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INTRODUCCION

Las mucinas (MUC’s) son una familia de proteinas glicosiladas que se expresan en
diferentes tipos de tejidos de tipo epitelial’; estas glicoproteinas se clasifican en dos
tipos, mucinas secretadas y mucinas transmembrana. Las MUC’s transmembrana son
glicoproteinas de alto peso molecular debido a que en el dominio extracelular existen
de 20-125 repeticiones en tandem de 20 aminoacidos ricos en residuos de Serina,
Treonina Prolina (dominio PTS); este dominio funciona como sitio de O- y N-
glicosilacion lo cual conlleva al incremento en el peso molecular de estas
glicoproteinas?®.

Las MUC’s transmembrana han sido relacionadas con funciones celulares tales
como la diferenciaciéon y la sefalizacion celular; las MUCs 1 y 4 han sido muy
estudiadas y se ha demostrado que su participacion es importante en rutas de
sefializacién y proliferacion celular® 7-°, esto debido a que tanto MUC1 como MUC4 son
ligandos de diversos factores de crecimiento y pro-inflamatorios.

En estado normal, las MUCs 1 y 4 se localizan en la superficie apical de las
células epiteliales y las cantidades de expresion difieren entre los distintos tipos de
tejidos® 10, Sin embargo, la expresion de estas proteinas puede ser regulada por
citoquinas de tipo inflamatorio como son el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interferén gamma (IFN-y) e interleucina-6 (IL-6)*. Por lo anterior, es posible que en
procesos inflamatorios cronicos la expresion de las MUCs pudiera verse incrementada
ocasionando de alguna manera una expresion “aberrante”. De hecho, la expresion de
las Mucinas es anormal en procesos cancerosos, ya que se ha observado la
sobreexpresion y la pérdida de la polaridad® & 1112 es decir, ya no solo se localizan en
la superficie apical de las células sino en todos los sitios; esta sobreexpresion podria
incrementar la actividad de proliferacién en las células cancerosas.

Estas caracteristicas fisiologicas de las mucinas y su participacion en procesos
neoplasicos nos permiten proponer nuevas formas de tratamientos anti-proliferativos
dirigidos hacia la modificacion de la expresion de mucinas. Sin embargo, es necesario
usar modelos de estudios de las mucinas in vitro; varios de esos métodos han sido
descritos con anterioridad® 13 14; sin embargo, carecen de informacién en cuanto a la
comparacion de expresion de MUCl1l y MUC4 respectivamente, por lo que
consideramos necesario desarrollar y estandarizar un método que sea factible para
estudiar a las mucinas y sus relaciones con diversas sustancias. Para ello, evaluamos
la expresion de las mucinas en tres tipos de lineas celulares como modelo experimental.
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METODOLOGIA

Lineas celulares. Células de las lineas Caco-2, origen de colon, SiHa y CasKi, de origen
epitelial de cérvix, fueron cultivadas en cajas p1l00 en medio de cultivo DMEM 1X
(Dulbeccos’s Modification Eagle’s Medium with 4.5 g/L glucose, L-glutamine & sodium
pyruvate) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino y penicilina/estreptomicina 1X
(Gibco); adicionalmente, el medio de la linea Caco-2 se le afiadi6 aminoacidos no
esenciales (Non-Essential Amino Acids, Gibco 1X). Los cultivos fueron incubados a 37
°C y una atmosfera de CO:2 al 5% hasta que se observara confluencia superior al 85%.

Determinacion de proteinas MUC1 y MUC4

Las mucinas 1 y 4 fueron detectadas aplicando las técnicas de inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia. Para el primer caso, las células fueron cosechadas de las cajas
pl00, lavadas y resuspendidas en D-PBS 1X, posteriormente se fijaron con la en
solucion citofix. La solucion celular fue homogenizada, 20 pL fueron transferidos y
extendidos sobre un portaobjetos. Los portaobjetos se colocaron a 60°C por 10 min,
pasado el tiempo se colocaron en Acetona a 4 °C por 10 min. Enseguida, las muestras
fueron tratadas de acuerdo con las hojas técnicas de los respectivos anticuerpos para
la determinacion de MUC1 y MUC4. MUCL1 fue detectado con los anticuerpos de raton
anti-MUC1 (BIOCARE ®, cat. 901-319-020111); mientras que para MUC4, el anticuerpo
MUCA4 de raton fue Clon 1G8 (INVITROGEN Lot No. 1574527 A). Para el revelado de
la inmunocitoquimica se utilizé el KIT Starr Trek Universal HRP Detection System,
Sodium Azide and Thimerosal Free, Detection Kit, Cat. 901-STUHRP700-090314. Las
muestras fueron contratefiidas con el colorante de Hematoxilina, después fueron
montadas con resina epoxica, finalmente se observaron en un microscopio recto Nikon
80i.

Para el caso de la inmunofluorescencia, las células de la linea Caco-2 se trataron
de la misma manera que en la inmuoncitoquimica, excepto que antes de agregar el
anticuerpo primario, los portaobjetos que contenian las muestras se secaron a
temperatura ambiente y fueron hidratados con Tween PBS (TPBS) al 0.1%. EI
anticuerpo primario se incubé en camara humeda por 1 h. Posteriormente, las muestras
fueron lavadas dos veces con TPBS 0.1%; el anticuerpo secundario FITC-GOAT ANTI-
MOUSE IgG, ZYMED® fue incubado en cadmara humeda en obscuridad por 30 min.
Pasado el tiempo, las muestras fueron lavadas dos veces con TPBS 0.1% y las
muestras fueron contratefiidas con DAPI para marcar el nucleo.

Por su parte, la inmunofluorescencia de las células de las lineas SiHa y CasKi,
primeramente las células fueron cultivadas en lamilla Millicell de 8 pozos tratados
previamente con poly-L-lisina al 0.01% para una mejor adherencia. Después de 48
horas de cultivo se les retiré el medio de cultivo, se lavaron con PBS y se fijaron con
formaldehido-PBS al 3.7% por 5 minutos, después lavadas con PBS y tratadas con
Acetona fria durante 10 minutos. Posteriormente se continué con el mismo método que
las células Caco-2.
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Extraccion de ARN y generacion del ADN complementario

El ARN total fue extraido de las lineas celulares usando el kit Quick-RNA™ MiniPrep
de ZYMO RESEARCH (cat. R1054S). Para ello, se utilizaron 600 pL de Buffer de Lisis,
este fue agregado a las células de cada uno los cultivos, la mezcla fue homogenizada
y transferida a los filtros como se indica en el protocolo de la hoja técnica indicados.
Después de realizar el protocolo de extraccion, la cantidad de ARN y la relacion 280/260
fueron determinados mediante espectrofotometria utilizando el equipo Quawell UV
espectrophotometer Q5000. Ademas, los extractos fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 0.9% en buffer TAE 1X y tefiidos con Bromuro de Etidio.

El ADN complementario fue obtenido por medio de la reaccion de
Retrotranscriptasa reversa (RT) a partir del ARN extraido utilizando el kit
AffinityScriptTM Multi Temperature cDNA Synthesis de Agilent. En la primera etapa de
alineamiento, para la reaccion se utilizaron random primers y 1 ug de ARN en un
volumen final de 15.7 L la mezcla de reaccion se incub6 a 65 °C por 5 minutos seguido
de 25 °C por 10 minutos. Para la etapa de la reaccion con la RT, se agrego a la mezcla
2 puL de 10X Buffer Affinity Script, 0.8 uL de mix de dNTPs, 0.5 pL de RNasa Block
Inhibit y 1 pL de enzima RT ajustando a un volumen fina de 20 pL. La RT se llevo a
cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler gradient ®, las condiciones de la
reaccion fueron: a) un ciclo a 25 °C por 10 min, 60 minutos a 55 °C y 15 minutos a 70°C
por 15.

El ADN complementario de cada muestra fueron analizados mediante una PCR
del gen de B-Actina; la amplificacion se llevd a cabo mediante PCR punto final, los
primers que se utilizaron fueron F 5-CCTCGCCTTTGCCGATCC-3" y R 5'-
GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC-3". El volumen de la reaccién fue de 25 pL, las
condiciones fueron: i) desnaturalizacion a 95 °C 30 segundos; ii) Alineacion a 60 °C 30
segundos y iii) extension 72 °C 45 s. Los productos de las reacciones fueron sometidos
a electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X y tefiido con Bromuro de Etidio.

Cuantificacién de transcritos de MUC1 y MUC4

Los productos de la reaccion de la RT fueron utilizados para realizar la cuantificaciéon
por gPCR para analizar los niveles de expresion de los transcritos de MUC1 y MUCA4.
Para ello se realizaron las siguientes reacciones utilizando 0.5 uL de Primers, 2 uL de
solucion ROX, 10 uL de Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-UDG, 6.5 uL de H20
y 1 uL de producto de reaccion de la RT. Se utilizaron diferentes juegos de primers,
para realizar la normalizacion y como gene constitutivo se utilizé el gen GAPDH con los
primers L 5-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA-3’'y R 5-AATGAAGGGGTCATTGATGG-
3’, Los primers usados para MUC1 fueron L 5-CAGTGCCCAGCTCTACTGAG-3’y R
5-TGGGAATCTTCCAGAGAGGAA-3'. Los primers para MUC4 fueron L 5'-
CTGTGTCTCTGCCTCCTTCC-3 y R 5-AATGATGGTCTGGGAGGTTG-3'. EI
Termociclador de Tiempo Real Applied Biosystems® 7500 fast fue usado para llevar a
cabo la gPCR, los parametros de amplificacion fueron: a) Holding 1, 50 °C; b) holding
2, 95 °C; ¢) ciclacién 1, 95 °C y d) ciclacion 2, 60 °C. La expresion de las mucinas fue
normalizada de acuerdo con la ecuacién Exp.rel. MUCX = 2(CT(GAPDH)=CT(MUCX)),

RINADAS DE CIENCIAS
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ademas, las razones de expresiones de las mucinas fueron determinadas con la

ecuacion: Fold ACT MUC1 = EZxpretMuct.
Exp.rel.MUC4

RESULTADOS

Las mucinas se expresan en diversos tejidos epiteliales, entre ellos epitelio de mama,
colon y cérvix. Nuestros resultados nos indican que las MUC1 y MUC4 estan
expresadas en las células Caco-2, Caski y SiHa (figura 1). MUC1 se localiza en la
membrana de las células mientras que MUC4 se observa tanto en citoplasma como en
membrana. La expresién de Mucl es mayor en la linea celular Caco-2 que en lineas
celulares Caski y SiHa de acuerdo al andlisis de las imagenes observadas en el
microscopio; mientras que referente a MUC4, en las células CasKi se observa mayor
seflal de expresion que las células Caco-2. En la figura 2 se muestra la
inmunofluorescencia método alternativo para la deteccion de las mucinas; el patron de
expresion de este método coincide con el resultado de la inmunocitoquimica de las tres
lineas celular.

Figura 1

SiH .

Inmunocitoquimica para la deteccion de MUC1 y MUC4 en las lineas celulares. La figura muestra
fotografias tomadas de los ensayos de inmunocitoquimica de las células Caco-2, CasKi y SiHa
utilizando anticuerpos especificos para MUC1 y MUCA4. La sefial de inmunodeteccioén fue revelada con
un kit de peroxidasa.
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Figura 2

Inmunofluorescencia para deteccién de MUC1 y MUC4 en las lineas Caco-2, CasKiy SiHa. Las
imagenes que se muestran son la combinacion de las imagenes de FITC (color verde) y DAPI (color
azul); el software imagej (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) fue usado para hacer la combinacion
imagenes. Las fotos fueron tomadas con el Objetivo de 40X. Las fotografias corresponden a imagenes
de microscopio tomadas a 60X.

La extraccion de ARN total se logré en las tres lineas celulares con rendimientos de
371.13, 147.7 y 163.5 ng/mL para Caco-2, CasKiy SiHa. En la figura 3A se muestra el
gel de ARN total, se pueden distinguir adecuadamente las bandas caracteristicas del
ARN ribosomal. En la figura 3B se muestra el gel de la amplificacion del ADN
complementario de B-globina. Por lo tanto, el ADN complementario cumple las
caracteristicas para ser amplificado por qPCR.

Figura 3

.
<
51
=4
3
=

Caco-2
CasKi
SiHa
@
Marcador
Caco-2
CasKi
SiHa

23130

2027

188 1000
626 pb
564 500

100

Electroforesis de ARN total. B Gel de electroforesis de p-actina.

El andlisis por gPCR para la amplificacion de las mucinas 1 y 4 mostro que en las tres
lineas celulares analizadas son positivas (figura 4). Sin embargo, la relacion de
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expresion de las mucinas entre las lineas celulares es diferente (figura 5); En la linea
celular de Caco-2 las diferencias en los niveles de MUC1 y MUC4 son pequefias en
comparacion con las lineas celulares Caski y SiHa, en las cuales, MUC1 presenta
mayor expresion del transcriptoma que MUCA4.

Figura 4
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Curva de amplificacion de los genes GAPDH, MUC1 y MUCA4 en las distintas lineas celulares.

Figura 5
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CONCLUSIONES

La expresion de las mucinas 1 y 4 es positiva en las tres lineas celulares analizadas,
sin embargo, mediante inmucitoquimica e inmunofluorescencia se observo que MUC4
presenta mayor intensidad que MUC1 en todos los cultivos celulares. Por otro lado, los
datos de expresion relativa nos sugiere que hay mayor producciéon de MUC1 que MUC4
en las lineas celulares de CaSki y SiHa; por lo anterior, consideramos que las lineas
analizadas pueden servirnos como un buen modelo de investigacion para las MUC’s 1

y 4.
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