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Introduccion
Introduccion
1. Cancer

El cincer es una enfermedad genética que se produce como resultado de diversos cambios
en el genoma. Estas alteraciones tienen un efecto en la maquinaria molecular que controla
la prolifei‘acién, la diferenciacién y la muerte de las células. En la mayoria de los casos, el
cancer se origina a partir de una sola célula somatica que empieza a dividirse. La clona de
células comienza a acumular una serie de cambios genéticos o epigenéticos que modifican
la actividad de los genes, lo cual origina fenotipos alterados que son sujetos a seleccion
(Ponder, 2001). Asi, tanto la génesis como el desarrollo de los tumores estan regulados por
procesos andlogos a los evolutivos, donde la seleccion natural actiia sobre una diversidad de
clonas somaticas, promoviendo el crecimiento excesivo de aquellas que posean alguna
ventaja en su forma de propagacion (Evan y Vousden, 2001), dando pie a la transformacién
progresiva de células normales hacia células cancerigenas. Todo el proceso se desarrolla a
través de varias etapas, comenzando con la iniciacién y la proﬁiocién, para continuar con la
progresion donde los tumores ya formados se transforman, inVadeh otros tejidos y culminan
en metastasis. o N »
La carcinogénesis es un proceso complejo’y heterogéneo.. Lo anterior se ve’
reflejado en la gran variedad de manifestaciones que tiene el cancer, surgiendo: por:
diferentes causas, en diversos tejidos, a distintos tiempos y en poblaciones heterogén‘ea's; -
siguiendo ademas patrones de progresién frecuentemente impredecibles, lo que en cbnjunté :
ha complicado a su vez el desarrollo de terapias adecuadas para su tratamientd.. Sm'
embargo, Hanahan y Weinberg (2000) sugieren que, aunque existen mas de 100 tlpos
diferentes de cancer ademds de diversos subtipos que pueden ser encontrados enwalgux_los :
érganos, existen 6 alteraciones esenciales en la fisiologia celular que de manéra cobl'e"cxt’i\'/h :
dictan el progreso maligno de las células y que son comunes a la mayoria, SI no es’ que a :
todos los tumores humanos. Estas _capacidades, que van siendo adquiridas a lo largo del

desarrollo del tumor, son las SIgmenteS' l) la autosuficiencia de sefiales de creclmlento, 2)

la insensibilidad a sefiales que inhiben el crecimiento, 3) la evasion de la muerte celular :

programada (apoptosis), 4) un potencial replicativo sin limites, 5) el continuo creclm_lentq




) iﬁtroduccibn

de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y, por iltimo, 6) la invasién de tejidos y la

colonizacién de nuevos nichos (metastasis) (Figura 1).

Hanahan y Weinberg, 2000.

lnscnslbilm-d n scfiales
que inhiben el crec(miento

Figura 1. Capacidades ad-
quiridas por las células
cdncerosas. Las 6 capacida-
des que van siendo adquiridas
a lo largo del desarrollo del
tumor y que son comunes a la
mayoria, si no es que a todos
los tumores humanos.

potencial replicativo
sin fimites -

Es importante destacar, que debido a que se necesita de la mencionada acumulacién
de varias alteraciones para el desarrollo del cancer, se sabe que existe una cooperacién
entre los diferentes eventos etiolégicos a lo largo de este proceso (Figura 2). En este.
contexto, la cooperacidon consiste en que dos o mas elementos actian sinérgicamente' bara

que una célula normal se establezca como cancerigena, mientras que cada uno por separado Lo

carece de esta capacidad. Esta cooperacidn, en algunos casos, es esencial ya que las celuIaS‘
pueden controlar la proliferacion, la diferenciacién y la muerte por distintas v:as que, porf

tanto, sélo pueden ser anuladas gracias a varios sucesos en conjunto.

Ademas, la evolucién del cancer puede estar influenciada por dlversos factores que

afectan la probabilidad de que ocurran los eventos carcinogénicos. Dentro d¢ estos factores

se encuentran los carcindgenos, las radiaciones, laalimentacién y. ‘el sobrépes‘o,' fa"
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Evan y Vousden, 2001.
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Figura 2. Cooperacién. La
cooperacién entre diferentes eventos
a lo largo de la evolucion del cancer
consiste en que dos o mas clementos
actaan sinérgicamente para que una
célula normal se establezca como
cancerigena.
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reproduccién y las hormonas, los virus oncogénicos, las bacterias y los pardsitos, las
heridas y la inflamacidon crénica, la edad, la predisposiciéon hereditaria, etc.; que
eventualmente son contrarrestados por los genes del individuo que pueden eliminar, reducir -

o potenciar el impacto de cada contribuidor (Klausner, 2002; Ponder, 2001; Reto, 200:1):;

1.1. Eventos genéticos y epigenéticos R k

Los eventos genéticos son los que se relacionan con mayor frecuenma con las capacndades

que van adquiriendo las células durante la carcmogénesns.' En estos'ca 05 'se han

reconocido dos clases de genes que son sujetos a alteraclones como mutacnones puntuales,

deleciones, inserciones, translocaciones cromosémlcas o ampllficacnon gémcas que

contribuyen al desarrollo de tumores. Por un lado estén Ios oncogenes que ;son’ proto-

oncogenes que presentan una mutacnén que derlva en la ganancla de u

otro, estan los genes supresores de tumores que al ser mutados plerd

La activacion de proto-oncogenes y la mactnvacnén de genes supresore de tumores puede :

ocurrir tanto en las pnmeras etapas de la formac:én de tumores, es declr ‘la III‘IICIa_Clén, asi:
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como en etapas posteriores como la transformacién y la progres:én (Groopman y Skipper,
1991) (Figura 3).

Jones y Baylin, 2002.

-

l"nnckm-l

s tuciion
Rrenética \
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5D » proteina
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{%}% i Figura 3. Eventos
Rentle! genéticos. Las muta-
e cluna ciones somiticas que
- tumorigénica ocurren en proto-

b oncogenes o genes
supresores de tumores

ﬂ% - contribuyen al desa-

rrollo del céncer.

Los oncogenes, que originalmente fueron descubiertos en retrovirus capaces de
inducir tumores, codifican para proteinas que estén involucradas principalmente en el
contro! de la proliferacion celular. Entre estas oncoproteinas se encuentran factores de
crecimiento, factores de transcripcién, antiapoptéticos, tirosina cinasas, proteinas G
asociadas a membrana, serina cinasas citoplasmicas, serina treonina cinasas, reguladores
citoplasmicos, reguladores del ciclo celular, nucleoporinas, proteinas de unién a acido
ribonucléico (ARN), etc. (Hesketh, 1997). Las alteraciones mas frecuentes que activan a
los proto-oncogenes son las mutaciones puntuales (Weber, 2002) que son dominantes, por
lo que basta que un alelo adquiera una modificacién para que se altere su funcién o su nivel
de expresion.

Los genes supresores de tumores Se describieron inicialmente en experimentos de

hibridos de células somaticas, donde la fu516n de céliilas no cancerosas con cancerosas no

propiciaba el desarrollo de tumore

enos:que se suscitaran pérdidas cromosémicas, y
practicamente a la par en estudxos de las bases moleculares del retinoblastoma (Marshall,

1991). La mayoria de los’ gehé up sores’ cie tumores funcionan como reguladores del

ciclo celular, son factores de transcrlpcnon, pro ‘o antiapoptoticos, reparadores de acido

desoxirribonucléico (ADN), procyukrador/es de la integridad del genoma. inhibidores de
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cinasas dependientes de ciclinas, etc. (Hesketh, 1997). A diferencia de los proto-

oncogenes, los genes supresores de tumores son desactivados al adquirir mutaciones en

ambas copias del gene, a menos que una sola mutacién derive en la versién dominante
negativa del supresor (Lewin, 2000). Una de estas mutaciones puede heredarse a través de

la linea germinal o ambas pueden surgir en células sométicas como sucede en los casos no

- hereditarios.” Entre las mutaciones mas comunes se encuentran las’ delemones que derivan

en la pérdlda de heterocngosndad de sitios pohmérf'cos, los. cuales han sndo muy utiles para

encontrar nuevos mlembros de esta clase de genes (Alberts et al., 2002)

En los tltimos afios, ademas de los eventos genéticos, se ha empezado a dar una
mayor importancia a los eventos epigenéticos que apagan la expresién de ciertos genes

durante el desarrollo de cancer desde sus primeras fases hasta la metastasis. Estas

- alteraciones se dan tanto en oncogenes como en genes supresores de tumores y son

resultado principalmente de la metilacién del ADN, asf como de modificaciones en la
estructura de la cromatina. La inactivacion de genes por hipermetilacion, que se descubrié
en 1989 en un gene supresor de tumores, tiene repercusiones en la reparacién de ADN, la
regulacion del ciclo celular, la apoptosis, la adhesién celular, la desintoxicacién, etc.
(Esteller, 2002). Este tipo de metilacion aberrante en las células somaticas se presenta en
las regiones ricas en dinucleétidos citosina-guanina (“islas” de CpG) localizadas
primordialmente cerca de los promotores (Ponder, 2001) (Figura 4). A diferencia de las
mutaciones, la hipermetilacién es un evento progresivo y heterogéneo, ya que la presencia
de islas CpG puede variar entre las copias de un mismo gene dentro de una poblacién de
células cancerigenas (Jones y Baylin, 2002). Ademads, la metilacién estd muy
estrechamente ligada a las modificaciones en la estructura de la cromatina que propician
una represion en la transcripcion de los genes, como por ejemplo la hipoacetilacion de
histonas o la formacién de cromatina resistente a nucleasas por la presencia de proteinas de
unién a metilo (Esteller, 2002).
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Jones y Baylin, 2002.
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1.2. Eventos celulares

La idea de que el cancer es una enfermedad de las células troncales (CT) no es totalmente’
nueva, sin embargo Gltimamente ha vuelto a cobrar fuerza debido a una serie de evidencias

que han surgido como consecuencia del reciente auge de la biologia de este tipo de células.

Las CT se caracterizan por tener la habilidad, segiin las sefiales que reciben, de perpetuarse

al dividirse y crear nuevas CT, o de generar células maduras pertenecientes a un tejido
especifico a través de la diferenciacién (Fuchs y Segre, 2000). Las CT son muy
importantes en la diversificacion de tipos celulares durante el desarrollo embrionario y en la
renovacion de tejidos en los adultos. Segun Reya ef al. (2001) la relacién entre las CT y el
cancer se basa en que, en primera, hay una similitud entre los mecanismos que regulan la
auto-renovacién de ambos tipos de células. Asi, las células cancerigenas adoptan las
maquinarias de proliferacién que se expresan normalmente en las CT y, por otro lado, las
vias que se asocian de manera tipica al cancer pueden regular el desarrollo normal de las
CT. En segunda, existe la probabilidad de que las células cancerigenas se originen a partir

de CT normales, ya que como estas células ya tienen activadas las vias de auto-renovacién

6




Introduccién

entonces es mds facil mantenerlas, que activarlas de novo en células mas diferenciadas.
Ademis, debido a que las CTkso'n mas longevas en comparacién a las diferenciadas hay
mayores oponhnidades de que acumulen alteraciones cancerigenas. En tercera, los tumores
pueden contener “células troncales Caﬁcerosas”, es decir, pequefias poblaciones de células
con una amplio potencial proliferativo que son las que derivan en la formacién y el
~ desarrollo de cancer, y que atraviesan por procesos anidlogos de auto-renovacién y

diferenciacion a los de las CT normales (Figura 5).

car on

8]o]o]
BlSJstE

Figura 5. Eventos celulares. El desarrollo
de tumores pucde estar relacionado con las
células troncales (CT), que pueden adquirir
alteraciones y dar origen a células de
amplificacion pasajera (CAP) que se
diferencian (CD) y forman una ncoplasia,
que acumula mis alteraciones y culmina en
Tawpale y Beachy, 2001, invasion y metastasis.

2. Carcinoma

Los carcinomas son los tumores malignos que se originan en las células epiteliales. En los
mamiferos, alrededor de dos terceras partes de los tejidos diferenciados son epitelios y su
funcidn esta relacionada frecuentemente con la secrecion y la absorcidn de sustancias, asf
como con la integridad mecénica de las superficies (Slack, 2000). Una caracteristica
particular de estos tejidos es que estdn sujetos a una constante y rapida regeneracién y/o

reparacion, como parte de un proceso normal o a consecuencia de lesiones, la cual esta

7




lntrod‘ uccion

regulada de manera precisa para evitar prollferacwnes anémalas que puedan derlvar en

carcinomas. AUn asi, estadisticamente, las células’ epltehales ‘dan’ ongen a 90% de los

tumores en humanos adultos (Taipale y Beachy, 2001).

Algunos de estos tejidos epiteliales, como la eplderm15 de la’ plel oel eplteho que
recubre los ductos del aparato reproductivo comd ‘e'l’(:érvxx 6 cue]lo uterlno, ‘forman
estructuras estratificadas. En este tipo de epltehos, Ia prohferacnén ocurre normalmente en
la capa basal, que es un estrato de grosor unlcelular qncontrado en la parte mas interna del
tejido. En esta capa por tanto, ademas del drea dey‘la proiubérancia (bulge) del féliculo
piloso cuya capa externa forma un continuo con la epidermis, se encuentran las CT que dan
origen a las nuevas células diferenciadas (Fuchs y Segre, 2000) (Figura 6). Alberts et al.
(2002) describen que la capa basal descansa sobre un tejido conjuntivo formado por la
dermis rica en coladgena y la hipodermis constituida por adipocitos. La divisién constante
de las células basales hace que aumente su poblacion y se propicie el desplazamiento de

- algunas hacia las capas suprabasales con lo que comienza su diferenciacién. Asi, las

- células llegan primero al estrato espinoso, caracterizado por una amplia presencia de
desmosomas, y después se desplazan hacia la capa granular donde comienzan a perder el
nicleo y los organelos citopliasmicos, y se transforman en queratinocitos, que finalmente se
funden formando escamas que acaban por desprenderse de la superficie. El denominado
estrato corneo es la capa mas externa formada por estas células queratinizadas muertas, las
cuales estdn embebidas en una matriz extracelular de ceramidas, colesterol y acidos grasos,
que la hacen ser una barrera poco permeable (Prausnitz et al., 1993) (Figura 6).

Cuando la proliferacién de las células de la capa basal se vuelve anormal, éstas
pueden progresar y transformarse en carcinomas invasivos. Por ejemplo, segtin Cairns
(1981) los carcinomas de piel mis comunes son de dos tipos. Uno es el carcinoma
basocelular (BCC), donde las células derivadas de la capa basal invaden la dermis y los
tejidos subyacentes formando una tlcera erosiva e irregular, pero sin que haya metastasis.
El otro es el carcinoma espinocelular (SCC), donde las células también invaden la dermis
pero no pierden su capacidad de diferenciacién normal hacia escamas, y aunque es un tipo
en general menos invasivo que el anterior, ocasionalmente si puede llegar a colonizar
nuevos nichos distantes. Este altimo es un tipo de cancer que también se presenta.

frecuentemente en el tracto anogenital.
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Figura 6. Estructura de la piel, la epidermis y localizacion
de células troncales. La piel esta formada por la hipodermis,
1a dermis y la epidermis. La epidermis esta compuesta porla '~ 77"
capa basal que esta en constante division, las capas
suprabasales donde ocurre la diferenciacion de los Taylor er al., 2000.
queratinocitos y ¢l estrato cornco que cs la capa mas externa

y poco permeable del tejido epitelial (a). Las células

troncales se encuentran ¢n la protuberancia (bul/ge) del

foliculo piloso y en la capa basal de la epidermis (b). CT,

células troncales; CAP, células de amplificacién pasajera;

CD, células diferenciadas.

3. Regeneracién

Los carcinomas pueden resultar de una mala regulacién durante la regeneracién de tejidos
epiteliales. Sin embargo la regeneracién, que puede ocurrir en la reparacién o el
mantenimiento de los individuos adultos, es un proceso fundamental para la supervivencia
de los organismos y esta basado en su capacidad de regular la pluripotencialidad de las
células. Evolutivamente hablando, la regeneracion es un proceso primitivo que se restringe
proporcionalmente al grado de complejidad de los animales, por lo que probablemente fue
seleccionado en contra a lo largo de la evolucién debido al alto costo de mantener o
producir células troncales, que resulta incompatible con la longevidad de ciertas especies,
-derivando, por ejemplo, en los mencionados tumores (Sanchez-Alvarado, 2000).

: En los mamiferos, la regeneracion de tejidos es un proceso limitado, pero no se
considera en absoluto como una capacidad perdida. - En realidad cuando estos organismos
tienen algiin tipo de lesidn la respuesta biolégica plausible, a excepcion de algunos casos,

es la cicatrizacién, més que la regeneracion que es un proceso que implica el reemplazo y la
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restauracién total de masas completas de te_]xdo, mcluyendo 6rganos. ‘Brevemente, de
acuerdo con Goldsmith (1991), la cmatnzac:én de té_udo epltehal cons:ste en tres eventos

que se sobrelapan: la inflamacién, la formacién de te_udo nuevo 'y la' remodelaciéon de la

matriz extracelular. Después de que se produce una herlda la |nﬂamac16n inicia con la
agregacion de plaquetas y la coagulacién sanguinea. EI coégulo se convierte en sustrato
para la migracién de células hacia el lugar de la lesnén, a donde también llegan los
leucocitos para evitar una posible contaminacién, los cuales acaban por ser fagocitados por
macréfagos o fibroblastos. Tanto los macréfagos como las plaquetas son esenciales para el
siguiente evento, que es el inicio de la formacién de fejido nuevo que se manifiesta por la
repitelizacién, que comienza 24 horas después de que ocurrio la lesién, y el origen de tejido
granular (Figura 7a). La repitelizacion se caracteriza por la repavimentacién del area por
medio de la migracion de células epiteliales de la orilla de la herida, las cuales presentan un
fenotipo particular y son llamadas “lengua epidérmica”, y que después de 1 6 2 dias
empiezan ademas a proliferar generando una poblacién nueva de células migrantes
(Figura 7b). La formacién de tejido granular, que comprende la acumulacion de
macrofagos, la migracion y proliferacion de fibroblastos, la deposicion de tejido conectivo
laxo y la angiogénesis comienza a los 5 dias (Figura 7b). El establecimiento de estos
nuevos vasos capilares provee al tejido del oxigeno y los nutrientes necesarios para qué

continle su crecimiento. Finalmente, la fibronectina y el dcido hialurénico son.los

principales participantes en las primeras fases de la formacién y la remodelacién’ de la:
matriz extracelular, que inicia desde la génesis del tejido granular. Confo;mé f\'{a'k"
madurando la estructura, ambos factores desaparecen, dando pie a la acumu[aciéﬁ"dé e
colagena y de proteoglicanos, que aumentan respectivamente la rigidez y la resistkehciaya la_
deformacién de la herida. No obstante, segin Clark ef al. (1998) es: raro que se ,
restablezcan los foliculos pilosos y las glandulas sudoriparas, ademés de que no se recuperav S
totalmente ni la arquitectura ni la funcién normal del tejido epitelial, por lo que no es un
caso de regeneracién propiamente dicho. Aunque por otro lado, Muller et al. (1999)
consideran que, debido a que la cicatrizacién es el evento inicial y crmco de cualquler
respuesta regenerativa, si ésta ocurre de manera perfecta, es decir sm que quede huella de la
cicatriz, entonces se puede considerar que hubo regeneracnén del te_]ldo
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Figura 7. Regeneracion. Después de que se produce
una herida, a las 24 horas comienza la repitelizacion y se
origina cl tejido granular (a). La repitelizacion se carac-
teriza por la migraciéon de células epitcliales llamadas
“lengua epidérmica™ (b). El tejido granular esta formado
por macréfagos, fibroblastos, tejido conectivo laxo y
vasos sanguincos (b).

Martin, 1997 [ohicr i

De acuerdo con Sanchez-Alvarado (2000) la regeneracién en general que ocurre en
los metazoarios se clasifica en dos, la llamada morfalaxis: que ocurre en ausencia de
proliferacion celular y la epimorfosis que requiere de proliferacién, y que se subdivide en
dos categorias: la regeneracién no blastemal y la blastemal. La regeneracién no blastemal
involucra la transdiferenciacion del tejido presente en aquel que esta ausente después de
una lesién, con una limitada desdiferenciacién y proliferacion de las células sobrevivientes,
pero con proliferaciéon y diferenciacion de las células troncales presentes en el tejido
dafiado. La regeneracion blastemal implica la formacién de una estructura de células

epiteliales y mesenquimales que eventualmente se diferencian para formar el nuevo tejido.

11
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Antecedentes
1. Cdncer cérvico-uterino

El cancer cérvico-uterino (CaCu), que pertenece al grupo de los carcinomas del tracto
anogenital, es el séptimo cancer mas frecuente en todo el mundo, segin ‘un estudio
realizado por Parkin et al. (1999) durante 1990. Entre las mujeres es el tercero de mayor
incidencia, comprendiendo el 9.8% de todos los casos. Sin embargo en los paises en vias
de desarrollo se presenta como el segundo mas frecuente (Figura 8), siendo un grave
problema de salud publica en América Latina donde se reportan las tasas mas altas de
ocurrencia. Particularmente en México, Lazcano-Ponce et al. (2001) indican que el CaCu
es el mas comin de todos los tumores que desarrollan las mujeres, presentindose 44.4
casos por cada 100,000 individuos del sexo femenino.
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Figura 8. Casos de cdncer cérvico-uterino en el mundo. El CaCu es el segundo tipo de cancer
mads frecuente en los paises menos desarrollados, y el tercero si se considera a las regiones mis
desarrolladas. . o o ’
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1.1. Virus del Papiloma Humano

" La evidencia epidemiolégica indica que el CaCu estd fuertemente lxgado al Virus del

¥ e

adelahte), que infecta especificamente tejido 'épit

histolégica, comlenza ‘con lesnones llamadas neoplas

Papiloma Humano (VPH), asociandolo como el factor prmclpal que afecta la probabilidad

de iniciacién y desarrollo de este tipo de céncer. El ,VPH esu “lrus de genoma circular de
800 y 8000 pares de bases (ver mas

do el del tracto anogenital.

doble hélice de ADN, constituido por un tptal de entr
Hasta la fecha se han descrito mas de 80 dlfer s':d'e‘VPH, los cuales pueden
clasificarse basicamente en dos grupos. . Por PH de “bajo riesgo” que dan
origen a tumores benignos, y por el otro los de alto nesgo que ‘estdn asociados al 90% de
los carcinomas cervicales, dentro de los cuales egiin Bosch et al. (1995) el 50% se

relaciona con la presencia del VPH tipo 16.

En general, el VPH es un virus de, transmxsnén sexual que, “al llegar al tracto

anogemtal inocula las células basales del eplteho s establece como episoma dentro del

nacleo (pero fuera de los cromosomas), y permanece, practicamente, en estado latente

- replicandose en sincronia con la célula. . El v1rus se activa una vez que las células migraron

hacia. las capas suprabasales, ahi se replica y forma las proteinas de la cdpside. Las

' particulas virales acaban su ensamblaje en las capas mads externas del tejido y son liberadas

hacia la superficie, pudiendo infectar otras células. Eventualmente el genoma del VPH
termina por integrarse en los cromosomas de las células hospederas, lo cual esta altamente
asociado a la transformacién maligna de los tumores (zur Hausen, 2002).

1.2, Histopatologia

El estado de latencia del VPH dentro del hospedero puedefprolongarse durante largos

periodos. - Sin embargo, una.vez. actlvo es

? de desen dena todo un proceso de
desarrollo de céncer derlvado del eplteho del érv x ’ ’

Este proceso de formac:én de carcmoma cerwcal esde una perspectiva

" mtraepltehal éérv:ca (NIC) que se
clasifican segun su grado de progres:én en NIC I, NIC n y NIC III (Giuliano, 1998).
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Alberts et al. (2002) resumen que en las lesiones mas suaves o NIC 1 las células de la capa
basal ocupan un tercio de todo el epitelio, pero aiin se puede apreciar una diferenciacion de
las células localizadas en las partes mas externas del tejido. Las NIC I presentan una alta
tasa de retroceso espontaneo, sin embargo algunas progresan hacia lesiones mas severas.
En estas NIC 11 y Il todas las capas del epitelio estin compuestas por células no
diferenciadas de tamafio y forma variable, que estan proliferando y que ademads presentan
niicleos de forma y tamaiio también variables. Sin embargo, atn en NIC III las células
siguen confinadas a la parte superior de la capa basal. No obstante, finalmente pueden
transformarse en un carcinoma invasivo, que atraviesa o rompe esta barrera, invade el

tejido conectivo subyacente y resulta en metastasis.

1.3. Oncbgenes del Virus del Papiloma Humano

La expresnén génilca ‘del. VPH permanece practicamente apagada durante toda la
lnoculamén del \

er pranos empiezan a transcribirse en esta fase, pero lo hacen de manera

hmnada. En si la transcnpcxén activa de genes, tanto "tempranos"” como "tardfos" ocurre'

durante la replicacién del virus ya en las capas suprabasales del tejido. De manera general

los genes "tempranos"” codifican para proteinas que,mteractuan convel_genoma del

hospedero para producir nuevas particulas virales y los "tardios" para las roteinas que -
p : para p qui

componen la cdpside (Cheah y Looi, 1998) Pdsteriormente, cuando el ADN viral se
integra en el genoma del hospedero, los Gnicos genes que contmuan expresindose son
aquellos que se incorporaron sin alteracion. Estos genes se transcnben Junto con los que se
encuentran cercanos al lugar de msercnén,"

ba_|o la| egulac'én dg los promotores de la célula
hospedera (zur Hausen, 2002), ‘ S
En conjunto, entre genes "tempranos mardos de’lectura abierta del

VPH son ocho: El, E2, E4, ES, E6 E7 (“E" de early, temprano en mglés), L2y L1 (*L” de

late, tardio en inglés).. No obstante “durante la’insercion del, Vlrus en los cromosomas del

hospedero, que frecuentemente sucede en las eglones 8q24y: 12q13 (Lazo et al., 1992), '

algunos de estos genes son deletados (por ello el vxrus puede estar constntuxdo por entre

14
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6800 y 8000 pares de bases). Aunque cabe sefialar que no se ha encontrado un patrén
preciso, és comiin que E2, que suele ser el punto de apertura del genoma circular del virus,
al igual que los genes adyacentes E1, E4, ES y L2 sean deletados durante la integracion del
ADN. En cambio E6 y E7, junto con la regién larga de control (LCR), son los que
habitualmente se integran sin alteracidn y contintian transcribiéndose (Choo et al., 1987;
Choo et al., 1988; Shirasawa et al., 1989; Chen e/ al., 1994) (Figura9). .

zur Hausen, 2002,

Figura 9. Virus del
Papiloma Humano. EI|
punto de sperfurs VPH presenta ocho mar-
duraute la integracién  €0s de lectura abierta (E1,
E2, E4, E5, E6, E7, L1 y
L2) y un LCR. Cuando se
inserta en el genoma del
hospedero, generalmente
cl punto dec apertura cs
cercano a E2 y los genes
adyacentes son deletados.
E6 y E7, junto con el
LCR, se integran frecuen-
temente sin alteracién y
contindan su transcripcidn,
que ahora es regulada por
los promotores del
hospedero.

frecuentemente
- deletado durante In
integracién del ADN

L1 LCR E6 E7 E1E2°
1 it T
1 —i—t —

Como consecuencia, y debido a su capacidad de alterar los ciclos de proliferacién,
diferenciacién y muerte de las células, se ha propuesto qué E6 y E7 son oncogenes y que
juegan un papel maés significativo en las etapas finales de transformacién maligna de los
tumores cérvico-uterinos iniciados por el VPH. A diferencia de E5, que también es un
oncogene que estimula la proliferacion, pero Qile parece ser mas importante en las primeras
etapas de infeccién viral, ya que posteriormente es deletado. Sin embargo, segin zur
Hausen (2002), actualmente es dificil concluir sobre el papel que juegan otras proteinas
"tempranas" como El, E2 y E4 en este proceso. Aunque se ha visto que E2 puede
funcionar como represor de la transc‘ripcién de E6 y E7 y, por tanto, como inhibidor de la
proliferacién (Goodwin y DiMaio, 2000). Lo que si se ha demostrado es que las proteinas

estructurales L1 y L2 no se expresan ni en las células pre-cancerosas, ni en las malignas.
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1.3.1. Oncogenes E6y E7

La expresion de los oncogenes E6 y E7 tiene principalmente efectos estimulantes en la
proliferacion celular, debido en parte a su habilidad, tanto individual como sinérgica, para
neutralizar las funciones de los genes supresores de tumores. Ademas ambas oncoproteinas
interfieren con los circuitos clave que regulan el ciclo de divisién celular, para reactivar y
mantener la sintesis de ADN. Asi mismo tienen la capacidad de alterar el programa de
diferenciacién celular y la apoptosis, y de promover la inestabilidad gendmica, siendo
importantes durante la transformacién maligna de los tumores (Figura 10).
zur Hausen, 2002.
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Figura 10. Oncogenes E6/E7. Las principales acciones de E6/E7, y la cooperacién que
existe entre ellos, durante el proceso que lleva hacia la inmortalizacién de las células.

Por un lado, E6 puede asociarse con p53 que es una proteina supresora de tumores.
p53 es un factor de transcripcién que regula el ciclo celular activando la transcripcién de
genes que controlan su progreso y de genes que causan su detencién en la fase G; cuando el

genoma estd daflado, ademas de que promueve la apoptosis y tiene capacidades de
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exonucleasa pudiendo intervenir en la reparacién de ADN durante la replicaciéon (Hesketh,
1997). La asociacion especifica entre E6 y p53 es posible gracias a que E6 forma un

complejo con una proteina celular llamada proteina asociada a E6 (E6AP), que interacciona

Jcon 1553 haciendo que se degrade rapidamente por la via proteolitica dependiente de

"~ ubiquitina (Scheffner er al., 1993). E6AP es una ligasa que se une a la ubiquitina y la

transfiere a los residuos de lisina de p53, haciendo que sea reconocida y degradada por el
proteosoma (Oda ef al., 1999). Esta degradacion influye, por ejemplo, en la activacion de
la transcripcién de p21, que es uno de los genes regulados positivamente por p53 implicado
en la detencién del ciclo celular. p21 se une a, e inhibe Ia actividad de, los complejos
formados por las cinasas dependientes de ciclina (Cdk) y sus subunidades reguladoras que
son las ciclinas, de las cuales un subconjunto estd involucrado en la entrada a la fase S del
ciclo celular (Xiong er al., 1993). Asi mismo, la disminucion de los niveles de p53 bloquea
la expresién de Bax. p53 regula la induccién y la funcién de Bax (Miyashita y Reed,
1995), que es un gene promotor de la apotosis, que presenta homologia con la pyroteina Bcel-
2. Por tanto, la supresion de Bax mediada por E6 tiene un efecto negativo en el proceso
apoptético (Ma et al. 2002).

De igual forma, E6 inhibe la apoptosis al inducir la reduccién de los hivéles de Bak,
que es un gene activado transcripcionalmente por p53. Bak es un‘prorﬁétof de lé apoptosis,
miembro de la familia de las proteinas Bcl-2, que regula la acti\;aici&‘f de progé}spasas por
medio de la estimulacion de la liberacion de citocromoﬁ cde 'liav'f'rnifdcéndri'a. ‘Las
procaspasas son una familia de proteasas clave en la reguléciéh de los pi‘océéés apoptétfcos
E6 promueve la degradacién de Bak por la via proteolitlca dependlente de ubiquitina, lo
cual deriva en la inhibicion de la induccién de la muerte celular programada en células pre-
cancerosas, que puede resultar en la: acumulacnén de cambios mutacionales que
incrementan la mestablhdad cromosémlca de las células (Jackson et al., 2000).

Ademas, ‘E6 mduce aneuplmdla es dec1r la presencia de un nimero anormal de
cromosomas,’ que contrlbuye ala tumongénesns La aneuploidia estd asociada a la
inactivacion de la funci6n de p53 que esta involucrado ‘en la regulacion de la duplicacion de

los centrosomas.’” El centrosoma es un centro de organizacion que asegura la simetriay la

.bipoléridad del proceso de division celulaf, al duplicarse de manera precisa durante la

interfase de 1a mitosis. La expresién de E6 esta relacionada con una acumulacién anémala
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" de centrosomas en células que, ademds, presentan miltiples micleos de formas irregulares.
AS‘I', en las primeras etapas del desarrollo de los tumores, E6 pdede inducir deficiencias en
~la mivtosis ‘relgcionadas con la multiplicacién del centrbsoma, contribuyendo a que
' inérémentc la probabilidad de que ocurran eventos qﬁé resulten en la progresion hacia la
ca‘rcinogéh‘esis (Fukasawa et al., 1996; Duensing et Zi;[.', 2001).

Asi mismo, E6 activa las telomerasas, que son ribonucleoproteinas que reconocen
las secuencias repetitivas de ADN que se éncugntran en los extremos de los cromosomas,
los teldmeros, y las extienden usando un tefnpladb de ARN que es, a la vez, parte de su
estructura. La actividad de las telomerasas esta asociada a la expresién de su subunidad
catalitica, la hTERT que es inducida por E6 principalmente a nivel transcripcional. Esta
activacion puede abrogar la senescencia celular relacionada con la ausencia de telomerasa- }
(Veldman et al., 2001). ) S

Por ultimo, hay evidencia que indica que. la oncoproteina E6 estlmula la

proliferacién celular al inhibir la degradacién de proteinas de la famlha Src.f"

Va famlha Src '
contiene enzimas del grupo de las tirosina cinasas que no ‘tienen ‘receptores y: que estén
unidas a la membrana celular, como Lck y Blk. Normalmente estas enzimas se mantienen
fosforiladas y por tanto inactivas, pero en estado desfosfonlado inducen la sintesis de- ADN"
y la proliferacién celular. E6 puede interferir co'rknb la degradacién de la forma'ag:tiva de
algunas de estas enzimas, ya que desvia a EGAP de sus sustratos habituales que son las
tirosina cinasas, hacia la degradacién de p53, 1o que resulta en un aumento de la estabilidad
de las proteinas de la familia Scr (Oda ef al., 1999).

En cambio, E7 puede asocnarse con la proteina Rb que es producto del gene
supresor de retmoblastoma, llamado asn p '

“su asoclaclén aun tlpo de cancer pediatrico que

surge en la retina del ojo. Rb

‘una osfi protema nuclear ‘que prmcxpalmente regula de

manera negativa la actlwdad de factores d 1 ip 6 que a su vez regulan genes que

son esenciales para el progreso de la fas G,’ c lo elular. E7 se une a la forma

hipofosforilada de Rb, y otras protex'nas de la'misma famlha Io cual anula su capacidad de

asociarse e inactivar la funcién del, factor de transcnpclén celular E2F (Dyson et al., 1989;

Chellappan ef al. 1992). Asi mlsmo,;E7'|nactwa la via Rb/p|6 que controla la detencién

del ciclo celular. pl6, también llamado INK4a, mhlbe el progreso del ciclo al prevenir la
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formacién del complejo activo de lalcicl{ina- D1 y Cdks (Gi-Cdks) que fosforil.ay a Rb due en.
este estado estimula la entrada é la fase' S (Khleif et al., 1996). Cuando E7 se une a Rb,
aumenta la actividad de E2F que actlva la exprestén de pl6, sm embarg " Ki: ono e 'aI

(1998) demostraron qugv‘ n’ un l‘ncremento de la actnwdad

inactivo y Rb continua' fos lo cual hac_e, suponer que ‘ha
que hace que las éAérluly ' 1 Boyer et

Rb hace que sek"deg{-a'd “'iié'd'uvdke’aﬁh g -

mas sus funcxones B . ; :

Por otro Iado, E7 mduce de manera dlrecta e |nd|rec la expreslén constltutxva de la
ciclina E y la ciclina A. En el caso de la cxclma E E7 actlva' dlrectamente su transcripcién
por medio de la unién del dominio cd2 al promotor ‘de’ la c1clma La ciclina A, en cambio,
se activa por medio del dominio cdl ademds del cd2, y de'manera indirecta a través de la
sintesis de otras proteinas ain no definidas. Asf misiho, E7 puede activar de manera directa
la transcripcién de la ciclina A por medio de los sitios de unién al factor de transcripcién
E2F que se encuentran en el promotor del gene. La ciclina E es una limitante de la
progresién por la fase G, del ciclo celular que se asocia a la Cdk; formando el complejo
G1/S-Cdka. Por su parte, la ciclina A forma el complejo S-Cdka que es necesario durante la
fase S, relacionandose con la replicacién de AND, el control de la transcripcién y con la
progresién a través de G2. Esta activacidn de ambas ciclinas por E7, que estd acompafiada
por un incremento en la actividad de las cinasas con las que se asocian, deriva en la
promocion de la proliferacién y la transformacién celular (Zerfass ef al., 1995).

Ademas, E7 bloquea la funcién de los inhibidores de las Cdk como p21 y p27,
también llamados Wafl y Kip! respectivamente. La unién de p21 y p27 con Cdk; inhibe la
accion de esta cinasa en el control de la fase G, y la fase S del ciclo celular. E7 puede
interaccionar directamente formando complejos tanto con p21, como con p27 y por tanto"

suprime la inhibicién de la cinasa, haciendo que las células prollferen Ademés como se ha ;

propuesto que ambas proteinas Juegan un papel lmportante en los mecams

replicacién de ADN en células que ya estaban corﬁﬁfbkn?tida‘s’ (nge_s» etal
Thome et al., 1996). BRI o o
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E7 también puede suprimir la accién de sefiales que regulan negativamente el
crecimiento celular, como el factor de crecimiento transformante B (TGFB) que puede ser
considerado como un gene supresor de tumores. E7 se une directamente a Smad2, Smad3 y
Smad4, los mediadores directos de la via de sefializacién de TGF(B, que al formar
complejos y translocarse al nicleo activan la transcripcién de diferentes genes que inhiben
la proliferacién. Ademdas E7 bloquea la interaccion de Smad3 con su sitio de unién al
ADN. De esta forma, E7 induce una resistencia a los efectos antiproliferativos que pueden’
tener ciertos factores (Lee et al., 2002). . v »

Por otro lado la oncoproteina E7 puede estimular la apoptosis que resulta en la
liberacion de interleucina-1oc(IL-10). La IL-1cx es una citosina, producida y secuestrada
por. los queratinocitos, que promueve la inflamacién, la remodelacién de los tejidos y la
proliferacién anormal de los epitelios, activando genes que codifican para otras citosinas,
receptores y moléculas de adhesién. E7 unido a Rb puede inducir la apoptosis, en parte,
dependiente de p53 y, en parte, estimulada debido a que la actividad de E2F no es regulada
negativamente en la fase S del ciclo celular. La muerte celular provoca la liberacién de
IL-1a de los queratinocitos en las lesiones del cérvix con una consecuente inflamacién del
tejido, que en condiciones normales provoca una respuesta inmune. Sin embargo si no hay
una respuesta efectiva, la liberacién continua de IL-1xx estimula la mitogénesis y la
liberacién de factores mutagénicos, lo que al parecer puede incitar la angiogénesis y la
metastasis de los tumores (Iglesias et al., 1998). )

Finalmente, E7 también induce aneuploidia. La aneuploidia, que. es uné
manifestacion de la inestabilidad genémica, puede presentarse cuando E7 incremehta la’
sintesis de centriolos, lo que deriva en la presencia de un niumero anormal de centrosomas E
que provoca el desarrollo de diferentes anomalias nucleares, incluyendo la multiplicaci‘én"
de los nicleos. Lo anterior, dado a que E7 puede alterar la regulacién de la maquinaria
implicada en el ciclo celular y el inicio de la duplicacién de los centrosomas, modificando
por ejemplo la actividad de Cdk2. De esta forma, E7 causa anormalidades mitSticas al
afectar la homeostasis del centrosoma en las primeras fases de la progresion de los tumores
y por tanto es un elemento importante en la ruta hacia la desestabilizacién gendémica
(Duensing et al., 2001).
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1.3.2. Oncogene ES

La expresion de E5 también se relaciona fundamentalmente con la induccién de la
proliferaciéon, con lo que se expande la poblacién de células infectadas con VPH e
incrementa la produccién viral. Lo anterior debido a que favorece las vias de seﬁalizaciéh
que inician con los receptores a factores de crecimiento, actia como un factér de
sobrevivencia y afecta la sensibilidad de las células a sefiales que controlan el 'c‘i;'l;': celular.
Aunque en contraste, Tomakidi ef a/. (2000) proponen que debido a que ES influye en'la
disminucién de uniones gap entre las células, también puede estar relacionado coh el inicio
de la transformacion maligna de los tumores.

El oncogene ES estimula la proliferacién celular al formar complejos con diferentes
receptores ligados a tirosina cinasas como el receptor al factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), el receptor a! factor de crecimiento derivado de plaqugtas (PDGFR) y el receptor
al factor estimulante de colonias l'f(CSF-IR). Asi, en estos casos 'E5 funciona como un
mitégeno modulando la actividad d; diferentes proiefnas transmembfanales (Hwang et al.,
1995). S . ,

Por otro lado, E5 disminuye la degradacién del EGFR que se encueﬁtra adentro de
la célula, lo que permite su reciclaje hacia la membrana plasmética'y, ademas, el aumento
de su fosforilacién. La inhibicién de la degradacién ocurre mdlrectamente ya que E5 se
une a una subunidad de la ATPasa que se encuentra en lakvacuola celular y esta union
inhibe la acidificacién del endosoma, la cual es necesaria pafa‘ la degradacidn del receptor.
Esta inhibicién, por medio de ES5, de la disminucién de los mveles de EGFR incrementa la
accion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) que estlmula la proliferacion celular
(Conrad-Stoppler ef al. 1996). ;

Ademas la activacion de EGFR por ES

inicia diversos eventos bloqu|m|cos que derlvan enla transcrlpcuon constitutiva de proto-

omo e otros receptores de su tipo,

oncogenes como c-jun, junB 'y c-fos,: e activan genes’que son esenciales para la

proliferacién. Dicha induccién ’de”é-jt'x_n,' a'su vez, inhibe'la’ expres:én de p21, que también
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puede ser reprimido a nivel transcnpcnonal por ES promowendo el crecnmlento celularb
(Tsao et al., 1996). ) ’ : l . . :
Mas aun, la activacién de EGFR a través de ES puede prevemr la apoptoms. Esto

sucede debido a que EGFR induce la acclén de dos enznmas, la cmasa de fosfatidilinositol 3
(PI3K) y la cinasa actlvada por mltégenos ERKI/Z (ERKI/Z MAPK) que estan’
involucradas en las vias de sefializacién 'de sobrev:vencla en respuesta a estrés. De ‘esta
forma E5 también puede actuar como un factor antlapoptétlco (Zhang et al., 2002).

Por otra parte, E5 induce una reducciéh en la comunicacién celular que se lleva a
cabo a través de las uniones gap (GJIC). Las GJIC conectan directamente el citoplasma de
las células por medio de canales angostos que permiten el intercambio de pequeias
moléculas intracelulares como Ca>* o AMP ciclico. Las proteinas que forman estos canales
se llaman conexinas. Al parecer E5 provoca la desfosforilacion de la conexina 43 (Cx43),
que se localiza predominantemente en el estrato espinoso menos diferenciado de la
epidermis y que podria tener propiedades de supresor de tumores. Esta desfosforilacién,
que hace que cambie la estructura de las uniones gap, se lleva a cabo por medio de la
disminucion de la actividad de ciertas cinasas, o incrementando la actividad de algunas
fosfatasas especificas, o ambas. La interrupcién de la comunicacién entre las células
mediada por E5 hace que sean menos sensibles a las seiiales de las células normales que las
rodean y mas susceptibles a la accién de otras que llevan hacia la proliferacién (Oelze
et al. 1995).

2. Cooperacién

2.1. Oncogenes virales

Ademés del efecto mdxvndual que tiene cada uno de los oncogenes EG6, E7 y ES se ha visto

que ex15te una cooperacnén entre ellos, durante el proceso de carcmogénes:s relacnonado

Asi, a expresnén' umcamente de E6 o de E7 puede mcrementar la prollferactén de

células en cultlvo 0 in vivo (Song et al., 1999; Halbert e¢ aI 1991 Herber et al., 1996), sin
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segin Song et al. (2000), E7 actia en la fase de promocién yE6 en la progresién del
desarrollo del tumor. Inicialmente E6 y E7 se compklem'entar‘f p_ara promover la
proliferacién celular, después E6 influye en la transformacion de las células y E7 continia
contribuyendo con la proliferacién del carcinoma. Por otro Iado,’ EG 0 137 pueden inducir
por separado inestabilidad genémica, pero juntos cooperan en la induccién de aneuploidia.
En este proceso E7 se asocia en si con la duplicacion anormal de lbs cehtrosdmas, mientras
que E6 incrementa la probabilidad de que las células anormales permanezcan proliferando
y por tanto, acumulando anormalidades nucleares (Duensmg et al., 2001) También hay
una cooperacion entre las oncoproteinas en el caso de la lnducclén de la actividad de la
telomerasa. En este caso, aunque la activacion por medio de E6 es suﬁciente para mantener
constante la longitud de los telémeros de células en cultivo, las Gnicas qué contintian
proliferando son las que expresan ademas E7, que inactiva la via de RB/p16 promoviendo
la progresion del ciclo celular. De igual forma, aunque p16 contrarresta las acciones de E6,
pl16 se vuelve funcionalmente inactiva en presencia de E7. Ademés, aunque E7 puede
inducir apoptosis dependiente de p53, la presencia de E6 hace que no haya tal respuesta ‘
debido a la degradacién de la proteina (Figura 10). » k

Asi mismo, existe cooperacion entre E5 y E6, ya que bajo cnertas condu:lones E6 no

es capaz de apagar totalmente la sintesis de p21 al inactivar p53, por lo que Ia repre5| n de ’
p21 a través de ES puede aumentar el efecto de E6 al reducir ain mé :

expresion de p21. E5 coopera con E7, siendo que la inhibicién de’ p2‘1
puede derivar en la formacién de complejos de la ciclina D1 y Cdks (G
que a su vez fosforilan a la proteina Rb y la inactivan, complemént
unién de E7 con Rb (Tsao et al., 1996). Ademas, la mterrupclén del
las células mediada por ES hace que sean mds susceptibles a la _akcbc1’
E6 y E7 que llevan hacia la proliferacién (Oelze et al. 1995).. R

2.2. Oncogenes virales y celulares

Aun cuando el céncer cérvico-uterino estd fuertemente asociado a la infeccién con VPH,

sélo un pequeiio porcentaje de las mujeres infectadas desarrolla cancer, lo que indica que
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hay otros factores que contribuyen al desarrollo de estos tumores. Entre estos factores se
encuentran otros oncogenes, ¢l habito de fumar, el uso de anticonceptivos; la 'acti‘i/idad
sexual, el nimero de partos, el tipo de alimentacién, las infecciones mutagénicas con Qtrés
virus, bacterias o protozoarios, las caracteristicas inmunogenéticas, etc: De tal kman'era'que

aunque E6 y E7, junto con E5, pueden inmortalizar células, éstas no son cancerigenas ak

inducen directamente la formacién de tumores, sino que establecen u
condiciones que eventualmente daran origen al cancer.

Ciertamente, los oncogenes virales pueden estar cooperan‘do' con’ oncogenes

celulares durante el proceso de carcinogénesis. Un ejemplo notable es:la’ cooperacxén

especlfca de E7 con el proto-oncogene ras. Ras, que pertenece a una famxha'de GTPasas,

- estd unido en su forma inactiva a difosfatonucleétidos de guanma (GDP) y en la activa a

'trlfosfatonucleétldos de guanina (GTP), e interviene en las vias de seﬁahzacu‘m que van de

Ia membrana celular al nucleo, regulando la proliferacion y la diferenciacién de las células,
asf como la inhibicién de la apoptosis. Las mutaciones en ras hacen que se mantenga

constitutivamente en la forma activa, lo cual reduce su actividad intrinseca de GTPasa y

suprime por completo su activacién por otras proteinas.’ Lo anterior, resulta en la

activacién de la cascada de sefializacion de las cinasas actlvadas por mitégenos (MAPK)

~que estan involucradas, a su vez, en la activacién de factores de transcnpcnén como c-jun,

c-myc y c-fos que estimulan genes relacionados con la prohferacxén. Asi mismo, una de

estas cinasas es la PI3K que previene la apoptosw. EI ras oncogémco tamblén mcrementa

la expresion del factor de crecimiento angxogémco (VEGF), que esté lmphcado en los
procesos asociados con la angiogénesis y la metéstasns de los tumores (Ad_]el 2001 Crespo
y Leédn, 2000). R

2.2.1. Sonic hedgehog

Actualmente existe evidencia que mdlca que uno “de los factores mvolucrados en el

desarrollo de los tumores es‘la alteraclén de la vfa de seﬁahzaclén de'Somc hedgehog

(Shh), que regula la prolnferacxén de las ya menclonadas células troncales, es declr, que esté :
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implicado en loS eventos celulares que propician el cancer.” Shh regula la auto-renovacién y
el establecimiento' de patrones de los tejidos que se encuentran en constante recambio,

" como los epitelios, cuya alteracion puede derivar en la formacién de tumores malignos.

-La tumorigénesis se ha asociado con mutaciones que activan de manera constitutiva
la respuesta transcripcional de la ruta de sefializacion de Shh donde, a diferencia de la
mayoria de las vias, la transduccién de la sefial ocurre gracias a una secuencia de
interacciones represivas (Taipale y Beachy, 2001). Shh es un factor morfogenético, que
una vez secretado, llega a las células blanco y forma un gradiente extracelular que induce,
segun la concentracion de la proteina, la transcripcion de ciertos genes que le dan identidad
a estas células (Christian, 2000). Cuando Shh esta presente, se une al supresor de tumores
Patched (Ptc), que a su vez permite la activacién de la transcripcion mediada por el proto-
oncogene Smoothened (Smo). Segun Taipale et al. (2002), Ptc funciona normalmente
como un transportador molecular, que actiia indirectamente para inhibir la actividad de
Smo, posiblemente por medio de la distribucién o la concentracién de alguna molécula
pequefia. La activacion de Smo activa la transcripcién de genes blanco de Shh a través de
los factores de transcripcién Gli, que presentan dominios de unién a ADN del tipo dedo de

-zinc (Ruiz i Altaba ef al., 2002). Dentro de estos factores se encuentra ’Gli3quu'§ funciona

principalmente como represor, y Glil y Gli2 que son activadores dé géﬁes _blahco de Shh,

. como los mismos Gli y Ptc (Taipale y Beachy, 2001) (Figura 11).

La mayoria del tiempo la via de sefializacion esta apagada graclas a Ptc y-a otros
inhibidores que la reprimen en condiciones donde no hay Shh, La evndenma actual mdlcak :
que la pérdida de la funcién de Ptc y la ganancia de la funclén de Smo causa tumores
epiteliales debido a la activacién constitutiva de la via, y por tanto, de los factoresth,
especialmente de Glil que estimula la proliferacién celular ('foﬁgard, 2000; Xiéket.‘al,
1998; Dahmane et al., 1997). La sobreexpresion de Shh tien‘e’ un efeéto similar élbde la
pérdida de funcién de Ptc y por tanto promueve la fonnat:ién de tumores (Oro et al., 1997).
Un mecanismo por el cual Shh estimula la proliferacién de las células es contrarrestando
los efectos de p21 en el control del ciclo celular (Fan y Khavari,kl999). ‘Ademas, Shh por si
solo puede actuar como un oncogene dominante, ya que una mutacién en su secuencia

puede ser suficiente para que haya tumorigénesis (Oro et al., 1997).
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‘a Ruiz i Altaha eral 2002

membeana

Figura 11. Via de
sefializacién de So-
nic hedgehog. En
auscncia de Shh,
Ptc inhibe la acti-
vidad de Smo. Smo
es un activador de
la transcripcién de
genes blanco de
Shh a través de los
factores de trans-
cripcion Gli.

citoplasma

nixlco

Asi mismo, hay datos que sugieren que la activacién constitutiva de la via de Shh
aumenta la auto-renovacién y disminuye la diferenciacién de CT en el tejido epitelial.
Dado que las longevas CT tienen mayor probabilidad de adquirir mutaciones subsecuentes
que inactiven a supresores como Ptc, la expansion de esta poblacién puede ser considerada
como el primer paso en el desarrollo del cincer. Taipale y Beachy (2001) proponen un

modelo en el que la iniciacién del tumor involucra la adquisicion de mutaciones silenciosas

"en CT normales. Estas mutaciones no necesariamente implican una ventaja que promueva

el crecimiento excesivo de las células, ya que se presentan en genes involucrados en
mantener la integridad del genoma o en uno sdlo de los alelos de Ptc, por ejemplo. A
continuacién, una nueva mutacién da origen a la expansion de CT aberrantes que dan lugar
a células de amplificacion pasajera, que diferencian hacia células aparentemente normales
formando una neoplasia. El incremento de CT hace que se altere la organizacién espacial
donde 6c'urrey la proliferacién y las células son encontradas en regiones donde normalmente
no hay divisién, Aun en esta etapa, las células se mantienen dentro de los limites del tejido

epitelial. Sin embargo, las mutaciones subsecuentes y la seleccion de las clonas lleva hacia
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una proliferacién mads rapida, incrementando la auto-renovacién de las CT y la disminucién
de la diferenciacién, que ocasiona la invasién del mesénquima y la metastasis.

La alta frecuencia con la que se han encontrado mutaciones en la via de Shh en
ciertos tipos de tumores hace pensar que la activacién transcripcional consecuente es un
mecanismo eficiente para alterar la proliferacion celular. Algunos de estos tumores son el
BCC, el meduloblastoma, el fibroma de ovario, el fibroma cardiaco, el rabdomioma fetal, el
meningioma, el ameloblastoma, el tricoepitelioma, el carcinoma de vejiga, el SCC
esofagico, los tumores primitivos neuroectodérmicos (PNET) y los encontrados en
pacientes con el sindrome del carcinoma nevo basocelular (NBCCS), como el
rabdomiosarcoma, el carcinoma de ovario y el BCC de pulmén, entre otros (Toftgard,
2000). Sin embargo, debido a que las alteraciones se presentan sélo en algunos tipos de
tumores es probable que se necesite de la cooperacion de la via de Shh con otros factores
criticos, caracteristicos de las células diferenciadas, para el desarrollo del céncer (Taipale y
Beachy, 2001).

3. El ratén como modelo de estudio del cdncer

Aunque durante mucho tiempo la levadura fue una herramienta muy poderosa para el
estudio de los genes eucariontes, segtin Jackson-Grusby (2002), el ratén de laboratorio se
ha convertido en los ultimos veinte afios en el organismo clave para estudiar las
enfermedades genéticas humanas, y especialmente para el descubrimiento y la validacién
de los genes implicados en el cancer. Lo anterior debido, entre otras cosas, a la gran
similitud, tanto biolégica como genética, que existe entre el desarrollo de los tumores en
humano y en ratén. Ademds, al usar ratones se puede controlar la influencia ambiental en
la tumorigénesis, lo que permite enfocarse sélo a los componentes genéticos, algo que es
imposible de llevar a cabo en poblaciones humanas (Balmain, 2002). Asi, la construccién

de ratones transgénicos, que ha sido posible gracias a 1a habilidad de transferir de manera

. estable genes heterélogos o genes alterados en la linea germinal del ratén y producir linajes

con dicho programa genético, ha sido esencial para estudiar in vivo los procesos

involucrados en cédncer. Mas atn, la posibilidad de tener cepas endocriadas, exocriadas con
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historias evolutivas diversas, endocriadas recombinantes, congénitos recombinantes, knock-
outs, knock-ins, etc., hace que el ratén sea una fuente genética sin comparacién (Balmain,
2002).

Especificamente relacionados con los oncogenes E6/E7 o el factor Shh se han
construido diversos ratones transgénicos, principalmente cepas endocriadas, que han
ayudado a estudiar el cancer. La mayoria de estos ratones se construyeron con los genes de
interés bajo promotores de queratinas. Las queratinas son las proteinas estructurales que
constituyen el 85 % de los queratinocitos diferenciados de la epidermis de los vertebrados
(Fuchs, 1995). Los promotores mas usados han sido los de las queratinas 5y 14 (KS y
K14), que en el ratén adulto se expresan en la capa basal.

Asi, el TgK14HPV 16, que presenta toda la secuencia de los genes tempranos del
VPH dirigida a la capa basal gracias al promotor K14, desarrolla carcinomas en el cérvix y
la vagina al ser tratado con estrégenos (Arbeit et al., 1996). El TgK14HPVI6E6/E7
desarrolla SCC, y el TgK14HPVE?7 induce hiperplasia en la piel, y SCC y epiteliomas
sebaceos de manera tardia (Herber et al., 1996). Asi mismo, TgK14HPV16E6 induce
papilomas y carcinomas epidermoides (Song et al., 1999). El TeaAHPV16EG/E7, donde
alternativamente la expresion de los oncogenes estd dirigida a los lentes oculares del ratdn
gracias al promotor oA cristalino, expresa E6/E7 en otros tejidos incluyendo la piel,
presentando una gran incidencia de lesiones pre-neopldsicas y el subsecuente desarrollo de
SCC (Lambert et al., 1993). El ratén TgMMTVHPV16E6/E7, cuyo promotor es el del
virus de los tumores de mama de ratdn, presenta hiperplasia y displasia en el cérvix y la
vagina de manera temprana, ademas de neoplasia en otros 6rganos (Sasagawa et al., 1994).
Por otro lado, el TgK14Shh, que expresa Shh en la capa basal dado su promotor, desarrolla
multiples proliferaciones similares al BCC a lo largo de toda la piel (Oro ef al., 1997). El
TgK5Smo, donde la expresién de Smo también estd restringida a las capas basales,
desarrolla lesiones muy parecidas al BCC (Xie ef al., 1998). El TgK5Glil presenta BCC,
tricoepitelioma, cilindroma y tricoblastoma (Nilsson et al., 2000) y el TgK5Gli2 induce
unicamente BCC (Sheng er al., 2002). Por otro lado, el ratén Ptchl+/- recapitula las
caracteristicas que presentan los pacientes con NBCCS, incluyendo el desarrollo de

rabdomiosarcoma y otro tipo de tumores internos, ademas de presentar meduloblastoma y

28




Antecedentes

PNET, pero inicamente después de estar expuesto a radiacién genera BCC y tricoblastoma
(Toftgard, 2000; Aszterbaum et al., 1999).

Escalante-Alcalde ef al., 2000

9.8 kb 08kb 3.2kb
ke >
promotor bK6 (splice/polyA)
&S
<& Fe <

1 kb
Figura 12, Construc-
cién del ratén TgbK6-
EG6/E7. El fragmento
con los oncogenes
E6/E7 E6/E7 fue insertado
entre el fragmento del

ATC TG promotor bK6 y el
so A & ffagmento que con-
EL LT DX SR G LTRSS NG - tiene la sefial de poli-
— adenilacién SV40.
100 bp

Otro de los linajes transgénicos para estudiar especificamente el cancer cérvico-

. uterino es el ratén TgbK6-E6/E7, que expresa los oncogenes E6/E7 bajo un promotor
.diferente a los usuales K5 6 K14. Escalante-Alcalde ef al. (2000) produjeron el transgénico

por inyeccidén pronuclear de ADN recombinante en la cepa CD-1. Los marcos de lectura

abierta E6/E7 fueron insertados bajo el promotor de la queratina 6 de bovino (bK6) para
"dirigir la expresién oncogénica a las capas epiteliales en proliferacién (Figura 12). K6 es
- 'un promotor que se expresa en varios epitelios estratificados y tiene la ventaja de responder

: al mutégeno 12- O-tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA) de la misma forma que el LCR

del VPH. Ademés la actlvaclén de K6 coincide con la hiperproliferacion de las células, y

su expresiéon aumenta en células de tumores derivados de tejidos epiteliales y al inicio de la
regeneracion del epnteho del cérvix. En el transgénico, la K6 se expresa principalmente en
el foliculo piloso y en las capas suprabasales de la epidermis cuando se hace una herida o
en respuesté a éctivadores como el acido retindico, los estrégenos o el forbol. El fenotipo




Antecedentes

del TgbK6-E6/E7 se caracteri;a por una baja densidad de pelo y la habilidad de regenerario
rapidamente. En general, el ciclo del pelo presenta tres etapas que son anagen
(crecimiento), catagen (regresion) y telogen (reposo). En telogen las células se encuentran
en la fase Go (reposo) del ciclo celular. El fenotipo del ratén transgénico se explica dado
que el foliculo se regenera normalmente a partir de la poblacién de CT que se encuentra en
la protuberancia (bulge) del foliculo, y cada vez que se activa un nuevo ciclo del pelo, se
activa la poblacién de CT y el ciclo no se detiene en telogen. La continua regeneracién del
pelo puede deberse a que los oncogenes permiten que las células escapen de Go y se
dividan. Asf, la expresién de E6/E7 parece estar inducida al inicio de la regeneraciéon. Por
tanto, es posible que los oncogenes se estén expresando en las CT.

Dadas las caracteristicas anteriores, este modelo puede utilizarse para estudiar los
oncogenes y otros factores, ademas de los eventos celulares, que conducen al desarrollo de
cancer en la piel del ratén, lo cual resulta mas sencillo que en el cérvix. Sin embargo, hasta
el momento, tnicamente se han analizado los efectos de los oncogenes en la mencionada
regulacion del ciclo de crecimiento del pelo del ratén transgénico. Otros tipos de anilisis
no han sido posibles dado a que no se ha logrado la mducclén de tumores en el
TgbK6-E6/E7, probablemente debido que fue exocnado e

a cepa CD-1 que se ha
caracterizado por ser poco susceptible al desarrollo de céncer.v Sm embargo, el ser una cepa

exocriada le confiere ventajas como modelo, ya que representa mads fielmente lo que sucede

en la poblacién humana. Ademas, como el ratén no genera tumores espontaneamente es
|deal para estudiar el desarrollo del cancer como consecuencia de la presencia de nuevos

factores que se van adicionando para generar los tumores.
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Justificacién
Justificacién

El CaCu es una de. las principales causas de muerte en el mundo y especificamente, en
Meéxico, es el mds comiin de todos los tumores que presentan las mujeres. Por tanto, el
estudio de los factores involucrados en el desarrollo de este tipo de céncer resulta de
singular impbrtark;ia para poder eventualmente prevenir, controlar y reducir su incidencia.

En‘ géi‘ié}abl',b"los tumores evolucionan hacia un fenotipo maligno debido a la
cooperacién;"c'luk'ei ‘existe entre diferentes eventos, reflejada en una acumulacién de
alteraéidhés que,hécen que las células se vuelvan cancerigenas. En el caso del CaCu, la
evidencia epidemiolégica indica que estd fuertemente ligado al Virus del Papiloma
Humano tipo 16 que expresa los oncogenes E6/E7. Sin embargo, atin cuando estd
fuertemente asociado con la infeccién con VPH, sélo un pequefio porcentaje de las mujeres
infectadas desarrolla céncer. Lo anterior hace pensar que los oncogenes virales no inducen
directamente la formacién de tumores, sino que establecen una serie de condiciones que
eventualmente dardn origen al cancer, de tal forma que hay otros factores que contribuyen a
su desarrollo. La alta frecuencia con la que se han encontrado mutaciones en la via del
factor morfogenético Shh en ciertos tipos de tumores, hace pensar que la consecuente
activacion transcripcional es un mecanismo eficiente para alterar la proliferacién celular,
especialmente de las células troncales. Sin embargo, debido a que las alteraciones se
presentan sélo en algunos tipos de tumores es probable que se necesite de la cooperaciéon de
la via de Shh con otros factores criticos, caracteristicos de las células diferenciadas, para el
desarrollo de los fenotipos malignos. Por lo tanto, debido a que ni los oncogenes E6/E7 por
si solos, ni inicamente Shh son suficientes para que se desarrolle el céncer, puede ser que
ambos cooperen en el proceso. -

Se cuenta con el ratén TgbK6-E6/E7 que es un modelo para el estudio del cancer y
que, al no generar tumores espontdneamente, es adecuado para evaluar factores adicionales
que pueden cooperar en el desarrollo de los tumores. El estudio de estos factores puede
facilitarse implementando un método eficiente de modificacion genética de células de
interés, en contraposicién a la lenta y laboriosa construccién de un ratén transgénico.
Debido a que los ancogenes se expresan en la epidermis la evaluacién puede realizarse en

la piel del raton, lo cual resulta mas sencillo que en el cérvix. Ademads se propone que
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EG6/E7 se expresan en las células troncales, lo cual hace posible el estudio de eventos
celulares en la tumorigénesis. Sin embargo, ya qube no ha sido posible inducir tumores en el
modelo, el aumento de la proliferacién de la epidermis y la consecuente regeneracién
desphés-de un‘dafio, puede estudiarse a corto plazo como indicativo de alteraciones

cancerigenas.




Hipétesis
Hipdétesis
La activacién constitutiva de la via de sefializacién del factor morfogenénco Shh en las

células de la epidermis, especificamente en las células troncales, coopera con los
oncogenes E6/E7 del VPH tipo 16 enla regeneracién del tejido epitelial del ratén.
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.. Objetivos
Objetivos

¢ Implementar un sistema ef clente para el estudlo de Ia regeneracxén de la epxdermls )

en ratén. S : ; o
e Evaluar el efecto de los oncogenes E6/E7 del VPH tipo'16 ‘en la regeneraclénbde la

epidermis.
e Implementar un método invivo ef cxente para modifi icar genéncamente la epxdemus
¢ Evaluar la cooperacxén de /factor morfogenétlco Shh y los oncogenes E6/E7 en la

regeneracion de la epldermls.
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Materiales y métodos

1. Animales

Los experimentos se realizaron en ratones (Mus musc’ulzis) éilﬁéstfés (wt) y transgénicos
(TgbKG6-E6/E7), ambos con la misma cepa exocnada (CD-]), obtemdos de cruzas Tg/wt
X wt/wt . Los ratones TgbK6-E6/E7 pertenecen a la lmea M8 que presentan un fenotipo
marcado, caracterizado por un gradiente en Ia densxdad de! ";pelo, re]acxonado con la
-Los ratones se mantuvieron

expresién de los oncogenes E6/E7 en los folfculos pxl
en un cuarto con foto-periodo controlado de lO oras eluzy 14 horas de obscuridad,

recibiendo comida y agua ad libitum.

2, Plasmidos

“Se uuhzaron tres plésmxdos reporteros, el pQBI25 que contlene la secuencna de la )

protelna verde ﬂuo'kescente (GFP), y el pCHl 10 y el pBActmaB-gal que connenen la”
secuenc:a de LacZ (Fxgura 13)k Los tres a una concemracxén de lpg/u]

3. Adcn’ovifﬁs :

Se utiliza‘ron,dos adenovirus, ei “Aaenovim‘é LacZ k(‘AdeaCZ) y el Adenovirus Sonic
hedgehog (AdShh), “El AdLﬁac‘Z;‘fué dénado ﬁbf,'Mékiko Fujii y se usaron dos lotes
distintos, uno con un titulo de 10%y 6tr9 con un titulo de 107. El AdShh, que presenta el
ADNCc del Shh de ratén, fue ’éonstruido pbr Sato et al. (1999) y donado por Ronald G.
Crystal, y se us6 un s6lo lote con un titulo de 10°.
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(1) ATG Nenid0a

PRCTRY =X

a
pBActinap-gal EcoRl 2,10
940 Kb Figura 13. Pldsmidos. Ma-
pas genéticos de los tres
pldsmidos que se utilizaron
nistacZ en el método de electro-
:::\?(:55455% poracién in vivo: (a)

pQBI2S (GFP), (b) pCH! 10
(LacZ) ¥ (c) pBActinaf-gal

Bamitl 5.5 c (Lgcz).

Ecofi! 520

4. Electroporacién de plasmidos pQBI2S, pCH110 y pBActinaB-gal

1. Poner en hielo las celdas de electroporacién, una por cada plasmido.

2. Preparar un tubo de ensaye por celda con medio de recuperacion:

e medio SOB 980 pl
e« Mg2M TR [ J 11
e glucosa2 M L ~10pul

3. Descongelar en hielo una alicugta 'de, céluiés electrocompetentes DHS o por kcelda.

Cag

e i b A b e . e A S 4




5. Afadir 200 ul de RNAsa (10 mg/ml)

N Maleriulesymé(odos s

4. Afiadir 1 ul de pldsmido (1 ng/ul) a la a]icuota de células y pasar lamezclaa la celda,
procurando que no se formen burbujas. : '

5. ‘Sacar la celda del hielo, secarla y ponerla en el electroporador BIO RAD o

6. Dar un pulso de 25 pF, 200 ohms y 1.8 mV. :

7. Afadir inmediatamente el medio de recuperacién a la celda y pas'a'r,la/m:z‘c‘:’la ‘glb tuSo

de ensaye.
8. Incubar en agitacién a 37 °C por 1 hr.
9. Pasar a un tubo de 1.5 ml y centrifugar a 12 000 rpm por l ‘mir
sobrenadante y resuspender la pastilla. : :
10. Platear los 100 ! (~100 colonias) en cajas de medio LB séhdo con carbemcﬂma
(50 yl/ml). '

11. Incubar a 37 5C durante la noche.

5. Purificacién de los plismidos pQBI25, pCH110 y pfBActinaB-gal a gran escala

1. Picar una colonia de las cajas de medio LB sélido donde crecieron las células
transformadas con los diferentes pldsmidos. Ponerla en un tubo de ensaye con 2 ml
de medio LB y 2 ul de carbenicilina (50 p]/ml), e mcubar en agitacién a 37 °C por
6-8 hrs. ;

2. Pasar a un matraz de 1 It con 500 ml de‘medlo LB y 500 pl ‘de carbemcnlma
(50 pul/ml), e incubar en agitacién a 37 "C durahte I noéhe :

3. Pasar a dos botes de pldstico de 500 ml byalancearlos Y, cenmﬁxgar en la mdquina
Beckman J2-MI en el rotor JAlO a6 000 rpm por 15.min

4, 'I'xrar el sobrenadante y resuspender la p

250 ml .
6. . Afiadir 50 ml de soluclén P2 reclén hecho y mezclar lentamente. Incubar en hielo por

10 mm ‘- RO .
7. Aﬂadxr 50 ml de solucion P3 frio y mezclar lentamente Incubar en hxelo por 15 min,

mezclar lentamente e mcubar en luelo dura.nte otros 15 m n.
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"+ 26. Centrifugar en maquina Eppendorf 5417R a 14 000 rpm po 24
o 27. Tirar el sobrenadante y resuspender todas las pastillas Jl.ll’l“

‘;Mﬁlvel’ril!cs y métodos

8. Balancea.r con un bote igual y centrifugar en el rotor JA14 a 12A00(J rpm por
30mina 4° C. : :
9. Tomar el sobrenadante, colocarlo en un bote de pléstico de 250 ml, 'balancear con un
" bote igual y centrifugar en el rotor JA14 a 12 000 rpm por 30 mm‘ 4 C.

10. Filtrar el sobrenadante pasandolo por una gasa a una probeta de

' 11."Adicionar 0.7 del volumen de isopropanol frio y mezclar por i -

12. Pasar a dos botes de 250 ml, balancear y cenmﬁlgar en el rotor JA14 a’12 000 rpm

por30mina4°C. N

13. Resuspender la pastilla en 10 ml de buffer TE y aﬂadlr nuev ) gl de RNAsa
(10 mg/ml). ; L

14.Pasar.a un tubo de pldstico de 50 ml aﬂadxr ‘1 0 i'nl de

cloroformo, mezclar con voértex. -

15. Balancear y centnfugar en el rotor JA20a14 000 rpm por

16. Tomar la fase supenor usando una Jennga de 3 ml son agu_la

17. Volver a ‘afiadir 10 ml de fenol pH 8.0y 10 mlde cloroformo, mezclar con vértex

18. Balancear y centnﬁxgar en el rotor JA20 a 14 000 rpm por 7 mi ) a 4 o C

19. Tomar la fase supenor usando una jeringa de 3 ml son agu_m

20. Afiadir 15 ml de cloroformo, mezclar con vértex.
21. Balancear y centrifugar en el rotor JA20 a 14 000 rpm por 7 mm a 4 ° C

22. Tomar la fase superior usando una jeringa de 3 ml son agu_ja y'h cer aiii;qotas de
1 ml en tubos de 1.5 ml. 2 7
23.A cada alicuota adicionar 200 pl de NaCl SM y 330 pl d
(PEG). R
24. Congélar a—70 °C al menos por2 hrs.

olietilenglicol 30%

25. DeScdngelar a temperatura ambiente.

bufferTE
28 Aifiadir 1 volumen de cloroformo, mezclar con vértex. S
29. Centrifugar en maquina Eppendorf 5415D a 13 200 rpm por :3'min

" 30.Tomar la fase superior, y precipitar adicionando /50 del volumen de NaCl 5 M y
2 volitmenes de etanol 100 % frio. - ‘

w
..




Materiales y métodos

31. Meter a —20 °C durante 10 min.’

32, Centrifugar en méquma Eppendorf 541 7R a 14 000 Tpm por 10 min a 4 °C.

33. Ailadir 1.3 ml de etanol 70 %, mezclar con vértex

34. Centrifugar en maquina Eppendorf 541 5D a 13 200 rpm por 3 min.

35. Aifiadir 1.3 ml de etanol 70 %, mezclar con vénex (no hacer en el caso de pQBI25).

36. Centrifugar en miquina Eppendorf 5415D a 13 200 rpm por 3 min (no hacer en el
caso de pQBI25). .

37. Secar la pastilla en el Savant SpeedVac SClOO por 3-5 min.

38. Resuspender la pastilla en 500 ul de agua esterilizada y filtrada.

6. Repurificacién de los plismidos pQBI2S, pCH110 y pBActinaB-gal
1. Dividir los 500 ul de plasmido obtenido en dos alicuotas de 250 ul y afadir a cada

250 pl de fenol pH 8.0 y 250 ul de cloroformo, mezclar con vortex.
2. Centrifugar en la miquina Eppendorf 5415D a 13 200 rpm por 3 min. -

3. Tomar la fase superior y afiadir 1 volumen de fenol pH 8.0 y l volumen de

cloroformo, mezclar con vértex.

4, Centrifugara 13 200 rpm por 3 min.

5. Tomar la fase supenor y afladir 1 volumen de clorofo ‘con vériex.

6. Centrifugara 13 200 rpm por 3 min. | g '

7. Tomar la fase superior y precipitar adlc:onando 1/50 del volumen de NaCl 5 M y
2 volimenes de etanol 100 % frio. : ‘

8. Incubar a—20 °C durante 10 min.

9. Centrifugar en maquina Eppendorf 5417R a 14 000 rpm por 10 min a 4 °C.

10. Aisiadir 1.3 ml! de etanol 70 %, mezclar con vértex.

11. Centrifugar en mdquina Eppendorf 5415D a 13 200 rpm por 3 min.

12. Afiadir 1.3 ml de etanol 70 %, mezclar con vértex (no hacer en el caso de pQBIZS)

13. Centrifugar en maquina Eppendorf 5415D a 13 200 rpm por 3 min (no hacer en el

caso de pQBI25).
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14. Secar la pastilla en el Savant SpeedVac SC100 por 3-5 min.

15. Resuspender las dos pastillas juntas en 500 ul de buffer TE.

16. Adicionar 200 pl de NaCl 5§ M y 330 ul de polietilenglicol 30% (PEG).

17. Congelar a —70 °C al menos por 2 hrs.

18. Descongelar a temperatura ambiente.

19. Centrifugar en miquina Eppendorf 5417R a 14 000 rpm por 20 min a 4 ‘fC; :
20. Tirar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 500 pl de agua filtrada. S

21. Aiiadir 1 volumen de cloroformo, mezclar con vértex. 3
22. Centrifugar en médquina Eppendorf 5415D a 13 200 pm por 3 kmm :
23. Tomar la fase superior, y precipitar adlcwnando 1/50 del: volumen de NaCl 5 My
2 voluimenes de etanol 100 % frio. :
24. Meter a —20 °C durante 10 min.
25. Centrifugar en maquina Eppendorf 5417R a 14 000 rpm por 10
26. Afadir 1.3 ml de etanol 70 %, mezclar con vértex.
27. Centrifugar en miquina Eppendorf 5415D a 13 200 rpm por 3 min
28. Ailadir 1.3 ml de etanol 70 %, mezclar con vértex (no hace en

29. Centrifugar en maquina Eppendorf 5415D a 13 200 rpm por

caso de pQBI25).
30. Secar la pastilla en el Savant SpeedVac SClOO por 3-5 mm
31. Resuspender la pastilla en 500 pl de agua estenllzada y fi ltrada
32. Leer la densidad déptica a 260 nm en el espectrofotémetro Beckman DU650 y calcular

la concentracién como sigue: tomar 1 pl de muestra 'y 999 ul de agua en una celda de'

cuarzo de 1 ml. Leer DOsgso. 1 DO3sso = 50 pg de ADN en 1 ul. Dxluxr a una
concentracién final de 1.0 pg/ul. '

7. Extraccién de ADN genémico de la cola del ratén

1. Cortar con unas tijeras de diseccidn, desinfectadas con etanol 70 %, 4-5 mm de la
cola y colocar el pedazo en un tubo de 1.5 ml. Congelar a —-20 °C si no se va a

realizar la extraccién de inmediato.
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Afiadir 200 ul de buffer de cola 1x (puede guardarse a 4 °C por dos semanas).

Incubar a 95-100 °C por 20 mm

Dejar enfriar hasta que la temperatura llegue a 55 °C (dejar alrededor de 15 min a
temperatura ambiente). P

Aifiadir 5 pl de protemasa K (20 mg/m]) y mezclar por mversnén .

Incubar a 55 °C durante la noche TR R '

Mezclar con vértex por 5 seg para romper el te_udo

Incubar a 95-100 °C por S min para mactxvar la proteinasa K.

Centrifugar a > 5 000 g por 20 min a 4 °C y tomar 150 pl del liquido. La muestra

puede ser guardada a —20 °C durante varios meses.

10.Tomar 2.5 pl (~0.1 pg/ul) para una reaccién de PCR de un volumen final de

50 ul.

8. Reaccién de polimerizacién en cadena (PCR) especifico para los

oncogenes E6/E7

Preparar mezcla para PCR:

e agua esterilizada y filtrada 37.5 ul
e buffer Tag ADN polimerasa 10x Sul
e 4dNTPs 5 mM 2 ul
e oligonucledtido 5°-E7 0.1 pg/pl Il
e oligonucleétido E6/E7-3" 0.1 pg/ul o1l
e Taq ADN polimerasa 5 U/ul SR ul

. Tomar 2.5 pl de ADN genémico (~0.1 pg/ul) 'y ponerlos en un tubo de 0.2 ml.

Colocar en la miquina de PCR Perkin Elmer 2400 y programar para dar un “hot start”
de 95 °C por 5 min. Poner en hielo.

Afiadir los 47.5 pl de mezcla para PCR.

Colocar en la maquina de PCR y programar un “hot start” de 95 °C por 5 min y 30
ciclos de 95 °C por 1 min, 57 °C por lr min y 72 °C por 1 miny 72 °C por 10 min de

elongacion.
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5. Correr 10 ul con 2 ul de buffer de carga en un gel de agarosa al 2 % y 10 ul de
marcador de ADN (escalera de 100 pb).

9. Transcripcién reversa y reaccién de polimerizacién en cadena (RT-PCR)
especifico para HPRT, Shh, Ptcl y Glil

1. Homogenizar el tejido con un aparato Glas-Col en 1 ml de solucién Urea/LiCl y
colocarlo en un tubo de 1.5 ml.

2. Incubar a —20 °C durante la noche.

3. Descongelar los tubos y mezclar con vortex por 15 seg.

4. Centrifugar en méquina Eppendorf 5417R a 14 000 g por 10 min a 4 °C.

5. Decantar el sobrenadante y colocar el tubo en forma invertida. sobre un papel

absorbente. Secar el exceso de solucién con un isopo de algodén sin pasar de la:

mitad superior del tubo y colocarlo en hielo. e
6. Resuspender en 500 ptl de solucién D y mezclar con véne}c e
30seg . e
8. Ainiadir 1/10 de acetato de sodio 2 M pH 4 y mezclar co 5. s¢
9. Afiadir 500 ml de fenol dcido saturado con agua y mezcla on‘v e ,: o

10. Anadir 2/10 del volumen mlc:al de clorofoxmo/alcohol 1soamihco 24 l y mezclar con:

vértex por 3 min. i
11. Incubar en hielo por 15 min;'" :
12. Centrifugar a 16 000 g pdf 20m
13. Tomar la fase acuosa y aﬂadlr

10 seg.
14, Precipitar a =70 °C durante l
15. Centrifugar a 16 000 g por 20 mm a 4 °C y colocar en hlelo todo el nempo pamr de

este punto. 5 ; :

16.Decantar el sobrenadante y colocar el tubo en forma mvemda sobre un papel

absorbente. Secar el exceso de solucién con un 1sopo ‘ e algodén sin pasar de la

mitad superior del tubo y colocarlo en hielo.
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17. Aﬂadlr 1. 3 ml de etanol 70 %, mezclar con vénex por S seg.
18. Centrifugara'16 000gpor5mma4°C f - '; e
19.Decantar el sobrenadante y colocar el tubo ‘en forma invertida sobre un papel

absorbente. Secar el exceso de solucién conun isopo de algodén sin pasar de la
mitad superior del tubo y colocarlo en hielo. }

20. Secar la pastilla en el Savant SpeedVac SC100 por 5 min y colocar en hielo.

21. Resuspender en 48.87 pl de agua esterilizada y filtrada con 0.25 pul de ADNasa libre
de ARNasa, mezclar con vértex por 30 seg y dar un pulso de 5 seg en la centrifuga
Eppendorf 5415D.

22. Incubar a 37 °C por 1 hr,

23. Inactivar afiadiendo 450 pl de soluc16n D y 50 p.l de acetato de SOle 2M pH 4,

mezclar con vértex por 5 seg.

24. Afadir 1 volumen de 1sopropanol frio, mezclar con vértex por 10 seg
25. Incubar a =70 °C por 1 hr. ‘ :
26. Centrifugar a 16 000 g por 5 mina4 °C

27.Decantar el sobrenadante y colocar eI tubo n orma nvertida._ sobre un papel

absorbente. Secar el exceso de soluc;ﬁn_con
mitad superior del tubo y colocarlo,enb}jx'iélb
28. Secar en el Savant SpeedVac SC100 pd 2"‘

la concentracién como sigue: :
cuarzo de 50 ul. Leer DOze0.

31. Preparar mezcla para ADNC:

¢ agua ST LT

e buffer RT 5x o S el
e  DTT 0.1 M 10x ‘ 3l
e 4dNTPs 5 mM I T

e - oligonucleétido dT 0.5 mg/m! ‘ 1ul
e transcriptasa reversa 200 U/ml .. 05l
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ADNc
5415D.

Mezcla cbn kértex un; { de 5 seg en la centrifuga Eppendorf

. "‘ag.ua estenlxzada Yy fltrada s o 37.5u
e bi buffer Taq ADN pollmerasa le RE : sul
Ce '4dNTPsSmM GooonT 2 ul

. ;ohgonucleétldo 10. 1 p,g/pl S 1 pul

o oligonuclestido 2 0.1 He/ul G \1' ul

e Taq ADN polimerasa 5 U/ul T 0.5 p.l

37.Tomar 3 ul de ADNc y agregar aun tubo de.
PCR. s
38. Cubrir con 50 pul de aceite

39.Colocar en_la’ rﬂéqum

5 ml con los 47 p.l de mezcla para ..

ratura y los ciclos
correspondientes (R
40. Correr 10 pl c

marcador d,‘?iA’, N (é's c

ée de aga'réﬁa' ai_ 25 %'y 104 de

" am pliﬁcndb

marcador
HPRT 92 °Cx 1 mln 57 °Cx 1 mm' 72°Cx 1 min, 72 °C x 10 min .353pb
Shh .92°Cxlm|n,64°Cxlm|n 72°C x 1 min, 72°C x 10 min 395 pb
Ptcl ‘792 °Cx 1 min, 62 °C x 1 min, 72 °C x ! min, 72 °C x 10 min 587 pb
Glil ~~ 92°Cx I min,62°Cx 1 min,72°Cx 1 min, 72°Cx 10min  520pb
oligonucleétidos . secucncia
HPRT-1 5°-CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG
HPRT-2 -« 5"-GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC
Shh-1 5-CGGCAGATATGAAGGGAAGATCA
Shh-2 5-CGGAGTTCTCTGCTTTCACAGAA
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Ptcl-1 5°-CCGGACCGGGACT. ATCTGCACC‘

Ptcl-2 5-TTTGCCCCTTCCCAGAAGCAGTC
Glil-t 5°-GCTGGATATGATGGTTGGCAAGTG
Gli1-2 5°-GGTCCGATTCTGGTGCTTGGCG

10. Anestesia con éter

1. Colocar al ratén de S dias en un reci i
2. Mantenerlo en el recipiente hasta'q
3. Sacarlo y colocarlo duranték:3

4. Regresarlo con el resto de la camad

algodén grande impregnado con éte
considerablemente.

calor para que se recupere

11. Ancstesia con avertina 2.5 %

1.

Inmovilizar al ratén de 6-7 semanas toméndolo por la nuca y tensar lo mas posible el
abdomen. )

2. Inyectarlo intraperitonealmente, con una jeringa de insulina de 1 ml; 35-40 U de

avertina 2.5 % (14-18 pl por g de peso).

3. Regresarlo con el resto de la camada.

12. Inclusién en parafina

1.

Recortar con unas tijeras de diseccion el rectingulo de piel dorsal o de oreja que

abarque la zona de interés, con el eje mas largo en sentido longitudinal al pelo (para
orientacién).
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2. Colocar el pedazo en un rectiangulo de papel Whatman 3M y Jalar las onllas con unm :

pinzas forceps para aplanarlo. . : .

3. Meter el tejido, con el papel, a im tubo de 15 ml“ y:' "fijar! 2 ml. de

- paraformaldehido 4 % por lo menos durante 2 hrs o toda la noch a 4°C, " si
prevxamente se ha tefiido para detectar actividad de B—galactosxdasa fij _)ar p o1 ’ 4 hrs."

4. Lavar con 4 ml de agua haciendo 3 cambios de 45 min.

5.  Colocar el tejido fijado en otro tubo de 15 ml y deshidratar con 2 ml de etanol 70 %
v (no se reutiliza) por 1 hr (se puede dejar durante varios dias a 4 °C). i

6. Cémbiar por 2 ml de etanol 80 % (se puede reutilizar) por 1 hr.

7. Cambiar por 2 ml de etanol 96 % (se puede reutilizar) por 1 hr.

8. Cambiar por 2 ml de etanol 100 % 1 (se reutiliza) por 1 hr.

9. Cambiar por 2 ml de etanol 100 % 2 (se reutiliza) por 1 hr. .

10. Colocar suficiente parafina en un horno Hybald a temperatura de 58 60 °C para que

se derrita.

11. Cambiar por 2 ml de xileno/etanol 100 % 1: l (se reunhm) por 1 hr

12. Cambiar por 2 ml de xileno (se reuuhza) por 1 hr

horno a 58-60 °C por 1 6 2 hrs.
15. Cambiar el tejido a un tubo de 1.5 ml con 1.3ml
a 58-60 °C (importante para que no se pierda la m ffél
2 hrs o toda la noche (no més de 15 hrs). o
16. Colocar el tejido en placas de metal con parafina nueva a 58-60 °C y sacar del horno.
17. Orientar el tejido, eliminar las burbujas con una agu_)a cahente, enquetar y dejar que
solidifique completamente la parafina a temperatura ambxente
18. Desmoldar los bloques colocédndolos por 2 min a 4 "C y montar las muestras en placas

de pléastico con ayuda del mechero.
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Materiales y métodos

13. Desparafinacién

1. Colocar los portaobjetos con los cortes en una canastilla y meterlos a un recipiente de
vidrio para tinciones en un horno Hybaid a 60 °C por 30 min para que escurra la

parafina.

2. Limpiar el exceso de parafina.
3. Enfriar a temperatura ambiente. y
4. Meter la canastilla con los portaobjetos en un recipiente de vidrio para tinciones con

xileno 1 (se puede reutilizar) por 5 min (los portaobjetos deben quedar
completamente sumergidos en el liquido).

5. Cambiar por xileno 2 (se puede reutilizar) por 5 min.

6. Cambiar por etanol 100 % 1 (se puede reutilizar) por 5 min.

7. Cambiar por etanol 100 % 2 (se puede reutilizar) por 5 min.

8. Cambiar por etanol 90 % (se puede reutilizar) por 3 min.

9. Cambiar por etanol 70 % (se puede reutilizar) por 3 min.

10. Cambiar por etanol 50 % (se puede reutilizar) por 3 min.

11. Continuar inmediatamente con la tincién.

14. Cortes en el crio‘stato, Leica CM1100

Colocar las xﬁﬁes&aé' sobre hielo seco.
Cubrir con un compuesto para embeber tejidos en frio Bright Cryo-M-Bed.

Montar sobre una base de metal redonda y colocar en el criostato.
Realizar cortes de 10 um. ’

Colocar los cortes sobre portaobjetos cubiertos con poli-D-lisina.

SN ol

Colocar los portaobjetos en un recipiente de plastico para tinciones con agua de la
llave por 5 min (los portaobjetos deben quedar completamente sumergidos en el
liquido).

7. Colocar los portaobjetos sobre un papel absorbente y dejar que sequen a temperatura

ambiente.
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. Materinles y métodos

Colocar sobri: cada portaobjetos 3 gotas de Entellan (resina) y montar el cubreobjetos,
procuraxido quebno queden burbujas.

Guardar a temperatura ambiente.

15. Cbrtcs en el microtomo de rotacién Leica RM2125RT

Colocar las muestras incluidas en parafina montadas en placas de p]éstxco
Realizar cortes sucesivos de 10 pm.

Tomar los cortes con un pincel de pestaiia y colocarlos en un baifio de ﬂotacxén de
agua destilada (con unas gotas de etanol 70 %) a 48-50 °C para que se estiren, k
Con ayuda del pincel de pestaﬁa, colocar los cortes en portaobjetos cubiertos con

poli-D-lisina.

. Colocar los portaob_]etos k n una plancha a 40 °C para que los cortes acaben de

estirarse.

Guardar a temperatura ambiente.

16. Tincién ﬁiira éktéckta:rkac'tividad de P-galactosidasa (LacZ)

Reconar co unas tl_)eras de diseccién el rectangulo: de plel dorsal o de oreja que

abarque la zona de interés, con el eje mas largo en sentldo longltudmal al pelo (para

onentacnén)
Colocar el pedazo en un recténgulo de papel Whatm' 3M Jalar las orillas con unas
},mms forceps para aplanarlo.

Colocar el tejido en un tubo de 1.5 ml y fjar con 1 ml de; soluc:én de fijacién recién
preparada por45mina4 °C (sies ore_ja, porl hr)

Lavar con 1.3 ml de PBS en agitacién, hacnendo 3 cambxos de 30 min.

Colocar el tejido en un tubo de ensaye” forrgdo de aluminio y tefiir con 500 pul de
solucién de tincién (fotosensibie)'a'37:°¢ durante la noche 6 hasta todo el fin de

semana.
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Colocar el t;:jido en tubos de 1.5 ml y lavar con 1.3 ml de PBS, haciendo 3 cambios

"de 1 hra4 °C.

17.

'Al‘,incidn con hematoxilina de Harris

Colocar. los portaobjetos con los cortes desparafinados en un recipiente de plastico

para tinciones con agua de la llave por 5 min (los portaobjetos deben quedar

18.

completamente sumergidos en el liquido).

Cambiar los portacbjetos a un recipiente de plastico para tinciones con hematoxilina
de Harris (tifie de azul Acidos nucléicos cargados negativamente) por 10 seg.

Cambiar los portaobjetos a un recipiente de pldstico para tinciones con agua destilada
por 10 min, haciendo varios cambios durante este tiempo.

Cambiar por agua de la llave por 10 min, haciendo varios cambios durante este
tiempo.

Colocar los portaobjetos sobre un papel absorbente y deJar que sequen a temperatura

ambiente.

Colocar sobre cuda portaob_]etos 3 gotas de Entellan (resma) y montar el cubreobjetos,
procurando que no queden burbujas.

Guardar a temperatura ambiente.

Tincién con safranina

Colocar los portaobjetos con los cortes desparafinados en un recipienté de plastico
para tinciones con agua destilada por 5 min (los portaobjetos deben quedar
completamente sumergidos en el liquido).

Cambiar los portaobjetos a un recipiente de pldstico para tinciones con hematoxilina
de Weigert (tifie de azul 4cidos nucléicos cargados negativamente) por 7 min.
Cambiar los portaobjetos a un recipiente de plastico para tinciones con agua de la
llave por 10 min, haciendo varios cambios durante este tiempo.
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12.
13.
14.

15.

16.

19.

Materiales y rﬁé!odos

Camblar los portac

0.1 % por’ 10 min. . . :
Cambiar. los portaobjetos a.un- recxpxente de pl stico . paraf inciones con
etanol 96 % 1 (se puede reuuhzar) por 2 min. : S

Cambiar por etanol 96 % 2 (se puede reutilizar) por 2 min.

. Cambiar por etanol 100 % 1 (se puede reutilizar) por 2 min.

. Cambiar por etanol 100 % 2 (se puede reutilizar) por 2 min

Cambiar por xileno 1 (se puede reutilizar) por 2 min.

Cambiar por xileno 1 (se puede reutilizar) por 2 min.

Colocar los portaobjetos sobre un papel absorbente y dejar que sequen a temperatura
ambiente. ;

Colocar sobre cada portacbjetos 3 gotas de Entel]an (resma) y montar el cubreobjetos,
procurando que no queden burbujas. :

Guardar a temperatura ambiente.

Fotos con cdimara Photometrics CoolSNAP

. Colocar los portaobjetos con las muestras temdas bajo el mlcroscoplo Nikon

EclipseTE300.

Ajustar la cimara Photometrics CoolSNAP al mlcroscoplo

Ajustar el aumento del microscopio a 4x 6 le

Tomar la foto en campo claro.

50
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20. Fotos con cimara Nikon Coolpix900

Colocar al ratén anestesiado bajo el microscopio Nikon SMZ-2T.
Ajustar la camara Nikon Coolpix900 al microscopio.

Ajustar el zoom de la cdmara al méximo.

Ajustar el aumento del microscopio a 1.5x,

Enfocarla oreja extendida del ratén.

LR ™ I N

Tomar la foto sin flash.

21. Soluciones

agarosa 2 % (30 ml)

agarosa o ] : 06g
TAE 1x 30ml

bromuro de etidio 10 mg/ml - 1ul

avertina 1 00% (10 ml)

k g 72,2 Z-mbromoetll alcohol 10g

. ;v_,‘tenam.l aleohol " - 10ml
: Dllunr a2.5% en PBS

" bugfer de cola 10x(1 my
_TnchuMpHso i ~100p1

LU KCIIM o "soom
T'rweenzo Fae s Tane , 1oou1

. Agregar 300 pl de agua Guardar a 4 °C hasta por varios meses
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D (50 ml)
tiocianato de guanidina
citrato de sodio 1 M

sarcosil 10 %

Jacion (Lacz) (1 ml)
paraformaldehido 4 %
glutaraldehido 25 %
MgCL 1M

Igepal CA-630 10 %%
EGTA 0.5M pH 8.0
PBS 1x

hematoxilina de Weigérl (100 m})
solucién A:

hematoxilina

etanol 96 %

solucién B:

cloruro férrico

agua destilada

- HCl1

Aforar con agua destilada,

Materiales y métodos

23.62¢
1.25ml
2.5ml

250 ul
8 ul
2ul
2ul
1moul:
728 ul

05g
50 ml

145¢g
40 ml-

05ml

Mezclar 50 ml de la solucién A y 50 ml de la soluclén B. Guardar a temperatura

ambiente sélo por dos semanas,

medio LB (1 1t)
triptona

extracto de le\iédura
NaCl .

NaOH 10 N

“10g

25g .-
5g
03g -
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Tris IMpH 8.0 -

Materiales v métodos

10 ml

Ajustar el pH a 7 0 aforar con agua, y esterilizar. Para medio séhdo agregar 15 gde

" bacto agar

‘medlo SOB (1 lt)
tnptona

extracto de levadura L
NaCl"
KCl 250 mM

MgCl; 10mM

B 5 g
“05g
“10ml -
5 ml

20g

. A_]ustar el pH a 7 0, aforar con agua y estenhzar

P1(50 ml) o
Tris HCI 1 MpH80 )
EDTA 0.5MpHS8.0

: Agregar'46.v5 mide agua.

P2 (50ml)

NaOH SN

SDS 10%

Agregar 43 ml de agua.

P3 (100 ml)
acetato de potasio3 M
dcido acético glacial 30 %

2.5ml
1ml

2ml
5ml

2944gr
115ml

Ajustarel pHa 5.5, aforar con agua, almacenar a 4 °C

paraformaldehido 4 % (100 mh

paraformaldehido

agua a 60 °C

4g

50 ml

S3
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NaOH 5 N ' 1 gota
PBS 10x : . - 10 ml
Ajustar el pH a7 4 aforar conaguay estenhzar por fi ltraclén (no autoclavea.r)

PBS Ix (1 lt)

NaCl . o I 8g

KCL -
. NaHPO; S e ladg
. KH2P04 E ’.: | SR . 1'024g

Disolver en 4/5 del volﬁméh total de agua, aJustar el pH a 7 4, aforar y estenhzar

- safranina 01 % _

safranina " e A .’ o g
aguadestilada’ o 0 o0
Funciona ing:jo; si‘se deja médgrar ' e

TAE 5dx aw

T e 242¢
R acido acéuco glaclal : o . 57.1 ml
L ‘;EDTAOSMpHso]_« SRR 100 ml

Aforar con agua ' )

vTE 7x (100 m])

TnsCllMpHSO : g 1ml
: 8.0 200 pl

'nncmn (LacZ) (1 ml) '
kferro/fem |anuro de potasio 5 mM 50 X 20 ul

’x gal 20° mg/ml 50l
'MgClleb ‘ 2ut
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Materiales y métodos R

desoxicolato de sodio 10 % 1pl
Igepal CA-630 10 % 2ul
PBS1x ~~- oo 925 i

Urea/LiCI (50 ml)

Lict: 635¢g
agua - _ 25 ml
Urea . 18¢

Aforar con agua y filtrar por membrana de 0.22 um.

verde rdpido 0.001 %

verde répido 0lg
agua destilada 11t
Funciona mejor si se deja madurar.
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Resultados

Resultados -
(los procedimientos experti les se detallan en letra pequeiia al fina! de cada subtitulo)

1. Sistemas de regeneracién de la epidermis

La regeneracién o la reparacién de los tejidos epiteliales puede ser estudiada por medio de
diferentes sistemas. Uno de estos sistemas es el de las heridas profundas en la piel hechas
con un bisturi de manera transversal. Sin embargo, la experiencia previa del Laboratorio
indica que este tipo de heridas no son las adecuadas para el andlisis de la regeneracion de la
epidermis del ratén. Una herida profunda dafia no sélo el epitelio, sino también la dermis,
la hipodermis e incluso el musculo, por lo que todas las capas estdn sujetas al proceso y la
posible influencia de la epidermis queda diluida debido a que sélo constituye una pequefia
proporcion de toda la estructura de la piel.

Dado el problema anterior, se buscaron sistemas alternativos que fucran mas
eficientes para el estudio de la regeneracién del tejido epitelial. Por un lado, se optimizé la
realizacién de una herida mas superficial que afecta principalmente la epidermis y reduce
los daiios a las capas inferiores. Este tipo de herida (Figura 14a) se hace con unas tijeras,
levantando con unas pinzas un pliegue de la piel del dorso del animal y cortando, de forma
transversal, 2 mm de tejido. Por otro lado, debido a que en la oreja del ratén la proporcién
de la epidermis con respecto a la dermis aumenta considerablemente se implementé un
sistema de perforaciones con "ponchaorejas”. En estos ~s0s, a cada oreja se le hace una

sola perforacion en el centro de 2 mm de diametro (Figura 14b).

Figura 14. Sistemas de rege-
neracién de la epidermis de ratén.
(a) Herida superficial de 2 mm de
largo, realizada con unas tijeras de
diseccién, cortando de forma trans-
versal a los 3 dias. (b) Perforacién de
la oreja de 2 mm de didmetro,
realizada con “ponchaorejas™, des-
pués de 12 hrs,
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Sistema de herida superficial en la piel>dar.i-al. Cx;dn raz(m wt de § dlas se anestesié y con las tijeras
" de diseccion se hizo un corte superﬂclal enla zona pelhzcada de forma transversal, sin atravesar todas las
capas de la piel y con una longitud de 2 mrn se tomé una foto de una herida, 3 dias después de haber sido
hecha, con la cdmara Photometncs CoolSNAP aJustadn a un mxcroscopxo Leica MZ12s con un aumento
de Ix. . : . : :
Sistema de perforacidn de oreja. Cada ratén wt de 6-7 semanas se anestesi6 y con el “ponchaorejas™ de 2 mm
de digmetro se perforé una sola vez el centro de cada oreJa, entre las dos venas principales. En los casos en
que la perforacién no fue completa, se corté con las,tueras de diseccién el punto de unién del pedazo de piel
cortado con el resto de la oreja. Se tomd una foto de una oreja 12 hrs después de haber sido hecha la
perforacién con la cdmara Nikon Coolpiyx900.‘, 8 :

2. Efecto de los oncogenes E6/E7 en fegeneraci6n de la epidermis

Los dos sistemas de regeneracién, tanto el de la herida superficial como el de las
perforaciones de oreja, fueron implementados para la evaluacidon de este proceso en ratones
TgbK6-E6/E7 y ratones wt, ambos con la misma cepa exocriada (CD-1). Los ratones
TgbK6-E6/E7 fueron identificados por PCR especifico para los oncogenes EG/E7
(Figura 15).

332pb —P

Figura 15. PCR especifco para los oncogenes E6/E7. El PCR se realizé a partir de la extraccién de ADN
gendémico de cola de ratén, utilizando los oligos 5'-E7 y E6/E7-3°. Las 8 bandas corresponden al amplificado
esperado de 332 pares de bases (pb), indicando la presencia de ocho TgbKG6-E6/E7 en una camada de quince
ratones.

Las heridas superficiales se realizaron en el dorso de ratones anestesiados de 5 dias
de nacidos, los cuales se sacrificaron después de 3, 5 y 7 dias, y las muestras obtenidas se

procesaron para histologia y se tifieron con hematoxilina (Figura 16). Cabe mencionar que ]

al momento de hacer la herida se aplicé AdLacZ 107 en la zona, sin embargo se considera
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Que csto no afecté el curso del expenmento (ver més adelante). - En este sistema, el efecto
de los oncogenes EG/E7 en el proceso regenerativo de la epidermis se estableci6
‘mdu'e‘ctamente en funcl_én de las diferencias en la longitud en um de la herida entre ratones
TgBKG-EG/EJ y'\v’t,‘en le tres distintos tiempos, es decir, en funcién de la velocidad a la
dué se”iegéner;an los iejidos. La longitud se midié con base en el nimero de cortes
loﬁgimdinales, con respecto al pelo, de 10 um (ejemplificados en la Figura 16) obtenidos
. de toda la zona de la herida. Los promedios de las longitudes de las heridas y su desviacién
estdndar se muestran en la Figura 17. Los datos indican que no hay una diferencia
significativa entre la velocidad a la que se regenera la epidermis de los ratones
transgénicos, en comparacién a los ratones wt. Lo anterior también esta apoyado por el
hecho de que el analisis histolégico no revela que haya un efecto de los oncogenes en la
regeneracion, que podria haberse manifestado como un aumento en la celularizacién de la

epidermis (Figura 16).

TgbK6-E6/E7

wt

Figura 16. Efecto de los oncogenes E6/E7 en regeneracion de la epidermis de piel dorsal. Corte transversal,
tefiido con hematoxilina de Harris, de la herida superficial realizada en la piel dorsal de un ratén TgbKé6-
E6/E7 (a) y un wt (b) a los 3 dias; de un ratén TgbK6-E6/E7 (c) y un wt (d) a los 5 dias; de un ratén TgbK6-
EG/E7 (e) y un wt (f) a los 7 dias. No se observa un aumento en la celularizacién de la epidermis, por lo que
desde el punto de vista histolégico, no se observa un efecto de los oncogenes en la regeneracién.
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@ TgbK6-E6/E7
n=8
E_ 3000 n=6
S
'E 2000
Q’ 1000
2
0 T T ]
s 7

tiempo (dias)

Figura 17. Efecto de los oncogenes E6/E7 en regeneracidn de la epidermis de piel dorsal. El efecto es
medido en funcién de las diferencias en la longitud (um) de las heridas superficiales a través del tiempo (3, 5
y 7 dias), entre ratones TgbK6-EG6/E7 y wt. Los datos indican que no hay un efecto significativo de los
oncogenes sobre la velocidad de regeneracién de la epidermis.

Las perforaciones de oreja se hicieron en ratones anestesiados de 6.5 a 7.2 semanas
y se tomaron fotografias de las mismas zonas a los 7, 14, 21 y 28 dias (Figura 18a y 18b),
para observar la evolucién del proceso regenerativo. En este sistema, el efecto de los
oncogenes EG6/E7 se evalué tomando como referencia el progreso en el cerrado de la
perforacién en los ratones TgbK6-E6/E7 en comparacién con los wt, analizando las
frecuencias del didmetro en mm del orificio, a los 28 dfas. Cabe seiialar que el didmetro a
los 28 dias es practicamente el mismo que a los dos meses, por tanto no hay un avance en el
cerrado posterior a la fecha de evaluacién. EIl didmetro fue medido directamente
sobrelapando la foto de una reglilla y la foto de cada oreja, siendo que ambas se tomaron
con un mismo aumento en ¢l mismo microscopio y con la misma cdmara fotografica.. El
pico mas alto de las frecuencias en ratones TgbK6-E6/E7 corresponde a un didmetro de 0
mm, en cambio el de los ratones wt es de 1.0 mm, observandose un desplazamiento de la
curva de los ratones TgbK6-E6/E7 hacia un didmetro menor (Figura 19). Las Figuras Sa y
5b muestran, respectivamente, dos casos que ejemplifican los dos picos de frecuencia
anteriores. Los datos indican que hay un efecto de los oncogenes en la regeneracion de la

epidermis.
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14 dias

21 dias

28 dias

Figura 18. Efecto de los oncogenes E6/E7 en regeneracion de la epidermis de oreja. Imdagenes de las zonas
perforadas de la oreja de un ratén TgbKG6-EG/E7 (a) y un wt (b) a los 7, 14, 21 y 28 dias. Se muestran casos
que gjemplifican Ins dos picos de frecuencia mostrados en la Figura 19. Desde los 21 dfas la perforacién de la
oreja del ratén TgbK6-E6/E7 se encuentra regenerada, a diferencia de la orcja del ratén wt. Se observa
claramente un efecto de los oncogenes en la regeneracién de la epidermis.

Sistema de heridas superficiales en la piel dorsal. Catorce ratones TgbK6-E6/E7 y veintisiete
ratones wt de 5 dias se anestesiaron y a cada uno se le hizé una herida superficial como se describe
anteriormente. Se sacrificaron por dislocacién cervical cuatro ratones TgbK6-E6/E7 y siete ratones wt a los 3
dias, seis y ocho a los 5 dias, y cuatro y doce a los 7 dfas. El tejido se fij6 y se incluyé en parafina. Los
cortes realizados en el microtomo se tifieron con hematoxilina de Harris. Se tomaron fotos con con la camara
Photometrics CoolSNAP. Las fotos se ordenaron haciendo una reconstruccién de la herida y se hizo un
analisis h_istolégico. Ademas se contabiliz6 el nimero de cortes que abarcaron la zona de 1a herida para saber

1a longitud en pm de cada una.
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@& TgbK6-EG6/E7
Owt

de orejas

.
numero
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diametro (mm)

Figura 19. Efecto de los oncogenes E6/E7 cn regeneracidon de la epidermis de oreja. Frecuencias del
diametro (mm) de la perforacién de la oreja de ratones TgbK6-E6/E7 y ratones wt, 28 dias después de haber
sido realizado el orificio. Se aprecia el desplazamiento de la curva de los ratones TgbK6-E6/E7 hacia un
didmetro menor, en comparacién a los ratones wt. Los picos de frecuencia son de 0 mm y de 1.0 mm,
respectivamente, ejemplificados en la Figura 18. Los datos indican que hay un efecto de los oncogenes en la
regeneracion de la epidermis.

Sistema de perforacién de oreja. Quince ratones TgbK6-E6/E7 y veintitrés ratones wt de 6.5-7.2

de dos se iaron y se realizaron las perforaciones como se describe anteriormente. Cada
oreja se fotografié con la cdmara Nikon Coolpix900, a los 7, 14, 21 y 28 dias. Las fotos se ordenaron
b do un imiento de la oreja a lo largo del tiempo. Ademis se tomé una foto de una regla que se

sobrepuso a las fotos de las orejas para medir ¢l didmetro en mm de!l orificio de cada una.

3. Cooperacién de Sonic hedgehog y los oncogenes E6/E7 en regencracién de la

epidermis
Una vez analizados los efectos de E6/E7 en regeneracién de la epidermis, se evalué la

cooperacién entre el factor morfogenético Shh y los oncogenes durante el mismo proceso.

Para ello, primero fue necesario implementar un método in vivo eficiente para modificar
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genéuca.mente la epxdermls, tanto de la regién dorsal como de la’ ore_]a del ratén, para poder"v;
expresar Shh en la zona deseada y de tal forma que la acci6n del factor ocurrlera por tlempo

prolongado.

3.1. Métodos in vivo para modificar genéticamente la piel

Los métodos in vivo para modificar genéticamente la piel fueron esencialmente dos, la
electroporacion y la transfeccién con adenovirus. Inicialmente se intenté la electroporacién
de la piel dorsal, y especificamente de la epidermis, del ratén con tres plasmidos diferentes
que se utilizaron como reporteros: el pQBI25 (GFP), el pCH110 (LacZ) y el pBActinaB-gal
(LacZ). Durante el proceso se exploraron diferentes variables como la intensidad del
voltaje, el nimero de pulsos aplicados, la duracién del intervalo de tiempo entre la primera
serie de pulsbs y la segunda, asi como la concentracién del pldasmido, el tamaifio de los
electfodos y la forma de colocarlos, ademas de la realizacién de heridas o inyecciones para
facilitar el contacto del pldsmido con las células de interés.
" Enuna segunda etapa, se implemento la transfeccién in vivo de las células de la piel
" dorsal del ratén con AdLacZ como reportero. La optimizacién consistié en probar distintas
formas de aplicar el virus para incrementar la transfeccién de las células, haciéndolo de
manera tépica sobre piel depilada o no depilada, inyectidndolo intradérmicamente, o
colocdndolo en zonas donde se hizo pizviamente una herida profunda o superficial, o donde
se disect6 un area del epitelio. Ademds se implementé la transfeccién de la piel de oreja en

el sistema de perforacién.

3.1.1. Electroporacién

La eficiencia de la electroporacién del plasmido pQBI25 en la piel del ratén no pudo ser
analizada, independientemente de los paré.metros y los electrodos utlhzados Lo anterior

debido a que al observar en el mxcroscopm con la lémpara de ﬂuorescencxa los cortes de las
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~ zonas presuntamente electroporadas fue 1mpos:b]e dlstmguxr las células posmvas, ya que

los queratmocutos autofluorescen.

En camblo los experimentos reallzados con el plasmldo pCH110 demostraron que
la electroporacxén in vivo de la epidermis del ratén es factible. La mayor eficiencia se

obtuvo al dar dos pulsos de 30 V, de 50 mseg de duracion, separados por 1 seg entre si y

X volvxendo a dar cinco pulsos mads, con los mismos parametros, después de transcurrido
"1 mm Se lograron resultados equiparables al usar, tanto los electrodos de aguja de Imm de
: dlémetro y 5 mm de largo, como los de disco de 7 mm de didmetro. En el caso de los

" electrodos de aguja se hizo con un bisturi una herida transversal profunda en el dorso medio

: -del ratén depilado con bisturi, se introdujo el electrodo positivo de tal forma que quedara

por debajo de la dermis y el electrodo negativo se colocd de manera paralela al positivo
pero por encima de la piel, y s bafié toda la zona de la herida con 8 ug de plismido antes

‘de dar los pulsos correspondientes (Figura 20a). Por otro lado, en el caso de los electrodos

de disco también se hizo una herida transversal profunda en la zona depilada, se aplicaron
los 8 ug de plasmido y se pellizcé la zona entre los dos electrodos antes de dar los pulsos,
ejerciéndose una leve presién sobre el pliegue de piel (Figura 20b). El andlisis de los cortes
longitudinales con respecto al pelo de las regiones electroporadas, teitidas 48 hrs después
para detectar actividad de B-galactosidasa, indicé varias células positivas primordialmente
en la costra de la herida y algunas en la epidermis (Figura 20e y 20f).

Asi mismo se realizaron experimentos usando el plasmido pBActinap-gal, que
exporta la 3—galactosidasa al micleo, lo que permite observar y contabilizar con mayor
claridad las células electroporadas. Los mejores resultados se obtuvieron repitiendo los

ensayos con los electrodos de disco, pero dando ahora diez pulsos seguidos de 30 V, de 50

! i‘mseg de duracién, separados por 1 seg entre si, después de haber aplicado 10 pg de
) plésmxdo en una herida profunda, realizada en la zona dorsal media del animal previamente

depxlada con diurex (Figura 20b). Sin embargo, en los cortes se encontraron ciertas células

: electroporadas tinicamente en la regién de la herida y en la dermis (Figura 20g y 20h).

‘Ademds, utilizando estos mismos electrodos y los mismos pardmetros, a excepcién del
_voltaje que disminuyé a 25 V, se realizaron varias heridas pequefias poco profundas (entre

cinco y siete) en la regién dorsal depilada con diurex, que fue bafiada con 10 pg de

pldsmido y pellizcada entre los discos antes de dar los diez pulsos seguidos (Figura 20c¢).
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Figura 20. Electroporacién in vivo de la piel dorsal. Al utilizar los electrodos de aguja (a) y los electrodos
de disco haciendo una herida profunda (b), dando dos pulsos de 30 V, de 50 mseg de duracién, separados por
1 seg entré si, volviendo a dar cinco pulsos mas después de transcurrido 1 min, se logré la electroporacidn de
células en la costra de la herida (e) y en la epidermis (f). Con los electrodos de disco y haciendo una herida
profunda (b), dando diez pulsos seguidos, se electroporaron algunas de la regién de la herida (g) v de la
dermis (h). Con los electrodos de disco y haciendo heridas pequeiias poco profundas (c), dando diez pulsos
seguidos de 25 V, se encontraron células positivas en la regién de 1a epidermis (i y j). Con los electrodos de
disco y haciendo una inyeccién, dando diez pulsos seguidos de 25 y 30 V, se detectaron células
electroporadas en el misculo (k), la dermis (I) y cerca de los foliculos (m). En (a) y (b) se electroporé el
plasmido pCH110 y en (c) a (m) el plasmido pPActinaB-gal, ambos a una concentracién de 1ug/ul. Se
observa que la electroporacién de piel es factible, pero la eficiencia en epidermis es muy baja.

En este caso, se logré electroporar principalmente un reducido nimero de células de la
epidermis (Figura 20i y 20j). Por tltimo, se realizaron inyecciones intradérmicas de 10 ug

de pldsmido, al que se le agregé una gota de colorante para visualizar claramente la parte
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inyectada del dorso. La inyeccién se realizé'bajb el microscbpio estereoscépico. con la
punta adelgazada de una pipeta pasteur introducida en un canal hecho anticipadamente con
la aguja de una jeringa de 1 ml. Posteriormente, la zona azul se péllizcé entre los
electrodos de disco, a los que se unté con un gel conductor para electrocardiogramas, y se
obtuvieron resultados positivos dando diez pulsos seguidos tanto de 25 como de 30 V, de
50 mseg de duracién, separados por 1 seg entre si (Figura 20d). En los cortes realizados se
detectaron muchas células electroporadas en el musculo, algunas en la dermis y otras cerca

de los foliculos, pero no en la epidermis (Figura 20k, 201 y 20m).
Auin cuando se logré electroporar la epidermis, la eficiencia del método no alcanzé

los niveles requeridos, principalmente en relacién con el nimero de células modificadas.
Ademis, los resultados fueron poco reproducibles. Por tanto, se descarté la electroporacién

como un método 6ptimo para alterar genéticamente la piel.

Electrodos de aguja en plel dorsal. Cada ratén wt de 5 dias se anestesié y con un bisturi se hizo una
herida transversal a la altura de las patas delantesas, profunda (atravesando todas las capas de la piel) y con
una longitud de 5 mm. La zona se depilé previamente con diurex para levantar el estrato cémeo. El electrodo
de aguja (de 1 min de didmetro y 5 mm de largo) positivo se introdujo a través de la herida y se colocé por
debajo de la dermis. EI electrodo negativo se colocé de manera paralela al positivo, pero por encima de la
epidermis. Toda la zona se bafié con 8 ug de pQBI23 6 pCH110. Los electrodos se conectaron previamente
al electroporador BTX ECM 830 que se program¢ para generar dos pulsos de 30 V, de 50 mseg de duracién,
separados por 1 seg entre si. Después de dar los dos pulsos en el ratén, se esperd | min y se dieron cinco
pulsos mas con los mismos parametros. Cada ratén se sacrificé por dislocacién cervical a las 48 hrs, Las
muestras electroporadas con pQBI25 se cortaron en el criostato y se observaron en un microscopio Nikon
EclipseTE300 con un aumento 10x bajo la iluminacién de una ldmpara de fiuorescencia Nikon. No se
tomaron fotos. Las muestras electroporadas con pCH110 se tifieron para detectar actividad de B-galactosidasa
¥ se cortaron, de manera longitudinal con respecto al pelo, en el criostato. Se tomaron fotos de los cortes con
la cdmara Photometrics CoolSNAP. Se analizé el nimero y la localizacién de células azules en el tejido.

Electrodos de disco y herida profunda en plel dorsal. Cada ratén wt de 5 dias se anestesié y con un
bisturf se hizo una herida profunda como se describe anteriormente. La zona se bafié con 8 ug de pCH1106 &

10 pg de pBActinaB-gal y se pellizcé entre los dos electrodos de disco de 7 mm de didmetro, ejerciéndose una
on previ al electroporador BTX

leve presién sobre el pliegue de la piel. Los electrodos se cc
ECM 830 que, en los casos con pCH110, se programé para generar dos pulsos de 30 V, de 50 mseg de
duracién, separados por 1 seg entre si. Después de dar los dos pulsos en el ratén, se esperé 1 min y se dieron
cinco pulsos mds con los mismos pardmetros. - En los casos con pPActinaf-gal se generaron Gnicamente 10
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pulsos seghidos conlos mismos -pardmetros. Cada muestra se procesé y analizé como se rﬁencioria
anteriormente. * L ’ ) ‘

Electrodos de disco y heridas p quefias poco profundas en piel dorsal. Cada ratén wt de 5 dias se
anestesié y con un Bistur[ se hicieron entre cinco y siete heridas pequefias poco profundas, transversales, a la
altura de las patas delanteras y con una longitud de 1-2 mm. La regién se depilé previamente con diurex. La
zona se bafié con 10 pg de pBActinafi-gal y se pellizcé entre los dos electrodos de disco de 7 mm de didmetro,

ejerciéndose una leve presién sobre el pliegue de la piel. Los electrodos se cc on previ al
electroporador BTX ECM 830 que se programé para generar 10 pulsos de 25 V, de 50 mseg de duracién,
separados por 1 seg entre si. Cada muestra se procesd y se analizé como se menciona anteriormente.

Electrodos de disco e inyeccidn en piel dorsal. Cada ratén wt de 5 dias se anestesié y se agregd una
gota de colorante bromofenol Blue a 10 g de pBActinaB-gal. Bajo el microscopio estereoscépico Zeiss Stemi
DV4, con unas pinzas forceps se pellizcd, de forma longitudinal la piel de la zona dorsal a la altura de las
patas delanteras. Se introdujo lo més superficialmente posible una aguja de jeringa de insulina de 1 ml. Se
tomé el plésmido con la punta de una pipeta pasteur adelgazada, que se metié a través del canal hecho con Ia
jeringa. E! liquido se deposité soplando por una a de hule conectada a la pipeta. La zona azul se
pellizcé entre los dos electrodos de disco de 7 mm de diametro, untados con un gel conductor para
electrocardiogramas de Farmacéuticos Altamirano, ejerciéndose una leve presién sobre el pliegue de la piel.
Los electrodos se conectaron previamente al electroporador BTX ECM 830 que se programé para generar 10
pulsos de 25 V, de 50 mseg de duracién, separados por | seg entre si. Cada muestra se procesé y se analizé

como se menciona anteriormente.

3.1.2. Transfeccién con adenovirus

La baja eficiencia y reproducibilidad del método de electroporacién originaron que
alternativamente se comenzara a ixﬁplementar la transfeccion in vivo de las células de la
piel del ratén. Las prucbas se realizaron con el AdLacZ 10°. Los primeros ensayos se
hicieron aplicando 5 ul de AdLacZ directamente de manera tépica sobre la zona del dorso
medio, que fue depilada previamente con diurex. Al realizar la tincién para detectar
actividad de 3-galactosidasa de las regiones presuntamente transfectadas, alas 24 hrs, 2 y 3
dias se localizé una sefial positiva pricticamente a todo lo largo del estrato cémneo o las
escamas que estdn a punto de desprenderse del epitelio (Figura 21a, 21b y 21c). Sin
embargo, a los 5 dias ya no hubo sefial, a excepcién de unas cuantas células en el mtsculo

(Figura 21d). Cuando el adenovirus se aplicé tépicamente sobre el dorso sin haberlo
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depilado antes, no se aprecié ninguna célula positiva después de la tincién a los 3 dfas

(Figura 21e).

Figura 21. Transfeccidn in vivo con adenovirus de la piel dorsal y la oreja. Al aplicar 5 pl de AdLacZ de
manera tépica sobre una zona previamente depilada del dorso del ratén, se detectaron células transfectadas en
el estrato cérneo o las escamas a las 24 hrs (a) y a los 2 (b) y 3 dias (c). A los 5 dias sélo se encontraron
ocasionalmente células positivas en el misculo (d). Cuando el virus se aplicé forma tépica sobre una zona no
depilada, a los 3 dias no sc encontré ninguna célula positiva (e). Al inyectar 5-6 ul de AdLacZ, sc
encontraron muchas células azules en el misculo y en la dermis a las 24 hrs (f), y a los 2 (g). 3 (h) y 5 dias (i).
La aplicacion de 1.5-2 ul de virus en heridas superficiales con reaplicacién a los 20 min, resulté en la
transfecciuon de la epidermis, la dermis, las células migrantes y el misculo a los 3 (j), 5 (k) y 7 dias (I).
Cuando e! virus (4 pl) se aplicé en la regién de donde se disecté un cuadrado de piel (m) o donde se hizo un
orificio circular con el “ponchaorejas™ (n), las células positivas se detectaron en la costra a los 2 y 3 dias
respectivamente. Al aplicar 5 pl del adenovirus en el orificio de Ia oreja del ratdén se observaron células

- transfectadas en la epidermis a lo largo de toda Ia orilla de la perforacion a las 24 hrs (o). Los datos indican

que en el caso de la piel dorsal, la aplicacion del virus en la herida superficial es la forma mas eficiente y
duradera de transfectar las células de la epidermis; y en el caso de Ia oreja es la aplicacién directa en el
orificio perforado.

Por otro lado, se hicieron pruebas inyectando 5-6 il de AdLacZ de la misma forma
como se hizo la inyeccién del pldasmido pBActinaf-gal para la electroporacién. Los cortes
del tejido tefiido a las 24 hrs, 2, 3 y 5§ dias mostraron muchas células azules tinicamente en
el misculo y en la dermis principalmente a lo largo del canal que se formé con la aguja de

Ia jeringa y que fue rellenado con el adenovirus (Figura 21f, 21g, 21h y 21i).
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Ademas, se exploré la ef cnencxa 2 de transfecclén al aplicar el AdLacZ en una herida
superficial en el dorso del ratén. 'La henda se hizo sujetando y levantando con unas pinzas
la zona dorsal, y cortando superf cnalmente con unas tijeras de manera transversal. La zona

fue cubierta con 1, 5-2 p, de adenovxrus y éste se reaplicé una sola vez a los 20 min.

Despuésde 3,5y 7 dia§ se anahzm'on los cortes del epitelio. Toda la regién en reparacién

present6 seifial posmva, mcluyendo la costra, la epidermis, la dermis, las células migrantes

y el miisculo (Figura 21j,’ 2]k Yy 211)
Fmalmente, tambxén se transfectaron zonas donde se disectd un drea de la piel. En

unos casos se recortaron con tl_]eras cuadrados de tejido de 1.5 x 1.5 mm del dorso y se
aplicaron 4 ul de AdLacZ y en otros se utilizé un "ponchaorejas ’para hacer un orificio

circular en la piel dorsal de menos de 2 mm de didmetro que se baﬂé on l 5-ul de virus.

Al analizar los primeros a los 2 dias, y los segundos a los 3 ‘no se encontraron
précticamente células azules mds que en la costra (Figura 21m y 21n AT
Por otro lado, también se logrd transfectar in vivo las c"élul'tﬂiéV a'piel'de la oféja
del ratén. Lo anterior, perforando cada oreja en el centro coﬂ ci “'p C de“2”kmr‘n y -
colocando de forma t6pica 5 pde AdLacz en el orificio, dond una é;pa de

liquido que rellena completamente el drea vacia. Los cortes longxtudm S res;i)eéto al pelo

de las zonas transfectadas mostraron bastantes células posm v as en la epldermxs a lo largo

de toda la orilla de la perforacién (Figura 210). :
En consecuencia con los resultados anteriores; se eligié el método de la transfeccion

in vivo con adenovirus para alterar genéticamente la piel, debido a la eficiencia en relacién
con el ntimero, la localizacién y la permanenéia de células modificadas. Maiés
especificamente, se opté por la aplicacién del virus en la zona de una herida superficial en

el caso de la piel dorsal, y por la aplicacién directa en el orificio perforado en el zaso de las

orejas del ratén.

pou:o en piel dar.ral Cada ratén wt de 5 dfas se anestesié y la zona del dorso, a la altura de las patas
lurex. Se aphcaron 5 ul de AdLacZ 10° de manera tépica sobre 1a regién depilada.

delanteras, se depllé co
El ratén se vngllé dumn( 20_mm para que no se volteara. Cada ratén se sacrificéd por dislocacién cervical a
El' te_jldo se tifié para detectar actividad de B-gal id Las as de 24 hrs, 2

Las muestras de 3 dfas se incluyeron en parafina. Los cortes,
Se

| las24hrs,2,36 5 dlas.

y's d{as se conaron en'el criostato.
longltudmales con respecto al pelo, realizados en el microtomo se tifleron con hematoxilina de Harris.
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“alos3 dias y la muestra se procesé igual que las muestras cortadas en el criostato.

tomaron fotos con-la cémara Photometrics CoolSNAP. Se analizé ¢l nimero y la localizacién de c'éliilhs
azules enel tejido.” El ratén cuyo dorso no fue depilado previamente a la aplicacién del AdLacZ se sacnf‘cé ;

Inyeccién en piel dorsal. Cada ratén wt de 5 dias se anestesié y se agregé una gota de olorame

bbromofenol Blue a 5-6 u! de AdLacZ 10°. . Bajo el microscopio estereoscépico Zeiss Stemi Dv4, "con unas

pinzas forceps se pellizcs, de forma transversal, la piel de la zona dorsal a la altura de las patas delanteras Se
introdujo lo més superficialmente posible una aguja de jeringa de insulina de 1 ml. Se tomé el virus con la
punta de una pipeta pasteur adelgazada, que se metié a través del canal hecho con la j Jennga. El lfquldo se

deposité soplando por una a de hule conectada a la pipeta. Cada ratén se sacrificé por dlslocaclén

cervical a las 24 hrs, 2, 3 6 S dlas. Las muestras de 24 hrs y 2 dias se procesaron y anahzaron lgual que
aquelias cortadas en el criostato deescritas anteriormente. Las muestras de 3y S dlas se procesaron y ‘se

analizaron igual que las cortadas en el microtomo descritas anteriormente. L .

Herida superficial en piel dorsal. Cada ratén wt de S dias se anestesié 'y se. reallzé una herlda
superficial con unas tijeras como se describe anteriormente. La zona se depilé prev:amcme con dmrex Se'
aplicaron 1.5-2 ul de AdLacZ 10° directamente sobre Ia regién de la herida. El ratén se vngllé dumme 20 min "
para que no se volteara. Después de este tiempo se volvié a aplicar 1.5-2 ul de AdLacZ dlrectamente sobre la
zona. Cada ratén se sacrificé por dislocacién cervical a las 3, 5 6 7 dfas. Las muestras se proccsaron y se -
analizaron igual que las cortadas en e! microtomo descritas anteriormente. -

Diseccidn de un drea de piel dorsal. Cada ratén wt de 5 dlas se anestesié y la zona del dorso, ala
altura de las patas delanteras, se depilé con diurex. Se disectd un drea de piel. En algunos casos, con el
bisturf se corté un cuadrado profundo de 1.5 x 1.5 mm, se extrajo el pedazo y el lugar de! dafio se cubrié con
4 pl de AdLacZ 10°. Cada ratdn se sacrificéd por dislocacion cervical a los 2 dias. Las muestras se proceséron
y se analizaron igual que las cortadas en el criostato descritas anteriormente. En otros casos, se utilizé un
“ponchaorejas” para hacer un orificio circular en la piel dorsal de menos de 2 mm de didmetro que se bafié
con 1.5 ul de AdLacZ. Cada ratén se sacriflicd por dislocacién cervical a los 3 dias.. Las muestras se
procesaron y analizaron igual que las cortadas en el microtomo descritas anteriormeme._

Tdpico en piel de oreja. Cada ratén de 6-7 se anestesié y;;e‘ le r' lizaron perfor
como se describe anteriormente. A cada oreja de cada ratén se le aplicé 5 ul de AdLacZ 10° en el orificio,

.. donde se forma una capa de liquido que rellena completamcnte ‘el drea vacia. Cada ratén se sacrifico por

dislocacién cerviacal a las 24 hrs. Las muestras se procesaron y analizaron igual que las cortadas en el

criostato descritas anteriormente.
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3.2. Evaluacién de la cooperacién

Al optar por el método de transfeccién in7 vivo con adenovirus para modificar las células de
la epidermis, se utilizé6 el AdShh para introducir Shh en la regién dorsal y la oreja de los
ratones. La cooperacién con los oncogenes E6/E7 se evalué en ratones TgbK6-E6/E7, en
comparacién a ratones wt. E

En el caso de la piel. dorvsayll,‘ ‘se realizaron las heridas superficiales en ratones
»iaé cuales se cubrieron con 1.5-2 ul AdShh 10° y

anestesiados de 5 dfas de nacxdo
: AdLacZ 107 en una proporcxén ; Lo anterior para poder inferir la posible localizacién de
' las células transfectadas con Shh ‘a partir de las células azules identificadas después de una

tmcxén para detectar achvxdad de B-galactosxdasa Las heridas se retransfectaron una sola

?'vez 20 mm después de la primera aplicacién del virus. Los ratones se sacrificaron a los 3, §
y.7 d{as, 'y Vlas muestras obtenidas fueron procesadas para histologia y se tifieron con
o v'};emaioxi‘l’irn'a;‘ Debido a la ambigiledad del andlisis histolégico, la evaluacion de la

‘éodbérég:ién de Shh con los oncogenes E6/E7 en el proceso regenerativo de la epidermis se

eétai::lécié indirectamente en funcién de las diferencias en la longitud en pum de la herida
V, é;tré ratones TgbK6-E6/E7 y wt, en los tres distintos tiempos, es decir, en funcién de la
\;élloci'dad a la que se regeneran los tejidos. Los promedios de las longitudes de las heridas
' y su desviacién estdndar se muestran en la Figura 22.  Los datos indican que no hay una
' A"' - diferencia significativa entre la velocidad a la que se regenerala epidermis modificada con
bt Shﬁ de los ratones transgénicos, en comparacién.a los ratones wt. La evaluééién de la
.. respuesta de las células localizadas en la zona de la herida a Shh se realizé en los ratones wt
- ‘por medio de RT-PCR. La amplificacién de Ptcl y Glil parece indicar que Ia via de
seiializacién de Shh se estd activando en las células transfectadas con el AdShh (Figum 23).

: Las perforaciones de oreja se hicieron en ratones anestesxados de 6.3 a 7.4 semanas.

) En cada ratén, la oreja izquierda se transfectd con-5 pl de AdShh 10° y la derecha con

: ;AdLacZ 107 a manera de control. El virus se reaplicé cada tres dlas, es decir dos dias no y

"-,Vunq si. Se tomaron fotografias de las mismas zonas a los 7, 14, 21 y 28 dias para ver la
:'A’evc‘)lucién del proceso regenerativo. La cooperacién de Shh con los oncogenes E6/E7 en la
regeneracién de la epidermis se evalué tomando como referencia la aceleracién del cerrado
mr'de. ja perforacién de la oreja modificada con Shh en los ratones TgbK6-E6/E7, en
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comparacién con los wt.. En el 56% de las orejas de los ratones TgbK6-E6/E7 se observé
una aceleracién én el cerrado del oriﬁgio tratado con Shh, en comparacién a aquel tratado
con LacZ (Figura 24a y 24e). Lo énteﬁor ocurrié tinicamente en un 11% de los ratones wt
(Figura 24c y 24¢). En cada caso, los porcentajes restantes corresponden a las orejas donde
no se observé acel,eraci‘énr en el cerrado de las perforaciones tratadas con Shh (Figura 24b y

~24d).-Enla Fi_glira 245, se muestran dos casos donde ann con la diferencia en la velocidad

de:la 'repiteliz:‘iciéh se observa la aceleracién en el cerrado del orificio transfectado con

" AdShh. Dado lo anterior, existe evidencia que indica que existe una cooperacién de Shh

con E6/E7 en la regeneracién de la oreja.

a TgbK6-E6/E7

— Owt
§_ 3000
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Figura 22. Evaluacion de la cooperacion de Shh 'y los oncogenes E6/E7 en regeneracion de la epidermis de
piel dorsal. La cooperacion es medida indirectamente en funcién de las diferencias en la longitud (um) de las
heridas superficiales a través del tiempo (3, 5 y 7 dias), entre ratones TgbK6-E6/E7 y wt. Los datos indican
que no hay una diferencia significativa entre la velocidad a la que se regenera la epidermis modificada con
Shh de los ratones TgbK6-E6/E7, en comparacién con los wt.

Transfeccion con AdShh de heridas superficiales en piel dorsal. Doce ratones TghK6-E6/'E7 y
veintidés ratones wt de 5 dias se anestesiaron y a cada uno se le realizé una herida superficial como se
describe anteriormente. A cada herida se le aplicsd 1.5-2 ptl de AdShh/AdLacZ 1:1, con un titulo de 10° y 107
respectivamente, de forma directa sobre la regi6n de la herida. Después de 20 min se volvié a aplicar
AdShh/AdLacZ. Posteriormente se sacrificaron por dislocacién cervical cuatro ratones TgbK6-E6/E7 ¥ seis
ratones wt a los 3 dias, cinco y nueve a los 5 dfas, y tres y sicte a los 7 dias. Se tifié para detectar actividad de
B-galactosidasa y se incluy6 en parafina. Los cortes, longitudinales con respecto al pelo, realizados en el
microtomo, se tifieron con hematoxilina de Harris. Se tomaron fotos con la cdmara Photometrics CoolSNAP.
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Las fotos se ordenaron haciendo una reconstruccién de la herida y se hizo un analisis histolégico. Ademis se

contabilizé el nimero de cortes que abarcaron la zona de la herida para saber la longitud en um de cada una.

St S§2 S3 S4 S5 S6 S7 LI L2 L3

<«4— 353pb

<4— 395pb

«— 587 pb

d
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Figura 23, Evaluacién de la respuesta celular a Shh por medio de RT-PCR en piel dorsal. Expresién de
HPRT (a), Shh (b), Pict (c) y Glil (d) en células de 1a zona de la herida superficial de ratones wt, infectados 3
dias antes con AdShh (81-S7) y con AdLacZ (L1-L3) a manera de control. En (a), después de una
amplificacién durante 25, 30 y 35 ciclos, se aprecian las bandas esperadas de 353 pares de bases (pb) que
indican que las muestras son relativamente homogéneas, a excepcidon de S4. En (b) se distingue la expresién
de Shh tanto en células transfectadas con Shh como en el control (bandas de 395 pb). En cambio, ia
expresién de Ptcl (c) y Glil (d) esta presente practicamente sélo en el tejido infectado con AdShh (bandas de
287 y 520 pb respectivamente), indicando la activacién de la via de sefializacién de Shh en estas células. (b),
(2) y (d) fueron amplificados durante 30, 35 y 40 ciclos. S1, S2 y S3 se realizaron en un mismo ratén, S4
Fertenece a un ratéon distinto, S5, S6 y S7 son de un tercer ratén, lo cual ejemplifica la variabilidad existente
entre heridas de un mismo ratén y entre ratones en cuanto a la expresion de los transcritos. En (b), (¢) y (d)
los dos iltimos pozos presentan los controles + y —.

Transfeccion con AdShh de heridas superficiales en piel dorsal para realizar RT-PCR especifico
para HPRT, Shh, Ptcl y Glil. Cuatro ratones wt de S dias se anestesiaron con éter y a cada uno se le hicieron
tres heridas superficiales como se describe anteriormente. A tres ratones se les aplicé en cada herida 1.5-2 ul
de AdShh/AdLacZ 1:1, con un titulo de 10° y 107 respectivamente. A un ratén se le aplicé en cada herida
1.5-2 pl de AdLacZ 10’ como control. Despuds de 20 min se volvié a aplicar el adenovirus. Posteriormente
cada ratén se sacrificé por dislocacién cervical a los 3 dias. Se recorté con unas tijeras de diseccién la herida,
abarcdndola con mucha precisén y procurando tomar la menor cantidad posible de tejido adyacente, El tejido
se homogenizé y se extrajo ARN, del cual se obtuvo cADN y se realizé un RT-PCR especifico para HPRT.

Una vez estand das las as se realizé RT-PCR especifico para Shh, Ptcl y Glil.

Transfeccién con AdShh de orejas perforadas. Nueve ratones TgbK6-E6/E7 y nueve ratones wt de
6.3-7.4 se iaron y se realizaron las perforaciones como se describe anteriormente. En cada
raién, la oreja izquierda se transfecté aplicando 5 il de AdShh 10° en el orificio, donde se forma una capa de
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liquido que rellena completamente el drea vacia. La oreja derecha, en cambio, se transfecté con 5 p! de
AdLacZ 107 como control. Cada oreja de cada ratén se fotografié con una camara Nikon Coolpix900 a los
7, 14,21 y 28 dias. Las fotos se ordenaron haciendo un seguimiento de la oreja a lo largo del tiempo.

TgbK6EG/E7 wit

TebK6-EGE7 o
89%
[C))

Figura 24, Evaluacién de la cooperacién de Shh y los oncogenes EG/E7 en regeneracion de la epidermis
de oreja. La cooperacién es evaluada tomando como referencia las diferencias en la aceleracién del
cerrado de la perforacion ratones TgbKG-E6/E7 (a) y (b) y wt {(c) ¥ (d), a los 28 dias. En todos los casos, la
oreja izquierda fue transfectada con AdShh y la derecha con AdLacZ. (a) y (c) muestran casos en donde
hubo aceleracién del cerrado del orificio mediada por Shh. (b) y (d) muestran casos donde no hubo
respuesta a Shh. (a) respresenta el 56 % y (b) ¢l 44 % de los casos (e). (c) respresenta el 11 %% y (d) el 89
% de los casos (e). Los datos indican que existe una cooperacién de Shh con los oncogenes en la

regeneracion de la epidermis.
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4. Cooperacién de Sonic hedgehog y los oncogenes E6/E7 en regeneracién del

cartilago

La rapida regeneracion de la epidermis de las orejas de los ratones transgénicos hizo que
se considerara la evaluaciéon de la regeneracion del cartilago en dichas muestras. De tal
forma, que los ratones de las orejas perforadas y regeneradas se sacrificaron después de
5.5 semanas de haberse hecho el orificio, se prepararon para histologia y se tifieron con
safranina, que es un marcador de cartilago. La evaluacién de la cooperacién de Shh y
E6/E7 se establecié en funcién de la presencia y el avance de la regeneracién del
cartilago en los ratones TgbK6-E/E7, en comparacion con los ratones wt. Los datos
mostraron que en aquellas orejas que ain presentaban un orificio, independientemente de
si pertenecian a los reducidos casos de orejas transgénicas no cerradas o a los ratones wt,
los condrocitos se mantuvieron proliferando en las regiones cercanas al limite del dafio
original (Figura 25a). En dichas orejas, los extremos de la epidermis en proliferacién se
encontraban claramente engrosados (Figura 25b). Sin embargo, las orejas totalmente
regeneradas de los ratones TgbK6-E6/E7 y las regiones medianamente regeneradas de los
ratones wt, donde se observé un epitelio continuo, presentaron islas de condrocitos entre
el mesénquima recién formado (Figura 25c). Estos datos indican que mis que haya una
cooperaciéon directa entre los oncogenes y Shh en la regeneracién del cartilago, la
completa regeneraciéon de la epidermis y su aceleraciéon cuando se expresan los

oncogenes y Shh parece estar promoviendo la condrogénesis .

Deteccidn de cartilago en orejas perforadas. Diez orejas de ratones TgbK6-E6/E7 y cuatro de
ratones wt, cuyas perforaci fueron infectadas con AdShh y con AdLacZ cuando los ratones tenfan 6-7
semanas como se describe anteriormente, se cortaron con unas tijeras de diseccién 33-35 dfas despudés,
sacrificando previamente a los ratones por dislocacién cervical. Cada pedazo de oreja se incluyé en
parafina y se corté en el microtomo. Los cortes se tifieron con safranina. Se tomaron fotos con la cdmara
Photometrics CoolSNAP. Se analizé la presencia de cartilago que tifie de rojo.
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Figura 25, Efecto de los oncogenes E6/E7 en regeneracion del cartilago. Cortes histoldgicos tefiidos con
safranina de piel de oreja, de la zona donde 5.5 semanas antes se hizo la perforacién de 2 mm. En (a) se
muestra la regencracién de la epidermis, que ha avanzado alrededor de 1.5 mm, mientras que los
condrocitos se mantienen proliferando Gnicamente en las regiones cercanas a! Iimite del dafio original. En
(b) se aprecia un acercamicnto de dos ejemplos del engrosamiento de los extremos del epitelio en
proliferacién. En (c) se muestran cuatro ¢jemplos de islas de cartilago que se originan entre el mesénquima
recién formado, en orejas ya regeneradas que presentan un epitelio continuo. Tanto el ratén TgbK6-E6E7
como el wt presentan estas caracteristicas.
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1. Sistemas de regencracién de la epidermis

La elecci6én de un sistema de regeneracion del tejido epitelial fue un punto critico para
poder estudiar de manera eficiente el proceso en la piel del ratén. En contraposicion a las
heridas profundas, que resultaban inadecuadas segin la experiencia previa del Laboratorio,
la realizacién de heridas superficiales en la piel dorsal del ratén dafia en menor proporcién
las estructuras que se encuentran por debajo de la epidermis y por tanto es mas precisa para
evaluar lo que ocurre especificamente en la capa mas superficial. Sin embargo la
desventaja principal de este sistema fue que, debido a que las heridas se realizaron a pulso
con unas tijeras, hubo variabilidad en cuanto a la profundidad y la longitud del corté “atin
cuando se procurd que fueran los mas parecidos posible entre si. Asi mlsmo, las herldas
presentaron variabilidad en cuanto a forma, ya que algunas fueron més anchas que otras, lo -

cual pudo haber influido en la forma en se regeneraron, sm que la longnud; uera ;

a’ de la perforac:én
de la oreja ofrece ventajas para estudiar la regeneracnén de la epxdenms En primera, se
puede estudiar ain con mayor precision la epidermis dado el aumento de la proporcién de
ésta con respecto a la dermis, en comparacién con la piel dorsal. En segunda, la realizacién
del orificio es mas sencilla y rdpida que las heridas en la piel dorsal. Pero lo mds
importante es que es mucho mas homogénea, debido a que el "ponchaorejas" tiene un
didmetro de 2 mm, y por tanto, la perforacién siempre resulta igual en tamaifio. Adn asi,
hubo perforaciones que presentaron pequefias irregularidades que pudieron deberse a que el

ponchaorejas™ no perforS totalmente la circunferencia y que el tejido fue rasgado cuando
se retir6 el pedazo de oreja que ocupaba el espacio del orificio. En general la supervivencia
de los ratones, que fueron anestesiados para poder hacer la perforacién con toda precision
en el centro de la oreja, fue muy buena ya que, fuera de casos excepcionales, 1a mayoria de
los ratones se mantuvieron con vida a lo largo del experimento.
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En consecuencia, ain cuando se eligieron dos sistemas nara el estudio de la
regeneraci6én de la epidermis, las perforaciones de oreja tienen algunas ventajas sobre las
heridas superficiales de piel dorsal. Principalmente, la variabilidad entre los orificios
realizados es mucho menor que entre las heridas y el nimero de muestras es constante a lo
largo del tiempo de experimentacién,

2. Efecto de los oncogenes E6/E7 en regeneracién de la epidermis

La evaluacién del efecto de los oncogenes E6/E6 en el proceso regenerativo de la epidermis
fue diferente en cada uno de los dos sistemas implementados. En el caso de las heridas
superficiales, primeramente se realizé un anélisis histolégico, donde en una reconstruccién
de la herida a través de cortes seriados se esperaba observar una mayor celularizacion de la
epidermis en los ratones TgbK6-E6/E7 a diferencia de los ratones wt, como un indicativo
de un incremento en la proliferacién. Sin embargo, ni a los 3, ni a los 5, ni a los 7 dias de
haber sido realizada la herida, se observé claramente en los cortes una difé}encia eh la
velocidad de repitelizacion o el grosor de la epidermis en la zona del dafio enlre los dos
grupos de ratones. De tal forma que, el paso siguiente fue hacer un anéhsls mas
cuantitativo, midiendo la longitud de 1a herida en pm. La longxtud fue uuhzada como una
referencia del grado de regeneracién de la epidermis, ya que-a una regeneraclén més.
avaiszada en el tiempo corresponde a un tamafic de henda més pequeilo. De esta manera no :
fue posible detectar un efecto de los oncogenes en la regeneracién, siendo que no hubo )
diferencias significativas entre las longitudes de la herida entre los ratones transgémcos y'
los silvestres en ninguno de los tres nempos medidos. En consecuencia, el analisis
histolégico no permitié evaluar la regeneraclén, a diferencia del analisis cuantitativo donde
estadisticamente se demostré que no hay un efecto de los oncogenes en el proceso. Sin
embargo dada la variabilidad del slstema,’no es conclusivo decir si hay o no un efecto. Es
posible que haya habido un auméh.tde‘n lya 'ﬁoblacién de CT después de la induccién de la
expresion de los oncogenes por la henda, pero esto no se vio reflejado en la aceleracién de
la regeneracién. Ademas es posxble que el ciclo de estrégenos de las hembras sea otro

factor que confiera vanabxhdad entre los sexos, haciendo ain mas dificil 1a evaluacién.
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Dado que la regeneracién de la epidermis también se aualizé de una manera
cuantitativa en las orejas, la evaluacién del efecto de los oncogenes fue objetiva y precisa.
Ademas el andlisis fue atin més sencillo que en el caso de las longitudes de las heridas
superficiales, debido a que el didmetro en mm de las perforaciones pudo medirse de manera
mas directa, sin la necesidad de hacer histologia. Inclusive, antes de hacer las mediciones
se pudo observar claramente la evolucién del proceso a simple vista, o con mis detalle
poniendo directamente al ratén anestesiado al microscopio estereoscépico. Por lo tanto, la
evaluacién fue més ficil, ya que el efecto fue evidente en una escala de mm, a diferencia de
las heridas que fueron analizadas en pum. Las mediciones del didmetro demostraron una
tendencia clara y extraordinaria de los ratones TgbK6-E6/E7 a presentar orificios mds
pequeiios en comparacién con los ratones wt, después de un mes de haber sido realizadas
las perforaciones de 2 mm. La distribucién de la frecuencia del tamafio del orificio
estableciod dos picos claros, uno de 0 mm de didmetro para el caso de los transgénicos y uno
de 1.0 mm para los silvestres, observdndose un desplazamiento de la curva de los datos de
ratones TgbK6-E6/E7 hacia los didmetros chicos. El dato de un wt cuyo orificio de la oreja
se cerré completamente y el de tres transgénicos cuya perforacién al mes tuvo un didmetro
de 1.0 mm puede deberse a la.variabilidad genética que existe entre los ratones. Es
importante notar que las orejas de los ratones TgbK6-E6/E7 se regeneraron mds rapido que
las de los casos wt que llegaron a cerrarse més. Asf, la gran mayoria de las orejas cerradas
de los ratones transgénicos estaba répitelizada completaniexite desde los 21 dias e incluso
desde los 14, mientras que los orificios de las oréjas de los wt llegaban a su didmetro mas
chico hasta los 28. Por tanto, no sélo hay un efecto pbsitivo de los oncogenes E6/E7 en la
regeneracion, sino que ademds aceleran el proceso en la epidermis de la oreja. Lo anterior
puede deberse a que los oncogenes ciertamente aceleran la proliferacién haciendo que los
ciclos celulares sean mas cortos, 0 a que permiten que las células escapen de Go y se
dividan como sucede en la regeneracién del pelo.

La diferencia de los resultados obtenidos segun el sistema utilizado, indica que atn
cuando ambos fueron elegidos como los adecuados para la evaluacién de la regeneracion de
la epidermis, la realizacién de heridas superficiales no es propicia para evaluar el proceso.
Lo anterior, principalmente dado-que no hay homogeneidad entre las heridas. Por tanto, el

sistema debe ser mejorado si se quiere seguir usando para este tipo de estudios. En
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contraposicion, el sistema de la perforacién en la oreja resulta mucho més adecuado y
sencillo para evaluar la regeneracién extraordinaria de la oreja en los ratones TgbK6-
E6/E7.

3. Cooperacién de Sonic hedgehog y los oncogenes E6/E7 en regeneracién de la

epidermis
3.1. Métodos in vivo para modificar genéticamente la piel

La evaluacién de la cooperacién del factor morfogenético Shh y E6E7 tuvo que ser
precedida por la implementacién de un método in vivo eficiente v reproducible de
modificacion genética de la epidermis, que permitiera una accién prolongada del factor. Lo
anterior debidoe a que la accién de Shh es pasajera cuando-se aplica tépicamente, ademaés de
que el estrato cérmeo puede ser una barrera impenetrable para la proteina. En si, la meta
principal fue modificar las CT para lograr alterar la via de sefializacién de Shh en éstas
células y en otras células blanco, de tal forma que se buscaron las condiciones éptimas de
cada método para lograr una eficiencia tal, que aumentara las probabilidades de modificar
las minoritarias CT. Debido a que Shh es un factor difusible, seria suficiente la
maodificacién de las células aledaiias a las CT, que al liberar el factor afectaran la via en las
CT.

En general, establecer un método enla piel dorsal del ratén fue mucho més
complicado, menos eficiente y se obtuvieron resultados mas variables, que en el sistema de
la oreja. Ademds es importante mencionar, que el objetivo fue modificar las células del
dorso del ratén, aun cuando inicialmente no se utilizara el sistema de heridas superficiales
escogido como el adecuado para evaluar la regeneracién. De tal forma que, una vez
implementado uno de estos métodos, después de haber electroporado las células, se hicieran

las heridas superficiales en las zonas ya modificadas.
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3.1.1. Electroporacién

Aun cuando se demostré que la electroporacién in vivo puede-ser una opcién para
incorporar genes a las células de la epidermis de la piel dorsal del ratén, no se logré que
fuera un método suficientemente eficiente y reproduclble, y no se hlc:eron intentos por
aplicarlo a la oreja. ) :

Las primeras pruebas mostraron, ademaés, que la proteina GFP no es un buen
reportero para localizar células positivas en la piel, debldo a que los queratinocitos
autofluorescen. Por ello, todos los siguientes numerosos ensayos se realizaron con LacZ. .
como reportero, utilizindose dos plasmidos diferentes, el pCH110y el pBActmgB gal. La "_ .
ventaja que tiene usar pBActinaB-gal es que la seiial es dé lbéaliiaciéh riucléar, lb que '
facilita el conteo de células individuales electroporadas, a dlferencxa de cuando la seﬂal esté
dispersa en el cltoplasma ! ’ k

La exploracxén de las diferentes variables estableci6, en primera, que los pulsos de -
50 mseg de durac:én, separados por 1 seg entre si, de 25-30°V son los adecuados para
lograr la modlﬁcaclén de células de la piel sin que haya lesiones severas. Se comprobé que

volta_]es menores, 10-20 V, no son suficientes para lograr la expresién del reportero en las

células, presumlblemente porque no se alcanza la permeabilidad transitoria suficiente que <.

: permlte la introduccién del plasmido, y por el contrario, los voltajes mayores, 40 V,

= producen quemaduras. Por otro lado, se obtuvieron buenos resultados, cuando se dieron
o brimei-o dos pulsos, que pudieron haber permitido que el plasmido se desplazara a través de
k'klos nuevos caminos creados por el paso de la corriente y, después de un intervalo corto
(1 min), se dieron cinco pulsos més, que pudieron haber terminado de inducir la formacién
“de poros por los que entra el plasmido. También se logré electroporar células cuando se
dieron diez pulsos seguidos, lo cual indica que no es necesario hacer intervalos entre los -
pulsos para que el reportero atraviese con éxito los poros de la célula. Lo que si resulté
muy importante fue la concentracién del pldsmido que debe ser cercana a 1 ug/p.l, ya que

una concentracién de 1.4 pg/pl no dio buenos resultados (datos no mostrados)..
Los parametros anteriores fueron los indicados para electroporar diferentes zonas de

la piel, utilizando diferentes electrodos y diferentes formas de aplicar el pldsmido. - Sin !
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embargo los mejores fesultados de células modificadas en epidermis se obtuvieron
utilizando Unicamente los electrodos de aguja y los de disco bafiando con el reportero la
zona de una herida profunda, o utilizando los de disco pero haciendo heridas pequeiias poco
profundas. No obstante, en ambos casos el niimero de células epidérmicas electroporadas
fue muy reducido. Lo anterior posiblemente se debié a que los electrodos no son los
adecuados para este tipo de experimentos. El uso de un electrodo en forma de placa y el
otro en forma de tenedor podria traer mejores resultados, como los obtenidos por
Maruyama et al. (2001). En consecuencia, y aunado a una baja reproducibilidad, la
electroporacién in vivo se consideré6 como un método ineficiente para modificar el tejido

epitelial.

3.1.2, Transfeccién con adenovirus

La implementacién de la transfeccion in vivo con adenovirus para lograr la modificacién
genética de la epidermis de la piel dorsal del ratén resulté ser una buena alternativa al
método de electroporacién. Desde las primeras pruebas se noté una eficiencia mucho

mayor, por lo qﬁé' en cada caSo se analizaron los resultados a distintos tiempos para evaluar

la permanencla y:la zc ‘a de expresién del virus reportero AdLacZ. Esta evaluacién fue

esencial para asegurar que, postenormente, la accién de Shh ocurriera a lo largo del tiempo

de repxtellzacxén en'las células de interés. El objetive fue que el virus se expresara al

menos por una sexﬁana, durante la cual se lleva a cabo la mayor parte del proceso de
regeneraclén. Ademas cabe sefialar que la expresién media del vector se limita a dos
semanas, por lo que ‘7 dias era una meta factible.

Asi, aunque se transfecté un niimero considerable de células de la epidermis al »
aplicar el virus de manera tdpica después de haber depilado el dorso del ratén, las células
pdsitivas se encontraron principalmente en el estrato cérneo, cuya escamacién, hizo que a
los 5 dias ya no hubiera expresion del reportero. Lo mismo ocurrié con la aplicacion del
virus en zonas donde se extrajo completamente un drea de piel, debido a que las células
transfectadas murieron rapidamente y formaron la costra que acabd por desprenderse del

resto del tejido. Por otro lado se noté que la transfeccion topica sin depilar no es posible,
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probablemente debido a que el estrato cérneo forma una barrera que no puede ser penetfada
por el virus. De tal forma, que ninguna de las variantes anteriores resulté adecuada para
modificar la epidermis durante el tiempo establecido como minimo.

En cambio, la inyeccién fue una forma de transfeccidon 6ptima en cuanto a la
presencia del virus a lo largo del tiempo y al nimero de células modificadas de la piel. Sin
embargo, las zonas transfectadas fueron exclusivamente el musculo y la dermis, debido a
que no fue posible inyectar el adenovirus en la delgada capa epidérmica, ain usando
pipetas pasteur adelgazadas. No obstante, ésta podria ser una manera muy exitosa de
transfectar, pero se necesita mejorar la técnica de inyeccién para depositar el liquido con
precision predominantemente en la epidermis.

La aplicacién directa del AdLacZ sobre una herida superficial, coincidiendo con el
sistema de regeneracién de epidermis elegido para la piel dorsal, fue la que finalmente
arrojé los mejores resultados tanto en nimero como en localizacién de células
transfectadas. Dado que la seiial positiva se observé a los 3, alos 5 y alos 7 dias en toda la
region en reparacién, incluyendo la epidermis, se decidié utilizar ésta forma especifica de
transfeccion in vivo para los experimentos posteriores con Shh, ya que podia ser la mas
eficiente en cuanto a la probabilidad de modificar las CT de la zona de proliferacién de la
regién dafada por la herida. Lo anterior, mds que por las células transfectadas de la
epidermis, que aun seguian presentando una proporcién menor, por las numerosas células
transfectadas aledafias que pudieron influir en la activacién de la via de Shh en las CT de la
capa basal. Ademas, es importante sefialar que una transfeccién 6ptima con adenovirus
depende fundamentalmente de su titulo. De tal forma que un lote de AdLacZ 10% como el
utilizado, resulta en un mayor nimero de células transfectadas que un lote con un titulo
menor.

Debido a los resultados logrados en la piel dorsal del ratén, se prob6 también la
transfeccién en la piel de la ore_]a, donde se logré rapida y reproduciblemente una
modificacién genética eficiente. Cuando el AdLacZ fue aplicado de manera directa en la
orilla de la perforacién de la oreja, sc ‘transfectaron pricticamente todas las células a lo
largo de la circunferencia, incluyendo las epidérmicas, y la sefial se mantuvo por més de 3
dias. Cabe seifialar que este tiempo de andlisis de expresién fue suficiente en el caso de este

sistema de regeneracion, debido a que en la oreja no se forma una costra impenetrable por
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el virus, como sucede en la piel dorsal, y pueden hacerse varias reapliéaciones alo largo del
tiempo para mantener la accién del factor. Asi, dada la eficiencia, la reproducibilidad y la
posibilidad de permanente transfeccion de las células, se adopté este método para modificar
genéticamente la piel de la oreja.

3.2 Evaluacién de la cooperacién

La evaluacién de la cooperacion de Shh y los oncogenes E6/E7 en la regeneracion de la
epidermis de la piel dorsal, nuevamente, resulté poco clara al analizar la histologia de los
cortes transversales de la zona de la herida transfectada con AdShh. Lo anterior, debido a
que no se observé un efecto contundente en la estructura de la epidermis, que indicara una
mayor o mas acelerada proliferacion. En consecuencia se opté por el andlisis cuantitativo,
midiendo las longitudes en pm de las heridas a los 3, 5y 7 dias. Al hacer la comparacién
entre ratones TgbK6-E6/E7 y ratones wt, tampoco se encontraron diferencias significativas
que indicaran que la repitelizacién fue méas rapida cuando hubo cooperacién de los
oncogenes y Shh o que Shh por si sélo estimulé la proliferacién. Por tanto, ain cuando ya
se habia probado que el método de transfeccién realizando heridas superficiales era el mas
eficiente para modificar las células de la epidermis, se probd si la via de sefializacién de
Shh se estaba activando al aplicar el virus. Los resultados del RT-PCR indicaron que, a
diferencia de lo que ocurria en las células transfectadas con AdLacZ, las células cercanas a
la herida superficial transfectadas con AdShh expresaban Glil y Ptcl. Curiosamente, los
niveles de Shh fueron muy parecidos en las heridas donde se aplicé Shh y los controles,
indicando que el factor aplicado no llegd a rebasar los niveles del Shh endégeno de las
‘células. Normalmente, Shh se expresa en el foliculo piloso y acttia, al parecer, en el
k desarrollo del pelo en el ratén adulto, induciendo la fase anagen (crecimiento). No
- obstante, los datos mostraron que el Shh endégeno no estuvo actuando, en el momento de
sacrificar los ratones y procesar la muestra, sobre la poblacién de células del foliculo. A
" diferencia del Shh aplicado que activé lavia de:_'bseﬁa!‘i‘zqci‘én, pero atn asi aparentemente no
7 6/E7 en la regeneraciéon. El Shh
la plel normal, existe evidencia que

“hubo un efecto de cooperacién con los oncogene
endégeno no estuvo activo posiblemente a que, ¢
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indica que actia de forma especifica en el inicio de la parte temprana de la fase anagen, que
ya estaba rebasada al momento de sacrificar los ratones. Cabe sefialar que, el RT-PCR
también di6 prueba de que el sistema es muy variable, ademas de la variabilidad genética
que existe entre los ratones. De tal forma que, aunque las heridas fueron realizadas de la
manera mdas homogénea posible, hubo diferencias en cuanto a la expresién de los
transductores entre las diferentes heridas de un mismo ratén, (ver por ejemplo S2 y S3 en la
Figura 23c), y entre los ratones (ver por ¢jemplo S3 y S5 en la Figura 23d).

En cambio, en el sistema de la piel de oreja la evaluacién de la cooperacion indicd

exactamente lo contrano a lo que se observé en el sistema de la piel dorsal. A simple vista,

perforac:ones a las que se les aplicé el adenovirus con el faclor

morfogenétlco s - regeneraron mdés frecuentemente y mads ripido en los’ ratones

Las contradlcc:ones de los resultados obtenidos en cada uno de los 51stemas pueden;f

tener vanas explncacxones Principalmente es posible que la transfeccxén en‘el ststema dela

piel dorsal no sea lo suficientemente efi iciente, més que el hecho de que no haya un efecto

- del factor- sobre la epidermis. Lo anterior, posiblemente debido a que el AdShh no

©" transfecta a un niamero significativo de CT o células que puedan tener influencia en las CT.

Por ello, cabe mencionar que, hubo un caso excepcional en que la transfeccién con AdShh
tuvo un efecto, no en cooperacién con los oncogenes, pero si en un ratén wt, donde la
herida a los 7 dias presenté una longitud mucho mads corta en comparacién con el promedio.
De tal forma que, tal vez en este caso la activacién de la via de Shh indujo aparentemente
proliferacién en las CT y la repitelizacion se aceleré considerablemente. Por el contrario,
pareciera que la transfeccién de la oreja es mas homogénea entre las muestras y por tanto el
sistema es mds adecuado para evaluar la cooperacién. Afin asi, hubo ratones TgbK6-E6/E7
que no respohdieron'favorablemente a la aplicacidon del factor morfogenético, lo que
también hace suponer que el método de transfeccién finalmente no es tan invariable como
se desearia. Igualmente puede ser que la no controlable variabilidad genética de la cepa
haya influido en los resultados. Por iltimo, también es importante mencionar que la
activacién de la via de Shh puede deberse no sélo a la transfeccién de células con AdShh,

sino al Shh presente en el sobrenadante del virus que actia directamente sobre la poblacién.
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En consecuencia, el sistema de la oreja mas la transfeccién in vivo co:a adenovirus

puede ser una buena opci6n para estudiar la cooperacién de Shh, asf como de otros factores, :

y los oncogenes presentes en el ratdén transgénico, a diferencia de la transfeccion de las
heridas superficiales. Sin embargo es necesario que se desarrollen métodos que faciliten
aun mds el estudio de la cooperacién entre genes, tratando de disminuir al maximo la

variabilidad en el método de modificacién genética.

4. Cooperaciéon de Sonic hedgehog y los oncogenes E6/E7 en regeneracién del cartilago

El antecedente de que el factor Indian hedgehog (Ihh) participa en la proliferacién y
maduracién de los condrocitos, fue motivante para la evaluacién de la cooperaciéon de Shh
y los oncogenes E6/E7 en la regeneracién del cartilago en el sistema de la oreja. Thh, que
tiene propiedades biolégicas muy similares a las de Shh, es esencial para la proliferacién de

los condrocitos, donde se ha visto que hay expresion de Ptcl y Glil (St-Jacques ef al.,

1999; Karp et al., 2000). Ademas, Ihh se expresa en los condrocitos pre-hipertréficos delr L

cartilago y regula su diferenciacién (Vortkamp ef al., 1996).

El andlisis de los cortes de las orejas perforadas e infectadas con el factor Shh-
indicaron, que previo a la formacién de cartilago fue necesario que la epidermis.se g

regenerara completamente. Lo anterior indica que, al parecer, la regeneracién de la

epidermis 2s una limitante en el proceso, aunque es preciso que se realicen mas estudios al
respecto. De tal forma que, la extraordinaria y rdapida regeneracién completa de las orejas
de los ratones TgbK6-E6/E7, en cooperacién ademas con Shh, promueve la condrogénesis,
que se dificulta en los casos de una regeneracién deficiente en los ratones silvestres. Pero,
tanto los ratones transgénicos como los wt presentan islas de condrocitos formandose entre
el mesénquima y la accién de Shh parece estar involucrada de forma directa inicamente en
la proliferacién de la epidermis. La regeneracién podria clasificarse como un ejemplo de
epimorfosis blastemal, ya que aparentemente implica la formacién de una estructura de

células epiteliales y mesenquimales que eventualmente se diferencian para formar el

cartilago nuevo. Cabe seilalar que la presencia de cartilago se detectd gracias a una tincién
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de safranina, que es una forma sencilla y rdpida de visualizar este tejido. Sin embargo es
necesario hacer mis estudios con marcadores especificos de la condrogénesis, como Sox 9.
En consecuencia este es ‘'un nuevo caso de regeneracién total en mamiferos. El
tunico modelo antérior, ademads del cldsico modelo de regeneracién en conejo, es el del
ratén de la cepa MRL/I})r que presenta una cicatrizacién rapida y completa de las
perforaciones que se le rgalizah en la oreja, incluyendo la formacion de cartilago, lo cual se

ha considerado como un caso de regeneracién, mapedndose como una caracteristica

‘multigénica contxfolada por lo menos por siete genes diferentes (Clark er al., 1998; Heber-

Katz, 1999). Dado que ben el ratén TgbK6-E6/E7, igualmente, después de un daiio se
reemplazaron y se festaurarori por completo las masas de tejido que se habian perdido con
la perforacién, puede ser propuesto como un nuevo modelo de estudio de la regeneracién
para este grupo de vertebrados.
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Conclusiones

Los oncogenes E6/E7 del VPH tipo 16 promueven y aceleran el proceso de regeneracién
de la epidermis de la piel de la oreja del ratén. Ademads, los oncogenes promueven la
regeneracion del cartilago de la oreja a consecuencia de la rdpida regeneracion de la
epidermis, que es una limitante del proceso. Por tanto el ratén TgbK6-EG6/E7 se propone
como un nuevo modelo para el estudio de la regeneracién en mamiferos, ya que se
caracteriza por presentar un reemplazo y una restauracién de todas las estructuras
perdidas después de un dafio. Ademads la activacién constitutiva de la via de sefializacion
del factor morfogenético Sonic hedgehog coopera con los oncogenes en la regeneraciéon
de la epidermis de la oreja. Sin embargo, alin se requiere mejorar los métodos in vivo de
modificacién genética de la piel, para seguir evaluando la cooperacion de éste y otros
posibles factores en el proceso. Finalmente, el sistema de la oreja es mds eficiente y mids
facil de estudiar que el de la herida superficial en la piel dorsal del ratén para analizar el

proceso de regeneracién de la epidermis del ratén.
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. Perspectivas

La propuesta de estudiar la regeneracion de mamiferos en el ratén Tgbk6-E6/E7 como
modelo, implica que debe analizarse con mas detalle el efecto de los oncogenes E6/E7 en
la regeneracidn de la epidermis, pero especialmente del cartilago.

Especificamente, para seguir estudiando la regeneracién de la epidermis de los
ratones transgénicos es necesario que se mejoren los sistemas implementados. En
especial, el sistema de heridas superficiales en piel dorsal del ratén que resulté ser poco
eficiente, pero que podria ser mas efectivo si se controla la variabilidad que presentan las
heridas en cuanto a longitud y profundidad. Asf mismo, los experimentos podrian
realizarse inicamente en hembras, ya que el efecto de los estrégenos también puede ser
un factor de variabilidad. Para estudiar la cooperacién de otros factores, ademds de Shh,
con los oncogenes es preciso que s¢ desarrolle un método que facilite este tipo de
estudios. Por tanto, podria retomarse la electroporacién y probarse la eficiencia del
método en la oreja o volver a electroporar células del dorso, pero con unos electrodos
mads adecuados. Por otro lado, si se contintia transfectando la epidermis con adenovirus,
también es necesario mejorar el método. Lo anterior podria lograrse homogenizando la
transfeccion tanto en el dorso como en la oreja y utilizando un virus con un titulo elevado
para que se altere un nimero considerable de células de la epidermis, incluyendo las
minoritarias células troncales. Igualmente es importante considerar hacer los
experimentos en una etapa particular del ciclo del pelo, el inicio dei segundo anagen por
ejemplo, para en el caso de Shh, potenciar el efecto del factor endégeno. La importancia
de la mejoria de estos métodos radica en que representan una opcién mucho mds sencilla
y rdpida de modificar genéticamente células de interés, en comparacién a la construccion
de ratones transgénicos. Sin embargo, queda la posibilidad de hacer una cruza entre el
TgbK6-E6/E7 y el TgK14Shh para evaluar la cooperacién entre los genes en un nuevo
modelo, o transferir el TgbK6-E6/E7 a la cepa FVB/N que es susceptible a desarrollar
tumores. Ademds podria explorarse la posibilidad de transfectar las células CT in vitro e
injertarlas en la epidermis del ratén.

Finalmente, en relacién con los resultados de cooperaciéon entre Shh y los

oncogenes E6/E7 es necesario que se precise si hay una cooperacion directa entre las vias
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que actian sihérgiéaménte,en’ el proceso de regeneracién o si cada una estd actuando

independientemente.
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