresién, ya sea disminuyendo o aumentando la
misma, o bien cambiando su patrén de expresiéon. Se ha encontrado que estos cambios
estarian involucrados en el crecimiento y diseminacién tumoral, que, en tultima

instancia, es la causa de muerte del paciente portador de un tumor maligno.
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Objetivos

1. Objetivo general.

Analizar el patréon de expresion y la localizacion especifica de las mucinas y de Rhbdd?2,
como asi también de los antigenos carbohidratos asociados, en los epitelios normales de
distintos estadios de desarrollo prenatal de la rata, y comparar con los patrones de
expresion hallados en ratas adultas. Por otra parte, se procura estudiar la expresion y
localizacion especifica de las mucinas en diferentes estadios de desarrollo postnatal de la
glandula mamaria y comparar con los patrones de expresiéon hallados en neoplasias
mamarias de rata. El cdncer de mama constituye la primera causa de muerte por
tumores en mujeres en el mundo. En Argentina, se producen 5400 muertes por afio a
causa de esta enfermedad y se estima que se producirdn 18000 casos nuevos por afio.
Las mucinas son glicoproteinas que se expresan en los epitelios normales y sufren
alteraciones en los neoplésicos que favorecen su crecimiento y diferenciacion. La MUC1
es la mucina caracteristica de la glandula mamaria normal y neoplasica y hasta se la ha
propuesto como posible blanco para inmunoterapia. Es por ello que se escogié a la
glandula mamaria como modelo de desarrollo en el cual comparar los patrones de
expresion de las mucinas entre células tumorales y células normales en crecimiento.

Esta informacién podria proporcionar una mayor comprension acerca del rol biolégico
de estas proteinas y carbohidratos asociados, en la formacién y diferenciacién normal de
los epitelios, como asi también establecer ~modelos de desarrollo, con fines

comparativos de los procesos patolégicos que afectan a los epitelios.

2. Objetivos especificos.

Los objetivos del presente estudio pueden resumirse en los siguientes puntos:
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v

Estudiar la expresién celular y tisular de las mucinas Mucl (mucina asociada a
membrana), Muc2 y Mucbac (mucinas secretadas), y de Rhbdd2, con el empleo
de anticuerpos especificos, en eséfago, estdbmago, intestino delgado y grueso,
péancreas, higado, trdquea, pulmoén, rifion y piel normales adultos y en los
distintos estadios del desarrollo de la rata.

Comparar el patron de expresiéon embrionario con el hallado en neonatos y
adultos.

Analizar la expresién de los genes que codifican para las mucinas mencionadas a
nivel de la proteina y del ARN mensajero.

Estudiar la localizacion celular y tisular de los antigenos carbohidratos asociados
a mucinas: Tn, TF, Lewis x (Le x) y sialil Lewis x (sLe x), en diversos tejidos
epiteliales normales adultos y en los distintos estadios del desarrollo de la rata.
Comparar el patrén de expresion embrionario con el hallado en neonatos y
adultos.

Estudiar la localizacién celular y tisular de las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac,
con el empleo de anticuerpos especificos, durante el desarrollo postnatal de la
glandula mamaria de la rata.

Comparar dicha expresién con la hallada en tumores mamarios de rata.

Analizar la expresion de los genes que codifican para las mucinas mencionadas,
en los distintos estadios de desarrollo de la glandula mamaria y en los tumores

asociados a la misma, a nivel del ARN mensajero.
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Materiales y métodos

1.  Grupo de estudio y muestras.

1.1.  _Animales.
Se emplearon embriones y fetos de ratas (Rattus norvegicus, variedad Wistar) de 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 y 20 dias de gestacién (13G, 14G, 15G, 16G, 17G, 18G, 19G y 20G),
neonatos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 y 25 dias de nacimiento (1DP, 2DP, 3DP, 4DP,
5DP, 6DP, 7DP, 8DP, 9DP, 10DP, 15DP Y 25DP) y adultos de 2-3 meses, de 12 meses y de
24 meses de vida. Se estudiaron 8 individuos de cada uno de los momentos de
desarrollo analizados.
Las ratas empleadas pertenecian a la cepa WKAH/Hok y fueron criadas y producidas
en sistema cerrado bajo barreras en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata.
El momento de la cépula, determinado por la presencia de un tapén vaginal en la
hembra, fue considerado como el dia cero de la gestacién [Theiler K, 1989].
Los 6rganos estudiados fueron: eséfago, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso,
péancreas, higado, glandulas salivales, traquea, pulmon, rifién, piel y glandula mamaria.
Este trabajo de investigacion fue realizado conforme a la Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the National Institute of Health (NIH, USA, Publication N°
85-23, revised 1996). Los animales fueron sacrificados en cdmaras conteniendo COa.
Inmediatamente fueron disecados y los fetos removidos. Se utilizé material quirargico

esterilizado y se trabajo6 sobre hielo.

1.2. Procesamiento de muestras embrionarias y fetales.

Los embriones y fetos fueron obtenidos por laparotomia e histerectomia de las hembras

prefiadas. Luego de la extirpacién del saco embrionario, se procedi6 a la separacién de
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los fetos de diferentes momentos de la gestacion en grupos, cada uno de los cuales

recibi6 el tratamiento indicado para su uso en el estudio de acuerdo a la metodologia

empleada:

Para la técnica de inmunohistoquimica (IHQ), los fetos fueron lavados en buffer
fosfato salino (PBS) 0,01 M pH= 74, fijados en una solucién de PBS/formaldehido
10% durante 3 horas y pasados por 3 series de alcohol etilico 30%, 50% y 70%, de 20
minutos cada una.

Para el andlisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
(SDS/PAGE) y western blot (WB) se procedi6 a la diseccion de fetos de 16, 17, 18, 19
y 20 dias de gestacién. Se obtuvieron los érganos que luego fueron colocados en
buffer de lisis (TRIS 10 mM, CINa 150 mM vy fenil metil sulfonil fluoruro 1 mM,
PMSF) pH= 7,4 en una relacién 4 ml/g para su posterior homogeneizacion.

Para el anélisis de la expresion a nivel del ARN mensajero, fetos de 16, 17,18, 19y
20 dias de desarrollo fueron disecados y los érganos removidos, colocados en ARN
Later® (Invitrogen Corp., CA, EEUU) a - 20° C a fin de conservar la integridad de la

muestra, para la posterior purificacién del ARN total especifica de tejido.

1.3. Procesamiento de muestras de neonatos y adultos.

Para su procesamiento, los animales neonatos y adultos, fueron disecados y de cada uno

se extrajeron los siguientes 6rganos: eséfago, estomago, intestino delgado (duodeno),

intestino grueso (colon), glandulas salivales, pancreas, higado, trdquea, pulmén, rifién,

piel y glandula mamaria. Considerando las distintas etapas en el desarrollo postnatal de

la glandula mamaria comentadas en la introduccién, se incluyeron muestras de

glandula mamaria de las siguientes etapas: juvenil (7DP), prepuberal (15DP), puberal
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(25DP), adulta virgen (60DP), prefiez (12G - 20G), lactancia, involucién post-lactancia (10
dias post-destete) e involucion senil (24 meses de vida). También se analizaron muestras
de carcinomas y lesiones tisulares benignas asociadas a la glandula mamaria, obtenidas
de ratas adultas de 22 meses de vida.

Luego de la disecciéon, de cada organo se extrajeron 8 porciones de tejido de
aproximadamente 2 cm? que fueron colocadas sobre capsulas de Petri y lavadas con PBS
frio. Tres de ellas fueron fijadas en PBS/formaldehido 10%, otras tres fueron incluidas
en buffer de lisis, para su posterior homogeneizacién, y las otras dos porciones de tejido,
fueron colocadas en ARN Later® a - 20° C a fin de conservar la integridad de la muestra,

para el posterior andlisis de expresiéon a nivel del ARNm.

2. Anticuerpos utilizados.
Se emplearon anticuerpos monoclonales (AMo) y policlonales (APo) dirigidos contra las
mucinas y carbohidratos asociados a ellas. En la Tabla 2 se detallan los anticuerpos

utilizados.

Tabla 2. Descripcion de anticuerpos.

Antigeno Epitope Anticuerpo | Isotipo y Fuente Referencia
MUCICT SSLSYNTPAVAATSANL (altimos | CT33 IgG conejo, APo Croce et al., 2006
17 aa)

MUC1 Secuencia peptidica N-terminal EP1024Y IgG conejo, AMo ABCAM

MUC2 Secuencia peptidica C-terminal H-300 IgG conejo, APo Santa Cruz
Biotechnology,
Inc.

MUC5AC ND 45M1 IgG1 ratén, AMo Bara et al., 1991

RHBDD2 Secuencia peptidica 18 aa TA306891 IgG conejo, APo ORIGENE
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Lewis x Galf1-4GlcNAcp1-3Gal-R KM380 IgM ratén, AMo Hanai et al., 1986
Sialil Lewis x | NeuAc2-3Galp1-4GIcNAcf1-3Gal-R | KM93 IgM ratén, AMo Hanai et al., 1986
Tn GalNAca-R HB-Tn1 IgM ratén, AMo DAKO
TF Galp1-3GalNAcal-R HB-T1 IgM ratén, AMo DAKO

TF= antigeno Thomsen- Friedenreich. AMo: anticuerpo monoclonal; APo: anticuerpo policlonal.

3. Inmunohistoquimica (IHQ).

Luego de la fijacion y deshidratacion en etanol, las muestras fueron lavadas en xilol e
incluidas en parafina. Se realizaron cortes histologicos de 3 um de espesor con la
utilizaciéon de un micrétomo. De cada muestra se colore6é un corte con hematoxilina-
eosina para el analisis morfolégico.

La técnica de IHQ fue desarrollada de acuerdo al procedimiento habitual [Croce et al.,
2003]. Para la recuperacién antigénica se incubaron las muestras en buffer citrato de
sodio 10mM a 100° C, 5 minutos. Luego de 3 lavados con PBS, se incubaron con el
anticuerpo primario correspondiente, durante toda la noche a 4° C; se hicieron 3 lavados
con PBS y se adicioné el segundo anticuerpo unido a peroxidasa, durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Para la visualizacion de la inmunotinciéon se utiliz6
diaminobencidina como sustrato (DAB) (SIGMA). Finalmente, los cortes histolégicos
fueron tefiidos con hematoxilina (BIOPUR, Argentina), como coloracién de contraste.
Los controles negativos fueron incubados con PBS en reemplazo del anticuerpo
primario. Las muestras fueron examinadas y analizadas con un microscopio 6ptico. Se
registr6 el patrén de inmunotincién semicuantitativamente, como ausente (-), leve (+),
moderado (++) o fuerte (+++) [Feickert et al., 1990]. Para la evaluacion se diferencié la
inmunotinciéon del citoplasma, membrana plasmatica y nucleo. Las células fueron

consideradas positivas cuando al menos uno de estos componentes lo era y la marcaciéon
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se clasific6 como: citoplasmica, lineal (membranosa), nuclear, o mixta [Renkonen et al.,

1997; Croce et al., 1997; Luna Moré et al., 2001].

4. Obtencién de homogenados y fracciones subcelulares.

La técnica se llevd a cabo segun el procedimiento habitual en nuestro laboratorio
[Lacunza et al., 2009]. Las muestras colocadas en buffer de lisis fueron homogeneizadas
con la utilizacién de un equipo politrén PT1200 y el homogenado resultante fue pasado
luego por un kit de disociacién celular (SIGMA) y colocado en un tubo de centrifuga. De
una primera centrifugacion (1500 rpm, durante 15 minutos) se obtuvo un precipitado
correspondiente a la fracciéon nuclear. El sobrenadante (homogenado) se centrifugé a
40000 rpm durante 30 minutos a 4° C, obteniéndose asi un precipitado correspondiente a
la fracciéon membrana y un sobrenadante denominado fraccién citoplasmaética. Estas
fracciones, fueron dializadas en tubos de didlisis sumergidos en PBS durante 48 horas y
en agua destilada otras 48 horas a temperatura ambiente. Finalmente, fueron

concentradas con aztcar y almacenadas a -20° C hasta su posterior utilizacion.

5. Medicién de la concentracién proteica mediante el método de Bradford.

Se midi6 la concentracién proteica de las fracciones subcelulares obtenidas mediante el
método de Bradford [Kruger, 1994]. El ensayo se realiz6é en microplacas de PVC, de 96
pocillos y fondo plano, flexibles (Greiner 96 flat). Se utiliz6 un lector de placas para
medir los niveles de absorbancia de las muestras. De acuerdo al valor de absorbancia
obtenido, se calcul6 el valor de la concentracién gréfica y analiticamente. Finalmente, se
ajust6 el valor de las concentraciones a1 - 10 ug/ml.

El método se basa en la unién del colorante Coomasie blue G250 (SIGMA) a la proteina.

El mismo se halla en diversas formas iénicas, siendo la forma mds anidénica, la que tiene
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la capacidad de enlazarse a la proteina. Esta forma presenta una coloracién azul y una
absorbancia maxima de 590 nm. Por lo que es posible estimar la cantidad de proteina en
una muestra determinando la cantidad de colorante en la forma iénica azul. Esto se

logra mediante la mediciéon de la absorbancia en la solucién a 590 nm.

6. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS/PAGE).

Las fracciones subcelulares fueron analizadas mediante electroforesis en geles
discontinuos de poliacrilamida [Lacunza et al., 2009]. Se utilizaron distintas
concentraciones de poliacrilamida en las fases de resolving/stacking segtn el ensayo:
12,5%/4%, 10%/4% y 8% /4%. Las muestras fueron previamente tratadas con glicerol,
SDS 25% (SIGMA, Chemical Co., St. Louis, USA) y 2-Mercaptoetanol (SIGMA) en una
relacion 2:1 (en condiciones reductoras) o sin 2-mercaptoetanol (en condiciones no
reductoras). Luego fueron calentadas a 90° C durante 5 minutos. Se sembré de 40- 50 pg
de muestra por calle y se efectud la corrida electroforética en un equipo vertical (GIBCO
BRL 250, EEUU) a voltaje constante (120 V) durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez resueltas las proteinas, los geles fueron fijados en una solucién de metanol 40%
y acido acético 7% durante toda la noche y coloreados con Coomasie blue, o transferidos

a membranas de nitrocelulosa.

7. Western blot (WB).

Las proteinas resueltas en el gel fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
(Protran; Schleicher & Schuell; Bioscience, Germany) [Towbin et al., 1979]. La
electrotransferencia se realiz6é a voltaje constante 150 V en un equipo vertical (GIBCO

BRL 250, EEUU) durante 1 hora 30 minutos. Los sitios inespecificos se bloquearon

59



Materiales y métodos

incubando las membranas en leche descremada en polvo diluida al 3% en PBS/Tween-
20 0,05% (PBST), en agitacion durante 3 horas a temperatura ambiente. A continuacién
se hicieron 4 lavados de 10 minutos cada uno con PBST. Las membranas se incubaron
luego con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche en agitacion a
4°C. Se lavo 4 veces con PBST y se incubd con el segundo anticuerpo conjugado con
peroxidasa, durante 1 a 3 horas a temperatura ambiente en agitaciéon. Se hicieron 4
lavados con PBST y se procedi6 al revelado de la reaccion.

La deteccion de la sefial se realiz6 en un sistema de quimioluminiscencia y la siguiente
exposicion en una placa radiogréfica. El reactivo quimioluminiscente que se emple6
consiste en la mezcla de volimenes iguales de dos soluciones: la solucién I [buffer Tris
100 mM pH 8,5 luminol 2,5 mM, acido cumaérico 0,5 mM] y la solucién II [H2Oz2al 1% en

buffer Tris 100 mM pH 8,5].

8. Dot blot.

Con el objetivo de determinar las condiciones 6ptimas para la deteccién del antigeno
mediante los distintos anticuerpos empleados en la técnica de WB, se llevé a cabo el
método de Dot blot [Zeder-Lutz et al., 2006]. Una gota (7-12 pl) de homogenado de los
distintos tejidos analizados fue tratada con SDS y 2-mercaptoetanol (en condiciones
reductoras) o sin 2-mercaptoetanol (en condiciones no reductoras), calentada a 90° C
durante 5 minutos y colocada sobre membranas de nitrocelulosa. Se dejé secar al aire y
se bloqued con leche en polvo diluida al 3% en PBST durante 1 hora. A continuacién se
hicieron 3 lavados con PBST y se incub6é con el anticuerpo primario. Los controles
negativos fueron incubados con PBST en lugar del anticuerpo. Se hicieron 3 lavados con

PBST y se incub6 con el anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa. Se revel6
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empleando un sistema de quimioluminiscencia y la siguiente exposicion en una placa

radiografica.

9. Andlisis de la expresion de los transcriptos de Mucl, Muc2 y Mucbac mediante

retrotranscripciéon (RT).

9.1. Obtenciéon de ARN a partir de muestras de tejido fresco.

Se extrajo ARN de las muestras de rifién, pulmén, estémago, intestino delgado y piel
obtenidas en la diseccién de los fetos de 16, 17, 18, 19 y 20 dias de gestacién y de los
neonatos de 4, 5, 6,7, 8, 9 y 10 dias.

Con el fin de evitar la degradacion del ARN, el material biol6gico fue colocado hasta su
utilizacion en tubos eppendorf® con 1 ml de RNAlater® (AMBION, Austin, TX, EEUU)
a -20° C. Se descart6 el RNAlater y se adicion6 1 ml de buffer TRI Reagent® (MRC
Company) [Chomczynski et al., 1987] (Figura 22); se homogeneiz6 con un equipo
Polytron® PT1200 (Kinematica AG, Suiza). Luego, se suplement6 el homogenado con
0,2 ml de cloroformo, se agit6 vigorosamente y se centrifugd a 13.000 rpm en
microcentrifuga durante 10 minutos. Se obtuvo una mezcla en 3 fases: una zona inferior
roja (fase fenol-cloroformo), una interfase y una fase acuosa. Se transfirio la fase acuosa a
un tubo nuevo, se adicioné 0,5 ml de isopropanol para la precipitacion del ARN. Se
centrifugd a 13.000 rpm por 8 minutos, se descartdé el sobrenadante y se lavé el
precipitado con 1 ml de alcohol etilico 75%. Se removié el alcohol de lavado y se dej6
secar brevemente el precipitado al aire. Finalmente, se disolvié el ARN con 25-50 ul de

agua previamente tratada con dietilpirocarbonato (DEPC; Genbiotech).
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9.2. Obtencion de ARN a partir de muestras de tejido parafinado.

Se extrajo ARN de las muestras parafinadas de piel de neonatos de 6 dias de nacimiento
y de adultos de mas de 10 semanas de vida [Liu et al., 2011]. Por otro lado, se llevé a
cabo la extraccion de ARN a partir de muestras parafinadas de glandula mamaria de
neonatos de 7, 15 y 25 dias (etapa juvenil, prepuberal y puberal) y de adultos en etapas
de prefiez (temprana y avanzada, 14 y 20 dias de gestacion, respectivamente), lactancia e

involucién, post-lactancia y senil (24 meses de vida).

muestra

Homogeneizacion
con TRI Reagent®

<+—— Adicion de cloroformo y centrifugado

L Transferencia de fase acuosa
\ atubo nuevo

——3 1
= 10 ropanol

r — Disolucién del ARN
Fase acuosa } ContieneARN ———> E— All;;leapltaapn del |, | avado con etanol| — precipitado en agua
Yoyl tratada con DEPC

Faseintermedia

Fase orgénica Contiene ADNy proteinas

Figura 22. Esquema representativo de la técnica de extraccion de ARN empleada.

Se realizaron 6 cortes histolégicos de 10 um de espesor con la utilizaciéon de un
micrétomo y se colocaron en tubos libres de ARNasa. Se adicionaron rdpidamente 800 pl
de buffer TRI Reagent® (Genbiotech, Argentina) y 100 ul de proteinasa K (20mg/ml). Se
mezclé en vortex y se incubd a 55 °C durante 1 h. Luego se llevé a 70°C durante 10 min
para desactivar a la proteinasa K. Se suplementé el homogenado con 0,2 ml de
cloroformo y se procedi6é de igual forma en que se mencioné previamente para la

obtenciéon de ARN a partir de muestras de tejido fresco.
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9.3.  Electroforesis desnaturalizante y control de calidad del ARN.

Uno de los parametros que gobierna la migraciéon de los acidos nucleicos en un campo
eléctrico es la conformaciéon molecular: la estructura secundaria o “ARN en horquilla”
impide la separacion electroforética basada solamente en el peso molecular. Algunas
moléculas de ARN, de las cuales el ARNt es el mejor ejemplo, manifiestan una
complementariedad de bases tan alta que la misma molécula adquiere una estructura
terciaria estable. Por lo tanto, moléculas de ARN idénticas que exhiben grados de
variacion en el apareamiento intramolecular de pares de bases, migrardn hacia el &nodo
a diferentes velocidades, resultando en una mancha difusa en el gel correspondiente a
los distintos transcriptos de ARN. Para evitar este problema, la electroforesis de ARN se
llevé a cabo en condiciones desnaturalizantes [Chomczynski et al., 1993]. Asimismo,
como resultado de ésta y debido a que el ARNTr es el producto predominante de la
transcripcion (80 - 85% del ARN celular), una alicuota del ARN total deberia resolverse
electroforéticamente en dos bandas claramente distinguibles, correspondientes a los
ARNr 285 y 18S. La aparicion de estas dos bandas es evidencia suficiente de la
integridad de la muestra, es decir que el ARN no se halle degradado.

La electroforesis desnaturalizante se llevé a cabo en un gel de agarosa 1,2% tratado con
10 ml de buffer MOPS 10x (Promega) y 5 ml de formaldehido 37%. Para la preparacion
de las muestras se mezclaron 4,7 ul de ARN, 2 ul de buffer MOPS 5x, 3,3 ul de
formaldehido y 10 ul de formamida; se desnaturalizaron a 65° C durante 10 minutos y se
adicionaron luego 4 pl de azul de bromofenol. La corrida electroforética se efectué a 5
voltios por centimetro de longitud del gel. Se utilizaron pipetas, puntas y tubos tipo
eppendorf® esterilizados y libres de RNAsa. El area de trabajo fue previamente tratada

con RNase away (AMBION, Austin, TX, EEUU).
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9.4. Sintesis de ADNc mediante RT-PCR.

Previo a la reaccion de RT-PCR las muestras de ARN fueron tratadas con
Desoxirribonucleasa I (DNasal) (Fermentas Life Sciences, Harrington Crt, Burlington,
Ontario, Canada); en un tubo eppendorf® se mezclaron 7,5 pul de las muestras de ARN, 1
ul de buffer de reaccién 10x (Fermentas Life Sciences) y 1,5 pl de DNasal (1 U/pl). Se
incubé a 37° C durante 30 minutos y se adicioné luego 1 pl de EDTA 25 mM,
incubandose durante 10 minutos a 65° C [Lacunza et al., 2009].

A continuacién se mezclaron en un tubo eppendorf® 10 ul del ARN total, tratado con
DNasal, con 1 pl de DNTPs 10 mM (Genbiotech) y 1 pl de oligonucleétidos (dT) 18
10uM (Genbiotech, Argentina) que se unen complementariamente a la cola de poli-A del
ARN mensajero. Se desnaturaliz6 la mezcla a 65° C, 5 minutos, se enfri6 con hielo y se
agregaron los siguientes componentes: 4 ul de buffer (Genbiotech), 2 ul de DTT 100 mM
(Genbiotech), 0,25 ul de transcriptasa reversa Super Script IIRT (Life Technologies) y
1,75 pl de agua tratada con DEPC (Genbiotech). Se mezclé la solucién, se centrifugd
brevemente y se incub6 en termociclador a 42° C durante 2 horas y a 70° C durante 15
minutos. El ADNc obtenido (volumen final 20 pl) se almacend en freezer hasta su

utilizacion.

9.5. Medicion de la concentracion de ADNc.

Se midié la concentracion de ADNc de las muestras estudiadas mediante un
espectrofotometro NanoDrop 2000® y se emplearon concentraciones de 400 a 500 ng en

las reacciones PCR segtn el cebador analizado.
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9.6. Cebadores (Primers).

En la Tabla 3 se describen las secuencias de oligonucle6tidos que se emplearon en el
andlisis de la expresiéon de las mucinas Mucl, Muc2 y Muc5ac mediante RT-PCR.
También se incluyen las secuencias de los cebadores empleados para el andlisis de la

expresion del ARN 185, el cual se utiliz6 como transcripto de referencia (normalizador).

Tabla 3: Descripcion de la secuencia de oligonucledtidos que se emplearon en el analisis de
RT-PCR

Transcripto | Cebadores Referencia

Mucl Forward: 5’ ACACCCATGGGCGCTATGT-3’ Lacunza et al.,
Reverse: 5'-AAGTTGGCAGAAGTGGCTG-3’ 2009

Muc2 Forward: 5-CAGAGTGCATCAGTGGCTGT-3’ Amit-Romach
Reverse: 5'-CCCGTCGAAGGTGATGTAGT-3’ et al., 2006

Mucbac Forward: 5-AACTCTGCCCACCACAAGC-3’ Li et al., 2007
Reverse:5-TGCCATCTATCCAATCAGTCCAAT-3'

ARN 18S Forward: 5- GTAACCCGTTGAACCCCATT- 3~ Schmittgen et
Reverse: 5'- CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3" al., 2000

Con el objeto de analizar a priori la eficiencia de los cebadores seleccionados y el tamafio
de los fragmentos de amplificacion se empled el programa Primer-BLAST (Basic Local
Alignment Search Tools). Este programa permite comparar las secuencias de los
cebadores con secuencias previamente depositadas en bases de datos, buscando

similitudes entre las mismas.

Primer pair 1

Hq:i.lu:lu i 1':' =3% 1 |:||.Jrh Tm GCHY Sell ¢ ||-|“||-l|-|u|-||'|.||lll:|l
Forward primer ACACCCATGGGLGCTATGT 19 557 57 B3 oo

Reverss piiman AAGTTGGCAGAAGTGGECTG 19 5251 5263 300

Fraducts on target templates

Rattus norvagicus mucin 1, cell suface assaciated (Mucl), mRNA

product length —

Forward primer 1 ACA ATGEGCECTATGT 19
Template 189 R N = | .. 1911

Reverse primer 1 AAGTTGECAGAAGTGGCTE 10
Template 2019 ....cveeCuvccnns T.. 2001
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Primer pair 1

Sequence {3->1) Length Tm GLC% Sell complementanity
Forwand primes CAGAGTGCATCAGTGGCTGT 20 G452 5500 400
Reveise priime CCCGTCGAAGGTGATGTAGT 20 6341 5500 60D

Products on taigel lemplates

> Q00725730 2 PREDICTED: Rattus norvegicus mucn 2, oligoment mucus/gekforming (Muc2), mRMNA

product length

Forward primer 1 CAGAGTGCATCAGTGGCTGT 2
Template . 2274
Feverse primer 1 COCGTCGAAGGTGATGTAGT 20
Template JEPE i isssssssssssssmees 2477
Primer pair 1
Sequence {3517 Length  Tim GC%  Sell complementarity
Forward pilme AACTCTGCCCACCACAMGT 19 471 &789 200
Reverse primer TGCCATCTATCCAATCAGTCCAAT 24 533 ME7 3

Products on target tamplates
2 001063331, 3 PREDICTED: Rattus norvagicus mucin SAC, oligamenc mucus/gekforming (MucSac), mRNA

product length =

Forwacd primer 1 AACTCTERCCCACCACAAGT 189
Temp late 692 .iiiiciassrinnnaass AT10
Reverse primer 1 TOCCATCTATCCAATCAGTCCAAT 24
Template B seccsscssssssnanssssaaans  BELY
Primer pair 1
Saquance (5°-»17) Langth Tin GC%  Self complamantarity
Fovward primes GTAACCCGTTGAACCCCATT 20 SB09 SD0O0 SO0
Raverse prime CCATCCAATCGETAGTAGCG 20 6793 &500 &S00

Products an target templates

»NE_046237 .1 Rattus norvegicus 18S ribosomal RNA (Rn18s). rbosomal RNA
product length -'

Forward primer 1 GTAACCCGTTGAACCCCATT 20
Template 1682 ittt cntnnrnnns 1601
Reverse primer 1 CCATCCAATCGGTAGTAGCG 20
Template B 1713

Segun el programa Primer-BLAST, con el empleo de los cebadores seleccionados para el
analisis de la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac de la rata Rattus
norvegicus se obtendran fragmentos de amplificacion de 127 pb, 242 pb y 149 pb,
respectivamente. Mientras que con el empleo de los cebadores utilizados para el estudio

de la expresion del ARN 18S se obtendran fragmentos de 151 pb.
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9.7. Deteccion de los productos de amplificacion de Mucl, Muc2, Mucsac y ARN

18S mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Obtenido el ADNc de los distintos tejidos analizados, para las reacciones de
amplificacion se utiliz6 2,5 pl de Buffer PCR (Promega, Madison, Wisconsin, EEUU), 1 pl
de MgCl> 2 mM (Promega), 2,5 pl de DNTP’s 2 mM, 0,5 ul de cada uno de los cebadores
(F y R1) en una concentraciéon de 12,5 picomoles/ pl, 0,2 pul de Taq Polimerasa
(Promega), 2-8 pl de muestra (400 a 500 ng) y 10- 16 pl de agua [Abba et al., 2009]. Las
condiciones de ciclado para cada uno de los genes en estudio incluyeron:
- Mucl: una desnaturalizacién inicial de 2 min a 94° C; 40 ciclos de 1 min a 94° C,
40 seg a 57° Cy 1 min a 72° C; y una extension final de 5 min a 72° C.
- Muc2: una desnaturalizacién inicial de 5 min a 94°C, 40 ciclos de 30 seg a 94°C, 1
min a 60°C y 30 seg a 68°C; y una extension final de 7 min a 68°C.
- Muc5ac: una desnaturalizacién inicial de 3 min a 95°C, 45 ciclos de 20 seg a 94°C,
20 seg a 65°C y 20 seg a 72°C; y una extension final de 2 min a 72°C.
- ARN 18S: una desnaturalizacién inicial de 2 min a 94°C; 35 ciclos de 40 seg a
94°C, 50 seg a 50°C y 30 seg a 72°C; y una extension final de 5 min a 72°C.

Se sembraron 6 pl del amplificado en un gel de poliacrilamida 8% y se tifi6 con plata.

10. Andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos mediante la técnica IHQ fueron analizados con el empleo de la
Prueba de Chi cuadrado de Pearson (x?), la evaluacion de los coeficientes de asociacion
Gamma y Tau-b de Kendall, la confeccion de mapas de calor y agrupamientos

jerarquicos, y por ultimo, el analisis factorial.
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10.1. Prueba de Chi Cuadrado de Pearson (y?).

Para la estimaciéon del grado de asociacion entre dos variables de tipo cualitativo se
empled la prueba de Chi Cuadrado (x?) con la correccion de Yates [Greenberg et al.,
2001]. Algunos autores sugieren que, con muestras pequefias, esta correccién permite
que el estadistico x? se ajuste mejor a las probabilidades de la distribucién x? (Pérez,
2001). La misma consiste en restar 0,5 puntos al valor absoluto de la diferencias (O - E)

del estadistico x2, antes de elevarlo al cuadrado.

x2= Z[(O-E)-05]
E

Donde O es la frecuencia absoluta observada y E es la frecuencia absoluta esperada o
tedrica.

Se consideraron diferencias estadisticamente significativas a los valores de p<0,05.

10.2. Coeficiente Gamma (y) de Goodman y Kruskal y coeficiente de correlacion de

Kendall.

Las medidas de asociacion Gamma y Tau-b de Kendall se basan en el nimero de
concordancias y discordancias que aparecen al comparar las puntuaciones asignadas a
los mismos casos segtin dos criterios diferentes.
Las medidas Gamma y Tau-b de Kendall estiman el grado y tipo de asociacién entre dos
variables cualitativas, con distinto naimero de categorias cualitativas en escala ordinal.
El coeficiente Gamma (y) toma valores entre [-1, 1].

y=C-D/C+D

C = total de concordancias. D= total de discordancias
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Este analisis excluye los valores idénticos entre ambas variables (E, empates).

El coeficiente Tau incluye las situaciones de empate en su andlisis, y toma también
valores entre [-1, 1] [Greenberg et al., 2001].

El coeficiente Tau-b de Kendall incluye los empates considerando por separado los que

aparecen en la variable X1 (Ex1) y los que aparecen en la variable X2 (Ex2).

T = C-D/V (C+D+Ex) (C+D+Ex)

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el empleo del programa de anélisis

estadistico SPSS Statistics 17.0%-

10.3. Andlisis mediante mapas de calor y agrupamientos jerdrguicos.

Se realiz6 una matriz de expresion en la que las filas corresponden a las muestras y las
columnas a los antigenos. En la intersecciéon de cada antigeno con cada muestra se
coloco el valor de expresion codificado segtn la intensidad de reaccién: 1- leve; 2-
moderada; 3- fuerte y 0 cuando no hubo reacciéon. Obtenida la matriz, se emple6 el
programa Multiexperiment Viewer® [Saeed et al., 2006] para representar gréficamente la
matriz como un mapa de calor y para aplicar el método estadistico no supervisado de
agrupamientos jerarquicos, el cual permite agrupar las muestras y antigenos en grupos

con perfiles similares [Hastie et al., 2009].

10.4. Anadlisis Factorial.

El analisis factorial es una técnica de reduccion de datos que sirve para encontrar grupos
homogéneos de variables a partir de un conjunto numeroso de variables. Esos grupos

homogéneos se forman con las variables que correlacionan mucho entre si y
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procurando, inicialmente, que unos grupos sean independientes de otros. El analisis
factorial consta de cuatro fases caracteristicas: el calculo de una matriz capaz de expresar
la variabilidad conjunta de todas las variables, la extraccion del namero 6ptimo de
factores, la rotacion de la solucién para facilitar su interpretacion y la estimacién de las
puntuaciones de los sujetos en las nuevas dimensiones [Pérez, 2001]. La matriz
analizada por defecto es la matriz de correlaciones entre las variables incluidas en el
estudio, es decir, los coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre cada par de
variables.

El coeficiente de correlaciéon de Pearson (r) toma valores entre [-1, 1]. Un valor de r
cercano a 1, sugiere una correlacién positiva entre las variables, es decir que si una de
ellas aumenta, la otra también lo hace. Si r se aproxima a -1 se habla de correlaciéon
negativa, esto implica que si una variable aumenta, la otra disminuye Mientras que r = 0
indica que no hay relacién lineal entre las variables [Wesstein, 2002].

El anélisis factorial se realiz6 mediante el empleo del programa de anélisis estadistico

SPSS Statistics 17.0®
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Resultados

1. Andlisis de la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac, de los antigenos

carbohidratos Tn, TF, Le x y sLe x y de Rhbdd2 en tejidos adultos.

1.1. Mucl, Muc2 y Mucbac.

Se analiz6 la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac con los Acs CT33, H-300 y
45M1, respectivamente, en diferentes 6rganos de rata adulta no prefiada.

La mucina 1 se expres6 en un 100% (8/8) en las muestras de pancreas, en un 75% (6/8)
de las de estémago, en un 62,5% (5/8) de las de intestino delgado, glandulas salivales,
higado, pulmén y rifién, en un 37,5% (3/8) de las de intestino grueso, eséfago y traquea.
En glandula mamaria y en piel no se observé reaccion (Figura 23). El patron de
expresion en todos los casos fue predominantemente apical, si bien algunas muestras
mostraron un patrén mixto (Lamina I, Figura 25).

Muc2 se expres6 en un 100% (8/8) de las muestras de intestino delgado e intestino
grueso y en un 62,5% (5/8) de las de estémago. En los demas tejidos analizados no se
hall6 expresion de la mucina (Figura 23).

En intestino delgado y grueso, la reaccién se visualizé predominantemente a nivel de las
células caliciformes y en el contenido luminal (Ldmina I, Figura 26, A y B). Mientras que
el estbmago mostré reaccion en las células mucosas superficiales y glandulares (Lamina
I, Figura 26, C).

Mucbac se expres6 en un 75% (6/8) de las muestras de estébmago, en un 62,5% (5/8) de
las de trdquea y pulmon, y en un 25% (2/8) de las de piel (Figura 23). En estémago la
reaccion se restringi6 a la superficie epitelial de revestimiento y glandular (Lamina II,
Figura 27, A) mientras que en tradquea y pulmoén fueron reactivas las células caliciformes.

En piel se observo reaccion a nivel de las glandulas sebaceas (Lamina 11, Figura 27, B).
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Estos resultados demuestran la especificidad de los Acs en el reconocimiento de los

antigenos Mucl, Muc2 y Mucbac.
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Figura 23. Resultados hallados mediante IHQ de la expresién de Mucl, Muc2 y Mucbac en tejidos de rata

1.2.  Antigenos carbohidratos Tn, TF, Le x y sLe x.

En el andlisis de los antigenos carbohidratos se encontré reaccién del antigeno Tn en el
100% (8/8) de las muestras de estomago, el 62,5% (5/8) de las de intestino delgado e
intestino grueso, el 37,5% (3/8) de glandulas salivales y rifién (Figura 24). En todos los

casos el patron de expresion fue mixto apical (Lamina II, Figura 28 A). TF mostr6é
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reacciéon en un 75% (6/8) de rifién, 62,5% (5/8) de estomago, 37,5% (3/8) de intestino
delgado y grueso, glandula salival y piel (Figura 24). El patrén de expresiéon fue

predominantemente lineal (Ldmina II, Figura 28 B).
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Figura 24. Resultados hallados mediante IHQ de la expresién de los antigenos carbohidratos Tn, TF, Le x y
sLe x en tejidos de rata adulta.

Le x reaccion6 positivamente en un 62,5% (5/8) de las muestras de intestino delgado y
rifién (Figura 24) y en un 37,5% (3/8) de las de estémago e intestino grueso, mostrando
un patrén de expresion mixto apical (Lamina II, Figura 28 C). Con KM93, no se observé

reaccion en ninguna de las muestras analizadas.
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Figura 25. IHQ realizada con el empleo del Ac anti-MUC1 de (A, 1000x) pancreas, donde se visualiza el patrén

predominantemente apical y (B, 400x) pulmén, en el que puede observarse una reacciéon mixta a nivel del

bronquiolo. Las flechas sefialan la reaccién positiva.
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Figura 26. IHQ realizada con el empleo del Ac anti-
MUC2 (400x) de tejidos adultos. A y B- intestino
delgado (A) e intestino grueso (B), en ambos casos la
reaccion se restringe a las células caliciformes y la
secrecion. C- estémago, se observa la region

glandular con reaccién en las células mucosas.
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Figura 27. IHQ realizadas con el empleo del AMo anti-MUC5AC de (A, 400x) estémago, donde se observa una
reaccion citopldsmica apical en glandulas y superficie de revestimiento, (B, 1000x) piel de rata adulta, donde la

reaccion se restringié a las células de las glandulas sebédceas con un patrén citoplasmico de expresion. Gse=

Figura 28. IHQ realizadas con el empleo de AMo
dirigidos contra antigenos carbohidratos:

A) Corte histolégico de glandula salival incubado
con el AMo HB-Tnl (anti Tn) (400x). Se
visualiza reaccién mixta apical a nivel de los
acinos mucosos de la glandula;

B) Corte histolégico de rifion incubado con el
AMo HB-T1 (anti TF) (400x). Se observa
reaccién predominantemente lineal a nivel de
los corptisculos renales;

C) Corte histoldgico de intestino grueso incubado

con el AMo KM380 (anti Le x) (400x). Se

muestra la regiéon glandular con un patrén de

reaccién mixto apical.
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1.3. Romboide (Rhbdd?2).

El anticuerpo policlonal TA306891 fue empleado para identificar y localizar la expresiéon
del gen Rhbdd2 en distintos tejidos de la rata adulta.

Rhbdd2 se expresé en el 100% (8/8) de las muestras de estémago, intestino delgado,
higado y rifién, en el 75% (6/8) de las de pulmoén y piel, en el 62,5% (5/8) de las
muestras de pdancreas, mientras que en gldndula mamaria, glandulas salivales e
intestino grueso se observé un 37,5% (3/8) de expresion, siendo en la mayor parte de los

casos el patréon predominantemente mixto (Figura 29).

Rhbdd2
100
g
w
-1
B
5 807
P
w
[~ ]
w
n
géo_
LE]
w
2=
°
w 40+
g
13
8
.EZO-
o o it} i) I = = = = =
T ¢ § § € § § 8§ & § g £
Lg = [l [l e o = =] = [l
] = = = 5 5 = = ®
o = o o 2 2 A o
: B g 9
= = £ g
= = g a
] [=]
Tejidos

Figura 29. Resultados hallados mediante IHQ de la expresion de Rhbdd?2 en tejidos de rata adulta.

En estémago la reaccion se restringioé a la porcién glandular (Ldmina III, Figura 30 A),

mientras que en intestino delgado e intestino grueso se observé reaccion a nivel de las
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glandulas de Lieberkiihn, epitelio de revestimiento y secrecién (Lamina III, Figura 30 B).
En estos 6rganos se visualizd predominantemente un patrén de reacciéon mixto y
nuclear. Los hepatocitos mostraron un patrén de expresion citoplasmico y nuclear
(Ldmina III, Figura 30 C), mientras que en los tabulos renales, en bronquios y
bronquiolos se observé un patrén de reacciéon mixto.

Las células secretoras de la glandula mamaria, los acinos serosos y mucosos de las
glandulas salivales, los acinos pancreaticos y los islotes de Langerhans mostraron una
reaccion citoplasmica moderada. Se observé una moderada expresion de Rhbdd2 en las

células secretoras de las glandulas sebaceas de la piel, pero la epidermis fue negativa.
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Figura 30. IHQ realizadas con el empleo
del anticuerpo policlonal dirigido contra
RHBDD2 (1000x) de cortes histolégicos
de estémago (A), intestino delgado (B) e
higado (C) de rata adulta.

En A) se visualiza la region glandular de
la mucosa gastrica con un patréon de
expresion mixto y nuclear. En B) se
observa reaccién positiva a nivel de las
glindulas de Lieberkiihn, el epitelio de
revestimiento y el contenido luminal del
intestino delgado, con un patrén de
expresiéon mixto y nuclear. En C) se
visualiza reaccién positiva en los
hepatocitos, con un patrén citoplasmico
y nuclear.

La flecha sefiala la reacciéon nuclear.
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2. Andlisis de la expresién de las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac en tejidos

embrionarios, fetales y neonatos.

21. Mucl.

Se analiz6 la expresiéon de la mucina Mucl mediante la técnica IHQ en tejidos de
embriones y fetos provenientes de distintos estadios gestacionales y de neonatos de rata.
En la tabla 4 y en las ldminas IV y V se resumen los resultados obtenidos, se observé
reaccion positiva en la mayor parte de los érganos analizados. El patrén de reaccién fue
predominantemente lineal, en la porciéon apical de las células epiteliales. Se observé una
leve reaccién en las muestras de estomago, pulmon y rifién en los embriones de 13 dias
de gestacion (13G). En estémago la reaccion se restringié a la superficie epitelial (Ldmina
IV, Figura 31 A). En los tabulos epiteliales originados a partir de los brotes pulmonares
primordiales y en los tabulos néfricos del rifién en desarrollo se observé un patrén
predominantemente lineal de reacciéon (Ladmina IV, Figura 31 B).

Hacia los 14G se detect6 una reaccion moderada y lineal en el pancreas y en el epitelio
de revestimiento intestinal. En el pancreas se hall6 expresion de Mucl a nivel de las
células epiteliales de los tabulos en desarrollo (Lamina IV, Figura 31 C). En estémago,
pulmoén y rifidn se observé una intensidad de reacciéon mayor que la registrada en 13G.
A los 15G se detecté un aumento en la intensidad de reaccion en las células epiteliales
intestinales, al tiempo que las mismas dejaron de ser ctibicas para convertirse en células
columnares. También se observd expresion de Mucl en las células epiteliales
proliferativas que ocluyen transitoriamente el lumen intestinal (Lamina IV, Figura 31 D).
En los cordones hepaticos del higado embrionario se observé una reacciéon moderada a

partir de los 16G, siendo el tnico de los 6rganos analizados que mostré un patrén
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citoplasmico de expresion (Ladmina IV, Figura 31 E). Por otro lado, el eséfago mostré una
reaccion de leve a moderada con un patrén lineal; el lumen de los tabulos epiteliales
pancreéticos se hizo mas estrecho manteniéndose una intensa expresiéon de Mucl en la
superficie de las células que los tapizan.

Hacia los 17G se detect6 la presencia de acinos secretores en el pancreas, con un patréon
de expresiéon mixto. En estomago, pulmoén y rifién se observé una elevada intensidad de
reaccion. En el epitelio gastrico comenzaron a visualizarse las glandulas en formacién.
De forma similar, se detectaron bronquios, bronquiolos y alvéolos en el pulmén en
desarrollo, con una reaccién restringida a la superficie epitelial de bronquios y
bronquiolos (Lamina V, Figura 32 A).

A partir de los 18G se observé expresion de Mucl en la traquea y en los ductos de las
glandulas salivales (Lamina V, Figura 32 B), con un patrén de reaccién moderado
predominantemente lineal. El epitelio intestinal (Lamina V, Figura 32 C) y la mucosa
gdastrica mostraron una elevada intensidad de reaccién. La mucosa gastrica comenzé a
diferenciarse en mucosa glandular y escamosa, mostrando ambas un patrén
heterogéneo de reaccién ya que en algunas muestras se detect6 una expresiéon mixta,
mientras que en otras muestras se hallé un patrén lineal de reaccion.

Hacia los 19G se visualiz6 un aumento en la intensidad de reacciéon en el epitelio
esofagico.

A partir de los 20G se diferenciaron los acinos serosos y mucosos en las glandulas
salivales, mostrando ambos expresion de Mucl. En el rifibn se detectaron algunos
tabulos néfricos con un patrén de reaccion mixto y otros tabulos con un patrén

predominantemente lineal (Lamina V, Figura 32 D). Las células epiteliales gastricas e
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intestinales y los acinos pancreaticos mostraron un patrén predominantemente mixto
(Lamina V, Figura 32 D).

En las muestras de piel analizadas no se observé expresion de la mucina Mucl.

En neonatos se observé reaccion de Mucl en todos los érganos analizados, con

excepcion de la piel. El patron fue principalmente apical (Tabla 4).

Tabla 4. Intensidad de reaccién hallada mediante IHQ con el empleo del Ac CT33 en los tejidos de
embriones, fetos, neonatos y adultos analizados, registrada como ausente (-), leve (+), moderada (++)
intensa (+++). L= patrén de reaccién lineal, C= patrén de reaccién citopldsmico, M= patrén de reaccién

mixto.

Embriones y Fetos Neonatos Adultos

Dias de gestacion 2 10-12
Organo 13 14 15 16 17 18 19 20 sem sem
Esofago - . U LV T R e R R (V)
Estémago + (L) ++ (L) ++ (L) ++ (L) +++ (L) +++ (L/M) +++ (L/M) +++(M) +++(M) +++(M)
Int. delgado ++ (L) ++ (L) ++(L/M) ++ (L/M) +++(L) +++ (L) +++(M) +++(M) +++(M)
Int. Grueso ++ (L) ++ (L) ++(L/M) ++ (L/M) +++(L) +++ (L) +++(M) +++(M) +++(M)
Pancreas - ++(@L) ++L) +++(L) +++ (L/M) +++(L) +++ (L/M) +++(M) +++(M) +++(M)
Higado - - - H (O O+ (O (O O H(OQ (O
Gl. Salival ++ (L) ++ (L) ++ (L) ++ (L) ++ (L)
Triquea - - - - - ++ (L) ++ (L) ++ (L) ++ (L) ++ (L)
Pulmon + (L) ++ (L) ++ (L) ++(L) +++ (L) +++(L) +++(L) +++(L) +++(L) +++(L)
Rifion + (L) ++ (L) ++ (L) ++ (L) +++ (L) +++ (L) +++ (L/M) +++ (L/M) +++(L/M) +++(L/M)

Piel - - - -

El analisis estadistico realizado arrojé una asociaciéon positiva altamente significativa

(p=0,001) entre la expresion de la mucina 1 y el grado de avance del desarrollo (Tabla 5).

Tabla 5. Medidas de asociaciéon entre la expresién de Mucl y la variable estadio de desarrollo. Se
observa asociacion positiva entre las variables (P<0,001).

Error tip. T Sig.
Valor asint.® aproximada® aproximada
Ordinal por ordinal  Tau-b de Kendall ,305 ,029 10,274 ,000
Gamma 415 ,039 10,274 ,000
N de casos validos 550
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Figura 31. IHQ realizadas con el empleo del Ac
dirigido contra MUC1 de tejidos embrionarios de
rata (400x). (A) estomago y (B) rifién de 13 dias de
gestacion, (C) pancreas de 14 dias, (D) intestino de

15 dias e (E) higado de 16 dias de desarrollo.

Las flechas negras sefialan la reaccion positiva.
La flecha blanca sefala las células epiteliales
proliferativas que ocluyen transitoriamente el

lumen intestinal.

Lamina IV
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Figura 32. IHQ realizadas con el empleo del Ac anti-MUC1 de tejidos fetales de rata. (A) pulmén de 17 dias de

gestacion, (B) glandula salival, y (C) péancreas e intestino de 18 dias de desarrollo, (D) estémago, pancreas y

rifién de 20 dias de gestacion. A, By C = x400, D= x100.

Las flechas sefialan la reaccién positiva.

p= pancreas, i= intestino, es= estomago, r= rifion.

Lamina V
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A fin de caracterizar a la mucina Mucl de rata mediante dot blot, SDS PAGE y WB, se
analizaron homogenados de estémago, intestino delgado, pancreas, pulmén y rifién en
distintos estadios de desarrollo. En este estudio se emple6 el AMo EP1024Y, dirigido
contra la MUC1/Y humana, con el objeto de comprobar, por un lado, la reactividad del
anticuerpo en rata, y por otra parte, detectar posibles isoformas de la Mucl en la rata.

A fin de determinar la reactividad del AMo EP1024Y sobre los homogenados incluidos
en el andlisis, se disefi6 un ensayo de dot blot. Del mismo modo que en la IHQ, se

evidencié una intensa reacciéon en la mayor parte de las muestras estudiadas (Figura

33).

20G 19G 118G 16G

A. Estébmago .. . l I

B. Intestino delgado 20G 19G 18G 17G

20G 19G 17G

o 0006

20G 19G 118G

o . ®e .

E. Rifién 20G 196G

Figura 33. Dot blot. Las membranas fueron sembradas con homogenados de (A) estémago de rata adulta,
de 20, 19, 18 y 16 dias de gestacion, (B) intestino delgado adulto, de 20, 19, 18 y 17 dias de desarrollo, (C)
pancreas adulto, de 20, 19 y 17 dias de gestacién, (D) pulmoén de rata adulta, de 20, 19 y 18 dias de
desarrollo, (E) rifién adulto, de 20, 19 y 17 dias de gestacién. Estos resultados sugieren que el anticuerpo
EP1024Y dirigido contra la MUC1/Y humana, reconoce a la mucina 1 de rata expresada por distintos
tejidos en distintos estadios de gestacion.
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Una vez determinada la reactividad del anticuerpo, se efectué un anélisis de los
homogenados de intestino delgado, pancreas, pulmoén y rifién en distintos estadios de
desarrollo, mediante SDS PAGE al 12,5% y WB, a fin de comparar posibles diferencias
entre los mismos (Figuras 34 y 35). Previamente, se determiné la concentracion de
proteinas de las muestras mediante la técnica de Bradford, a fin de mantener la misma
cantidad proteica en cada siembra (50 ng de proteina por cada calle de siembra).

En los homogenados de intestino delgado se identific6 una banda mayor a 100 KDa.
Este fragmento corresponde probablemente a la subunidad a de la Mucl de rata, que
contiene al dominio extracelular. En las muestras de pancreas se detecté también una
banda mayor a 100 KDa. Sin embargo, en 18G se detectaron dos bandas adicionales: una
banda de 25 KDa, que corresponde probablemente a una isoforma de la Mucl de rata
analoga a la MUC1/Y humana, y una banda menor a 100 KDa, que podria corresponder
a un producto de distinto peso molecular de diferente alelo de la subunidad a de la
Mucl de rata (Figura 34).

En los homogenados de pulmén y rifién adulto se hall6 la presencia de una banda de de
25 KDa. Mientras que en las muestras de pulmén y rifién fetales, se hall6 una banda
mayor a 100 KDa, con excepcién del estadio de 19 dias de gestacién en el que se hallaron

expresadas las dos bandas (Figura 35).
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Intestino delgado Pancreas

Ad 20G 19G 20G 19G 18G

. .

Figura 34. Analisis mediante WB de homogenados de intestino delgado adulto, de 20 y 19 dias de
gestacion y de pancreas de 20, 19 y 18 dias de desarrollo. Se observa en todas las muestras la presencia
de una banda intensa mayor a 100 KDa, que podria corresponder a la subunidad a de la Mucl de rata.
En el homogenado de pancreas de 18G se evidencian dos bandas adicionales: una banda de 25 KDa,
que corresponde probablemente a una isoforma de la Mucl de rata analoga a la MUC1/Y humana, y
una banda menor a 100 KDa, que podria corresponder a un producto de distinto peso molecular de
diferente alelo de la subunidad a de la Mucl de rata.

= >100KDa

~25KDa

Pulmén Rifion

20G 19G 17G

=100KDa
= ~25KDa

Figura 35. Andlisis mediante WB de homogenados de pulmén adulto, de 19 y 17 dias de gestacién, y de
rifién de rata adulta, 20, 19 y 17 dias de desarrollo. Se observa en todas las muestras la presencia de una o
dos bandas intensas correspondientes a 100 KDa y 25 KDa aproximadamente. Estos fragmentos
corresponden probablemente a dos isoformas de la mucina 1 de rata.

Ad 19G 17G

= =100KDa

= ~25KDa
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A fin de profundizar el estudio de la expresion de la Mucl en tejidos embrionarios y
fetales de rata, y validar los resultados obtenidos mediante IHQ, dot blot y WB, se
realiz6 un anélisis de expresion a nivel del ARN mensajero.

Se extrajo ARN de muestras de pancreas, pulmoén y rifion en distintos estadios de
desarrollo. A fin de comprobar la integridad del material extraido, se someti6é a una
electroforesis desnaturalizante, en la que se observaron dos bandas correspondientes al
ARN ribosémico 28s y 18s. A partir de las muestras de ARN extraido, se obtuvo el
ADNCc mediante una PCR con retrotranscripcion (RT-PCR).

Finalmente, se efectuaron las reacciones de amplificaciéon (PCR) con el ADNc obtenido
de las muestras y el empleo de los cebadores descriptos (ver Materiales y métodos). Se
analizaron muestras de pancreas de 20, 19, 18 y 16 dias de gestaciéon, pulmén de rata
adulta, de 20, 19, 18, 17 y 16 dias de desarrollo, y rifién de 20, 19, 18 y 17 dias de
gestacion. En todos los casos se hall6 un amplificado de aproximadamente 127 pb,
coincidente con lo esperado segun el analisis realizado a priori de los cebadores (ver
Materiales y métodos). En la figura 36 se puede apreciar un incremento gradual en la
expresion del ADNc en pancreas y pulmén entre los 16 y los 20 dias de gestacion. Sin
embargo, esta tendencia no resulta tan evidente en las muestras obtenidas a partir de

rifién en distintos estadios.
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Figura  36.  Electroforesis en
minigeles de poliacrilamida al 6%
de los productos de amplificaciéon
obtenidos mediante RT-PCR. A-
péancreas de 20, 19, 18 y 16 dias de
gestacion, B- pulmoén de 20, 19, 18,
17 y 16 dias de desarrollo y C- rifién
de 20,19, 18 y 17 dias de gestacién.
En todos los casos se observd una
banda de ~127 pb, coincidente con
lo esperado segun el andlisis de los
cebadores realizado a priori.

PM= Marcador de Peso Molecular.

Resultados
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20G 18G
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~127pb
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Resultados

2.2,  Muc2.

Mediante el empleo del anticuerpo H-300 dirigido contra la MUC2 humana, se analiz6
la expresion de la mucina Muc2 en tejidos embrionarios, fetales y neonatales de rata. Los
resultados obtenidos mediante IHQ se resumen en la tabla 6 y en la ldmina VI. Se hallé
expresion de Muc2 a partir de los 19 dias de desarrollo en intestino delgado y grueso. La
reaccion se restringié a las células caliciformes ubicadas en el epitelio superficial y
glandulas de Lieberkithn en formacién, con wun patrén predominantemente
citoplasmico. Resulta interesante destacar que la deteccién de la expresion de la mucina
coincide con la deteccién de las células caliciformes en los cortes analizados (Ldmina VI,
Figura 37, A y B). En la figura 37A de la lamina VI se puede apreciar un corte
histolégico de intestino de 18G en el cual no se visualizan células caliciformes.

Hacia los 20G se observé un incremento en el porcentaje de reaccion, ademas de las
células caliciformes de intestino delgado y grueso, mostraron reaccién positiva algunas
células columnares de las glandulas de la mucosa en intestino grueso (Lamina VI, Figura
37, Cy D).

En neonatos, se observo reaccion de Muc2 en las muestras de intestino delgado y grueso
analizadas, con el mismo patrén de expresiéon observado en los fetos de 20G.
Adicionalmente, se hall6 una leve expresion de Muc2 en estémago a partir del dia 3
posterior al nacimiento (3DP) a nivel de las células columnares superficiales y
glandulares. A partir de los 5DP se observé un incremento en la intensidad de reaccién
de leve a moderada (Lamina VI, Figura 37E), coincidente con el patrén de expresiéon

hallado en estémago adulto (Tabla 6) (p<0,001).
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Tabla 6. Intensidad de reaccién hallada mediante IHQ con el empleo del Ac H300 en los tejidos de
embriones, fetos, neonatos y adultos analizados, registrada como ausente (-), leve (+), moderada (++)
intensa (+++). C= patrén de reaccién citoplasmico, sec= reaccién en secrecién

Embriones y Fetos Neonatos Adultos

Dias de gestacion Dias post-nacimiento Semanas
Organo 13 14 15 16 17 18 19 20 2 3 4 5 10 15 10-12
Esdfago N - - - - - - - - -
Estomago - - - - - - - - - +(©) Q) Q) H© Q)+ (Q)
Int. delgado - - - - - - +++(C) +++(C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec)
Int. Grueso - - - - - - +++(C) +++(C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec) +++ (C/sec)
Pdncreas - - - - - - - - - - - - - - -
Higado - - - - - - - - - - - - - - -
Gl Salival - - - - - - - - - - - - - - -
Traquea - - - - - - - - - - - - - - -
Pulmon - - - - - - - - - - - - - - -
Ririon - - - - - - - - - - - - - - -
Piel - - - - - - - - - - - - - - -
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Figura 37. IHQ realizadas con el empleo del
anticuerpo dirigido contra MUC2 (x400) de
intestino de 18 dias de gestaciéon (A), donde se
puede apreciar la ausencia de células caliciformes
reactivas, intestino delgado de 19 (B) y 20 dias de
desarrollo (C), intestino grueso de 20 dias de
gestacion (D) y estémago de 5 dias post-nacimiento
(E).

Las flechas negras sefialan la reaccién positiva.

La flecha blanca sefiala la reaccion positiva a nivel

de las células columnares.

Lamina VI
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Con el objeto de validar los resultados obtenidos mediante IHQ, se procedi6 al andlisis
de homogenados de intestino delgado y grueso en distintos estadios gestacionales
mediante SDS PAGE al 10% y WB. Previamente, se determiné la concentraciéon de las
muestras mediante la técnica de Bradford, a fin de mantener la misma cantidad proteica
en cada siembra (50 pg de proteina por cada calle de siembra).

En todos los casos en que se halld reaccion, se detect6 una banda de 200 KDa
aproximadamente. En concordancia con lo esperado segtin los resultados de la IHQ, se
hall6 expresion de Muc? a partir de los 19G, en los homogenados de intestino delgado
asi como de intestino grueso (Figura 38). Resulta interesante destacar que en las
muestras de intestino delgado, se visualizé un incremento en la expresion de la mucina,

especialmente en los estadios posteriores al nacimiento.

Intestino delgado

20G

Muc?z
~200KDa

Intestino grueso

Ad Neo 20G 19G 18G

Muc2 -
~200KDa

Figura 38. Analisis mediante WB de homogenados de intestino delgado y grueso de rata adulta, de
neonato (de una semana de vida), de 20, 19 y 18 dias de gestacién. Se detect6 una banda de 200 KDa
aproximadamente en todos los casos a partir de los 19G. En intestino delgado se visualizé un incremento
en la expresion de la mucina 2 especialmente luego del nacimiento.
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A fin de profundizar el anélisis de expresiéon de la Muc2 en tejidos embrionarios y
fetales de rata, se llev6 a cabo un analisis de expresién a nivel del ARN mensajero. Se
extrajo ARN de muestras de intestino grueso adulto, de 20, 19 y 18 dias de gestacion,
intestino de 17 y 16 dias de desarrollo prenatal'?, y estomago adulto, de 20, 19, 18, 17 y
16 dias de gestaciéon. De la misma manera que las muestras empleadas para el analisis
de la expresiéon de Mucl, estas fueron sometidas a electroforesis desnaturalizante y
posterior RT-PCR, con el fin de comprobar la integridad del material extraido y obtener
el ADNc correspondiente.

Finalmente, se efectuaron las reacciones de amplificaciéon (PCR) con el ADNc obtenido
de las muestras y el empleo de los cebadores descriptos (ver Materiales y métodos). En
todos los casos se detecté un amplificado de ~242 pb, en concordancia con lo esperado
segln el andlisis realizado a priori de los cebadores.

En la figura 39A se puede apreciar la expresiéon de la mucina 2 a partir de los 16 dias de
gestacion en las muestras de intestino analizadas. Estos resultados sugieren que la
expresion del ARN mensajero en el desarrollo se produce més tempranamente que la
detecciéon de la proteina correspondiente. Por otro lado, se visualiza un incremento
gradual de la expresion del amplificado, que hacia los 20G alcanza los niveles
observados en el adulto.

En todas las muestras de estomago de distintos estadios de desarrollo se hall6 expresion
de Muc2 (Figura 39B). Estos resultados difieren de los obtenidos mediante IHQ y WB,
dado que no fue detectada la mucina mediante dichas técnicas en los estadios
gestacionales analizados. Sin embargo, los resultados sugieren una expresién maés

temprana en el desarrollo del ARNm respecto de la expresion de la proteina

Y Por cuestiones metodolégicas, no se diferencié intestino grueso de intestino delgado en los estadios de
16 y 17 dias de gestacion.
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correspondiente. En este sentido, los resultados son concordantes con los obtenidos en

el andlisis de expresion en las muestras de intestino, como se coment6 previamente.

Intestino grueso/
Intestino

ARN18s
<4+ 151pb
Estomago
Ad 20G 19G 18G 176G 16G
300ph
B Muc2
- 242pb
200ph
ARN18s

Figura 39. Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% de los productos de amplificacién obtenidos
mediante RT-PCR. A- Intestino grueso de rata adulta, de 20, 19 y 18 dias de gestacion, intestino de 17 y
16 dias desarrollo, y B- estémago adulto, de 20, 19, 18, 17 y 16 dias de gestacién. En todos los casos se
observé una banda de ~242 pb, coincidente con lo esperado segun el andlisis de los cebadores
realizado a priori. PM=Marcador de Peso Molecular.



Resultados

2.3.  Muchac
Para el estudio de la expresiéon de la Mucbac en tejidos embrionarios, fetales y
neonatales de la rata, se emple6 el AMo 45M1. Los resultados obtenidos mediante IHQ
se resumen en la tabla 7 y en las laminas VII y VIIL. Se observé reaccién positiva en
muestras de estdbmago, pulmoén, trdquea y piel. El patron de reacciéon fue
predominantemente citoplasmico.
Se detectd una leve expresiéon de Mucbac en algunas células de la mucosa gastrica a
partir de los 17 dias de desarrollo (Lamina VII, figura 40 A). Es interesante sefialar que a
los 17G comenzaron a visualizarse las glandulas en formacién de la mucosa gastrica.
Hacia los 18G se observé un incremento en el porcentaje y en la intensidad de reacciéon
(Lamina VII, figura 40 B), en todos los casos restringida a la porciéon glandular del
6rgano. Las muestras de estémago neonatal mostraron un incremento mayor en el
porcentaje y en la intensidad de reaccion, en tanto que, en este érgano se registré6 un
patrén de expresion mixto (Lamina VII, figura 40 C).
Por otro lado, los ductos pulmonares que aparecen en los pulmones embrionarios
mostraron expresion de la glicoproteina a partir de los 14G (Lamina VII, figura 40 D). La
reacciéon se restringié a unas pocas células con una leve intensidad y un patrén
citoplasmico de reaccion. Hacia los 16G se visualizé un aumento en la intensidad y en el
porcentaje de expresiéon (Lamina VII, figura 40 E).
Las muestras de traquea fetales analizadas no mostraron expresién de la mucina. Hacia
los 7 dias posteriores al nacimiento, se detecté una leve reaccién citoplasmica en el
epitelio cilindrico seudoestratificado y en las glandulas traqueales (Ldmina VII, figura 40
F). Hacia los 15 dias post-nacimiento se observé un incremento en la intensidad y en el

porcentaje de reaccion.
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Asimismo, se registré tempranamente a los 13G, una leve expresion de Mucbac en la
epidermis embrionaria de las muestras de piel analizadas con un patrén
predominantemente citopldsmico (Lamina VIII, figura 41 A). Hacia los 19G se visualiz6
un incremento en la intensidad de reaccién (Lamina VIII, figura 41 B).

Finalmente, se analiz6 la expresion de la mucina Mucbac en las muestras de piel de ratas
neonatales en distintos dias de desarrollo entre los 2 y los 15 dias post- nacimiento. Entre
los 2 y los 6 DP, se registr6 una elevada intensidad de reaccién en los distintos estratos
que constituyen la epidermis, ademds se detect6 Mucbac en las células globosas que
forman las gldndulas sebdceas asociadas a los foliculos pilosos (Ldmina VIII, figura 41
C). Hacia los 7 DP se pierde la expresion a nivel de la epidermis superficial, y la reaccién
queda restringida a las células secretoras de sebo (Lamina VIII, figura 41 D), que
presentaron un patrén citoplasmico y una elevada intensidad de expresion. Este patrén
de reaccion coincide con el que se detect6 en las ratas adultas (ver Resultados 1.1).

El anélisis estadistico sugiere una asociaciéon positiva altamente significativa (p<0,001)
entre la intensidad de expresion de la Mucbac y el grado de avance del desarrollo en las

muestras de estémago, pulmon, traquea y piel (Tabla 8).
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Figura 40. IHQ realizadas con el empleo del AMo anti-MUC5AC (x400) de estémago de (A) 17 y (B) 18 dias

gestacion, (C) estdbmago de neonato de 7 dias post-nacimiento, pulmén de (D) 14 y (E) 16 dias de desarrollo, y (F)
trdquea de 7 dias posteriores al nacimiento. Las flechas negras sefialan la reaccién citoplasmica. La flecha blanca

sefiala las glandulas traqueales reactiva

Lamina VII






Figura 41. IHQ realizadas con el empleo del AMo anti-MUC5AC (x400) de piel de (A) 13 y (B) 19 dias de

gestacion, y piel de (C) 2 y (D) 7 dias post-nacimiento.
Las flechas negras sefialan la reaccion citoplasmica en los estratos de la epidermis.

Las flechas blancas sefialan las glandulas sebaceas reactivas.

Lamina VI



Resultados

Con el objeto de validar los resultados obtenidos mediante IHQ, se efectué un analisis
de homogenados de estémago, pulmon y piel en distintos estadios de desarrollo,
mediante SDS PAGE al 8% y WB. Del mismo modo que en los estudios de WB
comentados previamente, se determind la concentracién de las muestras a fin de
mantener la misma cantidad proteica en cada siembra (50 pg).

En todos los casos en los que se hall6 expresion se detecté una banda de 200 KDa
aproximadamente. En las muestras de estomago analizadas se visualizé un incremento
en la expresion en correlaciéon con el avance del desarrollo, desde los 17G hasta el
adulto, mientras que en 16G no se detect6 reaccion (Figura 42 A). Por otro lado, se
analizaron homogenados de pulmén de 15, 16, 17, 18, 19, 20 dias de gestacién, de
neonatos de 7 dias post-nacimiento y de rata adulta. Todos los casos analizados
mostraron reacciéon y del mismo modo que en el analisis de expresién en estomago, se
observ6 un incremento gradual en la intensidad de reaccién en correlacién con el grado
de de avance del desarrollo (Figura 42 B). Estos resultados coinciden con el patrén de

expresion hallado mediante IHQ.

Estomago

Figura 42. Anélisis mediante WB de
A homogenados de A- estémago de
Ad  Ph MNeo 206G 196G 118G 17G 1605 rata adulta, de neonato (de una
semana de vida), de 20, 19, 18 y 16
dias de gestacién, y de B- pulmén
adulto, de neonato (de una semana
de vida), de 20, 19, 18, 17, 16 y 15
dias de desarrollo. En todos los
casos en los que hubo reaccién se
B Pulmon detect6 una banda de 200 KDa
aproximadamente. Se visualizé un
Ad  Neo 20G 19G 118G 17G 16G 150G incremento en la expresion de la
mucina Mucbac en correlacion con
el avance del desarrollo. PM=
marcador de peso molecular
(ColorBurst™ Electrophoresis

Marker, Sigma).

Mucbac -
~200KDa

Mucbac
~200KDa
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Por otra parte, los homogenados de piel mostraron un descenso gradual en la expresion
de Mucbac en los fetos entre los 17G y los 20G (Figura 43 A). Sin embargo, cuando se
analizaron las muestras de piel de neonatos se detecté un nivel de intensidad de
reaccion elevado hacia los primeros dias post-nacimiento y un descenso gradual de su
expresion hacia los 10 DP (Figura 43 B). Estos resultados son concordantes con los
hallados con la técnica IHQ, donde se observé que a partir de los 7 DP la reaccion

quedo restringida a las glandulas sebaceas y ya la epidermis no mostré reaccion.

Piel
A Ctl+ P 20 196G 118G 117G

Mucbac
~200KDa

B ctl+FM o 3DF 4DFP 5DF 6DF VDP 8DF 9DP 10DFP

Mucbac
~200KDa

Figura 43. Analisis mediante WB de homogenados de piel de A- fetos de 20, 19, 18 y 17 dias de
gestacién y B- neonatos de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 dias posteriores al nacimiento. Se visualiz6é un descenso
gradual de la expresién de Muc5ac entre los 17G y los 20G. Sin embargo, en las muestras de neonatos
se detect6 un nivel de intensidad de reacciéon elevado hacia los primeros dias posteriores al nacimiento
y un descenso gradual de su expresion hacia los 10 DP.

Ctl += Se utiliz6 una muestra de estémago adulto como control positivo.

PM= marcador de peso molecular (ColorBurst™ Electrophoresis Marker, Sigma).

Tal como se procedié en el estudio de las mucinas Mucl y Muc2, se buscé validar los

resultados obtenidos a partir de la IHQ y WB, realizando un andlisis de expresion de la
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Mucbac a nivel del ARN mensajero. Se extrajo ARN de muestras de estémago, pulmoén y
piel, en distintos estadios de desarrollo, se someti6 a electroforesis desnaturalizante y
posteriormente a RT-PCR.

Finalmente, se efectuaron las reacciones de amplificaciéon (PCR) con el ADNc obtenido
de las muestras y el empleo de los cebadores descriptos (ver Materiales y métodos). En
todos los casos se detecté un amplificado de ~149pb, en coincidencia con lo esperado
segun el andlisis realizado a priori de los cebadores.

Se analizaron muestras de estémago adulto, de 20, 19, 18, 17 y 16 dias de gestacién. En
todos los casos se hall6 expresion del amplificado sin mostrar diferencias apreciables
entre los estadios (Figura 44 A). Por otra parte, se analizaron muestras de ADNc de
pulmoén adulto, de 19, 17 y 15 dias de desarrollo, se detecté expresion de Mucbac en
todos los casos aunque en 15G fue muy leve en comparacién con los demés estadios
analizados. Estos resultados indican un aumento en la expresiéon del ARNm hacia los
estadios mas avanzados de desarrollo (Figura 44 B).

Por otro lado, se analizaron los ADNc obtenidos de muestras de piel de embriones y
fetos de 16, 19 y 20 dias de desarrollo, de neonatos de 7 dias posteriores al nacimiento y
de ratas adultas. En todos los casos analizados se detecté expresion del ARN mensajero.
En las muestras prenatales se visualiz6 una reaccién mas intensa a los 19 y 20G, en
comparaciéon con los 16G analizados, mientras que en las muestras postnatales no se

detectaron diferencias significativas (Figura 45).
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A Estomago

PM Ad 20G 19G 18G 176G 166G

Muc5ac
~149 pb

ARN 18s
= i51pb

Pulmon
PM Ad 19G 17G 15G

Muc5ac
~149 pb

ARN 18s
o — V1

Figura 44. Electroforesis en minigeles de poliacrilamida al 6%. A- amplificados de Mucbac en estémago
adulto, de 20, 19, 18, 17 y 16 dias de gestacion, B- amplificados de Muc5ac en pulmén adulto, de 19, 17 y 15
dias de desarrollo. En todos los casos se visualiza una banda de aproximadamente 149 pb.

PM= Marcador de Peso Molecular.

Por debajo de cada minigel, se muestran los amplificados de ARN 18s de cada una de las muestras
analizadas con el fin de comprobar las concentraciones semejantes de las mismas.
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Piel
206 196G 166G PM PM 7Pd  Ad
300pb
200pb
Mucbac |
~149 pb = Mucbac

~149 pb

[ ARN 18s
-

100pb  100pb

Figura 45. Electroforesis en minigeles de poliacrilamida al 6% de los productos de RT-PCR de muestras
de piel de 20, 19 y 16 dias de desarrollo, de neonato de 7 dias post-nacimiento y de rata adulta. En todos
los casos se detecté un amplificado de 149 pb aproximadamente. PM= Marcador de Peso Molecular.

Por debajo de cada gel, se muestran los amplificados de ARN 18s de cada una de las muestras
analizadas con el fin de comprobar las concentraciones semejantes de las mismas.

3. Anidlisis de la expresién y localizacién de antigenos carbohidratos en tejidos
embrionarios.
Se analiz6 la expresiéon de los antigenos carbohidratos Tn, TF, Lewis x y sialil Lewis x
mediante IHQ en tejidos embrionarios, fetales y neonatales de rata.
En la tabla 9 se detalla la intensidad de reaccién obtenida mediante IHQ, de la expresion

de los antigenos carbohidratos Tn, TF, Le x y sLe x.

3.1. Tn.

El antigeno carbohidrato Tn se expresé a partir de los 17G en epitelio intestinal y en los
tabulos renales (Lamina IX, figura 46 A). Hacia los 18G se identific6 también en los
acinos en formacion de las glandulas salivales (Ldmina IX, figura 46 B). Mas tarde, a

partir de los 19G, se detect6 al antigeno en glandulas géstricas y epidermis.
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Con excepcion de la epidermis, que no expresé Tn, los demaés tejidos positivos en fetos
fueron también reactivos en neonatos.

Es interesante destacar que en los estadios mas tempranos, entre los 17 y 18 dias de
desarrollo, el patréon de reacciéon observado fue de tipo lineal (Ldmina IX, figura 46, A y
B). Mientras que hacia estadios mas avanzados, 19 y 20 dias de gestacion (Ldmina IX,
figura 46 C) y en neonatos, se halld6 un patrén de reaccién de tipo mixto apical,

semejante al que se describi6 en la rata adulta (ver Resultados 1.3).

3.2. TFE

El disacarido TF se expres6é a partir de los 16G en los epitelios esofdgico y géstrico
(Lamina IX, figura 46, D y E). Hacia los 18G se detect6 reaccion en los conductos
excretores y acinos en formacion de la glandula salival, en los ttbulos distales y
corpusculos renales del rifion y en los estratos mas superficiales de la epidermis. A
partir de los 20G se hall6 expresion en el epitelio de revestimiento y glandulas
intestinales.

Con excepcion del epitelio esofagico, que no expresé TF, los demés tejidos reactivos en
embriones y fetos mostraron expresioén del disacarido en neonatos.

En todos los casos se observé un patrén de reacciéon predominantemente lineal.

3.3. Lewis x y sialil Lewis x.

Se detect6 Lewis x a partir de los 17G en la mucosa gastrica (Ldmina X, figura 47 A), en

el epitelio que reviste el intestino grueso, en los tibulos renales y en la epidermis
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(Lamina X, figura 47 B). Hacia los 19G se observ¢ reaccién en intestino delgado (Lamina

X, figura 47 C).

Con excepcion de la epidermis, que no expreso Le x, los demas tejidos positivos en fetos

fueron también reactivos en neonatos.

El patrén de reaccion fue predominantemente mixto apical.

Con KM93 (anti- sialil Lewis x), no se observé reacciéon en ninguno de los tejidos

analizados.

Tabla 9. Intensidad de reaccién observada mediante IHQ, de los antigenos carbohidratos Tn, TF y Lewis X,
en tejidos embrionarios, fetales y neonatos de rata, registrada como ausente (-), leve (+), moderada (++)
intensa (+++).

Tn

TF

Le x

Embriones y Fetos

Neonatos

Embriones y Fetos

Neonatos

Embriones y Fetos

Neonatos

Organo Dias de gestacion Dias Postnacim. Dias de gestacion Dias Postnacim. Dias de gestacion Dias Postnacim.
16 17 18 19 20 7-14 16 17 18 19 20 7-14 16 17 18 19 20 7-14
Esofago - - - - - - ++ - - - - - - -
Estomago - - -+ ++ o+ +++ R = +++
Int. delgado - ++ +++ +++ +++ +++ - - - - ++ ++ - - -+t ++
Int. Grueso - ++ +++ +H+ H++ +++ - - - -+ ++ - 4 A +++
Padncreas - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Higado - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Gl. Salival - - +++ - - +H+ +++ - - - - - -
Traquea - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pulmon - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ririon - +++ - - +++ - +++
Piel - - -+ - - - ++ +++ = o i = -
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Figura 46. Cortes histolégicos incubados con los

AMo anti-Tn- A, By C-y anti-TF - D y E (x400).

A) rifién de 17 dias de desarrollo y B) glandula
salival de 18 dias de gestacién, donde se puede
apreciar el patron lineal apical de expresion, C)
intestino delgado de 19 difas desarrollo, se
visualiza un patrén mixto apical;

D) eséfago de 16 dias de gestacion y E) estémago
de 17 dias de desarrollo. Ambos muestran un
patrén predominantemente lineal.

Las flechas sefialan la reaccién positiva.

Lamina IX



Figura 47. Cortes histolégicos incubados con el
AMo dirigido contra el antigeno carbohidrato
Lewis x (x400).

A- epidermis y B- estomago de 17 dias de
desarrollo, y C- intestino delgado de 19 dias de
gestacion.

Se visualiza un patréon de reacciéon
predominantemente mixto apical.

Las flechas sefialan la reaccién positiva.

Lamina X
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4. Andlisis de la expresion del gen Rhbdd?2 en tejidos embrionarios y fetales.

Se analiz6 la expresion del gen Rhbdd2 mediante la técnica IHQ en tejidos de embriones
y fetos provenientes de distintos estadios gestacionales de la rata. En la tabla 10 y en la
lamina IX se resumen los resultados obtenidos, la mayor parte de los tejidos analizados
mostraron reaccion positiva.

Hacia los 16G se detectd expresiéon de Rhbdd2 en higado, pulmén, rifién y piel. Los
cordones hepaticos en formacién mostraron una leve reaccion con un patrén
citoplasmico y nuclear (Ldmina XI, figura 48 A), mientras que en los ductos del pulmén
embrionario se visualiz6 una moderada reacciéon con un patrén mixto apical (Lamina XI,
figura 48 B). Asimismo, en los tibulos néfricos del rifién se observé una leve reaccion
también con un patrén mixto apical, mientras que la epidermis embrionaria mostré una
leve reaccion citoplasmica. Hacia los 17G se detecté un aumento en la intensidad de
reacciéon en las muestras de rifion y en los distintos estratos de la epidermis en
desarrollo (Lamina XI, figura 48, C y D, respectivamente).

A partir de los 18G se observé expresion de Rhbdd2 en estémago, intestino delgado y
grueso. La mucosa gastrica mostré una leve reaccion en las glandulas en formacién con
un patrén predominantemente mixto apical. Resulta interesante destacar el hallazgo de
células mucosas con reacciéon nuclear. En intestino delgado y grueso se detecté un
patrén similar de reacciéon a nivel de las glandulas de Lieberkiithn en desarrollo. Los
tabulos néfricos del rifion en crecimiento y las células de la epidermis mostraron un
aumento en la intensidad de reaccién.

Los acinos pancreéticos expresaron Rhbdd2 a partir de los 19G, mostrando una

moderada reaccion mixta apical (Lamina XI, figura 48 D).
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Hacia los 20G se detect6 un incremento en la intensidad de reaccién en los hepatocitos y
en las glandulas ubicadas en las mucosas gastrica e intestinal (Lamina XI, figura 48, E'y
F, respectivamente). La region no glandular del estomago también mostré una elevada
reaccion citoplasmica.

A diferencia de lo observado en las muestras de rata adulta, las glandulas salivales no
presentaron reaccién en ninguno de los estadios gestacionales analizados. Estos

resultados sugieren una expresion posterior al nacimiento del gen Rhbdd?2.

Tabla 10. Intensidad de reaccién hallada mediante IHQ con el empleo del Ac TA306891, dirigido contra
RHBDD2 humano en los tejidos de rata embrionarios, fetales y adultos analizados, registrada como
ausente (-), leve (+), moderada (++) intensa (+++). C= patrén de reacciéon citoplasmico, Map= patrén de
reacciéon mixto apical, N= patrén de reacciéon nuclear.

Embriones y Fetos Adultos

Dias de gestacién Semanas
Organo 16 17 18 19 20 10-12
Esofago - - - - - -
Estomago - - + Map/N) + Map/N) ++ Map/N/C) ++ Map/N/C)
Int. delgado - - ++ (Map/N) ++ (Map/N) +++ (Map/N) +++ (Map/N)
Int. Grueso - - ++ Map/N) ++ (Map/N) +++ (Map/N) +++ (Map/N)
Padncreas - - - ++ (Map) ++ (Map) ++ (Map)
Higado +(C/N) +(C/N) +(C/N) +(C/N) ++(C/N) ++(C/N)
Gl. Salival - - - - - +(©)
Trdquea - - - - - -
Pulmon ++ (Map) ++ (Map) ++ (Map) ++ (Map) ++ (Map) ++ (Map)
Ririon + (Map) ++ (Map) +++ (Map) +++ (Map) +++ (Map) +++ (Map)
Piel +(© ++(©Q ++(Q) ++ (Q) ++ Q) ++(Q)

Segin el andlisis estadistico realizado, hubo una asociacién positiva altamente
significativa (p<0,001) entre la intensidad de reaccién y el grado de avance en el

desarrollo (Tabla 11).

Tabla 11. Medidas de asociaciéon entre la intensidad de reaccién de Rhbdd2 y la variable estadio de
desarrollo. Se observa asociacion positiva altamente significativa entre las variables (p<0,001).

Error tip. T Sig.
Valor asint.? aproximada® aproximada
Ordinal por ordinal  Tau-b de Kendall 434 ,023 16,345 ,000
Gamma ,616 ,032 16,345 ,000
N de casos validos 550

a. Asumiendo la hipotesis alternativa.

b. Empleando el error tipico asintotico basado en la hipotesis nula.
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Figura 48. IHQ realizadas con el Ac dirigido contra RHBDD2 humana de higado (A) y pulmén (B) de 16 dias

de gestacion, rifién (C) y piel (D) de 17 dias de desarrollo, pancreas de 19 dias de gestacion (E) y estémago de
20 dias de desarrollo (F). A, B, C, D y E= x400, F=x1000. Las flechas negras sefialan la reaccién positiva,

mientras que la flecha blanca sefala la reaccién nuclear.

Lamina Xl
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Por otra parte, con el fin de verificar si el anticuerpo TA306891 reconoce a Rhbdd2 de
rata y por ende no reacciona con otro epitope, se seleccionaron dos muestras que fueron
reactivas en la IHQ y se procedi¢ al andlisis mediante WB. Se analizaron homogenados
de estémago e intestino delgado de rata adulta. En ambos casos se obtuvo una banda de
menor a 40 KDa (Figura 49). Este resultado fue concordante con lo que se esperaba,

considerando que el epitope que reconoce el anticuerpo (RHBDD2 humano) tiene un

tamano de 35 KDa.
PM Estdmago Int. delgado
40KDa <«— Rhbdd?
< 40KDa
30KDa

Figura 49. Analisis mediante WB con el empleo del Ac TA306891 de estémago e intestino delgado de rata
adulta. En ambos casos se detect6 una banda menor a 40 KDa.

Se utiliz6 el marcador de peso molecular ColorBurst™ Electrophoresis Marker, Sigma (PM).



Resultados

5. Andlisis de la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 y Muc5ac en el desarrollo

postnatal normal de la glandula mamaria y de tumores asociados a la misma.

Considerando las distintas etapas en el desarrollo postnatal normal de la glandula
mamaria de rata ya comentadas, se procedié al analisis de la glandula en rata: juvenil
(7PD), prepuberal (15PD), puberal (25PD), adulta virgen (60PD), adulta en prefiez
(gestacional), adulta en lactancia, adulta en involucién post-lactancia (10 dias post-
destete) y adulta en involucién senil (24 meses de vida).

Por otro lado, a fin de establecer comparaciones, se analizaron muestras neoplasicas

benignas y carcinomas asociados a la glandula mamaria.

5.1. Mucl, Muc2 y Mucbac en el desarrollo postnatal normal de la ¢lindula

mamaria.

Se procedi6 al andlisis de la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac mediante
IHQ en las distintas etapas del desarrollo postnatal normal de la glandula mamaria. Se
emplearon los anticuerpos EP1024Y, H-300 y 45M1, respectivamente.

En la tabla 12, en la figura 50 y en la ldamina XII se resumen los resultados obtenidos. Se
detecté a la mucina Mucl en la glandula mamaria en lactancia, en involucién post-
lactancia y en involucién senil (Lamina XII, figura 51, A y B). En todos los casos se
registré un patréon de reacciéon predominantemente mixto apical. La glandula mamaria
lactante mostré una intensa reaccién con un elevado porcentaje de reaccién, en tanto
que, en los estadios de involucién post-lactancia y senil, se detecté una reacciéon
moderada con un porcentaje de expresion menor.

Mediante IHQ y con el empleo del anticuerpo H-300 no fue posible detectar Muc2 en

ninguna de las etapas del desarrollo postnatal estudiadas.
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Por otra parte, se hallo expresion de Mucbac en todas las etapas analizadas, con
excepcion de la etapa lactante (Lamina XII, figura 51, C y D). En todas las muestras
positivas se visualizé un patrén de reacciéon mixto apical, con una intensidad que vari6

de leve a moderada.

Tabla 12. Intensidad de reaccién hallada mediante IHQ con el empleo de los anticuerpos EP1024Y (anti-
Mucl) H300 (anti-Muc2 y45M1 (anti-Mucbac), en la glandula mamaria en desarrollo postnatal, registrada
como ausente (-), leve (+), moderada (++), intensa (+++). Map= patrén reaccién mixto apical, sec=
reaccién positiva en la secrecion.

Etapa del desarrollo de la glaindula mamaria Edad (Dias/meses) Mucl Muc2 Muc5ac
Juvenil 7 dias - - + Map
Prepuberal 15 dias - - +/++ Map
Puberal 25 dias - - +/++ Map
Adulto virgen 60 dias - - +/ ++ Map
Adulto gestacional* ~90 dias - - +/++ Map/sec
Adulto en lactancia ~90 dias +++ Map - -
Adulto en involucién postlactancia** 10 meses ++ Map - +/++ Map
Adulto en involucién senil*** 24 meses ++ Map - +/++ Map

$%%

*entre 12 y 20 dias de gestacion, **10 dias posteriores al destete, ratas viejas

[l Mucl
[ Muc2
E Mucsac

15 4

05

Media (Intensidad de reaccién)
1

Sy

N 3 S
S Iy & é’ & g '&:»c I~
$ $ $ S § Sy £

N S S <8 ¥ & F° s

Q Q 5 [ S S L £
Q Q )

Etapa dedesarrollo

Figura 50. Resultados hallados mediante IHQ de la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 y Mucbac en
las distintas etapas de desarrollo postnatal de la glandula mamaria.
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Figura 51. IHQ realizadas en glandula mamaria en distintas etapas de desarrollo con el empleo de los

anticuerpos anti-MUC1 -A y B- y anti-MUC5AC - Cy D.

A- Lactancia (1000x), B- involucién senil (400x), C- juvenil (1000x) y D- involucién post-lactancia (400x).

Las flechas sefialan la reaccién positiva.

Lamina Xl
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Con el objeto de profundizar el estudio de la expresion de Mucl, Muc2 y Mucbac en
glandula mamaria en desarrollo postnatal normal, y comparar con los resultados
obtenidos mediante IHQ), se realiz6 un andlisis de expresion a nivel del ARN mensajero.
Se extrajo ARN de muestras de glandula mamaria en las distintas etapas de desarrollo,
se sometio a electroforesis desnaturalizante y posteriormente a RT-PCR. Asi se obtuvo el
ADNc al cual se le midié la concentraciéon mediante el equipo Nanodrop®, lo que
permitié6 obtener muestras con concentraciones semejantes para su posterior andlisis
comparativo. Finalmente, se efectuaron las reacciones de amplificaciéon (PCR) con el
ADNc obtenido de las muestras y el empleo de los cebadores descriptos (ver Materiales
y métodos).

Como resultado, se observé amplificado de Mucl en todas las muestras incluidas, no se
detectaron diferencias significativas entre las mismas (Figuras 52 A y 53).

Por otro lado, se hallé6 una muy leve expresién de Muc2 en todas las etapas analizadas,
principalmente en las etapas puberal, gestante e involucién senil (Figuras 52 B y 53).
Estos resultados difieren de los obtenidos mediante IHQ, dado que no fue detectada
Muc2 mediante dicha técnica en las muestras analizadas. Este hecho podria ser
consecuencia de diferencias en la sensibilidad de las metodologias empleadas. Es
probable que la cantidad de proteina en las muestras analizadas no sea suficiente para
ser detectada por la técnica utilizada. O bien, podria ser que exista un mecanismo de
control de la expresion postranscripcional.

Las muestras de glandula mamaria analizadas mostraron expresion de Mucbac en todas
las etapas analizadas, excepto durante la lactancia. Mientras que en la etapa de
involucién post-lactante, el nivel de expresion fue bajo en comparacién con las restantes

etapas (Figuras 52 C y 53). Estos resultados son concordantes con los obtenidos
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mediante el empleo de THQ.
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Figura 52. Electroforesis en minigeles de poliacrilamida al 6%. Se observan amplificados de A- Mucl, B-
Muc2, C- Mucbac y D- ARN 18s. A, By D ctl+= estémago adulto, C ctl+= intestino delgado adulto.
Muestras de glandula mamaria 1- juvenil, 2- prepuberal, 3- puberal, 4- gestante (14 dias de gestacién), 5-
gestante (20 dias de gestacién), 6 y 7- lactante, 8- involucién post-lactancia y 9- Marcador de peso
molecular.
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Figura 53. Electroforesis en minigel de poliacrilamida al 6%. Se observan amplificados de ARN 18s,
Mucl, Muc2 y Mucbac. 1- Marcador de peso molecular, 2 y 3- glandula mamaria en involucién senil.

5.2. Mucl, Muc2 y Mucbac en muestras neopldsicas asociadas a la ¢landula
mamaria.

Se analiz6 la expresion de Mucl, Muc2 y Mucbac en muestras neoplasicas benignas y

carcinomas mamarios (Lamina XIII, Figura 54 A y B) formados espontdneamente, en
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ratas adultas de 22 meses de vida, a fin de comparar con los patrones de expresion de las
mucinas durante el desarrollo de la glandula mamaria.

Mediante la técnica IHQ y el empleo de los anticuerpos EP1024Y, H-300 y 45M1 se
analiz6 la expresion de Mucl, Muc2 y Mucbac, respectivamente. Se detect6 a la mucina
Mucl en las muestras de neoplasias malignas, con una intensa reaccién y un elevado
porcentaje de expresiéon (Ldmina XIII, Figura 54 C). En tanto que los tumores benignos
fueron negativos.

Por otra parte, las muestras neoplasicas analizadas mediante IHQ, mostraron reacciéon
negativa para Muc2 y Mucbac.

Con el fin de validar los resultados obtenidos mediante IHQ, y profundizar el estudio de
la expresion de Mucl, Muc2 y Mucbac en muestras de lesiones benignas y carcinomas
asociados a la glandula mamaria, se realiz6 un anélisis de expresiéon a nivel del ARN
mensajero. Se extrajo ARN de las muestras mencionadas y se someti6 a RT-PCR para
obtener el ADNc.

Esto permiti6 obtener muestras con concentraciones semejantes para su posterior
analisis comparativo. Finalmente, se efectuaron las reacciones de amplificaciéon (PCR)
con el ADNc obtenido de las muestras y el empleo de los cebadores descriptos (ver
Materiales y métodos).

Como resultado, se observé amplificado de Mucl, Muc2 y Mucbac en todas las muestras
analizadas (Figura 55). Se detecté una elevada expresion de Mucl y Mucbac en lesiones

benignas y carcinomas, mientras que la expresiéon de Muc2 fue relativamente baja.
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Figura 54. Cortes histologicos de tumores
asociados a la glandula mamaria de rata,

A) - Tumor benigno con tincién hematoxilina -
eosina (100x),

B) - Carcinoma con tincién hematoxilina - eosina
(100x),

C) - IHQ realizada con el anticuerpo anti-Mucl

en carcinoma mamario (400x).

Lamina Xl
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6. Andlisis mediante mapas de calor y agrupamientos jerdrquicos, andlisis factorial
Yy resumen.

Se realiz6 una matriz de expresion en la que las filas corresponden a las muestras y las
columnas a los antigenos. Obtenida la matriz, se emple6 el programa Multiexperiment
Viewer® para representar graficamente la matriz como un mapa de calor y para aplicar
el método estadistico no supervisado de agrupamientos jerdrquicos, el cual permite
agrupar las muestras y antigenos en grupos con perfiles similares.
En un primer andlisis se obtuvieron los perfiles de expresion para cada uno de los
antigenos Mucl!!, Muc2, Mucbac, Rhbdd2, Le x, Tn y TF, en los distintos tejidos y
estadios del desarrollo analizados (Figura 56).
Luego se procedi6 al andlisis de la expresiéon de todos los antigenos estudiados, con el
fin de generar agrupamientos basados en perfiles similares (Figura 57). En este sentido

se observa, por un lado, una estrecha asociacién entre Mucl y Rhbdd2 y entre Mucbac y

1 Se incluyeron los resultados obtenidos con el empleo del Ac CT33 dirigido contra la cola citoplasmatica de la
MUC1 humana.
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TF, estando a su vez los cuatro antigenos agrupados por un nodo superior. Por otro
lado, se observa una clara asociacion entre los carbohidratos Le x y Tn, los cuales

muestran un perfil de expresién més cercano a Muc2 que al resto de los antigenos.
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Figura 56. Mapas de calor donde se visualizan los Higado
. ., . L, Péx'ncreas
perfiles de expresion obtenidos para los antigenos Pimon
Mucl, Muc2, Muc5ac, Rhbdd?2, Le x, Tn y TF, en los Earage
. . .e . Ed6mago
distintos  tejidos y estadios del desarrollo s
inon
analizados. Glandula salival
Intestino delgado

109



Resultados

Mucsac
RHBDD2
Mucl

T

Muc2
Le x

£

Figura 57. Mapa de calor donde se visualizan los antigenos agrupados
segin perfiles similares. Se observa, por un lado, una estrecha
asociacion entre Mucl y Rhbdd2 y entre Mucbac y TF, estando a su
vez los cuatro antigenos agrupados por un nodo superior. Por otro
lado, se observa una clara asociacién entre los carbohidratos Le x y Tn,
los cuales muestran un perfil de expresion mas cercano a Muc2 que al
resto de los antigenos.
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Finalmente, se evalu6 la asociacién entre los distintos antigenos empleando un analisis
factorial con componentes principales (PCA). Se obtuvieron una serie de componentes
capaces de resumir y explicar las variaciones entre las muestras. A partir de los 3
componentes principales se construyé un sistema de coordenadas donde la abscisa
representd el componente 1, la ordenada representé el componente 2 y el eje Z
representé al componente 3 (Figura 58). El porcentaje incluido con cada componente
represent6 la magnitud de las variaciones observadas que dicho componente fue capaz
de explicar. La longitud de cada vector fue directamente proporcional al peso que esa
variable tuvo para el modelo. La proximidad del vector a la abscisa o a la ordenada o al
eje Z representd a su vez la correlacion que las variables presentaron con los
componentes 1, 2 y 3, asi como la proyeccién de esa variable sobre los ejes demostro el
peso de la variable sobre cada factor. Con el empleo de este sistema los componentes 1, 2
y 3 lograron explicar las variaciones observadas en el 70 % de los datos.

Se identificaron 2 grupos de asociaciéon: Mucl con Rhbdd2 por un lado y los
carbohidratos Le x y Tn por otro. Muc2 aparece proximo al grupo de asociaciéon formado
por Le x y Tn, mientras que Mucbac y TF no parecen estar asociados con los otros
antigenos incluidos en el analisis.

Seguin la matriz de correlaciones (Tabla 13), los carbohidratos Le x y Tn presentan el
mayor grado de correlacion con un valor de r=0,645 (p=0,001), las variables Mucl y
Rhbdd2 presentan un coeficiente de correlaciéon de r=0,506 (p=0,001), mientras que

Muc2 y Le x presentan un valor de correlacién de r=0,407 (p=0,001).

111



Grafico de componentes en espacio rotado

Componenta2
=
T

=10

o0

Componente 1

5

Resultados

Figura 58. Gréfico tridimensional de la asociacién entre las distintas variables halladas segtin el andlisis
factorial con componentes principales. Se pueden observar 2 grupos de asociacién claramente
identificables: Mucl y Rhbdd2 por un lado, Tn y Le x por otro. Muc2 aparece préximo al grupo
formado por Tn y Le x, mientras que Mucbac y TF no muestran asociacién con los otros antigenos

incluidos en el analisis.

Tabla 13. Matriz de correlaciones. Se visualizan los coeficientes de correlacion de Pearson entre cada
par de antigenos analizados. La tabla muestra ademds los niveles de significancia (Sig. Unilateral)
asociados a cada coeficiente de correlacion.
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En términos generales, podemos decir que las asociaciones encontradas entre los
distintos antigenos con el empleo del PCA se hallan en concordancia con los
agrupamientos jerdrquicos que pueden visualizarse en los mapas de calor, generados
con el programa Multiexperiment Viewer®. Ambos analisis muestran, por un lado, una
estrecha asociacion entre Mucl y Rhbdd2. Por otro lado, se observa una clara asociacién
entre los carbohidratos Le x y Tn, los cuales muestran un perfil de expresion maés

cercano a Muc2 que al resto de los antigenos.
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1. Analisis de la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 yMuc5ac, de Rhbdd2 y de los
antigenos carbohidratos Tn, TF, Le x y sLe x en tejidos adultos y embrionarios.
Los mecanismos biolégicos de induccién, proliferaciéon, diferenciacién, migraciéon y
muerte celular que ocurren en el desarrollo embrionario son el resultado de la expresién
selectiva de genes que ocurre en un momento preciso con un patrén determinado.
Es sabido que los mismos genes pueden tener diferentes funciones en distintas etapas
del desarrollo y en o6rganos diferentes. Cada sistema corporal tiene su patrén de
desarrollo, pero la mayor parte de los procesos de la morfogénesis son similares,
existiendo mecanismos bésicos de regulacién [Nothias et al., 1995; Adachi-Yamada et al.,
2002; Gilbert, 2005].
Los mismos procesos que ocurren en el desarrollo intervienen en la oncogénesis [Potter,
2011]. Los estudios de expresién de las mucinas, de los carbohidratos asociados y de
Rhbdd2 se han interesado principalmente en el papel que presentan en la carcinogénesis
y en la progresion tumoral, pero el rol que cumplen en la embriogénesis humana y no
humana es poco conocido.
En el presente estudio se analiz6, en una primera parte, la expresion de las mucinas
Mucl, Muc2, Mucbac, de los antigenos carbohidratos Tn, TF, Le x y sLe x, y de la
proteina Rhbdd2 en tejidos adultos y embrionarios mediante el empleo de las técnicas

IHQ, SDS-PAGE, WB, dot blot y RT-PCR.

1.1. Mucl.

Se estudi6 la expresion de Mucl en adultos, neonatos y distintos estadios gestacionales

de rata mediante IHQ, con el empleo de un anticuerpo anti-MUC1CT humana, dirigido
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contra el dominio citopldsmico CT altamente conservado de la MUC1 [Croce et al.,
2006].

Como es sabido, la MUCI fue la primera mucina en ser clonada, inicialmente a partir de
carcinoma mamario, y posteriormente, a partir de otros tejidos normales y neoplasicos,
ya que se halla ampliamente expresada en los epitelios adultos de distintas
localizaciones [Lan et al., 1990; Gendler et al., 2001; Croce et al., 2003, 2006, Lacunza et
al., 2009]. Fue por tal motivo que se procedi6 al analisis de la expresion de la mucina 1,
desde la etapa embrionaria hasta el nacimiento, en 6rganos que expresan Mucl en
adultos. Durante la etapa embrionaria, la gldndula mamaria es dificil de identificar,
debido a su escaso desarrollo, y en consecuencia, se excluyé de este estudio.
Posteriormente, se analiz6 la expresion de Mucl durante el desarrollo postnatal de la
glandula.

En el presente trabajo se observé reacciéon en la mayoria de los epitelios adultos y
neonatos de rata analizados; en esdéfago, estoémago, intestino delgado y grueso,
glandulas salivales, higado, pancreas, pulmoén, rifién y traquea. El patrén de reaccion
fue predominantemente apical, lo cual coincidié con lo hallado en trabajos realizados
previamente [Girling et al., 1989; Croce et al., 1997; Lacunza et al., 2009]. No se detect6
expresion de Mucl en las muestras de piel y de glandula mamaria de rata no prefiada.
Este resultado podria deberse al alto contenido de tejido graso en la glandula mamaria
no prefiada, segtin lo encontrado por Lacunza y col. (2009).

Por otra parte, los resultados hallados mostraron expresiéon de la Mucl de rata en varios
tejidos epiteliales embrionarios, siendo los epitelios gastrico, pulmonar y renal, los
primeros en mostrar reactividad (13G). En consecuencia, estos resultados sugieren un

importante rol de la Mucl en el desarrollo temprano de estos 6rganos.
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Hacia los 14G se detect6 una reaccion moderada en las células epiteliales del
revestimiento intestinal y de los tbulos pancreéticos en desarrollo. Estudios realizados
en rata han demostrado que entre los 14 y 16G, el intestino en desarrollo se somete a una
intensa proliferacion epitelial que ocluye parcialmente el lumen intestinal, en tanto que,
a los 15G, las células proliferativas se hacen evidentes en el lumen [Mei6 et al., 2008]. En
coincidencia con este hecho, los resultados arrojados por el presente estudio mostraron
que a los 14G la expresion de Mucl se limito6 al epitelio de revestimiento mientras que a
los 15G también fueron reactivas las células proliferativas del intestino. Estas
observaciones indican que la Mucl podria estar asociada a la proliferacion.

Tal como se dijo previamente, entre los 13 y los 14G, las yemas epiteliales pancreaticas
se hallan sometidas a procesos de elongacién y ramificacion. Lo que nos permite pensar
que la deteccion de Mucl a los 14G, podria estar vinculada a la diferenciacion del
epitelio pancreatico. Por otra parte, la intensidad de la reaccién se vio incrementada en
los dias siguientes (16-20G), lo cual coincide con el adelgazamiento del lumen de las
estructuras tubulares y la diferenciacion de los acinos serosos, que se tornan evidentes a
partir de los 17-18G. Estos resultados estan de acuerdo con lo observado por Braga y col.
(1992) en el estudio de la embriogénesis del ratén, en el cual, hallaron expresiéon de
Mucl, en coincidencia con la diferenciacién epitelial y la formacién de las glandulas.

A partir de los 16G, se observd reacciéon positiva en los cordones hepéticos
embrionarios. Resulta interesante destacar que en este estadio, los hepatoblastos se
encuentran en un periodo de migraciéon activo [St-Pierre et al.,, 2004; Hayashi et al.,
2008]. Estos datos, nos permiten sugerir un posible rol de la Mucl en la migracién
celular. Sin embargo, serian necesarios estudios complementarios para confirmar dicha
hipétesis.
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El epitelio esofagico también mostré reaccion a partir de los 16G, momento en el cual,
consiste en una ldmina de 2-3 capas de células indiferenciadas. A partir de los 17G, tales
células indiferenciadas, comienzan a diferenciarse en las células escamosas
caracteristicas del es6fago. Por lo tanto, no resulta sorprendente la detecciéon de Mucl
previa a la diferenciacién. Diversos estudios realizados en muestras humanas sugieren
que la MUCI, asi como otras mucinas podrian estar involucradas en la diferenciacion
celular de las células epiteliales del es6fago [Guillem et al., 2000].

Las glandulas salivales y la trdquea, mostraron expresiéon de Mucl a partir de los 18G.
En cuanto a las glandulas salivales, la detecciéon de la mucina es posterior al inicio de la
diferenciacion de las estructuras tubulares epiteliales (16G), pero, como se mencioné
previamente, la mayor parte del desarrollo de las mismas ocurre en los tltimos estadios
gestacionales y fundamentalmente, luego del nacimiento. Por otro lado, las células del
epitelio traqueal resultan indiferenciadas hasta los 17G, mientras que a partir de los 18G,
en coincidencia con la detecciéon de Mucl, comienzan a visualizarse células secretoras y
algunas células ciliadas inmaduras [McAteer, 1984; Randell et al., 1993; Qi et al., 2000].
Estos resultados sugieren que la Mucl también puede ser importante en la
diferenciacion del epitelio traqueal.

Braga y col. (1992) estudiaron la expresién de la proteina Mucl durante el desarrollo
embrionario del ratén y hallaron expresion de la misma en estémago, pdancreas,
pulmoén, traquea, rifién y glandulas salivales. Tales resultados son acordes a los hallados
en este estudio. Sin embargo, en contraste con nuestros resultados, Braga y col. no
hallaron reaccion en intestino delgado e higado de ratén. En nuestro estudio, también se
detectd expresion en el eséfago, pero este 6rgano no estaba incluido en el trabajo

realizado en el desarrollo embrionario del ratén.
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A fin de caracterizar a la Mucl de rata mediante dot blot y WB, se analizaron
homogenados de diferentes 6rganos en distintos estadios de desarrollo, que habian
mostrado reacciéon positiva mediante IHQ. En tal estudio se emple6 un anticuerpo
dirigido contra la MUC1/Y humana, con el fin de comprobar, por un lado, la
reactividad del anticuerpo en rata, y por otra parte, detectar posibles isoformas de la
Mucl en rata.

En el ensayo de dot blot, del mismo modo que en la IHQ, se evidencié una intensa
reacciéon en la mayor parte de las muestras analizadas. Estos resultados nos permitieron
comprobar la reactividad del anticuerpo en rata. Mientras que los tejidos analizados
mediante WB mostraron ciertas diferencias.

En la mayor parte de los tejidos analizados se identificé una banda mayor a 100 KDa.
Considerando que el anticuerpo empleado reconoce la regiéon N-terminal extracelular de
la MUCI, resulta altamente probable que el fragmento hallado corresponda a la
subunidad a de la Mucl de rata, que contiene al dominio extracelular. Se sabe que la
Mucl de rata estd compuesta por 655 aminoacidos [Strausberg et al., 2002], de los cuales
69-72 y 28-31 corresponden a los dominios citopldsmico y transmembrana
respectivamente, que estan altamente conservados entre las especies de mamiferos y que
constituyen, junto a una corta porcién extracelular, la subunidad menor P [Spicer et al.,
1995]. Estos datos nos permiten deducir que la subunidad a, estaria constituida por
alrededor de 500 aminoécidos, que tendrian un peso molecular promedio de 55 KDa.
Asimismo, sabemos que se trata de la porcién altamente glicosilada de la Mucl, lo cual,
le permite alcanzar un peso mayor, dependiendo del grado de glicosilaciéon de la misma.

Es menester mencionar y recordar, que el ntcleo proteico de la subunidad mayor de la
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MUCI1 humana presenta un tamafno de 120-300 KDa; mientras que la proteina madura,
luego de la glicosilacién, puede duplicar su tamafio [Gendler et al., 2001].

Por otra parte, en pancreas de 18G, en rifion y pulmoén de 19G y adulto, se detecté una
banda adicional de 25KDa aproximadamente. Considerando que el anticuerpo esté
dirigido contra la isoforma MUC1/Y humana, cuyo peso es de 22 KDa, se podria
sugerir, que la banda detectada corresponde a una isoforma de la Mucl de rata andloga
a MUC1/Y. Recordamos que la MUC1/Y humana constituye una variante asociada a
membrana, producto del splicing alternativo, que carece de dominios TR y que contiene
un moédulo SEA truncado [Rubinstein et al., 2009]. Este es un resultado extremadamente
interesante, teniendo en cuenta la ausencia de informacién sobre posibles productos de
splicing alternativo de la Mucl de rata. Ahora bien, seria necesario ampliar los estudios
en vista de poder aislar y secuenciar esta proteina para confirmar estas hipotesis.
Adicionalmente, se hall6 una banda menor a 100 KDa, en el pancreas de 18G, que
podria corresponder a un producto de distinto peso molecular de diferente alelo de la
subunidad a de la Mucl de rata.

Por otra parte, se analizé la expresion de Mucl en distintos tejidos embrionarios y
fetales a nivel del ARNm. Los resultados hallados permitieron validar los resultados

obtenidos a nivel proteico, mediante IHQ, dot blot y WB.

1.2.  Muc2.
Para el anélisis de la expresion de Muc2 en embriones, fetos y neonatos de rata se utilizé
el anticuerpo H300, dirigido contra la MUC2 humana. Mediante IHQ, se detect6
expresion de Muc? en los epitelios intestinales y gastrico de la rata adulta. En tanto que

las muestras embrionarias y fetales mostraron expresiéon de la mucina a partir de los
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19G. La reacciéon se restringié a las células caliciformes ubicadas en el epitelio de
revestimiento de las vellosidades y las criptas de Lieberkiihn en formacién.

Hacia los 20G también se visualizé reacciéon en la secrecion contenida en el lumen
intestinal y en algunas células columnares. Diversos autores han demostrado una
elevada expresion de ARNm MUC2 en el intestino primitivo de embriones humanos de
12 semanas de gestaciéon [Chambers et al., 1994], lo cual, es equivalente a un estadio
mayor a 18G en la rata, segan The Carnegie Institution [Witschi, 1962; O'Rahilly y Miiller,
1987; Hill, 2010]. Estos autores hallaron una reaccion restringida principalmente a
células individuales, posiblemente caliciformes, distribuidas en el epitelio intestinal que
recubre las vellosidades y las criptas de Lieberkiihn en formacién. En contraste, Buisine
y col. (1998) detectaron expresion de MUC2 mads tempranamente, en embriones de 9
semanas de desarrollo. Resulta interesante destacar que, en nuestro estudio, el inicio de
la expresion de Muc2 coincidié con la deteccion de las células caliciformes en el epitelio
intestinal y con el inicio de la formacién de las criptas de Lieberkithn. Nuestros
hallazgos son concordantes con lo que describi6 Hill (1991), quien estudi6é la
morfogénesis del colon de la rata y observé también las primeras células caliciformes a
los 19G junto con el inicio de la conformacion de las criptas y la secrecion de moco a
partir de los 20G.

Todos estos datos, nos permiten sugerir, un posible rol de la mucina 2 en la
diferenciacion de este tipo celular y en la morfogénesis de la mucosa intestinal. Estudios
realizados en ratones demostraron que en ausencia de Muc2 (ratones Muc2-/-), las
criptas intestinales mostraban morfologias aberrantes y los procesos de maduracién y
migracion celular resultaban alterados [Velcich et al., 2002]. La interaccién de Muc2 con

mucinas asociadas a membrana [Hollingsworth y Swanson, 2004], tales como Mucl,
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podria indicar su participacion en los procesos de sefalizacion que conducen a la
diferenciacion y proliferacion del epitelio intestinal.

Por otra parte, se ha reportado la expresion de MUC2 en otros 6rganos, tales como
pulmon, trdquea y estdbmago humanos [Buisine et al., 1999; 2000; Rose y Voynow, 2006].
En nuestro estudio, las muestras de trdquea y pulmoén analizadas fueron negativas, pero
si se hallé expresiéon de Muc2 en estébmago adulto y en neonatos a partir de los 3 dias
posteriores al nacimiento. Las muestras de estémago embrionario y fetal fueron
negativas.

De acuerdo a lo expuesto, podemos sugerir que la Muc2 en estémago, podria tener un
rol protector de la mucosa gastrica frente a la acidez del jugo gastrico, el dafio mecénico
y la exposicién a los agentes patégenos (microorganismos, toxinas) que aparecen en el
neonato al momento del inicio de la ingesta de alimento. Estudios adicionales serian
necesarios para confirmar esta hipétesis.

A fin de validar los resultados obtenidos mediante IHQ, se llevaron a cabo las técnicas
de WB y RT-PCR. En concordancia con lo esperado, en el anélisis de homogenados de
intestino delgado y grueso mediante WB, se detect6 una banda de 200 KDa a partir de
los 19G. Sin embargo, en el estudio realizado en muestras de ADNc de intestino
delgado/grueso y estémago, de 16G-20G y adultos, se observd expresion positiva en
todos los casos analizados. Estos resultados estarian indicando que la expresion del
ARNm en el desarrollo es mas temprana que la deteccion de la proteina
correspondiente. En concordancia con estos datos, Buisine y col. (2000) hallaron
expresion de ARNm MUC2 en fetos humanos. Sin embargo, los primeros indicios de
reaccion aparecieron a las 26 semanas de gestacion, lo cual representa un estadio de

desarrollo avanzado, en el que las glandulas mucosas ya estdn completamente
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diferenciadas. Este hecho condujo a los autores a la conclusién de que MUC2 no
presenta un papel importante en la morfogénesis del epitelio gastrico ni en la
diferenciacién celular normal.

Todos estos datos, nos permiten sugerir, a modo especulativo, que existe un mecanismo
de regulacion de la expresion génica que actta postranscripcionalmente, lo cual
explicaria la deteccion de ARNm Muc2 previa a la expresion proteica. No debe
descartarse tampoco que la discrepancia entre el momento en que pueden detectarse el
ARNm y la proteina, obedezcan a diferencias en la sensibilidad de detecciéon de reacciéon

de las metodologias empleadas.

1.3. Mucbhac.

Es sabido que la mucina MUCS5AC es la principal mucina secretada por las células
mucosas del estdbmago y las células caliciformes que se hallan en el pulmén y en el ojo
[Lesuffleur et al., 1995; Buisine et al., 1998].

Los resultados hallados en este estudio, mediante el empleo de IHQ, mostraron
expresiéon de Mucbac en el epitelio géstrico y las células caliciformes de pulmén y
trdquea, como asi también en las glandulas sebaceas de la piel de la rata adulta. Segan
nuestro conocimiento, hasta el momento son pocos los datos concernientes a la
expresion de Mucbac en piel en condiciones no patolégicas. Varios estudios han
demostrado que la piel normal exhibe una expresion bastante restringida de mucinas
[Chakraborty et al., 2011]. Incluso, la mayor parte de los autores coinciden en la ausencia
de expresion de MUC1 y MUC5AC en el epitelio escamoso de la epidermis adulta
normal [Kuan et al., 2001; Yoshii et al., 2002]. Sin embargo, en concordancia con nuestros

resultados, Smith y col. (2008) detectaron una leve expresiéon de MUC5AC en algunas
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glandulas sebdceas de la piel adulta normal. Por otra parte, se ha demostrado la
expresion de MUCS5AC en las células de Paget caracteristicas de la enfermedad de Paget
extramamaria, un tipo de carcinoma epidérmico raro que aparece generalmente en la
region anogenital [Yoshii et al., 2002; Smith et al., 2008].

En cuanto a la expresion de la mucina en las muestras embrionarias, fetales y
neonatales, se registr6 una leve reaccion en algunas células de la mucosa gastrica a
partir de los 17G y un incremento en la intensidad de reaccion hacia los 18G. Resulta
interesante destacar que entre los 17-18G de la rata comienzan a visualizarse las
glandulas en formacién en la mucosa gastrica, aunque la diferenciacién de las células
epiteliales no ocurre antes de los 19-20G [Familari et al., 1998]. Estos datos estarian
indicando que la expresion de Mucbac coincide con la morfogénesis glandular y
aparece previamente a la citodiferenciacién, lo cual, sugiere que podria tener un papel
importante en la proliferacion y diferenciacion del epitelio gastrico. Estudios realizados
en embriones y fetos, humanos y de ratén, demostraron que la MUC5AC/Mucbac se
expresa tempranamente en el desarrollo (8 semanas en humanos, 18.5 dias en el ratén)
[Buisine et al., 2000; 2008; Jonckheere et al.,, 2012]. En conformidad con nuestras
suposiciones, Jonckheere y col. (2012) determinaron que el patréon de expresion de la
Mucbac en el ratdn, estaria correlacionado con ciertos factores de transcripcion (GATA-6
y HNF4a) involucrados en la diferenciacion gastrointestinal.

En la embriogénesis del pulmén de ratén se han descripto 4 etapas cronolégicas: 1)
pseudoglandular, en la que se desarrolla el arbol bronquial y respiratorio (9.5 - 16.5G), 2)
canalicular, en la que se originan los sacos terminales (16.5 - 17.5G), 3) de sacos
terminales, etapa en la que se incrementa el nimero de sacos terminales y se diferencian

las células tipo I y II (17.5G - 5DP), y 4) alveolar, posterior al nacimiento, en la cual se
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forman los conductos alveolares y los alvéolos maduros (5 - 30DP) [Warburton et al.,
2000]. Nuestros resultados muestran una leve expresiéon de Mucbac en el epitelio que
reviste los ductos pulmonares a partir de los 14G de la rata, lo cual es coincidente con la
etapa de proliferacion y ramificacion del arbol bronquial. En contraste, en un reciente
trabajo, Roy y col. (2011) estudiaron la produccién de mucinas durante el desarrollo
prenatal y postnatal del pulmén de ratén y no hallaron expresién de la proteina Mucbac
antes de los 14DP. Sin embargo, en el analisis a nivel del ARNm detectaron una
expresion temprana, a partir de los 14.5G.

Asimismo, estudios realizados en embriones y fetos humanos mostraron expresion de
ARNm MUC5AC en los bronquios segmentarios a partir de las 13 semanas de gestacion
[Buisine et al., 1999].

Todos estos datos sugieren un probable rol de la mucina en la proliferacion,
ramificacién y morfogénesis del arbol bronquial.

Por otra parte, las muestras de traquea fetales analizadas fueron negativas. Se detect6
una leve reaccion en el epitelio y en las glandulas traqueales a partir de los 7DP. En
contraposicioén, Buisine y col. (1999) hallaron una leve expresion de ARNm MUC5AC en
fetos humanos, aunque en una etapa muy avanzada del desarrollo, hacia las 23 semanas
de gestacion.

En cuanto a la expresion de la glicoproteina en las muestras de piel, se registr6
tempranamente, a partir de los 13G, una leve reaccién en la epidermis embrionaria.
Asimismo, las muestras de piel de neonatos de 2 - 6DP mostraron una elevada
intensidad de reaccién en los distintos estratos que constituyen la epidermis, y ademaés
se detecté6 Mucbac en las células que integran las glandulas sebaceas. Cabe recordar que

estas estructuras se originan como prominencias asociadas a los foliculos pilosos en
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formacion y aparecen durante la primera semana de vida en ratas y ratones [Fluhr et al.,
2004]. Finalmente, hacia los 7DP, el patrén de expresion coincide con el de la rata adulta,
la epidermis resulta negativa y la reaccion queda restringida a las glandulas de sebo.
Resulta necesario destacar que la pérdida de la expresién de la mucina en la epidermis
coincide con la aparicion de los primeros pelos. Una posible explicaciéon podria ser que
la Mucbac cumpla una funcién de proteccion frente al liquido amniético en el embrion y
en el feto, y que dicha funcion sea asumida por el recubrimiento piloso que aparece en la
primera semana de vida del neonato. Es interesante mencionar que hasta el momento,
no se han registrado datos concernientes a la expresion de la mucina Mucbac en la
epidermis embrionaria.

Los resultados hallados mediante WB permitieron validar los datos provenientes del
analisis IHQ. En todos los casos que resultaron positivos, se detecté6 una banda de 200
KDa aproximadamente, coincidente con la hallada por Lacunza y col. (2009) en
diferentes especies de mamiferos.

Por otra parte, el empleo de la metodologia RT-PCR mostré expresion del ARNm
Mucbac en todas las muestras de ADNc de estomago, de pulmén y de piel analizadas.
Sorprendentemente, se detect6 expresion del ARNm Mucbac en muestras ADNc de
estomago de 16G, lo cual es previo a la deteccién de la proteina mediante IHQ y WB.
Esta discrepancia en los resultados obtenidos, podria estar indicando la presencia de
algiin mecanismo de regulacién de la expresiéon postranscripcional, o bien, podria
deberse a las diferencias en la sensibilidad de las metodologias empleadas en este

estudio.
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1.4. Antigenos carbohidratos.

Los complejos mecanismos de reconocimiento, adhesién y comunicacién celular son
llevados a cabo por medio de moléculas asociadas a la superficie de la célula, entre las
cuales se encuentran las glicoproteinas.

Como se coment6 anteriormente, muchas glicoproteinas presentan en sus ejes proteicos
cadenas de carbohidratos unidas mediante O-glicosilacién. Este proceso constituye un
mecanismo de modificacién proteica altamente conservado, hallado en mamiferos,
peces, equinodermos, insectos, gusanos, protozoos y ciertos hongos [Hagen et al., 1999;
Schwientek et al., 2002; Ten Hagen et al, 2003, Tran y Ten Hagen, 2013]. La O-
glicosilaciéon ocurre en el complejo de Golgi y se caracteriza, por lo general, por la
adicion inicial de un aztcar GalNAc a un residuo de serina o treonina mediante glicosil-
transferasas (GTs) especificas. Diversos estudios han determinado que muchas de las
GTs se encuentran expresadas de un modo espacial y temporal especifico durante el
desarrollo de mamiferos, lo cual, sugiere que las GTs podrian tener importantes
funciones a lo largo de la embriogénesis [Kingsley et al., 2001; Tian y Ten Hagen, 2006;
Tran y Ten Hagen, 2013]. En el presente trabajo, se analiz6 mediante IHQ, la expresion y
localizacién de los antigenos carbohidratos Tn y TF en diferentes tejidos epiteliales de
rata adulta y de distintos estadios gestacionales.

Normalmente, la adiciéon inicial del monosacarido GalNAc a residuos de serina o
treonina del péptido en crecimiento, genera el antigeno Tn, en tanto que, la subsiguiente
unién de Gal al C-3 de GalNAc da origen al disacarido TF (también denominado T o
corel).

En cuanto al antigeno Tn en los tejidos adultos, se detecté una reaccion restringida a los

6rganos del tubo digestivo, estomago, intestino delgado y grueso, a las glandulas

127



Discusion

salivales y al rifiéon.

Las muestras embrionarias y fetales analizadas mostraron expresiéon de Tn en el epitelio
intestinal, en los tibulos renales, en los acinos en formacién de las glandulas salivales,
en glandulas gastricas y en epidermis. Estudios realizados en raton demostraron que la
ausencia de determinadas GTs involucradas en la sintesis de Tn produce alteraciones en
la morfogénesis de las glandulas salivales [Tenno et al., 2007]. Aparentemente la pérdida
de tales GTs produce una disminucién de ciertos componentes de la matriz extracelular
que intervienen en procesos de sefializacién involucrados en la proliferacién celular y en
la organogénesis [Tian et al., 2012; Tran y Ten Hagen, 2013].

Por otra parte, el disacdrido TF mostré expresion en estomago, intestino delgado,
glandulas salivales, rifion y piel de rata adulta. Asimismo, en las muestras embrionarias
y fetales analizadas, se hall6 reaccion en los epitelios esofagico y gastrico, en el epitelio
de revestimiento y en las glandulas intestinales, en los conductos excretores y acinos en
formacion de las glandulas salivales, en los tibulos proximales y corptasculos renales del
rifién y en los estratos mas superficiales de la epidermis. Alexander y col. (2006)
estudiaron ratones deficientes en el antigeno TF y comprobaron que a los 200 dias de
vida los animales morian a causa de una insuficiencia renal. Los rifiones de tales ratones
presentaban glomérulos y tabulos proximales distorsionados. Estos autores sugieren
que la ausencia del antigeno TF genera una glicosilaciéon aberrante en ciertas
glicoproteinas normales presentes en las prolongaciones de los podocitos renales, lo
cual, seria causante del mal funcionamiento del rifién.

Adicionalmente, estudios recientes realizados en Drosophila demostraron una elevada
expresion de O-glicanos en la superficie apical y luminal de las células que recubren los

intestinos anterior y posterior, las glandulas salivales, los ttbulos de Malpigui
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(equivalentes funcionales al rifion de vertebrados) y el sistema traqueal [Tian y Ten
Hagen, 2006]. Estas observaciones indicarian un probable rol de los O-glicanos en la
formacion de los 6rganos tubulares en Drosophila.

Los resultados obtenidos en este analisis estarian demostrando que los carbohidratos Tn
y TF se hallan ampliamente expresados en los epitelios normales de la rata,
especialmente aquellos expuestos a condiciones locales variables, a toxinas y
microorganismos, como son los 6rganos del tubo digestivo, del sistema urinario y de la
piel.

Tomados en conjunto, todos estos datos nos permiten sugerir un posible rol de los
epitopes Tn y TF en los eventos moleculares que regulan la formacién de 6érganos
tubulares en la rata. Esto es probablemente, influyendo en las interacciones célula-célula
y célula-matriz extracelular necesarias para el desarrollo y el funcionamiento adecuados
de los 6rganos tubulares. Sin embargo, serian necesarios estudios complementarios para
determinar el rol potencial de estos carbohidratos en la morfogénesis de tales 6rganos.
Como se dijo previamente, la mayoria de los carbohidratos de la periferia de los
glicanos son residuos de fucosa, sulfatos y acido sidlico. Un ejemplo de glicoconjugados
fucosilados es el grupo de los antigenos sanguineos Lewis. En el presente estudio,
analizamos mediante IHQ, la expresion y localizaciéon de los antigenos Le x y sLe x en
diferentes tejidos epiteliales de la rata adulta y de distintos estadios de desarrollo.

Le x mostr6 expresion principalmente en el tubo digestivo de la rata adulta: en
estdbmago, y en intestino delgado y grueso. También se hall6 una intensa reaccién en
rifién. Asimismo, en el analisis de las muestras embrionarias y fetales, se identific6 Le x

en la mucosa gastrica, en el epitelio intestinal, en los tbulos renales y en la epidermis.
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En resumen, podemos afirmar que Le x también es un antigeno ampliamente expresado
en los epitelios normales de la rata, especialmente en los 6rganos del tubo digestivo y
del sistema urinario. Por otra parte, la expresion relativamente temprana en el desarrollo
de estos 6rganos, a partir de los 17G, podria estar indicando que el antigeno Le x
también posee alguna funcién vinculada a los mecanismos de adhesion celular
necesarios para el desarrollo y mantenimiento de la integridad de los epitelios de los
6rganos tubulares en formacion.

El epitope sLe x ha sido ampliamente caracterizado como un antigeno asociado a cancer.
Diversos autores confirmaron que sLe x se sobre-expresa en carcinomas géstrico,
colénico, mamario y renal, aunque también se hallé expresién en algunas muestras
normales de mama, rifién, colon y cavidad oral [Brockhausem et al., 2003; Croce et al.,
2007]. En el presente trabajo, mediante el empleo del anticuerpo monoclonal KM93, no
se detectd expresiéon de sLe x en ninguna de las muestras analizadas, lo cual estaria
indicando que este antigeno no presenta una funcién importante en el desarrollo y el
mantenimiento de los epitelios de la rata en condiciones normales.

En conclusion, los resultados hallados en este estudio nos permiten sugerir que los
carbohidratos Tn, TF y Le x presentarian roles esenciales en el desarrollo embrionario,

en la morfogénesis y en la homeostasis de varios tejidos epiteliales.

1.5. Rhbdd2.
La proteina RHBDD2/Rhbdd?2 constituye un miembro de la familia de serin-proteasas
intramembrana que reciben el nombre de Romboides y que se encuentran altamente
conservadas entre las especies. Particularmente, RHBDD2/Rhbdd2 pertenece a un

subgrupo de proteasas que se hallan alejadas evolutivamente entre ellas mismas y con
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respecto a las demas proteinas Romboide.

Diversos autores han determinado que varias de tales proteinas, como por ejemplo,
Rhomboide-1 en Drosophila, intervienen en la via de sefalizacion EGFR que regula
numerosos aspectos de la embriogénesis, por lo que estarian jugando un importante rol
en el desarrollo normal del organismo. Sin embargo, son pocos los datos concernientes a
la expresion de proteinas Romboides en el desarrollo de mamiferos. En un trabajo
reciente, Adrain y col. (2011) analizaron la expresién de la proteina RHBDL2 en lineas
celulares humanas y determinaron su participacion en la via de sefalizacion EGFR.
Estos autores sugieren que RHBDL2 funciona de manera similar a Rhomboide-1 en
Drosophila, provocando la escision y la subsiguiente liberacién del ligando EGF al medio
extracelular, el cual en consecuencia, activa al receptor EGFR. En otro estudio, Zou y col.
(2009) determinaron que RHBDF1 interviene en la transactivaciéon de EGFR mediada por
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), probablemente facilitando la liberacién del
ligando TGFa, el cual también activa la via de sefializacion EGFR. Sin embargo, el rol
preciso de RHBDF1 atin no ha sido establecido.

Todos estos datos sugieren que las proteinas Romboides podrian resultar importantes
en el desarrollo normal de los mamiferos.

En el presente estudio, se analizé mediante IHQ la expresion y localizaciéon de la
proteina Rhbdd2 en diferentes tejidos epiteliales de rata adulta y de distintos estadios
gestacionales. Todos los tejidos adultos estudiados, con excepcion del eséfago y la
trdquea, mostraron reaccién positiva. Resulta interesante resaltar que algunas de las
células de los epitelios gastrico e intestinal como también algunos hepatocitos mostraron
reaccion en el nucleo. Tales observaciones podrian ser producto de un artefacto de la

técnica empleada, o bien, podrian estar indicando un posible rol de Rhbdd2 en algian
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proceso nuclear tal como la transcripcion génica. Estudios complementarios serian
necesarios para confirmar dicha hipétesis.

En estudios realizados previamente, Lacunza y col. (2012) analizaron la expresién de
RHBDD2 en muestras humanas de colon normales, benignas y carcinomas, y detectaron
una intensa reacciéon que abarcé todo el citoplasma en las células cancerosas, mientras
que en las muestras normales y benignas, la reaccién fue menos intensa y restringida a
la regién perinuclear.

En cuanto a la expresion de la proteina en las muestras embrionarias y fetales, se
registr6 reaccién en los cordones hepaticos en formacion, en los tibulos renales, en los
ductos del pulmén embrionario y en las células epidérmicas a partir de los 16G. Es
menester recordar que en este estadio de gestacion de la rata, se determiné también el
inicio de la expresiéon de Mucl en los hepatoblastos y que los mismos se encuentran en
una etapa de migracion activa. El rifion metanéfrico se halla casi totalmente diferenciado
y encapsulado, con la organizacion interna del rifién adulto y en el pulmén embrionario
comienzan a diferenciarse los sacos pulmonares. Por otra parte, hacia los 16G, se inicia
un periodo de rapida proliferacion celular en la epidermis embrionaria.

Considerando que la epidermis adulta no mostré expresiéon de la proteina, podriamos
sugerir un posible rol de Rhbdd2 en la rdpida proliferacion que sufren las células
epidérmicas hacia el final del desarrollo. Asimismo, Abba y col. (2009) realizaron un
ensayo de silenciamiento in vitro con siRNA de la expresion de RHBDD?2 en la linea
celular de cancer de mama MCF7 y detectaron un descenso significativo en la
proliferacién celular en comparaciéon con los controles correspondientes. Estas
evidencias permitieron a los autores determinar que la proteina RHBDD2 podria estar

involucrada en la regulacion de la proliferacion en las células tumorales. Toda esta
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informaciéon podria estar indicando que RHBDD2 presenta un rol importante en las
células que se hallan en activa y rapida proliferacién, como sucede con frecuencia en las
células tumorales y embrionarias.

Por otro lado, se detect6 expresion de Rhbdd2 en los epitelios géstrico e intestinal a
partir de los 18G. La reaccion quedoé restringida a las células mucosas que recubren las
glandulas gastricas e intestinales en formacién. Como se menciondé previamente, el
inicio de la morfogénesis glandular en la rata, ocurre entre los 17-18G en estémago y
entre los 18-19G en intestino delgado y grueso. Estos datos estarian demostrando que la
expresion de la proteina Rhbdd2 coincide con el comienzo de la formacién de las
glandulas géastricas e intestinales, lo cual sugiere que podria tener un papel en la
proliferaciéon y morfogénesis glandular.

Por otra parte, los acinos pancreaticos mostraron una moderada reaccién a partir de los
19G. Como se comentd anteriormente, la diferenciacién de los acinos serosos en el
péancreas ocurre entre los 17-18G, lo cual indica que la expresiéon de Rhbdd?2 es posterior
a dicho evento.

Los resultados hallados mediante WB permitieron validar los resultados obtenidos
mediante IHQ y verificar que el anticuerpo empleado reconoce a Rhbdd2 de rata y por
ende no estaria reaccionando con otro epitope.

En un trabajo reciente, Ahmedli y col. (2013), estudiaron la expresiéon de Rhbdd2 en la
retina de ratones adultos y de distintos tiempos de desarrollo pre y postnatal, y
determinaron que los niveles de expresiéon de la proteina varian dependiendo de la
edad. Estos autores sugieren que Rhbdd2 juega un papel importante en el desarrollo y
en el funcionamiento normal de la retina. Incluso, sostienen que una mutacién en

Rhbdd2 podria conducir al desarrollo de ciertas patologias tales como la retinitis
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pigmentaria. Sin embargo, adn no se ha establecido con certeza la funciéon de Rhbdd2 en
mamiferos ni su papel en las vias moleculares de sefalizacion. Estudios adicionales
serian necesarios para determinar el rol potencial de RHBDD2/Rhbdd2 en células y

tejidos normales de mamiferos.

2. Anadlisis de la expresion de las mucinas Mucl, Muc2 y Muc5ac en el desarrollo
postnatal normal de la glaindula mamaria y de tumores asociados a la misma.

La mayor parte del desarrollo de la glandula mamaria se produce luego del nacimiento,
alcanzando su plena diferenciacién tnicamente en presencia de los estimulos
hormonales que se producen en la prefiez y en la lactancia, cuando la glandula adquiere
funcionalidad [Russo y Russo, 1987].

Por otra parte, los modelos de roedores han sido particularmente ttiles en el estudio del
cancer de mama, debido a que suelen desarrollar neoplasias mamarias espontdneas en
los estudios a largo plazo. La formacién de tumores, que aumenta con la edad del
animal, ha sido atribuida a los desequilibrios hormonales, tales como el celo constante
que se produce en las ratas viejas.

En el presente trabajo se estudiaron las variaciones en la expresion de las mucinas Mucl,
Muc2 y Mucbac en el desarrollo postnatal normal de la glandula mamaria de rata y en
comparacién con neoplasias espontdneas asociadas a la misma, con el empleo de las

técnicas IHQ y RT-PCR.

2.1. Mucl.
Como menciondramos previamente, la MUC1 fue clonada inicialmente a partir de

lineas celulares de cancer de mama [Gendler et al., 1987]. En efecto, mas del 90% de los
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carcinomas mamarios humanos sobre-expresan MUCI. Sin embargo, diversos estudios
han demostrado que la mucina también se expresa en las enfermedades benignas
mamarias y en el epitelio mamario humano normal [Kufe et al., 1984; Croce et al., 2003;
Demichelis et al., 2010].

Por otra parte, el estudio del desarrollo de la glandula mamaria humana ha puesto de
manifiesto que la mama de mujeres nuliparas post-puberales se halla compuesta por
estructuras lobulares que reflejan distintos estadios de desarrollo. Los 16bulos tipo 1 son
los més indiferenciados y se componen de 6 - 11 conductillos, mientras que los l6bulos
tipo 2 evolucionan a partir de los anteriores y tienen una morfologia mas compleja, con
un mayor namero de conductillos. Durante el embarazo, los 16bulos tipo 1y 2 progresan
a lébulos tipo 3 que se caracterizan por tener un promedio de 80 conductillos, en tanto
que los lébulos tipo 4 solo estan presentes durante la lactancia, involucionando a
l6bulos tipo 3 en la etapa post-lactante. Las estructuras tipo 1 son las mas frecuentes en
las mujeres nuliparas mientras que, en las mujeres multiparas pre-menopéusicas
predominan las estructuras tipo 3.

En este sentido, resulta interesante mencionar que la estructura lobular de tipo 1 ha sido
identificada como el sitio de origen de uno de los tumores malignos mas frecuentes en
las mujeres, el carcinoma ductal in situ [Russo et al., 2005].

Debido a lo expuesto, en el presente estudio, se procedié al anélisis de la expresiéon de
Mucl en distintas etapas del desarrollo postnatal normal de la glandula mamaria de rata
y en tumores espontaneos asociados a la misma.

Mediante IHQ, se observ6 expresion de Mucl en la glandula mamaria en lactancia, en
involucion post-lactancia y en involucién senil. Los estadios de desarrollo previos a la

lactancia fueron negativos. En concordancia con estos resultados, estudios realizados
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previamente con el empleo del Ac CT33 también mostraron reaccion negativa en mama
adulta normal no lactante de rata y otras especies de mamiferos analizadas [Lacunza et
al., 2009].

En tanto que, con el empleo de la metodologia RT-PCR se detecté expresion del ARNm
Mucl en todas las etapas del desarrollo postnatal analizadas. Estas discrepancias en los
resultados, podrian corresponderse a las diferencias en la sensibilidad de las distintas
metodologias empleadas. Aunque también podrian estar indicando una expresién del
ARNm previa a la proteina.

De acuerdo a todo lo expuesto, podriamos concluir que la mucina Mucl se expresa, o
alcanza su mayor nivel de expresion, en la etapa de lactancia, la cual, justamente
corresponde, como comentdramos anteriormente, al estadio en el que la glandula
alcanza su méaxima diferenciacién. Estas observaciones nos conducen nuevamente a la
hipétesis de que Mucl presentaria un importante rol en la diferenciaciéon glandular.

En cuanto a los estadios de involucién post-lactancia y senil, la expresiéon de Mucl es
menos intensa y el porcentaje de reacciéon observado es menor que en la etapa de
lactancia. Como ya se comento, estos estadios se caracterizan por presentar una gran
eliminacién de tejido secretor generado por un proceso de apoptosis masiva.

En este sentido, Schroeder y col. (2004) desarrollaron ratones transgénicos que sobre-
expresan MUC1 humana en la glandula mamaria. Estos autores observaron que la
prolongada expresion de MUCI inhibe la involucién post-lactancia, probablemente
mediante la inhibicién de la apoptosis celular. Este hecho podria estar indicando que la
normal involucién de la glandula requiere una disminucién en el nivel de expresiéon de

la mucina.
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Por otra parte, el andlisis IHQ, también mostré una intensa reaccién en las muestras
tumorales malignas. En tanto que las muestras tumorales benignas incluidas en este
estudio, fueron negativas.

En cuanto al analisis de expresion del ARNm mediante RT-PCR se detecté amplificado
de Mucl en todas las muestras neopldsicas analizadas, benignas y carcinomas.

También en este caso, las discrepancias en los resultados probablemente se
correspondan con las diferencias en la sensibilidad de las distintas metodologias
empleadas, o bien, con una expresion del ARNm previa a la proteina correspondiente.
Como ya hemos mencionado, varios autores han demostrado la expresién de MUC1 en
lesiones benignas y carcinomas mamarios humanos y de ratén, con patrones de reacciéon
variables. Generalmente, las neoplasias malignas pierden el patron apical de expresion,
mostrando una reaccién citoplasmica, tal como se visualiz6 en nuestros resultados

[Schroeder et al., 2004; Croce et al., 2003; Demichelis et a., 2010].

2.2. Muc2.

Varios estudios han demostrado la expresiéon de MUC2 en algunos tipos de carcinomas
mamarios [Walsh et al., 1993; Hanski et al., 1997; Rahka et al., 2005]. Sin embargo, la
informacion acerca de la expresion de MUC2 en glandula mamaria normal y en lesiones
benignas, resulta muy escasa.

En el presente trabajo, se analiz6 la expresiéon de Muc2 en los distintos estadios de
desarrollo de la glandula mamaria y en neoplasias mamarias de la rata.

Mediante IHQ, no se hallaron resultados positivos en ninguna de las muestras
analizadas. En tanto que el analisis del ARNm mediante RT-PCR mostr6 una expresion

muy leve en todas las etapas del desarrollo de la glandula analizadas. Asimismo, las
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muestras tumorales benignas y malignas también resultaron positivas pero con un nivel
de expresion relativamente bajo.

Las diferencias en los resultados obtenidos con ambas metodologias, podrian ser causa
de las distintas sensibilidades de deteccién que presentan. Probablemente el nivel de
expresion de la proteina Muc2 no resulte suficiente para ser detectado por la técnica
empleada. Incluso, el anélisis a nivel del ARNm muestra un nivel de expresién bajo.
Tampoco puede descartarse la presencia de un mecanismo de regulacion
postranscripcional.

En resumen, Muc2 no parece presentar un papel importante en el desarrollo ni en el

funcionamiento normal o patolégico de la glandula mamaria.

2.3. Muchac.

La MUC5AC/Mucbac ha sido ampliamente vinculada a la funcién de proteccién de la
mucosa epitelial gastrica. Sin embargo, son muy pocos son los estudios que muestran su
expresion en la glandula mamaria normal y en lesiones neoplasicas asociadas. Por tal
motivo, se procedié al analisis de la expresion de Mucbac en distintas etapas del
desarrollo postnatal normal de la glandula mamaria de rata y en tumores espontdneos
asociados a la misma.

En el andlisis IHQ, se hall6 expresiéon de Mucbac en todas las etapas analizadas, con
excepcion del periodo lactante. En todas las muestras positivas se visualiz6 un patrén de
reacciéon mixto apical, con una intensidad que vari6 de leve a moderada. Asimismo,
mediante RT-PCR se visualiz6é una intensa expresion de Mucbac en casi todas las etapas

analizadas, excepto durante la lactancia, en la cual, no se detecté amplificado. Mientras
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que en el periodo de involucién post-lactancia, el nivel de expresiéon fue bajo en
comparacion con las restantes etapas.

Como se explic6 anteriormente, la mayor diferenciaciéon de las estructuras lobulares
secretoras es alcanzada en el periodo de lactancia; mientras que, en las etapas previas, la
glandula se encuentra sometida a sucesivos episodios de proliferaciéon y ramificacion
que conducen a la formacion del arbol epitelial completo. Teniendo en cuenta estos
datos, es probable, que la Mucbac presente un papel importante en la morfogénesis
glandular previa a la diferenciacion de las estructuras secretoras. Este hecho coincidiria
con lo observado en el pulmén embrionario, en el cual, se identific6 a la Muc5ac en el
momento en que se inicia la proliferacién y ramificacion del drbol bronquial respiratorio.
Por otra parte, el andlisis IHQ de las muestras tumorales incluidas en este estudio, no
mostré expresion de Mucbac. Sin embargo, mediante RT-PCR se detect6 una elevada
expresion tanto en neoplasias benignas como en los carcinomas. Estas diferencias en los
resultados podrian ser debidas a las distintas metodologias empleadas. O bien, a la
existencia de un mecanismo de regulaciéon postranscripcional. Estudios realizados
previamente han demostrado la expresion de Mucbac en varios tipos de cancer
mamario, aunque la proporcién de muestras positivas suele ser baja en comparacién con
el porcentaje de carcinomas que expresan MUC1/ Mucl [Pereira et al., 2001; Rahka et
al., 2005; Do et al., 2013]. Estudios complementarios serian necesarios para comprender
la funcién de la MUC5AC/Mucbac en los diferentes tipos de lesiones mamarias y para

evaluar su relevancia en el pronéstico del cancer de mama.
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3. Analisis mediante mapas de calor y agrupamientos jerarquicos, analisis factorial y
resumen.

Finalmente, se procedi6 al andlisis de la expresion de todos los antigenos estudiados
con el fin de generar agrupamientos basados en perfiles similares y evaluar las posibles
asociaciones entre los mismos. Para ello, se emplearon dos metodologias distintas: se
efectué un analisis mediante mapas de calor y agrupamientos jerdrquicos, y luego se
realiz6é un analisis factorial con componentes principales.

Ambos anadlisis mostraron una estrecha asociacion entre Mucl y Rhbdd?2, lo cual, podria
estar indicando que las funciones de ambas proteinas estin, por lo menos,
emparentadas. Por otro lado, se observé una clara asociaciéon entre los carbohidratos Le
x y Tn, con un elevado coeficiente de correlacién (r=0, 645). Los mismos mostraron un
perfil de expresién mds cercano a Muc2 que al resto de los antigenos. Estos datos
sugieren que Muc2 podria ser un transportador de ambos carbohidratos.

Asimismo, el andlisis de la matriz de correlaciones nos indica que Le x puede ser
transportado también por Mucl (r=0,262). En tanto que el disacarido TF estaria mds
estrechamente asociado a Mucbac (r=0,266). Esto tltimo también puede verificarse en el

analisis mediante mapas de calor.
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Conclusiones

Del andlisis de los resultados obtenidos en el presente estudio se vuede concluir:

m

Las mucinas analizadas en este estudio podrian desempenar un papel relevante en la
diferenciacién y proliferaciéon celular durante el desarrollo prenatal de los epitelios
en la rata: Mucl en eséfago, estdbmago, intestino, pancreas, higado, glandulas
salivales, trdquea, pulmoén y rifién, Muc2 en la mucosa intestinal y Mucbac en el
epitelio gastrico, pulmoén y epidermis.

Los epitopes carbohidratos asociados a mucinas aqui considerados Tn, TF y Lex
tendrian un rol en los eventos moleculares que regulan la formacién de los érganos
tubulares en el embrion de rata. Por otra parte, la falta de expresion de sLex indicaria
que este epitope no presenta una funciéon importante en el desarrollo normal y
mantenimiento de estos tejidos en condiciones normales.

Los resultados hallados en el estudio de la expresion de Rhbdd2 en tejidos
embrionarios y fetales sugieren una posible funciéon de la proteina en las células que
se hallan en activa y répida proliferacién, como asi también en los procesos de
morfogénesis glandular.

El estudio en el desarrollo postnatal de la expresion de mucinas en la glandula
mamaria demostré6 que Mucl alcanza su maxima expresion durante la lactancia lo
cual nos permite confirmar la hipé6tesis de que Mucl desempefiaria un importante
rol en la diferenciacién glandular. Por otra parte, Muc2 no parece presentar un papel
importante en el desarrollo normal ni diferenciacion de la glandula mamaria. La
expresion de Mucbac permite sugerir que esta mucina jugaria un rol en la

morfogénesis glandular previa la diferenciacién de las estructuras secretoras.
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® La intensa expresion de Mucl en las neoplasias mamarias de rata esta en
coincidencia con el rol de esta mucina en los procesos de desarrollo y diseminaciéon

tumoral.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis permitieron establecer, a partir
del empleo de diversas metodologias, el perfil de expresion y la localizacion especifica
de las mucinas y de Rhbdd2, como asi también de los carbohidratos asociados, en los
epitelios normales en distintos estadios del desarrollo y en neoplasias asociadas a la
glandula mamaria de la rata.

La informacién aportada proporciona una mayor comprensién acerca de la biologia de
estos antigenos y permite concluir claramente que tales proteinas y carbohidratos
asociados estarian desempefiando un rol importante en la biologia del desarrollo,
fundamentalmente en la formacién y diferenciacién normal de los epitelios.

Asimismo, los datos obtenidos del estudio en la rata, son de importancia en el
establecimiento de modelos animales, con fines comparativos de los procesos

patolégicos que afectan a los epitelios de los mamiferos.
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