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RESUMEN

El cdncer enfermedad compleja que involucra alteraciones genéticas, agentes etioldgicos y el
estado inmunolégico, es causa importante de morbilidad y mortalidad en gran nimero de
especies animales, tanto domésticas como silvestres. El trabajo se centra en estudiar las
alteraciones cromosdmicas y genéticas de diversas neoplasias del lobo gris mexicano (Canis
lupus baileyi), especie en grave peligro de extincion. El estudio recapitulativo de las neoplasias
de la especie, indican que estas como causal de muerte (3.58%) se encuentra dentro de los
pardmetros esperados, se observa una alta incidencia del Adenocarcinoma con diferenciacion
escamosa en localizacidon nasosinusal (ACEcn), el cual representa el 38.46% del total de
neoplasias, lo que representa un incremento de 4,807 veces lo reportado en perros y en
humanos, asociado principalmente a exposiciones ambientales. Este incremento y la
presentaciéon en edades tempranas en individuos cercanamente emparentados, sin otra
relacion ambiental aparente, son factores indicativos de cancer familiar, heredadas del linaje
McBride, linaje principal del Programa de Conservacién de la especie. Las alteraciones
cromosdémicas en las neoplasias de lobos mexicanos, muestran aneuploidias en mas del 25%
de las metafases estudiadas y variaciones en (CLbA) 3q, 5q, 8q, 11q, 12q, 13q,14q, 15q, 16q,
179, 18q, 19q, 20q, 24q, 259, 30q,31q, 34q, 359, y 379. Las alteraciones encontradas en PTEN,
TP53 y CND1 se asocian al proceso neopldsico en si, sin evidenciar participacidn en el inicio en
la carcinogénesis. Las alteraciones moleculares de cMYC, lo involucran en la génesis tumoral
del ACEcn y las alteraciones mas frecuentes fueron de las mutaciones puntuales las deleciones
(31%), seguidas de inserciones y transversiones. Los resultados de inmunohistoquimica de
cMyc, lo sefialan como marcador para progresion y evolucién desfavorable de neoplasias con
diferenciacidn escamosa en lobo mexicano. En apoyo al Programa de Conservacion, conviene
realizar estudio molecular de cMYC en la poblacidn. Se requieren mas estudios de alteraciones
cromosdmicas tumorales, ahora que el linaje McBride se encuentra inmerso en la poblacidn. El
realizar inmunohistoquimica de cMyc en cualquier neoplasia con diferenciacidn escamosa,
puede ayudar a seleccionar la mejor terapia en cada caso.



ABSTRACT

Cancer is a major cause of morbidity and mortality in many animal species, including small
mammals, livestock and wildlife species. Considered a complex disease, yet it had been shown
essential factors needed for its presentation, such as genetic alterations, the etiologic agents
involved and the immune status. This work focuses on studying the genetic and chromosomal
abnormalities of neoplasias of the Mexican gray wolf (Canis lupus baileyi), a seriously
endangered species. The retrospective summary of neoplasms observed in this species,
indicates that cancer presentation is within the expected parameters as death cause (3.99%),
and had also shown a significant higher incidence of adenocarcinoma with squamous
differentiation in sinonasal location (SCACsn), represents 38.46% of all malignancies,
representing an increase of 4,807 times those reported in other species, mainly humans and
dogs and had been associated with environmental exposures. This increase and the
presentation in younger ages in closely related individuals, with no other apparent
environmental relationship are factors indicative of a familial cancer, chromosomal instability
resulting from the McBride lineage inherited. Chromosomal abnormalities in neoplasias of
Mexican wolves, shown more than 25% of aneuploidy at the metaphases studied and
variations in these chromosomes: 11q, 12q, 13q, 14q, 15q, 16q, 17q, 19q, 25Q, 30q, 31q, 34q,
35qg and 37q. The changes seen in PTEN, TP53 and CND1 are associated with neoplastic process
itself, but are not involved in the initiation of carcinogenesis of them. However, the alterations
found in cMYC indicate that this gene may be involved in tumorigenesis of sinonasal
adenocarcinoma with squamous differentiation, in addition to the results of the
immunohistochemistry, indicate that it may be used as a marker for progression and
unfavorable neoplasia with squamous differentiation Mexican gray wolf, when it is over-
expressed in cytoplasm and / or present in the nucleus. To support the Conservation Program,
the Mexican gray wolf, the molecular study of cMYC and perform a more detailed study of
tumor chromosomal abnormalities can assist in the selection of breeding pairs, especially now
that the McBride lineage is completely immersed in the lineages Ghost Ranch and Aragon.
CMYC performing immunohistochemistry in any neoplasia with squamous differentiation, can
help select the best therapy for each case.
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CAPITULO I. INTRODUCCION
Yafiez M. E. Itzel México, 2011

CAPITULO .
INTRODUCCION

|. RELEVANCIA DEL CANCER EN FAUNA SILVESTRE

Actualmente se acepta que todas las enfermedades, tanto congénitas como adquiridas tienen
una base genética, originadas por alteraciones en el genoma celular, o por efectos ambientales
en el, predisponiendo a diversos procesos patoldgicos. En Ultimas décadas se ha observado un
incremento sin precedente en la presentaciéon de enfermedades, tanto infecciosas como
brotes epidémicos mundiales, y alteraciones metabdlicas como diabetes, pero lo mds notable
es el incremento de neoplasias. El cancer es actualmente la mayor causa de muerte en
humanos, segun la OMS en 2007 se estimaban 7.9 millones de muertes asociadas a cancer,
representando el 13% del total de muertes globales; tan solo en Estados Unidos cada afio se
presentan mas de un millén de nuevos casos de piel diferentes al melanoma, el cancer mas
frecuente y predicen 20 millones de nuevos casos en el 2020 y 12 millones de muertes en todo
el mundo (McAloose 2009, OMS 2007, Alison 2001). En veterinaria la presentacion de
neoplasias es también cada vez mas frecuente, siendo las especies domésticas o de produccion
para consumo humano las mas estudiadas, como el perro doméstico, donde los linfomas y los
osteosarcomas son las neoplasias mas frecuentes (Meuton 2002). Sin embargo en lo que
respecta a especies silvestres, hay varios reportes de la alta incidencia en algunas especies
como el Demonio de Tasmania (Sarcophilus harisii), el Bandicoot listado del Oeste Australiano -
Western barred Bandicoot- (Perameles bougainville), el Pollo de las praderas de Attwater
(Tympanuchus cupido attwateri), ballenas belugas (Delphinapterus leucas), y tortugas marinas
-Tortuga Laud (Dermochelys coriacea), Tortuga Golfina (Lepidochelys olivacea), Tortuga Prieta
o Verde (Chelonia mydas agassizii), Tortuga Caguama, Amarilla, o Cabezona (Caretta caretta),
Tortuga Carey (Eretmochelys imbricata)- principalmente, entre muchos otros (Aguirre 2004,
McCallum 2008, McAloose 2009). La incidencia de las enfermedades, se han asociado al
impacto de la actividad humana, que desestabiliza estructural y funcionalmente los
ecosistemas, perdiéndose los servicios ecoldgicos indispensables para el mantenimiento de la
vida, ocasionando pérdidas importantes de gran cantidad de especies, ademas de generarse
contaminantes, considerados carcinogénicos. El deterioro del medio, los cambios en estilo de
vida, habitos alimenticios y culturales, se han realizado sistematicamente durante décadas,
pero en ultimas fechas se manifiestan las consecuencias acumulativas, al agotarse los
mecanismos naturales de compensacién tanto de los sistemas terricolas, aéreos y acuicolas. Se
han generado los medios para la diseminacién masiva de agentes infecciosos, toxicos o
cancerigenos, al incrementarse tasas de contacto entre hospederos habituales y nuevas
interacciones entre especies susceptibles, propiciando saltos taxondmicos y resistencia de
agentes infecciosos, lo que ha obligado a poner énfasis en su estudio (Aguilar 2002, Patz 2004,
Jones 2008).

El lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi) es la subespecie genéticamente mas distintiva de
lobo gris presente en Norteamérica. Alrededor de 1900°s, el empleo ganadero de las tierras
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habitadas por el lobo, ocasiond la reduccién de presas naturales, la introduccion de nuevas
especies. Originando que los lobos atacaran al ganado, con la consecuente caza desmedida de
ganaderos, y agresivas campafias gubernamentales de exterminio, por la década de los 50's el
Lobo Mexicano habia sido casi eliminado en estado salvaje. (Fredrickson 2007). En 1976 el lobo
mexicano fue declarado especie amenazada y actualmente se considera “extinto en estado
salvaje” (EW) (IUCN 2007). Alrededor de 1980 se establece Programa binacional —México-
Estados Unidos- de cria en cautiverio para la recuperacion del lobo gris mexicano. A partir de
siete individuos fundadores provenientes de tres lineas genéticas, endogdmicas entre si,
fundadas entre 1961 y 1982, manejadas independientemente. La importancia de establecer la
prevalencia de enfermedades en fauna silvestre, ayuda a comprender los efectos que estas
tienen en la conservacion de las especies y el impacto en el ambiente. En especies en peligro
de extincién, la pérdida de individuos, disminuye la variabilidad genética, propiciando
endogamia, e incrementando las caracteristicas deletéreas, volviéndolos susceptibles al medio
cada vez mas degradado, principales puntos a considerar para evaluar la viabilidad de la
especie (Munson 1993, McAloose 2009). La importancia de la especie y las caracteristicas de la
poblacién de lobos registrada - reduccidn de polimorfismo y endogamia -, han sido objeto de
numerosos estudios, para evaluar y determinar el rumbo de la conservacion de la especie
(Hedrick 1997, Lépez Islas 1993). A pesar de los esfuerzos en el Programa Binacional de
Reproduccidn en cautiverio, y a pesar de que estudios a finales de 1990 demostraban un
efecto de rescate genético por la introduccién de dos linajes —Aragdn y Ghost Ranch-al linaje
principal, recientes estudios de efectos detrimentales inmediatos, ponen de manifiesto efectos
reproductivos negativos (Fredrickson 2002, Asa 2007).

Este estudio es el primero en tratar los efectos de la pérdida de diversidad genética del lobo
gris mexicano a largo plazo. Determinando la susceptibilidad a la presentacion de neoplasias,
como evidencia de carga de alelos deletéreos y posible fijacién de genes detrimentales. A
través del estudio y analisis de la importancia de la presentacion de neoplasias, se caracterizd
morfopatolégicamente aquellas de las que se contaba con material, y se buscaron alteraciones
cromosdmicas y genéticas relacionadas con la génesis tumoral; También se buscé probar la
evidencia de agentes virales o de herencia ligados a las neoplasias, y se correlacionaron los
hallazgos con la progresién y evolucién tumoral.

Los problemas se deben estudiar de manera transdisciplinaria, para proponer soluciones
integrales, con las menores repercusiones negativas al corto y largo plazo. Este trabajo forma
parte del estudio para la conservacion del lobo gris mexicano,-uno de los grandes carnivoros
existentes en México, considerado parte aguas en el proceso de conservacién de todas las
especies que dependen de su supervivencia, ya que la salud del ecosistema se deriva y
compone de manera reciproca de la salud de los organismos que lo componen y el lobo se
encuentra préximo a volver a ser liberado a los ecosistemas que habitaba hace casi un
siglo(Aguirre 2002, McAloose, 2009,Siminsky 2010y 2011).
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CAPITULO II.

CANCER.

2.1 GENERALIDADES

El cdncer es una enfermedad multifactorial compleja, por el efecto combinado de factores
genéticos y otros factores, principalmente ambientales, ya que la exposicion a diversos
agentes que desencadenan el proceso —carcinogenos- pueden estar presentes en el alimento,
el agua, el aire, compuestos quimicos y la exposicién solar. Y de manera muy importante la
capacidad de la respuesta inmune del individuo para identificar y responder al proceso
neoplasico en si (Alison 2001).

Las enfermedades complejas presentan tres caracteristicas distintivas: Primero, generalmente
varian en la severidad de los sintomas y la edad de presentacién. Segundo pueden variar en los
mecanismos etioldgicos que la desencadenan, y que pueden involucrar varias vias o
mecanismos de dafio. Y tercero y el mas importante, es que aparentemente tienden a ser
causadas por alteraciones en numerosos genes, los que pueden contribuir poco o ser
causantes de un alto riesgo. Hasta el momento se han implicado un gran nimero de genes,
337 segun la revisién por Mitelman en 2007, en el inicio y progreso de canceres humanos. Y se
estan realizando cada vez mas estudios para caracterizar y encontrar la relevancia de los
genes relacionados al cdncer extrapoldndolos en otras especies animales, utilizdndolos como
modelos biomédicos para entender y ayudar a caracterizar la etiologia de muchos procesos en
el hombre (Breen 2008, Mitelman 2007, Thomas 2003).

Actualmente se acepta que el cancer es en esencia una enfermedad genética a nivel celular, -
condicidn patoldgica establecida por el efecto bioldgico consecuente con las alteraciones en el
genoma de una célula- se ha demostrado que las alteraciones derivan de un proceso clonal,
caracteristica comun de todas las neoplasias, independientemente del tejido del que deriven o
los agentes mutagénicos que hayan participado en su formacion. La génesis y progresién de los
tumores sélidos en humanos, se realizan por la funcién aberrante de los genes que regulan
positiva o negativamente varios aspectos del ciclo celular. Los mecanismos por los que se
alteran las funciones de los genes, varian entre tumores e incluso entre el tipo de genes
afectados. Hay una gran cantidad de factores diferentes que pueden ocasionar alteraciones en
la funcion de estos genes, sin embargo hay dos tipos dominantes de eventos genéticos que se
han identificado en las etapas iniciales: la inactivacidon de genes por mecanismos de delecion,
mutacidon o alteraciones epigenéticas; y la activacion o desregulaciéon de genes como
consecuencia de mutaciones puntuales, amplificaciones o anormalidades citogenéticas
balanceadas (Alberts 2002).

2.2 Anormalidades genéticas y cromosdmicas

El gen es la unidad de la herencia. Todos los individuos que forman parte de la poblacién de
una especie, comparten el mismo juego de genes, sin embargo hay diferencias entre los



CAPITULO IIl. CANCER
Yafiez M. E. ltzel México, 2011

individuos, mostradas a través del tiempo y diferentes versiones de los genes (alelos). Por lo
tanto cada organismo de una especie tiene un contenido Unico de informacién genética, que
se conoce como genoma.

El gen esta formado por DNA -el material genético en todas las células-, constituido por dos
cadenas de azlcares (desoxiribosa) unidas entre si por fosfatos, y cada azlcar tiene unidas
bases nitrogenadas; las cadenas giran en espiral alrededor de cada una, formando una doble
hélice. Las dos cadenas son complementarias, por lo que la DNA polimerasa es capaz de usar
las secuencias de las bases presentes en cada cadena como templado para hacer una molécula
nueva de la cadena de DNA. Este proceso -la replicacion- del DNA se lleva a cabo cada vez que
las células se dividen. Tradicionalmente se consideraba el gen como una secuencia de acidos
nucleicos, que codifica informacidn que representa polipéptidos en particular (traduccién), o
especifica la funcidon de una molécula de RNA (transcripcidn), basados en el cédigo genético:
grupos de tres bases nitrogenadas especificas que codifican aminodcidos individuales que
constituyen las moléculas de proteinas. El orden de los codones en el DNA es el mismo orden
de los aminoacidos en la proteina terminada. Sin embargo los estudios moleculares mas
recientes han alterado esta percepcién de los genes, haciendo necesaria una nueva definicion:
El gen es una secuencia de DNA gendmico o RNA que realiza una funcidn especifica, la
realizacion de la funciéon puede no requerir que el gen sea traducido o transcrito. Hasta el
momento se reconocen tres tipos de genes: 1. Los genes que codifican proteinas, que son
transcritos en RNA y posteriormente traducidos a proteinas. 2. Genes especificos de RNA, que
solo son transcritos, y 3. Genes reguladores, los que incluyen secuencias sin transcribir ( Li
2000, Lewin 1997, Cupples 2001).

A la alteracidn en la Informacién genética, se le conoce como mutacion, y suele producir un
cambio en las caracteristicas (fenotipo). Estas alteraciones suelen producirse por la exposicion
a determinados agentes mutagénicos —inducidas- o bien por errores durante los mecanismos
de replicacién o de reparacién del ADN -espontdneas-. Segun el tipo celular afectado, las
mutaciones pueden ser: somaticas o germinales. Estas se clasifican de acuerdo a la longitud de
la secuencia de DNA afectado por el evento mutacional y se pueden distinguir tres tipos
fundamentales de mutaciones. 1. Mutacién puntual o de un solo nucledtido. Por el tipo de
evento mutacional, estas pueden ser: a) sustituciones -reemplazo de un nucleétido por otro-,
si la base original, es una purina (A o G) y es remplazada por una pirimidina (T o C), este
cambio recibe el nombre de “transversion”, si el cambio es con una base del mismo tipo (una
purina por purina o pirimidina por pirimidina) se conoce como “transicion”. b) inserciones —
adiciéon de uno o mas nucledtidos a la secuencia-, c) recombinacién —intercambio genético o
crossing-over y la conversidén génica- d) deleciones —ausencia de uno o mas nucleétidos e)
inversiones —rotacién de 180° de un segmento de la doble cadena, de uno o mas pares de
bases. 2. Cromosdmicas que pueden ser: duplicaciones o deleciones totales o parciales y 3.
Gendmicas, donde se afectan todos los cromosomas - poliploidias (Li 2000, Cupples 2001).

Algunos genes son de cientos de pares de kilo bases (kb) de largo (de 1kb hasta de 51000kb).
Sin embargo, la alteracién de una sola base —Mutacidén puntual- puede ser suficiente para
cambiar la informacién genética, y derivar en la alteracién de la proteina producida, lo cual
puede alterar significativamente la funcién de la misma, esto se ha comprobado en el gen RAS,
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donde una mutacién puntual altera la hidrélisis que la inactiva, quedando permanentemente
activada, comprobado en ciertos tumores murinos. Un gen mutante que aparece en una
poblacién finita, eventualmente se perdera o se fijard en la poblacién. El tiempo promedio
para que suceda cualquiera de estas alternativas en una poblacidn se ha estudiado desde hace
varias décadas por varios cientificos, ya que tiene un valor practico en la genética poblacional,
sobre todo cuando se trata de la fijacion de genes (Alberts 2002, Cupples 2001, Kimura 1969).

Algunas de estas alteraciones genéticas se han asociado a anormalidades cromosdmicas
especificas, y a pesar que desde 1914 Boveri propuso que las anormalidades cromosdmicas
eran los factores que originaban el cancer, hasta la fecha alin se sabe muy poco de estas. Es a
partir de que Nowell y Hungerford, descubrieron el cromosoma Filadelfia en la Leucemia
mieloide crénica —el primer cambio cromosémico consistente en el cdncer humano- que se
soportd esta teoria en 1980°s y se demostré la importancia del rol de las anormalidades
cromosémicas en la iniciacion de la carcinogénesis y se ha llegado a determinar un gran
numero de aberraciones cromosdmicas en varios tumores, algunas incluso patognomanicas.
En todos los tipos de tumores se observan re-arreglos balanceados, los re-arreglos
cromosdmicos tipicos son inversiones, inserciones y las translocaciones; y es particularmente
en estas Ultimas, que se ha observado como consecuencia la fusidon de genes, demostrandose
gue estas alteraciones genéticas tienen un papel importante en las etapas iniciales de la
génesis tumoral. Estas alteraciones se caracterizan por la accién de sus efectos de dos
maneras: en primer lugar por la sobreexpresidon de un gen por su punto de ruptura; y segundo,
por la creacidn de un gen hibrido, quimérico, formado por la unién de dos genes en cada uno
de sus puntos de ruptura. Estos re-arreglos genéticos representan un papel importante y es
uno de los primeros pasos que se dan en el inicio de la carcinogénesis. Los genes involucrados
generalmente se correlacionan con fenotipos tumorales especificos por un lado, ademds de
que se ha comprobado que en los tratamientos tumorales exitosos, hay un decremento
importante en las quimeras genéticas. En modelos animales se ha probado que construyendo
estas mismas quimeras genéticas, se da origen a los mismos procesos neoplasicos en los que
fueron detectados en humanos. Y por ultimo, al silenciar el transcrito funcional in vitro, es
decir erradicando la quimera genética formada, se logra una acciéon inversa en la
tumorigenicidad, es decir, hay un decremento en la proliferacién y/o diferenciacién celular. Es
por esto que la deteccion de los re-arreglos cromosémicos estructurales es de gran
importancia, ya que los puntos de ruptura involucrados indican los genes relevantes con el
cancer (Alberts 2002, Alison 2001).

Asi se ha visto que la acumulacién de mutaciones en los genes que involucran el control del
crecimiento celular como los oncogenes y los genes supresores de tumor-, y los que controlan
la programacion de la muerte celular, y la reparacion de defectos, juegan un papel significativo
en el desarrollo de los tumores, cuando hay fallas en su funcionamiento normal en las etapas
tempranas. Otros genes involucrados en los tumores son los que afectan la regulacion de los
aspectos de diferenciacion celular, estabilidad gendmica, angiogénesis, invasion y metastasis.
Segun la revisién hecha por Mitelman en el 2007, se han detectado 337 genes diferentes en la
formacién de cancer, implicados en 358 fusiones de genes, siendo 328 fusiones genéticas las
detectadas en procesos malignos. Hasta el momento, las causas de estas anormalidades
contindan pobremente entendidas, si bien se ha demostrado que ciertas exposiciones
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ambientales y ocupacionales, asi como terapias con drogas cito-toxicas pueden inducir
aberraciones cromosémicas. Muchos de estos re-arreglos estan bien establecidos, como en el
caso de la leucemia mieloide aguda (LMA), hasta ahora el proceso neopldsico mds estudiado,
la cual presenta 267 re-arreglos, la leucemia linfobldstica aguda (LLA) presenta 155 re-arreglos.
De esta forma, se ha determinado que la desregularizacidon genética en un punto de ruptura
asociado a los linajes de linfocitos B y T, estan siempre presentes en las leucemias linfoides y
los linfomas. Por ejemplo, el linfoma de Burkitt, en el cual siempre se observa al menos una de
tres translocaciones: t(8;14) (q24;932), t(2;8) (p11;924), o t(8;22) (q24;q11). En las tres, el
punto de ruptura en el cromosoma 8 esta siempre junto o cercano al gen MYCy el otro punto
de ruptura siempre involucra un gen relacionado con inmunoglobulinas, codificando la cadena
pesada (IGH), o las cadenas ligeras kappa (IGK) o lambda (IGL) (Frohling 2008, Mitelman 2007,
Albertson 2003).

Sin embargo, las células tienen mecanismos que contrarrestan el dafio antes de que se
desarrolle el cancer, en estos se incluyen genes de reparacién de DNA, apoptosis y vigilancia
inmunoloégica. Los genes de reparacion editan la replicacién del DNA y reducen las tasas de
mutacion espontdnea. Los individuos con mutaciones hereditarias en los genes de reparacion
son susceptibles a cancer y la ausencia de estos genes hace que estos tumores sean resistentes
a algunas drogas anti-cancer. La funcion primaria de los genes de reparacién es la de identificar
y corregir los errores en la replicacion del DNA que se escapan a la correccidon del complejo de
replicacion. Los genes de reparacion previenen las mutaciones espontdneas, las células
defectuosas pueden acumular tasas de mutaciones cientos de veces mas altas que lo normal
(Karran 2001).

2.2.1 Oncogenes

El concepto de que los genes pueden ocasionar cancer, deriva de los experimentos, donde se
infectaron animales con ciertos virus (como los retrovirus) y estos desarrollaban cancer
rapidamente. Por lo que se predijo que estos virus contenian genes que se denominaron
“oncogenes” que ocasionaban que las células normales se volvieran células tumorales. Afios de
estudios en las caracteristicas moleculares de los retrovirus de pollos y ratones confirmaron
esta suposiciéon y se aislaron y caracterizados una gran variedad de oncogenes.
Sorprendentemente los oncogenes tienen un origen celular y no viral. Es decir los retrovirus
oncogénicos han adquirido (o traducido) ciertos genes celulares y los han incorporado a sus
genomas. La contraparte de los oncogenes en las células normales se conoce como “proto-
oncogenes”. Estos codifican proteinas que participan en una o mas vias de sefializacion de
transduccion. Estas vias de sefializacién regulan proliferacion y maduracion celular. Debido a
su rol central en el ciclo de vida celular, los proto-oncogenes se han conservado durante la
evolucidn y varian muy poco desde las levaduras hasta el hombre.

Se han identificado una gran cantidad de oncogenes y su niUmero se espera que se incremente
conforme siguen avanzando los analisis genéticos de las neoplasias. Generalmente los genes se
denominan utilizando una nomenclatura de tres letras, que estan relacionadas con el virus del
que se identificaron por primera vez. Por ejemplo el proto-oncogen MYC se origind de un
aislado del virus de mielocitomatosis aviar y ERB A y ERB B se aislaron del virus de
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eritoblastosis aviar. El oncogen viral es usualmente precedido de una v, como en v-Myc para
distinguirlo de su protooncogen relacionado (que generalmente es precedido por una c para
celular como en c¢-MYC). Es importante recordar que no es el gen, sino la proteina que
codifica, la que permite la transformacion celular. Las proteinas que son codificadas por los
oncogenes se conocen como oncoproteinas, en la tabla 1, se muestran varios oncogenes
conocidos.

Las vias de transduccién, necesitan de una seiial o estimulo extracelular para activar el nucleo
via una cascada de mensajeros. La mayoria de los mensajeros moleculares extracelulares
(generalmente factores de crecimiento) son proteinas solubles o polipéptidos, aunque se han
identificado otras moléculas importantes de otras clases, como son iones y lipidos.
Adicionalmente a los factores solubles, los constituyentes de la matriz extracelular juegan un
papel importante en la sefializacion. Las moléculas extracelulares se unen a los receptores
celulares que unen la membrana celular y conducen la sefal, llamadas cinasas (enzimas
encargadas de unir un atomo de fosfato a otras proteinas). Estos mensajeros proteicos se
encuentran normalmente en un estado inactivo o, activo pero regulado. Muchos de estos
mensajeros pueden ser activados por fosforilacion y una vez activados, interactian con el
siguiente mensajero en la cascada, pasando por la activacidon de estos hasta que el mensaje
llegue al nucleo. Hay dos grupos de cinasas que son importantes en la transformacion en
neoplasias es la fosforilacién del aminodcido tirosina (tirosin cinasa) y serina-treonina
(serin/treonina cinasa) que ocurren en proteinas. El cambio en la desfosforilacién regresa a las
proteinas a un estado inactivo, y en células normales, la transduccion de la seial es
cuidadosamente regulada en una matriz de vias reguladoras sobrepuestas.

Una de las vias de transduccién mejor caracterizadas envuelve a las proteinas Ras. La via de
sefializacion de las proteinas Ras comienza cuando el factor de crecimiento se une a un
receptor especifico en la superficie celular. Esta sefal, induce al receptor a formar un dimero, y
una vez dimerizado, el receptor se autofosforila e induce un cambio conformacional. Como
resultado de este cambio conformacional, el receptor puede interactuar con un puente
formado por un complejo de proteinas, que transfieren la activaciéon de las proteinas ras
localizadas en la superficie citoplasmatica de la membrana celular. Normalmente, las proteinas
ras estdn inactivas y se encuentran unidas a una guanosin-difosfato (GDP). Cuando las
proteinas Ras son estimuladas, se cambia la GDP por una guanosin tri-fosfato GTP y entonces
se activa. Las proteinas Ras son reguladas negativamente por GAP (proteina activadora de
GTPasa), una proteina que induce la hidrélisis del complejo-ras GTP a GDP. Las proteinas Ras
atraen a la cinasa treonin-cinasa denominada Raf, por la parte interna de la membrana celular
donde raf se fosforila por la accién por unas cinasas asociadas a la membrana. El Raf activado
fosforila a la cinasa de la proteina activadora del mitégeno (MAP), y esta cinasa migra al
nucleo, donde estimulan la sintesis de factores de transcripcion nucleares como el Myc. Estos
factores de transcripcidn estimulan la expresion de genes que ocasionan que la células entren
al ciclo celular y se dividan, o que alteren su diferenciacion o patrones de sintesis.
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Categorias de Oncogenes

México, 2011

Categoria Protooncogen
Factores de crecimiento F.C. derivado plaquetas sis
(cadena B)
F.C. de fibroblastos int2
Receptores de factor de Receptor EGF erbB
Crecimiento Receptor parecido EGF erbB2
Receptor CSF1 fms
Receptor de Angiotensina mas
Traductor de sefial Proteina unida a GTP ras
Intracelular Asociado a membrana src
Citosélico abl
Citosélico raf
Citosolico mos
Proteinas Reguladoras Factor de transcripcién myc
Nucleares Factor de transcripcion myb
Factor de transcripcién fos
Factor de transcripcion jun
Reguladoras del Ciclo Ciclinas ciclina D
Celular Cinasas dependientes de CDK4
ciclinas
Citosélico raf
Citosolico mos

Tabla 1. Se muestra una clasificacién de los protooncogenes mas conocidos, de acuerdo a su
funcién celular.

Conversion de Protooncogenes a Oncogenes

Los protooncogenes se pueden convertir a oncogenes por alguno de estos dos mecanismos:
alteracion de la expresion del gen o por la alteracion de la estructura del gen.

1. Alteracion de la Expresion del Gen

La expresion génica puede ser alterada via la amplificacidon génica, por insercion del promotor
y/o por translocacion del gen. Cada uno de estos mecanismos puede ocasionar falla en la
regulaciéon de la sintesis de proteinas oncogénicas normales. Estas proteinas funcionan
estimulando la proliferacidn celular, asi su sobre-expresion puede ocasionar una fatal pérdida
de la homeostasis celular.

Por razones que aun no estan bien comprendidas, las células tumorales generalmente
contienen una cantidad excesiva de DNA localizado replicado, lo que puede resultar en la
formacién de multiples copias (de ahi el termino de amplificacion génica) del mismo gen o
genes. Los genes duplicados (o amplicones) se pueden encontrar en pequefias estructuras
parecidas a cromosomas, que se conocen como minutos dobles (traduccién literal de double
minutes) o pueden formar estructuras concatenadas dentro de un cromosoma, que pueden
ser identificadas como regiones tefiidas homogeneamente (HSRs por sus siglas en inglés). Las
HSRs son porciones de los cromosomas que carecen de las caracteristicas del patrén de
bandeo normal encontrado en los cromosomas. En general la amplificacién génica conduce a
la sobreproduccidn de productos codificados por los genes en el amplicén.
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Cuando ciertos retrovirus insertan su genoma en el DNA celular, los elementos reguladores
gue normalmente regulan la expresidn génica viral pueden afectar también la expresidn de los
genes de las células vecinas. Los virus y las células tienen dos tipos de elementos reguladores,
los promotores y los potenciadores. Ambos elementos estimulan la expresiéon génica, pero
difieren en sus atributos funcionales. Los promotores estimulan los genes adyacentes, pero
deben estar correctamente orientados (rio arriba de los genes) para facilitar la expresién. Los
potenciadores estimulan la actividad de los promotores, pero a diferencia de los promotores,
tienen la capacidad de estimular la transcripcién independientemente de su orientacidn. En
general los potenciadores y promotores virales son mas potentes que su contraparte celular,
por lo que pueden incrementar mas significativamente y alterar la expresidén génica celular. La
mayoria de las veces, la insercidén del genoma viral afecta la regulacién de la expresion génica,
no la estructura o funcidn de los genes afectados.

2. Alteracidn de la Estructura del Gen (Funcional)

Los proto-oncogenes pueden ser transformados en oncogenes por dafio a su estructura. Las
alteraciones estructurales pueden ocurrir por la mutacidon de nucleétidos individuales o por
alteraciones que pueden ocurrir durante eventos genéticos globales. La expresion génica
puede ser alterada por cambios espontdneos o inducidos por carcindgenos, que originen
cambios estructurales en los cromosomas, como inserciones, deleciones o traslocaciones. Las
traslocaciones cromosdmicas resultan del movimiento de una parte de un cromosoma a otro,
o porciones que pueden ser intercambiadas entre cromosomas en eventos de traslocaciones
reciprocas. Este proceso puede ocasionar la pérdida de la regulacidn de la trascripcidon por
cambios en las posiciones de los promotores y los protooncogenes, por yuxtaposiciones
cercanas activas. Un ejemplo de esto ocurre tanto en humanos como en ratones: los
protooncogenes C-MYC se sobreexpresan en el linfoma de células B debido a una traslocacion
de una parte activa celular del promotor del gen de la inmunoglobulina a otro cromosoma que
contiene C-MYC. Como consecuencia el gen MYC, uno de los oncogenes mas estudiados, se
expresa constitutivamente en los genes que regulan la expresion de las inmunoglobulinas.

El dafio a los nucledtidos individuales (mutaciones puntuales) son los cambios estructurales
mas comunes derivados de los protooncogenes. Los quimicos carcinogénicos y algunas formas
de radiacién, ocasionan dafo por este mecanismo. La mutacién de un solo nucleétido puede
derivar en la incorporacidn de un aminoacido diferente a una proteina, y si se encuentra
localizada apropiadamente, puede alterar significativamente la funcidon de la actividad de la
misma. Por ejemplo, una mutacién puntual en el gen RAS se puede detectar en ciertos
tumores murinos. Normalmente la hidrélisis de GTP a GDP inactiva RAS, pero una mutacién
puntual puede alterar a la proteina Ras de tal forma que sea incapaz de interactuar con GAP y
permanezca siempre activada. Como consecuencia, las seiales proliferativas que emanan del
procedimiento llevado a cabo por RAS permanecerdn sin chequeo.

En algunas circunstancias las funciones de los protooncogenes, se alteran por traslocacion
cromosdmica. Un ejemplo de cancer que se ha estudiado originado a partir de una
translocacion cromosémica es la Leucemia pro-mielocitica aguda (LPM), por traslocacion de
t(15;17). Esta translocacidn origina que los blastos en la LPM expresen una proteina derivada
de la fusidon de un factor putativo de trascripcion. Y otro ejemplo bien caracterizado de este
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proceso ocurre en la traslocacion distintiva que produce el cromosoma Filadelfia (t9;22)
(g34;911) encontrado en muchos casos de la leucemia mielogénica crénica (LCM), que se
presenta en adultos. En esta traslocacion reciproca, un fragmento del protooncogen (c-ABL) se
mueve a un sitio dentro del gen de otro cromosoma, denominado “regién de unién del punto
de quiebra” (bcr por sus siglas en inglés). Esta fusidon de genes, origina un gen hibrido anormal
que codifica para el RNA mensajero que contiene informacién para ambos genes. Cuando se
traduce el mensajero da como resultado una proteina hibrida, denominada “proteina de
fusién”, siendo esta una oncoproteina activa.

Clasificacién de Oncogenes

Los oncogenes se pueden agrupar en cinco categorias basados en el tipo de oncoproteinas que
codifican. Estas categorias incluyen: 1.factores de crecimiento, 2.receptores de factores de
crecimiento, 3.traductores de sefial intracelular, 4.proteinas reguladoras nucleares (factores de
transcripcién) y 5.ciclinas.

1. Los protooncogenes de factores de crecimiento, codifican proteinas que pueden ocasionar
la transformacion de las células estimulando los receptores de membrana de los factores de
crecimiento. En estas circunstancias la oncoproteina tiene una secuencia de aminodcidos
normales, pero es producida en cantidades anormales no reguladas. Las formas mutantes del
factor de crecimiento también ocurren, y pueden estimular de manera inapropiada los
receptores y unirse a ellos de forma inapropiada.

2. Los oncogenes pueden codificar receptores de los factores de crecimiento. Un receptor de
factor de crecimiento tipico tiene tres componentes: un factor de crecimiento extracelular
unido a un dominio, un segmento transmembranoso y un dominio citoplasmatico con
actividad de cinasa. El oncogen que codifica al receptor del factor de crecimiento como ERB-B,
se encuentra generalmente truncado en una forma no mayor que una porcién del receptor
extracelular de la proteina normal. Este receptor anormal, no requiere de la unién del factor
de crecimiento para ser estimulado y permanece constitutivamente activado.

3. Traductores de sefial intracelular. Estos se localizan en el citosol (Abl, Raf) o asociados a
membrana (Ras, Src) tipicamente estas moléculas son cinasas. Mutaciones puntuales o
alteraciones estructurales mas grandes, pueden alterar a estas proteinas dejandolas
permanentemente activadas, produciendo un nivel de actividad que origina una proliferacion
celular descontrolada.

4. Los factores de transcripcion son proteinas nucleares que regulan la expresidon génica. Se
encuentran unidos a sitios especificos del DNA, solos o en un complejo con otras proteinas que
faciliten la expresion de los genes. Las oncoproteinas codificadas por MYC, JUN y FOS son
factores de transcripcion que estimulan la expresiéon de genes que son necesarios para la
division celular. Los niveles anormales de expresion o mutacién que altere la funcidén de estas
proteinas, compromete el control del crecimiento celular.

5. Las ciclinas son una serie de proteinas que regulan con precision el movimiento a través del
ciclo celular. Las ciclinas individuales se expresan por breves intervalos y en puntos exactos en
el ciclo celular. Las ciclinas interactlan y activan enzimas, llamadas “cinasas dependientes de
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ciclinas” (Cdk). Las Cdk, en turno, activan proteinas que son esenciales para la progresidn a
través del ciclo celular. La disrupcién en el funcionamiento de las ciclinas origina la pérdida de
la regulacién del control de la replicacién celular. Varios tipos de tumores en el humano se han
descrito con mutaciones en los genes que codifican ciclinas o cinasas dependientes de ciclinas.

2.2.2 Genes supresores de tumor

Los genes supresores de tumor juegan un rol critico en el control del crecimiento de las células
normales. Sirven como frenos para la replicacién celular. Cuando los genes supresores de
tumor estan inactivos, las células pierden el control de la regulacion celular. Una simple copia
intacta de un gen supresor del tumor es suficiente para mantener el control de la proliferacién
celular. Cuando ambos alelos se pierden o se dafian, la célula afectada corre un gran riesgo de
sufrir una transformacion cancerosa.

Para entender la relevancia de la supresion de los genes supresores de tumor en la génesis
tumoral, es necesario hacer una revisién del ciclo celular normal y como difiere en una célula
tumoral.

El ciclo celular consiste de una serie de eventos bioquimicos periddicos temporales especificos
gue preparan a la célula para la divisién. Posterior a la mitosis, una célula puede seguir dos
rutas, salir del ciclo celular y entrar en un estado quiescente (fase GO0), o continuar
proliferando. En la mayoria de los casos, las células en GO pueden regresar al ciclo celular
cuando sea necesario por la interaccion de uno o varios factores de crecimiento. La primera
fase de crecimiento en el ciclo celular se denomina G1, para unir el tiempo entre la mitosis y la
siguiente ronda de sintesis de DNA. La duracidn de esta fase en el ciclo celular es mas variable
en duracion que el resto de las fases, encontrandose un rango de entre 6 a 12 horas. Durante
esta fase del ciclo celular, se sintetizan RNA y proteinas, pero no se forma DNA. La sintesis del
DNA ocurre durante la fase de S, cuando el contenido de DNA de la célula aumenta de diploide
a tetraploide, La duracién de la fase S es seguida de la fase G2, una pausa de 3 a 4 horas que
preceden a la mitosis. Durante la fase G2, la célula tiene dos juegos completos de cromosomas
diploides. Mitosis o la fase M, no se lleva mds de una hora para completarse en el ciclo celular
normal.

La habilidad de las células para restringir o disminuir su movimiento en el ciclo celular, esta
regulada. Esto se puede observar cuando células normales en un cultivo celular después de
ser irradiadas, sufren dafio genético. Las células irradiadas en las etapas tempranas del ciclo
celular, responden deteniéndose antes de progresar a la fase S. Esta pausa en el ciclo celular se
denomina “punto de control o checkpoint G1/S”. Durante esta pausa, el DNA que pudo haber
sido dafiado por las radiaciones, puede ser reparado antes de que las mutaciones se pasen al
genoma de las células hijas. Sin embargo en las células que los genes supresores de tumor
estan ausentes o no estan funcionando adecuadamente, el dafio genético se deja sin reparary
generalmente origina inestabilidad genética y hay eventos oncogénicos adicionales. Existe otro
punto de control similar entre G2 y la fase M del ciclo celular.

De los genes supresores de tumor, los mejor caracterizados son P53 y el gen del
retinoblastoma (Rb). Ambos genes codifican para fosfo-nucleo-proteinas que regulan la
progresion a través del ciclo celular. Cuando la proteina Rb se encuentra en su forma no-
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fosforilada, inhibe que la célula entre a la fase S del ciclo celular, uniéndose a factores de
transcripcién que estimulan a los genes promotores de crecimiento. Cuando la célula es
estimulada a dividirse, la proteina Rb se fosforila, ocasionando que libere al factor de
transcripcidn que se encontraba secuestrado, permitiendo que la célula entre a la fase S. Una
vez que se realizd la fase S, la proteina Rb se desfosforila nuevamente, y otra vez se une al
factor de transcripcidon e inhibe volver a entrar en la fase S. En las células tumorales, la
habilidad de la proteina Rb para unirse a factores de transcripcidn se rompe y se elimina este
punto de control.

El gen P53 codifica para una fosfo-proteina nuclear que puede regular el movimiento de la
célula a través del ciclo celular. A pesar de que esta fosfoproteina no se encuentra involucrada
en la regulacién del ciclo celular normal, esta juega un papel muy importante en las células que
han sufrido dafio genético. A través de mecanismos que aun no estan bien definidos, P53
puede detectar cuando una célula ha sufrido dafio en el material genético debido a luz U.V,,
irradiacién o agentes quimico carcinogénicos y entonces arresta a la célula antes de entrar a la
fase S de la fase G1 para darle tiempo para reparar el dafio celular al DNA. También induce la
reparacion de enzimas del DNA para ayudar en la eliminacidon de mutaciones. Si el dafio al DNA
es demasiado o excesivo, P53 puede promover que la célula entre en apoptosis.

A pesar de que normalmente P53 es una proteina de tiempo de vida corto, después de sufrir
dafio genético, se modifica de forma que causa que se incremente el tiempo de vida de esta
proteina, se acumula en el ndcleo y activa la transcripcién de genes que inhiben
especificamente a la cinasas-ciclino-dependientes y previene la fosforilacion de la proteina Rb
originando el arresto del ciclo celular. Otros efectos incluyen la expresion de genes
involucrados en la reparacion del DNA o en apoptosis. La células que llevan genes P53 mutados
o células infectadas con virus DNA oncogénicos, alteran el funcionamiento de P53 y no
permiten que se arreste el ciclo celular antes de entrar a fase S y es menos probable que se
induzca la apoptosis. Las células afectadas pueden continuar replicdndose con el DNA dafado,
y aquellas que no habian desarrollado cambios genéticos letales, corren el riesgo de adquirir
mas mutaciones o dafio genético propiciando la transformacién neoplasica.

Las regulaciones aberrantes afectan varios aspectos de la historia natural del crecimiento de
tumores, incluyendo el crecimiento y diferenciacidon celular en tumores y su conversion
maligna, asi como la progresion del tumor y la formacion del estroma.

2.2.3 Apoptosis y P53.

Los genes que controlan la programacion de la muerte celular, pueden jugar un papel muy
significativo en el desarrollo de los tumores, cuando hay fallas en su funcionamiento normal.
Las células son miembros de una comunidad altamente organizada, por lo que el nimero de
células que la forman esta firmemente regulado, no solo por mecanismos de divisidn celular,
sino por mecanismos de control de muerte celular. Si las células no se necesitan mas, se
“suicidan”, activando mecanismos intracelulares de muerte programada. Por lo que el proceso
se denomina Muerte celular programada, y de estos procesos el mds conocido es la apoptosis.
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La apoptosis es mediada por Cascada Proteolitica Intracelular

Una célula que muere por apoptosis, lo hace de manera limpia y ordenada, sin dafiar a las
células vecinas. Esta célula se encoje y condensa. El cito-esqueleto se colapsa y la membrana
nuclear desaparece, y el DNA nuclear se rompe en fragmentos. Lo mas importante es quiz3,
que la superficie de la célula se altera, desplegando mecanismos que ocasionen que la célula
sea rapidamente fagocitada por las células vecinas, o por macréfagos (células especializadas en
actividades fagociticas).

En casi todas las células de los tejidos de mamiferos, la proteina P53 estd presente para
garantizar que las células mantengan el orden interno.

Si P53 recibe informacién acerca de desorden metabdlico o dafio genético en una célula,
arresta el ciclo celular, para impedir que la célula continlde con su ciclo de crecimiento y
division, y al mismo tiempo, orquesta la respuesta localizada en la célula para facilitar la
reparacion del dafio. Si P53 aprende que el desajuste metabdlico o el dafio al genoma son muy
severos, para poder ser curados, decide emitir sefiales que despierten el mecanismo normal
celular de suicidio programado o apoptosis. La consecuencia de esto es una muerte celular
rapida. Esto resulta en la eliminacion de la célula, que de otra manera podria poner en riesgo
la salud y sobrevivencia del organismo, si continuara creciendo y dividiéndose.

La apoptosis consiste de una serie de cambios celulares especificos en el funcionamiento, que
garantizan la desaparicion de la célula, de una manera limpia y ordenada, a veces hasta en una
hora de que el proceso fue activado. La presencia continua de mecanismos latentes pero
intactos de la maquinaria de apoptosis, representa una amenaza latente para una célula
cancerosa incipiente, puesto que su mecanismo esta hecho para eliminar a las células que se
encuentran en camino de volverse neoplasicas. Esto explica el por qué, el funcionamiento de
P53 debe ser desactivado antes de iniciar la clonacidn de células pre-malignas, para que estas
puedan estabilizarse y enraizarse en un tejido.

Cierto tipo de células linfoides tumorales sirve de ejemplo para demostrar la importancia de
los genes en el control de la apoptosis. Estos tumores se caracterizan por la expresidon
aumentada de un gen, el BCL-2, que bloquea la apoptosis. BCL -2 es s6lo uno de los genes de
una familia de genes que participan en la regulacién de la apoptosis. La habilidad de las
oncoproteinas como BCL-2 de bloquear las rutas de muerte celular, le dan a las células la
propiedad de poderse mantener, a pesar del dafio genético, y escapar de los mecanismos, que
estimularian a una célula normal a inducir una muerte programada. De esta manera, los
linfocitos que tienen un ciclo normal, con un tiempo de vida definido, cuando son neoplasicos
por sobre-expresion de BCL2 persisten y lentamente forman masas linfoides.
Consecuentemente las células eluden la apoptosis y pueden multiplicarse, lo que ocasiona que
corran riesgo de acumular mas dafios en el material genético, lo que puede potencializar su
malignidad.
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2.3 Factores Etioldgicos Asociados
2.3.1 Virus

Los virus se han reconocido desde hace mucho tiempo como agentes de neoplasias en los
animales domésticos, y hay estudios que los vinculan también a neoplasias en fauna silvestre.
Los virus oncogénicos representan un amplio grupo de virus, que pueden ser virus DNA y RNA.

Algunos factores virales que inducen transformacién neoplasica pueden ser:

1) Unasimple particula viral se necesita para infectar a una célula.

2) Todo o parte del genoma viral persiste en la célula transformada pero no siempre
produce progenie infectiva.

3) Porlo menos una parte del genoma viral se expresa.

4) La transformacién resulta de la corrupcion de los mecanismos de crecimiento normal
de la célula normal.

5) La reversidn de la transformacién se puede realizar con la interferencia especifica de
efectores moleculares virales.

Todos los virus RNA que causan neoplasias son retrovirus, pero sélo algunos miembros de la

familia de los retrovirus son oncogénicos. La mayoria de los retrovirus oncogénicos se
clasifican como Retrovirus tipo C de los mamiferos. Los retrovirus tienen un ciclo de vida
comun, todos tienen un genoma de RNA que se transcribe via la enzima transcriptasa reversa
en una cadena doble de DNa del provirus. Como parte obligada del ciclo de vida del virus, el
provirus del DNA se integra, generalmente al azar, en el genoma de la célula infectada. Hay
tres genes retrovirales mayores, gag, poly env. El gen gag codifica para las proteinas de la
capside. El gen pol codifica para la enzima transcriptasa reversa. Y el gen env codifica para las
proteinas de la envoltura. Los genes virales se expresan mediante el control de promotores
especificos. Los genes retrovirales de expresion se encuentran mediante el control de
reguladores de transcripcién virales, que se denominan LTR’s (long terminal repeats) o
repetidores largos terminales, que flanquean el final del genoma (rio arriba 5" y rio abajo 3°).
Estas regiones reguladoras, determinan el tejido donde se replica el virus, el grado de afeccion
y la patogenicidad de diferentes cepas virales.

La capacidad oncogénica de los retrovirus es facilitada por varias caracteristicas de su ciclo de
vida: 1) la infeccion no es citolitica, lo que permite que la célula sobreviva y adquiera
alteraciones genéticas que le seran necesarias para su transformacion; 2) la integracion del
dafio del provirus a la integridad del genoma del hospedero, 3) los provirus integrados pueden
adquirir genes celulares intactos o dafiados, generalmente a expensas de porciones de los
genes virales, incorporando las porciones de genoma celular al genoma del virus, 4) la funcidn
de los genes celulares pueden verse afectados por los retrovirus.

Los retrovirus oncogénicos pueden producir tumores por lo menos por dos mecanismos, y los
virus se dividen en familias, basadas en como infectan a las células para convertirlas en
neoplasicas.

Los retrovirus de traduccion son capaces de transformar a las células infectadas de manera
eficiente y rdpida. Estos virus derivan de una rara recombinacién del DNA proviral y el material
genético del hospedero. Tienen un genoma hibrido compuesto de porciones del genoma viral,
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con la adicién de un oncogén celular traducido (v-onc). La mayoria de los virus han perdido
parte del genoma viral durante la incorporacién del oncogén, y como resultado, la mayoria de
estos virus no se pueden replicar por ellos mismos.

Un segundo grupo de retrovirus oncogénicos se designan retrovirus de activacion cis-. Estos
virus no contienen un oncogén. Durante la integracién proviral de estos virus pueden insertar
de sus elementos de la regidén LTR, un poderoso regulador de transcripcion viral, cerca de los
oncogénes celulares y activarlos en un proceso que se denomina insercién y cis-activacion. Los
tumores producidos por los retrovirus de cis-activacién se desarrollan en un periodo mucho
mayor, comparado con aquellos que se desarrollan de los virus de traduccién.

Hay varias familias de virus DNA oncogénicos, incluyendo los herpesvirus, papovavirus
(incluyendo los papilomavirus y los poliomavirus), los adenovirus, hepadnavirus y poxvirus. Hay
varias caracteristicas comunes entre los diversos grupos de virus DNA oncogénicos. Los genes
de los virus DNA involucrados en la oncogénesis son esenciales para el ciclo de vida normal de
los virus.

En el ciclo de vida normal de virus DNA que ha infectado a una célula permisiva (una que
soporta la replicacion viral completa), los genes se expresan desde las etapas tempranas, hasta
las etapas tardias de la infeccidon. Los genes de las etapas tempranas generalmente son
responsables de subvertir el control de la célula para permitir la replicacidn viral. Algunos de
estos genes codifican para proteinas multifuncionales que interactian con los genes celulares
y son responsables de bloquear las vias de apoptosis o de afectar la regulacién de los
mecanismos de replicacion celular. Una vez que la progenie viral ha madurado, las células
afectadas se lisan, y las particulas virales se liberan como resultado de la expresién de los
genes tardios. Dado que las células infectadas se destruyen como parte del ciclo de vida viral,
esto imposibilita la posibilidad de transformacion de las células. En los casos poco comunes de
infecciones aberrantes de células permisivas o de infecciones a células no permisivas o semi-
permisivas, generalmente solo una parte del ciclo de vida viral se completa, y la progenie
celular es no-viral. En estas circunstancias, una parte del genoma viral, se integra al DNA
celular. Si la porcidn que se integré contiene genes tempranos, las proteinas codificadas
pueden ocasionar que se pierda el control del crecimiento celular. Hay varios virus DNA, cuyos
genes tempranos codifican para proteinas celulares como Rb y p53, que estan involucradas en
la regulacién del ciclo celular y la apoptosis. Y puesto que no se expresan los genes tardios,
estas células no se lisan, por lo que pueden sobrevivir, ocasionando un alto riesgo de
desarrollar células neoplasicas.

En humanos se han descrito varias cepas de papilomavirus asociados a neoplasias epiteliales
malignas, como el Carcinoma de Células Escamosas.

2.3.2 Quimicos

Hay una gran variedad de quimicos que se mencionan pueden ser responsables de una gran
proporcién de los vastos factores que originan al cancer. Algunos de estos agentes son:
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1) Hidrocarbonos policiclicos aromaticos.

2) Nitrosaminas, que se pueden formar de novo en el estémago a partir de ciertas
fuentes alimentarias

3) Aminas aromaticasy colorantes azo.

4) Formaldehido.

5) Una amplia variedad de compuestos naturales, se ha demostrado efecto
carcinogénicos, como las micotoxinas. La Aflatoxina B1 es un contaminante de cereales
como el trigo y los cacahuates.

De hecho se considera que existen mds de 50,000 productos quimicos de uso frecuente en la
industria en general y de estos alrededor del 4% se tiene informacidon de consecuencias por
exposicioén, y de estos productos conocidos alrededor del 60% tienen probados efectos toxicos,
muchos de ellos cancerigenos. Lo que indica que existe una gran cantidad de agentes
desconocidos que requieren de estudios posteriores, como el papel de los contaminantes
ambientales en el desarrollo del cancer.

El proceso de carcinogénesis se puede dividir en dos fases principales: Iniciacién y promocion.
Las células iniciadas tienen gran posibilidad de volverse malignas, pero la iniciacion por si
misma es insuficiente para producir un tumor. Generalmente una breve exposicion a un
iniciador, no es suficiente para desarrollar mutaciones entre los quimicos y los nucledtidos del
DNA. La iniciacion se da en dos pasos: Seguido del dafio genético inicial y una replicacién, se
requiere de una fijacién de la mutacion en los genes del cambio permanente.

Los Quimicos que sirven como iniciadores son reactivos altamente electréfilos, moléculas que
forman enlaces covalentes con blancos ricos en electrones (nucledtidos) como el DNA, el RNA
y las proteinas. Por lo tanto la mayoria de los iniciadores quimicos son mutagénicos.

2.3.3 Radiaciones
Las radiaciones se pueden dividir en dos grandes categorias:

La primera son las radiaciones ionizantes, producidas por diferentes isotipos que emiten rayos
gamma o particulas radiadas (particulas alfa y beta) y la segunda categoria son las radiaciones
ultravioleta (UV).

Las radiaciones ionizantes pueden dafiar el DNA de dos maneras: El dafio directo al DNA ocurre
al interactuar las radiaciones ionizantes con las moléculas del DNA y se alteran las bases
individuales o se induce el rompimiento de la cadena de DNA. El dafo indirecto al DNA ocurre
de las radiaciones al agua celular y la subsecuente transferencia de energia del agua al DNA.

Las radiaciones ionizantes han demostrado producir una gran variedad de neoplasias en los
perros. Las radiaciones gamma en perros jovenes incrementan el riesgo a tumores
mesenquimales y epiteliales en la vida adulta. El plutonio 239 inhalado se ha demostrado que
induce neoplasias pulmonares en perros.

La radiacion UV puede dafar a las células de la piel mediante la formacién de dimeros en el
ADN entre residuos de pirimidina adyacentes y puede originar mutaciones que se van
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acumulando con el tiempo. La célula puede responder a este dafio reparando el ADN para
evitar mutaciones dafinas o, si el cambio es demasiado grande, induciendo la apoptosis para
eliminar la célula potencialmente cancerosa. Ademads, la radiacion UV parece disminuir las
funciones del sistema inmunoldgico en la piel, creando un ambiente favorable para el
desarrollo y crecimiento de tumores. Los individuos inmunodeprimidos tienen un mayor riesgo
de desarrollar cancer de piel no meldnico, (carcinomas de células escamosas, epiteliomas
basocelulares, tumores cutaneos asociados a virus y queratoacantomas), en piel expuesta a la
radiacion solar.

El mecanismo de accién de la radiacién UV estd relacionado con la pérdida de la capacidad de
las células epidérmicas para controlar la proliferacion celular.

2.4 Cancer Familiar

De todos los tipos de cancer conocidos, solo una pequeia parte de estos, del 1 al 6% tienen
caracter familiar o hereditario, esto es debido a que las alteraciones presentes en el genoma
del individuo, pueden pasar a su progenie. Para determinar el caracter familiar de un tumor, es
necesario realizar una investigaciéon precisa de la historia de la familia, la correcta
identificacion de los miembros afectados, ya que la presentacion del cancer es consecuencia
de mutaciones germinales en genes concretos que incrementan la susceptibilidad a padecer
cancer. Esta susceptibilidad se transmite entre los miembros de la familia de acuerdo a
distintos patrones de herencia, identificando estas mutaciones en los miembros de la familia,
el cancer se puede prevenir precozmente y prevenir la presentacion del tumor. (CNIO 2008)

Es importante recalcar que se hereda la susceptibilidad a padecer cancer, lo que no implica la
certeza de desarrollarlo en todos los casos. En cuanto a los modelos de herencia, segun el tipo
de cromosoma, la herencia puede ser autosémica, cuando afecta a los autosomas o
cromosomas no sexuales, o bien sexual, cuando afecta a alguno de los cromosomas sexuales
(como la ligada al cromosoma X). En cuanto al tipo de transmisién existen: la herencia
dominante y la herencia recesiva. En la herencia dominante, la existencia de un solo alelo
mutado seria suficiente para producir la enfermedad (ej.: poliposis adenomatosa familiar por
mutaciones en el gen APC). La herencia recesiva se caracteriza por la necesidad de tener las
dos copias alélicas de un gen alteradas para que se manifieste la enfermedad (ej.: anemia de
Fanconi por mutaciones en el gen FANCA). La herencia ligada al sexo también puede ser
dominante o recesiva, aunque la mds comun es la herencia recesiva. La herencia ligada al
cromosoma Y es mas infrecuente que la ligada al cromosoma X por el nimero de genes que se
encuentran en este cromosoma. En la herencia ligada al cromosoma X, todos los hombres
portadores seran afectados, mientras que las mujeres seran portadoras como en el sindrome
de Duncan por mutaciones en SH2D1A (CNIO 2008).

En cuanto a patrones de herencia atipicos, el mosaicismo genético es una condicién inusual
que se produce cuando se manifiesta una mutacién en una célula somatica durante el
desarrollo embrionario (ej.: neurofibromatosis tipo 1 por mutaciones en NF1). Otro patrén
atipico de herencia lo constituye el fenédmeno de 'imprinting' o impronta (materno o paterno)
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en el que hay una expresién génica diferencial dependiendo del origen del alelo. Se produce
cuando hay una inactivacién temprana de uno de los alelos (ej.: paraganglioma familiar por
mutaciones en SDHD).

Los casos estudiados de Cancer familiar, pueden ser de tipo multiple, es decir de distintos tipos
de cancer, como en el sindrome Li-Fraumeni, o bien con el mismo tipo de cancer, que van
apareciendo en las generaciones y a edades tempranas, y que cuando se ven afectados
drganos pares, generalmente son presentaciones bilaterales como en el caso de cancer de
mama/ovario.

En los ultimos afios se han identificado alrededor de 40 genes implicados en varios sindromes
de predisposiciéon hereditaria al cancer y se han desarrollado técnicas para su estudio y
caracterizacién de sus mutaciones. Actualmente se consideran varios tipos de cancer como
enfermedades hereditarias o familiares, como el linfoma de Burkitt, la leucemia mieloide
crénica, el cancer colorrectal, cancer de prdstata, cdncer de mama, cancer de pulmdn de
células pequefas, cancer de pdncreas, retinoblastoma entre muchos otros descritos
principalmente en humanos.

En familias con cancer hereditario es comun observar varios casos de cancer, habitualmente el
mismo tipo de cancer, que van apareciendo en una generacién y en la siguiente, que ocurren a
edades tempranas (en los sindromes mas comunes, mama/ovario en mujeres y cancer
colorrectal, la edad de presentacién es alrededor de los 40 y 50 afios), y cuando afecta a
drganos pares, la presentacion tiende a ser bilateral (mamas rifiones, etc.). Son familias en las
qgue también aparecen individuos que han tenido mas de un tumor primario, o que ademas del
cancer presentan defectos del desarrollo. Sin embargo estas presentaciones son poco
frecuentes en humanos y mds aun en veterinaria, principalmente debido al hecho de que es
necesario realizar un rastreo de la presentacion en varias generaciones de la familia.

2.5. Cancer en Localizacion naso-sinusal

Los tumores localizados en cavidad nasal representan del 0.8 al 1% de los tumores caninos, y
alrededor del 82% son malignos y de estos, el 60% son carcinomas, siendo el otro 40% de
origen mesenquimal u otro origen. Si se encuentran localizados internamente dificultan o
imposibilitan su remocion quirdrgica. De los tumores malignos, en humanos los que
predominan son los carcinomas de células escamosas queratinizados o no queratinizados,
aunque esta region anatdmica se observan varios tipos de neoplasias malignas de distintas
histiogénesis, que se agrupan como neoplasias malignas indiferenciadas, las cuales comparten
las caracteristicas de agresividad y de resultar generalmente fatales (Wenig 2009). Se ha
establecido un rol causal en la exposicién al polvo de madera en los estudios epidemiolégicos
de cancer sino-nasal, sin embargo los mecanismos de la carcinogénesis se desconocen. Sin
embargo se ha demostrado un incremento de COX-2 en estas neoplasias, y las sefiales que
activan COX-2 también inducen supresion de p53, considerado un factor de transcripcion
central en la respuesta celular en los carcinomas de células escamosas, lo que sugiere un rol
importante de los componentes inflamatorios en la carcinogénesis de este proceso tumoral
(Reetta 2008).
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En caninos las neoplasias malignas mas frecuentes en esta localizacion son los
adenocarcinomas con una incidencia del 53%, y el CCE tiene una incidencia del 15%. La edad
de presentacién de neoplasias en esta localizacién es entre 10 y 15 afos. Asi mismo en perros
de razas dolicocefalicas (hocicos largos) tienen mayor riesgo a presentar estas neoplasias que
en mesacefalicas (hocicos medios) o braquicefalicas (hocicos cortos). Dentro de las razas de
perros que se pueden encontrar afectadas con mayor frecuencia son: Airdale terrier, basset
hound, Viejo pastor inglés, terrier escocés, collie, pastor de shetland y pointer alemdan pelo
corto (Meuten 2002, Hayes 1982).

La mayoria de los tumores epiteliales de cavidad nasal, derivan generalmente del epitelio en si,
el cual en la zona rostral es estratificado, escamoso y no queratinizado; en la regién central, se
separa del escamoso con una zona de transicidon con epitelio pseudoestratificado, columnar
alto y epitelio secretor, sin cilios. Sin embargo se observan también neoplasias de las glandulas
mucosecretoras, las cuales originan adenomas o adenocarcinomas. Mientras que los patrones
de las neoplasias epiteliales reflejan similitudes con la morfologia normal del epitelio, su
presentacién no necesariamente implica el sitio de origen, ya que se ha observado una
considerable plasticidad en la diferenciacién del epitelio no-neopldsico ante los estimulos
(Wilson 2002). Las estructuras presentes en la cavidad nasal, presentan un efecto importante
en el flujo de aire, y como consecuencia en el sitio donde se depositan las particulas que fluyen
en el aire a través de estos conductos aéreos. El doblamiento de las narinas, es el principal sitio
de deposicion de las particulas mds grandes, en el perro este sitio es extremadamente
complejo y presenta cdmaras con membranas muy delgadas. Debido a esta naturaleza
compleja y membranosa esta region en los perros, es el sitio mas efectivo para remover la
mayor cantidad de particulas que penetran por las narinas. De la misma forma, las turbinas
presentan una superficie muy grande en esta especie, y es el drea encargada de absorber los
gases solubles (Reznik 2000).

2.5.1 Carcinégenos relacionados

Uno de los agentes etiolégicos mas frecuentemente asociado a las neoplasias de piel, es la
radiacion UV, asociado al dafio en las células epidérmicas para controlar la proliferacién
celular. Sin embargo hay varios segmentos del sistema respiratorio que manifiestan diferentes
patrones de susceptibilidad para un carcinégeno dado. Recientemente se han asociado un
numero importante de agentes quimicos, los cuales han desarrollado lesiones preneoplasicas y
neoplasicas en la regidn nasal. Algunos de estos son agentes alquilantes y acidificantes, asi
como aldehidos, tales como el Dimetilcarbamoil cloruro (DMCC- (C3H60NCI), epiclorhidrina
(ECH), Bis(clrometil)eter (BCME) y el formaldehido (HCHO) (Reznik 2000).

También se ha encontrado una asociacion del ACEcn, en trabajadores expuestos por periodos

prolongados al polvo proveniente de la madera, el cual aparentemente activa una via diferente
a la activada por la exposicién constante al humo del tabaco (Ariza 2003, Reetta 2008).
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CAPITULO III.

LOBO GRIS MEXICANO
3.1 La situacion del Lobo Gris Mexicano

El lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi) es la subespecie genéticamente mas distintiva de
lobo gris presente en Norteamérica. El habitat del Lobo Mexicano se extendia desde el
Desierto de Sonora, Chihuahua y centro de México, hasta el oeste de Texas, sur de Nuevo
Meéxico y Arizona central. Ocuparon un rango de habitats muy amplio, desde zonas desérticas y
semiaridas hasta bosques templados. Al llegar el siglo XX, el empleo de las tierras que el lobo
habitaba fueron utilizadas con fines de ganaderia, lo que ocasiond la reduccién de sus presas
naturales como los ciervos, ademas la introduccién de nuevas especies domésticas como
bovinos. Cambios que causaron que los lobos atacaran al ganado, situacién que produjo la caza
desmedida de ganaderos, asi como agresivas campafias de exterminio por parte de agencias
gubernamentales de los Estados Unidos y campafias federales del gobierno Mexicano. Estos
esfuerzos dieron resultados, y por la década de los 50's, el Lobo Mexicano habia sido casi
eliminado en estado salvaje. En 1976, el Lobo Mexicano fue declarado una especie amenazada,
y en 1980 menos de 50 lobos mexicanos se observaron libres en pequefios grupos aislados en
cuatro estados de México (Fredrickson 2007). Desde entonces en los estudios de campo
realizados en México, no se han observado mas ejemplares, actualmente el lobo se considera
extinto en estado salvaje (EW) (IUCN 2006). Entre 1977 y 1982 se inicia el plan de
recuperacion, organizado por el Servicio Americano de Pesca y Fauna Silvestre (United States
Fish and Wildlife Services USFWS). Primero los gobiernos Americano y Mexicano accedieron a
establecer un programa binacional de cria en cautiverio para la recuperacién del lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi) con varios lobos que se encontraban en cautiverio, capturados
entre 1977 y 1980. El propdsito del programa es salvar a la especie de la extincidn absoluta y
proveer animales que puedan ser reintroducidos a la vida silvestre (USFWS, Mexican Gray Wolf
Recovery Program 1987).

Todos los lobos mexicanos que se encuentran vivos en cautiverio provienen de tres lineas
genéticas: Linaje Certificado / McBride; linaje Ghost Ranch/ Sonora Desert Museum- Ghost
Ranch; y Linaje Aragon. Estos linajes se fundaron entre 1961 y 1980 de un total de 7 individuos
(Hedrick et al 1997). Cada linaje se habia manejado de manera independiente hasta 1995,
cuando los linajes Aragdn y Ghost Ranch se comenzaron a introducir al linaje McBride gracias a
la evaluacion genética realizada de las tres lineas de lobos. Estos estudios genéticos,
confirmaron la pureza de las tres lineas, (no se encontré evidencia de ancestros de otros
canidos -perros o coyotes-) ademas que se identificaron tres fundadores del linaje McBride y
no cuatro como se suponia hasta entonces (Hedrick P, et al 1997).

Estudios realizados en 1999 en la linea genética McBride del lobo mexicano demostraban que
no se observaban efectos de depresién por endogamia, evaluando sobrevivencia de juveniles y
tamafio de la camada (Hedrick &Miller 1999). En el 2002 se evalta el tamafo corporal de los
individuos de lobo mexicano comparando individuos en cautiverio con individuos en vida libre
y analizando las diferencias entre los individuos con mayor o menor indice de consanguinidad
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entre ejemplares cautivos. De manera que se observaron menores tamafios corporales en los
cautivos a diferencia de aquellos en vida libre, asi como se observé que disminuia el tamafo
corporal en aquellos que presentaban mayor consanguinidad (Fredrickson 2002). Y se
demostré que la cruza de las tres lineas genéticas, aunque endogamicas entre si, tuvieron un
efecto de rescate genético en la poblacion (Fredrickson 2007).

A pesar del esfuerzo que ha implicado el llevar a cabo el Programa Binacional de Reproduccién
en Cautiverio del Lobo Gris mexicano, el cual es un buen ejemplo del éxito en el uso del analisis
cientifico en el manejo de poblaciones cautivas, que ha logrado conjuntar diversos
especialistas, investigadores de campo, cientificos, clinicos, cuidadores y trabajadores de un
gran numero de instituciones zooldgicas, reservas, etc en los dos paises (Hedrick 2008). A
ultimas fechas se empieza a poner de manifiesto los efectos detrimentales en relacién a baja
en calidad reproductiva en los individuos de la poblacién. Se ha documentado que se observa
una mejor calidad espermatica y por lo tanto un mayor éxito reproductivo en los individuos F1
de la cruza de los distintos linajes, por sobre aquellos endogamicos de un mismo linaje.
Ademas de observarse que hay una drastica disminucién en el mismo parametro evaluado en
individuos productos de retrocruzas (Asa 2007).

Esto se ha asociado a la pérdida de diversidad genética mencionada por la reduccion de la
poblacién, sumdndose el efecto detrimental del entrecruzamiento observdndose los efectos
mencionados previamente para este fendmeno: decremento del éxito reproductivo, -evaluado
en tamafio y nUmero de camadas- los cuales han sido documentados. Los otros dos fenédmenos
asociados a este proceso, la carga alta de alelos deletéreos fijados, y el mal funcionamiento
del sistema inmunitario pueden estar involucrados en el tema de esta investigacion, la
presentaciéon de una neoplasia que denota un claro patron de herencia, aparentemente
dominante.

Una parte importante en este estudio integral, relacionado con la conservacion de especies, es
el que se realiza por la Genética de Conservacion. La degradacion del medio ocasiona que se
pierdan especies vegetales y animales, la pérdida de de individuos, incluso poblaciones
completas, genera disminucion en la variabilidad genética, se propicia la endogamia, lo que
incrementa las caracteristicas deletéreas en las especies, volviéndolos cada vez mas
susceptibles a un medio cada vez mas degradado(Munson 1993). Al detectarse enfermedades
que afectan a especies amenazadas y protegidas, estas pueden afectar la conservaciéon de las
mismas, al reducir el éxito reproductivo, alterar la dindmica poblacional o directa o
indirectamente ocasionando que la poblacién decline (McAloose 2009). El diagndstico de
cancer en fauna silvestre, se detecta la mayoria de las veces durante la inspeccion post-
mortem, confirmado por estudios histopatoldgicos. Las técnicas diagndsticas modernas
empleadas en humanos, no estan disponibles para el diagndstico oportuno en fauna silvestre,
ya que los recursos humanos y financieros son muy limitados. Hasta el momento existe solo un
caso documentado donde la alta incidencia de cdncer amenaza a una especie con su extincion,
la enfermedad del tumor facial del demonio de Tasmania (Sarcophilus harisii), el marsupial
carnivoro mas grande que existe, la enfermedad es considerada un cancer infeccioso, donde la
reduccion del polimorfismo genético ha sido un causa importante en la baja respuesta inmune
contra el mismo (McAloose, McCallum 2008).
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Los grandes carnivoros estan sujetos a mayor riesgo de extincion, ademas de la presion
ejercida por su talla, por mantener poblaciones numéricamente bajas, por contar con tasas
reproductivas bajas y por hallarse en los escalones superiores de la cadena trdfica, han sido
perseguidos por la competencia con el hombre, cazados hasta su exterminio, asi las presiones
antropogénicas y el aislamiento genético hacen que se pierdan especies como el Tilacino o
Tigre de Tasmania (Thylacinus cynocephalus), y en territorio nacional el oso pardo mexicano
(Ursus arctos nelsoni/ Ursus arctos horribilis) extinto en 1964, o el lobo gris mexicano (Canis
lupus baileyi), que habitaba en el Sur de los Estados Unidos y casi hasta la region centro del
territorio nacional, hasta 1980 (Purvis 2000, IUCN 2008).

Hasta hace relativamente poco tiempo se reconoce la importancia de los grandes carnivoros
en los ecosistemas que participaban, y actualmente se ha determinado que protegiendo los
grandes carnivoros, se ayuda a conservar todas las especies que dependen de su
supervivencia, por lo que son parte aguas en el proceso de conservacion.

3.2 Pérdida de Biodiversidad

Entendemos por Biodiversidad el nimero de especies vivas y de los ecosistemas que les sirven
de soporte (Secretaria de Convenio sobre la diversidad biolégica 2004). Una gran cantidad de
especies, tanto vegetales como animales, se pierden debido a los cambios directos en los
ecosistemas o por depredacidon de un recurso del cual dependen, a este proceso se le
denomina pérdida de Biodiversidad. Estudios realizados en los Ultimos afios demuestran que
las actividades antropogénicas, como el desarrollo de las sociedades modernas urbanizadas,
las précticas agricolas y ganaderas intensivas, la deforestacidn, pesqueria, como las principales
entre otras, han ocasionado la contraccion de los ecosistemas, la pérdida de bosques
tropicales, la pérdida de diversidad bioldgica y el cambio climatico. Como resultado se han
desestabilizado el funcionamiento y estructura de los ecosistemas, perdiendo los servicios
ecoldgicos indispensables para el mantenimiento de la vida y se ha comprometido la salud de
diferentes especies animales y vegetales (Heikinnen 2004, Rapport 1998, McMichael 1998,
Fahrigh 2003, Patz 2004). En los ultimos anos, se han reportado innumerables enfermedades
emergentes y re-emergentes, las cuales representan un problema global de gran magnitud que
afecta a poblaciones humanas, animales domésticos y silvestres.

Las selvas tropicales representan al menos el 50% de la biodiversidad global, actualmente se
considera como la mayor causa de pérdida de biodiversidad, la deforestacion realizada para el
desarrollo de actividades ganaderas y agricolas, y la pérdida de selvas tropicales por
deforestacién es aproximadamente 0.8% anual, y se estima que se pierden alrededor de 14000
especies por afio. De 1980 a 1990 alrededor del 40% de las selvas tropicales se han
transformado por actividades ganaderas y agricolas, lo que origina ademas de la pérdida
directa de habitat, la fragmentacién del habitat remanente, que origina lo que se denomina
“parches o islas de habitat de vida libre”. Muchas de las especies que se encuentran en estos
parches, sufren pérdida de diversidad genética y se ha postulado también que se encuentran
mas predispuestos a un mayor niumero de enfermedades, principalmente infecciosas (Greer
2008, Grenfell 1997, Patz 2004, Hess 1993).

Segun la Unién Mundial para la Naturaleza -IUCN por sus siglas en inglés-, la autoridad maxima
en especies amenazadas, de un total de 1,589,381 especies revisadas, el 39% de estas se
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encuentran amenazadas y se estima que se pierden alrededor de 14000 especies por afio
(IUCN 2007 Groombridge 1992, Mitchell 2002, Bronson 2007, Mc Calllulm 2002, Fahrig 2003).

3.3 Presentacion de Enfermedades asociadas a Pérdida de Biodiversidad

Todos los factores previamente mencionados, originan la crisis ambiental que vivimos
actualmente y que como numerosos estudios han demostrado, es la causante de la
emergencia de nuevas enfermedades, que en las uUltimas tres décadas se han presentado como
brotes emergentes y re-emergentes en todo el mundo originados por virus, priones y
diferentes patégenos. Se ha estimado que mdas de 13 millones de personas mueren
anualmente por enfermedades infecciosas emergentes y re-emergentes en todo el mundo
(OPS, 2002) y que mas de la mitad son zoonosis, y la mayoria son originadas por animales
silvestres o cepas de patdgenos resistentes a antibidticos, o algunos que aun a pesar de su
presencia histérica en la humanidad han aumentado su incidencia ( Daszak 2004, Daszak 2007,
Dobson 2001, Patz 2004, Taylor 2001, Jones 2008).

El riesgo se incrementa y se potencializa por la industria, la agricultura y el comercio (Aguirre
2002). Ya que el cambio en el uso del suelo ocasionado principalmente con estos objetivos,
son los factores que originan la presencia de los brotes, ya sea por la introduccidon de nuevos
hospederos, agentes, o la modificaciéon de la transmision de infecciones endémicas (Patz
2004).

Las enfermedades infecciosas emergentes (EIE’s) pueden ocurrir por salto taxonémico o
simplemente por transmisidn interespecies por ampliacion del rango geografico para su
diseminacion en nuevos habitats. Seguin Taylor et al. 2001, alrededor del 61% de las
enfermedades emergentes son zoondticas y mas del 75% de estas estan ligadas a fauna
silvestre, ya que se ha observado que la mayoria de los agentes infecciosos pueden tener una
amplia variedad de hospederos mas del 60% de los agentes que afectan al humano, mas del
68% de primates silvestres y mas de 90% de animales domésticos (Fenton 2005). Aun cuando
la expectativa de vida en las naciones del primer mundo estd aumentando, gracias a los
avances tecnoldgicos en cuidados de la salud, la mejora de las condiciones higiénicas y la
alimentacion, se observa un debilitamiento en las defensas contra enfermedades ancestrales,
tales como la malaria, célera, dengue y la tuberculosis (Taylor 2001, Michael 2004, Aguirre
2002) y hay una gran discusién respecto a los mecanismos subyacentes de las re-emergencias
de estas enfermedades. Numerosos estudios han demostrado que el mantener una variada
diversidad o riqueza de especies, actia como estabilizador del ecosistema, proporcionandole
proteccion contra patégenos, tanto por efecto de dilucidn, disminuyendo la probabilidad de
contagio de patdgenos con el hospedero susceptible, como disminucién en la severidad de las
infecciones presentes (Mitchell 2002, Combes 1996).

La emergencia y reemergencia de enfermedades presentan nuevos retos para las disciplinas
tradicionales de las ciencias de la salud. Por lo que este escenario ha propiciado la emergencia
de nuevas disciplinas como ecologia de enfermedades infecciosas, medicina de Ia
conservacioén, salud ecosistémica y patologia ecosistémica entre otras para enfrentar los
nuevos retos epidemioldgicos de manera multidisciplinaria. De manera que estas nuevas
disciplinas postulan que para atender las necesidades ocasionadas por las enfermedades
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emergentes se deben atender los retos de salud, en la interfaz de la ecologia, la salud publica y
la salud de la vida silvestre (Aguirre, et al. 2002). Y buscan llevar conceptos de salud, medicina
y ecologia a la conservacién de especies, siendo la meta principal de la Medicina de
Conservacion, lograr la salud ecoldgica, y por extension la salud del ecosistema y sus
habitantes (Else J., Pokras M. 2002).

3.4 Pérdida de Diversidad Genética derivada de la Pérdida de Biodiversidad

La transformacidon de los ecosistemas sufrida por actividades antropogénicas, origina la
pérdida directa del habitat y la fragmentacion del habitat remanente, la cual es considerada
como la mayor causa de pérdida de biodiversidad. La fragmentacién de los ecosistemas,
ocasionan cambios en la estructura del paisaje, lo que conlleva cambios en la distribucién y
abundancia de plantas, que afectan negativamente en la calidad del habitat, lo que puede
resultar en extincién de poblaciones silvestres, y esta es un indicador sensible de la pérdida de
capital bioldgico, ya que muchas de las especies que han perdido una gran cantidad de su
poblacién en un determinado nicho, altera el ecosistema, y reducen la capacidad del mismo de
proporcionar sus servicios ecoldgicos (Ceballos, Ehrlich 2002, Ostfeld 2003, Arroyo-Rodriguez
2006, Arroyo-Rodriguez 2007).

La extincion de las especies en todo el mundo, se ha concentrado tanto en las areas de mayor
poblacién humana, como en aquellas afectadas por el impacto del hombre con actividades
como agricultura intensiva, ganaderia y caza. De las especies conocidas de mamiferos,
alrededor de 4650, alrededor del 22% se encuentran actualmente amenazadas y
aproximadamente el 4% de estas ha disminuido su presencia considerablemente en sus
habitats naturales (Ceballos 2002, Ehrlich 2002, IUCN 2007).

Encontramos numerosos ejemplos de especies de mamiferos, que son las especies mas
estudiadas, originadas de pocos fundadores, que se considera que cuentan con limitados
recursos genéticos, debido a la poca variabilidad del genoma. Podemos considerar Variabilidad
Genética como sinénimo de Heterocigocidad, la cual se puede definir como el niumero total de
alelos de una poblacidn que codifica para una determinada proteina. El que existan multiples
genes que codifiquen para una proteina, le brinda al genoma de la especie, aunque no
necesariamente al individuo, la capacidad para adaptarse al medio ambiente. Por lo que la
Heterogeneidad, o polimorfismo de una poblacién es una medida de la diversidad genética de
esta, por lo que al reducirse drasticamente la poblacidn, se pierden alelos Unicos al morir los
individuos, o por la endogamia resultante de los individuos que sobreviven, esto ocasiona la
pérdida de diversidad genética. Esta puede tener tres efectos detrimentales principales: una
carga alta de alelos deletéreos fijados, malfuncionamiento del sistema inmunitario y
decremento del éxito reproductivo, todos los cuales ademas de los efectos de la endogamia de
estas poblaciones pone en riesgo la sobrevivencia de la especie (Munson 1997).

Hay algunas especies que han sufrido de pérdida de heterocigocidad por la especializacién que
han sufrido en su nicho ecoldgico, como el guepardo (Acinonyx jubitus) y la nutria de rio (Lutra
canadensis); los alelos que les resultaron beneficiosos en una situacién en particular, no les
ayudan a confrontar los cambios posteriores del medio (Munson 1997). Sin embargo, el resto
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de los ejemplos documentados, se observan alteraciones asociadas a la pérdida de diversidad
genética generalmente asociados a los factores antropogénicos descritos (McAloose2009).
Podemos encontrar patrones comunes en especies amenazadas que habitaban amplias
extensiones geograficas y que debido a la fragmentacidon del habitat se aislaron unas de otras,
como el caso de Vicuiias en Peru, donde se ha observado que las poblaciones presentan bajos
niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones, pero esta especie cuenta con varias
poblaciones dispersas y estas presentan altos niveles de diferenciacién entre ellas, por lo que
la cruza entre estas tendria un efecto de rescate genético de la especie (Wheeler 2001). Hay
varios ejemplos de especies que presentan efectos detrimentales genéticos asociado a la
pérdida de diversidad como el cerdo salvaje europeo (Sus scrofa), el bufalo sudafricano, las
ardillas rojas, entre otras. Hay varias especies o subespecies extintas en estado salvaje, que se
preservan en poblaciones cautivas. Un caso muy completo de este tipo, es el del hurén de
patas negras (Mustela nigripes), especie que se consideraba extinta hasta 1981, cuando
después de intensas busquedas se localizd una colonia de alrededor de 100 individuos en
Wyominng, los cuales se vieron diezmados por una epidemia del virus de moquillo canino,
hasta casi acabar nuevamente con la poblacién y la esperanza de sobrevivir de esta especie. Se
decidid entonces capturar a los pocos individuos sobrevivientes y se comenzé su reproduccion
en cautiverio con 18 individuos, de los cuales solo 7 son fundadores de la poblacién actual. La
poblacién se fue restableciendo lentamente y los estudios asocian varios procesos infecciosos
que han afectado a la poblacién, a la baja inmunidad por la endogamia, como es el caso de la
infeccidn por el virus del distemper canino, que volvid a afectar a los individuos en cautiverio,
hasta casi terminar con la poblacién nuevamente. También se ha asociado la presentacién de
plaga, transmitida por su presa principal —el perrito de las praderas (Cynomis ludovicianus)-.
Algunos defectos congénitos descritos en la poblacion son fusion de vértebras coccigeas,
malformacion del xifoides y criptorquidismo. Y asociados al decremento reproductivo se ha
asociado baja calidad espermatica. Sin embargo se ha logrado una reintroduccion exitosa de la
especie en 7 sitios en Estados Unidos y uno en México, y para el 2007 se consideraban 7.5
generaciones en Vida libre (Pacheco 2002, Bronson 2007, Greiner 2007).

Generalmente se han utilizado como unidades de medida para evaluar los efectos del
desempeno de poblaciones cautivas de especies amenazadas: la sobrevivencia juvenil y
posteriormente medidas de desempefio reproductivo como: tamafio de camada. Sin embargo,
se propone utilizar también el tamafio corporal como indicador potencial del fenotipo, debido
a lo confuso que puede resultar el analisis de los indicadores previamente mencionados como
aumento en sobrevivencia de juveniles, y tamafio de camada (Fredrickson 2002).

3.5 Pérdida de Biodiversidad en México.

México es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo, su territorio representa el
1.6% de la superficie terrestre, se encuentran representados aproximadamente el 10% de
todas las especies vivas del mundo, muchas de las cuales son endémicas (Ceballos 2002). Se
estima que el 77% del territorio nacional estd dedicado a actividades ganaderas y agricolas,
qgue en los ultimos 50 afios han aumentando 220% la superficie destinada a ganaderia y
debido a esto, aproximadamente el 90% de los mamiferos de México han perdido gran parte
de su habitat, lo que ha ocasionado que se encuentran en gran riesgo de extincidn o incluso se
han extinto (Ceballos 2002).
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CAPITULO IV.
HIPOTESIS

La susceptibilidad al Adenocarcinoma con diferenciacion escamosa en lobo gris mexicano estd
relacionada con alteraciones cromosémicas y/o genéticas con un patron de herencia
autonoémico dominante.

JUSTIFICACION

El lobo gris mexicano es una especie amenazada en peligro de extincidn, la cual cuenta con una
poblacién endogamica en cautiverio, a partir de la cual se pretende lograr la reintroduccion de
la especie a la vida silvestre, en habitats protegidos y donde se ha realizado un trabajo de
concientizacién a los habitantes de la importancia de la especie en el ecosistema.

Para garantizar la viabilidad del proyecto de Reintroduccidn, asi como la sobrevida de la
especie, se realizan continuamente estudios en la poblacién. Y se ha detectado una incidencia
anormal en el desarrollo de algunas neoplasias, las cuales parecen presentar una via vertical de
herencia.

Es por lo tanto muy importante caracterizar genéticamente las neoplasias que se presenten en
la poblacidn, y como se estdn segregando las alteraciones genéticas asociadas a estas.

OBJETIVO GENERAL
Determinar alteraciones cromosémicas y genéticas presentes en neoplasias del lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi).
OBJETIVOS PARTICULARES
Evaluar la importancia de la presentacidn de neoplasias en el lobo gris mexicano.
Caracterizar morfopatolégicamente diversas neoplasias presentes en lobo gris mexicano.

Descartar por microscopia electronica de transmision la presencia de elementos virales en
neoplasias.

Comparar cariotipo de perro doméstico con el cariotipo del lobo gris mexicano.
Comparar genes especificos de perro doméstico y lobo gris mexicano.

Determinar si existen alteraciones cromosdmicas en las distintas neoplasias presentes en
ejemplares de lobo mexicano.

Determinar mutaciones en genes especificos relacionados con el desarrollo de las neoplasias
presentes en el lobo gris mexicano.

Co-relacionar las mutaciones encontradas con su expresion celular por inmunohistoquimica.
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CAPITULO V.
MATERIAL Y METODOS
5.1. Disefio de estudio.
Este trabajo es un estudio observacional descriptivo transversal.
Sujetos

Para el estudio de neoplasias presentes en lobo gris mexicano, se realizé una busqueda de la
informacidn de causa de muerte de los lobos, desde el inicio del programa de Conservacion de
la Especie, hasta la informacion generada en el 2010.

Se analizaron muestras de sangre periférica y de tejidos frescos y fijados, asi como DNA de
cuatro perros domésticos (labrador, bulldog inglés, schnauzer y mestizo) y de once lobos
grises mexicanos, -ocho machos y tres hembras- procedentes de diferentes instituciones
nacionales.

5.2. Andlisis de Incidencia de Neoplasias en Lobo Gris Mexicano.

Para el estudio de la Incidencia de neoplasias presentes en lobo gris mexicano, se realizé una
busqueda de la informacidn de causa de muerte de los lobos, de los tres linajes, obteniéndose
informacidn desde el inicio del programa de Conservacién de la Especie, hasta la generada en
el 2010. La informacién se obtuvo tanto de registros médicos, protocolos de necropsia, la
informacidn de los Registros histdricos (Siminsky 2005, 2007, 2008, 2009), asi como a partir de
la informacién directa con los responsables de las instituciones que albergaban a los lobos en
distintas instituciones, tanto en México como en Estados Unidos.

5.2.1 Andlisis Estadistico para la fijacion de un gen mutado en la
poblacion.

Para evaluar el numero de generaciones promedio para que se fije un gen mutado en la
poblacién se realizé un ensayo de simulacidén basado en el modelo propuesto por Kimura
(1969).Considerando una poblaciéon diploide de N individuos, con una varianza efectiva Ne —el
numero de individuos con habilidad para reproducirse y dejar descendencia en la poblacién-. P
es la frecuencia del gen mutante (A2), de manera que 1-p representa la frecuencia de su alelo
(A1). Cuando u(p,t) es la probabilidad de que el alelo mutante A2 se fije en la t generacion,
dada una frecuencia p en un principio.

U (p.t)
T1(p)=[0ot—— dt
T

De manera tal, que el nimero medio de generaciones hasta que se fije un gen es:

. 1
tl (p)=——  4Ne (1-p) loge (1-p) }
p

El limite de p_,, 0, tenemos H(O = 4Ne
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5.3. Metodologia.
5.3.1. Evaluacion Morfo-patoldgica.
Estudio Histopatoldgico.

Las muestras de neoplasias se fijaron en formol al 10% durante 24 horas o mas, o en solucidn
de Schulz, (alcohol 70%, glicerina 20% y agua destilada 10%), y se realizaba cambio de medio a
las 24 hrs y posteriormente se incluian en parafina, sin pasar por formol. Todas se procesaban
en histoquinet (LEICA 1020. Alemania) y se cortaban en micrétomo (LEICA RM 215
RT.Alemania) a 5u, y se teiilan con Hematoxilina- Eosina (MERCK ™) para su estudio
microscépico.

Estudio Ultraestructural.

Las muestras se fijaron gluteraldehido 2.5% con buffer de cacodilatos, o se tomaron de
bloques de parafina. Y se realizaron los cortes ultrafinos para su observacién en el microscopio
electrénico (ZEISS, ME9SOQO, Alemania).

Estudio Inmunohistoquimico.

Se realizé Inmunohistoquimica para c-Myc, a muestras de neoplasias en parafina fijadas con
formol o solucion de Schulz. Se colocaban en laminillas sialinizadas (Invitrogen)
desparafinadas. Se aplicaba la primera solucién bloqueadora (H,0, 11% en metanol) 5 minutos
a temperatura ambiente, y 5 minutos en solucién de TRIS, solucidon amortiguadora de citratos,
calentadas 5 minutos en horno de microondas (Alto) y se incluian en solucién amortiguadora
de citratos frio. Pasaban 5 minutos en agua destilada dos veces, a TRIS por 5 minutos. A la
segunda solucién bloqueadora (60l de leche SVELTY), se incubaban en cdmara himeda a 372C
durante 30 minutos, y pasaban 5 minutos en solucién TRIS. Se decantaba la solucién y se
agregaban 60 pl de la tercera solucién bloqueadora (Sol A AVIDIN SOLUTION y Sol B d BIOTIN
SOLUTION. ZYMED) donde se incubaban 15 minutos en cdmara hiumeda a 379C, y pasaban 5
minutos en solucién TRIS. Posteriormente se agregaban 60ul del Anticuerpo primario (Purified
anti c-Myc 9E10 SC-40 mouse monoclonal IgGl, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) vy se
incubaban en cdmara humeda 30 minutos a 372C, pasaban a solucidon TRIS 5 minutos. Se
adicionaba el anticuerpo secundario biotinilado anti-ratéon y se incubaban en cdmara hiumeda a
372C 20 minutos, y lavadas en TRIS 5 minutos. Se agregaban 60ul del conjugado enzimdtico
con estreptoavidina (2 ENZYME CONJUGATE ZYMED/HRP- Streptavidin), incubdndose en
camara humeda a 372C 20 minutos, a TRIS 5 minutos. Se decantaba la solucién y se revelaban
las laminillas aplicando cromégeno (AEC, aminoetilcarbazol), se observaba la reaccion del
colorante al microscopio y se establecié un tiempo dptimo de 2 minutos de reaccidn. Se
lavaban con agua destilada 5 minutos, se decantaba y se agregaban 60ul de hematoxilina
hidrosoluble 4 minutos, y se lavaban en agua destilada 5 minutos, se incluian en solucién TRIS
por 30 segundos y se colocaban en agua destilada y se montaban (GVA-Mount, ZYMED).
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5.3.2. Estudios Citogenéticos.

Estudio citogenético con bandas GTG

El estudio de citogenético con bandas GTG en perro doméstico se realizd a partir de sangre
heparinizada. Se realizé cultivo de linfocitos de muestras sanguineas, las que se obtuvieron a
partir de puncién de vena radial o cefalica con jeringa o directamente con tubo Vacutainer™
heparinizado. Se realizd la técnica de cultivo descrita por Reimann (1999), adicionando
Pokeweed (Invitrogen), ademas de PHA y ademas de los tiempos de incubacion clasicos, se
adicionaron dos nuevos tiempos (96 y 120 hr). La preparacion de laminas se realizaba con
agitacidn a 72°C (Bafio Maria con Agitacidn Belly dancer Hybridiztion Water Bath STOVALL LIFE
SCIENCE. Greensboro, NC USA).

Para la tincién de las laminas para revisar el nimero de metafases por |ldmina se procedia a
colocar la lamina en solucién de tripsina (0.015gr de tripsina en 50ml de Buffer Sorensen pH7)
por 10 seg, se pasaban a Buffer Sorensen de fosfatos pH7(5.26% KH,PQO,, 8.65% Na,PO,) por 20
seg y se colocaban en solucién de Wright 8% por 35 seg.(4ml de Wright en 46ml de buffer
Sorensen pH6.8 6.74% KH,PO, + 7.08% Na,HPO,). Una vez determinado el material suficiente y
de buena calidad, se procedia a realizar el bandeo de los cromosomas.

Evaluaciéon de bandas G. Se preparaba solucién de Giemsa 8% (46% de buffer de fostatos
pH6.8, 4% de Giemsa MERCK), las laminillas preparadas se colocaban para madurar las
metafases, en estufa a 37°C/48 hr. Se realizaba la tincién previamente descrita, cambiando
tincién de Wright por tincién de Giemsa. Una vez tefiidas, se secaban al aire y se revisaban en
microscopio (Axiostar ZEISS Alemania), el cual se conectaba a una computadora que utilizaba
el programa IKAROS (software), con el que se acomodaban los cromosomas para su
apareamiento y revision.

Estudio Citogenético Molecular. Hibridacidn in situ con fluorescencia (FISH).

Se realizaron estudios dobles de hibridacion in situ sobre cariotipos de perro doméstico y de
lobo mexicano. Se usaron marcadores (TOTELVISION™ Multicolor DNA Probe mix) de los
siguientes cromosomas: HSA 14, 20, 21 y X, los cuales corresponden a los siguientes
cromosomas caninos: CFA 8, 24, 27 y X respectivamente. Sobre un portaobjetos (CORNING™)
previamente tratado con 3aminopropiltrietoxisilano (SIGMA™), se dejaba caer la muestra de la
preparacidon cromosémica, con la técnica descrita previamente. Posteriormente se colocaban
en solucién de maduracidon por 40 minutos en estufa a 37°C. Deshidratacion.- Se realizaban
pases sucesivos en diluciones de Alcohol etilico 70%, 85% y alcohol absoluto, 2 minutos en
cada uno. Se afiadia una solucidn que contenia la sonda con el ADN Mix 1 (1plg Xp/Yp), Mix 4
(4,21q), Mix 7 (7p, 7q, 14q), Mix 15 (20p, 20q), Mix 3 (3,22q) (TOTELVISION™ Multicolor DNA
Probe mix), las cuales se encontraban diluidas en Buffer de hibridacién 77%, que se
encontraban a 74° C. Lavados post-hibridaciéon se colocaban en solucion (Agua destilada %,
20xSSC 1.95%, 0.29%NP40). Desnaturalizacién.- La laminilla permanecia con la sonda en
camara humeda a 77°C por 2 minutos y posteriormente se bajaba la temperatura a 37°C, y se
dejaban 48 hrs. Revelado.- se realizaban dos lavados previos solucidn 1 Alta astringencia (NP40
0.3%, SSC 0.4%) a 73°C por dos minutos con agitacidn y lavado 2 Baja astringencia (NP40 0.1%,
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SSC 2x 0.4%) a temperatura ambiente por un minuto. Se dejaba secar en oscuridad,
posteriormente se colocaba la contra-tincion con medio de montaje (DAPI con Vectashield,
CTR Scientific). Y se revisaba en microscopio de fluorescencia, con el analizador de imagenes
ABBIPRISM.

Estudio Citogenético tumoral.

El procedimiento general incluia la toma aséptica de la muestra, en todos los casos el material
utilizado era estéril. Las muestras se colocaban en medio basico RPMI (GIBCO™) y se
mantenian en refrigeracién hasta trabajarse en el laboratorio, sin exceder las 6 hrs. En el

laboratorio se trabajaba en campana de extraccion de flujo laminar (NUAVE™ Class Il Type
A/B3). La muestra se colocaba en vidrio de reloj estéril y se colocaba con un poco de medio
estéril y se procedia a cortar en fragmentos pequefios, posteriormente se colocaba en Medio
basico RPMI 640 (RPMI Medium 640 GIBCO™), enriquecido con 20% suero fetal bovino, 0.4%
de antibidtico y antimicético (en caso de que se sospechara de contaminacion de la muestra,
se realizaban dos lavados con antibidtico previo a colocarse en el medio enriquecido). El tejido
se pasaba dos veces por jeringa, para acabar de disolver el tejido, y se colocaba en 5 ml de
medio en caja de cultivo de 25 ml con tapdén de rosca (GIBCO™), se cuidaba evitar tocar el
cuello para evitar contaminacion. Y se colocaba en estufa a 372 C, 4% de CO,_El proceso se
repetia cada tercer dia, se revisaba la caja en busca de explantes y se observaba si el indicador
colorimétrico del medio (naranja) indicaba cambio. En caso de que hubiera contaminacion
bacteriana, se observaba coloracién grisdcea del medio y el cultivo se descartaba. En caso de
contaminacién micdtica se realizaba la limpieza del tejido, se colocaban en solucion de
antibidtico y antimicdtico, mientras se evaluaba al microscopio la viabilidad del tejido, si el
tejido se consideraba viable, después de permanecer 10 minutos en la solucidn y se realizaban
de tres a cinco lavados y se colocaba nuevamente en caja nueva estéril con medio recién
preparado.

Todas las muestras se trabajaron con las mismas condiciones y medios, excepto en tres. Las
muestras de tejidos hepatico y esplénico, en la primera el tejido se cortd en solucidon de Hanks
adicionado con colagenasa por 25 minutos y en ambos casos el medio fue suplementado con
0.2% albumina bovina, y 0.02% insulina bovina. Y la dltima muestra de estroma de neoplasia
en cavidad nasal, a la cual se hicieron adiciones al medio suplementando ademds 1% de
solucion glucosada 5%, 0.1% aminodcidos (L-Glutamina) y 0.1% mitdgenos especificos (PHA y
Pokeweed).

Una vez que la caja se observaba cubierta por células en replicacion, para poderse cosechar se
adicionaba al medio 70ul de colchicina (SIGMA™) por 3 horas. Posteriormente las células se
retiraban adicionando tripsina 0.25% (SIGMA™) con EDTA (SIGMA™) por un minuto y las
células se separaban con movimientos rdpidos y golpes cortos. Posteriormente se inactivaba la
tripsina y se pasaba a tubo estéril de 15ml, se centrifugaba a 2500 rpm/ 5 minutos (SOLBAT™)
y se decantaba el medio sobrenadante. Se utilizaba 1 ml del medio restante con el botdn
celular, se mezclaba con el vortex (Vortex Genie2. DAIGGER, Bohemia NY). Se adicionaba
posteriormente 7ml de solucidn hipotdnica de citrato de sodio 0.08% (SIGMA™), el cual se
incubaba a 372C por 30 minutos. Posteriormente se centrifugaba a 2500rpm / 5min. Se
decantaba el sobrenadante. Y se fijaba con solucién Carnoy vy se dejaba reposar,

posteriormente se hacian las laminas con la técnica descrita previamente.
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5.3.3. Estudio molecular

Extraccion de DNA.

i) Sangre Periférica.

Se realizo extraccién de DNA a partir de linfocitos de sangre periférica mediante la utilizacion
de la técnica descrita por Aljanabi (1997), utilizando kit comercial Perfect Pure DNA Blood kit
PRIME™Alemania. Se utilizaban 3 ml de sangre periférica conservada en 1.6% Na,EDTA como
anticoagulante. El producto final obtenido se refrigeraba a 4°C.

ii) Tejido Animal (Fresco/ Congelado)

Se realizd la extraccion de DNA gendmico de muestras de tejido fresco tumoral, que se
tomaban de manera aséptica y se conservaban en medio DMEM12 (GIBCO™) o RPMI (RPMI
Medium 640 GIBCO™). Y muestras de tejido congelado sin preservador y muestras preservadas
en alcohol.y en solucién de glicerol 20% previo a la congelacién. Para todas las muestras se
utilizaba el procedimiento descrito en la técnica de Aljanabi (1997), se utilizaba el kit para
Extraccion de DNA de tejido de QIAGEN™. El producto final obtenido se guardaban en
congelacion.

iii) Tejido Fijado en Formol/ Parafina

Se trabajaron muestras fijadas en formol y de bloques de parafina, de fijacién previa en formol
o de solucién de Schulz. Se realizé6 una adecuacién del protocolo de Extraccion de tejido
descrita por Aljanabi (1997), se utilizé la técnica descrita en el manual de técnicas de QIAGEN
para tejidos embebidos en parafina, haciendo algunas variaciones. Se utilizé el kit Dneasy
Blood & Tissue de QIAGEN.

iv) Cultivo Celular

Se realizd extraccién de DNA de cultivo celular de tejido neoplasico siguiendo la técnica
descrita del protocolo de Extraccién de DNA de cultivo celular (Qiagen kit for blood & Cell
Culture QIAGEN™). Una vez obtenido, se disolvia el DNA dejandolo toda la noche en
movimiento a 55 2C. Posteriormente se lavaba el centrifugado del pellet de DNA con 1 ml de
etanol 70% frio. Se agitaba y centrifugaba a mas de 5000 g /10 min a 4 2C. Se removia el
sobrenadante sin distorsionar el pellet. Se secaba al aire 5 a 10 minutos, se resuspendia el DNA
en 0.1 — 2ml en buffer (TE pH8.0), se disolvia en movimiento a 55 2C por una o dos horas.

Cuantificacion de DNA

En todas las muestras obtenidas se llevé a cabo un andlisis espectofotométrico con lecturas a
una longitud de onda de 260 y 280 nm. La concentracion de DNA fue calculada mediante la
siguiente relacion:
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1 DO0260=50mg de DNA/mI.

La pureza del DNA se obtuvo mediante la relacién de las densidades épticas obtenidas con las
lecturas 260/280 nmm y se consideré como Optima una relacion 1.8-2.0. Para determinar la
calidad de las muestras se realizd electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro
de etidio al 0.0002%.

Ensayo de PCR

Por medio de la técnica de PCR se amplificé el marco abierto de los genes enlistados en la tabla
2. Los oligonucleétidos fueron adquiridos en una casa comercial (GIBCO BRL LIFE
TECHNOLOGIES) y llevados a una concentracion final de 100 mM.

En todos los casos se prepard una reacciéon estandar de 25 pL de acuerdo a las
concentraciones descritas por Sambrook y Cols. Esta contenia una concentracion de DNA de
100ng/ pl, solucién amortiguadora de amplificacién 10 (Tris- HCI, KCI) a una concentracion final
1 X, mezcla de los cuatro desoxiribonucleétidos trifosfatados (dNTPs) a una concentracion
final de 100 uM, oligonucleétidos iniciadores a concentraciones finales especificas 0.25 uM,
.1.5 U de Taq Alta® (Applied Biosystems, ROCHE), 1.5 de mM de MgCI2 y agua destilada
desionizada. Para todos los oligos, excepto: para CCND1 ex2, donde la variante fue MgCl,
2.5mM.Las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador (Gen Amp PCR System 9700
de Perkin Elmer). Las condiciones utilizadas y el producto esperado se observa en la tabla 2.

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para Myc, Ccnd1, Tp53 y Pten.

GEN/ Exdn Oligonucledtido Temp. de Fragmento
alineamiento | amplificado

MYC1 /Ex1 5°-CTTTGTGTGCCCCCTCCT-3’ 61 °C 451pb
5’-GCTTCTCCGAGACGAGCTT-3’

MCY2 /Ex1 5"-ACCAGAGCTTCATCTGCGAC-3’ 61 eC 444pb
5’-AGCAGCTGCAGGAGAGAGAC-3’

MYC3 / Ex2 5'-TGGCTTGAAGGACACTGTTG-3’ 60 2C 429 pb
5-GGCCTTTTCATTGTTTTCCA-3’

MYC4 / Ex2 5’-AGGAGAATGACAAGAGGCGA-3’ 60 2C 331pb
5’-GATCCCCCTACAGTTCTGGCA-3’

CCND1 /Ex2 5’-CGGTACACCCCACTTTCACA-3’ 62 °C 249pb
5’-TCAGATGAGGAAACCAAGGC-3’

CCND1 /Ex3 5°-TGGCTCTCTTCCTCTCTCCA-3’ 60 2C 168pb
5’-GGGCGCAGCATGTACTCGAT-3’

CCND1 / Ex4 5°-TAGTCCAAGTCCTGGCGTTT-3’ 60 oC 350pb
5’-AGACGGAAGGGAGAAAGAGC-3’

TP531/Ex1,2,3 5’-ACAGCACCCACACTCCCTT-3’ 61 °C 658pb
5’-TCCCAAACAGAGAAACCCAG-3’

TP532/Ex 4,5 5°-TAGACCCCGACCCCTCTACT-3’ 60 oC 509pb
5’-GTTGAAGGAGGAGAAAGCCC-3’
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GEN/ Exén Oligonucledtido Temp. de Fragmento
alineamiento | amplificado

TP53 3/ Ex6 5'-GTTGGGAAAGACTGAGGCTG-3’ 60 2C 239pb
5"-ATTCCACATTGGGACAGGAA-3’

TP53 4/Ex7 5'-ATGAGGGTGGCTAGGAGTCA-3’ 60 2C 386pb
5’-AAATAGGCAGAGGGAGAGGC-3’

TP53 5/Ex 8 5"-ATGTGGGCAGATACAGAGG-3’ 60 °C 254pb
5'-GAATCAGGGACAGGACCAGA-3’

TP53 6/ Ex9 5"-TGCTGCAGATTGGCACTTAC-3’ 60 °C 318pb
5 -TGGGGGTATGGTAGAAGCAG-3’

TP53 7/ Ex10 5'-ACACAGAAGTTCCCTGGGTG-3’ 60 °C 362pb
5"-ACACCGGAATAGGTGTGCTC-3’

PTEN 1/Ex 1 5'-CCTTGGACAACCGTTTAATTTT-3’ 59 eC 235pb
5°-ACATCATTTTCCACGATTTAGAA-3’

PTEN 2/Ex 2 5-AATGGTGGCTTTTTGTTTGTTT-3’ 60 eC 260pb
5°-TGCCAACATTGTTTTGACCT-3’

PTEN 3/ Ex 3 5-ACAGTGTGATGCCTGATCCA-3’ 60 2C 249pb
5°-TTTTCCAAATTGTCAAAGACCA-3’

PTEN 4/ Ex4 5"-TGTGCTCCCTCTCCAAATGT-3’ 61 eC 452pb
5’-GGCCCTCACTCTAGAATCCA-3’

PTEN 5/ Ex5 5-TGGGTACAACCCAGTTACCA-3’ 59 ¢C 372pb
5"-TCCATGTACTGGAAGGATGAAA-3’

PTEN 6/Ex6 5"-TTTGAAGGCATTTCCAGTGA-3’ 59 eC 232pb
5 -TGATTTGGGATATTGTTCCC-3’

PTEN 7/Ex7 5 -TCTTGGGGCAAATGTTGAAT-3’ 60 eC 324pb
5’-CCCCACACACACACAAAGAG-3’

PTEN 8/Ex8 5'-CTGTGTGCCACAGCACTTTT-3’ 60 2C 433pb
5°-TCAAAACCCCGTGGATGTAT-3’

Visualizacion de Productos

Los productos de amplificacion de cada reaccidén se analizaron mediante electroforesis en un

gel de agarosa al 1.5 % tefidos con bromuro de etidio al 0.0002 % en todos los casos se incluyo

un marcador de peso molecular, un control positivo, y un control negativo que consistié en

una reaccién sin DNA. Se utilizaba un fotodocumentador (Bio-Imaging Systems MiniBis. USA).

Purificacion de Bandas

La purificacion de los productos de PCR a partir del gel de agarosa se realizaba por medio del
Kit QIAEX Il- Agarose Gel Extraction. QIAGEN. USA de extraccion rapida de DNA en gel.

Se cortaba la banda del gel con el producto amplificado y se colocaba en un tubo eppendorf de

1.5 mL se pesaba y se adicionaban 3 volumenes de la solucién L1.

Se incubd a 55 2 C por 15 min. Agitandose cada 3 min. Al término de la incubacién se transfirio

el producto a una columna vy se centrifugd por 1 minutoa 9, 221 g.
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Se elimind el filtrado y se adicioné 500 pL de la solucidn L1 se incubd por 1 minuto y se
centrifugd 1 minutoa 9, 221 g.

Posteriormente se agrego 700 upL del reactivo L2 y se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd por 1 minutoa 9,221g

Se le adiciond 50 pL de la solucién PE incubando por 1 minuto a temperatura ambiente y se
recupero al filtrado y este se utilizo como templado.

PCR de secuencia

La secuenciacion de los productos de PCR se realizd con un estuche para secuencia de DNA
(BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit). El procedimiento se basa en el método de Sangery
Cols.

Como cebadores para las reacciones de secuenciacién se emplearon los mismos que para las
amplificaciones pero a una concentracion de 0,10mol/pl.

La Reaccién de secuenciacién mediante termociclacion tenia la siguiente mezcla.
1-3 pl del producto de PCR purificado

Terminator big Dye= 2 ul

Primer (3,2 pmoles) =1 ul

H20 hasta llevar la reaccién a 6 pl

El programa utilizado fue el siguiente:

Programa de PCR de secuencia

1 minuto

30 segundos

15 segundos 25 ciclos

3 minutos

Paso por columna

Se realizd la purificacién de los productos resultantes de la reaccién de secuenciacion con la
finalidad de eliminar los terminadores marcados que no se han utilizado en la reaccion
evitando el reflejo de fluorescencia, mediante las columnas de CENTRISEP.

El kit de CENTRISEP contiene tres componentes:
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Tubos eppendorf: tubos de recoleccién de muestras. Capacidad de 1,5 mL.
Tubos de lavado: largos cilindricos acabados en un cono. Capacidad de 2 mL.

Columnas CENTRISEP: tubos cdénicos largos con capuchdn en ambos extremos. Contienen el gel
seco responsable de la purificacion.

Para la hidratacién de las columnas, se agregd 800 ul de agua destilada y se incubo por 2 horas
a temperatura ambiente. Se colocaron en tubos de 2 ml y se centrifugan a 3,000 rpm durante
3 minutos para eliminar el exceso de agua. La columna se colocé en tubos de 500 ul, y se
agrego el producto de PCR (obtenido del paso anterior) sin tocar el sephadex y se centrifugd a
3,000 rpm por 3 minutos. Se procedidé a secar el producto con desecador o ventilacidn y se
resuspendio en 20 ul de TSR (Template Supresion Reagent).

Secuenciacion automatizada

Para la secuenciacion del producto de DNA secuencia especifica, éste se desnaturalizo
incubandose a 95 2 C por 5 minutos e inmediatamente después se colocd en hielo.

El analisis de la secuencia se llevé a cabo empleando el secuenciador ABI 377 (ABI, Perkin-
Elmer®).

Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia extraida del GenBank.

MYC GenelD: 403924
PTEN GenelD: 403832
TP53 GenelD: 403869
CCND1 GenelD: 449028
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CAPITULO VI
RESULTADOS

6.1 EVALUACION DE LA IMPORTANCIA DE LA PRESENTACION DE
NEOPLASIAS EN EL LOBO GRIS MEXICANO.

De la informacidn que se recolecté de la presentacién de neoplasias en los individuos
registrados en el programa de recuperacidn de la especie, se obtuvo un total de 39 individuos
afectados, lo que representaba el 3.99% de la poblacidn. De estos, los procesos neoplasicos se
consideraron como causa de muerte en 35 individuos (3.58%). En el cuadro 3 se encuentran
enlistadas las neoplasias reportadas en los lobos mexicanos, clasificadas por su histogénesis.
Las neoplasias marcadas con un asterisco, se encontraron descritas como neoplasia sin
clasificacion morfopatolégica especifica y se colocaron en el grupo correspondiente,
considerando la mayor frecuencia en la incidencia de neoplasias que presentan los drganos
referidos.

Cuadro 3.
TIPOS E INCIDENCIA DE NEOPLASIAS EN EL LOBO GRIS MEXICANO.

Tipo de Neoplasia Afectados

Epiteliales
Adenocarcinoma con diferenciacién escamosa en Cavidad Nasal
Adenocarcinoma sebdceo con metaplasia escamosa -piel
Carcinoma de Células basales con diferenciacidon escamosa- piel
Adenocarcinoma de piel
Neoplasia adrenal/ uterina*
Neoplasia de colon*
Neoplasia de vejiga *
Neoplasia-de médula espinal*
Neoplasia de higado y pulmoén*
Glioblastoma
Carcinoma gastrico
Astrocitoma
Neoplasias no identificadas (piel)*
Mesenquimales

=
(%2

N P P R R R R R R RPN D

Mesotelioma

Hemangiosarcoma

Carcinosarcoma mamario, sarcoma osteogénico pulmonar y mioma
Linfoma

I = O = vt

Osteosarcoma

Los datos presentados en el cuadro 3 denotan un marcado predominio de neoplasias
epiteliales, las cuales representaban el 82%, y las neoplasias mesenquimales representaban el
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18% restante. Siendo la neoplasia mds frecuente el Adenocarcinoma con diferenciacion
escamosa en cavidad naso-sinusal, encontrandose afectados 15 individuos, lo que representa
el 38.46% del total de neoplasias, seguidas del adenocarcinoma sebaceo con metaplasia
escamosa (13%), el mesotelioma (7.89%) y el carcinoma de células basales con diferenciacion
escamosa (5.26%). Apreciandose que de las neoplasias epiteliales, predominan las que tienen
una diferenciacion escamosa, que representan el 65% del total de epiteliales. En el cuadro 4 se
presentan los individuos que las han padecido, identificando el género (M masculino, F
femenino), el linaje del que provienen cuando es puro (McBride Mc, Aragén A, Ghost Ranch
Gr), o los padres si son productos de cruza de linajes, todos identificados por su nimero de
registro o Num de Studbook (STB), y la edad de presentacién de la neoplasia, cuando fueron
como causal de la muerte, o la edad hasta la que vivieron si su muerte no se relacioné a ésta,
las edades encerradas entre paréntesis, indican la edad actual de los individuos, que adn se
encuentran con vida.

Cuadro 4.
INCIDENCIA DE NEOPLASIAS IDENTIFICADO POR INDIVIDUO, LINAIJE,
Y EDAD DE PRESENTACION.

Linaje/ Padre- Edad
SB# Sexo Madre Neoplasia (afios)
2 M McB Adenocarcinoma-piel 15
10 M McB Mesotelioma 12
12 M McB Osteosarcoma 17
33 M McB ACEcn 11
39 F McB 10-14 Neoplasia adrenal/ uterina 14
45 F McB Neoplasia colon 11
60 M McB 2-13 Hemangiosarcoma 14
66 M McB Neoplasia no id (piel) 14
76 M McB 12-23 ACEcn 13
86 M McB 33-45 ACEcn 8
93 F McB 43-23 Neoplasia de vejiga 13
119 M McB ACEcn 7
120 M McB ACEcn 6
123 M McB Carcinoma espinal 11
131 M McB 60-37 Astrocitoma 7
133 F McB 60-37 Linfoma 14
138 F McB 67-84 Mesotelioma 8
140 M McB 66-74 Ca hepatico y pulmonar 10
142 M McB 66-74 CSE 16
158 M McB CSE 14
Carcinosarcoma , sarcoma osteogénico
160 F McB 47-94 pulmonar, mioma uterino 15
176 F McB 78-29 ACEcn 8
485 M McB CSE 13
488 M McB 131-127 Neoplasia no id. 13
514 M 411-84 Mesotelioma 7
515 M 411- 84 Glioblastoma 8
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535 M McB-A ACEcn 9
536 M McB-A ACEcn 7
537 M McB-A ACEcn 6
538 F McB-A ACEcn 11
556 M McB 183-168 Neoplasia no id 11
604 M 158- 133 CSE 11
663 F 172-176 Ca gastrico (20)
779 M 537-517 ACEcn 8

McB/a -McB/GR
809 F 536-685 ACEcn 5
835 M 612 -569 ACEcn 7
A/McB-A/McB-
840 M McB/GR ACEcn 5
850 M 573-133 CBE (8)
A/McB-A/McB-
977 M McB/GR ACEcn 4

M: Masculino

F: Femenino

McB: McBride

A: Aragén

GR-. Ghost Ranch

De la informacion mostrada en el cuadro 4, se observa un marcado predominio en la afeccion
a machos (74.35%) sobre la incidencia de neoplasias presentadas en hembras (25.64). Y
también que la edad promedio de presentacién de neoplasias es de 10 afios. Se aprecia
también una tendencia marcada a la afeccién en edades mds tempranas al promedio en
ejemplares afectados por el ACEcn, el cual presenta un promedio de presentacion de 7 afios, y
una relacién por género, de 80% en macho y 20% a hembras. En todos los casos de ACEcn se
ha asociado a la muerte de los ejemplares, con un periodo de sobrevida maximo de 6 meses,
una vez diagnosticado.

6.1.1 Genealogia del lobo gris mexicano

Analizando los tres linajes, se observa que en un principio la mayor incidencia de neoplasias se
encontraba en el linaje McBride, el linaje principal, ya que a partir de la segunda generacion
de este linaje se observaba la presentacidn de neoplasias, a diferencia de los linajes Aragén y
Ghost Ranch, los cuales se empezaron a ver afectados con neoplasias hasta su cruza con
individuos del linaje principal. La cruza McBride-Aragén fue mas frecuentemente afectada que
la McBride-Ghost Ranch. Buscando las relaciones familiares, se obtiene el arbol genealdgico
de los lobos mexicanos afectados por cdncer, el cual se muestra en la figura 2, donde se
identifican con colores las neoplasias en los individuos identificados por su nimero de registro
(studbook).
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Figura 2. Arbol genealdgico de los tres linajes de lobo gris mexicano.
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En la figura 2 del arbol genealdgico se encuentran representados los machos identificados con
cuadro, hembras con circulo, y por colores se identificaron los individuos afectados con
neoplasias, en la parte superior se observa el linaje al que pertenecen y al nimero de
generacidn que corresponde. Se denota la presentacion de varios tipos de neoplasias
mesenquimales malignas a partir de la segunda generacién (lI-4 (STB 10) mesotelioma, II-6
osteosarcoma (STB12), y II-5 hemangiosarcoma (STB2), siendo los individuos afectados
machos, hijos de distintos padres, (lI-4 y 1I-5, descendientes de |-3 (STB 1w); II-6 desciende de I-
5 (STB 11)) y todos hijos de la hembra fundadora del linaje Mc Bride I-4(Stb 5).

La presentaciéon del ACEcn se aprecia a partir de la tercera generacidén [11-6(Stb33),
descendiente de padre con neoplasia previa Il-4 (mesotelioma). A partir de este individuo, se
observa la presentacién de esta neoplasia en sus descendientes IV-11 (Stb86) y en seis de los
hijos de este V-13,(STB 119), V 14 (STB 120) provenientes de la cruza con IV-13 (STB 116) linaje
McBride; y VI-1 (STB 535), VI-2 (STB 536), VI-3 (STB 537), VI-4 (STB 538), hijos de V-2 (STB 281),
linaje Aragdn. Se observa una afeccién principalmente en machos, hasta este momento se
observa la primer hembra afectada por ACEcn.

6.1.2 Andlisis Estadistico para lafijacién de un gen mutado en la
poblacién.

De la aplicacién de la formula de Kimura (1969) para determinar la probabilidad de fijacion de
un gen mutado en la poblacidon Mc Bride, la cual cuenta con 3 fundadores, se obtiene que el
gen mutante se fijaria en 9 generaciones. Como se muestra a continuacion:

1
ts (p)= - %}*3 (1-0.33) loge (1-0.33) }
0.33

En la figura 3 se muestra la grafica obtenida de aplicar la férmula, donde se muestra la
probabilidad de que el gen mutado se fije marcado con la linea de color amarillo y la
probabilidad de que se pierda la linea de color azul.
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Figura 3. Representacion grafica del nimero de generaciones que se requieren para
gue una mutacion se fije o se pierda en el linaje McBride.
La probabilidad de que se fije se muestra con la linea de color amarilloy la

probabilidad de que se pierda se encuentra representada con la linea en color azul.

El nimero de generaciones se encuentra en el eje de las Y, donde se observa que las
probabilidades se cruzan cercanas a las 8 generaciones.

Para la tercera generacion de individuos afectados por el ACEcn, ya se habia aceptado la
introduccién de ejemplares de los otros dos linajes. Los hijos de IV-11 (Stb86), productos de
cruza con hembra V-2 (Stb281) de linaje Aragodn, todas las crias producto de esta cruza,
resultaron afectados por ACEcn. Aplicando la misma férmula propuesta por Kimura, al ampliar
la cantidad de fundadores a 5, 3 del linaje McBride y 2 hipotéticos del linaje Aragdn, la
probabilidad de fijacién del gen mutante se modifica a 17 generaciones. En la figura 4 se
observa la grafica del producto de la ecuacidn.
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Figura 4. Representacion grafica del niumero de generaciones que se requieren para
que una mutacion se fije, o se pierda, en la cruza de linajes McBride - Aragén. La
probabilidad de que se fije se muestra con la linea de color amarillo y la probabilidad
de que se pierda se encuentra representada con la linea en color azul.

La probabilidad de que se fije el gen mutado se muestra en linea de color amarillo y la
probabilidad de que se pierda con la linea de color azul. El nimero de generaciones se
encuentra en el eje de las Y, donde se observa que las probabilidades se cruzan cercanas a las
15 generaciones.
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En el caso del individuo indice, X-1 (Stb 840) era de linaje abierto, es decir que presentaba
sangre de los tres linajes. Al aplicar la misma férmula se observa que la probabilidad de fijacién
al incluir al tercer linaje, se incrementa a 25 generaciones. En la figura 5, se observa la grafica de
la aplicacidn de la férmula.
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Figura 5. Representacion grafica del nimero de generaciones que se requieren para

gque una mutacion se fije, o se pierda en el cruce de los tres linajes. La probabilidad

de que se fije se muestra con la linea de color amarillo y la probabilidad de que se
pierda se encuentra representada con la linea en color azul.

La probabilidad de que se fije el gen mutado se muestra en linea de color amarillo y la
probabilidad de que se pierda con la linea de color azul. El nimero de generaciones se
encuentra en el eje de las Y, donde se observa que las probabilidades se cruzan cercanas a las
20 generaciones.
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6.2 CARACTERIZACION MORFOPATOLOGICA DE DIVERSAS
NEOPLASIAS PRESENTES EN LOBO GRIS MEXICANO.

Las muestras de las neoplasias de los siguientes lobos mexicanos: VI-3 (STB 537), VI-1
(STB 535), VI-4 (STB 538) A1, V-9 (STB 158) C1, C2, C3, V-7 (STB 142), V-16(STB 485)
Ez1, Ez2, Ezp, Ez2007, VI-8 (STB 604), X-1 (STB 840) E2, y VIII-1 (STB 663) se fijaron en
formol al 10% durante 24 horas o mas y posteriormente se incluyeron en parafina. Las
muestras de los siguientes lobos: V-16(STB 485) Ez2, Ezp, V-10 (STB 160) G1, G2,
gl.mam, VIII-2 (STB 779) se fijaron en solucion de Schulz, (alcohol 70%, glicerina 20% y
agua destilada 10%), se realizaba cambio de medio a las 24 hrs y posteriormente se
incluian en parafina, sin pasar por formol.

6.2.1 Clasificacion Histoldgica de neoplasias

Se revisaron un total de 18 neoplasias diferentes, 17 malignas (94.1%) y 1 benigna,
obtenidas de 10 ejemplares de lobo gris mexicano, 7 machos y tres hembras,
ubicados en 6 locaciones distintas en el territorio Mexicano. De las cuales 13
correspondieron a carcinomas, representando un 76.4%, wuna fue mixta 5.8%
(carcinosarcoma mamario) y dos de origen mesenquimal 11.7% (sarcoma y
leiomioma). Apreciandose que el porcentaje de machos afectados fue de 70% vy el de
hembras afectadas el restante 30%.

De las neoplasias revisadas, 5 correspondieron a Adenocarcinoma con diferenciacién
escamosa localizadas en cavidad naso-sinusal (ACEcn), representando el 29.41% del
total de las revisadas, de estas 4 se presentaron en machos, Figuras 6, 6a, 7, 7a, 8, 9y
9ay una hembra (Al).
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Figura 6. Fotomicrografia de neoplasia en cavidad nasosinusal, correspondiente a

adenocarcinoma con diferenciacion escamosa H-E 10X. X-1 (Individuo indice STB

840). Se observa la formacion de estructuras glandulares, sobre abundante tejido
conectivo. En algunas areas se observan zonas de queratinizacion.

Figura 6a. Fotomicrografia de neoplasia en cavidad nasosinusal, correspondiente a
adenocarcinoma con diferenciacion escamosa. H-E 40X. X-1 (Individuo indice STB
840) Acercamiento donde se observa la formacion de estructuras glandulares, con
diferenciacion escamosa central, las células muestran marcado pleomorfismo, y se
encuentran rodeadas por abundante infiltrado inflamatorio.
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Figura 7. Fotomicrografia de neoplasia en cavidad naso-sinusal, correspondiente a
adenocarcinoma con diferenciacion escamosa H-E 10X. VI-1 (STB 535).
Formacidn de glandulas, y queratinizacién.

Figura 7a. Fotomicrografia de neoplasia en cavidad naso-sinusal, adenocarcinoma
con diferenciacion escamosa. H-E 40X VI-1 (STB 535). Marcado pleomorfismo celular,
con reforzamiento citoplasmatico, y formacion de perlas de queratina.
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Figura 8. Fotomicrografia de neoplasia en cavidad nasosinusal, correspondiente a
adenocarcinoma con diferenciacion escamosa. H&E 40X. VII-3 (STB 537). En la luz de
las formaciones glandulares se observa la formacion de perlas de queratina.

Figura 9. Fotomicrografia de neoplasia en cavidad nasosinusal correspondiente a
adenocarcinoma con diferenciacion escamosa H&E 10X. VIII-2 (STB 779). Imagen
panoramica donde se aprecia el estroma, la formacién de estructuras glandulares, la
vascularizacion, amplias zonas de necrosis e infiltrado inflamatorio.
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Figura 9a. Fotomicrografia de neoplasia en cavidad nasosinusal
correspondiente a adenocarcinoma con diferenciacion escamosa H-E 40X. VIII-2 (STB
779). En laluz de las formaciones glandulares se observan células inflamatorias, y
restos celulares.

De las neoplasias malignas revisadas, 7 estaban presentes en piel, de estas 6
correspondieron a carcinoma sebaceo con diferenciacion escamosa, figuras 10, 10a,
11, 12; y una mas correspondid a Carcinoma de células basales con diferenciacion
escamosa Figura 13, la cual ocasiond metastasis a region axilar (Ez2), pulmén (Ezp) y
pancreas figuras 132, 13by 13c.
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Figura 10. Fotomicrografia de plano nasal. Adenocarcinoma sebaceo con
diferenciacion escamosa H&E 10x. C1 2008. V-9 (STB 158). Se aprecian formaciones
glandulares homogéneas con diferenciacion escamosa en algunas areas.

Figura 10a. Fotomicrografia de piel dorso y base de cola. Adenocarcinoma sebaceo
con diferenciacion escamosa. H&E 10x. C2 2008. V-9 (STB 158). Se aprecia la
epidermis en la region superior, en dermis superficial moderado infiltrado
inflamatorio perivascular, y en dermis profunda formacion de glandulas sebaceas
neopldasicas las cuales presentan diferenciacion escamosa hacia la luz.
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Figura 11. Fotomicrografia de piel dorso. Adenocarcinoma sebaceo con
diferenciacion escamosa. H-E 10x. V-7 (STB 142). Se aprecia la epidermis con
hiperqueratosis moderada y hemorragias subepidérmicas. En dermis se observa
crecimiento neoplasico, con formaciones glandulares que presentan diferenciacién
escamosa.

Figura 12. Fotomicrografia de piel dorso. Adenocarcinoma sebaceo con
diferenciacion escamosa. 2007. VI-8 (STB 604). Se aprecia crecimiento neoplasico,
con multiples formaciones glandulares que presentan diferenciacion escamosa.
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Figura 13. Fotomicrografia de piel dorso. Carcinoma basocelular con diferenciacion
escamosa H-E 10x. Ez1 2008. V-16 (STB 485). Se aprecia crecimiento neoplasico,
infiltrando dermis profunda, donde se aprecia diferenciacién escamosa y abundante
infiltrado inflamatorio en el estroma.

Figura 13a. Fotomicrografia de linfonodo regién axilar. Carcinoma metastasico con
diferenciacion escamosa H-E 40x. Ez2 2009. V-16 (STB 485). Acercamiento de las

51



CAPITULO VI. RESULTADOS
Yafiez M. E. Itzel México, 2011

células neoplasicas, que presentan marcado pleomorfismo, y algunas presentan
diferenciacién escamosa celular.
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Figura 13b. Fotomicrografia de pulmoén. Carcinoma metastasico con diferenciacion
escamosa H-E 40x. Ezp 2009. V-16 (STB 485).Invasion del parénquima pulmonar, por
células neoplasicas pleomorficas, que tienden a formar glandulas, hacia la luz
glandular presentan diferenciacién escamosa. Se observa moderado infiltrado
inflamatorio mononuclear.

Figura 13c. Fotomicrografia de Pancreas. Carcinoma metastasico con diferenciacion
escamosa H-E 10x. V-16 (STB 485). Seccidn de pancreas rodeado por abundante
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tejido conectivo, e infiltrado inflamatorio. Se observa tejido neoplasico, el cual
tiende a formar glandulas, y donde se aprecia diferenciacion escamosa, con
moderado estroma fibro-vascular, rodeado por abundante tejido conectivo fibroso.

Las neoplasias mostradas en la figura 14, 14a pertenecian a la hembra STB 160, a
quien se le realizd la necropsia en Durango, encontrandose varias neoplasias, las
encontradas en pulmén se diagnosticaron como sarcoma osteogénico (fig 14a). En
Utero se encontrd un leiomioma, la Unica neoplasia benigna revisada. Algunos meses
previos a su muerte, habia presentado una neoplasia en glandula mamaria, de la cual
se pudo obtener un fragmento conservado en formol y a la revisidn se clasific6 como
carcinosarcoma mamario figura 14.

Figura 14. Fotomicrografia de glandula mamaria. Carcinosarcoma mamario. H-E 10x.
2008. V-10 (STB 160). Neoplasia en glandula mamaria, con proliferacion de tejido
neoplasico maligno de componentes epiteliales y mesenquimales.
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Figura 14a. Fotomicrografia de pulmdn. Osteosarcoma pulmonar H-E 40x. V-10 (STB
160). Neoplasia en pulmoén, donde se observan células neopldsica con marcado
pleomorfismo, se aprecian células binucleadas y mitosis atipicas. Las células
neoplasica estan produciendo matriz osteoide
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6.3 DESCARTE POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
DE LA PRESENCIA DE ELEMENTOS VIRALES EN NEOPLASIAS.

Se realizaron los estudios ultraestructurales de ACEcn X-1(STB 840), y los carcinomas
con diferenciacién escamosa de piel, tanto el sebaceo V-9 (STB 158), como el de células
basales V- 16(STB 485). Encontrandose caracteristicas tipicas de las neoplasias
escamosas como se muestra en la figura 15. Sin embargo en ninguna de las neoplasias
estudiadas, se observd evidencia de particulas virales.
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Figura 15. Electrofotografia 7000x Piel. Carcinoma sebdaceo con diferenciacién
escamosa. V-9 (STB 158). Se observan numerosos puentes intercelulares (flechas),
conectados por desmosomas (asteriscos).
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6.4 COMPARACION DEL CARIOTIPO DE PERRO DOMESTICO CON EL
CARIOTIPO DEL LOBO GRIS MEXICANO.

Los estudios citogenéticos para evaluar el cariotipo normal del perro doméstico se
realizaron en individuos machos de diferentes razas (labrador, bulldog inglés, mestizo y
schnauzzer) y de 5 lobos grises mexicanos machos de distintas generaciones (V-16 STB
485, V-7 STB 150, V-9 STB 158, X-1 STB 840 y VIII-2 STB 779) y 3 hembras (VIII-1 STB
663, STB 605 no incluida en el arbol y V-10 STB 160). En principio se obtenian de 2 a 3
metafases por laminilla, una vez estandarizada la técnica, se obtuvieron de 25 a 40
metafases por laminilla.

6.4.1. Cariotipo de perro doméstico.

El cariotipo obtenido del perro doméstico, estd compuesto por 38 pares de autosomas
acrocéntricos, el Cromosoma X, submetacéntrico, y casi del mismo tamafio que el mas
grande de los autosomas (CFA1) y el Cromosoma Y, el mds pequefio de todos los
cromosomas como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Imagenes Cariotipo perro doméstico
En laimagen de la izquierda se observa el cariotipo del Perro doméstico (Canis
familiaris), como se muestra en las laminas del “Atlas of Mammalian Chromosomes.
2006. Edited by Stephen J. O'Brien, Joan C. Menninger , William G. Nash. Yen la
Imagen de la derecha se observa el cariotipo de perro doméstico (Schanuzzer),
realizado en el laboratorio de genética del Hospital General de México montado
sobre plantilla del analizador de Imagenes lkaros™ para 23 pares de cromosomas.
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En el cariotipo del bulldog inglés, hubo metafases que se apreciaron con alteraciones
numéricas, las cuales no fueron consistentes, por lo que no se contabilizaron. Cabe
hacer mencién que ésta muestra a las 72 hs de cosecha presentd escasos metafases
por laminilla, y se observd una mayor cantidad de metafases a las 96 hs, como la que
se observa en la figura 17.
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Figura 17. Imagen del Cariotipo de Perro doméstico (Bulldog Inglés) a las 96 horas de
cultivo. Utilizando Analizador lkaros™ para su clasificaciéon, donde se muestran 38
cromosomas autosémico acrocéntricos, el cromosoma X submetacéntrico y el
cromosoma Y metacéntrico.

6.4.2. Cariotipo del Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi).

El cariotipo obtenido del lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi), estd compuesto por
38 autosomas acrocéntricos, y un par sexual, compuesto por un Cromosoma X
submetacéntrico, casi de igual tamafio que el cromosomas mas largo (CLbA1) y el
cromosoma Y el mds pequefo de todos, como se muestra en la figura 18.

En el cariotipo de X-1 (STB 840) 2008, hubo metafases que se apreciaron con
alteraciones numéricas y alteraciones en algunos cromosomas, a las 72 hs de cosecha,
como la mostrada en la figura 19, donde se observan 36 autosomas acrocéntricos y
alteracién en 17q.
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Canis lupus
(Grey Wolf)

‘*‘: A - pA os 4

|+ B A o ~3 &S A& - N -
€ GR LT & am &¢ a8 88 B8RS _6RA6
~ aa e 2 4 5

A% Ex 8 ¥8 AT 28 An 1 ’

BGFB BRBE _De0u  _ooaa a8 Ba ouLe
g 2 A 8% 48 wr Re 6 7 8 9 10 1 12
B QA @ & gE AS
~ eene sube &aud LEo0 aA&0o 0ena
BE Ad 4w s g. 13 14 15 16 17 18

Wurster-Hill and Conterwall (1882}

o
>
e

anse sano
19 20 21

N
nN
x
<

Figura 18. Imagen comparativa entre el Cariotipo del Lobo gris (Canis lupus) con el
Cariotipo de Lobo Gris Mexicano (Canis lupus baileyi)
En la imagen de la izquierda se observa el cariotipo del Lobo gris (Canis lupus), como
se muestra en las laminas del “Atlas of Mammalian Chromosomes”. 2006. Edited by
Stephen J. O'Brien, Joan C. Menninger, William G. Nash. En la imagen de la derecha
se observa el cariotipo de lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi), realizado en el
laboratorio de genética del Hospital General de México montado sobre plantilla del
analizador de Imagenes lkaros™ para 23 pares de cromosomas.
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Figura 19. Imagen del Cariotipo de Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi)
X-1(STB 840) a las 72 horas de cultivo con alteraciones. Cariotipo de Lobo gris

mexicano, utilizando Analizador lkaros™ para su clasificacidon, donde se muestran 36
cromosomas autosomicos acrocéntricos, alteracion en 17q, el cromosoma X
submetacéntrico y el cromosoma Y metacéntrico.

6.4.3 Hibridacion In Situ con fluorescencia de los cariotipos de perro
domeéstico y lobo gris mexicano.

Para garantizar la adecuada identificacion cromosdmica, se realizaron dos estudios
dobles de hibridacién in situ sobre cariotipos de perro doméstico (Bulldog Inglés) y
cariotipos de lobo mexicano V-10 (STB 160). Se utilizaron sondas subteloméricas de
HSA 14, 20 y X y no se observé positividad, en cromosomas de perro doméstico (Canis
lupus familiaris), ni de lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi).
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6.5 COMPARACION DE GENES ESPECIFICOS DE PERRO DOMESTICO Y
LOBO GRIS MEXICANO.

Se secuenciaron todos los fragmentos obtenidos de la PCR de Myc, Tp53, Pteny Ccnd1,
de muestras consideradas testigo, de perro doméstico (Bulldog inglés) y de lobo gris
mexicano (VIII-2 STB 779). Y se realizo la lectura de las secuencias obtenidas del GENE-
BANK correspondientes a estos genes en Canis familiaris (CF). Se encontraron
diferencias a las publicadas en el exdn 4 de Cend1, las diferencias encontradas fueron
consistentes tanto en perro como en lobo mexicano. El Unico gen que mostrd
diferencias entre las muestras de perro y de lobo mexicano fue el gen Myc. Donde se
apreciaron diferencias en la segunda fraccién del primer exén del gen Myc, en la
visualizacién del producto de PCR del lobo, se obtuvieron dos bandas (500pb y 400pb),
a diferencia de la observada en perro doméstico, donde solo se observé una sola
banda cercana a los 500pb (fragmento esperado 444pb) figura 20. Y la segunda
fraccion del segundo exdén (Myc 4) se obtuvo también diferencia en la visualizacidn del
producto de reaccidén, la banda denoté diferencias en la intensidad, sin apreciarse
alteraciones en la secuencia del mismo (figura 21). El resto de las secuencias analizadas
no presentaron diferencias entre perro y lobo mexicano, con las secuencias publicadas
en el GeneBank.

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los productos de la reacciéon en
cadena de polimerasa, correspondientes a Myc 2 (Myc ex 1b), Pten 4, TP53 1 en
perro y lobo gris mexicano. MP: Marcador de peso (100kb), Neg: Control Negativo,
M2: Myc 2, Cf (Canis familiaris), Clb (Canis lupus baileyi), p53: TP53 1. La flecha
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gruesa marca la banda extra obtenida en la segunda parte del primer exén de Myc en
la muestra de lobo gris mexicano.
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Figura 21. Gel de Agarosa al 1.5%, de los productos de amplificacion de reaccién,
correspondientes a Myc ex2a, Myc ex 2b, Ccnd1 ex 3, Ccnd1 ex4, Pten ex7 y
Pten ex8 en perro y lobo gris mexicano. MP: Marcador de peso (100kb), Neg: Control
Negativo, Cf (Canis familiaris), Clb (Canis lupus baileyi), Myc3: Myc 2a, Myc4: Myc2b,
CND3: Ccndl 3, CND4: Ccnd1 4, PT7: Pten 7, PT8:PTENS. Se observan los productos de reaccién
de la PCR, apreciandose el mismo marcaje entre perro y lobo. La amplificacion del segundo
fragmento del exdn 2 de Myc, del lobo mexicano, presenta el mismo peso molecular y denota
un marcaje mas intenso.

6.6 DETERMINACION DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS EN
DISTINTAS NEOPLASIAS PRESENTES EN EJEMPLARES DE LOBO GRIS
MEXICANO.

De los 11 cultivos de tejido realizados, 7 correspondieron a neoplasias (confirmadas

por histopatologia), cuatro fueron tomados al momento de la necropsia (X-1 STB 840,

V-16 STB 485, V-10 STB 160, VIII-2 STB 779) y el resto procedente de biopsias. De los

cultivos, se cosechd material celular de cuatro neoplasias, dos de V-10 STB 160,
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correspondiente ambas a neoplasias mesenquimales; y el tercero a neoplasia dérmica
de V-16 STB 485, y el cuarto a AEcn de VIII-2 STB 779. De las neoplasias epiteliales no
fue posible analizar el cariotipo tumoral.

En los cariotipos tumorales revisados, se apreciaron alteraciones en las metafases
analizadas, se apreciaron tanto poliformismos, como alteraciones numéricas, siendo
mas frecuentes las aneuploidias que las poliploidias. De las metafases con carga
genética completa, se apreciaron variaciones en los siguientes cromosomas: 3q, 5q,
8q, 11q, 12q, 13q,14q, 15q, 16q, 17q, 18q, 19q, 20q, 24q, 25q, 30q,31q, 34q, 35q, y
37q. En la Figura 22 se observa una metafase completa correspondiente a
Osteosarcoma pulmonar V-10 STB 160.
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Figura 22. Estudio citogenético con bandas GTG de un osetosarcoma pulmonar en
hembra de lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi). Se observa el cariotipo completo
compuesto por los 38 pares de autosomas, asi como el par sexual, los cuales presentan
algunas variaciones, como en Clb3, Clb5, Clb8, Clb11, Clb15, Clb18, Clb25, Clb35. Sin embargo,
con bandas GTG no es posible determinar translocaciones, por la dificultad de distinguir
regiones caracteristicas.
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6.7 DETERMINACION DE MUTACIONES EN GENES, RELACIONADOS CON
DESARROLLO DE NEOPLASIAS EN EL LOBO GRIS MEXICANO.

De los genes analizados, se seleccionaron dos de los reportados alterados con mayor
frecuencia en este tipo de neoplasias,-Tp53 y Myc. Las muestras tumorales analizadas de tejido
fresco fueron: de los siguientes lobos mexicanos: X-1 STB 840, V-7 STB 142, V-9 STB 158, V-16
STB 485, V-10 STB 160 y VIII-2 STB 779. Las muestras analizadas de tejido congelado sin ninguin
preservado de VI-4 STB 538 y dos muestras consideradas testigo: STB 195 —no listada en el
arbol genealdgico- (corazon y tejido nasal) linaje McBride, V-1 STB 289 (corazdn) linaje Aragon
puro. Se analizaron muestras fijadas con diferentes preservadores, como glicerol 20% de VIII-2
STB 779, de formol directo: VI-3 STB 537, VI-1 STB 535, y de parafina, fijados previamente con
formol VI-3 STB 537, Maicoh VI-1 535, VI-8 STB 604, V-7 STB 142, V-16 STB 485, y con solucién
de Schulz de V-10 STB 160y VIII-2 STB 779. Asi como de cultivo celular de V-16 STB 485 y X-1
STB 840.

6.7.1. Alteraciones en Tp53

Se encontraron un total de 71 alteraciones en cinco de los exones de Tp53, de estas las mds
frecuentemente observadas fueron las inserciones (35.18%), seguidas por las deleciones
(28.16%), Transversiones (25.3%) y finalmente las transiciones (11.26%). En la tabla 5,
mostrada a continuacidon se muestran los cinco exones analizados de Tp53, asi como el listado
de las muestras analizadas que presentaron mutaciones, y al final se indican los que
fragmentos que no mostraron alteracion. Indicando el nombre del ejemplar y su nimero de
Studbook entre paréntesis.

Tabla 5. Alteraciones encontradas en el gen Tp53

Secuencia Deleciones Insercion Transicion | Transversion
analizada
TP532 Al C (intrén 13pb G —A (1539pb)

(VI-4 STB 538)

previo al exén)
A 1067 pb

TP533 C3
(V-7 STB 158)
2008

C (intrén 22 pb
previo exon)
C 1018 pb

A—T (1019pb)

Tp53 3 Ez1
(V-16 STB 485)
2008

G (intron 23
pb previo
exon)
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Secuencia Deleciones Insercion Transicion | Transversion
analizada
TP53 3 Ez2 A (intrén 29pb A (intrén 26 G —A (intrén *Cambio de
(V-16 STB 485) | previo exon 4) pb previo 62 pb posterior | triplete
2009 *Perdida de exon 4) exon 5) TAC — GGG
triplete CTCC *Ins. triplete 7-10pb
(11-14pb) TCCTC (22 pb
T (18 pb) ex 4)
C (58 pb) T (intrén 68pb
post ex 5)
G (intrén
73pb post ex
5)
TP53 2STB 792 | C (intrén 5, 13, *Triplete GGG G — A (intrén
20 pb previos (intrén 58pb 61pb post exén
exon 4) post exén 5) 5)
TP53 3 Ez2 C (intrén 33pb TT-CC(18 pb
(V-16 STB 485) | previo exon 6) exon 6)
2009 *triplete GGCC
(intron 38pb
previo exon 6)
G (intrén 46pb
previo ex 6)
GG (intrén 51pb
previo ex6)
TP533 C(intrén 3,5, 9,
STB 792 13, 15,17, 23,
24 pb previo
exon 6)
G (intrén 1 pb
previo exon 6)
TP535 A (intrén 2,3pb
(VIn-2sTB previo exon 8)
779) 2010
TP53 5 C2 T (1PB EX 8)
(V-7STB 158)
2008
TP53 5 E2 TTACG (4pb A —C (6pb)
(X-1 STB 840) Ex6n 8) G-T(13pb)
TP535 A1 T-C(3pb) AGG-TTTT
(VI1-4 STB 538) (intrén post ex
8 97pb)
TP53 5 COY Secuencia diferente ** | -—--mmmemees | e
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Secuencia Deleciones Insercion Transicion | Transversion
analizada
TP53 5 ES G (154pb a T(9,10,13, |A-G(163pb) |T-G (156pb)
(V-1 STB 289) partir del inicio | 17, 24, 35, 42,
MISMA SEC delasecenrel |61,151pba
coy coy) partir del
inicio de la sec
rel COY)
G (32pb)
A (38, 99pb)
*Ins triplete
TAA (137pb)
TP53 5 Ezp A-G(7,8pba
(V-16 STB 485) partir del inicio
MISMA SEC de la sec COY)
coy
TP536 C1 *Triplete C- GG (8pb Ex9)
(V-7 CTTG (5pb T- A (11pb Ex 9)
STB 158) 2008 Exon 9)
TP53 6 C2 (V-7 T—G (5pb Ex 9)
STB 158) 2008 C- A (intrén
56pb previo eX
9)
TP53 6 EZP (V- C-G (97 pb
16 STB 485) Ex9)
T-A(112 pb
Ex9)
TP536EZ2 T-C(10pb G —-T (100 pb
(V-16 STB 485) Ex9, intrén 19 | Ex9)
pb posterior ex
9)
TP53 6 C( T—A(
STB 792 C-T(
C-G(
TP53 6 ES C(

(V-1 STB 289)

TP531L Sin alteraciones

(vin-2779 | | e s
sangre)

TP532C2 Sin alteraciones

(V-7 STB 158)
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Secuencia Deleciones Insercion Transicion | Transversion
analizada

TP53 5 LH Sin alteraciones
Lobo hibrido

TP53 5 C1 (V-7 | Sin alteraciones
2008)
STB 158
TP536 C3 Sin alteraciones
(v-7 2009)
STB 158

TP536EZ1 Sin alteraciones
(V-16 STB 485)

TP53 6 E2 Sin alteraciones
(X-1 STB 840)

6.7.2. Alteraciones del gen Myc

De los dos exones de Myc, se secuencid un fragmento exdn 2, se encontraron un total de 68
alteraciones, las mas frecuentes, fueron las mutaciones puntuales, y de estas las deleciones
representaron el 31% del total de alteraciones, seguidas, por las inserciones, que
representaron un 27%, las transversiones representaron un 20%, y las transiciones entre
bases, representaron el restante 12%. Cabe hacer mencidén que se detectd la delecién de un
fragmento de 32pb, en una de las muestras tumorales de V-16 STB 485. En la tabla 6, se
muestra el fragmento delectado, asi como el listado de las muestras analizadas que
presentaron mutaciones, Indicando el nombre del ejemplar y su nimero de registro (STB)
entre paréntesis.

El estudio del segundo fragmento del exon 1 En la segunda parte del exén 1 (MYC 2) de la
muestra procedente del Individuo VIII (STB 779) identificé alteraciones en el fragmento
obtenido por la PCR, pero no fue posible secuenciar el fragmento.
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Tabla 6. Alteraciones encontradas en las secuencias analizadas de Myc

Secuencia Deleciones Insercidn Transicion | Transversion
analizada
MYC3 Al Intron (C-9pb, A- | Exon (C-71pb) A-T (234pb)
VI-4 (STB 2pb previo exoén) T-A (254pb)
538) Exon (A-31pb,
33pb, 51pb)
MYC3 C1 Intrén (C-9pb) Exdn (C72pb,
(V-7 STB Exon (i 32pb, 318pb)
158) 2008 34pb, 38pb)
MYC3 Ez2 T 28pb, 67pb, C 25pb, 32pb, | C-T 30pb, G-T 62pb
(V-16 STB 71pb, 158pb, 172pb | 120pb, 162pb, | C-G 144pb,
485) 2008 C 69pb, 138pb, Triplete CCT 178pb 159pb
140pb, 141pb 150pb A-G 38pb, T-A 155pb,
A 105pb, 128pb, 180pb 165pb, 184pb
133pb T-G 168pb
G 147pb *Cambio de triplete
TCT — GGT 149pb
MYC3EZ1 A ,15pb, 79pb T (intrén 1pb | T- C 56pb, T—G 25pb
(V-16 STB C 45pb previo exon 59pb T—-A 33pb
485) 2008 *fragmento 2),27pb, 48pb, | A— G 63pb, A — C 39pb, 44pb
ccacagcaaa 116, 120pb, | 76pb, 122pb
cctcctcaca G 4pb
gcccgcectggt cc
81pb A 23pb, 28pb
T 43pb
*fragmento
aattttt

En las figuras 22 y 23 se observan Imagenes de los electroferogramas obtenidos al
revisar las secuencias, donde se observan las bases en la parte posterior y la grafica
identificando el color designado para cada una.
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Figuras 22. Electroferograma, correspondiente al exon 2 de Tp53 de muestra
neoplasica de V-16 STB 485.
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Figura 23. Seccion de Electroferograma, correspondiente al exéon 3 de Myc de
muestra neoplasica de VI-4 STB 538
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6.8 COORELACION DE LAS MUTACIONES ENCONTRADAS CON SU
EXPRESION CELULAR POR INMUNOHISTOQUIMICA.

Para correlacionar las alteraciones genéticas, con su manifestacién celular, se utilizé
Inmunohistoquimica de c-Myc, para evidenciar la alteracién en la produccién proteica
tumoral. Se revisaron tanto neoplasias epiteliales, como mesenquimales,
correspondientes a las siguientes muestras: VI-4 (A1), V-7(C1, C3), V-16(Ezp, Ez2), V-16
2007, X-1(E2), VI-3, VI-1, VI-8 STB604, y V-10(G1), VIII-2 STB 779, y STB 663. En la tabla
7, se encuentran las muestras procesadas, con la identificacion de la neoplasia, del
individuo afectado con su nimero de registro (STB), el tipo de neoplasia que presentd,
asi como el resultado para la técnica de Inmunohistoquimica, para c-Myc. Se aprecia
que las muestras que marcaron positivamente para c-Myc, las cuales presentaron una
sobre-expresién citoplasmatica y/o una sobre-expresion nuclear (Figuras 28,29, 30,31,
32, 33, 34, 35) estuvieron relacionadas con la muerte del ejemplar, aprecidndose
incluso positividad en muestras 2 afos previos al deceso del ejemplar (V-16 2007,2008
Ez2 y 2009Ezp, figuras 33, 34 y 35). Por el contrario en las muestras analizadas que no
marcaron para c-Myc, no hubo relacién de la neoplasia con la muerte del individuo
afectado, a pesar de que todas las neoplasias por histopatologia se clasificaron como
malignas (Figuras 26, 27), donde no se observd ningln marcaje, siendo incluso mayor
el marcaje basal observado en el testigo de c-Myc de expresiéon normal, para el cual se
utilizo tejido hepatico, con inflamacion, sin neoplasia (figura 25).

Tabla 7. Listado de resultado de la Inmunohistoquimica de c-MYC en muestras
tumorales de lobo gris mexicano.

Identificacion Diagnostico Resultado

VI-4 (A1) STB 538 Adenocarcinoma naso-sinusal con diferenciacion Positivo
escamosa

V-7 STB 158 Carcinoma sebaceo con diferenciacién escamosa Negativo

V-16 (pulmdn, piel) STB 485 Carcinoma con diferenciaciéon escamosa Positivo

V-16 (piel 2007) STB 485 Carcinoma sebaceo Positivo

X-1 STB 840 Adenocarcinoma naso-sinusal con diferenciacion Positivo
escamosa

V-10 (pulmén) STB 160 Sarcoma osteogénico Positivo

VI-3 STB 537 Adenocarcinoma naso-sinusal con diferenciacidon Positivo
escamosa

VI-1 STB 535 Adenocarcinoma naso-sinusal con diferenciaciéon Positivo
escamosa

VI-8 STB 604 Carcinoma basocelular con diferenciacion Negativo
escamosa

VIII-2 (STB 779) Adenocarcinoma naso-sinusal con diferenciacion Positivo
escamosa

VIII-1 STB 663 Carcinoma gastrico Negativo
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Figura 25. Fotomicrografia de Inmunohistoquimica de Higado. Dilucién 1/500, Imagen
contrastada con Hematoxilina 40X. Control de expresion normal de c-MYC en tejido sin
neoplasia para Inmunohistoquimica. Seccion de higado de lobo gris mexicano, con
infiltrado inflamatorio y necrosis mediozonal moderada. En algunos hepatocitos,
cercanos a la reaccion inflamatoria se observa marcaje en citoplasma.

e . "E 2_;
Figura 26. Fotomicrografia de Inmunohistoquimica de c-Myc 40x. 1/400 Piel.

Carcinoma sebdaceo con diferenciacidon escamosa, VI-8 STB 604. Negativa, contrastada
con hematoxilina.
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e inmAunohistoquimica e c-Myc de Piel 40x, 1/400 en
Carcinoma sebdceo con diferenciacion escamosa, V5(STB 158) 2008. Negativa

contrastada con hematoxilina.
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Figura 28. Fotomicrografia de Cavidad Nasal. Inmunohistoquimica c-Myc 40x. 1/400.
Adenocarcinoma Nasosinusal con diferenciacion escamosa, VI-3( STB 537).
Contrastada con hematoxilina Positiva, sobreexpresion de c-Myc citoplasmatica.
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Figura 29. Fotomicrografia de Neoplasia en Cavidad Nasal 40x. 1/400.
Inmunohistoquimica de c-Myc en Adenocarcinoma Nasosinusal con diferenciacion
escamosa, VI-1 STB 535. Contrastada con hematoxilina, Positiva, sobre-expresion
citopasmatica de c-Myc.

Figura 30. Fotomicrografia de Neoplasia en Cavidad Nasal 40x. 1/400.
Inmunohistoquimica de c-Myc en Adenocarcinoma Nasosinusal con diferenciacion
escamosa, VI-3 STB 538.Seccion histoldgica contrastada con hematoxilina 40x. 1/400.
Positividad nuclear y en tejido conectivo.

iy e
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Figura 31. Fotomicrografia de Inmunohistoquimica de c-Myc 40x 1/400 Cavidad
nasal. Adenocarcinoma Nasosinusal con diferenciacion escamosa, VIII-2 STB 779..
Positiva contrastada con hematoxilina.

Figura 32. Fotomicrografia de Inmunohistbquimica de c-Myc pulmén 40x. 1/400.
Osteosarcoma pulmonar, V-10(STB 160). Positiva marcaje citoplasmatica y nuclear,
contrastada con hematoxilina.
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y A 7Y i 100 i
Figura 33. Microfotografia de Inmunohistoquimica de piel 40x. 1/400. Carcinoma
metastdsico a pulmoén 2009. V-16 (STB 485). Positiva con hematoxilina.

b ) s

Figura 34. Microfotografia de inmunohistoquimica de Piel 40x. 1/400. Carcinoma

basocelular con diferenciacion escamosa. Recidiva dorso 2008. V-16 (STB 485). Ez1.
Marcaje citoplasmatico y nuclear positivo contrastada con hematoxilina.
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Figura 35. Fotomicrografia de Inmunohistoquimica de c-Myc piel 40x. 1/400.

Carcinoma basocelular con diferenciacion escamosa. Primario dorso 2007. V-16
(STB 485). Marcaje citoplasmatico y nuclear positiva, contrastada con hematoxilina.
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CAPITULO VII.
DISCUSION

Los Resultados del presente trabajo, validan parcialmente la hipdtesis planteada, ya que si
bien, se demostré la presencia de alteraciones tanto cromosémicas, como genéticas, en varias
neoplasias, incluyendo el Adenocarcinoma con diferenciacién escamosa en el lobo gris
mexicano vy el estudio familiar denota la presentacién de un cdncer familiar con un patrén de
herencia autondmico dominante, que corrobora la transmisién de al menos una alteracion
especifica a los descendientes, no fue posible caracterizar dicha alteracion.

La informacién recolectada de las causas de muerte, y la casuistica de neoplasias presentes en
la poblacion del lobo gris mexicano que consta en los registros de la especie hasta el 2010,
pone de evidencia un total de 39 individuos afectados, que representan el 3.99% de la
poblacion, en 35 individuos (3.58%) se ha considerado al proceso neoplasico en si, como causa
de muerte, lo cual queda dentro de los pardmetros esperados de la incidencia de neoplasias en
una poblacion, la cual se acepta desde el 5% hasta el 10% (OMS 2007, Griner 1983). De las
neoplasias reportadas en los lobos mexicanos, se observa un marcado predominio de
neoplasias epiteliales, las cuales representan el 82% del total, lo que concuerda con la
incidencia esperada segln los estudios de neoplasias sélidas (Mitelman 2007, Das 2005);
siendo neoplasias mesenquimales el 18% restante. Del total de individuos afectados por
neoplasias, se aprecia un predominio del 66.6% (22/33 individuos) de machos afectados.

La neoplasia observada mas frecuente en la poblacién de lobos grises mexicanos, desde 1980
hasta el 2010, es el Adenocarcinoma naso-sinusal con diferenciacion escamosa (ACEcn),
encontrandose afectados en este periodo 15 individuos, lo que representa el 38.46% (15/39)
del total de neoplasias, cuando la incidencia reportada en caninos domésticos es de alrededor
del 0.8% del total de neoplasias, lo cual indica un incremento de 4807.5 veces (Meuten 2002,
Reznik 2000, Hayes 1982). En comparaciéon en el humano, el cancer en senos nasales y
paranasales son poco frecuentes, presentan una incidencia del 0.0005 al .0015 % del total de
casos por afo, agrupados en las neoplasias de cabeza y cuello, de las cuales representan
menos del 3%, siendo hasta 4 veces mas frecuentes en hombres que en mujeres. Del total de
neoplasias de cabeza y cuello, las epiteliales son las mas frecuentes, el CaCE en cavidad oral,
faringe y laringe representa casi el 80% y se ha asociado a algunos virus como VPH, Epstein-
Barr, herpes simplex, varicela zoster, adenovirus y citomegalovirus (Perez Escudero 2007). Sin
embargo el adenocarcinoma nasosinusal es muy poco frecuente y se ha asociado
principalmente a la exposicién profesional al polvo de madera y a la exposicidn prolongada al
formaldehido, con un incremento de hasta 500 veces mayor que al resto de varones no
expuestos y hasta casi 900 veces mas que el resto de la poblacidn, y presenta mecanismos
moleculares diferentes al CaCE (Llorente 2008, Das 2005, Olsen 1986, Pérez Escudero 2007).

Si bien el incremento en la presentacion en humanos por la exposicidn profesional es

importante, se encuentra muy por debajo de la observada en el lobo mexicano. No se detectd

relacion aparente en la incidencia de esta neoplasia, con exposiciones ambientales en los
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lobos mexicanos afectados. Cinco lobos machos (33% del total de lobos con ACEcn) vivieron
por varios afos, expuestos a la contaminacidn ambiental —poluciéon aérea- de la Ciudad de
Meéxico, la cual presenta variaciones en los niveles de contaminacidon por zona geografica
valorados de acuerdo a los grados IMECAS —relacionados por la cantidad de ozono y particulas
solidas difundidas en el aire- (Secretaria de Medio Ambiente, Distrito Federal). Estos cinco
individuos se alojaron en tres Instituciones diferentes, detectandose tres (l11-6, 1V-11 y VIII-2)
en la zona Noroeste de la Ciudad, la cual presenta los niveles mas altos de contaminacién. Solo
uno de los afectados, (VI-3) se alojaba en la zona centro, la cual presenta niveles de medios a
altos de contaminacidén de las tres zonas, y otro mas (X-1) en la zona sureste de la ciudad, una
de las zonas con menor contaminacién. Dos individuos mds se albergaron en el Norte del Pais
(Centro Ecoldgico de Sonora), el cual presenta caracteristicas desérticas, (altas temperaturas y
baja o nula humedad relativa ambiental), las cuales predisponen a alteraciones en vias
respiratorias superiores por efectos irritativos. Dos lobos mas se albergaron en Ledn Gto., con
clima templado con una temperatura media anual de 222C, humedad relativa del 40 al 60%, y
baja contaminacién ambiental. Seis lobos mas se albergaron en diferentes Instituciones en los
Estados Unidos, con caracteristicas climdticas distintas, pero en su mayoria caracteristicas de
bosque templado (comunicacidn personal con los encargados de las Instituciones).

En los lobos mexicanos la incidencia de neoplasias, que siguen en frecuencia al ACEcn son: el
adenocarcinoma sebdceo con metaplasia escamosa 13% (4/39), el mesotelioma 7.89%(3/39) vy
el carcinoma de células basales con diferenciacién escamosa 5.26%(2/39). En este estudio se
realizaron estudios de microscopia electrdnica de transmisidn para los tres tipos de neoplasias
epiteliales mas frecuentes, y no se detectd evidencia de infecciones virales asociadas a
ninguna de estas. La incidencia de neoplasias epiteliales en los lobos mexicanos 82%(32/39),
coincide con las frecuencias reportadas de hasta el 80% (Llorente 2008, Das 2005),
apreciandose que de estas, en los lobos grises predominan las que tienen una diferenciacidn
escamosa 65%(21/32).

El estudio retrospectivo de las neoplasias en los tres linajes de lobo gris mexicano, pone de
evidencia que el linaje Mc Bride es el mas afectado, aprecidndose que a partir de la hembra
fundadora (I-4) se comienzan a presentar varios tipos de neoplasias en sus crias, por lo que es
este ejemplar la posible portadora inicial de inestabilidad cromosémica, considerada factor
predisponente a la presentacién de neoplasias (Pellman 2007). Y si bien tanto los andlisis de
Kimura como los estudios de Weaver (Kimura 1969, Pellman 2007) indican que estas
alteraciones en algunas ocasiones pueden inhibir el crecimiento tumoral, también lo pueden
inducir, hasta la fijacion de una posible mutacién especifica, que como hipotetizamos en este
caso origina la presentacién de una neoplasia en particular (ACEcn) que se esta heredando de
manera dominante en la poblacion, se ha presentado de novo al menos en tres ocasiones (lll-
3, IV-4,y V-6), presentandose con mayor frecuencia en machos presentando una incidencia de
78.5% (11/14) lo que podria indicar que se pueda encontrar ligado al ClbX.

La aplicacién del modelo matematico para evaluar la probabilidad de que se fije un gen mutado
en una poblacién, denota que la introduccion de los linajes Ghost-Ranch y Aragdn, al linaje
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principal McBride, presenta un efecto de rescate genético, lo cual coincide con estudios previos
(Asa 2007, Hedrick 2000, Fredrickson 2007). Sin embargo la informacién mds reciente generada
del monitoreo de los lobos mexicanos liberados en USA, para intentar repoblar algunos de los
antiguos parajes originales de estos, indican que la poblacién no estd aumentando —a diferencia
de las mismas observaciones en su contraparte lobo gris, de poblaciones que partieron de
poblaciones silvestres con mas fundadores que han crecido rdpidamente y han alcanzado las
metas de recuperacidn en un periodo aproximado a una década- lo que inclina a cuestionar la
sobrevivencia de la especie (Wayne 2010). Sin embargo, a pesar de estas expectativas, el
rescate genético de grandes carnivoros se puede y debe realizar, ya que son las especies mas
afectadas por la competencia directa con el hombre, y a pesar de que los lobos han demostrado
ser una especie con capacidad de recuperarse, adaptarse y lograr el crecimiento y dispersion de
su poblacién, es también una realidad que estas mismas caracteristicas implican la necesidad
de contar con grandes territorios pristinos para su sobrevivencia, por lo que es importante
determinar y respetar dareas libres protegidas, que garanticen la sobrevivencia de las especies
silvestres de nuestro pais (Wayne 2010, Ceballos 2002).

En relacidn a la importancia de la presentacién de neoplasias en Fauna silvestre, si bien se
encuentra mucha informacién de diversos tipos de neoplasias en varias especies silvestres,
principalmente mantenidas en cautiverio (Owston 2008, Lupi 2008, Klaphake 2005, Sato 2002,
Miller 2000), son en general reportes aislados de individuos afectados. Sin embargo son
escasos los reportes de neoplasias que pongan en peligro la preservacién de alguna especie,
como el Carcinoma en cara en el demonio de Tasmania, la fibropapilomatosis de tortugas
marinas, y neoplasia en ballenas belugas, entre los principales (Aguirre 2004, McCallum 2008,
McAloose 2009). En el caso del lobo gris mexicano, como en el de muchas especies en peligro
de extincién, la pérdida de diversidad genética origina un proceso endogamico, que ha
ocasionado —igual que en las razas de perros domésticos- seleccion y fijacidn de algunos genes,
y aunque en los lobos mexicanos se han evaluado los efectos inmediatos de depresion por
endogamia (Asa 2007, Hedrick 2000), a largo plazo la carga genética de alelos deletéreos,
derivan en altas incidencia de cdncer, asi como la pérdida de variabilidad genética que
ocasiona principalmente inmunosupresion, que implica falta de reconocimiento de las células
tumorales en los estadios tempranos de la enfermedad (Munson 1993, Fredrickson 2007,
Leberg 2008). Si bien los perros domésticos comparten el mismo ndmero cromosémico, hay
mas de 400 razas diferentes con gran variacién de fenotipos, que les confieren caracteristicas
externas particulares, y también los predispone a distintos padecimientos (Reinmann 1996,
1999, Breen 1999, Breen 2011), como alteraciones congénitas (Li 2006), alteraciones cardiacas
(Jubb 1993), nefropatia juvenil en varias razas (Peeters 2000), 6 predisposicién a ciertos
tumores como linfomas(Thomas 2002), o a sarcomas de tejidos blandos en algunas razas
particulares como en el Bernés de la Montafia y el Cobrador de pelo liso, con incidencias
cercanas al 50%, cuando de manera general en el resto de caninos estas presentan una
incidencia del 1% (Breen 2011); o bien los predispone a susceptibilidad a ciertos farmacos,
como la sensibilidad a ivermectinas descrita en Collies (Vanderlip 2009, Mealey 2001, 2002).
Algunas de estas patologias se han intentado caracterizar identificando alteraciones
cromosdmicas especificas, tal y como se ha hecho en una gran cantidad de patologias en
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humanos, o bien incluso caracterizando los genes afectados, las cuales han demostrado tener
importancia diagndstica y prondstica, ya que mucho de estos procesos implican un serio riesgo
para el bienestar de esas razas, e incluso los estudios sirven para comprender la génesis
tumoral. Asi se ha detectado la neurotoxicidad por ivermectinas, derivada de una mutacién
por delecion en el gen MDRI1,; la nefropatia hereditaria o Sindrome Alport por delecién del
exon 9 del COL4A5; |la leucoencefalomielopatia asociada a mutaciéon en el citrocromo b, o
como similitudes encontradas en tumores cerebrales de humanos y perros (Breen 2001,
Cabrera 2005, Lindblad-Toh 2005, Li 2006, Mc Neil 2000, Mitelman 2007, Mealey 2001).

Es sabido que se comparten alteraciones genéticas y cromosdmicas y se considera al perro un
excelente modelo para estudiar enfermedades genéticas del humano, el proceso no ha sido
sencillo, ya que desde las primeras descripciones del cariotipo canino, -particularmente del
perro doméstico (Canis familiaris)-, se acepta que es uno de cariotipos mas dificiles para
trabajar, de todos los mamiferos (Reinman 1999, Breen 2008). El cariotipo del lobo gris
mexicano, corroboramos que igual que el del perro doméstico, estd formado por 78
cromosomas; 76 autosomas acrocéntricos, parecidos en forma, que van disminuyendo
gradualmente el tamafio; los cromosomas sexuales, el X submetacéntrico y el Y el mas
pequefio de todos, metacéntrico (Reinmann 1999, Breen 1999 y 2008). En este estudio se
apreciaron alteraciones numéricas en el cariotipo del bulldog inglés, donde se observaron
metafases con diferentes nimeros cromosdmicos (pérdidas), las cuales no fueron consistentes
entre si, ni por los tiempos de cosecha- por lo que no se contabilizaron, sin embargo estas
alteraciones denotan inestabilidad cromosdmica, cabe mencionar que este individuo tenia
historial de alteraciones reproductivas —infertilidad-, lo cual en humanos se ha encontrado
asociado a diversas alteraciones cromosdmicas (CNIO 2009). También se apreciaron
alteraciones numéricas y alteraciones en algunos cromosomas, en el cariotipo del lobo gris
mexicano, sin embargo no se pudieron corroborar alteraciones consistentes en las metafases
revisadas. Estas alteraciones se detectaron en los cultivos de lobo mexicano VIII-2, hasta dos
afios previos a la presentacién de neoplasia; y también se apreciaron en el cariotipo sanguineo
de X-1, una vez detectada la neoplasia. Sin embargo utilizando técnicas citogenéticas
convencionales -Bandas G-, no fue posible determinar las regiones cromosémicas traslocadas,
lo cual concuerda con los estudios para la estandarizacion del Cariotipo del Perro (Canis
familiaris), que acepta sdlo reconocibles por técnicas convencionales los primeros 21 pares de
autosomas y los sexuales (Breen 1999). Para corroborar la adecuada caracterizacion de los
cariotipos caninos, se han desarrollado técnicas citogenéticas moleculares, como las pruebas
de hibridacion In situ con fluorescencia (FISH); sin embargo los estudios que realizamos con
esta técnica no marcaron en cromosomas de perro doméstico (Canis familiaris), ni de lobo gris
mexicano (Canis lupus baileyi), lo cual asociamos a que las regiones identificadas en las sondas
utilizadas, son mas conservadas (Reinmann 1999, Breen 1999, Breen 2008, Speicher 2005,
Switonski 2008).

En los cariotipos tumorales revisados, se apreciaron alteraciones en las metafases analizadas,

se apreciaron tanto poliformismos, como alteraciones numéricas, siendo mas frecuentes las

aneuploidias que las poliploidias. De las metafases con carga genética completa, se apreciaron
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variaciones en al menos 20 cromosomas, sin embargo no fue posible distinguir translocaciones
especificas, ya que por las caracteristicas de los cromosomas, a pesar de estar bandeados con
la técnica de rutina —bandas G-, no se pueden distinguir regiones caracteristicas, a diferencia
de lo que sucede en cariotipos humanos (McNeil 2000, O’Brien 2006, Reinman 1996, 1999,
Speicher 2005, TOnnies 2002).

Para realizar el andlisis citogenético convencional del cariotipo tumoral, se observaron muchas
dificultades con los cultivos de tumores dérmicos (carcinomas y adenocarcinomas), sin
embargo fue relativamente mas sencillo el cultivo y de los tumores mesodérmicos (sarcoma, y
leiomioma). Lo cual corrobora, las dificultades descritas en el estudio de carcinomas, lo cual
se ha asociado a la importancia del sustento celular del epitelio, ya que estudios recientes en
las interacciones epitelio-mesenquimales, estd clarificando el rol de los fibroblastos
adyacentes a los carcinomas (Wenig 200). Se ha determinado que los fibroblastos adyacentes a
los carcinomas tienen un fenotipo diferente al de otras partes del cuerpo, son parecidos a
fibroblastos fetales, los cuales liberan factores de crecimiento y proteasas en respuesta a las
citocinas liberadas por las células epiteliales neoplasicas y los factores liberados por los
fibroblastos pueden acelerar la progresién del cédncer y facilitar la movilidad celular,
encontrandose también aparentemente involucrado en la evasién inmunoldgica de los mismos
(Weinberg 2007, Science 2010). Se realizaron varios intentos por colocar células de
adenocarcinoma sobre una cama de fibroblastos fetales humanos, que dieran sustento a la
neoplasia, sin embargo los cultivos tumorales se contaminaron en la toma de la muestra y no
se pudo lograr el crecimiento. En la Ultima muestra obtenida de adenocarcinoma naso-sinusal
se realizaron dos cultivos primarios, uno de la porcidn proliferada (epitelio) y otro donde se
colocé una mayor parte de estroma tumoral, esta segunda muestra presentd mejor
crecimiento, sin embargo la adicidon de diferentes mitégenos y co-adyuvantes a las muestras,
mejoraron bastante la sobrevida -desde 1 y hasta 3 meses- y sobretodo la proliferacion
(cantidad y velocidad de crecimiento) celular neoplasica, lo que corrobora practicamente la
interaccion epitelio-mesenquimal, ademas de indicar una alta demanda energética celular de
las neoplasias.

En este estudio pudimos comprobar las dificultades descritas en los estudios citogenéticos de
neoplasias solidas, tanto en las técnicas en el cultivo, como en el analisis de las alteraciones
cromosdmicas observadas, ya que aunque fueron importantes en las neoplasias estudiadas,
no se pudieron caracterizar, y se reporta que es precisamente la complejidad de las mismas, lo
que dificulta identificar las anormalidades presentes (Mitelman 2007, Albertson 2003). El
estudio citogenético de neoplasias sélidas, benignas y malignas, representan cuando mucho el
27% de todas las anormalidades citogenéticas tumorales descritas, es decir existe actualmente
menos informacién de las neoplasias malignas mds frecuentes -los carcinomas-, de la que
existia hace 20 afios de las neoplasias hematicas humanas, que son las neoplasias mas
estudiadas hasta el momento (Mitelman 2007). Y aungque se menciona que ciertas alteraciones
cromosodmicas se consideran eventos iniciales en la génesis tumoral, entre las que se incluyen
alteraciones en ploidias, ganancias o pérdidas de cromosomas individuales o de porciones
cromosdmicas, todas muy frecuentes en cancer, —como las observadas en el estudio
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citogénetico neoplasico del lobo mexicano- sigue siendo controversial si estas alteraciones son
precursoras del cancer, o bien consecuencia de este (Mitelman 2007, Pellman 2007, Albertson
2003).

Se ha determinado que la inestabilidad cromosdémica es factor predisponente de varios tipos
de neoplasias aprecidndose aumento en la incidencia de neoplasias de hasta 3 veces en
individuos que las presentan, hecho que se comprobd en este estudio, donde se realizaron
estudios citogéneticos sanguineos de individuos en diferentes estadios, previos a la aparicién
de algln proceso tumoral visible y posteriormente durante la fase de inicio del proceso
tumoral —una vez detectado- asi como en etapas terminales del mismo, y la principal
consistencia observadas fue la inestabilidad cromosémica desde el inicio, lo cual en un
principio se le atribuyé a la estandarizacidn de las técnicas, mds que a un proceso propio de los
individuos estudiados (Pellman 2007).

Sin embargo los hallazgos cromosdmicos mas frecuentemente observados en las neoplasias,
fueron principalmente pérdida de cromosomas, es decir alteraciones cromosémicas completas
y complejas. No se pudo corroborar si existen alteraciones especificas en los tejidos previos a
la presentacion de alguna neoplasia, (cavidad naso-sinusal) ya que el material obtenido, no
tuvo la calidad necesaria para su estudio.

La caracterizacidon de las alteraciones cromosémicas, brinda informacién muy valiosa para
determinar genes candidatos en el inicio y desarrollo de las neoplasias; puesto que las razas de
perros representan poblaciones genéticamente homogéneas, permiten realizar evaluaciones
rapidas y relativamente fdaciles de los genes involucrados en diversas patologias, como la
identificacion de genes asociados a cdncer (Breen 2010). Para determinar los genes que se
analizaron en este estudio se realizé una busqueda bibliografica de genes frecuentemente
alterados en diversas neoplasias en perros, asi como posibles genes candidatos en ACEch en
humanos. Se secuenciaron todos los fragmentos obtenidos de la PCR de Myc, Tp53, Pten y
Ccnd1, de muestras consideradas testigo, de perro doméstico (Bulldog inglés) y de lobo gris
mexicano (VIII-2 STB 779), pero puesto que este presentd ACEcn posteriormente se utilizaron
como testigo muestras de V-1 STB 289, ejemplar de linaje Aragdn puro y de VI-6 STB 195 linaje
McBride puro. Se realizd la lectura de las secuencias obtenidas del GENE-BANK
correspondientes a estos genes en Canis familiaris (CF). Se encontraron diferencias a las
publicadas en el exén 4 de Ccndl, las diferencias encontradas fueron consistentes tanto en
perro como en lobo mexicano. El Unico gen que mostré diferencias entre las muestras de perro
y de lobo mexicano fue el gen Myc. Diferencias en la segunda fraccidn del primer exdn del gen
Myc en la visualizacidn del producto de PCR, en el lobo se obtuvieron dos bandas (500pb y
400pb), a diferencia de la observada en perro doméstico, donde solo se observd una sola
banda cercana a los 500pb (fragmento esperado 444pb), ademas de apreciarse diferencia en la
visualizacidon del producto de reaccién de la segunda fraccidon del segundo exén (Myc 4), -
aumento en la intensidad, que puede denotar sobre-expresidn del mismo, ya que no se
observaron alteraciones en la secuencia del mismo. El resto de las secuencias analizadas no
presentaron diferencias entre perro y lobo mexicano, con las secuencias publicadas en el
GeneBank.
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En las muestras neoplasicas se encontraron un total de 71 alteraciones en cinco de los exones
de Tp53, y 68 alteraciones en un solo exdn del cMyc. Las alteraciones observadas en Tp53 con
mayor frecuencia fueron las inserciones (35.18%), seguidas por las deleciones (28.16%),
transversiones (25.3%) y finalmente las transiciones (11.26%). Las alteraciones mas frecuentes
en cMyc, fueron las mutaciones puntuales, y de estas las deleciones (31%) encontrandose en la
muestra de V-16 delecion de un fragmento de 32pb, seguidas por inserciones (27%),
transversiones (20%), y transiciones (12%). Hasta el 2008 se reportaban 83 genes diferentes
descritos en tumores malignos sélidos, en 71 fusiones de genes. Por las caracteristicas
descritas previamente, el grupo mas estudiado es el de neoplasias mesenquimales, de los
cuales se han descrito 41 fusiones de genes en 17 diferentes tipos de sarcomas. Se creia que
las fusiones de genes y las anormalidades cromosdmicas balanceadas, comunes en los
desordenes hemadticos (LMC 100% de fusién BCR-ABL1), no tenian relevancia en la patogénesis
de los carcinomas (Albertson 2003, Mitelman 2007); Sin embargo el estudio del carcinoma
prostatico, - neoplasia mds frecuente en el tracto reproductor del hombre- y algunos otros
carcinomas (Ca de células pequefias pulmonar), estan rompiendo los paradigmas previamente
planteados al respecto (Mitelman 2007, Frohling 2008). Las alteraciones encontradas en cMyc
en el lobo gris mexicano, nos inclinan a considerarlo como posible precursor de alteraciones
neoplasicas, ya que se encontraron alteraciones en muestras sanguineas, previas a la
presentaciéon de neoplasia, ademas de apreciarse un gran nimero de alteraciones en las
neoplasias, lo cual coincide con las alteraciones detectadas por MLPA en ACEcn (Llorente
2008).

Para correlacionar las alteraciones genéticas, con su manifestaciéon celular, se realizé
Inmunohistoquimica de c-Myc, para evidenciar la alteracion en la produccidon proteica
tumoral. Se revisaron neoplasias epiteliales y mesenquimales, correspondientes a muestras de
VI-4 (A1), V-7(C1, C3), V-16(Ezp, Ez2), V-16 2007, X-1(E2), VI-3, VI-1, VI-8 STB604, y V-10(G1),
VIII-2 STB 779, y STB 663. De las muestras positivas para c-Myc, las que presentaron sobre-
expresion citoplasmatica y/o sobre-expresion nuclear estuvieron relacionadas con la muerte
del ejemplar, apreciandose incluso positividad en muestras 2 afios previos al deceso del
ejemplar (V-16 2007,2008 Ez2 y 2009Ezp). Por el contrario las muestras analizadas que no
marcaron para c-Myc, no tuvieron relaciéon con la muerte del individuo afectado, a pesar de
que todas las neoplasias por histopatologia se clasificaron como malignas. Lo que nos lleva a
considerar a c-Myc como marcador de progresion y prondstico desfavorable tumoral en las
neoplasias de la especie. Y queda pendiente por realizar pruebas inmunohistoquimicas con
Tp53, Pten y Rb, los cuales también podrian predisponer a la aparicién de cancer, al estar
involucrados en inestabilidad cromosdmica (Pellman 2007).

En base a los hallazgos obtenidos en este estudio, y la bibliografia consultada, seria
conveniente realizar estudios moleculares posteriores con algunos genes especificos como
CENP-E, (proteina centromérica E) que interviene en la disgregacion cromosdémica encontrado
frecuentemente alterado en inestabilidad cromosémica (Pellman 2007). PIK3CA localizado en
el cromosoma CFA34, el cual se ha asociado a una gran cantidad de neoplasias caninas, como
en la leucemia mieloide aguda, y crénica, en apoptosis, en receptores de linfocito B, en cancer
colo-rectal, endometrial, gliomas, melanoma, cancer pulmonar de células pequefias, cancer
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prostdtico y pancreatico (Switonkski 2008). EGFR (Factor de receptor de crecimiento
epidérmico) el cual se localiza en el CFA18, y se ha asociado a proliferacidn celular epitelial
(Buvinic 2007), en la revisidon de cariotipos tumorales del lobo mexicano, se observaron
alteraciones en los cromosomas CLb18 y CLbA34, los que podrian corresponder a alteraciones
en estos genes.

También seria conveniente considerar otros posibles genes como PTP4A3 (Protein tyrosine
phosphatase type IV A member 3), PDCD8 (Factor inductor de Apoptosis asociado a
Mitocondria AIFM1), TNRFSF (Gen que codifica para la Super Familia de Receptores para el
Factor de Necrosis tumoral), RECQL4 y LMO2 BCL2 (B Cell Lymphoma 2), IL13 (InterLeukine 13),
ABCB1 (ATP-binding Cassette Transportersl) y RB1 (Retinoblastoma 1), PIK3CA
(Phospatidiylinositol 3-cinasa catalitica alfa) y CDH1 (Cadherina 1, CD324) encontrados
alterados en ACEcn vy F3 (factor de coagulacion lll-tromboplastina) asociado principalmente al
efecto inflamatorio en la carcinogénesis (Holmila 2008, Llorente 2008 Ariza y Cobos 2003,
Rodrigo 2000). A pesar de la incidencia de susceptibilidad a cancer en tumores por alteraciones
en BRCA1 en humanos, estudios en perros demuestran que este gen se encuentra poco
involucrado en los tumores caninos (Sugiura 2006). Y a p19/ARF, el cual demostré detener el
crecimiento celular in vitro, por lo que se podria considerar como posible candidato en terapia
génica a las neoplasias (Pellman 2007).

Como apoyo al diagnodstico patoldgico tradicional, desde hace varias décadas se utilizan
técnicas inmunohistoquimicas, en el diagndstico en humanos, sin embargo en patologia
diagndstica veterinaria no son tan comunes, principalmente por la falta de anticuerpos
especificos. Sin embargo se han utilizado con éxito una gran cantidad de anticuerpos que
presentan reactividad cruzada con los antigenos humanos y animales (Sueiro 2005). En algunos
procesos tumorales, se ha determinado conveniente realizar ademds del estudio
histopatolégico completo, el uso tanto de inmunohistoquimicas, como técnicas de
Hibridacion in situ, como en el caso de detectar alteraciones de HER2, - también conocido
como ErbB2 -oncogén localizado en el HSA17- asociado a progresion y evoluciéon desfavorable
de cancer de mama (Cabrera 2005, Morales 2008, Uribe 2003). Por lo que el Instituto Nacional
de Cancer de Estados Unidos, ha determinado que el diagndstico debe incluir al menos dos de
las tres técnicas mencionadas (Cabrera 2005, Morales 2008, Uribe 2003). Por lo que es
conveniente que se utilice el mismo criterio en veterinaria, y en el caso de neoplasias de lobo
gris mexicano, el uso de inmunohistoquimica de c-Myc como marcador de evolucion vy
prondstico desfavorables al estar sobre-expresado en nicleo y citoplasma.

Los esfuerzos por conservar al lobo gris mexicano, han mantenido una vigilancia estrecha en
los individuos mantenidos en cautiverio, manteniéndose los registros de las parejas
reproductoras, las crias, grado de parentesco y porcentajes de consanguinidad, de la misma
forma se lleva el registro de la mortalidad y en la mayoria de los casos, de las causas del
deceso. El Plan de Supervivencia de la Especie (SSP) del lobo gris mexicano, es un claro ejemplo
del trabajo organizado y sistematico que se ha realizado con esta especie. Los datos
recolectados proporcionan una gran fuente de informacidon para estudios posteriores, como
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los utilizados en este estudio en relacién a las causas de muerte desde el inicio del programa.
(Siminsky 2005, 2007, 2008, 2009).
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12.

CAPITULO VIII.
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El cariotipo del Lobo gris mexicano (Canis lupus baileyi), queda descrito como 38
autosomas acrocéntricos, y un par sexual, compuesto por un Cromosoma X
submetacéntrico, casi de igual tamafo que el cromosomas mas largo —el autosoma 1-
(CLbA1) y el cromosoma Y, es el mas pequeiio de todos los cromosomas metacéntrico.
El estudio de las neoplasias presentes en los individuos de lobo gris mexicano,
pertenecientes al programa de conservacidn de la especie, indican que la incidencia se
encuentra dentro de los pardmetros esperados (3.99%). Sin embargo se observa una
alta incidencia (38.46%-) de Adenocarcinoma nasosinusal con diferenciacion
escamosa-, el cual se estd heredando de manera dominante en la poblacidn, afectando
principalmente a machos (80:20).

La introduccidn de dos linajes —Aragdn y Ghost Ranch- denota un efecto de rescate
genético en la poblacién, considerando que la inestabilidad cromosdmica se transmite
del linaje McBride. Sin embargo las retrocruzas con McBride, estan derivando en la
presentaciéon de esta neoplasia (ACEcn) en particular.

Por lo que continda siendo importante realizar un estudio mds detallado para
caracterizar a detalle las alteraciones citogenéticas presentes en las neoplasias de los
lobos mexicanos, principalmente ahora que el linaje McBride se encuentra inmerso
completamente en los linajes Ghost Ranch y Aragon.

El Adenocarcinoma nasosinusal con diferenciacion escamosa, no denota evidencia de
infeccidn viral previa. Podria asociarse a efectos irritativos constantes y la pérdida de
variabilidad genética que deriva en pérdida de Heterocigocidad inmunoldgica.

La presentacion del Adenocarcinoma Nasosinusal con diferenciacion escamosa es el
primer reporte de Cancer familiar en lobo gris mexicano y el primer reporte de Cancer
familiar en fauna silvestre.

Los estudios moleculares realizados a las neoplasias presentes en lobos mexicanos,
indican que las alteraciones genéticas detectadas en TP53, PTEN y CND1 son derivados
del proceso neoplasico en si.

Las alteraciones presentes en c-MYC en algunos casos se observaron previas a las
neoplasias y podrian ser desencadenantes de las mismas.

La Inmunohistoquimica de c-Myc, probd ser util como marcador para progresion y
evolucion desfavorable de neoplasias escamosas del lobo gris mexicano, cuando se
encuentre sobre-expresado en citoplasma y/o presente en nicleo.

El realizar inmunohistoquimica de cMyc en cualquier neoplasia con diferenciacion
escamosa, puede ayudar a seleccionar la mejor terapia en cada caso.

Es conveniente continuar realizando estudios inmunohistoquimicos de otros genes
como Rb, Pik3ca, Tp53 y Pten que pudieran brindar informacion util en Ia
carcinogénesis en los lobos grises mexicanos.

En apoyo al Programa de Conservacién del Lobo gris mexicano, es conveniente realizar
un estudio molecular de cMYC en la poblacién, lo que podria apoyar en la seleccion de
parejas reproductoras.
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13. Aunque en algunos lugares se utilizan métodos multiples de deteccion en la patologia
veterinaria, principalmente en animales de compaiiia, el uso de técnicas como
hibridacidn in situ, inmunohistoquimica, PCR y microscopia electrénica, han sido de
mucha utilidad en el estudio de enfermedades familiares en el lobo gris mexicano.
Por lo que estas técnicas deberian ser incluidas en la practica diagndstica cotidiana,

como pruebas complementarias al diagndstico histopatoldgico tradicional, en
especies de fauna silvestre.
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