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RESUMEN

El cancer constituye la segunda causa de muerte a nivel mundial, por lo que resuita un
interesante foco de investigacion biomédica. Una de las variantes mas frecuentes es el
cancer de piel, cuya tasa de morbilidad aumenta afio a afio. El carcinoma basocelular
(BCC), corresponde a la neoplasia mas recurrente en la piel, donde el principal factor de
riesgo estd dado por la exposicién a la radiacién ultravioleta. Si bien las causas de esta
patologia son multifactoriales, molecularmente apuntan a un grupo de vias de

sefializacién.

Existen amplios antecedentes que relacionan causalmente una sobreactivacion de la via
de sefializacion SHH/GL! con el BCC. Esta red de seiializacién resulta fundamental en
diversos procesos del desarrollo, en tanto que en el adulto se ha vinculado principalmente
a la mantencién de nichos de células troncales. La principal mutacién encontrada en
pacientes con BCC se localiza a nivel de PTCH-1, receptor del ligando SHH, que provoca
una sobreactivacién constitutiva de la via. Resulta de gran interés, deteminar nuevos

efectores de la via.

Recientemente, se reporté a Neogenina-1 (NEQ-1) como blanco transcripcional de la via
SHH/GLI. NEO-1 es un receptor de membrana asociado a funciones de guia axonal,
angiogénesis y homeostasis de hierro. Ha sido descrita la expresién de este receptor en
diversos tipos de cancer, obteniéndose resultados variables en cada caso, proponiendo

su utilizacion como biomarcador de prognosis.

Todos los antecedentes sefialados, hacen de NEO-1 y sus ligandos, candidatos
relevantes para ser evaluados en tejidos de pacientes con BCC. Los resultados obtenidos
en este seminario de titulo muestran por primera vez, la expresién de NEO-1 en piel; mas
adn, indican que hay sobreexpresion del receptor en muestras neoplasicas, y por titimo,
que la expresion de NEO-1 se relaciona con la sobreactivacién de la via SHH/GLI en la
mayoria de los casos. Ademas, se observo aumento en la expresion de NTN-1, un ligando
de NEO-1, en la condicién patologica respecto a la condicion sana, lo que es consistente
con funciones propuestas para este ligando como oncogen. Si bien, queda por determinar
si este escenario involucra a NEO-1 como mediador de este rol, este receptor aparece
como un interesante marcador en la prognosis de este cancer.
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ABSTRACT

Cancer represents the second most important cause of death in the world, and is therefore
an interesting biomedical research topic. One of the most common variants is skin cancer,
whose morbidity rate increases continuously. Basal Cell Carcinoma (BCC) is the most
common skin neoplasia, and the while the major risk factor is ultraviolet rays exposure,
and the causes of this pathology are muitifactorial, they point to involvement of a narrow

w

group of signaling pathways.

Previous research defines a role for SHH/GLI overexpression in BCC. This signaling
network is central to diverse developmental processes, and in adults has been related to
maintenance of stem cell niche. The main mutation found in BCC is located in PTCH-1,
the receptor for the HH ligands, therefore provoking a pathway overactivation. Thus, it
would be very interesting to discover new pathway efectors.

Recently, Neogenin-1 (NEO-1) has been reported as a SHH/GLI transcriptional target.
NEO-1 is a membrane receptor associated with axonal guidance, angiogenesis and iron
homeostasis. Its expression in different cancer has been reported, albeit with variable
results, but still, it has been proposed as a prognosis biomarker.

These background makes NEO-1 and its ligands suitable candidates to be evaluated in
BCC patients. The resuits presented in this thesis show, for the first time, the expression of
NEO-1 in skin, and the overexpression of NEO-1 in neoplastic samples, is related with a
SHH pathway overactivation in most of the cases. It has been also found an elevated
expression of NTN-1, a NEO-1 ligand, in pathologic conditions, consistent with proposed
function as oncogene. It would be interesting to address if this scenario involves NEO-1 as
partner in this role. Nevertheless, NEO-1 receptor appears as an interesting prognosis
marker in this cancer type.
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. INTRODUCCION

El cancer es un término usado para referirse a un grupo variado de enfermedades,
que tienen como principal caracteristica el descontrol en la proliferacion celular,
llevando a la formacién de tumores e incluso, a la muerte. Constituye la quinta causa
de muerte en el mundo [OMS, 2008] y la segunda en E.E.U.U [CDC, 2010]. En Chile se
han reportado 97.930 defunciones durante el afio 2010 por esta causa [DEIS,
Ministerio de Salud de Chile]. Esta enfermedad es capaz de afectar distintas zonas del

cuerpo, de ellas, el 4rea mas comun y recurrente es la piel.

Céncer de piel

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 mas superficial.

Estas capas se pueden observar a través de la tincién de hematoxilina eosina en una
muestra de piel humana, como se muesira en la figura 1, en donde la epidermis
presenta varias capas entre las que se encuentran: el estrato cérneo, granuloso,
espinoso y basal, y es en esta ultima capa en donde se encuentran células en estado
altamente proliferativo. Por su parte, la dermis se compone de dos capas, la dermis
papilar y reticular, siendo la capa papilar la que se encuenira conectada al estrato
basal de la epidermis. La hipodermis, en tanto, estd constituida por dos capas, la

areolar y lamelar, que son abundantes en adipocitos [Kanikatis, 2006].
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Figura 1. Histologia de la piel. Piel sana humana tefiida con hematoxilina-eosina,
permitiendo observar las distintas capas, destacandose la capa mas superficial, la

epidermis y luego, la dermis e hipodermis o capa subcutanea [Geneser, 1985].

El cancer de piel se clasifica en dos grupos principales, la forma melanomar y la no
melanomar, esta distincion describe en términos generales la presencia o ausencia de
pigmento en la zona afectada. Si bien los cancer de tipo no melanomar son los mas
recurrentes, los de tipo melanomar son los méas agresivos [Athar y col, 2006; Stecca y
col, 2007]. Existen variados factores de riesgo para los diferentes tipos de cancer de
piel, siendo el principal la exposicion a la radiacion ultravioleta (UV), manifestandose en
la mayoria de los casos precisamente en zonas de la piel expuestas al sol, tales como

cara, cuello y brazos.




La forma mas comtin de cancer de piel no melanomar es el carcinoma basocelular
(BCC), que afecta a 750 mil personas sélo en Estados Unidos cada afic y se ha
observado en creciente aumento durante las (ltimas décadas [Athar y col, 2006]. EI
carcinoma basocelular incluye una amplia variedad de morfologias, las que se
clasifican en dos grandes grupos de tumores; diferenciados e indiferenciados, como se
indica en la figura 2. Dentro del primer grupo, el subgrupo més recumrente son los
carcinomas basocelulares de crecimiento indolente y entre ellos los del tipo nodular y

micronodular [Crowson, 2008].

Crecimiento indolente
- Superficial
- Nodular y micronodular

INDIFERENCIADO

Crecimiento agresivo
- Infiftrante
- Metatipico
- Esclerosante

Queratoquistico DIFERENCIADO

Infundibuloquistico
Folicular

Figura 2. Clasificacioén de carcinoma basocelular. Esta patologia se agrupa en base
a su grado de diferenciacion. En segunda instancia, si corresponde a un caso
indiferenciado, éste se agrupara de acuerdo al crecimiento y morfologia que presente,
en tanto que si es un caso diferenciado, este se clasificara segun el lingje al cual se

diferencié [Crowson, 2006].




Histopatologia del BCC

En el grupo indiferenciado, se encuentran dos grupos que se separan de acuerdo a su
crecimiento, ya sea indolente o agresivo. En el primer grupo se encuentran los tipos
histologicos superficiales, nodulares y micronodulares; en tanto que en el segundo
grupo se ubican los de histologia infiltrante, metatipico y morfiforme o esclerosante.
Mientras que en la clasificacion diferenciado, se encuentran los de histologia
keratoquistica, infundifuloquistica y folicular. A menudo, la histologia del BCC se
presenta como una mezcla de estos patrones y no como uno en particular [Crowson,

20086].

Los carcinomas que presentan histologia superficial se caracterizan por la proliferacion
de ceélulas de la capa basal que forman un eje paralelo a la superficie epidérmica, en
donde hay presencia de retraccién de las células basales en empalizada del estroma
adyacente. En tanto, el tipo nodular que representa la forma mas com(n de BCC, en el
que se observan nidos tumorales pequefios a grandes que penetran en la regién
dérmica papilar o reticular, acompaiiados de separaciéon del estroma. La forma
micronodular es similar a la histologia nodular; sin embargo el tamario de los nidos es
menor y su dispersidon es mas amplia. Al considerar los carcinomas de crecimiento
agresivo, se encuentran los de histologia infiltrante que se caracterizan por una fibrosa
matriz de colageno en la que se encuentran inmersos nidos tumorales de forma y
tamano irregulares, principaimente redondos y alargados. De esta misma forma, los
BCC metatipicos presentan nidos tumorales de forma iregulares, en donde dentro de
ellos se observa queratinizacién citoplasmatica. Estos dos dltimos tipos a menudo se
presentan en forma conjunta con la histologia nodular. En cambio, el grupo

esclerosante consiste en focos tumorales de formas variables, pero con bordes




redondos que se encuentran embebidos en un denso estroma de coldgeno, que

presenta leves retracciones,

En los grupos histologicos de la divisién de BCC diferenciados, se encuentra el tipo
keratoquistico que presenta diferenciacién a lo largo del eje pilosebaceo, evidenciando
nidos tumorales redondos que presentan keratinizacion central y consecuente
degeneracién. Los de tipo infundibuloquistico, por su parte, presentan nédulos de
células basales en proliferacién formando un continuo con la epidermis, que estan
rodeados de cimulos de keratina. Por dltimo, se encuentran los de histologia folicular
los que muestran diferenciacion a elementos de la matriz del foliculo piloso en la regi6n
cercana a los nidos de células basales, observandose células de bordes difusos y sin

ndcleo (ghost cell) [Crowson, 2006].

Aun cuando la patologia del BCC es pleimérfica, se han asociado diversos marcadores
moleculares a este tipo de cancer, tales como Ber-EP4 que corresponde a una
glicoproteina de superficie ampliamente distribuida en células epiteliales, SMA (del
inglés, Smooth Muscle Actin) que presenta una sefial fuerte en la mayoria de los casos
de BCC y Bcl-2, que constituye un marcador de apoptosis que ha mostrado resuitados
contradictorios y se asocia principalmente a formas de crecimiento agresivo de BCC

[Miller, 2004; Mateoiu y col, 2011].

Si bien la etiologia del carcinoma basocelular es multifactorial, como se vera mas
adelante, existen muiltiples evidencias que sefialan a la via de sefalizacién de

Hedgehog (Hh) como un desencadenante central en esta enfermedad.




Via Sonic Hedgehog/Gli

La via de Hedgehog (Hh) se descubri6 en Drosophila melanogaster, en donde se
describié como una red de sefiales esencial en procesos de segmentacién corporal y
polaridad larval [Niisslein-Volhard & Wieschaus 1980]. Esta via de sefializacién es una
de las mas importantes durante el desarrollo embrionario, teniendo un papel crucial en
la formacion de patrones neuronales en el tubo neural, en el desarrollo de la simetria
derecha-izquierda y en la morfogénesis de diversos drganos tales como pulmones,

piel, pelo y dientes [Sanchez-Camacho y col, 2005].

Posteriormente, se describié el mecanismo de sefializacion de Hh que se encuentra
altamente conservado desde invertebrados hasta mamiferos [Ingham & Placzek 20086].
En estos ditimos, fa via funciona a fravés de la unién de uno de sus tres ligandos
homélogos a Hh: Sonic (SHH), Indian (IHH) o Desert Hedgehog (DHH) al receptor
Patched-1 (PTCH-1). En ausencia de ligando, PTCH-1 reprime la via, a fravés de la
inactivacion de su correceptor Smoothened (SMO). La union del ligando por PTCH-1,
libera Ia represidn sobre SMO, activando una cascada de sefalizacion que resulta en
la estabilizacion y activacién de los factores de franscripcién GLI, los que ingresan al
nicleo y regulan la transcripcion de genes blanco [Weitzman 2002]. La via de

transduccion de la sefial Hh se encuentra diagramada en la figura 3.
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Figura 3. Diagrama de la via de sefalizacibn Hedgehog simplificada. A. En
ausencia de ligando, PTCH-1 reprime a SMO, manteniendo asi la via inactiva. En B se
muestra la condicion en presencia de ligando, donde uno de los ligandos Hh se une a
PTCH-1 y libera a SMO de la represion, y gatillando la cascada de sefializacion que
activa los factores de transcripcién GLI 1 y 2, los cuales actian uniéndose a regiones

reguladoras de genes blanco y promueven la transcripcion [Weitzman 2002].
Los factores de transcripciéon GLI

Los factores de transcripcién GLI son los principales mediadores de la sefializacion
Hedgehog, ellos existen en 3 isoformas en mamiferos que se denominan GLI-1, GLI2 y
GLI3. Estas proteinas presentan 5 dominios de unién tipos dedos de zinc. Hasta el
momento, se ha mostrado que GLI-1 es el Unico factor de transcripcion de esta familia
que existe tan s6lo en su forma activadora, ya que tanto GLI2 como GLI3 poseen un rol
dual como activador o represor que varia de acuerdo al procesamiento de su extremo

C-terminal [Huntzicker y cols, 2006; Ryan & Chiang, 2012].




GLI-1 y PTCH-1, al mismo tiempo, corresponden a genes blanco de la via SHH/GLI, y
son frecuentemente utilizados experimentalmente para evidenciar su activacién. Par su
parte, GLI2 se ha descrito como la principal forma activadora de esta familia de
factores de transcripcion, mientras que GLI3 se caracteriza por encontrarse
mayoritariamente en su forma represora en mamiferos [Park y cols, 2000]. Otro nivel
de regulacién se genera al tener una expresion diferencial en distintos tejidos y tipos
celulares, como ocurre en el tubo neural y en [a formacién de extremidades durante el

desarrollo embrionario [Methot N. and Basler K, 1999; Bai C.B. y cols, 2004].
Rol de la sefializacion HH/GLI en Ia piel

En la piel, la via de sefializacion de HH/GLI juega un importante papel en la regulacién
del desarrollo de foliculos pilosos y glandulas sebaceas, y en la mantencién de nichos

de células troncales.

El desarrollo del foliculo piloso y las gldndulas sebaceas, anexos de la epidermis, se
encuentra controlado por una compleja y organizada comunicacién entre vias de
sefalizacién tales como BMP (del inglés, Bone Morphogenic Protein), Notch, Wnt, FGF
(del inglés, Fibroblast Growth Factor), EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor) y
SHH, las que se coordinan para formar a partir de un epitelio monoestratificado, un

epitelio multiestratificado junto a estructuras accesorias [Fuchs, 20071.

La piel se forma a partir del epitelio ectodermal, en donde a partir de una tnica capa
que productc de varias seializaciones da lugar a la epidermis y la placoda dermal. La
primera producira un epitelio multiestratificado de 4 capas, en tanto que la segunda
resultara en la formacion del foliculo piloso y la glandula sebacea. Una vez que todas

las estructuras alcanzan su arquitectura definitiva, comienza el ciclo del crecimiento




piloso. Este ciclo comienza con la primera fase anagena en donde el tallo del pelo esta
creciendo y sobresale del nivel de la epidermis, posteriormente tiene lugar la fase
catagena o de degeneracion, en donde los dos tercios inferiores del foliculo sufren
apoptosis. Luego, tiene lugar la fase telogena o de reposo en la cual la papila dermal
se encuentra dormante ubicandose cercana al “bulge” o protuberancia, nicho de
células troncales. Una vez completado ese estado de dormancia, diversas sefiales
contribuyen a la activacion de las células troncales entrando en una fase altamente
proliferativa como es la fase anagena, haciendo que un nuevo pelo crezca [Fuchs,

2007]. Cada una de estas fases se esquematiza en la figura 4 que se indica a
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Figura 4. Ciclo de crecimiento piloso (pagina anterior). El esquema muestra que
luego de la primera fase andgena en donde se obtiene la estructura final del foliculo
piloso, éste progresa a la fase catdgena en donde gran parte del foliculo piloso
degenera y entra a [a etapa de reposo o fase telégena en donde la papila dermal se
ubica cercana a un nicho de células troncales conocido como “bulge” o protuberancia

[Modificado de Fuchs E, 2007].

La sefializacién SHH controla el crecimiento y morfogénesis del epitelio del foliculo
piloso, debido en parte a la regulacién a nivel de los factores de transcripcién GLI
[Karlsson y col, 1999]. La induccion de los genes blanco de la via ocurren normalmente
solo en la fase anagena del foliculo piloso, en respuesta a la presencia del ligando
SHH. El foliculo piloso esta constituido por varias hojas epiteliales concéntricas, la mas
externa de ellas denominada hoja externa de la raiz (ORS de su sigla en inglés). Se ha
demostrado la expresién de Sox9, gen blanco de la via, en una zona restringida de la
piel correspondiente a la ORS y al “bulge’, nicho de células troncales pilosas; ia
inactivacion tejido especifica de Sox9 ha mostrado que este gen es crucial para la
diferenciacién del pelo. La delecion de este gen en la piel lleva a la ausencia de pelo

externo [Vidal y col, 2005].

Con respecto a los sebocitos, células que al diferenciarse generan la glandula sebacea
se ha demostrado que la inhibicién de la via Hedgehog, reprime el desarrollo de estas
celulas, mientras que la activacién provoca el aumento tanto en tamafic como en
namero de glandulas sebéceas [Allen y col, 2003]. Adicionaimente, se ha observado
una elevada expresion de IHH en sebocitos diferenciados, mientras que los
progenitores de dichas células presentan altos niveles de GLI-1, sugiriendo un

mecanismo de sefalizacion paracrina. En este sentido, la inhibicién de la via Hh
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produce la supresién del crecimiento y la induccion de la diferenciacion [Niemann y col,

2003; Chiang y col, 1999].

El rol de la via de sefializacion SHH/GLI también ha sido estudiado en el contexto dela
mantencion del nicho de células troncales en la piel, con el uso de ratones
transgenicos que sobreexpresaban cada uno de los ligandos Hedgehog bajo el
promotor de queratina 14, que corresponde a un marcador de queratinocitos basales
en proliferacién. Este trabajo mostré el rol de Shh en la morfogénesis epidermal
ensayado en el estado embrionario 18.5 dpc, observandose hipertrofia de células
progenitoras epidermales. Sin embargo, cuando se realizé un injerto de piel neoplasica
en un ratén silvestre, el tejido de éste dltimo contribuia con un nuevo ambiente de
sefalizacion que inhibia la sefial de Shh, provocando una diferenciacién en el tejido,
lievando a la pérdida de la capacidad de renovacion de la piel asignandole un roi
fundamental a esta via en la mantencion de células troncales multipotentes
epidermales [Fan y col, 1997; Oro y col, 1897]. Por ofra parte, durante la etapa adulta,
Hedgehog se ha vinculado principalmente a Iz diferenciacién de un grupo especifico de
células troncales del foliculo piloso, y paralelamente, participa de la proliferacién de

celulas ubicadas en la glandula sebacea [Fuchs & Horsley, 2008].

Dado que esta red de sefializacion controla diferentes procesos en nichos de células
troncales en el adulto, se ha asociado con variadas neoplasias, tales como cancer de
piel (melanomares y no melanomares), meduloblastoma, rabdosarcoma y otros
tumores que se relacionan con disfunciones en diversos componentes de la via
SHH/GLI. Se han descrito mutaciones de pérdida de funcién en PTCH-1, mutaciones
de ganancia de funcién a nivel de SMO y algunas ofras a nivel de los factores de

transcripcién GLI [lwasaki y col, 2012].
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Vinculo entre Carcinoma Basocelular y la via de sefializacién SHH/GLI

Las primeras seftales de la relacion entre la via de sefializacion SHH/GLI y el
carcinoma hasocelular provinieron del descubrimiento de la mutacién de pérdida de
funcién en PTCH-1 en el sindrome de Gorlin. Este sindrome se caracteriza por la
presencia recurrente de carcinomas basocelulares, junto a ofra neoplasias tales como
meduloblastoma, meningioma, rabdomioma y fibroma de ovario y corazén [Johnson y
col, 1996]. Sin embargo, la mayoria de los casos de BCC son esporadicos y no estan
asociados al sindrome anteriormente mencionado, manifestandose en zonas de la piel
expuestas al sol. Ain asi, en estos casos, también se han descrito mutaciones en
PTCH-1 [Liy col, 2011]. Adicionalmente, se considera que el 70% de los BCC presenta

disfuncién en el receptor de SHH [Li y col, 2011].

Se han mostrado mutaciones en otros componentes de la via de SHH, principalmente
en el ligando SHH, en el correceptor SMO vy los factores de transcripcién GLI. El
ligando SHH, tiene actividad mitogénica sobre las células basales de la piel, su
sobreexpresion genera focos tumorales en la epidermis y ofras manifestaciones
cancerigenas emulando lo que ocurre en el sindrome de Gorlin [Oro y col, 1997]. Por
su parte, las mutaciones de ganancia de funcion en el correceptor SMO, contribuiria
entre un 6 y un 21% de los casos esporadicos de BCC. En tanto que anormalidades en
los factores de transcripcion GLI-1 y GLI2, principales formas ’ activadoras en
mamiferos, llevan a la expresion constitutiva de la via de sefializacién y la presencia de
carcinoma basocelular. En sintesis, existe numerosa evidencia que la via de
sefializacion SHH/GLI a diferentes niveles, resulta critica en el origen y la progresion

del BCC [Liy col, 2011].
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En base a estos antecedentes, resulta importante determinar nuevos posibles blancos
que se encuentren mediando la accion de SHH durante la génesis y progresion del
carcinoma basocelular. Recientemente, se reporté en un trabajo del laboratorio, la
identificacion de nuevos blancos transcripcionales de la via de sefializacion SHH/GLI,

dentro de los que se destaca el gen Neogenina-1 [Milla y col, 2012].

Neogenina-1

Neogenina-1 (NEO-1) corresponde a un receptor de membrana de 1461 amino&cidos,
perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas, el cual presenta una region
extracelular que tiene cuatro dominios de inmunoglobulinas y seis de fibronectina,
seguido de una regioén intermembrana y un tallo citoplasmatico, tal como se muestra en

la figura 5.

Ligando RGM

Ligando Netrina

Figura 5. Estructura de NEO-1 y sus ligandos. El esquema muestra en el lado
izquierdo, la estructura del receptor NEO-1, el cual esta constituido por dominios de

inmunoglobulina (Ig), fibronectina (Fnlll), una region intermembrana (TM) y una region
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intracelular (ICD). Mientras que en el sector derecho, se indica la arquitectura
prototipica de los ligandos de la familia RGM y Netrina con sus dominios de

sefializacion. [Wilson & Key, 2007].

Inicialmente esta proteina fue descrita como homéloga a Deleted in Colorectal Cancer
(DCC), otro receptor asociado a procesos de guia neuronal y sobrevida celular durante
el desarrollo [Vielmetter y col, 1994]. Hoy en dia se sabe que NEO1, posee variadas
funciones distintas de las que realiza su homélogo DCC, entre las que se encuentran
adhesion celular, angiogénesis, homeostasis de hierro, morfogénesis de la glandula

mamaria y miogénesis [Wilson & Key, 2007].
NEQ-1 y sus ligandos

El ligando primeramente descrito para NEO-1 fue netrina-1 (NTN-1), en base a su alta
homologia con DCC, que utiliza el mismo mecanismo de sefializacién. Sin embargo,
posteriormente se observd que su interaccién con otras sefiales era aun mas
especifica, como con las moléculas asociadas a guia repulsiva como RGM. En la
familia de las netrinas, ha sido descrita la interaccién de NEO-1 con netrina-1 y netrina-
4 (NTN-4) [Rajagopalan y col, 2004]; ambos ligandos presentan estructuras y funciones
muy similares, coordinando procesos de quimioatraccion o quimirepelente
dependientes del contexto, migracién celular, adhesion celular y angiogénesis. La
familia de moléculas RGM por su parte, se ha mostrado principalmente en su rol de
guia repulsiva durante el desarrollo y homeostasis del hierro, siendo actividades

conducidas directamente por NEO-1 [Rodriguez A. y cols, 2007].
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NEO-1, un receptor de dependencia.

Una funcion particularmente interesante de esta proteina, es la que la ubica en un
grupo recientemente descrito como de “receptores de dependencia’. Este tipo de
receptores géneran una sefial de muerte celular programada dependiendo de la
presencia o0 no de su ligando, con diferentes funciones durante el desarrollo y en la
adultez [Bredesen y col, 2005]. Para NEO-1, se ha demosfrado que en presencia de su
ligando produce sefiales de sobrevida; mientras que, en ausencia de él, gatilla una
cascada de sefalizacion que lleva a la apoptosis. Esta funcién fue estudiada en el tubo
neural de embrién de pollo, en donde se observé que la sobreexpresiéon de NEQO-1
induce muerte celular, condicién que es disminuida al sobreexpresar RGM-A, uno de
sus ligandos, en forma conjunta [Matsunaga y col, 2004a]. Sin embargo, otro estudio
realizado en Xenopus borealis en estado de 2 células, reporié el funcionamiento
inverso. En él, la sobreexpresién del ligando RGM-A induje muerte celular, sefial que
es eliminada al bloquear la accién de NEO1, indicando que Ia apoptosis producida es
mediada por este receptor [Shin & Wilson, 2008]. En sintesis, estos antecedentes
indican que la funcion de receptor de dependencia es dependiente del contexto celular

en donde se evaliie.

Los receptores de dependencia han sido descritos recientemente con un importante rol
en el cancer, en donde regularian las sefales de sobrevida o muerte celular, que

controlan la progresién de la enfermedad [Goldschneider y Mehlen, 2010].
NEO-1 y cancer

El rol de NEQ1 en cancer permanece en activa investigacion. En cuanto a esto, ha sido

evaluada su expresion en diversas neoplasias, obteniendo resuitados variables. Es asi
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como en la evaluacién en carcinoma celular escamoso esofagico, se describié un
aumento en su expresion en relacion al tejido sano. En ese estudio, se evalué a través
de microarreglos de mRNA Ia expresion diferencial de distintos genes, en donde el
transcrito de NEO-7 se encontré sobreexpresado y asociado directamente con el grado
de diferenclacion tumoral, proponiéndose el rol de oncogen [Hu y col, 2001]. Otra
observacién que sostiene esta linea de argumentacion, se encuentra en un estudio
realizado en lineas celulares de cancer ovarico, donde se mostré un aumento de la
expresion de NEO-1 al ser tratadas con hormona foliculo estimulante (FSH), situacién
que no ocurre en células controles bajo el mismo tratamiento. En este frabajo, se
propone su contribucion en el crecimiento celular, el aumento en la proliferaciéon y en la

disminucion en la actividad de caspasa-3 y por tanto, en la apoptosis [Ho y col, 2003].

En contraposicién a las observaciones descritas anteriormente, un trabajo realizado en
adenocarcinoma de pulmon reveld a través de perfiles de expresion, una baja en los
niveles de NEO-17 fuertemente asociada a una menor tasa de sobrevida, en donde se
propone un rol como supresor de tumores [Berrar y col, 2005]. Apoyando esta
hipétesis, otro trabajo reportd la disminucion de NEO-1 en los tejidos de cancer de
mama. En este estudio, se observé una fuerte expresion del receptor en tejido de
mama sano, en tanto que un 93% de los tejidos patolégicos mostré niveles bajos o
inexistentes de la expresion del receptor. Adicionalmente, se determinaron grupos de
tumorigenicidad, en donde conforme al aumento de agresividad del tumor, NEO-1
disminuia en su expresién [Lee y col, 2005]. Asimismo, en un estudio publicado este
afo, se observd la disminucién de |a expresiéon de NEO-1 en glioma, vinculandose al

rol de mantencion de la etapa de latencia del tumor. Ensayos posteriores mostraron
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que la sobreexpresion del receptor en una linea celular de glioma, provocé la apoptosis

de las mismas [Wu y col, 2012].

Estos antecedentes en conjunto sugieren un rol ya sea como supresor de tumores u
oncogen de NEO-1, dependiendo del tipo de cancer en donde se evalle. Una de las
posibles explicaciones para el comportamiento dual de este receptor en céancer puede

estar referida a su relacion con sus ligandos, Netrinas y RGM.
Netrinas y RGM en el contexto del cancer

NTN-1 es el ligando mas estudiado en el contexto del cancer. Es asi como, se ha
descrito una aita expresién en neuroblastoma, bloqueando la actividad pro-apoptética
del receptor UNCBSH, y por lo tanto, contribuyendo al crecimiento del tumor. Mas an,
se sefiala su valor prondstico al estar especialmente aumentado en neuroblastomas
con mayor malignidad [Delloye-Bourgeois y col, 2009b]. Resultados similares fueron
obtenidos por el mismo grupo, al evaluar la expresién de este ligando en cancer de
puimén de tipo células no pequeria (*non-small cell lung cancer”), encontrando una alta
expresion de NTN-1 en un 47% de los casos patolégicos estudiados [Delloye-
Bourgeois y col, 2009a]. Adicionalmente, estudios realizados en muestras de cancer de
mama, higado, préstata, rifion, meningioma, glioblastoma y adenoma de pituitaria
revelan una mayor expresion de NTN-1 en relacion a las muestras sanas,
proponiéndose incluso su uso como biomarcador con valor prondstico en estos tipos de
cancer [Ramesh y col, 2011]. También, se ha descrito Ia presencia en altos niveles de
esta proteina en tejidos con cancer gastrico; en tal estudio, se observé que {os niveles
plasmaticos de NTN-1 en pacientes con esta enfermedad eran mayores al compararios

con los sanos y con los pacientes al término de la quimioterapia [Kefeli y col, 2012]. Por
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tltimo, recientemente se describio la presencia de netrina-1 en glioblastoma, donde
tendria un rol dual: promoviendo la angiogénesis y la invasién al resto del tejido por

parte de la células del glioblastoma [Shimizu y col, 2012].

Por su parte, los niveles de expresién de NTN-4 se han descrito elevados en casos de
cancer de mamas invasivos [Esseghir y col, 2007]. Mientras que, al ensayarse su
actividad en lineas celulares de cancer de colén se observé que fa sobreexprésién de
esta netrina, inducia disminucién en el crecimiento tumoral, proponiéndose como un
interesante candidato como blanco terapéutico [Eveno y col, 2011]. En glioblastoma,
este ligando se enconiré en menores niveles de expresion y asociado a un tiempo de
sobrevida bajo [Hu y col, 2012]. Recientemente, se report6 la scbreexpresion de este
ligando en lineas celulares de cancer colorectal, en donde se observé disminucién en
la progresién tumoral y la inhibicion del crecimiento tumoral primario [Eveno y col,

2013].

En cuanto a la familia de RGM, también ligandos de NEO-1, se ha descrito la
inactivacidon de RGM-A en casos de cancer de colon, mediante mecanismos
epigenéticos y mutaciones [Li y col, 2009]. Adicionalmente, se describio el rol de cada
una de las moléculas de esta famifia: RGM-A, RGM-B y RGM-C en la carcinogénesis
de lineas celulares neoplasicas de prostata; en este estudio se observé que RGM-A
participaria en la disminucion de la adhesion matriz-célula, en tanto que RGM-B y
RGM-C, contribuirian al crecimiento y la adhesion celular, pero sélo Ia forma B de este
ligando, disminuiria las capacidades de migracién e invasion de las células
cancerigenas [Li y col, 2012a]. Posteriormente, en un frabajo del mismo grupo, se

sefald el rol de RGM-B en células de cancer de mamas, en donde el ligando estaria
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asociado a la disminucién en la proliferacién, adhesién y migracién de células

tumorales [Li y col, 2012b].

La relacion, recientemente descrita entre [a via de sefializacién de SHH y NEO-1, hace
que resulte especialmente interesante estudiar sus contribuciones en diferentes tipos
de cancer. SHH es crucial para la génesis y progresion de tumores particularmente en
Sistema Nervioso Ceniral y en la piel. En este ditimo sistema no se conocen
antecedentes que avalen el vinculo SHH/NEO-1, por lo que representa una atractiva
oportunidad para estudiar una posible relacién y determinar un posible valor en la

prognosis de BCC.

Hipétesis
Existe una relacion directa entre la sobreactivacién de la via de SHH/GLI y la
expresion del receptor NEO-1 y sus ligandos NTN-1, NTN-4 y RGM-A en carcinoma

basocelular humano.

Objetivo general
Evaluar la expresion de NEO-1 y sus ligandos NTN-1, NTN-4 y RGM-A en funcion

del estado de activacién de la via de SHH/GL! en BCC humano.

Objetivos especificos

1.- Evaluar la expresién de NEO- 1, sus ligandos NTN-1, NTN-4 y RGM-A y los
componentes de la via SHH/GLI en piel humana sana.

2.- Evaluar la expresion de NEO- 1, sus ligandos NTN-1, NTN-4 y RGM-A y los

componentes de la via SHH/GLI en piel de pacientes con BCC.
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. MATERIALES Y METODOS
Muestras

Los tejidos patoldgicos y controles fueron obtenidos a partir de biopsias realizadas a
pacientes, Las muestras patolégicas se obtuvieron de pacientes diagnosticados con
algunas de las variantes de carcinoma basocelular, en tanto que las muestras controles
se obtuvieron a partir de pacientes a los que se les realizd alguna intervencién por un
motivo distinto de un diagnéstico dematolégico. Las edades de los pacientes
seleccionados para este estudio oscilaron entre los 20 y los 85 afios. Las personas
fueron informadas de este trabajo a través de un formularioc de consentimiento
informado para el uso de sus muestras, contando con la aprobacién del comité de ética
respectivos (Material Suplementario 4). Los tejidos fueron obtenidos como parte de un
trabajo de colaboracion con el Hospital Clinico de la Universidad de Chile, a cargo del
Dr. Patricio Gac y el Dr. Ivan Gallegos. Se consideraron muestras frescas y tejidos
incluidos en parafina. Las muestras son nombradas de forma arbitraria con letra C para
los tejidos sanos y con BCC para los tejidos patoldgicos. A lo largo de este seminario
se trabajd con 5 muestras sanas y 8 patoldgicas. Las muestras C2 y BCC1 se
encontraron altamente dafiadas, por lo que, sélo se utilizaron para pruebas piloto, en
tanto que en ia muestra BCC2 sélo fue posible evaluar ios anticuerpos PTCH-1 y NEO-

1, debido a la baja disponibilidad de muesira.
Histologla

Las muestras procesadas de tejido incluido en parafina se cortaron en un micrétomo
Leica, de grosor de 5-6 um de grosor para andlisis de histologia e inmunohistoquimica.

En primera instancia, se elimind la parafina de cada corte, disponiendo los portacbjetos
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en un contenedor que se ubicd en un bafio a 60°C durante 30 min, seguido de tres
lavados con xilol 100%, y posteriormente, lavados en etanol en concentraciones
decrecientes de 100%, 95%, 90%, 75%, 50%, 30%, hasta llegar a agua, para
posteriormente realizar los ensayos requeridos. La hisltologia de cada muestra se
confirmé por medio de la tincién de hematoxilina-eosina. Esta técnica consistid en
depositar la solucién de hematoxilina en !as muestras, estando éstas ya
desparafinadas, se incubé por 1 min, vy luego se lavé con abundante agua.
Posteriormente, se agregd la solucion de eosina, la que se incubd por 30 s. vy

nuevamente, se lavd con agua, para posteriormente deshidratar y montar.

Inmunohistoquimica

Teniendo los cortes desparafinados, se realizdé una incubacion con solucién citrato pH
3-3,5 para desenmascarar el antigeno (Vector Biosystems) durante 30 min a 80°C,
seguido de la eliminacién de la peroxidasa enddgena por medio de la solucién que
contenia: 3% H,0,, 50% Metanol en Tampén Fosfato (PBS, por el acrénimo en inglés).
Luego, se realizaron sucesivos lavados con PBS o PBS suplementado con Tritén al
0.1%(PBT), segin sl se quiere localizar un antigeno en la membrana o en el
citoplasma y nlcleo, respectivamente. Al término de este paso, se bloguearon las
proteinas inespecificas, incubando con una solucion de suero de caballo al 5% en
PBS/PBT (Vector Biosystems) durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente,
se incubo en el anticuerpo primario (indicades en la tabla 1) diluido en solucion de

blogueo durante toda la noche a 4°C.
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Proteina Anticuerpo | Fuente Diluclén Proveedor

Patched 1 G-19 Cabra 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Gli1 H-300 Conegjo 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Shh H-160 Conejo 1:100 Santa Cruz Biotechnology
NEO-1 H-175 Conejo 1:50 Santa Cruz Biotechnology
NEG-1 C-20 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology
Netrina 1 H-104 Conejo 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Netrina 4 HYRO1 Cabra 1:50 R & D Systems

RGM- A AF2459 Cabra 1:200 R & D Systems

PCNA 13-3900 Ratdn 1:100 Invitrogen

Caspasa 3 Asp175 Conejo 1:500 Cell Signaling Technology

Tabla1. Anticuerpos primarios. Tabla que indica los anticuerpos primarios utilizados

a lo largo de este seminario de titulo.

En el segundc dia del experimento, se realizaron lavados sucesivos con PBS o PBT,
seguido de la incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado diluido en solucidn de

bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Anticuerpo Fuente Difucién Proveedor
Anti-ratén y conejo Caballo 1gotaen5 mL Vectastain
Anti-cabra Conejo 1:400 Vector

Tabla 2. Anticuerpos secundarios. Tabla indicando los anticuerpos secundarios

utilizados en la realizacion de este seminario de titulo.
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Después de la incubacion con anticuerpo secundario, se procedio a lavar con PBS o
PBT y posteriormente, se incubd en solucidn AB (Vectastain) durante 30 min a
temperatura ambiente, seguido de un Gltimo lavado antes del revelado. El proceso de
revelado se realizé incubando con una solucién de DAB en su diluyente (ImmPact
DAB, Vector). Posteriomnente, se deshidrataron las muestras, lavando en
concentraciones crecientes de etanol a pariir de agua, iuego, se lavé con xilol 3 veces,
para luego montar con Entellan (Merck). Las muestras fueron observadas en
microscopio éptico Olympus BX51 y fotografiadas con el objetivo de 10x para una

imagen de la arquitectura del tejido y en 100x, para el detalle de cada nddulo tumoral.
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lll. RESULTADOS
Caracterizacién de los tejidos patolégicos

En primera instancia, se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina (H&E) con el
objetivo de caracterizar estructuralmente cada tejido a ser analizado posteriormente en
cuanto a su expresion de protefnas. La solucién de hematoxilina corresponde a una
solucion de color morado de caracteristicas catidnicas que se une a organelos de
carga negativa, marcando principalmente nucleos; en tanto que la eosina es una
solucién de color rosado intenso de caracteristicas anionicas que se asocia a

organelos de carga positiva, sefialando mayormente citoplasma y matriz extracelular.

¥

En la figura 6 se muestran tinciones H&E realizadas a muestras de tejido sano y
patologico, nombradas como C (como control) y BCC, respectivamente. En el tejido
sano, las epidermis han sido orientadas hacia la parte superior, en las diferentes
imagenes, y se aprecian de color violeta oscuro de la marca nuclear de hematoxilina
por la alta densidad celular. En la zona media inferior, en tanto, se destaca la dermis
que se presenta de color rosado, propio de la eosina, que marca principalmente la
matriz de colageno de esa zona. Ademas, es posible visualizar claramente el limite
entre la epidermis y la dermis, cbservandose hendiduras de la capa basal en la dermis
papilar como se ve en el caso C4 y C8. En la muestira C3 se muestran estructuras
accesorias como la glandula sebacea, que se dispone de forma arborizada y glandulas

sudoriparas cercanas a la glanduia sebacea.

La tincién en el tejido patoldgico permitidé reconocer patrones indicativos consensuados
para clasificar BCC. Para facilitar la asociacion, en la tabla 3 se indica los diagnésticos

correspondientes a cada muestra patologica.
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Los tejidos de BCC, en general muestran una estructura que presenta una morfologfa
epidérmica similar a una condicidn sana. En la muestra correspondiente al paciente
BCC2 se observan nddulos organizados en forma de racimos que poseen gran
cantidad de células con bajo contenido citoplasmético, que penetran en la region
démica. En tanto, en el tejido BCC3, se muestran grupos celulares de tamario y forma
iregular que se expanden en tomo a la seccién de un foliculo piloso. En tomo a los
focos tumorales se observan fisuras en el tefido, sefial clave que contribuye en el
diagnéstico de esta patologia. En ¢l ensayo para la muestra BCC4, se visualiza una
discontinuidad en el tejido que genera una cavidad a partir de la cual, se originan
diversos focos tumorales que se introducen hasta una zona cercana a la hipodermis;
nuevamente, se repite la observacién de fisuras en el tejido circundante a los nidos
tumorales. Marcas de color negro en la superficie corresponden a cumulos de

pigmento en esa zona.

En el tejido BCCS, a diferencia de las muestras de los otros pacientes, se observa una
amplia marca de eosina, coincidente con el diagndstico en donde se indica alto grado
de queratinizacién. Sin embargo, en la regién mas cercana a la epidermis se observan
focos densamente compactados de formas immegulares que exhiben mayor marca de
hematoxilina. En esta muestra, se observan giros del iejido en los cuales, en sus

bordes hay grupos celulares neoplasicos cercanos a fisuras de dimensiones variables.

En la muestra BCC6, se observan grupos tumorales embebidos en matriz densa,
mostrado en color rosado que rodea los nédulos, patron caracteristico de esta variante.
En el tejido BCC7, se observan grupos de tumores altamente compactados, en su
centro se ven focos de diferenciacion hacia el linaje escamoso. En la muestra BCCS,

se ven nodulos de mucho mayor tamafio en relacién a las muestras anteriores, en
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donde se repite el patron de fisuras en el tejido en los bordes mayores. En la Gltima
muestra patolégica, BCC9, se visualizan grupos celulares de contorno no definido y

otros dispersos entre ellos, en torno a giros del tejido.

TEJIDO SANO

TEJIDO PATOLOGICO

Figura 6. Histologia de tejido sano y patolégico. Tincion de H&E para visualizar la
arquitectura del tejido en cada caso, en donde en violeta se observan nucleos y en
rosado se muestra citoplasma y matriz extracelular. En la parte superior se ubican las

muestras provenientes de pacientes sanos, mientras que en la zona media e inferior se
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ubican las muestras correspondientes a pacientes con carcinoma basocelular. La barra

indica 500 um.

Muestra | Diagndstico

BCC2 BCC micronoduiar.,

BCC3 BCC micronodular y morfeiforme.

BCC4 BCC nodular, micronodular y morfeiforme.

BCC5 BCC erosionado con queratinizacion extensa.

BCC6 BCC nodular morfeiforme.

BCC7 BCC con diferenciacion escamosa y focos esclerosantes.

BCC8 BCC nodular.

BCC9 BCC nodular y morfeiforme.

Tabla 3. Diagndsticos asociados a muestras patolégicas. Se indica tipo histoiégico
de BCC de cada muestra. Andlisis histoldgico realizado por la Unidad de Anatomia

Patoldgica de Hospital Clinico de la Universidad de Chile.
Evaluacién de la expresién de los componentes de la via de SHH/GLI

El siguiente paso correspondié a identificar elementos de la via de sefializacion
SHH/GLI en las muestras, de modo de poder agrupar en tejidos patolégicos vinculados

0 No a la sobreactivacion de ia red de sefializacion.

En la figura 7, se muestra una inmunohistoquimica para reconocer la presencia del
receptor PTCH-1, blanco transcripcional de la via, con el fin de evidenciar un aumento

en la activacion de ésta.
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En los tejidos controles, se aprecia la expresién del receptor principalmente asociada a
la epidermis exhibiendo una sefial reticular y homogénea en todas sus capas. De
acuerdo a lo reportado en la literatura, este receptor se ubicaria en Ia capa basal de
epidermis y foliculo piloso, datos que se comroboran en este seminario de titulo
[Adolphe y col, 2008]. También, se visualiza una marca débil, pero localizada en tomo
a los foliculos pilosos y glandulas sebaceas como se observa en la muestra C3. En los
tejidos de pacientes con BCC, en tanto, se obtienen resultades variables. En el caso
BCC2, no hay marca del anticuerpo, tan sélo sefiales inespecificas de melanéfagos en
el estroma que circunda los nddulos. En la muestra BCC3, se observa una sefial
intensa y homogénea en los focos tumorales cercanos a la superficie, ademas de
marcar foliculos pilosos, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas. En la muestra de
BCC4, Ia principal marca se acumula en tomo a glandulas sebaceas, mientras que los
nidos tumorales presentan una marca débil en los de mayor tamafio (marco de linea
continua) y casi inexistente en los de menor tamafio (marco de linea discontinua). En el
caso BCC5, se observa una seiial reticulada y concentrada en los bordes de los
tumores de mayor tamaro. En el tejido BCCB en tanto, no se observa sefial en ios
nddulos superiores, mientras se denota una débil sefial en las células que rodean los
nddulos del lado izquierdo. En el caso BCC7, se advierte una sefial intensa en el
estroma circundante a los nddulos; mientras que en los tltimos dos casos, no se
percibe marca alguna en los focos tumorales, tan sélo en las gldndulas sebaceas y

foliculos pilosos, como se observé con anterioridad.
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Figura 7. El receptor PTCH-1 se expresa en muestras de piel de pacientes con
BCC. Ensayo en que se evalla la expresion del receptor de SHH y blanco de la via
tanto en tejidos sanos como patolégicos. En 5 de 8 casos patolégicos evaluados se
observa expresion de PTCH-1, a diferencia de lo que ocurre en las muestras BCC2,
BCC8 y BCCY. La barra corresponde a 500 um, excepto en muestras C1 y C8, en

donde es 100 uym.
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En varias de las muestras sanas y patolégicas se puede observar sefial especifica de
PTCH-1 a nivel celular, tanto a nivel de la epidermis como en los focos tumorales, tal

como se muestra en la figura 8.

PTCH-1

Figura 8. El receptor PTCH-1 se expresa a nivel citoplasmatico en muestras de
piel sana y patologica. Las células marcadas en las muestras patdlogicas
corresponden a células neoplasicas que conforman el foco tumoral. La barra indica 10

pm.

En el ensayo realizado para el receptor PTCH-1, se observd en 5 de 8 casos

neoplasicos evaluados, elevada expresién respecto a la misma region del tejido sano.

En el siguiente experimento que se muestra en la figura 9, se evalué la expresién del
factor de transcripcion GLI-1, también blanco de la via de sefalizacion, que permite

confirmar los resultados obtenidos de la expresion de PTCH-1.

En los tejidos controles se advirtié sefial de GLI-1 principalmente en la epidermis y en
las estructuras accesorias como foliculo piloso y glandulas sebaceas, como se muestra

en la muestra C3.
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Dentro de los casos patolégicos, el tejido BCC3 muestra una marca fuerte en los
grupos tumorales, que se hace mas intensa en sus bordes; de la misma forma, se
identifica sefial en gléandulas y foliculo piloso. En el siguiente caso, se observa marca
débil en nédulos ubicados en regién izquierda de la imagen, mientras en la muestra
BCC5, se distingue una fuerte expresion del factor de transcripcion localizada en los
nédulos anteriormente vistos que coinciden con la fuerte expresion del receptor PTCH-
1. En la muestra BCCS8, no se observa marca del anticuerpo en los nédulos ni en su
vecindad, sdlo una débil sefial asociada a la epidermis. En la muestra BCC7, se
muesira una seiial débil focalizada principalmente en las capas més extemnas de cada
foco tumoral (recuadro linea continua). En el tejido BCC8, se muestra una marca fuerte
de GLI-1 en el tumor mayormente presente en los bordes y en la capa limitante hacia la
demis. En el ditimo tejido, no se advierte sefial del anticuerpo en ninguna regién

particular de la muestra.
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Figura 9. La expresion del factor de transcripcion GLI-1 es coincidente con otro
marcador de la via activa, PTCH-1, en algunos casos evaluados. En 5 de 7 casos
patolégicos se observé un incremento en la sefial del factor de transcripcién, con
respecto a la misma area del tejido control. Barra en las figuras representa 500 um,

excepto en C5 y C6 en donde corresponde a 100 um.

En imagenes en mayor resolucion se muestra la expresién de GLI-1 que tiene un

patron diverso, variando entre citoplasmatico y nuclear.
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Figura 10. El factor de transcripcion GLI-1 se encuentra enriquecido en la regién
citoplasmatica y nuclear en muestras sanas y neoplasicas. La imagen del tejido
control corresponde a células de la epidermis, en tanto que la fotografia de los tejidos
patolégicos son células neoplasicas de los bordes de los nodulos. La barra indica 10

pm.

En base a los resultados anteriormente mostrados, se puede sefalar que las muestras
BBC3, BCC4, BCC5 y BCC7 presentan sobreactivacion de la via de sefalizacion

SHH/GLI, evaluada mediante la expresion de sus proteinas blanco PTCH-1 y GLI-1.

Si bien los reporteros de la via, PTCH-1 y GLI-1, se encuentran activos en algunos
BCC, es importante determinar la presencia del ligando SHH, con el fin de establecer
una posible relacién entre los diferentes componentes de la via en la activacion de la

sefial.

En todos los tejidos controles se observa expresion de SHH a nivel de la epidermis en
donde en el primer caso se observa una amplia y difusa expresion que va desde la
epidermis, incluyendo foliculo piloso y glandula sebacea, mas células estromales de la
dermis; mientras que en las muestras siguientes sélo se advierte marca a nivel de la

epidermis, y que en la muestra C5 se torna casi inexistente.
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En el primer caso patolégico mostrado se observa elevada expresion de SHH en
néduios que se ubican en region intermedia entre epidermis y glandulas sebéaceas. En
el siguiente caso, no se advierte sefial del ligando, salvo en regién comparable al caso
control como es la epidermis. En el caso BCCS, se distingue una sefial muy débil en el
nédulo de mayor tamafio (cuadro linea discontinua), mientras gue los otros nodulos
tienen ausencia de la marca. Los préximos dos casos clinicos no muestran marca del
anticuerpo evaluado; en paralelo se evidencia una fuerte sefial de SHH en el caso
BCC8 que se concentra en la region nodular més cercana a la epidermis. El tltimo

caso patolégico no muestra indicios de presencia del ligando.
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Figura 11. El ligando SHH es expresado en focos tumorales de algunas muestras
neoplasicas. En las muestras controles se advierte sefial principalmente a nivel de la
epidermis, en tanto que en algunos tejidos neoplasicos, se observa marca homogénea
a lo largo de todo el nédulo. La barra de las figuras corresponde a 500 pum, excepto en

C5, BCC3 y BCC4 en donde es equivalente a 100 pm.

A nivel celular se distingue sefial del ligando en las células neoplasicas que forman el

nodulo, a diferencia de las células estromales circundantes que carecen de esta marca.
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Figura 12. Las células neoplasicas y de la epidermis del tejido sano resultan
positivas para el ligando SHH. La expresion del ligando en muestras sanas se
localiza en la epidermis, mientras que en tejido neoplasico se ubica en las células
tumorales y no hay marca en células estromales que circundan el nédulo. La barra

indica 10 pm.

En sintesis, de los cuatro casos (BCC3, BCC4, BCC5 y BCC7) que presentan elevados
niveles de PTCH-1 y GLI-1, sélo dos de ellos, BCC3 y BCC5, exhiben niveles altos de
expresion del ligando SHH, que se vincularia con la sobreactivacion de la via. Sin
embargo, en los casos en que no se observan niveles elevados del ligando, se infiere
posibles mutaciones a nivel del receptor PTCH-1, como ha sido ampliamente descrito,

que gatillaria una sobreactivacion independiente de ligando. |

Evaluacion de la expresion del receptor NEO-1 y sus ligandos.

Dado que recientemente se reporté a NEO-1 como blanco transcripcional de la via
SHH/GLI, el proximo paso consistid en determinar el perfil de expresion del receptor en
tejido sano, el que no ha sido reportado en la literatura, y en muestras patolégicas de

BCC. En este érgano ha sido descrita la expresién de DCC, un gen homoélogo a NEO-

.



1, el que se muestra principalmente asociado a queratinocitos de la capa basal de la

epidermis y del foliculo piloso [Combates y col, 1997].

En el laboratorio, se encuentran disponibles dos anticuerpos para diferentes epitopos
de NEO-1. En primera instancia, se evalud cual de ellos otorgaba una mejor sefial en
piel, como se muestra en la figura 13, en donde el anticuerpo H-175 genera una marca

intensa.

TEJIDO SANO
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Figura 13. El anticuerpo H-175 para NEO-1 resulta ser el mas adecuado para
tinciones dérmicas. La sefal del anticuerpo C-20 se observa débimente en

comparacion con la del anticuerpo H-175. La barra indica 20 ym.

En la figura 14, se muestra la inmunohistoquimica realizada para detectar la expresion
del receptor NEO-1. En el tejido sano se observa marca citoplasmatica principalmente

a nivel de la epidermis, en ella se muestra la capa cérnea negativa, en tanto que el

37




resto de las capas se presenta con sefial. Especialmente, en la muestra C3, se
advierte sefial del anticuerpo en la region circundante al foliculo piloso y giandula
sebacea. En el foliculo, se distingue marca de NEO-1 en la capa mas interna y cercana

al pelo.

En los tejidos patolégicos se observa expresion débil del receptor NEO-1 en la
epidermis comparado con la misma en los tejidos sanos. En la muestra BCC2 se
advierte sefial diferencial entre dos areas tumorales, en donde una ubicada hacia el
lado izquierdo presenta una marca mayor difusa en la zona media, mientras que en la
zona derecha se observa ausencia o baja sefial. La marca en esta muestra se
concentra en el area tumoral mas cercana a la epidermis (indicado con linea
discontinua), en donde hay algunos nédulos con marca en sus bordes. Se percibe
también indicios de melandfagos en estroma que rodea a los nodulos, principalmente
resultan evidentes en zona de nddulos menos marcados. En el caso BCC3, se observa
marca principalmente a nivel de la epidermis y foliculos pilosos, ademas de los focos
tumorales de pequefio tamarfio ubicados enfre estas dos zonas, que presentan
separacion del tejido circundante tal como se observé en casos anteriores. En ia
muestra BCC4, se observa marca del anticuerpo en la epidermis que forma una
cavidad junto a tumores de menor tamafio localizados principalmente en la zona
izquierda de la imagen que se ubican en torno a giros del tejido (linea discontinua). En
el proximo caso, sélo se distingue sefial a nivel de la epidermis, con ausencia de marca
en el resto de las capas. En el tejido BCCB, se observa una amplia marca en la
epidermis, més nédulos de formas irregulares marcados que se ubican en el borde
derecho inferior, en donde la marca se acumula en sus bordes(linea discontinua). En la

muestra patolégica BCC7, se percibe una sefial intensa del anticuerpo a nivel de Ia
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epidermis. También se evidencla una marca difusa en |a regién media méas cercana a
la superficie correspondiente a los nédulos tumorales, que se hace mas débil en las
capas mas intemas(linea discontinua). En el caso BCCB, se observa una seiial intensa
en el nide tumoral de mayor tamafio que se ubica cercano a la superficie,
observandose sefial acumulada en el centro de los tumores de la zona media (linea
discontinua). En ia titima muestra patoldgica, sélo se advierte una fenue marca a nivel

de la epidermis que es casi inexistente.

En resumen, la expresién de NEO-1 es detectable en tefido sano, asocidndose
principaimente a epidermis y en menor medida al foliculo piloso y gléndulas sebéceas.
Mientras en tejido neoplasico, se observa presencia del receptor en la mayoria de los
focos tumorales. Las muestras en que se evidencié sobreactivacion de la via de
sefializacion, ya sea por medio de la expresién de PTCH-1 o GLI-1, presentan mayor
expresion de NEO-1, situacidn que no ocurre en muestras como la BCC9 que no

muestran rasgos de mayor nivel de genes blancos clasicos de la via.
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Figura 14. El receptor NEO-1 se expresa tanto en tejido sano como neoplasico
asociado a BCC. El patron de NEO-1 se asemeja al de los genes blanco de la via de
sefalizacion SHH/GLI, observandose en estructuras accesorias de la piel, como

foliculo pilosos y glandulas. La barra de las figuras corresponde a 500 um.

En imagenes en mayor aumento, como lo mostrado en figura 15, se observé marca
citoplasmatica de NEO-1; ademas de la sefial intensa de este marcador en las células

que forman la empalizada de cada uno de los focos tumorales.
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Figura 15. Expresion de NEO-1 se asocia a células neoplasicas que forman la
empalizada de los nédulos. Las células de la epidermis resultan positivas para la
expresion de NEO-1, mientras que en las muestras neoplasicas, las células mas
marcadas corresponden a las que limitan la masa tumoral. La barra corresponde a 10

pm.

Dado que no se encuentra reportada la expresién de los ligandos de NEO-1 en piel, la
siguiente etapa consisti6 en determinar los perfiles de expresién de NTN-1, NTN-4 y

RGM-A.

El perfil de expresion de NTN-1 en muestras sanas y patolégicas se muestra en la
figura 16. En los tejidos sanos, se observa en dos de ellos (muestras C4 y C6) sefial
fuerte a nivel de la epidermis, mientras que en uno (tejido C3), hay ausencia total de

senal.

En las muestras patolégicas se observa expresion variable del ligando, al igual que en
los controles. En la muestra BCC3 hay marca intensa del anticuerpo en epidermis,
foliculo piloso, glandulas sudoriparas y tumores de pequefio tamafo ubicados en la
region cercana a la epidermis. Los nédulos tumorales marcados poseen sefal

homogeénea en su superficie. En el caso BCC4, se distingue una sefial muy intensa en
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la epidermis en la zona que forma la cavidad, mas una seiial tenue en nodulos
localizados al lado izquierdo de Ia hendidura, que se concentra hacia el centro de ellos
otorgando una marca reticular (linea discontinua). En el tejido BCC5, se percibe una
marca intensa y homogénea en los I6bulos de la masa tumoral ubicada en la cercania
de la epidermis (linea discontinua). En tanto que en la siguiente muestra, se observa
marca densa en las capas mas externas de la epidermis, ademas de en los nidos
tumorales de forma irregulares ubicados en las capas que se infiltran en la dermis
reticular (linea discontinua). En el caso BCC7 se visualiza sefial difusa del ligando en
region nodular e intemodular, organizandose en torno a una iregularidad del tejido de
forma levemente cuadrada (finea discontinua). La muestra BCC8 presenta elevados
niveles de expresion del ligando que se concentra en la zona limitante del tumor con la
dermis reticular, especialmente en los bordes dentados del tejido neoplasico (linea
discontinua). En el tejido BCC9, se observa una ténue marca en algunas regiones de la

epidermis y carencia de ésta, en los nddulos tumorales.

La marca de NTN-1 da indicios de! ligando que se expresaria en mayor medida en
relacion a los otros ligandos de NEO-1, en la piel y que podria estar sefializando a
través de NEO-1. El perfil de expresion de este ligando en el tejido patolégico, muestra
un aumento en relacion a las muestras sanas y se concentra en los focos tumorales,
correlacionados en la mayoria de los casos con la presencia del receptor NEQ-1 y con

el aumento en los blancos transcripcionales clasicos de ia via, PTCH-1 y GLI-1.
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Figura 16. La expresion del ligando NTN-1 se vincula fuertemente con la misma
de los reporteros de la via SHH/GLI. NTN-1 posee una elevada expresion en las
mismas muestras que presentan elevados niveles de PTCH-1 y GLI-1, observandose

esta correlacion en 6 de 7 casos patolégicos ensayados. La barra indica 500 pm.

En imagenes en mayor aumento como las que se muestran en la figura 17 se observa
en tejido sano, sefial compacta y asociada a primera vista a la membrana, en tanto que
en muestras patologicas se advierte marca difusa en los focos tumorales

presumiblemente ubicada en espacios intercelulares (indicado con flechas).
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NTN-1

Figura 17. NTN-1 presenta una marca difusa posiblemente localizada en espacios
intercelulares. En muestras controles, la sefal se restringe a las células de la
epidermis, en tanto que en las muestras patoldgicas, se advierte marca con patrén

difuso a lo largo de los nédulos. Barra indica 10 um.

La evaluacion de la presencia del ligando Netrina-4 en tejidos sanos y neoplasicos se
indica en la figura 18. En la mayoria de los tejidos controles, se percibe marca
principalmente a nivel de la epidermis y, en el tejido C3 se observa sefal en foliculo

piloso.

En los tejidos neoplasicos, se observa marca variable. En los casos BBC6, BCC7 y
BCC8 hay ausencia de marca en todas las capas del tejido; en las muestras BCC3 y
BCC9 se observa una sefial tenue a nivel sélo de la epidermis, pero con ausencia de
marca en los focos tumorales, mientras que en los tejidos BCC4 y BCC5 se observa
senal en los nidos tumorales. En la muestra BCC4 se muestra la sefial débil en el
interior de los nédulos, que disminuye en la zona mas profunda observandose como
una banda de color mas claro. En el caso BCCS5, se observa marca intensa localizada

en el interior de los |6bulos que componen el tumor.
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Figura 18. La expresion de NTN-4 no se asocia al aumento en los niveles de los
reporteros de la via SHH/GLI, excepto en el caso BCC5. NTN-4 se expresa en la
epidermis y estructuras anexas como foliculo pilosoy glandulas sebaceas en tejido
sano. Las muestras neoplasicas por su parte, presentan una marca débil y difusa del

marcador. Barra indica 500 um a excepcion de los casos C5, C6 y BCC8.

Al observar la expresién de NTN-4 en mayor aumento, se observa en primera instancia

sefal localizada en la membrana, tanto en muestras sanas como patolégicas. La
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marca no se evidencia en niveles equivalentes en todos los tejidos patolégicos, como

se muestra en tejidos BCC4, BCC5 y BCC8 a modo de ejemplo.

C6 BCC4 BCCS BCCS8

Figura 19. NTN-4 presenta una marca localizada principalmente en la membrana.
La expresion de NTN-4 se advierte en la membrana en muestras controles, como

patolégicas. Barra indica 10 um.

El dltimo ligando en ser evaluado fue RGM-A; la expresion de esta molécula se
muestra en la figura 20. En las muestras de piel sana, este ligando se expresd
principalmente en la epidermis, como se observa de forma muy clara en las muestras

C4 y C6, y de forma tenue en la muestra C3.

Los tejidos patolégicos muestran ausencia de sefial de la molécula de guia repulsiva, a
excepcion de los tejidos BCC5, BCC7 y BCC8. El primero de ellos presenta marca
débil del anticuerpo en los Iébulos de la masa tumoral, de forma similar a lo que se
observa en la muestra BCC7, que se ve un tanto opacada por los residuos de
pigmentos que se encuentran en la zona media. Por otra parte, en el caso BCC8, se
indica una sefial muy intensa de la expresion de RGM-A en el tumor que se acumula
en los extremos mas cercanos de la dermis reticular y epidermis. En este caso,

también se advierte marca en el foliculo piloso ubicado en la region inferior.
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Figura 20. Expresion intensa de RGM-A se corresponde con algunas muestras
que presentan elevada sefial de blancos de la via SHH/GLI. Muestras BCC5 y
BCC8, y en menor medida BCC7, expresan elevados niveles del ligando, las que
también exhiben mayor sefial de PTCH-1 o GLI-1. La barra indica 500 pm, en C6

corresponde 100 pym.

Imagenes en mayor magnificaciéon muestran un amplio espectro de localizacién celular

para el ligando RGM-A, variando entre sefal de membrana y citoplasmatica.

47




Adicionalmente, la mayoria de los tejidos patolégicos no expresa el ligando, tal como

se ejemplifica para la muestra BCC3.

BCC3 BCC5

Figura 21. RGM-A presenta un patrén de localizacién celular diverso variando
entre sefial de membrana y citoplasmatica. La marca del ligando RGM-A en
muestras controles se localiza en capas de la epidermis, mientras que en tejido
patolégico se ubica en la extension del foco tumoral con distintos niveles. La barra

indica 10 um

Evaluacion de la expresion del marcador de proliferacion PCNA.

Coémo ultima etapa se buscé determinar perfiles de expresion del marcador de
proliferacion PCNA. En la figura 22 se muestra el ensayo realizado para PCNA en
tejidos sanos y patologicos, dicho anticuerpo marca nucleos de células en activa
sintesis de DNA, principalmente durante fase S, en concordancia con la literatura, en
las muestras controles se observa marca nuclear principalmente a nivel de la epidermis
en sus capas basales, ademas de la sefal en el foliculo pilosos mostrado en el caso

C5 [Toth DP. y cols, 1996].

Todos los tejidos patologicos presentan exacerbada sefial de PCNA que varia en la

distribucién en cada muestra. En el caso BCC3 se observa marca en la epidermis,
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foliculos pilosos, nédulos tumorales y estroma intemodular. En los nidos tumorales se
localiza en los bordes, en la gran mayoria de las células que constituyen la empalizada.
En la siguiente muestra, se observa una marca débil en el esfrato basal de la
epidermis, junto a una sefial intensa en [os nodulos tumorales que se presenta de
forma homogénea a lo largo de él y en las células estromales que circundan los
nodulos. En el tejido BCCS, en tanto, se percibe fuerte presencia de PCNA en cada
uno de los [6bulos que constituyen la masa tumoral, ubicandose principalmente en las
capas mas extemas y en las células estromales ubicadas entre cada uno de los
[6bulos. La muestra BCC6, posee indicios marcas proliferativos en la capa basal de la
epidermis, adicional a la intensa sefial en la regién tumoral que se ubica adyacente a
una discontinuidad del tejido; la marca en este caso se acumula principalmente en
cada uno de los focos tumorales. En el préximo caso, se advierte marca homogénea a
lo largo de los nidos tumorales, adicionalmente a la observacion de dos tipos de células
estrormales, unas que poseen elevados niveles de marcaje y se ubican entre nédulos, y
otras que poseen menos marca y estan encapsuladas dentro del tumor. En el tejido
BCCS se visualiza sefial proliferativa de mayor intensidad en los bordes profundos de
la masa tumoral de mayor tamafio y en de forma mdas continua en los nédulos de
menor tamafio ubicados en las cercanias de la epidermis. En la ltima muestra se
observa sefial principalmente en las células estromales que se ubican en la zona

media y en las glandulas sudoriparas en contacto con la hipodermis.
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Figura 22. La expresion de PCNA esta presente en todos los tejidos neoplasicos,
localizacion predicha para este marcador. La sefial de PCNA en las muestras
controles se oberva a nivel de la epidermis, mientras que en los tejidos patologicos, se
muestra la sefal en toda la extension de la masa tumoral, que varia de acuerdo al tipo
histologico de cada muestra. La barra en las muestras sanas corresponde a 100 um,

mientras que en tejidos neoplasicos indica 500 pm.

Al observar la expresion de este marcador de proliferacion en mayor aumento se

advierte la senal en tejido sano en las capas basales de la epidermis, mientras que hay
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una marca intensa en las células que forman la empalizada de los ndédulos en muestras
patolégicas, indicadas con flecha. Adicionalmente, se observa células con nucleos
prominentes correspondientes con la acumulacion de material genético, ampliamente

descrito [Crowson, 2006].

PCNA

Figura 23. Expresion de PCNA se localiza en células que forman la empalizada de
los nédulos tumorales. La marca de PCNA en tejido sano se observa principalmente
en la capa bhasal de la epidermis, en tanto que en muestras neoplasicas, la sefal se
ubica en las células que limitan la masa tumoral, observandose mayor marca en

células de mayor tamafio nuclear. La barra indica 10um.

Resumen de resultados

En sintesis, en algunos casos como BCC3, se observa elevada expresion de los
blancos de la via PTCH-1 y GLI-1, que se corresponde con la marca de NEO-1 en los
focos tumorales. También, presenta elevado marcaje para el principal ligando en este
6rgano, NTN-1, alta expresion de PCNA que presenta una distribucion dada por la
histologia de este cancer y ausencia de marca de Caspasa-3 clivada, situacion

esperable para un cancer que en la mayoria de sus formas no es metastasico. Lo
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anteriormente mencionado se muestra en la figura 26 y 27 en donde se exhiben los

tejidos sanos y patolégicos mas representativos.

C3
Py GLI-1 SHH NEO-1 NTN-1
TS ST SR Ty,
',.! & e 1) ','m'_;{;-; .”'..": &: %};‘%‘:‘iﬁ S—‘_ “r:_i o Ba
NTN-4 RGM-A PCNA Caspasa

Figura 24. Panel resumen de expresion de marcadores para la muestra sana C3.

La barra indica 500 pym a excepciéon de los marcadores PCNA y Caspasa-3, en las

cuales corresponde a 100 pm.

BCC3

PTCH GLI-1 SHH NEO-I NTN-I
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Figura 25. Panel resumen de expresién de marcadores para la muestra

neopldsica BCC3 (pégina anterior). La barra indica 500um.

A continuacién, se muestran dos tablas resumen de los resultados obtenidos de Ia
expresion de cada uno de los marcadores en las muestras sanas y neoplasicas. En la
tabla 5, se indica con 0, en donde la sefial se representa como basal y equivalente a la
misma zona del tejido control, con + en donde se obtuvo una marca débil mayor a la
muestra sana y por dltimo, con simbolo ++ en donde la marca fue intensa y elevada
respecto al tejido sano. Se consideré como referencia, la regién equivalente del tejido
sano en que se ubica el tumor, en la mayoria de los casos, ésta corresponde a la

dermis reticular.

Anticuerpo | C1 C3 CcC4 c5 (+]
PTCH-1 0 0 0 0 0
GLI-1 o o 0 G
SHH 0 0 - 0
NEO-1 o 0 0 o 0
NTN-1 - 0 0
NTN-4 0 0 0 0]
RGM-A 0 0 0
FCNA 0 0 0 0

Tabla 4. Resumen de resultados en muestras controles, Se indica con 0, Ia

expresion basal, en tanto que el signo indica ausencia de sefial.
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Anticuerpo | BCC2 |BCC3 {BCC4 |BCC5S |BCC6 |[BCC7 |BCC8 |BCCY
PTCH-1 0 + + ++ * i 0 0
GLI-1 ++ + —+ 0 + b 0
SHH +4 0 + 0 0 +4 0
NEQ-1 ++ + ++ ] ++ + ++ 0
NTN-1 4 + + e -+ ++ Y]
NTN-4 0 + ++ 0 0 0 0
RGM-A 0 0 + 0 + ++ 0
PCNA ++ 4 ++ ++ ++ ++ +

Tabla 5. Resumen de resultados en muestras patolégicas. Se resume las sefiales
obtenidas en cada muestra por cada marcador, es asi como 0 indica un valor
equivalente a la sefial que se obtiene en el tejido sano (0 en tabla anterior), + se asocia

a una sefial débil mayor que la muestra sana y ++ se refiere a una marca intensa

aumentada en relacion al tejide sano.




IV. DISCUSION

El cancer constituye uno de las principales causas de muerte a nivel mundial. Es por
esto que cualquier estudio en esta area resulta interesante en base a las abismantes
estadisticas de morbilidad y mortalidad provocado por esta enfermedad.
Particularmente, el cancer de piel constituye la neoplasia que se presenta con mayor
frecuencia en la poblacién caucésica, un ejemplo de esto lo constituye el BCC, Esta
patologia se caracteriza por la proliferacion exacerbada de las células basales de la
epidermis, pleiomdrfica y que en general no causa metastasis, pero puede llegar a ser

muy agresivo localmente.

El BCC ha sido ampliamente descrito en el contexto de la via de sefializacion SHH/GLI,
en donde se han reportado diversas mutaciones en componentes de la via, las que
provocan una sefializacion constitutiva independiente del ligando en fa mayoria de los
casos. Las principales mutaciones descritas se han referido al receptor PTCH-1, el cual
en este estado, no es capaz de ejercer represién sobre el correceptor SMO y por lo

tanto, ia via se encuenfra aberrantemente activa [Li y col, 2011].

Un blanco transcripcional de la via de SHH/GLI, recientemente reportado es NEO-1,
receptor de membrana que se ha vinculado a funciones de angiogénesis, guia axonal y
homeostasis de hierro, dependiendo de los ligandos con que interactiie. Se ha
evaluado la expresién de esta proteina en diversos cancer, si bien se han obtenido
resultados que varian en cada caso, se ha propuesto su uso como biomarcador de
prognosis [Hu y col, 2001; Ho y col, 2003; Lee y cal, 2005; Berrar y col, 2005; Wu y col,

2012},

55




En base a estos antecedentes, en este trabajo se evalué por primera vez la expreslén
de NEO-1 y sus ligandos en tejido sano y neoplasico proveniente de pacientes
diagnosticados con carcinoma basocelular. Por primera vez también, se establecié una
posible relacion enfre NEO-1 y la sobreactivacion de la via SHH/GLI en BCC, a pesar

del bajo nimero de muestras ensayadas.
Evaluacion de la sobreactivacién de la via SHH/GLI en tejido patolégico

En primera instancia se ensay¢ la actividad de la red de sefializacién Hedgehog en los
tejidos de BCC, comparandolos con los sanos. Se observé un aumento en la expresién
de los dos blancos de la via evaluados, PTCH-1 y GLI-1, en 4 de 8 casos ensayados.
Por ofra parte, se advierte especialmente un caso (BCC9) en donde no hay expresion
aumentada de ninguno de los dos marcadores evaluados. En los casos restantes se
observa expresion variable entre marcadores o no es posible determinar la

sobreactivacion de ia via por falta de antecedentes.

La expresion del receptor PTCH-1 observada en muestras de tejido sano es
consistente con lo reportado en la literatura, en donde se observa tincidn
principalmente en la epidermis y en el foliculo piloso [Adolphe y col, 2006]. La
expresion de PTCH-1 en las muestras patoldgicas también se corresponde con io
observado a través de hibridacion in situ en trabajos anteriores, en los cuales la marca
se localiza en los nédulos tumorales, especiaimente en las células que forman la

empalizada [Tojo y col, 1999].

En tanto la expresion del factor de transcripcion GLI-1, en tejido sano, se advierte en la

region de la epidermis y en una region particular del foliculo piloso que se ajusta a2 lo

mostrado en la literatura mediante inmunohistoquimica, en donde esta proteina se




expresaria en una subpoblacién de células mesenquimales del foliculo piloso. En los
tejidos neoplasicos se observé marca principalmente a lo largo de toda la superficie
nodular que se corresponde con lo observado en el mismo reporte anterior [Ghali y col,
1999]. Intracelularmente la sefial se observa a nivel citoplasmatico en la mayoria de los
casos, en fanto que, en algunos de ellos, también se observé marca nuclear, esta

distribucion es consistente con lo mostrado anteriormente [Ghali y col, 1999].

Tal como se ha sefialado en otros estudios la elevada actividad de la via SHH/GLI no
se encuentra restringida a un tipo histolégico en particular en la neoplasia de BCC, sino

que es amplia y coincidente a lo mosfrado en este seminario.

Los niveles de expresion del ligando SHH se han reportado sin cambios en el tejide
neoplasico, sin embargo, en el presente trabajo se evidencian sefiales de
sobreexpresion del ligando en 3 muesfras ensayadas con respecto a los tejidos sanos,
considerando que en los controles negativos no se aprecia marca [Tojo v col, 2002].
Estos resultados son consistentes con lo mostrado en el ratén que sobreexpresa el
ligando bajo el promotor de queratina 14, marcador de células epidermales, en el cual
se observo neoplasias de caracteristicas similares al carcinomas basocelular [Oro y

col, 1997].

Estos resultados muestran que la sobreactivacion de la via de seAalizacion puede estar
dada a distintos niveles, de elia la mas reportada es la mutacion de pérdida de funcién
de PTCH-1, seguida de mutaciones de ganancia de funcién de SMO y por uitimo,
mutaciones a nivel de los factores de transcripcion GLI, todas ellas actuando de forma
independiente del ligando. En paralelo, este aumento en la actividad también puede

estar dado por aumento en la expresion del ligando que sefializa a través de
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componentes de la via en estado silvestre, como se observo en los casos BCC3, BCC6

y BCCS8.
Expresién de NEO-1 y sus ligandos

NEO-1 comresponde a un receptor de membrana asociado a diversas funciones en el
desarrollo y en la homeostasis celular. Durante este afio, un trabajo del laboratorio
identifico a este gen como blanco de la via de SHH/GLI, lo que motivé el estudio de su

expresion en este tipo de cancer [Milla y col, 2012].

Es importanie sefialar que la expresion de NEO-1 no ha sido descrita en piel, por lo
que este seminario de titulo constituye la primera aproximacion en este tejido. Atin
cuando, en este 6rgano ha sido descrita la expresién de DCC, un gen homélogo a
NEO-1, el que se muestra principalmente asociado a queratinocitos de la capa basal

de la epidermis y del foliculo piloso en ratén [Combates y col, 1997].

Se observo que en tejido sano, la sefial se localiza en ia epidemmis y en el foliculo
piloso en la capa mas cercana al pelo, presumiblemente en alguna capa ubicada en Ia
cercania de la ORS, region responsiva a la sefializacién de la via SHH/GLL. Se
determind el patrén de expresién del receptor en tejido de pacientes con BCC, lo que
mostraron en su mayoria, un aumento en relacion al tejido control. Esta elevada sefia!
se comelaciona en varios casos con la sobreactivacién de la via SHH/GLI, lo que
corroboraria la hipétesis propuesta. Adicionalmente, se observa sefial de membrana y
citoplasmatica en la expresion de NEO-1, esta iitima presumiblemente asociada al

clivaje por y-secretasa del dominio intracelular del receptor [Goldschneider y cols,

2008].




Entonces, en base a lo reportado en la literatura la expresion de DCC y NEQ-1 no
resultan excluyentes, ya que ambos se localizan en regiones como la epidermis y el
foliculo piloso; todo esto teniendo en consideracién que DCC ha sido descrito en tejido

de ratén, mientras que en este estudio se evalué en muestras de piel humana.

Sin embargo, la expresién de NEO-1 no sélo se encuentra regulada por la via de
SHH/GLI, sino que también por otra red ampliamente descrita en contextos de control
del ciclo celular como es la via Rb/E2F, Durante el afio 2011 se describié este vinculo
en el escenario de la migracién neuronal, en donde en condiciones basales Ia proteina
Rb se encuentra formando un complejo junto al factor de transcripcién de la familia
EZF, en tanto que en ausencia de Rb, el factor E2F se encuentra libre y promueve la
transcripcion de diversos genes entre los que se describié NEO-1 [Andrusiak y col,
2011]. Adicionalmente, resulta interesante lo mostrado en un ensayo realizado en una
linea celular de keratinocitos humanos, en donde al aumentar la expresién del factor de
transcripcion GLI2 se obtiene una expresion elevada de varios genes que controlan el
ciclo celular entre los que se encuentra E2F1, una proteina perteneciente a la familia
de factores de transcripcidn E2F [Regl y col, 2004]. A partir de estos precedentes se
puede especular que NEO-1 estaria siendo regulado por la via de SHH/GLI a dos
niveles: El primero de forma directa en donde una proteina GLI se une a la region
promotora del gen NEO-1, mientras que la segunda es de forma indirecta en donde el

factor E2F se une al promotor de NEO-1 [Regl y col, 2004].

En relacion a los resultados obtenidos para ios ligandos del receptor NEC-1, se
observé que NTN-1 se encontré en niveles elevados en la mayoria de los casos
patolégicos, mientras que NTN-4 y RGM-A sélo o hicleron de forma débil. La sefial de

NTN-1 es variable entre las muestras controles, esta variablidad puede ser explicada
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por las distintas regiones corporales de donde se obtuvo la piel. La expresién
aumentada de NTN-1 se ha mostrado en variados tipos de cancer, io que sumado a las
observaciones de este trabajo, se confima el rol propuesto de oncogen.
Recientemente, se ha reportado una isoforma de NTN-1 cuya localizacion nuclear, se
le ha asignado un papel en la proliferacion neoplasica [Delloye-Bourgeois C. y cols,
2012] .Adicienalmente, resultados preliminares del laboratorio sefialan a NTN-1 como
posible gen candidato sujeto a la regulacién de la via SHH/GLI (datos no pubiicados,
tesis Paulina Falcon). Esto dltimo también se vincula con el rol de receptor de
dependencia de NEO-1, indicando que Ia red de sefializacién SHH/Gl se enconfraria
modulando tanto el receptor como el ligando, de forma que en la condicién patolégica
de sobreactivacion constitutiva, el ligando estaria disponible para la interaccién con el

receptor, gatillando sefiales de sobrevida en todo momento.
Perfil de expresién de marcadores de proliferacion.

La expresion del marcador de proliferacion PCNA, es consistente con lo mostrado en Ia
literatura, en donde se observé que fodas las muestras de BCC ensayadas exhibian
tincion. En este seminario de titulo se mostré que la diferencia en cada muestra se

basa en la distribucién de la tincion dada por la histologia [Mateoiu y col, 2011].

En sintesis, los resultados mostrados en este seminario de titulo, muestran ia
sobreexpresién de los componentes de la via SHH/GLI, NEO-1 y NTN-1 en tejido
neoplasico asociado a algunos casos de BCC. La sobreactivacién de la via da cuenta
de los niveles elevados de NEO-1 en un 75% de los casos, las muestran restantes
pueden presentan distinto estado de la enfermedad, lo que genera mayor variabilidad

en la expresion. El aumento en la expresion del marcador NEO-1, es coincidente con io
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observado en otros modelos neoplasicos como parte del trabajo del laboratorio, en
donde se evidenciaron resultados similares en iineas celuiares de meduloblastoma.
Por otra parte, el aumento en ia expresion de NTN-1, se cormresponde con la
sobreactivacion de la via en la totalidad de los casos ensayados, lo gue presume de
NTN-1 un nuevo gen candidatc a la regulacién por parte de la via SHH/GLI. Estas
observaciones apoyan el uso como biomarcador de prognosis tanto del receptor NEO-

1 como de su ligando NTN-1.
Proyecciones

Se ha reportado evidencia que sefiala a ia familia de proteinas morfogeénicas 6seas,
BMP como ligando para el receptor NEO-1, especificamente BMP-2, BMP-4, BMP-6 y
BMP-7 [Hagihara y col, 2011]. Esta familia de proteinas ha sido descrita con un
importante rol durante el desarrollo y en la tumorigénesis del céncer de piel [Sharov y
col, 2009] por lo resuitarfa interesante evaluar su expresién en muestras de carcinoma

basocelular, esperando encontrar sobreexpresion del ligando en estos tejidos.

Adicionalmente, se hace necesario realizar un estudio de niveles de expresion génica
que compare entre tejidoc de piel sano y patolégico de BCC que muestre una

correspondencia con los resultados obtenidos en este seminario de titulo.

Teniendo en consideracion los antecedentes mostrados, resulta interesante evaluar la
expresién de DCC en muestras sanas y neoplasicas de BCC, que permita determinar
su perfil en torno a estructuras como el foliculo piloso, y si junto con NEO-1 se ubican

en capas excluyentes.

Este estudio constituye una primera etapa de evaluacion de estos marcadores de las

vias de SHH/GLI y NEO-1 en piel. El préximo paso en esta linea es aumentar el
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nimere de muestras tanto controles como neoplasicas, a fin de corrobar estos

resultados
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CONCLUSIONES

La mayoria de las muestras neoplasicas de BCC muestran sobreactivacién de
la via SHH/GLI,

Se evidencid, por primera vez en este seminario, presencia del receptor NEO-1
en muestras de tejido sano de piel.

En este trabajo se muestra una correlacion de expresiéon de NEO-1 con la
sobreactivacion de la via SHH/GLI en muestras patoldgicas.

Se observé expresion diferencial de NEO-1 al comparar muestras con
sobreactivacion de la via y sin ella en muestras de BCC.

Se mostro elevada expresion de NTN-1 en casos patolégicos de BCC que se

vincula mas directamente a la sobreactivacion de la via SHH/GLI.
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IX.- MATERIAL SUPLEMENTARIO

Material suplementario 1

A continuacion, se muestran los controles negativos para cada anticuerpo, en los

cuales no se agrego el anticuerpo primario.

Conejo + Raton Cabrq

Al

A

Figura suplementaria 1. Controles negativos de las inmunohistoquimicas. Los
tejidos fueron sujetos al mismo procedimiento de inmunohistoquimica, pero sin agregar

anticuerpo primario. La barra indica 500um.
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Material suplementario 2

En la figura suplementaria 2, se muestra la mayoria de los anticuerpos evaluados a lo
largo de este seminario de titulo, ensayados en cordén umbilical humano como control
positivo de los anticuerpos. Estos resultados forman parte de la tesis de magister de la

senorita Maria Carolina Ortiz.

Figura suplementaria 2. Controles de anticuerpos evaluados en cordén umbilical
humano. Con el fin de corrobar la expresién de los anticuerpos en otro tejido humano
se muestran las inmunohistoquimicas realizadas como parte del trabajo de tesis de

magister de Maria Carolina Ortiz. La barra indica 50um.
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Material suplementario 3

En la siguiente figura se muestra la expresion de DCC en piel de raton.

Figura suplementaria 3. DCC se expresa en queratinocitos de la capa basal de la

epidermis y del foliculo piloso en piel de ratén. Tomado de Combates y col, 1997,
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Material suplementario 4

Los proximos documentos corresponden a la acta de aprobacién por parte del comité

de ética y del director del Hospital Clinico Universidad de Chile.

5.3
UNIVERSIDAD DE CHILE [T r———— VERSUD
HOSPITAL CLINICO o e rea el 4
Comilé Exica

ACTA DE APROBACION N° 52
SANTIAGO, Noviembre del 2012.

E! Comité Etico Cientifico para Investigacién Biomédica (CECel) en Seres Humanos
de] Hospital Clinico de la Universided de Chile, integrado por los siguientes miembros:

+Prof. Verénica Anguita Mackay. Académico. Facultad de Medicina,

Dre. Gloria Lépez Stewarts. Médico Endocrinélogo. (no asiste)

Dra. Ana Maria Madrid 5. Médico Gastroenterdlogoe. Secretaria. (nio asiste)
Dra. Teresa Massarde Vega. Médico. Medicina Nuclear.

Dr. Antonio Morales Barria, Médico Gastroenterdlogo.

Dr. Juan Carlos Prigto D, Farmacelogia Clinica. (no esiste)

Srta. Rina Sepilveda A. Abogada.

Dr. Juan Jorge Silva Solis. Médico Cingjano. Presidente.

Dr. Sergio Valenznela P. Médico Ginecoobstetra.

Dr. Guillermo Watkins 8. Médico Cirujano.

Ha analizado el proyecto denominado: "Evaluarién de la expresion del receptor
Neogenina { y sus ligandos en piel sama y en neplasia asociada a Carcinoma
Basocelular, cuyo investigador principal es {2 Dra. Verdnica Palma. Facultad de
Ciencins Universidad de Chile,

Para este efecto tuva a Ia vista los siguientes documentos:
* Solicitud de evaluacidn del proyecto de investigacién por Comité de Etjca,
& Curriculo del investigador.
* Consentimientos informados (2)

El proyecto y fos documentos sefialados en ¢l parrafo precedente hen sido analizados a
la [uz de los postulados de la Declaracién de HMelsinki, de las pautas Ficas
Internacionales para Ia Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, vde
las Guias de Buenas Prictica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de esta informacién el Comité Etico Cientfico para Investigacién
Biomédica en Seres Humanos del Hospitl Clinico de Ja Universidad de Chile, se ha
pronunciado de la siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacicn
se sefialan:

a) Caricter de la poblacién estudiada:

Poblacidn no cantiva, no terapéutica.
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b) Utilidad del Proyecto:

Adecuada, nueva informacién pronostica de receptor y vias neuronales.

¢) Riesgos:

No conlleva riesge ni dafio a Jos sujetos.

d) Beneficios:

Podrian determinar el valor pronéstico de Neogeninalen céncer de piel.

¢) Confidencialidad del estudio:

El investigador principal asepura la confidencialidad de los datos, solicitando a los
tesistas y asistentes de la investigacion firmar documento de confidencialidad.

f) Notificacién oportuna de reacciones adversas:

No aplica eventos adversos.

g) El investigador responsable se compromete a comunicar el resultado del estudio.

k) El investigador responsable se compromete a enviar semestral y/o anual el informe
de] estudio.

Por lo tanto el Comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos,

Se aprueban los siguientes documentos que se firman, timtbran ¥ fechan por el CECel;
* Consentimiento informado piel sana, versién N° 2, fecha 03 de Octubre 2012,
* Consentimiento informado muestra patoldgica, versidn N° 2, fecha 03 de Octubre
2012,

- Se adjunta némina de los integrantes del Comité.
- Se adjunta Declaracién de Cumplimiento de las Buenas Précticas Clinicas.

En virtud de las consideraciones anteriores, el Comité otorga la aprobacion ética para la
realizacion del estudio propuesto, el 07 de Noviembre del 2012.

\'/L—u-L

JUAN JORGE SILVA SOLIS
PRESIDENTE
COMITE ETICO CIENTIFICO

HOSPITAL CLINICO U, DE CHILE

487-558
[ERERES

e L e
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INTEGRANTES COMITE ETICO CIENTIFICO

2012
NOMBRE ESPECIALIDAD CARGO FIRMA

Dr. Juan Jorge Silva Solis Cirujano Presidente . \[
Dra. Ana Maria Madrid Gastroenterdloga Secretaria
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Dr. Guillermo Watkins Cirujano Integrante 7d / A./ /f
Sepiilveda //\-/
Dr. Antonio Morales Barria Gastroenterslogo Integrante C_qlu'\lb/k
Dra, Teresa Massardo Medicina Nuclear Integrante
Prof. Verdnica Anguita Académico Facultad Integranie /
Mackay de Medicina .

COMITE ETICO" cmmmco 3/0 INVESTIGACION
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Comitt Etica

DECLARACION DE CUMPLIMIENTO DE LAS BUENAS PRACTICAS CLiNICAS

En conformidad a 1o solicitado, cumplo con informarle que el Comits Etico Cientifico del
Hospital Clinico de 1z Universidad de Chile, esta organizado, actda y emite sus dictamenes,
en pleno acuerdo con [a Declaracién de Helsinki (1964 y sus modificaciones de 1975, 1583,
1989, 1996, 2000 ), con las Normas de 1a "Buena Préctica Clinica® { GCP) establecidas por
la Organizacién Mundial de Ia Salud (OMS,WHO) 1998, ia ICH Harmonized Tripartite
Guidelines for Good Clinical Practice (1986); por las Normas Eticas Intemacionales para las
Investigaciones Biomédicas con sujetos humanos (Organizacién Panamericana de la Salud
¥ por el Consejo de Organizaciones Internaclonales de Ias Ciencias médicas (CloMs),
1985, las Operacional Guidelines for Ethics Commitiees that review Biomedical Research
(WHO, 2000) y por [as Regulaciones Nacionales (Norma Técnica Neimero 57 del 4 de junio
del 2001, del Ministerio de Salud del Gobiemo de Chile: Regulacion de Ia Ejgcucién de
Ensayos Clinicos que utilizan Productos Fannacé&;icos en Seres Humanos); ademds, se
cumple con Ia ley 20,720 del 22 de Sepﬁembre‘,de »200:6" sobre .lg fegulacion de fa

.. 1 £ .
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Santiage, 5-die, 02
APROBACION PARA REALIZACION DE PROYECTO DE INVESTIGACIGN
AFRDBAGION PARA REALIZACION DE PROYECTO DE INVESTIGACION

Dr. Carlos Padlinelli G., Director Genera! del Hospital Clinico de la Universidad de Chile,
cartifica que ha aprobado la realizacion del proyecte de investigacion denominado “Evaluacién
de Ia expresion det receptor Neogenina 1 y sus ligandos en piel sana y en neplasia
asociada a Carcinoma Basocelular”

Este estudio ha sldo debidamente discutido y aprobado por el Comité de Efica del Hospilal
Clinico de la Universidad de Chile, segiin consta en Acta de Aprobacién N* 52 del 07
Noviembre de 2012 y serd conducido bajo la responsabilidad de la Dra. Verdnica Palma
Alvarade, de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. Participa como Co-investigador
de nuestro Hospital el Dr. Patricio Gac, del Departamento de Clrugia.

Bado que se han cumpiido los requisitos establecidos para conducir estudios en seres humanos
en nauestra Institucion, este Estudic Clinico cuenta con la autorizacién de la Direccién del
Hospital para su realizacién, en los términos que establece el protocolo antes mencionado.,

]

DR. CARLO PAOLINELLI GRUNER NG/, oot
DIRECTOR GENERAL

HOSPITAL GLINICO DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE

2,

Sab-Nirecekin te Investinucitn Clinicu-Sanias 99%-Independencia-Santingo, Fono 9788535 Fay 9749045
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