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RESUMEN

El Carcinoma Basocelular Cutaneo (BCC), un tipo de cancer de piel, es una de las
neoplasias mas frecuentes en el ser humano. Es causado por una desregulacion de la
via Sonic Hedgehog/Gli (Shh/Gli), cuya sefializacion juega un rol importante en la
proliferacion y mantenimiento de nichos celulares troncales. Cominmente el BCC se
caracteriza por ser poco metastatico, sin embargo es capaz de dafar significativamente el
tejido y existen subtipos de gran agresividad y recurrencia. Por esto se hace necesario
entender mejor esta patologia y buscar nuevos blancos terapéuticos y/o marcadores
tumorales que ayuden a mejorar la prognosis y tratamiento de esta enfermedad.
Recientemente se reportd que la proteina Neogenina-1 (NEO1) es un blanco
transcripcional de la via Shh/Gli. NEO1 es un receptor transmembrana de Netrinas y
RGM con funciones contexto y ligando dependientes. Se ha postulado que NEO1
pertenece a la familia de receptores de dependencia, entre otras funciones. La habilidad
de estos receptores de gatillar apoptosis en ausencia de ligando se ha propuesto como un
mecanismo de supresion tumoral, implicado tanto en proliferacion como sobrevida de
celulas tumorales. Diversos antecedentes indican que la expresion de NEOL varia en
distintos tipos de cancer, relacionandose con su grado de proliferacion, indiferenciacion,
agresividad y sobrevida. Estos antecedentes junto a un estudio piloto desarrollado en el
laboratorio de la Dra. Palma que indica la presencia de NEOL1 en muestras de BCC,
permiten postular que: “Los niveles de expresion receptor de dependencia NEOL y
su(s) ligando(s) varian en la progresion del BCC ligado a la sobre-activacion de la
via de sefializacion SHH/GLI”. Para comprobar esta hipotesis se analizd la expresion
de mRNA de NEO1 y sus ligandos por PCR cuantitativo y por inmunotinciones en
muestras de pacientes con BCC y muestras de piel sana correlacionandolos con la
actividad de la via SHH/GLI; se evaluo la relacion entre los niveles de NEOL y sus
ligandos con la agresividad tumoral; y por ultimo se analizaron las variaciones de este
receptor, sus ligandos y reporteros la via Shh/Gli en un modelo murino de BCC.

Como principales resultados se observé la presencia de NEO1 y sus ligandos en piel
sana y en BCC y se comprob6 gue los niveles de NEO1 y sus ligandos NTN1 y RGMA
se correlacionan positivamente con los niveles de GLI1, un conocido reportero de la via
SHH/GLI. La inhibicién de la via SHH/GLI ex vivo produce una disminucién de los
niveles de mRNA de estos genes. Notablemente, los niveles de expresion de NEO1,
RGMA y GLI1 son menores en las muestras correspondientes a subtipos mas agresivos;
en la progresion tumoral del BCC murino, dichos niveles disminuyen conforme avanza
la enfermedad. El aumento de NEO1 y sus ligandos en las muestras de BCC indolentes
podria guardar relacion con su rol de receptor de dependencia, promoviendo la
proliferacién de las células tumorales. En tanto la disminucién de NEO1 en subtipos
agresivos, guarda relacién a lo observado con otros blancos transcripcionales de la via
Shh/Gli y podria estar relacionado con eventos tumorigénicos adicionales.

Se concluye que NEO1 y sus ligandos se encuentran aumentados en BCC en
correlacion con la actividad de la via SHH/GLI. NEO1 disminuye en casos
agresivos de BCC lo que lo podria postular como un potencial marcador
progndstico tumoral.
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ABSTRACT

Basal Cell Carcinoma of the skin (BCC), a type of skin cancer, is one of the most
common cancers in humans. It is mainly caused by a deregulation of Sonic Hedgehog/
Gli (Shh/Gli) pathway, which plays an important role in proliferation and maintenance
of stem cell niches. Commonly, BCC is rarely metastatic, nevertheless it can cause large
tissue damage and some aggressive subtypes with great recurrence are known. Therefore
a deeper knowledge of this disease is required combined with the search for new
therapeutic targets and/or tumor markers that might contribute to improve prognosis and
treatment of this pathology.

Recently it has been reported that Neogenin-1 (NEO1), a transmembrane receptor, is a
transcriptional target of Shh/Gli pathway. NEO1 is a receptor of Netrin and RGM
ligands and has both context and ligand dependent functions. NEO1 has been postulated
as a death dependence receptor. In the absence of ligand interaction this kind of
receptors can trigger apoptosis; process that has been proposed as a tumor suppression
mechanism that could be altered in cancer promoting either proliferation or survival of
tumor cells. NEOL1 and ligand expression have been reported to vary in different types of
cancer, in relation to the degree of tumor proliferation, differentiation, aggressiveness
and survival. In addition, a pilot study developed in Dra. Palma’s laboratory shows
presence of NEO1 in BCC samples. These findings lead us to propose that: “Neogenin-
1 and ligand levels of expression vary in BCC tumor progression, relating with
SHH/GLI pathway overactivation”. To test this hypothesis both NEO1 and ligand
MRNA levels where quantified by gPCR and assessed by immunostaining on human
BCC and healthy skin samples, correlating these results with SHH/GLI pathway
activity; correlation between NEO1 and ligand levels with aggressiveness was assessed;
and finally, variations in NEOL, ligand and SHH/GLI readouts levels were assessed in a
BCC mouse model.

As key results, presence of NEO1 and ligand was detected in healthy skin and in BCC.
NEO1 and ligands (NTN1 and RGMA) mRNA levels presented a positive correlation
with GLI1 levels, a classical SHH/GLI readout. Pharmacological inhibition of SHH/GLI
pathway ex vivo decreased mMRNA levels of these genes. Noteworthy, NEO1, RGMA and
GLI1 levels where found to be significantly lower in aggressive subtypes of BCC and, in
addition, a decrease their levels with tumor progression was observed.

The increase of NEOL1 and ligand in BCC samples could be related with its role as a
death dependence receptor, promoting tumor cell proliferation. Meanwhile the decrease
of NEOL1 in aggressiveness could be related with additional tumorigenic events similar
to what has been reported for other SHH/GLI transcriptional targets.

In conclusion, NEO1 and it ligand are upregulated in BCC in relation to
deregulation of the SHH/GLI pathway. NEO1 is decreased in aggressive BCC
subtypes; therefore it is possible to evaluate NEOL as a potential prognosis marker.
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I.  INTRODUCCION

1. Céncer, una de las enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial.

Cancer es el nombre genérico dado a un grupo de patologias, conocidas como
tumores malignos o neoplasias, que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo y que se
caracterizan por la proliferacién descontrolada de células anormales que se extienden
por sobre los limites normales, pudiendo invadir tejidos adyacentes y también

propagarse a otros 6rganos (proceso conocido como metastasis).

Los datos recopilados por la Agencia Internacional para la Investigacion en
Cancer (IARC, del inglés International Agency for Research on Cancer) permiten
predecir que 1 de cada 5 personas en el mundo tendra algun tipo de cancer durante su
vida y que 1 de cada 9 personas fallecera a causa de algun tipo de cancer (IARC, 2008).
En Chile el cancer es la segunda causa de muerte en la poblacion alcanzando un 27% del
total de defunciones para el afio 2010 (DEIS, 2012). Estas estadisticas dan cuenta de una
enfermedad que se ha vuelto extremadamente agresiva durante los Gltimos afios, razon
por la cual actualmente es un tema de importancia a nivel gubernamental para el
desarrollo de politicas de salud publica y se ha desarrollado como un gran foco de

investigacion en todo el mundo.

Es por ello que hoy en dia se ha vuelto crucial entender los factores moleculares
y geneticos que guian la génesis y el desarrollo de esta enfermedad con el fin de
desarrollar terapias que se dirijan de manera especifica a estos factores y permitan

mejorar los indices de diagnostico temprano y prondstico de supervivencia. La insercién



de un nuevo biomarcador de mayor sensibilidad que permita una deteccién precoz del
cancer podria aumentar significativamente la sobrevida del paciente; la deteccién
oportuna de esta patologia amplia la posibilidad de tratamientos no invasivos, pudiendo

mejorar en muchos casos la calidad de vida de los pacientes oncoldgicos.

2. Carcinoma Basocelular Cutaneo (BCC), uno de los cdnceres mas comunes

en la poblacion caucasica.

La piel es uno de los érganos mas extensos del cuerpo y el cancer cutaneo una de las
neoplasias malignas mas comunes en la poblacion caucasica a nivel mundial (IARC,
2008). Su incidencia en Estados Unidos ha aumentado en un 2,8% al afio entre el 2005 y
el 2009 (American Cancer Society, 2013). En Chile la incidencia de este tipo de
neoplasia varia acorde a la localizacion y el sexo, teniendo una tasa de incidencia (por
cada 100.000 habitantes) del 74,7 y 59,5 en hombres y mujeres de la Region de
Antofagasta respectivamente, contrastada con una incidencia de 19,1 y 20,9 en hombres

y mujeres de la provincia de Valdivia respectivamente (Minsal, 2012).

La piel corresponde a un epitelio poliestratificado en la que se distinguen 3 capas
principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis o tejido subcutaneo, siendo la
primera de ellas la capa méas externa. Ademas de estas capas forman parte de este 6rgano
también otras estructuras como la glandula sebacea y el foliculo piloso. La piel
constituye la primera barrera frente a las adversidades del medio ambiente, estando la
epidermis y el foliculo piloso en constante renovacion; en ambos existen nichos de

células troncales que posibilitan este proceso. Recientemente se ha planteado que la

2



existencia de células troncales podria guardar relacion con el desarrollo de nimeros
canceres epiteliales (Fig. 1).

La epidermis presenta varias capas entre las que se encuentran: el estrato cdrneo,
granuloso, espinoso y basal, y es en esta ultima capa en donde se encuentran células en
estado altamente proliferativo. Las células que componen la capa basal, son las que se
diferencian y mueven hacia capas superiores para renovar la epidermis (Blanpain &
Fuchs, 2009; Fuchs, 2007; Kasper y cols., 2012; Schneider y cols., 2009).

Los canceres a la piel se dividen normalmente en dos grupos: melanoma y no-
melanoma. El melanoma cutaneo maligno es responsable del mayor porcentaje de
mortalidad, sin embargo el cancer no-melanoma es el de mayor incidencia entre los
canceres cutaneos (Elder, 1995). El cancer de piel no-melanoma se refiere
principalmente al Carcinoma Basocelular (BCC), Carcinoma Espinocelular y otros
tumores menos frecuentes como linfomas, Carcinomas de las Células de Merkel,
Sarcoma de Kaposi, angiosarcomas, Enfermedad de Paget e histiocitomas malignos

(Madan y cols. 2010).

El BCC corresponde a una de las neoplasias mas frecuentes en el ser humano vy tiene,
junto con el carcinoma espinocelular, prevalencia universal con la edad (Madan y cols.
2010). Clinicamente el BCC aparece como nddulos telangectasicos con o sin ulceracion
0 como parches endurecidos, eritematosos o ulcerados con un borde discreto, en algunos
casos pigmentado. Morfoldgicamente incluye a un grupo de tumores intraepidérmicos

con fenotipo de célula basal que se extienden hacia la dermis.
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Figura 1. Epidermis y cancer de piel. La epidermis, constituye la capa mas externa de la piel, y
consta de 3 estratos principales: el estrato corneo (s.c.) que corresponde a la capa mas externa
compuesta principalmente de células muertas; estrato espinoso (s.s.) constituido por las células
espinosas y el estrato basal (s.b.) constituido por las células basales de la epidermis. El
carcinoma basocelular se origina en las células basales, que son las que proliferan y se
diferencian a las capas superiores. A medida que las células se mueven hacia la superficie se
vuelven células espinosas, que son las que se expanden en el carcinoma espinocelular. El
melanoma se origina a partir de la transformacién de células pigmentadas Ilamadas melanocitos
(Modificado de Mayo Fundation MER; Fuchs, 2007).



La incidencia de BCC esta asociada a la exposicion con radiacion UV. Es por
ello que se desarrolla principalmente en la piel expuesta al sol, aumenta con la edad y es
mas comun en fenotipos con piel clara, siendo de riesgo tanto la exposicion aguda como
la acumulacion de radiacion a lo largo de la vida. El BCC es muy comin en adultos
mayores y resulta raro en la palma de la mano, planta del pie y en nifios. Riesgos
adicionales son la radiacion ionizante, el arsenico y la supresion inmune (Kasper y cols.
2012; Wong y cols. 2003).

A nivel histopatoldgico el BCC puede ser clasificado en diversos subtipos:
superficial, nodular, micronodular, infiltrante y esclerosante, los cuales difieren no sélo
en su morfologia sino en su comportamiento y patron de crecimiento. Es por ello que se
han diferenciado entre BCC de subtipo indolente: superficial y nodular; y de tipo
agresivo: micronodular, infiltrante y esclerosante (Fig. 2) (Kasper y cols., 2012; Yu y
cols., 2008). La correcta identificacion entre estos subtipos es importante en el
diagndstico, prondstico y tratamiento del BCC.

ElI BCC de subtipo indolente, en especial el nodular, es la forma mas comdn en la
gue se encuentra esta neoplasia en la poblacion, por lo que se describe al BCC como un
tipo de céncer poco metastatico. Sin embargo, al no ser tratado, es capaz de dafar
considerablemente el tejido circundante.

Se ha observado que los BCCs més agresivos presentan un mayor indice
apoptotico que agquellos méas indolentes. Si bien esto puede considerarse contradictorio,

se ha discutido que el BCC se encuentra dentro de los tumores causado mas que por un



Figura 2. Principales subtipos de BCC. (A, Cy E) Vistas macroscopicas de los tumores. (B, D
y F) Vistas microscopicas por tincién histolégica hematoxilina-eosina (H&E). Se aprecian las
diferencias entre la morfologia y comportamiento de invasién dermal de los tumores indolentes
(A y B) nodular, (C y D) superficial en contraste con un subtipo agresivo esclerosante (E y F).
(Modificado de Kasper y cols. 2012)



aumento en la tasa proliferativa, por una disminucion de la muerte celular. Este tipo de
tumores se caracteriza por poseer células tumorales de lento crecimiento, lo que las
expone a los continuos factores de riesgo como la luz UV, permitiendo asi nuevos
procesos de mutagénesis que afecten a oncogenes y la pérdida de la expresion de
proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 que mantenian el tumor en estado “quiescente”
(Crowson y cols. 1996; Tilli y cols. 2002). Estos y otros antecedentes indican que el
BCC, si bien en su mayoria es indolente, puede variar enormemente en su
comportamiento y desarrollo, por lo que resulta importante comprender los factores
moleculares detras del desarrollo y progresion de esta neoplasia.

La génesis molecular del BCC se ha asociado con la sobre-activacion de la via
Sonic Hedgehog/Gli (Shh/Gli), una via que se encuentra principalmente activa durante
la embriogénesis de vertebrados y que en el adulto se encuentra involucrada en la
homeostasis de diversos tejidos, entre éstos, en la mantencién de la piel, estando
vinculada tanto en los procesos de diferenciacion de ésta como en el ciclo del foliculo
piloso (Blanpain & Fuchs, 2009; Ghali y cols., 1999; Lobo y cols. 2007).

La primera asociacion entre BCC y la via Shh/Gli ocurrié con el descubrimiento
de que mutaciones de pérdida de funcion en el receptor candnico de Shh, Patchedl
(PTCH1), se relacionaban con el Sindrome de Carcinoma Basocelular Nevoide
(NBCCS, del inglés Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome), también conocido como
Sindrome de Gorlin. Los pacientes con este sindrome poseen una mutacion de PTCH1
en la linea germinal y son susceptibles a desarrollar BCC y meduloblastomas (Li y cols.,

2011).



Se ha reportado que Ptchl posee un rol en la regeneracion cutanea al limitar el
tamafio del compartimiento de células progenitoras y permitir la diferenciacion del linaje
celular que forma el foliculo piloso. La pérdida de Ptchl en células basales promueve la
proliferacion celular y limita la diferenciacion de éstas, produciendo un fenotipo tipo
BCC. Por tanto, la pérdida de Ptchl es suficiente para producir la formacién de tumores
cuténeos, identificAndose un posible origen del BCC en la células basales o en la zona
del bulge del foliculo piloso (Adolphe y cols., 2006; Villani y cols., 2010). Sumado a
esto se ha observado que alteraciones en otros componentes de la via Shh, como
mutaciones de ganancia de funcién del co-receptor Smoothened (Smo) y anormalidades
en los factores de transcripcion activadores Glil y Gli2 tambien producen BCC (Li y
cols., 2011). Sin embargo, no se ha determinado si el desarrollo tumoral, producido por
la desregulacion de la via Shh/Gli, es debido al control directo del ciclo celular a través
de Gli o si existen otros efectores intermedios que pudiesen ser responsables de este

efecto.

Recientemente se ha observado que sumado al aumento en la proliferacién, las
mutaciones frecuentes de PTCH1 en pacientes con BCC producen un aumento en la
apoptosis, sugiriendo que podrian existir interacciones con otras vias u otros factores rio
abajo de Shh que actien compensando la accién de Ptchl y por lo tanto sean relevantes

en el proceso carcinogénico (Lois, 2012).



3. Sonic Hedgehog, un factor involucrado en tumorigénesis.

Los miembros de la familia proteica de sefializacion Hedgehog (Hh) participan
en el desarrollo embrionario de muchos 6rganos y grupos celulares, dirigiendo procesos
como diferenciacion celular, patterning, sobrevida y proliferacién. Las mutaciones en
esta via pueden causar malformaciones congénitas severas como holoproencefalia y

fenotipos de ciclopia (Dahmane y cols. 1997; Ghali y cols. 1999; Chiang 1996).

Los cambios patologicos en namero celular, como ocurre en el cancer, parecen
resultar de la formacion de patrones anormales de tejidos y dérganos, indicando que la
morfogénesis, homeostasis y los procesos tumorales estan intimamente conectados
(Altaba, Mas, & Stecca, 2007). Algunos reportes recientes han vinculado a Hh con
procesos carcinogénicos, mediante la identificacion de mutaciones en variados
componentes de la via particularmente en tumores cerebrales y cutaneos (Johnson &

Scott, 1998).

En mamiferos la via de sefializacién Hh/Gli actla a través de alguno de sus tres
ligandos: Indian hedgehog (lhh), Desert hedgehog (Dhh) y Sonic hedgehog (Shh), los
cuales difieren en su afinidad al receptor Ptchl, siendo Shh el méas ampliamente
expresado. Ptch posee dos homdlogos, Ptchl y Ptch2, en donde se ha estipulado que la
actividad mayoritaria es llevada a cabo por Ptchl. La via Shh activa a la familia de
factores transcripcionales Gli (del inglés, Glioma Associated Oncogenes), Glil, Gli2 y
Gli3. Glil es un potente activador transcripcional, Gli2 es tanto un activador como un

represor y Gli3 es principalmente represor. Las proteinas Gli completas poseen accion
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activadora, mientras que el procesamiento mediante corte proteolitico, le confiere a Gli2
y Gli3 una actividad represora. Glil carece del dominio represor N-terminal por lo que
se postula que su funcién exclusiva seria amplificar la sefial Hh (Aza-Blanc y cols.

1997).

En la via Hh candnica Ptchl inhibe a la proteina de membrana Smoothened
(Smo) en ausencia de ligando, manteniéndola en un estado inactivo; en estas
circunstancias las formas represoras de Gli2 y/o Gli3 ingresan al nacleo e inhiben la
transcripcion de los genes blanco (Fig. 3A). La unién del ligando Hh a Ptchl libera la
inhibicion y se produce disminucion de formas Gli represoras y una acumulacion de la
forma activada de Gli2 y el activador Glil lo que permite la transcripcion de los genes
blanco, entre los que se encuentra ptchl, glil y hipl (Figura 3 A). La regulacién positiva
de Glil es regulada por la retroalimentacion inhibitoria que producen Ptchl y Hip1l,

regulando de esta forma el tiempo y la potencia de la sefializacion (Altaba y cols., 2007).

Existe evidencia reciente de que las proteinas de la via Shh/Gli pueden tener
funciones adicionales a través de vias Ilamadas "no-candnicas" que incluyen
componentes de esta via pero presentan interacciones con otros componentes,
interacciones atipicas entre si o bien sus efectos son independientes de la transcripcion

por Gli (Fig. 3).

Un ejemplo de esto es la implicacion de la via de Shh/Gli en la regulacién del

ciclo celular, en particular en la transicién G2/M (Fig. 3B). La transicion G2/M es
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Figura 3. Vias transduccionales de la sefializacion de Hedgehog. (A) Via candnica de
Hedgehog: en vertebrados, la union de Shh, Ihh y Dhh a Ptchl libera la inhibicién que éste
induce sobre SMO, evitando el procesamiento de los factores transcripcionales Gli a su forma
represora (GLI-R) y permitiendo la acumulacién de factores activadores (GLI-A) los que
promueven la expresion de los genes blancos de la via Hh. (B) Via no canoénica Hh-Ptchl-
Ciclina B1: En la fase G2 tardia Ptchl secuestra a Ciclina B1 evitando que MPF promueva la
entrada a mitosis, la union de los morfégenos Hh a Ptchl inhibe su interaccién con ciclina B1 y
permite que ésta ingrese al nicleo promoviendo la transicion G2-M. (C) Actividad de receptor
de dependencia de Ptchl: El corte mediante caspasas del extremo C-terminal citoplasmatico de
Ptchl (en el residuo 1392 de Ptchl en rat6n) induce la apoptosis en las células que lo expresan.
La union de los ligandos evita este corte por caspasa y la apoptosis, generando una dependencia
del morfdgeno para la sobrevida de la célula (modificado de Jenkins 2009).
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mediada por el Factor Promotor de la Mitosis (MPF, del inglés M-phase Promoting
Factor) que esta compuesto por CDC2 (CDK1) y ciclina B1. Cuando no es activado por
Shh, Ptchl interactda con ciclina B1 en la fase G2 tardia y evita su translocacién al
nacleo, actuando como un supresor de tumores en el punto G2/M. Sin embargo, en
presencia de Shh ciclina B1 es liberada de Ptchl pudiendo viajar al nicleo y permitiendo

la entrada a mitosis (Barnes y cols., 2005).

Se ha postulado que Ptchl es un receptor de dependencia. Los receptores de
dependencia inducen muerte celular programada cuando no estan unidos a su ligando,
generando asi dependencia del ligando para ejecer su funcién en procesos tales como
sobrevida, proliferacion, guia axonal, entre otros. Pertenecen a una familia
estructuralmente diversa de receptores de membrana que comparten ciertas funciones
como inducir la muerte celular programada o apoptosis, de manera dependiente del corte
por caspasas, en ausencia de su ligando, e inhibir estos efectos apoptoéticos cuando los
ligandos estan presentes. La propiedad que presentan estos receptores de gatillar
apoptosis, se ha propuesto como un mecanismo de supresion tumoral condicional,
implicandose tanto en migracion como sobrevida de células tumorales en el proceso de
metéastasis (Mehlen & Guenebeaud 2010). La familia de receptores de dependencia
incluye ademas a DCC (del inglés, Deleted in Colorectal Cancer)/Neogenina-1, y a

receptores de la familia UNCS5, entre otros (Jenkins, 2009).

Las evidencias muestran que Ptchl induce apoptosis mediante corte por caspasas,

accion que es revertida en presencia de Shh (Fig. 1C). Esta observacion en conjunto con
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su accién como supresor de tumores y su vinculacién con cancer, sustentan la hipotesis

de que Ptchl es un receptor de dependencia.

Ademas de su rol en el desarrollo, la actividad de Shh es importante en la
regulacion de la proliferacion y mantenimiento de nichos celulares troncales en el
adulto, los cuales se encuentran en practicamente todos los tejidos. Las células troncales
poseen similitudes con las células tumorales, en particular en su estado indiferenciado y
capacidad de autogeneracion, por lo que es posible pensar que las vias relacionadas a
esas caracteristicas son comunes entre ambos tipos celulares. Debido a esta y otras
similitudes entre ambas, se ha propuesto que las células troncales tienen potencial
tumorigénico y que los factores que regulan la mantencion de la troncalidad de estos
nichos son responsables de mantener un equilibrio proliferativo homeostatico que al
quebrarse podria desencadenar un proceso canceroso (Lobo y cols., 2007; Reya y cols.,

2001; Ruiz i Altaba y cols., 2002).

Se ha relacionado la modificacion de los componentes de la via de Shh con el
desarrollo de canceres de diferentes origenes tisulares tales como BCC,
meduloblastoma, neuroblastoma, glioma cerebral y rabdomiosarcoma. Se ha visto que el
aumento desregulado de la sefializacion de esta via esta asociado con canceres del tracto
digestivo, cancer pancreatico y cancer pulmonar de células no pequefias (Daya-Grosjean
& Couvé-Privat, 2005). Entre estas patologias el BCC es la neoplasia mas comun

causada por una desregulacion de la via de Shh.
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En relacion a como la desregulacion de la via produciria BCC, se ha explicado
principalmente por el rol de Ptchl como supresor de tumores en la transicion G2/M. La
activacion patoldgica de la via Shh-Ptchl-Ciclina B1 podria superar este punto de
control y promover la proliferacion desregulada, induciendo transformacion celular
(Barnes y cols., 2005). Sumado a esto, se ha observado en queratinocitos que Shh
también puede promover la proliferacion en la transicion G1/S al bloquear a CDK1A
(p21) el cual induce la detencion del ciclo celular (Roy, 2002). Ademas se ha observado
que Gli2 es capaz de inducir la transicion G1/S y antagonizar la diferenciacion de las
células epidermales, esto debido probablemente al control transcripcional de Ciclina D1
por parte de la via Shh/Gli (McMillan & Matsui, 2012; Regl y cols., 2004). Sumado a
esto, se ha reportado a c-myc, un gen vinculado a la transicion G1/S e implicado en
diferentes tipos de cancer, como un blanco transcripcional de la via Shh/Gli; mas aun se
ha propuesto que a su vez éste puede regular la transcipcion de Glil y por lo tanto la
cascada de activacion de la via Shh/Gli (Benaud & Dickson, 2001; Milla y cols., 2012;

Yoon y cols., 2013).

Con el objetivo de estudiar el BCC y también poder evaluar nuevos farmacos
para su tratamiento se han desarrollado diversos modelos, entre los que destacan los
ratones con deleciones heterocigotas para Ptchl (Ptch1”™) (analizado en Nitzki y cols.
2012). Estos ratones muestran susceptibilidad al desarrollo de meduloblastoma vy
rabdomiosarcoma. El 33% de los ratones Ptchl” presenta, luego de 3 a 17 meses,
proliferaciones celulares basaloides similares a las encontradas en la piel no expuesta al
sol de los pacientes con BCNS. Luego de un tratamiento repetitivo con radiacion UV el
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100% de los ratones genera BCC en la piel, en comparacion con un 0% en ratones
silvestres. Sin embargo, este tratamiento es largo y genera BCC en forma muy lenta,
frente a lo cual se han generado nuevos modelos que permiten acelerar la carcinogénesis
y ademas posibilitan la investigacion de etapas definidas en el desarrollo del BCC

(Corcoran & Scott 2001).

El grupo del Dr. Brandon Wainwright (Universidad de Queensland, Australia) ha
conseguido obtener un raton nulo para Ptchl por delecién condicional del exon 3 frente
a la activacion del promotor de Keratina 14 (K14-Cre:Ptch1'®®). La K14 se expresa de
manera significativa en las células basales de la piel y se sobre expresa en el BCC, por lo
que el uso de este promotor permite la delecidn tejido especifica del receptor, sin afectar
el desarrollo de otros organos Yy tejidos para los cuales la actividad de Ptchl es vital,
generando BCC entre los 24 a 28 dias posnatal (Villani y cols., 2010) (Fig. 4). Esto
constituye un gran adelanto frente a otros modelos y permite el estudio de nuevos

factores que afecten el desarrollo de BCC en un contexto de alta activacion de Shh.

La importancia de la via de Shh en proliferacion y sobrevida, asi como la reciente
relevancia que se ha otorgado a las vias "no-candnicas”, hacen que resulte interesante

analizar otros componentes y genes regulados por Shh que den cuenta de sus funciones.

El afio pasado se reportd la identificacién de nuevos blancos transcripcionales de
la via de sefializacion de Shh entre los que destaca el gen Neogenina-1(Neol), cuya
regulacion por Shh se comprobd mediante ensayos de pérdida y ganancia de funcién

tanto in vitro como in vivo (Milla y cols., 2012). Asimismo se ha comprobado la
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Control K14-Cre:Ptch1'ov/lox

Figura 4. Delecion condicional de Ptchl en células basales genera BCC. Comparado con el
control silvestre (a) ya en p10 se evidencia una expansion de las células que forman la capa
exterior del foliculo piloso (flechas) en la piel de ratones K14-Cre:Ptch1'™'*. La piel adulta
mantiene su estructura normal (c), mientras que la piel con delecion de Ptchl progresa a lesiones
agresivas de BCC (d) (Tomado de Villani y cols., 2010).

16



existencia de un sitio funcional de unién al factor transcripcional Gli2 en la

secuencia gendmica de NEO1 (Milla y cols. 2014).

4. Neol, un receptor de dependencia blanco de la via de Shh/Gli.

La proteina Neol es un receptor celular miembro de la familia de las
inmunoglobulinas. Originalmente fue aislada de tectum dptico de embridn de pollo e
identificada como un homologo de DCC, un receptor de Netrinas involucrado en

migracion celular y guia neuronal.

Neol posee un dominio extracelular con 4 dominios tipo inmunoglobulina (1g)
seguido de 6 dominios de fibronectina tipo 3 (Fnlll), un tnico dominio transmembrana y
una cola citoplasmatica con 3 dominios conservados llamados P1, P2 y P3 (Fig. 5A). La
secuencia génica de Neol se traduce en variadas isoformas de esta proteina por el
procesamiento de su transcrito mediante splicing alternativo, siendo la correspondiente a
la isoforma mas larga, de 1461 aminoacidos, la secuencia convencional de Neol; esta

secuencia posee 27 exones 'y 26 intrones (Vielmetter y cols., 1997).

La expresion de Neol, al igual que la de DCC, se concentra principalmente en
neuronas en proceso de diferenciacion y a lo largo del sistema nervioso central. Sin
embargo, se ha observado que Neol también se localiza en muchos tejidos en desarrollo
donde no hay expresion de DCC, como el corazon, intestino, pulmén, pancreas y

cartilago (Wilson & Key, 2007).
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Figura 5. (A) Estructura de Neogenina-1 y sus ligandos: Neogenina-1 posee cuatro loops tipo
Ig y seis repeticiones de Fnlll, un dominio transmembrana (TM) y una region intracelular con
tres dominios P; tiene al menos cuatro sitios de splicing (sp) y un sitio consenso para el corte con
caspasa-3. Las Netrinas -1 a la -4 son proteinas secretadas con un péptido sefial amino-terminal,
seguido por un dominio globular tipo laminina (V1) y tres repeticiones del dominio de factor de
crecimiento epidermal (EGF); la region C-terminal (C) posee alta variabilidad entre especies.
Los ligandos RGM poseen un péptido sefial N-terminal (S), un motivo RGD (relacionado con
interacciones célula-célula), un dominio tipo factor de von Willebrand (VWF), una region
hidrofébica (hp) y un anclaje GPI C-terminal. (B) Interaccién de Neogenina-1 con sus
ligandos: Se ha demostrado la interaccién de los dominios Fnlll de Neognina-1 con Netrina y
RGM en diferentes procesos. (Modificada de Wilson & Key 2007).
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Debido a su homologia con DCC, Neol fue identificado como un receptor de
Netrinas, pudiendo unirse a Netrina-1 (Ntnl), Netrina-3 (Ntn3) y Netrina-4 (Ntn4), con
mayor afinidad que su homologo en el caso de Ntn3 y Ntn4 (Wang y cols. 1999).
Actualmente se sabe que, a diferencia de DCC, Neol es también un receptor de alta
afinidad por Moléculas de Guia Repulsiva (RGM, del inglés Repulsive Guidance
Molecule). La familia de la RGM esta compuesta por 3 miembros (RGM A, RGM B y
RGM C) y corresponden a co-receptores de alta afinidad especificos por BMPs (del

inglés Bone Morphogenetic Proteins) (Rajagopalan y cols., 2004).

Actualmente se ha descubierto que la activacion de Neol posee resultados
diferentes dependiendo del tipo de ligando al que se una y el contexto celular en el que
se encuentre (Fig. 5B). Cabe destacar que muchas de las funciones de Neol, en
particular las que ocurren en el sistema nervioso central, como lo son la proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y guia neuronal, se solapan con funciones de la via de
sefializacion de Shh, lo que soporta de mayor manera la relacion regulatoria encontrada

entre ambas vias (Goldschneider & Mehlen, 2010; Wilson & Key, 2007).

Se ha comprobado en tubo neural de embrion de pollo que Neol, al igual que
DCC y Ptchl, es un receptor de dependencia. EI dominio citoplasmatico de Neol posee
un sitio de corte por caspasa-3 que, en ausencia de su ligando RGM, puede ser cortado
induciendo apoptosis mediada por caspasas; esta accion es inhibida en presencia de

RGM, permitiéndose la sobrevida (Matsunaga y cols., 2004).
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5. Neoly su expresion en neoplasia

Dadas sus funciones en sobrevida y desarrollo, y su rol como receptor de
dependencia, resulta interesante analizar el comportamiento de Neol en contextos

neoplasicos.

En carcinoma celular escamoso esofagico la expresion de NEO1, evaluada por
medicion cualitativa de mRNA, se encuentra aumentada con respecto al tejido sano, en
una relacion proporcional al grado de diferenciacion del tumor (Hu y cols., 2001). En
lineas celulares de cancer ovérico la expresion de NEO1 aumenta, a diferencia de lineas
no tumorales, bajo el tratamiento con hormona foliculo estimulante; la expresion de
NEO1 se relaciona en este trabajo con el aumento en la proliferacion y disminucion en la
apoptosis, evaluada mediante la disminucion de la actividad de caspasa-3 (Ho y cols.,

2003) .

En nuestro laboratorio, se analizo la funcion de NEOL en una linea celular de
meduloblastoma humano, DAQY. Se observo que al silenciar la expresion de NEO1
mediante sShRNA en los cultivos y evaluar proliferacion con fosfoHistona H3 (que
permite el marcaje positivo en células en fase M del ciclo celular) existe un aumento
significativo de células marcadas, sin embargo, cuando estas células son marcadas con
BrdU (marcaje que muestra a las células en fase S), se ve una disminucion del nimero
de células en fase S. Estos resultados sugieren que la funcion de NEO1 seria promover

el ciclo celular en la transicion G2/M (Milla y cols. 2014).
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Por otro lado, en un analisis retrospectivo de pacientes con adenocarcinoma de
pulmon se reportd que existe una baja expresion de NEO1 en la patologia, asociandose
los niveles bajos de expresion de esta proteina a bajas tasas de sobrevida. En un estudio
hecho en cancer de mama en tanto, se observa una fuerte expresion en tejido sano
comparado con niveles bajos o nulos en tejido tumoral, advirtiéndose que la expresion
de NEO1 disminuia de manera inversa a la agresividad tumoral (Berrar y cols., 2005;

Lee y cols., 2005).

Estos antecedentes indican que la expresion de NEOL se encuentra aumentada en
unos tipos de cancer relacionada con procesos de poliferacion celular; y disminuida en
otros ligada a agresividad y progresion tumoral. Esto indica que NEO1 podria jugar un
rol ya sea como gen supresor de tumores 0 como oncogén dependiendo del contexto

celular.

Estas disimilitudes podrian estar asociadas a la descripcion de NEO1 como un
receptor de dependencia. Se ha postulado que estos pueden dar ventajas selectivas ya sea
por la produccion autocrina exacerbada del ligando, perdida de la funcion del receptor o
pérdida de componentes complementarios pro-apoptéticos (Mehlen y cols., 2011). Las
diferencias en expresiones en los distintos tipos de cancer podrian estar ligadas a una
desregulacion en la expresion de los ligandos y/o a la presencia de una sefializacion

Shh/Gli activa en las diferentes patologias.
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6. Neol, un potencial blanco terapéutico en Carcinoma Basocelular

La reciente relacién establecida entre NEO1 y la via se sefializacion Shh, hace
que resulte interesante conocer la relacion existente entre ambos en el contexto tumoral.
El aumento en la actividad de la via Shh se relaciona con el desarrollo de neoplasias en
el sistema nervioso central, musculo y piel, siendo el BCC cutéaneo uno de los canceres

con mayor incidencia a nivel mundial.

En un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio se reporto por primera vez
la relacion entre la presencia del receptor NEO1 y NTN1 con la sobre activacion de la
via de SHH/GLI en muestras patologicas de BCC, mediante la evaluacién por
inmunohistoquimica de cortes histologicos de pacientes (Solis, 2013). Sin embargo, el
bajo nimero de muestras no permitid obtener resultados concluyentes respecto a la
presencia de NEO1 y sus ligandos en BCC. EIl estudio anterior, sin embargo, se
constituye como una primera aproximacion para dilucidar cual es el rol de NEOL1 en el

BCC.

La principal terapia en este tipo de neoplasia es la extirpacion quirargica del
tumor, provocando dafio del tejido y cicatrices permanentes, lo que es altamente
indeseable dado que el BCC se localiza cominmente en regiones expuestas de la piel
como lo es el rostro. Sumado a esto, muchas veces la cirugia se vuelve una complicacion
mayor cuando el tumor se ubica en regiones cercanas al 0jo, boca, nariz y orejas,
afectando las capacidades cotidianas de los pacientes. Terapias no invasivas incluyen

inmunomoduladores y agentes quimioterapéuticos, los cuales poseen innumerables

22



efectos secundarios y dafo en la piel al ser usados en forma topica (Nitzki y cols., 2012).
Es por ello que actualmente se han estudiado moléculas capaces de inhibir a
componentes de la via Shh/Gli (principalmente inhibidores de Smo), con los que se
observa una buena respuesta en la disminucion de la masa tumoral. Sin embargo, la via
Shh/Gli posee importancia no sélo en el desarrollo, sino que también en la mantencion
de tejidos troncales en el adulto, por lo que este tipo de tratamiento resulta aun
inespecifico y tambien presenta los efectos secundarios de terapias anteriores (Iwasaki y
cols., 2012). Por lo tanto, resulta importante investigar el papel de efectores rio debajo
de Shh en el desarrollo de esta neoplasia. Todos estos antecedentes indican que Neol
podria estar actuando como efector de la via Shh/Gli en BCC y su actividad estar

posiblemente relacionada con la progresion tumoral de esta neoplasia (Fig. 6).

La vinculacion de Neol a BCC seria un primer paso para el estudio de esta
proteina como un marcador tumoral, que potencialmente permitiria detectarlo de
forma temprana, permitiendo un tratamiento precoz y un mejor seguimiento de los

pacientes afectados.
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Ptchi, Gli1, Bcl2, Neol...

Figura 6. Modelo propuesto del rol de NEO1 en BCC. Debido a la sobre-activacion de via
SHH/GLI, principalmente por la mutacion del gen PTCHL, se promueve la acumulacion de los
factores GLI activadores (GLI-A) por sobre los represores (GLI-R) lo que produce la
transcripcién de los genes blanco de la via. Sumado a los blancos clasicos como Ptchl, Glily
Bcl2, la activacion de la via produciria un aumento en la transcripcion de Neol, posiblemente
asociado a aumento en la expresion de alguno de sus ligandos. ElI complejo de sefializacién
ligando-receptor produciria sefiales de sobrevida y proliferacion que promoverian la aparicion
y/o mantencion del BCC.
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1. HIPOTESIS

Los niveles de expresion génica y proteica del receptor de dependencia Neogenina-1
y su(s) ligando(s) varian en la progresion del Carcinoma Basocelular ligado a la sobre-

activacion de la via de sefializacion SHH/GLI.

1. OBJETIVOS

1. GENERAL

Evaluar los niveles de expresion de Neogenina-1 y sus ligandos RGM y Netrinas en
relacion a la actividad de la via de sefalizacion SHH/GLI en la progresion del

Carcinoma Basocelular (BCC).

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
i. Evaluar la expresion de NEOL1 y sus ligandos en piel sana y BCC humano en
relacion a la activacion de la via de sefializacion SHH/GLI.
ii. Evaluar la relacion entre los niveles de NEOL y sus ligandos con la proliferacion
y/o agresividad tumoral en BCC humano.
iii. Determinar si en el curso del desarrollo tumoral existen variaciones progresivas en

los niveles de Neol utilizando un modelo murino de BCC Shh -dependiente.
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V. MATERIALES Y METODOS
1. Obtencion de Muestras:

a) Humanas:

Las muestras humanas fueron obtenidas por medio de una colaboracién con la
Fundacién Arturo Lépez Pérez (FALP) y el Hospital Clinico de la Universidad de Chile
(HCUCH), previa autorizacion de los pacientes a través de la firma de un
Consentimiento Informado aprobado por los Comités de Etica de ambas instituciones
(Documentos Anexos 1).

i. Sanas:

Se consideré como control sano, muestras de piel sin lesiones provenientes de 15 sujetos
sin enfermedades relacionadas a este 6rgano. Del total de muestras, 10 fueron extraidas
del cuello de los sujetos durante tiroidectomias y 5 del bajo vientre durante
abdominoplastias. De los 15 sujetos 14 corresponden al sexo femenino y 1 al masculino,
variando sus edades entre 30 y 60 afios.

ii. Patoldgicas.

Tejidos patologicos frescos fueron obtenidos a partir de biopsias realizadas a 37
sujetos diagnosticados con BCC. Todas las muestras, a excepcién de una que fue
extirpada de la escapula, fueron extirpadas de distintas zonas de la cabeza y cuello. De
los 37 sujetos participantes en este estudio 10 pertenecen al sexo femenino y 27 al
masculino, variando sus edades entre 44 y 94 afios, siguiendo una distribucion normal

con una mediana y media de 66 afios. Segun los criterios establecidos por el servicio de
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Anatomia Patoldgica de la FALP dichas muestras se clasificaron en subtipos
histopatolégicos (Tabla 1).

b) Murinas:

El trabajo con muestras murinas fue logrado gracias a una colaboracion con el
laboratorio del Doctor Brandon Wainwright de la Universidad de Queensland (Brisbane,
Australia) y todos los experimentos descritos con estas muestras se realizaron durante
una pasantia en dicho laboratorio y cumplieron con las normativas de cuidado de
animales de dicha institucion.

Los ratones mutantes K14Cre:Ptch1'®® fueron obtenidos a partir de la cruza de
machos C57 K14Cre:Ptch1™* con hembras C57 Ptch1/* Las camadas se
genotipificaron en dia postnatal 7 (P7) por PCR de DNA obtenido de la cola de los
ratones (Fig. 7). Cuatro camadas produjeron ratones con la mutacion deseada, con un
total de 7 ratones mutantes. Se usé como controles ratones silvestres provenientes de la
misma camada. Los ratones fueron sacrificados en P13, P20 y P29.

Las muestras fueron: guardadas en medio DMEM (Gibco, Life Technologies) y
utilizadas frescas para cultivo; o guardadas en RNAlater (QIAGEN) hasta su utilizacion
para extraccion de RNA; o fijadas y parafinadas para analisis histologico.

2. Cultivo

Muestras de BCC humanas obtenidas como se indica en el punto 1.a).ii. fueron
cultivadas como explantes segun lo descrito por Bradbeer M y cols. (1988). De forma

resumida, la muestra mantenida en DMEM fue cortada en cubos de 2 mm? aprox. y se
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Subtipo Histologico n | Porcentaje (%)
Nodular 11 29,7
Nodular infiltrante 7 18,9
Nodular morfeiforme 1 2,7
Superficial 2 54
Micronodular 1 2,7
Infiltrante 4 10,8
Mixto 1 2,7

Sin diagnostico a la fecha | 10 27

Tabla 1. Subtipos morfohistolégicos de las muestras BCC. NUmero y porcentaje de subtipos de BCC
dentro del total de las muestras analizadas.

K14 Cre : Ptch1®"™* silvestre
K14 Cre : Ptch1™™ | silvestre
K14 Cre*: Ptch1™"* silvestre
K14 Cre": Ptch1™™ | BCC
K14 Cre": Ptch1™™ | BCC
K14 Cre": Ptch1™™ | BCC
K14 Cre*: Ptch1™"* silvestre
K14 Cre : Ptch1™ silvestre
K14 Cre : Ptch1™ silvestre
K14 Cre": Ptch1™ | BCC
K14 Cre": Ptch1™ | BCC
K14 Cre": Ptch1™ | BCC
K14 Cre : Ptch1™" silvestre
K14 Cre : Ptch1™ silvestre
K14 Cre*: Ptch1™™ | BCC

Figura 7. Genotipificacién de los ratones utilizados para obtencién de muestras de piel. (A) Gel de
agarosa 1% muestra los amplicones del PCR realizado para la identificacion de secuencias Cre (arriba,
350 pb) y Ptchllox (abajo). En este tltimo se puede distinguir la insercién homocigota (una banda de 350
pb) o heterocigota (dos bandas a 350 y 300 pb) de las secuencias lox en el gen de Ptchl. Carriles 1 al 6
corresponden a ratones sacrificados en P13, carril 7 al 12 sacrificados en P20 y carril 13 al 15 en P29.
Carril 16 control negativo y 17 positivo para Cre y Ptchl heterocigoto. (B) Genotipos y fenotipos de todos
los ratones utilizados. 1-6= P13, 7-12= P20, 13-15= P29.
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coloco sobre insertos de cultivo (membrana de poro de 0.45 um) dejandolos adherirse
por deshidratacién parcial durante 5 min, luego de esto se adiciond6 medio DMEM
suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) 20% vy antibidticos (P/S: Penicilina
Estreptomicina) permitiendo su cultivo en una interfaz liquido-aire.

a) Tratamiento con ciclopamina

Se inhibi6 la actividad de la via SHH/GLI mediante el uso de un antagonista
farmacolégico, ciclopamina (Infinity Pharmaceuticals), en explantes de BCC. Para ello
se cultivo los explantes con medio de cultivo base (DMEM + 20% SFB + P/S) mas
ciclopamina en una concentracion final de 10 uM o vehiculo Etanol 0.01%, durante 48
horas. Luego de esto las muestras fueron recolectadas en solucién RLT (Qiagen) para la
posterior extraccion de RNA.

3. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Las muestras fueron homogenizadas mecanicamente y el RNA fue extraido
utilizando RNA-Solv (Omega Bio-Tek) con un tratamiento previo con proteinasa K
segun las instrucciones del fabricante. En caso de las muestras utilizadas para generar
explantes el RNA total fue extraido utilizando un kit comercial especializado en este tipo
de muestras (RNeasy Fibrous Tissue Minikit, Qiagen).

Para la sintesis de cDNA 1 ug de RNA se traté con DNasa | (DNasa I, Buffer DNasa
10x, Agua DEPC; Invitrogen, procesados segun las instrucciones del fabricante) para
eliminar contaminaciones con DNA. Luego de esto se sintetiz6 cDNA utilizando

Random primers e incubando la reaccion (Random primers, tampdn de reaccion,
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RNAsin, dNTPs, Transcriptasa Reversa, Agua DEPC; RevertAid) durante 60 minutos a
42°C y 10 minutos a 72°C. ElI cDNA se conservo a -20 para su uso posterior.

4. Extraccién de DNA y Genotipificacion

Un trozo de cola fue obtenido de los ratones descritos en 1.b a los 7 dias de nacidos
(P7), fue incubado en Buffer de Lysis (PBS, Triton) y 5ul de proteinasa K a una
concentracion de 10 mg/ml durante una noche a 60°C, luego se agreg6 50ul de Acetato
de Sodio a pH 5,2 y 1 ml de ETOH, se incub6 a -20°C por 30 min y se centrifugo a
13000xg durante 30 min a 4°C. EIl sobrenadante fue descartado y se lavé el precipitado
con ETOH 70%, se centrifugo a 13000xg por 30 min a 4°C, se descarté el sobrenadante
y se permitid que se secara el pellet a temperatura ambiente. EI DNA fue re suspendido
en 400ul de agua nanopura durante toda una noche a 4°C.

Los ratones fueron genotipificados para la presencia de la proteina Cre y la secuencia
lox en el gen de Ptchl. Para ello se realizé un PCR convencional incubando 2l de DNA
en mix de amplificacion (dNTPs, Buffer, MgCl,, TagPolimerasa, Life Technologies) y
partidores especificos disefiados por el laboratorio del Dr. Brandon Wainwright
siguiendo las indicaciones del fabricante.

5. PCR cuantitativo

Para cuantificar los cambios en los mMRNA producidos en las distintas condiciones,
las muestras fueron analizadas por la técnica de PCR en tiempo real/cuantitativo.
Para las muestras humanas se disefiaron partidores especificos para la deteccion de

cada uno de los transcritos y se estandarizd la concentracion dptima de estos de modo
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que la eficiencia de amplificacion en todos los casos fuera del 100% + 10% (Tabla 2).
Se incubo la concentracion requerida de partidores, 10 ul de Mix SyberGreen (Agilent
Technologies) en un total de 20ul de reacciébn en un termociclador (Agilent
Technologies, Genexpress) segin las instrucciones del fabricante. Mediante la
utilizacién del reactivo SyberGreen, el cual emite fluorescencia cuando se une al DNA
doble hebra, se puede detectar los productos de amplificacién por PCR en el mismo
instante que son producidos.

Para las muestras murinas se utilizaron ensayos de expresion de genes con Tagman
(Life Technologies), los cuales comprenden partidores y sondas fluorescentes disefiados
especificamente para cada uno de los genes (Tabla 3) y Tagman Master Mix (Life
Technologies). La amplificacion fue llevada a cabo en un termociclador ViiA7 (Life
Technologies) segun las instrucciones del fabricante. Las sondas Tagman poseen un
fluoréforo en un extremo y un apagador (quencher) en el otro, éstas se unen de forma
especifica a una secuencia central en los amplicones de una hebra y son degradadas al
ocurrir la sintesis de la hebra complementaria, lo que permite la separacion del
fluoréforo y el apagador, y por ende produce fluorescencia.

Para la cuantificacion de los niveles de cada transcrito se utilizo el método del AACt,
en el cual se compara el Ct (ciclo en el cual el nivel de fluorescencia supera el umbral o
threshold) del gen de interés con un gen normalizador (ACt), cuya expresion no varia en
el experimento, para posteriormente comparar las muestras experimentales con las
muestras controles (AACt). En esta tesis se utiliz6 como gen normalizador GAPDH vy los

resultados fueron expresados como relativos a la cantidad de MRNA de GAPDH o a la
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GADPH CAAGAAGGTGGTGAAGCAGGC CCACCACCCTGTTGCTGTAG 60 90,4 0,997
PTCH1 GGTGGAAGTTGGAGGACGAG CGCTTCTGTGGTCAGATTAG 60 99,8 0,997
GLI1 GGAGAAGCGTGAGCCTGAATC TGGATGTGCTCGCTGTTGATG 60 103 0,999
NEO1 | GCTTCATCAAATTGACGTGGCGGA | AGATGTACACGGTCGCTGGCATTA 60 91,7 0,998
NTN1 TGCAAGAAGGACTATGCCGTC GCTCGTGCCCTGCTTATACAC 60 93,9 0,998
NTN4 TCAGCACAACACAGAAGGACA GGATGGCAGGAACACGGTTTG 60 91,7 0,999
RGMa ATGGATGGGTATGGGGAGAG TGCACTTGAGGATCTTGCAC 60 90,2 0,998
RGMb | TTGGGTATCAGTGACCTCATGAGC | AAAAGGTAACTGGGAGGGTTCTGG 60 101 0,991
BCL2 GAACTGGGGGAGGATTGTGG CCGTACAGTTCCACAAAGGC 60 91,1 0,993
UNCS5b GGGCTGGAGGATTACTGGTG TGCAGGAGAACCTCATGGTC 60 92,7 0,994

Tabla 2. Partidores utilizados para la amplificacién por PCR cuantitativo de cDNA humano. Cada
par de partidores, cuya secuencia se indica en la tabla, fue ensayado a una temperatura de annealing 60° y
su concentracion fue estandarizada de modo de verificar que la amplificacion se realizase con una
eficiencia mayor al 90% a diferentes concentraciones de templado. Se indica la eficiencia lograda para
cada par de partidores y el R de la curva de eficiencia construida en base a diluciones seriadas de

templado.

4352339E

Mm00494654_m1

MmO00476326_m1

MmO00500896_m1

Mm00480462_m1

Mm00624998_m1

MmO00724273_m1

Tabla 3. Sondas Tagman utilizadas para la amplificacion de cDNA murino. Se indica el nimero de
catdlogo para cada sonda utilizada. Estas fueron ensayadas a una temperatura de annealing de 60°C.
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cantidad de mRNA del gen de interés de las muestras de piel sana (control) normalizado
por GAPDH.

6. Histologia

Las muestras de piel control humana y todas las muestras murinas fueron fijadas en
PFA 4% durante 12-24 h, deshidratadas (lavados en concentraciones crecientes de etanol
y luego xilol) e incluidas en blogques de parafina. Dichos bloques fueron seccionados en
un microtomo Leica con un grosor de 7 pum aproximadamente y montados sobre
portaobjetos silanizados (3-trietoxisilil-propilamina, Merck). Cortes histologicos de
muestras humanas de BCC fueron obtenidos a través de los servicios de Anatomia
Patolégica del HCUCH y de la FALP.

Los cortes fueron desparafinados durante 1 h a 60°C seguidos de 3 lavados con
xilol100% y rehidratados mediante la incubacion en concentraciones decrecientes de
etanol.

La histologia fue analizada mediante tincion hematoxilina-eosina (H&E), para lo
cual los cortes rehidratados fueron incubados en hematoxilina, lavados, incubados en
eosina, lavados, deshidratados y montados utilizando el medio de montaje Entellan
(Merck).

7. Inmunotincion

Para caracterizar la distribucion tisular de las proteinas de interés se observo su
presencia mediante inmunohistoquimica (IHQ) y/o inmunofluorescencia (IF) utilizando

los siguientes anticuerpos primarios: NEO1 H175 (Santa Cruz Biotechnology) dilucion
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1:50, PCNA 13-3900 (Invitrogen) dilucion 1:100, RGMA AF2459 (R&D Systems)
dilucion 1:100, NTN1 H-104 (Santa Cruz Biotechnology) dilucién 1:100.

En forma resumida, los cortes fueron desparafinados y rehidratados. Se realiz6 el
desenmascaramiento antigénico incubando los cortes en Solucion Desenmascaradora de

Antigeno en base a citrato (Vector Biosystems), durante 3 min a 100°C.

a) 1HQ:

Se elimind la actividad de la peroxidasa endogena incubando por 30 min en una
solucion con un 3% de H,0, en tampon fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). Se
lavé con PBS y se bloqued la unidon a proteinas inespecificas incubando con una
solucion de PBS con un 4% suero de caballo, 1% BSA y 0,02% Triton (Sigma) durante
1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubo en el anticuerpo primario diluido
en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Seguido de esto se lavé con PBS y
se incubd con el anticuerpo secundario biotinilado diluido en solucién de bloqueo
durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavo con PBS. Se incubd con solucion ABC
(Vector Biosystems) durante 30 min a temperatura ambiente y se revel6 con DAB
(Merck). Se realiz6 una co-tincion nuclear con hematoxilina. Los cortes fueron
deshidratados y montados con entellan.

b) IE

Se lavo con PBS y se bloqued la union a proteinas inespecificas incubando con una
solucién de PBS con un 4% suero de caballo, 1% BSA y 0.02% Triton (Sigma) durante

1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se incub6 en el primer anticuerpo primario
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(NEO1, NTN1, RGMA) diluido en solucién de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Se
lavé con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario biotinilado diluido en solucion
de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente y luego durante 30 min con un fluor6foro
a eleccién unido a estreptavidina. Si es que hubiere un segundo anticuerpo primario
(PCNA) este fue incubado durante 1 h a temperatura ambiente, lavado e incubado un
anticuerpo secundario unido a un fluoréforo a eleccion (Alexa488 o Alexa594) durante 1
h, los nicleos fueron identificados por tincion con Dapi durante 5 min. Posterior a esto
los cortes fueron lavados y montados en medio de montaje Dako (Agilent
Technologies).

8. Microscopia y analisis de imagenes.

Las IHQ y H&E fueron observadas en un microscopio Olympus BX51 y
fotografiadas con el uso del programa Motic Images Plus v2.0 (Motic China Group CO.,
LTD.). Se cuantifico la cantidad relativa de proteina mediante analisis colorimétrico
(10D) de las tinciones por IHQ utilizando el programa Image Pro Plus v6.0.0.260
(Media Cybernetics).

Las IF fueron observadas en un microscopio confocal (Carl Zeiss 710) y fotografiadas
utilizando el programa de adquisicién de imagenes Zen (Carl Zeiss). Dichas imagenes
fueron procesadas utilizando el programa ImageJ (NIH).

9. Andlisis estadistico

Se utilizd el programa Prism v5.0 (GraphPad Software) para realizar el analisis

estadistico descriptivo de los datos; evaluar normalidad mediante el test de D’Agostino-
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Pearson; analizar correlaciones entre variables mediante el calculo del coeficiente de
correlacion de Spearman y para analizar significancia entre grupos muestrales mediante
el test Mann-Whitney o Kruskal-Wallis con post test de Dunn .Valores de P <0.05 fueron
considerados significativos.

Se utilizo el programa Past v3.01 (&, Hammer and D.A.T. Harper) para realizar el

Analisis de Componentes Principales (ACP).
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V. RESULTADOS
1 Evaluacion de la expresién de NEO1 y sus ligandos en muestras de piel de

pacientes con BCC que poseen sobre activacion de la via SHH/GLI.

a) NEOL1, sus ligandos y reporteros de la via SHH/GLI se expresan en piel
sana humana

A la fecha, no existia conocimiento de la expresion de NEOL ni de ninguno de sus
ligandos en piel sana humana ni en BCC, por lo que para evaluar si éste se encontraba
sobre-expresado en este tipo de cancer y establecer criterios de normalidad se cuantificd
primeramente el MRNA de PTCH1, GLI1, BCL2, NEO1, NTN1, NTN4, RGMA y RGMB
de forma relativa a la cantidad de mMRNA de GAPDH en 15 muestras de piel sana
obtenidas de sujetos sometidos a cirugias no relacionadas.

Los reporteros clasicos de la via de SHH/GLI, GLI1, PTCH1 y BCL2 poseen niveles
detectables de mMRNA en un gran porcentaje de las muestras control (80%, 100% y 93%
respectivamente) con una importante variacién entre muestras y tendiendo a valores
bajos en la mayoria de los casos (Fig. 8A).

El mMRNA de NEOL se detecta en el 100% de las muestras control, presenta una
distribucion normal segtn el test de normalidad D’ Agostino & Pearson y alcanza valores
relativamente altos con respecto a los niveles de GAPDH. Por el otro lado, el mRNA de
sus ligandos: NTN, NTN4, RGMA y RGMB, se detecta en el 93%, 47%, 67% y 85% del
total de las muestras control respectivamente, siendo sus valores relativamente bajos en

comparacion con GAPDH y presentando grandes variaciones entre muestras (Fig. 8B).
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Figura 8. EL mRNA de NEOL1 se detecta en piel sana humana. Muestras de piel sana
(control) fueron obtenidas de 14 mujeres y 1 hombre (e), de la zona del cuello (o) o del bajo
vientre durante abdominoplastias (). (A) Cuantificacion de los niveles de mMRNA relativo a los
niveles de GAPDH de los reporteros de la via SHH/GLI: GLI1, PTCH1 y BCL2; en piel control
humana. (B) Cuantificacion de los niveles de mMRNA relativo a los niveles de GAPDH de NEO1
y sus ligandos (NTN1, NTN4, RGMA y RGMB) en piel control.
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Con respecto al origen de la obtencion de las muestras, de un nimero muestral total
de 15, 10 fueron extraidas de la zona del cuello durante tiroidectomias y 5 del bajo
vientre durante abdominoplastias, no observandose diferencias significativas (Figura
Al). Del total de los controles, 14 corresponden al sexo femenino y uno al sexo
masculino, encontrandose los valores obtenidos para este dentro del rango de

variaciones esperadas para cada analito cuantificado (Fig. 8).

b) NEO1 aumenta en BCC

Como ha sido reportado anteriormente, la via SHH/GLI se encuentra activa en BCC a
diferencia de otros tumores epiteliales, lo que ha sido identificado tradicionalmente
mediante la deteccion del transcrito de GLI1 por hibridacién in situ en cortes de biopsia
(Dahmane vy cols. 1997; Ghali y cols. 1999) y/o por PCR cuantitativo (Bonifas y cols.
2001; Hatta y cols. 2005).

Con el fin de corroborar el diagndstico de BCC dependiente de SHH se evalud la
presencia GLI1 por RT-PCR cuantitativo en las 37 muestras patologicas analizadas. Es
importante mencionar que como resultado de esto no hubo niveles detectables de este
transcrito en 5 de las muestras, las cuales por tanto fueron excluidas del resto de los
analisis (Fig. 9A). De éstas, 2 correspondian a subtipos agresivos de BCC y 3 no tenian
un subtipo diagnosticado a la fecha. Luego de esto, los niveles de GLI1 del total de las
muestras tumorales se cuantificaron de forma relativa a las muestras control

encontrandose este transcrito significativamente aumentado en BCC (Fig. 9B).
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Figura 9. BCC presenta activacién de la via SHH/GLI. (A) Cuantificacién de los niveles de
MRNA de GLI1 relativo a los niveles de GAPDH en BCC (n= 37); del total de las muestras
analizadas 5 no poseian niveles detectables de GLI1 (). (B) Cuantificacion del mRNA de GLI1
en cada muestra de BCC (n=32) de forma relativa a los niveles de las muestras control (n=15).

**P < (0,01; test de Mann-Whitney.
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Se cuantificdé el mMRNA de NEOL1 en las muestras BCC de forma relativa a los
niveles de las muestras control. Se puede observar que los niveles de dicho transcrito
tienden a ser mayores en BCC respecto al control, existiendo, sin embargo, grupos en los
que éstos son similares al control y muestras puntuales cuyos niveles son
considerablemente més altos y se escapan de la dispersion central de datos (Fig. 10A).

A partir del andlisis estadistico de los datos de las muestras patoldgicas de BCC
podemos establecer cuartiles de expresion de mRNA de NEO1, siendo el cuartil 1V el
de mayor expresion y el | el que presenta niveles mas bajos. A continuacion se
realizaron IHQ para NEOL en biopsias correspondientes a muestras pertenecientes a
distintos cuartiles y muestras control. NEOL se detecta en las células basales de la
epidermis (stratum basale, s.b.) control y en nodulos tumorales de BCC (Fig. 10B),
ambas zonas que poseen alta proliferacion. A partir de estas tinciones se cuantifico la
presencia de la proteina NEOL1 por andlisis colorimétrico (IOD), encontrandose
significativamente aumentado en aquel grupo perteneciente al cuartil con altos niveles
de mRNA y con valores similares al control para cuartiles de menor expresion (Fig.

10C).

c) Los ligandos de NEOL se expresan en BCC y sus niveles de mRNA se
correlacionan con los de NEO1

El mMRNA de los ligandos de NEO1: NTN1, NTN4, RGMA y RGMB fue igualmente

cuantificado en las muestras tumorales. Se comprueba que, al igual que en las muestras

control, existe un grupo considerable de muestras BCC con valores no detectables para
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Figura 10. NEO1 aumenta en nddulos de BCC. (A) Cuantificacién de los niveles de mRNA
de NEO1 en BCC (n= 32) relativo a los niveles de las muestras control (n= 15). El gréafico de
cajas y bigotes nos permite observar la distribucién por cuartiles de los datos, siendo el cuartil |
el con menor expresion. (B) IHQ contra NEO1 en piel sana (CONTROL, barra= 25 um) y en
BCC (panel central, barra 500 um y amplificacion de un nodulo en el panel izquierdo, barra= 25
um), co-tincion con Hematoxilina. En el recuadro izquierdo se indican las principales capas de la
epidermis: stratum corneum (s.c.), stratum spinosum (s.s.) y stratum basale (s.b.). (C) La
intensidad de color de IHQ contra NEO1 realizadas a muestras control (n=3) y BCC (n= 12)
correspondientes al I, 11 y 1V cuartil de expresion de mRNA fueron cuantificadas. El grafico
muestra los valores de IOD de las células basales (s.b) de las muestras control y los nddulos
tumorales (cabeza de flechas negras indican algunos de los nddulos en B) de las muestras BCC.
* P < 0,05; test de Mann-Whitney
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estos transcritos y en caso de detectarse, los niveles son relativamente bajos en la
mayoria de las muestras. Sin embargo, cabe destacar que existen muestras para las
cuales los niveles de mRNA de NTN1, NTN4 y/o RGMA es alta (Fig. 11A).
Notablemente, en relacion a la expresion conjunta de receptor y ligando, se puede
observar que para las muestras con valores altos de NEOL1 existe siempre expresion
detectable de al menos uno de los ligandos y que en general sus niveles son mayores a
los de las muestras control. El calculo del coeficiente de correlacion de Spearman nos
indica que existe una correlacion positiva y significativa entre NEO1 y sus ligandos
NTN1y RGMA (Fig. 11B).

Para observar como era la distribucion de NEOL1 y sus ligandos en el tejido tumoral
se realizaron IF contra NEO1, NTN1 y RGMA en cortes de biopsias de BCC. Se
analizaron 5 biopsias en las cuales el nivel de mMRNA de NEO1 se encontraba
aumentado, de ellas una poseia niveles altos de mMRNA tanto de NTN1 como de RGMA,
dos poseian niveles altos de RGMA y no detectables de NTN1 y dos poseian niveles
altos de NTN1 y no detectables de RGMA. En Figura 12 se observan nddulos tumorales
correspondientes a la muestra con niveles de mRNA detectables tanto para NTN1 como
para RGMA y corresponde a una muestra representativa de la ubicacion tanto de ligando
como receptor observada en las otras biopsias, la cual coincide para ambos en las células
basales tumorales y no en el estroma (Fig. 12B). Sumado a la coincidencia de expresion
en los nddulos tumorales, en esta figura se observa que NEOL se distribuye en toda la
célula tumoral teniendo mayor tincién en el citoplasma, NTN1 se encuentra en el

citoplasma y
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Figura 11. Los niveles de mRNA de NEOL1 se correlacionan con los niveles de sus ligandos
NTN1y RGMA en BCC. (A) Cuantificacion de los niveles de mRNA de NTN1, NTN4, RGMA
y RGMB en BCC (n= 32) relativo a los niveles de las muestras control (n= 15). (B) Niveles de
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B NEO1 NTN1 RGMA

N° Biopsia | Nédulo | Estroma | Nédulo | Estroma | Nédulo | Estroma
1 +++ + +++ + ++ -
2 ++ - +++ + - -
3 +++ - + - ++ -
4 ++ - - - + -
5 +++ + ++ - - -

Figura 12. Tanto NEO1 como sus ligandos se encuentran presentes en los nddulos
tumorales del BCC. (A) IF contra NEOL1, NTN1ly RGMA (verde) en una biopsia de BCC. Se
muestran fotografias representativas de nddulos tumorales (barra= 50 um). Se us6 DAPI (azul)
para tincion nuclear. (B) Tabla que indica la tincion relativa de NEO1, NTN1 y RGMA tanto en
los nédulos tumorales como en el estroma de IFs realizadas a 5 biopsias que poseian altos
niveles de mMRNA de NEOL1.



en algunos casos puede observarse en el nlcleo, RGMA tiene una clara distribucion en
la membrana celular (Fig. 12).

d) Niveles de mRNA de NEOL1 y ligandos se correlacionan con actividad de
la via SHH/GLI.

Dada la ubicacién concurrente de NEO1 y sus ligandos en las células basales
tumorales, se quiso evaluar si la expresion de ambos guardaba relacién con la actividad
de la via SHH/GLI. Para ello, como primera aproximacion se calculd el coeficiente de
correlacién de Spearman (para datos no paramétricos) entre los niveles de mRNA de
NEOL1 y sus ligandos con los del reportero de la via SHH/GLI, GLI1, tanto para muestras
control como para BCC.

En las muestras control no existe correlacion entre los niveles de mRNA de NEOL1 y
GLI1, estando los valores para ambas variables dispersos en la grafica. Por el contrario,
en las muestras de BCC se observa que altos niveles de GLI1 se corresponden con altos
niveles de NEOL, existiendo entre ellos una correlacion positiva significativa con un
coeficiente de correlacion (r) de Spearman de 0,6271 (Fig. 13A).

Con respecto a los ligandos, estos presentan en general niveles bajos en las muestras
control, los cuales no se correlacionan con los niveles de GLI1. A pesar de la gran
variabilidad, podemos notar que, de forma similar a lo observado en 13A para NEOL,
valores altos de GLI1 se condicen con valores altos de alguno de los ligandos,
existiendo una correlacion positiva y significativa de GLI1 con NTN1 y RGMA (Fig.

13B).
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Figura 13. Niveles de mRNA de NEOL1 y ligandos se correlacionan con los niveles de GLI1.
Niveles de mMRNA en funcién de GL1 (gréficos) de muestras control (n= 15) y BCC (h= 32), en
la tabla se indica el coeficiente de correlacion (r) de Spearman y los valores de P. (A) NEO1 (e)
en funcion de GLI1. (B) NTN1 (e), NTN4 (H), RGMA (A) y RGMB (V) en funcio6n de los
niveles de GLI1.* P < 0,05;**P < 0,01; ***P<0,001; ns= no significativo.
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Dada la existencia de una correlacion positiva y significativa, se evaludé si la
inhibicién de la via SHH/GLI en un modelo de BCC ex vivo podria modular los niveles
de NEOL1 y ligandos.

Explantes de BCC fueron incubados con el inhibidor de la via SHH/GLI ciclopamina
10 uM por 48 h; posterior a esto se cuantificd la cantidad de mMRNA de NEO1, NTN1,
NTN4, RGMA y RGMB. Los niveles de GLI1, PTCH1 y BCL-2 fueron cuantificados
para evaluar la actividad de la via SHH/GLI. El tratamiento fue efectivo,
comprobandose una disminucion en los niveles de mRNA de los tres reporteros de la via
SHH/GLI evaluados en comparacion con el control vehiculo (etanol 0,1%). La
inhibicion de la via produce un descenso significativo de los niveles de NEOL y en
relacion a los ligandos, sélo logra disminuir significativamente los niveles de NTN1. El
MRNA de UNCS5B, otro receptor de NTN sin relacion conocida con la via SHH/GLI fue
cuantificado como control y no muestra ningiin cambio luego del tratamiento con el
inhibidor (Fig. 14A). Los valores basales de cada uno de estos transcritos varian mucho
entre cada muestra, siendo el tratamiento con ciclopamina capaz de inhibir los niveles de
GLI1, NEO1 y NTNL1 independiente de los niveles iniciales de transcrito. Para RGMA
este no es el caso, siendo los niveles iniciales mucho mas bajos. A pesar de esto el 60%

de las muestras disminuyen los niveles de RGMA luego del tratamiento (Fig. 14B).
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Figura 14. La inhibicién de la via SHH/GL ex vivo permite modular los niveles de mMRNA
de NEOL1 vy sus ligandos. Explantes de BCC cultivados en DMEM + SFB 20% Y tratados con
ciclopamina 10 pM (CYC) o etanol 0.1% (ETOH 0.1%) como control vehiculo, durante 48 h.
(A) Cuantificacion del mRNA de GLI1, PTCH1, BCL2, NEO1, NTN1, NTN4, RGMA, RGMB y
UNCS5B de las muestras tratadas con ciclopamina de forma relativa al muestras control vehiculo
(ETOH 0,1%). N=5. *P< 0,05; segun test de Mann-Whitney. (B) Cuantificacion del mRNA de
GLI1, NEO1, NTN1 y RGMA de forma relativa al mMRNA de GAPDH, para cada muestra tratada
con ETOH 0,1% o ciclopamina 10 uM.
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2 Evaluacion de la relacién entre NEO1 y la proliferacién y/o agresividad tumoral

en BCC.

a) Niveles de mMRNA de NEOL1 se asocian con agresividad tumoral

El BCC se clasifica en diversos subtipos segln su apariencia histomorfoldgica, los
cuales se asocian con comportamientos agresivos (micronodular, infiltrante,
esclerosante) o indolentes (nodular, superficial).

Dada la alta variacion de niveles de mRNA de los distintos genes analizados entre
las muestras de BCC, se realizo un anlisis de componentes principales (ACP) con el
objetivo de correlacionar estos datos con caracteristicas de agresividad otorgadas por el
analisis anatomopatolégico realizado por el servicio de anatomia patoldgica de la FALP.
El ACP corresponde a un andlisis de multivariables que permite conocer el peso que
tiene cada una de las variables y, en relacion al total de ellas, explicar la variabilidad de
las muestras. Esto permite reducir dichas variables en componentes, agrupando en ellos
aquellas variables que se correlacionan entre si.

Segun los resultados del ACP, la mayor parte de la variabilidad entre muestras se
explica por las dos primeras componentes principales, las cuales muestran que existen
buenas correlaciones entre los niveles de mRNA de GLI1, NEO1 y RGMA para la
componente 1 y entre NTN4 y RGMB para la componente 2. Los valores de PTCH1,
NTN1 y BCL2 no tienen peso en explicar la variabilidad entre muestras para ninguna de

las componentes (Figura 15 A).
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A PC1 PC2
PTCH1 -0.075498 -0.12923
GLI1 0.50714| -0.035109
NEO1 0.5544 -0.30387
NTN1 0.057702 0.15273
NTN4 0.23318 0.61049
RGMA 0.59346| -0.067611
RGMB 0.088191 0.69849
BCL-2 -0.10984| -0.035268

4.0

Component 2

Component 1

Figura 15. Los niveles de mRNA de NEO1 varian entre BCC indolente y agresivo. ACP
realizado a los niveles de transcrito obtenidos en las muestras de BCC (n= 32). (A) Tabla que
muestra el peso de cada una de las variables en las dos primeras componentes, las variables que
se correlacionan de forma significativa se muestran en verde. (B) Grafica del componente 2 en
relaciéon al componente 1, muestra la distribucion de los diferentes subtipos de BCC: Nodular
(@), Superficial (e) y Agresivo (e). (e = muestras sin subtipo diagnosticado).
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Al graficar los dos primeros componentes del ACP podemos observar que existe una
agrupacion diferente entre los BCC indolentes y agresivos. Los BCC nodulares son
negativos para la componente 2, es decir tienen niveles bajos de mRNA de NTN4 y
RGMB en relacion al conjunto de BCC’s y valores variables para la componente 1. Los
dos casos de tipo superficial poseen negativos o positivos de la componente 2 pero
ambos tienen un gran valor para la componente 1. Por el contrario los BCC de tipo
agresivo son en su mayoria negativos para ambas componentes, poseen los menores

niveles de GLI1, NEO1, RGMA, NTN4 y RGMB (Figura 15B).

b) La distribucion celular de NEOl1 en BCC varia con el subtipo

histomorfologico.

Los diferentes subtipos agresivos e indolentes de BCC difieren en sus caracteristicas
histoldgicas. Por ello, se evalu6 mediante IF si es que existian diferencias en la
distribucién de la proteina NEO1 en los distintos tipos de tumor.

Los BCC de tipo indolente como el nodular y superficial se caracterizan por
presentar grandes tumores solidos, cercanos a la epidermis con alta proliferacion,
observable por la presencia de PCNA. En ellos NEO1 posee una marca fuerte en las
células del estrato basal y en el interior de los nddulos tumorales. Los BCC de tipo
agresivo, como los infiltrantes y micronodulares, infiltran la dermis generando una gran
destruccion del tejido, son positivos para PCNA y a diferencia de los indolentes la marca
de NEO1 en ellos es tenue (Figura 16A).

Al analizar con una mayor resolucién la expresion de NEOL1 en distintas biopsias de
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Figura 16. NEO1 varia su patrén de distribucion en los subtipos de BCC. (A) IF de
NEO1(verde) y PCNA (rojo) en cortes histologicos de BCC Nodular e Infiltrante (barra= 200
pum) (B) H&E de cortes histologicos de BCC superficial, micronodular e infiltrante (columna
izquierda, barra= 250 um), IF contra NEO1(verde) y PCNA (rojo) en nédulos tumorales de
dichos cortes (barra= 50 pum). Se usé DAPI (azul) para tincion nuclear.



BCC se puede ver que en el caso del tumor superficial, al igual que lo observado para en
el nodular, existe una marca fuerte en los nddulos tumorales en los cuales NEO1 se ve
con una distribucion focalizada citoplasmatica y en algunas células se nota marca
nuclear. En ambos casos observados de tumores agresivos, micronodular e infiltrante, la

marca es notablemente menos intensa y més difusa (Figura 16B).
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3. Evaluacion de los niveles de NEOL1 en la progresion tumoral de BCC murino

SHH dependiente.

a) Ratones K14:Ptch1'®/°* generan BCC de tipo agresivo

Dada la relacion observada en BCC humano entre los niveles de NEOl y la
agresividad, quisimos observar si existian cambios en éstos durante la progresion
tumoral. Para ello, se utilizé un modelo murino transgénico K14-Cre:Ptch1'®® | el cual
posee una delecion condicional del gen Ptchl en las celulas basales de la epidermis. El
aumento en la actividad de la via SHH/GLI debido a la delecion de Ptchl en estas
células genera lesiones tipo BCC, las cuales se agravan a medida que transcurre el
tiempo.

A las dos semanas de nacidos los ratones mutantes poseen un fenotipo claro con piel
malformada en las orejas y escasez de pelo en todo el cuerpo. Ya al mes se observa
caida del pelo en la cabeza, piel delgada y escamosa en el vientre y las extremidades
(Fig. 10A). Estos ratones poseen una disminucion de tamafio y su comportamiento es
menos activo que los ratones que no tienen la mutacion deseada y no presentan el
fenotipo BCC (Control).

Se tomaron muestras de piel y de oreja de ratones K14-Cre:Ptch1'®'* y control de
distintas edades (P13, P20 y P29) y se hizo un andlisis histoldégico mediante tincion por
H&E. Se observa que estos ratones generan BCC de tipo micronodular, el cual es

agresivo y se infiltra a la dermis (Fig. 17B).
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Figura 17. Modelo K14-Cre:Ptch1'®/"** genera BCC de tipo micronodular que progresa con
la edad del raton. (A) Fotografias de ratones representativos Control (arriba o izquierda) y K14-
Cre:Ptch1'™"* (abajo o derecha) a los 13, 20 y 29 dias de nacidos. (B) H&E de cortes
parafinados de oreja de ratén P13 control y K14-Cre:Ptch1'®/'% co-tincion con Hematoxilina
(barra= 100 pm).
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b) ElI mRNA de Neol y sus ligandos se detecta en piel sana de ratén

Con el objetivo de ver si los genes evaluados en piel sana humana se expresaban
enraton, se realizaron extracciones de RNA a partir de piel sana de ratones de diferentes
edades y se cuantificO el mMRNA de Glil, Neol, Ntnl, Ntn4, Rgma y Rgmb de forma
relativa al mMRNA de Gapdh.

A diferencia de los humanos, las fases de desarrollo del foliculo piloso se encuentran
definidas segun la edad del raton, encontrandose en fase anagena (crecimiento) de la
morfogénesis del foliculo piloso en P13, telégena (descanso) en P20 y andgena en P29
(Liny cols., 2009).

Se puede observar que en las muestras control existen variaciones en la cantidad de
MRNA de los distintos genes analizados dependiendo de la fase folicular en la que se
encuentren. Para Glil y Rgma dichas variaciones son leves, por el contrario vemos
cambios en los valores de Neol, Ntn4 y Rgmb entre la fase anagena y telogena. Ntnl
posee niveles casi no detectables en piel control, siendo éstos mayores en la fase
telégena (Fig. 18). Sumado a esto existe una correlacion positiva y significativa entre los

niveles de mMRNA de Neol y Rgma (Fig. A3).

c) Los niveles de Neol disminuyen en la progresion de BCC murino

A la fecha los estudios en modelos murinos de BCC causados por sobre-activacion
de la via SHH/GIi han descrito un alza en ésta observada en el aumento de Glil, ya sea
mediante hibridacion in situ 0 RT-PCR, sin hacer referencia a la cinética del aumento de

Glil o su relacion con el avance o grado de agresividad de la enfermedad.
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Figura 18. EI mRNA de
Cuantificacion de los niveles

Neol y sus ligandos se detecta en piel control murina.
de mRNA de Glil, Neol, Ntnl, Ntn4, Rgma y Rgmb en piel de

raton control (n= 8) en forma relativa a los niveles de Gapdh, al dia posnatal P13, P20 y P29.
No hubo significancia segun test de Mann-Whitney.
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Para corroborar que la via SHH/GLI se encuentra sobre-activada en el modelo
murino utilizado, se cuantifico el mMRNA de Glil de muestras de piel de ratones K14-
Cre:Ptch1'™"*y control.

Se comprueba que en los ratones K14-Cre:Ptch1'®'* los valores de Glil son
significativamente mayores que los de su respectivo control etario. Méas alla de esto,
podemos observar que para los ratones P29, los cuales poseen un mayor grado de BCC,
los niveles de Glil son mayores al control, pero han disminuido con respecto a K14-
Cre:Ptch1'™"* P13, que posee un menor grado de BCC (Fig. 19).

Los niveles de mRNA de Neol y sus ligandos también fueron cuantificados en piel
de ratones K14-Cre:Ptch1'™ y control. Los niveles de Neol se encuentran
significativamente disminuidos en piel K14-Cre:Ptch1™"* con respecto a sus
respectivos controles etarios control, mas aun se observa una disminucion de sus niveles
en K14-Cre:Ptch1'™"* a3 medida que progresa la edad del ratén y por ende el grado de
BCC (Fig. 20A). Al igual que en BCC humano, existe una correlacion positiva y
significativa entre los niveles de mRNA de Glil y los niveles de Neol (Fig. 20B).

Para los niveles de mRNA de Ntnl, Ntn4 y Rgmb los valores tanto de controles
como K14-Cre:Ptch1'®/° posefan grandes variaciones entre las distintas edades y fases
foliculares, no observandose diferencias claras entre la piel control y tumoral (Fig. A4).
Sin embargo, se observa que los niveles de todos estos ligandos se correlacionan
significativamente con los niveles de Glil (Fig.A5). En el caso de Rgma, este transcrito
posee un comportamiento similar al observado para Glil (Fig. 19), estando

1on/lox

significativamente aumentado en K14-Cre:Ptch con respecto al su control etario y
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Figura 19. La via SHH/GLI se encuentra sobre-activada en BCC murino. Cuantificacion de
los niveles de MRNA de Glil de piel de raton K14-Cre:Ptch1'®% (n= 7) y Control (n=8)
relativo a los niveles de piel de ratén control P13, al dia posnatal P13, P20 y P29. P < 0.05 vs.
control etario (*), K14-Cre:Ptch1'™' p13 (), K14-Cre:Ptch1'™"® p20 (5); segun test de
Mann-Whitney.
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Figura 20. Los niveles de mRNA de Neol disminuyen con la Iprogresic')n tumoral.
Cuantificacion de los niveles de mRNA de piel de ratén K14-Cre:Ptch1™° (n= 7 y Control
(n=8) relativo a los niveles de piel de ratén control P13, al dia poshatal P13, P20 y P29. (A)
mRNA de Neol relativo a los niveles de control P13. P < 0.05 vs. control etario (*), K14-
Cre:Ptch1'™"* p13 (), K14-Cre:Ptch1'®® p20 (5) segun test de Mann-Whitney. (B)
Niveles de mRNA de Neol en funcion de Glil (grafico) de las muestras K14-Cre:Ptch1'™x,
en la tabla se indica el coeficiente de correlacion (r) de Spearman y los valores de P. * P < 0,05.
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disminuido en K14-Cre:Ptch1'™° P29 con respecto a etapas méas tempranas de BCC
como K14-Cre:Ptch1'°* P13 (Fig. 21A).

Los niveles de mRNA de Rgma se correlacionan positiva y significativamente
tanto con los niveles de Glil como con los de su receptor Neol (Fig. 21B y C). El
célculo de los coeficientes de correlacion de Spearman no arroja valores significativos
para los demés ligandos (Fig. A6).

Para evaluar su distribucion tisular se realizaron IF contra NEO1 de piel de raton
control y K14-Cre:Ptch1'®'. En piel control NEO1 tiene una marca fuerte y con
presencia citoplasmatica y nuclear en las células basales de la epidermis, las cuales son
proliferativas, siendo en su mayoria positivas para PCNA, también se puede observar
algo de marca en algunas células del estroma. Por el contrario, en BCC de los ratones
K14-Cre:Ptch1'®/'®* NEO1 posee una inmunotincién débil, siendo ésta dispersa similar

a lo observado en BCC agresivo humano (Fig. 22).
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Figura 21. Los niveles de mRNA de Rgma disminuyen con la progresion tumoral en
correlacion con los niveles de Neol. Cuantificacién de los niveles de mMRNA de piel de ratén
K14-Cre:Ptch1'®"°* (n= 7) y Control (n=8) relativo a los niveles de piel de ratén control P13,
al dia posnatal P13, P20 y P29. (A) mRNA de Rgma relativo a los niveles de control P13. P <
0.05 vs. control etario (*), K14-Cre:Ptch1'®/"* p13 (¢), K14-Cre:Ptch1'®'** p20 (5) segun
test de Mann-Whitney. (B y C) Niveles de mRNA de Rgma en funcién de Glil y Neol (gréficos
By C respectivamente) de las muestras K14-Cre:Ptch1'®/'% (n=7), en la tabla se indica el
coeficiente de correlacion (r) de Spearman y los valores de P.* P < 0,05; ***P<0,001.
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Figura 22. Neol se localiza en las células basales de la piel de raton y disminuye cambiando
su distribucién celular en BCC. IF contra Neol (verde), Pcna (rojo) en cortes parafinados de

piel de ratén Control y K14-Cre:Ptch1'®/"°* p20. Se muestra la epidermis hacia arriba (barra=
20 um). Se usd Dapi (azul) para tincion nuclear.
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VI. DISCUSION

El BCC es uno de los canceres mas frecuentes en la poblacién caucésica y se
relaciona principalmente con una sobre-activacion de la via SHH/GLI. El BCC puede
causar una gran destruccion del tejido, ocurriendo generalmente esto en el rostro el cual
se encuentra altamente expuesto al sol, que corresponde a uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad. Sumado a esto, se reportan de forma
comun casos de reincidencia luego de las cirugias o al uso de farmacos inhibidores de la
via SHH/GLI (Daya-Grosjean & Couveé-Privat, 2005; Iwasaki y cols., 2012; Kasper y
cols., 2012; Wong y cols., 2003). Es por ello que se hace indispensable comprender el
desarrollo de esta enfermedad e identificar posibles blancos y/o marcadores que
permitan el tratamiento efectivo y el diagndstico diferencial de este cancer.

Dado que la via SHH/GLI se encuentra sobre-activada en este tipo de neoplasia, en
esta tesis se quiso evaluar en BCC un blanco transcripcional de esta via, el receptor de
dependencia NEO1, el cual se ha encontrado desregulado en diferentes tipos de cancer.
Se postul6 que NEO1 podria estar aumentado en BCC de forma similar a lo reportado en
otra neoplasia causada por sobre-activacion de SHH/GLI, el meduloblastoma. Junto con
eso se pretendid indagar si existia una relacién entre la expresion de dicho receptor y sus
ligandos con la progresion tumoral, en particular con el proceso de proliferacion, dado
que se habia demostrado que la ausencia del receptor causa el arresto del ciclo celular en

G2/M en una linea celular de meduloblastoma (Milla y cols. 2014).
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1. NEOL1, un conocido receptor de guia axonal, se expresa en piel humana.

A la fecha no existian estudios referentes a la expresion de NEO1 ni de ninguno de
sus ligandos en piel a excepcion de un trabajo en el cual se observa la presencia de
NEO1 en un cultivo primario de fibroblastos y se la relaciona con estrés por roce
(Mackley y cols., 2006). Fuera de eso la descripcion de su rol en condiciones
fisiolégicas se ha encontrado principalmente avocada a su actividad en guia axonal y
desarrollo del sistema nervioso (Wilson & Key, 2007).

Por esta razén el primer objetivo fue evaluar la expresion de todos estos genes en
piel sana y luego comparar dichos niveles con los encontrados en BCC. Para ello se
cuantifico los niveles de mMRNA de NEOL, NTN1, NTN4, RGMA y RGMB en conjunto
con los niveles de los reporteros de la via SHH/GLI, GLI1, PTCH1 y BCL2. Si bien
resulta deseoso observar los niveles de proteinas, se optd por analizar el mRNA dado
que la cantidad demuestra obtenida era escasa y el uso del PCR en tiempo real nos
permitié analizar maltiples analitos con poca muestra. Sumado a esto, la recoleccion y el
traslado de las muestras pudo ser realizado en RNAlater, el cual puede manejarse hasta
por 1 semana a temperatura ambiente, facilitando este proceso. No obstante se observo
la presencia de las proteinas NEO1, RGMA y NTN1 mediante IHQ e/o IF y se
comprobd para el caso de NEO1 que los niveles de RNA se condicen con la cantidad de
proteina observada por IHQ (Fig. 3 Ay C). Cabe destacar que tanto para los analisis de
muestras humanas como los realizados posteriormente en muestras murinas fueron
efectuados sobre la biopsia completa, por lo que existen diferencias tanto en el nimero

de células tumorales por cantidad total de muestra y la cantidad de epidermis sana en
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cada una de ellas. Es posible que esto Ultimo sea causal de un porcentaje de la variacion
en los niveles de mRNA de los distintos genes analizados.

Como control sano se obtuvieron muestras de piel extirpadas durante cirugias no
relacionadas. Dado que los BCC ocurren en su mayoria en las zonas de la cara y el
cuello, se quiso utilizar muestras controles de esa zona, por lo que se utiliz piel del
cuello extirpada durante tiroidectomias. No existen estudios que descarten una
vinculacién entre los problemas tiroideos y el BCC o la expresion de NEO1 y sus
ligandos por lo que se decidio tener también otro tipo de muestras no relacionadas con
ninguna enfermedad, para ello se obtuvo piel sana de la zona del bajo vientre extirpadas
durante abdominoplastias. Se comprobd que no existen diferencias significativas en los
niveles de mMRNA para los genes analizados acorde a su lugar de obtencién (Fig. Al). Es
sabido que hormonas sexuales afectan tanto el crecimiento, las caracteristicas del vello y
el ciclo del foliculo piloso en diferentes lugares del cuerpo; existen zonas en las cuales
hay diferentes sensibilidades a androgeno; reportes indican diferencias regionales en la
actividad de 5a-reductasa, enzima convertidora de testosterona a dihidrotestosterona; y
estrégenos son capaces de regular la transicion entre diferentes etapas del foliculo
piloso(Oh & Smart, 1996; Stenn & Paus, 2001). Indeseablemente casi el total de las
muestras controles fueron donadas por pacientes de sexo femenino, por lo que no fue
posible obtener un nimero comparable de muestras de ambos sexos. Por esta razdn no se
puede descartar que existan variaciones en los niveles de mMRNA de los diferentes genes
analizados entre hombres y mujeres. No obstante, la Unica muestra donada por un

individuo de sexo masculino se ubica en el rango de variaciones esperadas para la
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cuantificacion de cada analito. Sumado a lo anterior, no se observaron diferencias
significativas en BCCs proveniente de hombres y mujeres (Fig. A2).

Si bien se sabe que la via SHH/GLI participa en el ciclo del foliculo piloso, variando
sus niveles en condiciones fisioldgicas no se han establecido rangos de expresion normal
para sus reporteros. En el desarrollo de esta tesis se observé que tanto para los reporteros
dela via SHH/GLI como para NEO1 y sus ligandos existian muestras en las cuales no
habia niveles detectables de mMRNA, en aquellas en las que si existia los niveles eran
relativamente bajos en comparacion con GAPDH y presentaban grandes variaciones
entre las diferentes muestras, en especial en los niveles de los ligandos de NEO1, NTN1,
NTN4, RGMA y RGMB en los cuales se puede observar que existen muestras que
escapan la tendencia central (Fig.1). Lamentablemente en este estudio no contamos con
acceso a la ficha clinica de las muestras control, pero cabe la posibilidad de que dichas
muestras pertenezcan a donantes de mayor edad o con diferentes habitos de exposicion
al sol. Sin descartar esto Ultimo, se observa que a excepcion de un caso las muestras que
se escapan de las tendencias son de diferentes donantes para cada gen, por lo que
podrian pertenecer a la distribucion normal en un nimero mayor de muestras y dichas
variaciones corresponder con funcionalidades de las proteinas codificadas por estos
genes en el ciclo del foliculo piloso o en los procesos de diferenciacion y regeneracion
de la epidermis, procesos que estan activos permanentemente (Blanpain & Fuchs, 2009;
Schneider y cols., 2009). La deteccion de estos transcritos en piel sana propone un rol
para ellos mas alla de la guia axonal, en condiciones fisiologicas de la piel humana, que

queda aun por ser dilucidado. Apoyando esto ultimo, se encontré que en piel sana de
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raton los niveles de mMRNA de estos genes variaban segun la edad de los ratones la cual
esta asociada al ciclo del foliculo piloso, por lo cual es probable que estén involucrados
en el ciclo o sean regulados por él (Fig. 18 y Fig. A2) (Liny cols., 2009).

Como ya ha sido ampliamente descrito, la via SHH/GLI participa en el desarrollo del
foliculo piloso y se mantiene activa regulando el ciclo folicular, regulando la
proliferacion de las células troncales ubicadas en la zona del bulge del foliculo piloso
(Oro & Higgins, 2003). Bajo el supuesto de que esta via podria ser capaz de regular la
transcripcion de NEO1 y sus ligandos, la activacion de la via podria implicar un rol de
estas proteinas en procesos en los cuales se ha visto su participacion en otros tejidos,
como proliferacion y migracion/adhesion, en células epidermales y foliculares durante el
ciclo del foliculo piloso y mantencion de la capa basal, tanto en condiciones fisiologicas
como posiblemente en la transformacion de estas células en cancer.

2. GLI1, reportero clasico de la via SHH/GLI, variaen BCC

El BCC se ha descrito ampliamente como un tumor epitelial caracterizado por la
desregulacion de la via SHH/GLI. Tanto a nivel clinico como en investigacion se ha
estipulado que el BCC, a diferencia de otros tumores epiteliales, se caracteriza por tener
presencia de GLI1, uno de los principales reporteros de la actividad de la via SHH/GLI1.
Esto ha sido identificado tradicionalmente por la deteccion del transcrito de GLI1 ya sea
por hibridacion in situ 0 PCR (Bonifas y cols., 2001; Hatta y cols., 2005). Debido a esto,
en esta tesis se eliminaron del estudio 5 muestras de BCC ya que no poseian niveles

detectables de GLI1 (Figura 2A) reduciendo el nimero muestral a 32.
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Como ya sefialado, la via de SHH/GLI se encuentra activa en BCC, demostrado por
la presencia de GLI1, sin embargo en los trabajos en los que se ha cuantificado GLI1 no
se hace referencia a los niveles de estos en las distintas muestras y tampoco se comparan
con muestras de piel sana. En uno de los primeros trabajos en los que se identificé la
proteina GLI1 en BCC, se puede observar que existen variaciones en los niveles de ella
en las distintas muestras analizadas y que también varian en piel sana y queratinocitos
aislados (Ghali y cols., 1999). Sin embargo, dichas variaciones no fueron analizadas en
mayor profundidad. En trabajos posteriores en los que se cuantificé el mRNA de GLI1
por gPCR, se comprueba la presencia de este transcrito en BCC y también se observan
variaciones entre muestras, existiendo en algunos casos diferencias de 20 veces en los
niveles de GLI1, sin embargo, tampoco se analizan en mayor medida ni se comparan con
los niveles en piel sana, la cual expresa GLI1 en condiciones fisiologicas (Bonifas y
cols., 2001; Hatta y cols., 2005). En el desarrollo de esta tesis observamos que si bien
existe un aumento significativo en los niveles de mRNA de GLI1 en las muestras de
BCC con respecto a la piel control existe una alta variabilidad en los niveles de este
transcrito en las diferentes muestras (Fig. 2B). Esto no habia sido reportado antes,
considerandose al inicio de esta tesis que todos los BCC debieran tener niveles de GLI1
mayores al control, cosa que no resulté ser asi. Este descubrimiento nos indica que
pueden existir diferencias en la influencia que tenga la actividad de la via SHH/GLI en
el desarrollo y/o mantenimiento de los diferentes tumores. Respecto a esto se ha
asociado la actividad de la via a la progresion del ciclo celular en las células

epidermales, este proceso es ciclico en el foliculo piloso, por lo que la via debe ser
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inhibida a modo de mantener la homeostasis del tejido, lo que implicaria que los niveles
de GLI1 puedan variar dependiendo del contexto proliferativo en el que se encuentren
las células. Se han reportado diversas proteinas y vias que participan en la regulacion de
la via SHH/GLLI, lo que podria estar vinculado a la expresion diferencial de genes que se
han descrito como regulados por esta via. La variacion de los niveles de GLI1 en los
casos de BCC observados en esta tesis, podria dar cuenta de mutaciones accesorias que
estén afectando a los reguladores de la via SHH/GLI (Stecca & Ruiz i Altaba, 2010). Un
ejemplo de esto es el gen supresor de tumores p53. Se estima que el 50% de los BCC
poseen mutaciones en p53, en condiciones fisiologicas p53 inhibe la actividad de
SHH/GLI evitando la transicion G2/M del ciclo celular. Mutaciones en este gen son
conducentes a un aumento en la actividad de la via produciendo una desregulacién en la
proliferacion de las células epiteliales y generacion de cancer (Bolshakov y cols., 2003;
Li y cols., 2014). La sumatoria entre ambas mutaciones puede conllevar a una mayor
actividad de la via y por consiguiente niveles mayores de GLI1. Si bien mutaciones en
p53 y un aumento en la via SHH/GLI pueden relacionarse directamente con la aparicién
de este tipo de cancer, los resultados de esta tesis sugieren que esto se cumple tan solo
para los subtipos indolentes de BCC o bien en el onset tumoral dado que se encontré una
correlacién negativa entre los niveles de GLI1 y la agresividad del tumor en muestras
humanas de BCC (Fig. 15). Sumado a esto en las muestras de ratones K14-
Cre:Ptch1'®* los niveles de Glil tienden disminuir a edades mayores del raton, es
decir, a mayor progresion del cancer (Fig. 19). Esto se condice con lo reportado en la

literatura, en que se ha observado que variantes agresivas de BCC tienden a tener
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mayores niveles de p53 que variantes no agresivas (Ansarin y cols., 2006), lo que
implicaria que en estos tumores p53 estaria inhibiendo a la via SHH/GLI y de esta forma
disminuyendo los niveles de GLI1. Se ha observado también que BCL-2, una proteina
antiapoptética, la cual recientemente se ha reportado como blanco transcripcional de la
via SHH/GLI, se encuentra disminuida en las variantes agresivas de BCC (Bigelow y
cols., 2004; Crowson y cols., 1996); esto podria estar explicado por una disminucién en
la actividad de la via SHH/GLI en estas variantes. Tanto BCL-2 como p53 participan en
el punto de control frente a dafio del DNA en la regulacion del ciclo celular, el cual
ocurre frente a la exposicion a UV, uno de los principales factores de riesgo del BCC
(Aszterbaum y cols., 1999; Danial, 2007; Li y cols., 2014). La observacion conjunta de
lo reportado en la literatura, sumado a lo descrito en esta tesis, nos podria indicar que
durante la progresion tumoral y en los casos mas agresivos de BCC, los procesos
proliferativos ya no estan vinculados a la accion de la via SHH/GLI ni necesariamente a
la transicion G2/M que es regulada por esta via. Probablemente existan mutaciones
accesorias que afecten el ciclo celular en otros puntos de control y que confieran a la
célula tumoral ventajas en los procesos de migracion e invasion, mas alld de una
proliferacién descontrolada.
3. NEOL se comporta como un receptor de dependencia en BCC

En el andlisis de las muestras de BCC se observo que los niveles de mRNA de NEO1
se encuentran aumentados al considerar el total de las muestras tumorales en
comparacion con las muestras de piel sana (Fig. 3A). Sin embargo, cabe destacar que

existe un cantidad de muestras no menor que tiene niveles similares al control o
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levemente aumentados en relacién a este, lo cual a priori es inconsistente con el hecho
de que NEOL1 es un blanco de la via SHH/GLI la cual se encuentra sobre-activada en
este contexto. Dada esta discrepancia fue necesario analizar si la variacion de los niveles
de NEO1 guardaba relacién con el nivel de sobre-activacion de la via SHH/GLI y si es
que dichas variaciones eran capaces de dar cuenta la progresion tumoral o de otros
procesos como grados de agresividad de las diferentes muestras. Todos estos puntos
seran discutidos mas adelante.

La extraccion de RNA fue realizada desde el tejido completo tanto en las muestras
de piel sana como en las de BCC, por lo que se desconocia si es que NEO1 era
expresado ubicuamente en todo el tejido o poseia expresiones diferenciales. Se observé
por IHQ que para el caso de la piel sana, existia presencia de NEOL solo en la capa
basal de la epidermis (Fig. 3B). La capa basal corresponde a la capa mas interna de la
epidermis, esta compuesta por células en alta proliferacion que se diferencian a células
de las capas superiores, formando un nicho troncal (Blanpain & Fuchs, 2009). En el
tumor NEO1 se concentra principalmente en los nédulos tumorales, los cuales estan
compuestos por ceélulas con similitudes morfoldgicas a las células basales de la
epidermis (Fig.3B). A la fecha no se ha establecido un origen celular claro para el BCC,
habiendo distintos estudios que sugieren su surgimiento a partir de la zona del bulge del
foliculo piloso y otros que sustentan su aparicion a partir de las células basales (Adolphe
y cols., 2006; Villani y cols., 2010). Se ha observado que las células basales expresan en
condiciones fisiologicas GLI1, PTCHL1 y otros blancos de la via SHH/GLI, los cuales

también se encuentran en los ndédulos de BCC (Solis 2013). La descripcion de NEO1 en
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ambas estructuras sustenta un posible origen del BCC a partir de la transformacion de
las células basales.

NEO1 se ha propuesto como miembro de la familia de los receptores de
dependencia, la cual se caracteriza por tener sefiales positivas de proliferacion y
sobrevida en presencia del ligando y desencadenar la apoptosis en ausencia de este
(Goldschneider & Mehlen, 2010; Matsunaga y cols., 2004). La hip6tesis propuesta
sugiere que un aumento de NEO1 en conjunto con su(s) ligando(s) para promover el
desarrollo del BCC. Dado que se encontrd que en mas de la mitad de las muestras los
niveles de mMRNA de NEO1 estaban aumentados (Fig. 3A), se quiso evaluar si existia
una correspondencia con los niveles de los ligandos, lo que podria estar promoviendo la
sobrevida en esta neoplasia. Al analizar el total de las muestras se concluye que existen
grandes variaciones en los niveles para las distintas muestras, existiendo muchos casos
en los que la cantidad de mMRNA no fue detectable y siendo en general los niveles bajos,
similares al control. Sin embargo, cabe destacar que existen muestras en los cuales los
niveles de los ligandos son mayores al control (Fig. 4A). Al comparar el nivel de mMRNA
de los ligandos con respecto al nivel de mRNA de NEO1 para cada muestra se puede
comprobar gque en todos los casos en los que los niveles de NEOL eran superiores al
control existe al menos un ligando que tenga niveles superiores al control (Fig.4 B), lo
cual sustenta un comportamiento como receptor de dependencia en BCC, pudiendo en
este contexto en union con alguno de sus ligandos, promover la proliferacion celular y/o
aumentar la sobrevida del tumor. Cabe recordar que NEO1 y sus ligandos no se

encuentran aumentados en todas las muestras tumorales, por lo que o NEO1 en baja
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expresion y ausencia de ligando, podria estar gatillando apoptosis en menor medida. Al
calcular el coeficiente de correlacién de Spearman entre los niveles de mMRNA de NEO1
y sus ligandos se comprueba que existe una correlacion positiva para NTN1 y RGMA,
postulando a estos dos como los ligandos de dependencia de NEO1 en BCC. La
significancia de esta correlacion indica una alta probabilidad de que el alza en NEO1
promueva un alza en los ligandos, viceversa, 0 que exista otro proceso que produce los
cambios de ligando y receptor en conjunto. Esta posible dependencia es sustentada por
el hecho de que las IF realizadas a los ligandos en BCC muestran la presencia de estos
en los nodulos tumorales, al igual que NEO1 (Fig. 5). Esto es ademés observado en IHQ
de NTN1y RGMA en piel sana humana en la cual se observa que estan presentes en las
células basales de la epidermis, al igual que NEOL1 (Fig. A7). Esto sugiere la expresion
de ambas proteinas en la misma célula y una sefializacion autocrina, a diferencia de lo
descrito para otros pares ligando-receptor en BCC y otras neoplasias, en las que se
observa el receptor siendo expresado en la célula tumoral y el ligando secretado por las
células estromales (Sneddon y cols., 2006; Villani y cols., 2010). Sin embargo, como
resultado de esta tesis tan solo puede corroborarse la presencia de ambos en las células
basales tumorales; la expresion de ambas proteinas en la misma célula deberia
corroborarse mediante una hibridacién in situ de los transcritos de NEOL1 y sus ligandos
en estas biopsias. Si bien NTN1 regula procesos cruciales durante el desarrollo como la
guia axonal y migracion celular, asi como ha mostrado recientemente promover la
sobrevida celular en el céancer, aun no se han descrito las vias de sefializacion que

regulan su transcripcién en mamiferos. En este sentido, existen antecedentes in vivo en
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pez cebra que evidencian la regulacion que ejerce la via Shh/Gli sobre los niveles
transcripcionales del homdlogo de NTN1, Netla. De manera complementaria, un
analisis genomico, en el que se utilizaron muestras provenientes de pacientes con
meduloblastoma originado por la sobre-activacion de la via SHH/GLI, arrojé un
aumento significativo en NTN1 (datos no publicados, Laboratorio de Células Troncales
y Biologia del Desarrollo, Universidad de Chile) por lo que proponemos a NTN1 como
nuevo blanco transcripcional directo de la via Shh/Gli capaz de actuar como factor de

sobrevida en cancer.

4. NEO1 como efector de la via SHH/GLI

Ha sido reportado que NEOL1 es un blanco transcripcional de la via SHH/GLI (Milla
y cols., 2012), por lo que al estar la via sobre-activada se esperaba que hubiera un
aumento en los niveles de mMRNA de NEO1. Sin embargo, los resultados de esta tesis
indicaron que los niveles de GLI1, utilizado como indicador de la actividad de la via
SHH/GLI varian en las distintas muestras. Los niveles de mRNA de NEO1 también
poseian grandes diferencias entre muestras, por lo que se quiso evaluar si existia alguna
correlacién entre los cambios en los niveles de GLI1 y los de NEOL. Sumado a esto,
dada la existencia de correlaciones entre ligando y receptor, se evalud si también si
existia una correlacion entre la actividad de la via SHH/GLI y los niveles de los ligandos
de NEO1.

Se encontraron correlaciones positivas y significativas entre GLI1 y NEO1, NTN1 y

RGMA (Fig. 6). Dado el antecedente de que NEOL es un blanco transcripcional de la via
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SHH/GLI nos podria indicar una posible regulacién de la expresion de estos ligandos
por parte de la via. Posterior a esto se ensayd la inhibicion de la via SHH/GLI con el uso
del antagonista farmacologico ciclopamina en explantes de BCC y se observd que la
inhibicion de la via SHH/GLI disminuia los niveles de mRNA de NEO1 y NTN1
(Fig.7A). Para el caso de RGMA se observo que en el 60% de los casos existia una
disminucién de los niveles después del tratamiento, por lo que no se puede descartar una
modulacion por parte de la via para este gen y tampoco la existencia de otros
mecanismos que estén regulando los niveles de RGMA en el tejido tumoral (Fig. 7B).
Estos resultados indican que NEO1 y sus ligandos aumentan en BCC en correlacion con
la actividad de la via de SHH/GLI. Sin desmedro de lo anterior, cabe destacar que
hubiese sido deseable evaluar el cambio en los niveles de proteina luego del tratamiento
para establecer una relacion funcional entre ambas cosas, sin embargo, no fue posible
realizar Western Blot ni inmunotinciones debido a que s6lo se puede obtener muestras
frescas luego de realizada la biopsia y guardado una contramuestra en el servicio de
anatomia patoldgica, lo que se traduce en tamafios muy reducidos de las muestras

tumorales.

5. Diferencias en los niveles de NEO1 tienen relacidon con agresividad tumoral

A medida que aumenta la edad de los individuos la morbilidad de esta enfermedad
sube enormemente, sin embargo es un cancer de baja mortalidad dado que rara vez
metastiza. El surgimiento del BCC se relaciona principalmente con un aumento de la

actividad de la via SHH/GLI pudiendo ser generado en modelos animales mediante el
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aumento en la actividad de esta via tanto en el la zona del bulge del foliculo piloso y en
las células basales de la epidermis, mediante mutaciones en el gen de Ptchl, las cuales se
han considerado suficientes para desencadenar este tipo de cancer (Adolphe y cols.,
2006; Villani y cols., 2010). Mas auln, se han identificado que cerca del 70% de los
casos de BCC humano posee mutaciones en gen del receptor de PTCH1. Sin embargo, a
pesar de poseer un origen comun, el BCC se manifiesta con grandes diferencias
histomorfologicas, pudiendo clasificarse en diferentes subtipos los cuales se han
caracterizado segln su comportamiento agresivo o indolente (Blanpain & Fuchs, 2009;
Yu y cols., 2008). El hecho de que a pesar de que se originen todos por un aumento de la
via Hh tengan comportamientos distintos es indicativo de que haya expresiones
diferenciales de otros genes 0 que la actividad de la via varie en el progreso de esta
enfermedad, que es precisamente lo que fue observado en esta tesis.

Como se discutio anteriormente los niveles de NEOL varian entre las diferentes
muestras de BCC y se correlacionan con la actividad de la via SHH/GLI, observandose
también gran variabilidad en los niveles de GLI1. Se encuentra ampliamente descrito en
la literatura que la via SHH/GLI se encuentra activa en BCC, haciéndose detectables los
niveles de transcrito de GLI1 a diferencia de otros tumores epiteliales, utilizandose de
hecho como marcador diagnostico (Dahmane y cols., 1997; Ghali y cols., 1999). Sin
embargo, a la fecha no se habia establecido ninguna relacion entre el nivel de activacion
de la via, el nivel de expresion de GLI1 y el grado de diferenciacion, caracteristicas
morfoldgicas o agresividad del BCC. Es por ello que con el objetivo de explicar dichas

variaciones no esperadas en los niveles de GLI1, NEO1 y los ligandos se pretendid
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evaluar si es que los niveles de alguno de los genes analizados nos permitian explicar la
variabilidad en estas muestras y relacionarlas con la agresividad de estos tumores.

A partir de los resultados del anélisis anatomopatolégico realizado a biopsias de las
muestras de BCC analizadas se pudo establecer por morfologia el subtipo de BCC y por
consiguiente la agresividad de cada una de las muestras. De los 32 casos estudiados, 10
no poseian un subtipo diagnosticado a la fecha de escritura de esta tesis, sin embargo,
dados los protocolos clinicos establecidos en la extirpacion de este tipo de tumores, es
muy probable que estos correspondieran a subtipos indolentes de BCC o tumores
pequefios, que pudiesen ser diagnosticados bajo criterios macroscopicos y no necesitaran
un analisis histomorfologico detallado.

Posteriormente se realizé un ACP, el cual es un analisis de multivariables que nos
permite asociar variables en distintas componentes segun el peso que posean en explicar
la variabilidad de las muestras. El resultado del ACP muestra que al considerar todas las
variables se confirma la correlacion observada entre GLI11, NEO1 y RGMA. Mas alla de
eso se puede observar que los BCC de comportamiento agresivo tienden a tener valores
menores de estas tres variables y de todos los ligandos de NEO1. Los BCC indolentes
presentan distintos niveles de NEO1/GLI1/RGMA destacandose que los casos de BCC
superficial, que es uno de los mas indolentes, tienen los valores mas altos para estos
transcritos (Fig. 8). Esto propone que la via SHH/GLI se encuentra sobre-activada de
manera importante en los casos mas indolentes de BCC quizas disminuyendo o

perdiendo relevancia su actividad en los casos mas agresivos. Asi mismo se observa que
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a nivel de proteina NEO1 posee expresiones diferenciales entre los casos agresivos e
indolentes (Fig. 9).

Se ha propuesto que el BCC progresa principalmente desde la evasion del arresto
celular y la inhibicién de la apoptosis de nichos troncales en el bulge del foliculo piloso
y en la capa basal de la epidermis, provocando la acumulacién de tejido neoplasico en
esta capa, lo que resulta en la generacién de BCC superficial o nodular, los cuales se
caracterizan por mantenerse circunscritos y cercanos a la epidermis, con
comportamiento indolente. La expresion de BCL2, una proteina antiapoptotica que es
blanco de la via SHH/GLLI, es alta en esta etapa promoviendo la longevidad de estas
células lo que expone al tumor a sufrir nuevos procesos mutagénicos que lo hagan
progresar a un tumor de crecimiento agresivo. Estos ultimos se caracterizan por poseer
altas tasas de apoptosis (poseen bajos niveles de BCL2), aumento en la migracion y
capacidad infiltrativa y aumento en la actividad mitética (Crowson, 2006; Regl y cols.,
2004; Tilli y cols., 2002). BCL2 es también un blanco transcripcional de la via
SHH/GLI, por lo que el hecho de que tanto BCL2 como NEO1 estén disminuidos en los
tumores agresivos puede deberse a una disminucion en la actividad de la via SHH/GLI,
sustentado por la disminucién de los niveles de GLI1 en tumores agresivos y en la
progresion tumoral (Fig. 19), lo que nos estaria indicando la participacion de otras vias
en este proceso o la presencia de una retroalimentacion negativa luego de un punto
critico en la progresion tumoral.

Si bien el mecanismo por el cual actia NEO1 en presencia de ligando no ha sido

dilucidado por completo, se ha propuesto que al ser un receptor de dependencia esta

79



interaccion evitaria la apoptosis, que es lo que podria estar ocurriendo en los casos de
BCC indolente con alta expresion de NEO1 y presencia de ligandos. Se ha descrito
también que GLI2 podria tener un rol en antagonizar la inhibicion por contacto de las
células epidermales, evitando el arresto celular y la diferenciacion y por tanto
promoviendo la tumorigénesis, siendo importante en el desencadenamiento del proceso
tumorigénico (Regl y cols., 2004). Esto ultimo se ha reportado para cancer gastrico en el
que un aumento de NEOL se relaciona con la proliferacion y movilidad de las células
tumorales (Kim y cols., 2014). NEO1 es un blanco transcripcional de la via SHH/GLI
teniendo sitios de union al factor de transcripcion GLI2 (Milla y cols. 2014), por lo cual
guarda sentido que NEOL1 esté, al igual que GLI2, implicado en el surgimiento tumoral,
teniendo un rol en las primeras etapas de progresion caracterizadas por bajas tasas de
apoptosis.

La disminucién de NEOL1 y sus ligandos en los casos agresivos puede dar cuenta de
mutaciones secundarias que han ocurrido en el tumor, lo que provoca que al estar
ausentes los ligandos y existir presencia de NEO1 en la membrana celular (Fig. 9) se
genere un aumento en la apoptosis caracteristico de este tipo de tumor en etapas
agresivas. Sumado a esto se ha visto que NEO1 posee un rol en adhesién celular durante
la organogénesis de la glandula mamaria (Bae y cols., 2009; Srinivasan at al., 2003;
Thompson & Hugo, 2012) y se ha reportado que el nivel de mMRNA de NEO1 se
encuentra inversamente relacionado con el grado tumoral en cancer de mama (Xing y
cols., 2014). Pese a que en este Gltimo trabajo no se analiza a profundidad la funcién de

NEOL en este tipo de cancer si se propone que la disminucion de NEO1, dado que es un
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receptor de dependencia, pueda estar disminuyendo la apoptosis. Esto seria similar a lo
observado en otros tipos de cancer con su homdélogo DCC, sin embargo en dicho trabajo
no se midieron los niveles de ninguno de sus ligandos, por lo que se desconoce aun la
funcién de NEO1 en este contexto. Es posible que, como se ha visto en diversos tipos de
cancer, se estén recapitulando procesos propios del desarrollo y que la disminucion de
NEO1 provoque una menor adhesion favoreciendo la transicion epitelio-mesénquima y
por lo tanto, otorgando mayor capacidad infiltrativa de las células. En BCC podria estar
ocurriendo algo similar, mas queda aun por dilucidar los roles que juega NEO1 y sus

ligandos en condiciones fisiologicas y cancer.

6. NEOL1 y SHH/GLI son importantes en el surgimiento tumoral y disminuyen

con la progresion

Los resultados obtenidos indican que un aumento de NEO1 podria promover el
desencadenamiento de BCC y la mantencién de BCCs indolentes ligado a la sobre-
activacion de la via SHH/GLI, sin embargo también se observa que en casos mas
agresivos tanto los niveles de NEO1 como la actividad de la via SHH/GLI se encuentran
disminuidos, por lo que es posible que exista una disminucion temporal en la progresion
de las neoplasias agresivas.

Con el fin de identificar si NEOL y la via SHH/GLI disminuyen a medida que
progresa la enfermedad se utiliz6 un modelo murino de BCC, el cual posee una delecion
condicional del gen Ptchl ligada al promotor de Keratina 14. Este tipo de keratina se

expresa principalmente en las células basales de la epidermis y la delecion de Ptchl en
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estas células genera un fenotipo tipo BCC micronodular, el cual corresponde a un
subtipo agresivo. A medida que avanza la edad del ratén progresa el grado tumoral
(Villani y cols., 2010).

En esta tesis se cuantifico el mMRNA de Glil por PCR cuantitativo en muestras de
piel de ratén sana y tumoral y se observé que efectivamente los niveles de Glil se
encontraban aumentados con respecto al control en cada una de las edades de
extirpacion de muestra, sin embargo es destacable que los tumores provenientes de los
ratones mas adultos, es decir, aquellos tumores mas avanzados, disminuian
significativamente los valores de Glil con respecto a tumores de ratones con menor
edad, es decir, tumores menos avanzados (Fig. 12). Esto tiene similitud con lo observado
en BCC humano, en el cual los tumores de subtipo agresivo tienen valores menores de
GLI1 en relacion al total de las muestras y realza la propuesta de que la via SHH/GLI
esté principalmente implicada en el desencadenamiento inicial del BCC y pierda
relevancia en etapas mas avanzadas de este.

Los niveles de mRNA de Neol se encuentran disminuidos en BCC murino con
respecto a la piel control y disminuyen significativamente a medida que avanza la edad
del raton y por consiguiente aumenta el grado tumoral. Si bien esto es coherente con la
observacion hecha en BCC humano de que los niveles de Neol son menores en BCC
agresivo, hubiera sido esperable encontrar Neol aumentado en etapas tempranas, en las
cuales el tumor ain no ha desarrollado caracteristicas agresivas, lo que sustentaria la
hipdtesis de que tanto la via SHH/GLI como Neol son importantes en desencadenar el

proceso tumoral. Sin embargo, este modelo produce BCCs infiltrativos desde temprano
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y no se puede descartar que Neol estuviese alto quizés a una edad anterior a la
observada en esta tesis. No obstante lo anterior se comprueba que sigue existiendo una
correlacion positiva y significativa entre los niveles de mRNA de Neol y Glil (Fig.
13B), por lo que cabe la posibilidad de que estuviese aumentado a edades mas tempranas
y también de que los niveles de Glil puedan disminuir ain mas en edades mas tardias.
Sumado a esto se observa que uno de los ligandos definidos como principales en BCC
humano, Rgma, posee niveles de mMRNA mayores al control pero al igual que Glil
disminuyen a medida que avanza la progresion tumoral. Los niveles de dicho ligando
guardan correlacion tanto con los niveles de Glil como de Neol (Fig. 14), indicando que
en este modelo también podria haber una regulacion por parte de la via SHH/GLI en la
transcripcion de los ligandos de Neol y que Rgma pudiese estar actuando como factor de
dependencia para Neol en etapas tempranas del BCC para luego ser perdidos en etapas
maés avanzadas del tumor, esto se condice con la observacion de una correlacion positiva
y significativa entre Neol y Rgma en piel sana de raton (Fig. A3). No obstante la
correlacién observada entre los niveles de mMRNA de Neol y Rgma y su posible
vinculacién con la via SHH/GLI, la observacion de que los niveles de Rgma se
mantengan elevados a pesar de que los de Neol hayan disminuido puede indicar que
Rgma esté participando de algin otro proceso o en vinculaciéon con otras vias tanto en
piel sana como en BCC. En este sentido es sabido el rol que juega la sefializacion de
BMP en el desarrollo y mantenimiento de la piel; Rgma, siendo un receptor de BMPs
podria, de manera conjunta o independiente de Neol, estar participando de alguno de

estos procesos (Fuchs, 2007; Kasper y cols., 2012; Sneddon y cols., 2006).
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La observacion de NEO1 en IF de muestras murinas es similar a lo observado en
muestras humanas, en donde NEO1 posee una marca fuerte y localizada en la capa basal
de la piel normal, con distribucién focalizada y en algunos caso nuclear o perinuclear, lo
que podria indicar un rol similar al que posee en BCCs indolentes, posiblemente mas
ligado a sobrevida y proliferacion. Por el contrario la tincion en BCC murino es similar a
la observada en BCCs humanos agresivos, con marcas tenues y algo de marca en
membrana celular. Esta observacion sustenta la observacion de que NEO1 posiblemente
cumple roles diferentes dependiendo de las caracteristicas morfologicas del tumor y por

ende guardando relacién con el grado de agresividad de este.
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VII.

CONCLUSIONES

NEOL1 y sus ligandos estan presentes en piel sana humana y aumentan su expresion
en nddulos tumorales de BCC.

Los niveles de mRNA de NEO1 aumentan en forma conjunta con los niveles de sus
ligandos RGMA y NTN1. Los niveles tanto de ligando como receptor se
correlacionan con la actividad de la via SHH/GLI.

Tanto la actividad de la via SHH/GLI (niveles de mMRNA de GLI1) como los niveles
de mRNA de NEOL1 vy sus ligandos varian en BCC, asociandose niveles altos de
todos ellos a subtipos indolentes y bajos niveles a subtipos agresivos de BCC y

etapas tardias de la progresion tumoral.
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a) Consentimiento Informado para la obtencion de muestras sanas en el Hospital

Clinico de la Universidad de Chile.
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c) Consentimiento Informado para la obtencion de muestras en la Fundacion
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2. Figuras
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Figura Al. No existen variaciones significativas en los niveles de mMRNA acorde al origen de la
muestra control. Cuantificacion de los niveles de mRNA relativo a los niveles de GAPDH de
GLI1, PTCH1, BCL2, NEO1, NTN1, NTN4, RGMA y RGMB en piel sana humana proveniente del
cuello (n= 10) o del bajo vientre (n=5). No existen diferencias significativas para ninguno de los
genes analizados segun test de Mann-Whitney.
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Figura A2. No existen diferencias significativas en los niveles de mRNA entre hombres y
mujeres. Cuantificacion de los niveles de mRNA relativo a los niveles de GAPDH de GLI1,
PTCH1, BCL2, NEO1, NTN1, NTN4, RGMA y RGMB en piel sana humana (Control, n=15), BCC
de donantes mujeres (n= 10) y BCC de donantes hombres (n=27). No existen diferencias
significativas para ninguno de los genes analizados segun test de Mann-Whitney.
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Figura A3. Niveles de ligandos Rgm se correlacionan con los niveles de Neol en piel
sana de ratdn. Niveles de mRNA de Ntnl, Ntn4, Rgma y Rgmb en funciéon de Neol (gréfico) de
las muestras de piel control (n=8), en la tabla se indica el coeficiente de correlacion (r) de Spearman
y los valores de P. **P<0,01; ***P<0,001.
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Figura A4. Los niveles de mMRNA de Ntnl, Ntn4, Rgmb varian durante del ciclo folicular.
Cuantificacion de los niveles de mRNA de piel de raton K14-Cre:Ptch1'®'** (n= 7) y Control (n=8)
relativo a los niveles de piel de raton control P13, al dia posnatal P13, P20 y P29. (A) mRNA de
Ntn1 relativo a los niveles de control P13. (B) mMRNA de Ntn4 relativo a los niveles de control P13.
(C) mRNA de Rgmb relativo a los niveles de control P13. P < 0.05 vs. control etario (*), control
P13(}), K14-Cre:Ptch1'™/"* P13 (¢), K14-Cre:Ptch1'™* P20 (§) segin test de Mann-Whitney.
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Figura A5. Los niveles de mRNA de los ligandos de Neol se correlaciona con los niveles de
Glil en ratones K14-Cre:Ptch1'/°* Niveles de mRNA de Ntnl, Ntn4, Rgma y Rgmb en funcién
de Glil (grafico) de las muestras K14-Cre:Ptch1'/® (n=7), en la tabla se indica el coeficiente de
correlacién (r) de Spearman y los valores de P. * P < 0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Figura A6. Correlacion entre niveles de mMRNA de Neol y sus ligandos. Niveles de MRNA de Ntni,
Ntn4, Rgma y Rgmb en funcion de Neol grafico) de las muestras K14-Cre:Ptch1'®'* (n=7), en la
tabla se indica el coeficiente de correlacion (r) de Spearman y los valores de P. * P < 0,05;

**P<0,01; ***P<0,001; ns= no significativo.
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NTN1 | | RGMA

Figura A7. Los ligandos de NEO1, NTN1 y RGMA se encuentran en las células basales de la
epidermis. IHQ contra NTN1 (izquierda) y RGMA (derecha) en piel sana humana (barra= 25 um),

co-tincion con Hematoxilina.
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