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Perfiles de proliferacién celular y apoptosis en el
modelo murino de regeneracioén epitelial K6b-E6/E7
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Resumen

Introduccion: los mamiferos poseen una capacidad de rege-
neracion epitelial limitada. EI modelo K6b-E6/E7 se ha descrito
como util para el estudio de la regeneracion epitelial. El objetivo
de este estudio es correlacionar la expresion de los oncogenes
E6/E7-VPH16 con los perfiles de proliferacion celular y apoptosis
en la fase de epitelizacion y después de ésta. La hipotesis del es-
tudio es que la alteracion en la proliferacién celular y la apoptosis
solo se refleja durante la epitelizacion.

Material y métodos: se realizé una herida profunda de 2 mm de dia-
metro en el centro de la oreja mediante un oradador; tras 72 horas
y 2 semanas postherida se tomé una biopsia de la zona de epiteli-
zacion y se analizaron los niveles de proliferacion celular (mediante
inmunohistoquimica) y de apoptosis (mediante TUNEL) en compa-
racion con ratones no-transgénicos. Estos resultados se correlacio-
naron con la expresion de E6/E7 mediante RT-PCR in situ.
Resultados: la cepa transgénica K6b-E6/E7 tuvo mayor prolife-
racion celular y menor apoptosis en el borde de epitelizacion en
comparacion con la cepa silvestre. Este efecto se confiné a los
estratos suprabasales del frente de la lesién. A las dos semanas
postherida los niveles de proliferacion celular y apoptosis fueron
semejantes en ambas cepas, lo que concordo con la disminucion
en la expresion de los oncogenes E6/E7.

Conclusiones: el modelo de regeneracion epitelial K6b-E6G/E7 es
util para el tratamiento de heridas profundas.
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Abstract

Background: mammals have limited epithelial regeneration ca-
pacity. The K6b-E6/E7 mice model has been described as useful
for the study of epithelial regeneration. The objective of this study
is to compare the expression of E6/E7 oncogenes with those of
cell proliferation and apoptosis during epithelization. The hypo-
thesis of this study is that alterations in cell proliferation and apop-
tosis in K6b-E6/E7 mice will only occur during epithelization.
Methods: deep 2 mm punches were performed in the middle of
transgenic and control mice’s ears. A biopsy was collected from
the epithelization zone 72-hours and 2-weeks post-injury. Assays
for cell proliferation and apoptosis were carried out by immuno-
histochemistry and TUNEL techniques, respectively. RT-PCR in
situ was performed to compare E6/E7 expressions in the areas
studied.

Results: transgenic strain K6b-E6/E7 presented more prolifera-
tive cells and less apoptotic cells in epithelizated zones. This
effect was limited to suprabasal stratum only, and correlates with
E6/E7 oncogenes expression. Two weeks post-injure, cell proli-
feration and apoptosis were similar in both samples as the E6/E7
expression went down.

Conclusion: K6b-E6/E7 mouse model is useful for epithelial re-
generation. Its mechanisms should be considered for the treat-
ment of deep wounds.
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Introduccion

Las lesiones en la piel suelen repararse mediante el proceso
de cicatrizacidn; es decir, que se forma una cicatriz en la
zona lesionada. Sin embargo, en los anfibios la reparacion
epitelial lleva a la reconstitucion de todos los tipos celulares
a través de un proceso de “regeneracion epitelial”.’? Como
mamiferos, nuestra capacidad para regenerar tejidos es muy
limitada y se limita s6lo a ciertos 6rganos, como el higado.?

Al carecer de regeneracion epitelial, los mamiferos repa-
ran tejidos en tres fases de cicatrizacion: fase inflamatoria,
de epitelizacion y de remodelacién de tejido.* Durante la
fase inflamatoria se liberan al sitio de la lesion factores de
crecimiento y quimiocinas que desencadenan procesos an-
giogénicos y de deposicion de matriz extracelular. En res-
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puesta a estos factores, los queratinocitos localizados en el
borde de la lesion elevan su tasa de proliferacidn celular en
la capa basal y migran desde el estrato espinoso para formar
un borde de epitelizacion y cubrir asi el sitio de la lesion.
En general, la regeneracion epitelial y la cicatrizacién se
inician de manera muy similar. Ambos procesos se carac-
terizan por la proliferacion y migraciéon de queratinocitos
hacia la zona de la herida. Sin embargo, en la regeneracion
epitelial, la proliferacién y migracion de los queratinocitos
es superior y tiende a formar una estructura distal al sitio de
la herida, compuesta de tejido epitelial y mesenquimatoso,
conocida como blastema.!

Hace casi 35 afios se afirmd que la reparacion epitelial
de porciones horadadas en orejas de conejo era un proceso
de regeneracion epitelial auténtico,” aunque este fendmeno
no se haya visto en otro tipo de mamiferos. Actualmente,
los modelos MRL? y K6b-E6/E7%!° son los unicos mode-
los murinos para el estudio de la regeneracidn epitelial. El
grupo de trabajo de este estudio reportd, recientemente, que
el modelo K6b-E6/E7 poseia una forma de epitelizacion se-
mejante a una blastema y la capacidad de reconstituir el
cartilago de las zonas lesionadas y los foliculos pilosos.’

El objetivo de este estudio es caracterizar los niveles de
proliferacion celular y apoptosis en el modelo de regene-
racion epitelial K6b-E6/E7 durante y después de la epite-
lizacion. Estos niveles se correlacionaron con la expresion
inducida de los oncogenes E6/E7. La hipdtesis del trabajo
es que los niveles de proliferacion celular y apoptosis s6lo
se alteraran cuando hay E6/E7 durante la epitelizacion. Esta
informacion podria servir de base para el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas para heridas cronicas humanas de
dificil tratamiento.

Material y métodos

Manipulacion y uso de ratones transgénicos

Los ratones transgénicos utilizados en este estudio proce-
den de la linea transgénica Tg (K6b-E6/E7) M8.'° El fondo
genético original de esta cepa (CD1) cambid a FvB/N luego
del cruzamiento con ratones FvB/N por mas de 15 genera-
ciones. En este estudio se utilizaron ocho ratones macho
transgénicos y control (FvB/N) de siete semanas de edad por
experimento. Se les realizé una horadaciéon de 2 mm en el
centro de la oreja (entre las dos venas principales). Todos los
procedimientos reportados en este protocolo han sido pre-
viamente aprobados por el Comité de Bioética del Bioterio
del CINVESTAV-IPN (UPEAL-CINVESTAV-IPN, México;
NOM-062-ZO0-1999) y se basan en las recomendaciones
propuestas por la Asociacion Americana para el Manejo de
Animales de Laboratorio (AALAC). Las orejas fueron re-

movidas, fijadas en PBS 1X-4% paraformaldehido y embe-
bidas en bloques de parafina para hacer cortes de 5 um de
espesor después de 72 horas y dos semanas postherida para
obtener los resultados histolégicos presentados aqui.

Inmunohistoquimica

Los cortes de las zonas horadadas se desparafinaron median-
te dos cambios de xileno, rehidratadas mediante xileno-eta-
nol 1:1 y porcentajes graduales de una mezcla etanol-agua.
Enseguida se lavaron con PBS 1X y trataron con recupe-
racion antigénica a 121°C en buffer de citratos (10 mM
citrato de sodio, pH: 7.2) durante 20 minutos. Enseguida
de la recuperacion antigenica, las secciones se lavaron en
PBS 1X y bloquearon con 100 pL de solucion de bloqueo
1A (Invitrogene, U.S.A.) durante 30 minutos y con 100 uL
de solucion de bloqueo 1B (Invitrogene, U.S.A.) durante
10 minutos. El anticuerpo primario PCNA (Santa Cruz Bio-
technology, U.S.A.) se diluy6o 1:100 en una solucidon que
contenia suero de albimina bovina al 1% y se aplico a los
tejidos durante 12 horas a 4°C en camara himeda. Las sec-
ciones se lavaron tres veces con PBS 1X, y después se in-
cubaron durante 30 minutos con un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano (Invitrogene, U.S.A.).
Por altimo, se utilizé 3, 3"-diaminobencidina como sustrato
cromagenico de acuerdo con las instrucciones del fabrican-
te para su posterior contratincién con hematoxilina (Fisher
Scientific, U.S.A.) durante un minuto.

PCR y RT-PCR in situ

Los tejidos desparafinizados se rehidrataron, trataron con
HCI1 0.02 N, permeabilizaron (PBS 1X-0.01% triton X100-
0.5 pg/mL proteinasa K) y se bloquearon con anhidrido
acético 0.25%-0.1 M trietanolamina-acido acético 20%. La
reaccion de PCR se amplificé en un termociclador GeneAmp
in situ PCR System 1000 (Perkin-Elmer, U.S.A.); cada reac-
cion para la deteccion del marco de lectura de E6/E7 com-
prende la siguiente mezcla: 37 pL de H,O, 5 pL de Buffer
10X, 1 pL de primer PU-2R (5’GAGCTGTCGCTTAATT-
GCTC’3), 1 puL de primer PU-1M (5°’TGTCAAAAACCG-
TTGTGTCC’3), 2.5 uL de PCR-DIG (Invitrogene, U.S.A.),
3 uL de MgCl,y 0.5 pL de Taq polimerasa. Las condiciones
de amplificacion fueron: 94°C/1 minuto, 61° C/30sy 72° C
/3 minutos durante 15 ciclos de amplificacion. Para la de-
teccion del amplificado, los tejidos se lavaron con PBS 1X
y bloquearon (100 pL Tris 1M, pH:7.4-27 uL NaCl 4M-
50 mg BSA-873 uL H,0) para su posterior incubacion con
Anti-Digoxigenina-AP 1:200 (Invitrogene, U.S.A.) durante
2 horas. Transcurrido ese tiempo, el exceso de anticuerpo
se lavo (34.5 mL H,0-1.5 mL NaCl 4M-Tris 1M, pH:7.4-
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40 pL Tween 20) para incubar la reaccion con el cromo-
geno BCIP/NB (Invitrogene, U.S.A.) y finalmente montar
las laminillas con Permount® (Fisher Scientific, U.S.A.).
Los tejidos destinados para RT-PCR in situ (a diferencia de
los destinados para PCR in situ), llevan un paso previo de
incubacién con DNAasa 0.1 U/uL durante dos dias a tempe-
ratura ambiente, antes de los ciclos de amplificacion.

Técnica de TUNEL

Los tejidos desparafinizados se rehidrataron, trataron con
HC1 0.02 N y permeabilizaron (PBS 1X-0.1% triton X100-
0.5 pg/mL proteinasa K) durante 15 minutos. Después el
tejido se incubd con el kit in situ Cell Death Detection Kit
AP (Roche, U.S.A.) de acuerdo con las especificaciones
del fabricante. Al termino de la incubacion, las laminillas
se montaron con un medio de montaje para fluorescencia
Fluoromount-G (Roche, U.S.A.).

Analisis estadistico

Como se mencion6 anteriormente, una “n” de 8 réplicas
bioldgicas (ratones) se utilizd por experimento de acuerdo a
los resultados previamente reportados.’ La sefial cromogé-
nica se cuantifico a partir de campos obtenidos mediante un
aumento de 40X y por conteo de los pixeles de la sefal po-
sitiva utilizando el programa Image-Pro Plus 7.0 software
program (Media Cybernetics, U.S.A.) para el cual se utilizo
una prueba estadistica de t de Student mediante el programa
SPSS 13.0 software package (IBM, U.S.A.).

Resultados

El modelo murino K6b-E6/E7 expresa los oncogenes E6/
E7 del virus del papiloma humano tipo 16 bajo el control de
un promotor de citoqueratina 6b (K6b).>!° Este tipo de pro-
motor permite que los oncogenes E6/E7 no se expresen en
la piel a menos que se realice una lesion.’ Por consiguiente,
el primer paso fue realizar una lesidn en la piel mediante un
horadador; se escogio realizar la lesion en las orejas debido
a su facil manipulacién y porque no requieren depilacion
previa. 72 horas postherida se tom6 una biopsia de la zona
de epitelizacién para las dos cepas (control y transgénica) y
se genotipificaron los oncognenes E6/E7 mediante PCR in
situ para demostrar que estaban en la cepa transgénica, pero
no en la cepa control (Figura 1).

Una vez demostrado que hay oncogenes E6/E7, la si-
guiente etapa fue demostrar que los oncogenes se expresan
durante la epitelizacion en el raton transgénico y no en el de
control. Durante el proceso normal de recambio epitelial,

los queratinocitos basales (que expresan el par de citoque-
ratinas: K5/K14) pierden proteinas de anclaje, que van a la
membrana basal, y son desplazados hacia el estrato espino-
so donde expresan el par de citoqueratinas K1/K10.1* Sin
embargo, cuando la epidermis se lesiona (en respuesta a los
niveles de IL- 1 liberados en el sitio de la lesion), los quera-
tinocitos basales del borde de la lesién optan por el cambio
de citoqueratinas K6/K 16 al ascender al estrato espinoso.>!?
Como se muestra en la Figura 2, la senal citoplasmatica de
E6/E7 en el frente de la lesion (en recuadro) es alta durante
la epitelizacion; esta sefial es especifica y no cruza con men-
sajeros enddgenos para la cepa control.
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Figura 1. Genotipificacion de los oncogenes E6/E7. Técnica de PCR
in situ para la genotipificacion de la cepa transgénica K6b-E6/E7. La
sefial positiva se muestra como nucleos de color morado. Aumento:
40X; barra de escala= 30 ym.

Control (FvB) KEb-ES/ET

Figura 2. Expresion de los oncogenes E6/E7. Técnica de RT-PCR
in situ que muestra la sefal citoplasmatica de E6/E7 (citoplasmas
morados). La sefal de E6/E7 se confina principalmente a la zona de
epitelizacion (sefialado con un recuadro). Aumento: 40X; barra de
escala= 30 ym.

Los efectos clasicos de los oncogenes E6/E7 sobre las
células que los contienen son el bloqueo apoptoético p53-de-
pendiente por accion de la oncoproteina E6" y el aumento
en los niveles de proliferacion celular a través de la inac-
tivacion de pRb por oncoproteina E7.'* La siguiente etapa

Volumen 80, No. 5, Septiembre-Octubre 2012

421



Bonilla-Delgado J et al.

consistio en determinar si los oncogenes E6/E7 podrian al-
terar los niveles de proliferacidn celular y apoptosis en éste
modelo durante la epitelizacion. Como puede apreciarse en
la Figura 3, los niveles de PCNA (marcador de prolifera-
cion celular) tienen un incremento notable en los estratos
suprabasales (en recuadro) durante la fase de epitelizacion
en el raton K6b-E6/E7. Para el caso del raton silvestre, las
células proliferantes se limitaron siempre a la capa basal.

Posteriormente se determinaron los perfiles de apoptosis
mediante la técnica de TUNEL, como se aprecia en la Figu-
ra 4, los niveles de apoptosis disminuyen drasticamente en
el frente de la lesion para la cepa transgénica K6b-E6/E7 en
contraposicion con su version silvestre. Por ultimo, se cuan-
tificaron y compararon los niveles de proliferacion celular,
apoptosis y expresion de E6/E7 en ambas cepas durante la
epitelizacion (72 horas post-herida) y después de ésta (2 se-
manas post-herida). Como puede apreciarse en el Cuadro
I, transcurrida la fase de epitelizacion (2 semanas post-he-
rida), los niveles de proliferacion celular y apoptosis para
ambas cepas son muy semejantes, lo que sugiere que los
efectos de los oncogenes E6/E7 en nuestra cepa transgénica
se limitan inicamente a la fase de epitelizacion (contrario a
lo que ocurre en cancer) y no se conservan 0 aumentan una
vez concluida la expresion de E6/E7.

Discusioén

La citoqueratina K6b solo suele encontrarse expresada en
foliculos pilosos en fase andgena.'s Su funcién primordial
es proporcionar filamentos intermedios “cortos” que le per-
mitan a los queratinocitos migrar hacia la papila dérmica
(para el caso de foliculos pilosos) o hacia el sitio de una

Contrel (FVB) KBb-EG/ET

Figura 3. Perfiles de proliferacion celular en el modelo K6b-E6/E7.
Inmunohistoquimica para la deteccién del antigeno nuclear de pro-
liferacion celular (PCNA). Se observa un incremento en la sefal de
PCNA en estratos basales y suprabasales (sefialado con un recua-
dro). Aumento: 40X; barra de escala=30 um.

Control (FvB)

Keb-EG/ET

Figura 4. Perfiles de apoptosis en el modelo K6b-E6/E7. Ensayo de
TUNEL que muestra una disminucién de células apoptéticas para el
raton K6b-E6/E7 (sefialado con un recuadro). Aumento: 40X; barra
de escala= 30 ym.

lesion durante la epitelizacion.*'> En el caso de la epidermis
interfolicular, la citoqueratina K6b rara vez se expresa. Sin
embargo, se ha reportado que ésta es capaz de expresarse
mediante la aplicacion exdgena de acido retinoico en estra-
tos suprabasales de piel no lesionada.'? La via mas comun
de activacion de K6b ocurre durante la fase inflamatoria, en
particular, en respuesta a IL-1.!* El modelo murino de este
estudio también presenta un comportamiento interesante en
foliculos pilosos, donde hay una fase andgena extendida en
comparacion con la cepa silvestre.!

El grupo de este estudio habia reportado que, tras una he-
rida profunda, la cepa K6b-E6/E7 suele presentar una epite-
lizacion méas completa y rapida, semejante a la de epidermis
de anfibios, en comparacion con un raton silvestre.’ El efec-
to de los oncogenes durante la epitelizacion y después no se
habia descrito y constituye el objetivo de este trabajo.

Los oncogenes E6 y E7 procedentes de virus del papilo-
ma humano de alto riesgo deben su potencial oncogénico
a su capacidad de inmortalizar queratinocitos primarios en
cultivos.'”'® Los modelos murinos con promotor de cito-
queratina 14 (K14) han mostrado su capacidad de inducir
tumores y cancer en piel.” No es el caso de este modelo
de raton transgénico. En el caso de ratones K6b-E6/E7, la
expresion de los oncogenes E6/E7 no es constitutiva, sino
inducible y se restringe a los estratos suprabasales que se
caracterizan por poseer células diferenciadas y carecer cé-
lulas madre sométicas.*

Es posible, al menos en teoria, que construcciones se-
mejantes a las utilizadas en el modelo K6b-E6/E7 puedan
transfectarse transitoriamente en queratinocitos humanos
cultivados y, de esta manera, usarse en ciertas heridas de
dificil tratamiento en la clinica (como ulceras diabéticas).
El estudio de los mecanismos de este tipo de modelos es
importante para humanos y podria ayudar a desarrollar es-
trategias terapéuticas aplicables en clinica.
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Cuadro I. Niveles relativos de E6/E7, PCNAy TUNEL a las 72 horas
y dos semanas postherida

72 h-post herida

Control (FvB)

2 sem-post herida

K6b-EG/E7 Control (FvB) K6b-EG/E7

Expresion de E6/E7 213 £ 69
p= 1.73E-14
Sefal de PCNA 45+ 19

p= 1.25E - 12
Sefal de TUNEL 736 + 55
p= 1.24E - 14

3148 + 250 234 £ 102 350 £ 111
No significativo
2285 £ 270 98 + 29 72 +22
No significativo
45+ 23 408 + 90 499 + 151
0.16

h = hora; sem = semanas; PCNA = antigeno nuclear de proliferacién celular.

Se muestra la sefial positiva de cada experimento en valores arbitrarios. Los valores se obtuvieron tal y como se
describe en “Material y métodos”. Se sefialan en negritas los valores de los dos tiempos de la cepa transgénica;
observe como a las dos semanas postherida no hay diferencia significativa entre la cepa control y transgénica.

Conclusion

El modelo de regeneracion epitelial K6b-E6/E7 es til para
el tratamiento de heridas profundas.
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