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Introduccion.

l. Resumen.

El virus del papiloma humano (VPH) es considerado un virus
oncogeénico, relacionado principalmente con carcinoma de células
escamosas en piel y mucosas, su oncogeénesis viral se ha descrito
ampliamente en la literatura, en donde se confirma la funcién de sus
principales oncoproteinas (E6-E7) y su interaccibn con genes
supresores de tumor (p53 y pRB). El mecanismo de p53 se activa
cuando existe un dafo celular en el DNA, deteniendo el ciclo celular en
la fase G1 y enviando a la célula a apoptosis. La unién de E6 con p53
degrada al gen supresor de tumor, inactivando sus funciones. Por otra
parte, el gen pRB se encarga de controlar la transicion de la fase G1 del
ciclo celular a la fase S, deteniéndola si la célula lo requiere, a través de
la union de pRB con E2f (factor de transcripcion). Sin embargo, la
interaccién de E7 con pRB, provoca la liberacion de E2f permitiendo la
continuacion del ciclo celular. La sobrexpresién de E6-E7 da como
consecuencia un crecimiento y proliferacién celular descontrolada. Este
conocimiento a dado pauta a nuevas investigaciones, en donde se
argumenta en cancer oral, que una de las vias de transformacion a
células troncales del cancer (CSC) es debido a la infeccién por VPH, ya
que ocurre una des-diferenciacion en la célula infectada, ademas de
sugerir que el virus no solo tiene tropismo por las células basales, sino
que tiene una posible afinidad a las células madre del epitelio, siendo su
infeccion la segunda via de transformacion a CSC. Las células
expresan genes de troncalidad, y adquieren caracteristicas especiales;
de autorrenovacion, pluripotencialidad, quimiorresistencia,
radiorresistencia entre otras, ademas pueden sobrexpresar genes
involucrados en el crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular. En

el presente trabajo se documenta la posible relacion de la infeccidén por



VPH en CSC, a través de modelos de estudio en carcinoma oral y

cervico-uterino.
Il. Justificacion

El perfil epidemiolégico de los tumores malignos menciona, que la
tercera causa de muerte, por enfermedad en nuestro pais son las
neoplasias malignas, en donde el carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (CCECYC) ocupa el sexto lugar y; el carcinoma cervico-
uterino (CaCu) segundo lugar de muerte en mujeres a nivel mundial.
Los factores asociados a carcinoma oral son el tabaco, el alcohol y la
infeccion por VPH que representa aproximadamente, el 60% de los
casos de cancer oral, mientras que en CaCu se asocia el 99% con la
infeccion viral. Se estudié la regidn oral y cervico-uterino debido a que
ambas regiones son susceptibles a la infeccion y patogenia del VPH.
Por otro lado, el aumento en la incidencia del carcinoma orofaringeo se
atribuye al incremento de casos de VPH positivos, posiblemente
ocasionados por los patrones de conducta sexual, en la poblacién en
general. Ademas de que el prondstico de esta neoplasia es
desfavorable, ya que el 50% de los pacientes mueren por dicha
enfermedad. Estos conocimientos dan pauta para realizar una revisiéon
bibliografica, sobre la importancia de la infeccion por VPH como factor
etioloégico, en el cancer oral y cervico-uterino, ademas de la asociacién
de la infeccion virica en células troncales del cancer (CSC). Asi mismo
describir los modelos actuales en carcinoma oral y cervico-uterino que

corroboren dicha interaccién VPH-CSC y la progresion de la neoplasia.



lll.  Objetivos.
1. Objetivo general.

Conocer la importancia de la infeccidon por VPH en las células
troncales del cancer a partir de modelos de estudio realizados en
carcinoma bucal y cervico-uterino a través de una revision de articulos

cientificos y bibliograficos.
2. Objetivos Especificos.

. Mencionar las caracteristicas generales del VPH, su estructura,
genoma, clasificacién, ciclo viral, fisiopatologia, oncogénesis Yy

deteccion molecular, para comprender su mecanismo de patogenicidad.

. Determinar antecedentes, definicion y caracteristicas de las

células troncales del cancer para identificar su potencial oncogénico.

. Identificar los biomarcadores de las CSC y los biomarcadores
relacionados a la infeccion de VPH, asi como conocer el modelo de

esfera para el estudio de las CSC.

. Describir la relacién de las CSC en el carcinoma oral y explicar la
infeccion de VPH de CSC en CaCu, debido a la alta incidencia y

prondstico desfavorable de ambas neoplasias.



B.

Contenido tematico.

Virus del Papiloma Humano (VPH).

1. Estructura y genoma viral.

El VPH es un virus desnudo de DNA de doble cadena de
aproximadamente 8Kb, circular con capside icosaédrica compuesta de
72 capsomeros, producidos por dos proteinas estructurales de un
diametro entre 50 y 55nm que contiene un promedio de ochos genes,
divididos en tres regiones'". La primera es una larga regién de control
(LCR, de sus siglas en inglés long control region), la cual tiene la
funcién reguladora de la transcripcion de los genes virales E6 y E7, la
segunda es una region temprana (E, de sus siglas en inglés early) que
corresponden a los genes (E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7) los que
codifican para proteinas no estructurales implicadas en la replicaciéon y
en la oncogénesis, la tercera es la region tardia (L de sus siglas en
ingles late) la cual codifica las proteinas estructurales L1y L2@. Véase

figura 1y tabla 1.
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Fig. 1. Genoma viral.

Virus desnudo de DNA con doble cadena de aproximadamente 8Kb, circular. Imagen de Félix
Beltran et al'®).



Tabla 1. Funcién de los genes de VPH.?

Oncogenes.

Funciones principales

E1.

Replicacion del DNA viral utilizando la maquinaria
replicativa de la célula huésped.

E2.

Actua como represor de la transcripcion de los
genes E6 y E7.
Se encuentra involucrada en la transcripcion y
replicacion viral.

E3.

Se desconoce.

E4.

E4 se expresa con E1y E2
Precede la sintesis de las proteinas estructurales
del virus y el ensamblaje de las particulas virales.

ES.

Regula la actividad de los receptores de los
factores de crecimiento, como el factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) o el derivado de
plaquetas (PDGFR).

Basado con interacciones con otras proteinas
conducen a alteraciones en la actividad biolégica
normal y evasion de la respuesta inmune.

EG.

Induce la degradacién de p53 a través de la via
proteosoma-ubiquitina.

E7.

Degradacion proteosomal y fosforilacion de pRB
con la liberacion de E2F y la activacion de los
genes promotores de la proliferacion celular.

E8-E2.

Desempefia un papel importante en la replicacion
viral.

L1.

Principal proteina estructural de la capside,
debido a su participacion en la entrada del virus a
la célula hospedera y ademas induce una
respuesta inmune protectora.

L2.

Componente secundario de la capside

Participa en el proceso de encapsidacion y en el
proceso de adhesion celular como un ligando
secundario.

Tabla 1. Funcion de los genes del VPH. Genes estructurales (E1-E8) codifican proteinas no
estructurales y; genes tardios (L1 y L2) codifican proteinas estructurales. Tabla de Bernard et

al®.




2. Clasificacion y tropismo.

Los Papillomavirus comprenden un grupo diverso de virus que
infectan a los seres humanos y animales. Su origen esta vinculado a los
cambios en el epitelio, a la evolucion de los recursos o atributos de
huésped, asi como la presencia o ausencia de piel o la evolucion de
glandulas sudoriparas®. Anteriormente los Papillomavirus pertenecian
junto con los Poliomavirus, a la familia Papoviridae; sin embargo, con la
posterior secuenciacion de los genomas de los papilomavirus se
observé que aunque tienen una organizacion geneética semejante, su
transcripcion es diferente, por lo que el comité internacional de
taxonomia de los virus decidié que los Papillomavirus fueran una familia
diferente, denominada Papillomaviridae. Esta familia infecta los epitelios
de mamiferos y otras especies vertebradas. El VPH pertenece a cinco
de 18 géneros de la familia Papillomaviridae: Alpha, Beta, Gamma, Mu
y Nu- papillomavirus® de los cuales solo Alpha-papillomavirus, Beta-
papillomavirus y Gamma-papillomavirus infectan humanos®. Dentro del
grupo de los Alpha-papillomavirus se encuentran los VPH llamados de
alto riesgo y bajo riesgo. Véase figura 2.

La clasificacion del VPH se basa en la secuencia de nucleétidos del
gen L1®, para ser diferenciados como tipos distintos de virus deben ser
al menos 10% divergentes entre si en su secuencia de nucledétidos, las
propiedades de esta proteina permite que el virus sea tratado como
VPH-AR (alto riesgo) o VPH-BR (bajo riesgo) y por lo tanto, su genotipo

especifico se utiliza para clasificar estos virus®.
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Alpha-papillomavirus
mucosal & cutaneous

Mu-papillomavirus
cutaneous

Nu-papillomavirus
cutaneous

Gamma-
papillomavirus
cutaneous

Beta-papillomavirus
cutaneous

Fig. 2. Relacion filogenética de Papillomavirus y la representacion de subespecies de VPH.

VPH: De bajo riesgo con tropismo cutaneo (café claro); de bajo riesgo con tropismo mucoso
(amarillo) y de alto riesgo (rosa). Se encuentran destacadas de color rojo las especies con alto
indice de oncogénesis en humanos, confirmados por los datos epidemioldgicos M, Imagen de

Egawa et al®.
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Actualmente se han descrito mas de 200 tipos de VPH, los cuales
tienen tropismo por epitelios escamosos estratificados, infectando piel,
mucosa oral y/o del tracto ano-genital. Los tipos de VPH cutaneos,
entre ellos los tipos 1, 2, 3, 7 y 10 tienen como blanco principal manos y
pies, formando verrugas tipicas de la infeccion. Los VPH que tienen
preferencia por tejidos mucosos infectan boca, garganta, tracto
respiratorio o epitelio ano-genital y en cualquiera de ellos podria dar

origen a un proceso carcinogénico®.

Los VPH transmitidos por via sexual son aproximadamente 40, el
subgrupo conocido como de alto riesgo que incluye cerca de 13 tipos de
virus son los tipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73.
De los cuales los VPH 16 y 18 son los mas importantes debido a que
representan el 70% de los casos de cancer cervico-uterino (CCU)!.
Los VPH de bajo riesgo son:6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,61, 70, 72 y 81(5),
los cuales se asocian con el condiloma acuminado, lesiones
intraepiteliales escamosa de bajo grado (LIEBG) y las infecciones

asintomaticas* & 9.

Su clasificacion de acuerdo al tropismo tisular y las diferentes
manifestaciones clinicas del VPH: cutaneo, mucoso y el grupo de la

epidermodisplasia verruciforme, se describen en la tabla 2©.

Silva et al. estiman que la tasa de infeccién del VPH varia entre 1.4 y
25.6% de la poblacion en general, dependiendo de la regién, pero las
tasas mas altas se encuentran en Africa Sub-sahara y Sudamérica.
También es notoria la frecuencia del tipo viral 16, que es prevalente en
todo el mundo, ademas es evidente que a mayor edad disminuye la
prevalencia de infeccién por VPH debido al clearence o “limpieza” que
realiza el sistema inmune, eliminando sistematicamente los tipos virales

asi como las células infectadas®.
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Tabla 2. Enfermedades causadas por VPH.

Grupt’) C.llnICO- T.IpOS Lesion producida.
patoldgico. virales.
1, 4. Verrugas plantares.
2, 26, 28, 29, 38,
i 49, 57, 60 Verrugas vulgares.
Grupo cutaneo. 63, 65.
3,10, 27. Verruga plana.
7. Condiloma de Buchet.
Grupo de la Sy8.
. . . 9,12, 14,15, 17, .
epidermodisplasia Lesiones maculares.
verruciforme 19-25, 36
) 37, 46-50.
13, 32. Hiperplasia focal localizada.
6. 11 LIEBG, condiloma acuminado,

Grupo mucosotropico.

papilomas laringeos y conjuntival

42-44, 53-55, 63,
66.

Principalmente LIEBG

16, 31, 33, 35, 52,
58, 67.

LIEBG, LIEAG, carcinoma
€scamoso invasor.

18, 39, 45, 59, 68.

LIEBG, LIEAG, carcinoma
escamoso y glandular.

Tabla 2. Enfermedades causadas por VPH.

*Tipos virales asociados a epidermodisplasias verruciformes con progresion a carcinoma.

LIEBG-Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado.

LIEAG-Lesion intraepitelial escamosa de alto grado.

Tabla de De la Fuente et al
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3. Ciclo viral y fisiopatologia.

El primer paso en una infeccién por VPH, es la adhesién de viriones
intactos a células de un epitelio escamoso, del cual pueden ocurrir dos
tipos de infeccidn: productivas o latentes®. En las infecciones
productivas o liticas, el ciclo viral de VPH esta ligado al programa de
diferenciacién de la célula huésped infectada, el queratinocito®.
Actualmente se sabe que el viribn de VPH infecta al epitelio por
microabrasiones, el cual se asocia con receptores como alfa integrina y
heparan sulfato™ el virus entra a la célula basal a través de endocitosis,
en este punto el genoma es transportado al nucleo en donde coloniza,
con un numero de copias entre 10-200 genomas virales
extracromosdmicos o episomales dentro de la células®. Los genes
viricos, especificamente los de expresion temprana (E1-E8), estimulan
la proliferacion celular, por lo que facilitan la expresion del genoma
virico por la polimerasa de DNA de la célula hospedadora cuando las
células se dividen, esto causa que el VPH incremente el numero de
células provocando el engrosamiento del estrato espinoso y basal, lo

que da origen a verrugas, papilomas y condilomas.

Ademas los genes de expresién tardia (L1-L2) que codifican para
proteinas estructurales, se expresan unicamente en la capa superior del
epitelio donde se encuentran las células totalmente diferenciadas, el
virus aprovecha la maduracion celular y se desprenden sus viriones con

las células muertas de la capa superior. Véase figura 3.
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Canal cervical - Las particulas del virus
& se ensamblan y el virus
. o . se libera. INFECCION
Capa { - — - -~ PRODUCTIVA
escamosa :
madura

El virus utiliza células del

Capa == | = huésped para replicar el

escamosa et L - - ADN viral y expresar las
= proteinas codificadas

Células
parabasales

Células basales i ~ | T EIVPH infecta la capa

Membrana basal basal epitelio cervical.

Epitelio Epitelio
Normal Infectado

Productive replication
in differentiated cells

Fig. 3. Infeccion litica del VPH. El ciclo viral del VPH esta ligado al programa de diferenciacion de la

célula huésped.

Imagen de https:/1.bp.blogspot.com/-
dH1ecfAezfc/UnfKVFHxmZI/AAAAAAAAANI/h_WofpRbEfU/s1600/Sin+titulo12123.pn.
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4. Deteccion molecular viral.

Las caracteristicas histologicas sugestivas de infeccién por VPH son
un predictor extremadamente pobre de la deteccion de DNA, los
miembros de la familia de VPH son dificiles de cultivar in vitro, lo que
implica el empleo de primers para detectar genes especificos de DNA
del virus. La pruebas para el diagnéstico de VPH de alto riesgo como el
frotis de Papanicolaou detecta la infeccion por la presencia de células
epiteliales coilociticas (citoplasma vacuolado), las cuales tienen forma
redondeada y aparecen agrupadas, sin embargo, las técnicas
moleculares son lo suficientemente sensibles y confiables para la
deteccion del virus. Tales como la hibridacion in-situ, que implica el
empleo de primers para detectar secuencias especificas de DNA,
ademas de la visualizacion de los nucleos tefidos infectados por el
VPH, bajo visiébn microscépica, desafortunadamente este ultimo método
es relativamente inexacto y ha sido superado por métodos bioldgicos
moleculares. Hay esencialmente tres tipos de métodos de hibridacion
de acidos nucleicos usados para detectar el VPH: analisis in-situ de
sondas de DNA, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) e

hibridacién de Southern blot'?). Véase tabla 3.

Tabla 3. Deteccion molecular.

Prueba. Detecta.
Citologia. Coilocitos.

Analisis in situ de sondas Acido nucleico virico.
PCR. Acido nucleico virico.
Hibridaciéon de Southern. Acido nucleico virico.
Captura de hibridos. Acido nucleico virico.

Tabla.3 Deteccion de VPH. * Métodos de diagndstico molecular.

Tabla modificada de Murray et al®.
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La captura de hibridos es un método altamente especifico, para el
diagnodstico de infeccion por VPH tanto de alto como de bajo riesgo, la
hibridacion in-situ (p.ej. hibridacion in-situ fluorescente) permite detectar
secuencias genéticas viricas especificas, en muestra de biopsia de
tejido fijado y permeabilizado, Southern blot es el método molecular en
donde el genoma virico, o los fragmentos del genoma digeridos por
endonucleasa de restriccion son separados electroforéticamente,
posteriormente se aplican sobre filtros de nitrocelulosa y se detectan
mediante sondas de DNA que se hibridan con ellos, sin embargo, para
muchos laboratorios PCR es el método de eleccién para la deteccion e
identificacion de los virus. El uso de cebadores adecuados para PCR,
puede facilitar la amplificacion de hasta un millon de veces de la
secuencia diana en pocas horas, esta técnica es especialmente util
para detectar secuencias latentes e integradas del virus, como es el

(6.19) Cada ciclo de PCR consta de tres pasos, el primer

Papillomavirus
paso es someter al DNA bicatenario a un tratamiento de calor, para
separar las dos cadenas. Tras la separacion de la cadena y ante la
presencia de un gran exceso de los dos cebadores de DNA sintético,
permite que estos se hibriden con las secuencias complementarias del
DNA diana (segundo paso). Luego esta mezcla se incuba con DNA
polimerasa y los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfatos, de modo que
se sintetiza el DNA, que comienza desde los dos cebadores(tercer

paso). Se repite el proceso unos 25 o 30 ciclos'" 2.

La PCR puede detectar una sola copia de una secuencia de DNA
en una muestra al amplificarla tanto que se torna detectable, por
ejemplo, por su tincion luego de la separacion mediante la

electroforesis!'?.
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5. Oncogénesis Viral.

En la infeccion de tipo latente o lisogénicas, ocurre
predominantemente en células inmaduras (células madre basales) del
epitelio escamoso. Durante la fase inicial de infeccion el VPH existe
como episoma nuclear, los VPH-AR tienen la capacidad de integrar su
genoma viral en el DNA del huésped, lo que es un paso importante en
la progresion neoplasica maligna, ya que rompe el habitual estado
circular en la regiébn que codifica a E2, lo que detiene la
retroalimentacion negativa que esta proteina tiene sobre la transcripcidon
de E6 y E7. Favoreciendo la produccion de estas oncoproteinas sin un
elemento regulatorio, provocando la inmortalizacién de la célula por
alterar el ciclo celular, a través de la inactivacion de p53 y pRB
respectivamente. Las altas tasas de proliferacion celular y apoptosis
generan inestabilidad gendémica de la célula, predisponiéndola también

a mutaciones externas que promueven el desarrollo de cancer” 8 13,

El gen supresor de tumor p53 en células normales se encuentra en
bajos niveles y transcripcionalmente inactivo, el dano celular
desencadena un incremento en las concentraciones de dicha proteina,
una vez activada inicia la via para la reparacion del DNA. El ciclo celular
se detiene en fase G1 y toma la via de apoptosis basado en el grado
del dafio sobre su material genético. Por lo tanto, cuando Ila
oncoproteina E6 se une a p53 promueve su rapida degradacion,
mediante un complejo enzimatico de ubiquitinizacién, lo que inactiva las
funciones de p53"'¥. Por otra parte, pRB al existir dafio del DNA en una
célula normal se une a un factor de transcripcién E2F, bloqueando la
transicion de la fase G1 del ciclo celular a la fase S, a través de la
inhibicion de las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas (cdk),
que controlan la entrada y progresion de la célula al ciclo celular. La

union de la proteina viral E7 con pRB, provoca la liberacion del el factor
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de transcripcion E2F lo que permite la sintesis y replicacion del DNA
viral. Sin duda el principal factor para el desarrollo de las lesiones
malignas, es la sobrexpresion de las proteinas virales E6-E7* 2 8 1115

'®) Figura 4.
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Fig. 4. Patogenia y acciones de las proteinas codificadas por VPH.

Una vez que la célula es infectada por el virus, desencadena factores de transcripcion de la
célula hospedera para la replicacion viral, a través de E1. Por otra parte, E7 se une a pRB
dejando libre al factor de transcripcion E2f, lo que permite la proliferacion celular. E6 induce a la
ubiquitinizacion y posterior degradacion de p53, lo que conlleva la disminucién de la apoptosis.
E2 regula la transcripcion de E6 y E7. La proteina E5 aumenta la accion de las cinasas lo que
promueve la proliferacion y retrasa la diferenciacion celular, finalmente E4 ayuda al ensamblaje
de las proteinas estructurales L1 y L2 para el empaquetamiento de los viriones. Imagen de

Silva et al®).
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II. Células troncales del cancer.

1. Antecedentes

El primero en utilizar el término de “stem cell” o células madre fue
un investigador de origen Ruso llamado Alexander A. Maximow en
1909. Sin embargo, Virchow y Cohnhein en 1855 encontraron células
cancerosas con caracteristicas de proliferacion y diferenciacién celular
parecidas a las células madre embrionarias'”. Posteriormente en 1950
Makino et al. mostraron una serie de experimentos que incluian, cultivos
de células cancerigenas provenientes de fluidos peritoneales de ratas
que contenia, una cierta subpoblacion celular que se caracterizaba por
un cariotipo especifico y demostraron que estas células estaban
presentes en todos los tumores injertados. En la década de 1960 Pierce
et al. publicarén resultados de su investigacion en donde descubrieron,
que un tipo de células cancerigenas de teratocarcinoma (tumor mixto
compuesto por teratoma y carcinoma embrional, este término dejo de
utilizarse en la actualidad) eran capaces de diferenciarse en tejidos

maduros!'® 1920,

En 1961 Till y McCulloch injertaron células hematopoyéticas de la
médula 6sea de un raton sano en un ratdén huésped, cuya médula 6sea
habia sido destruida por radiacién ionizante. Con este experimento,
ellos demostraron que estas células dieron lugar a islotes de células
madre hematopoyéticas en el bazo del ratdbn huésped, que
posteriormente se diferenciaban en células sanguineas maduras. Por lo
tanto, las dos caracteristicas basicas que definen a las células madre
(autorrenovacion y pluripotencialidad), fueron descubiertas.
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La nueva era de investigacion en CSC se inicio en la década de
1990, cuando su presencia se comprobd experimentalmente, ya en el
afno de 1994 Lapidot et al. demostraron que la poblacién celular
CD34+/CD38- (caracteristicas fenotipicas de las células madre
hematopoyéticas) de la leucemia mieloide aguda (LMA), eran capaces
de formar leucemia en ratones (NOD/SCID) donde estas células fueron
trasplantadas. Actualmente la trasplantacion de células en ratones
NOD/SCID se han utilizado como un estandar en la investigacion de
CSC. Figura 5. Estos ratones tienen un sistema de inmunidad
deficiente, para que no exista rechazo a las CSC trasplantadas, como

sucederia en ratones inmunoldgicamente normales.'® 2V,

CSCs suspension SCID mouse heterogeneous secondary tumor

Fig. 5.. Xenotransplantacion de CSC dentro de ratones SCID.

Imagen de Fulawa et al?.

La idea de que el cancer emerge de las células troncales empieza
en los afnos 90°s, sin embargo con el transcurso del tiempo han existido
diferentes teorias como “la des-diferenciacion,” que propone que el
origen de los tumores se deriva de un crecimiento ilimitado de las
células, que se encuentran en un estado diferenciado y progresan a uno
mas simple. También se menciona el patron de desarrollo estocastico el
cual sugiere que los tumores son masas heterogéneas, que pueden
derivarse de cualquier tipo celular que los compone, con la condicién de

que se hayan producido las mutaciones necesarias que le daran la
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capacidad de adaptarse y evolucionar para producir células

tumorogenicas genotipicamente y fenotipicamente distintas.

Actualmente existen nuevas investigaciones que sugieren que el
desarrollo del cancer sigue una jerarquia, donde sélo un subconjunto de
las células tumorales son responsables de su origen y generan todas
las lineas celulares que forman el tumor, las nombraron células

troncales del cancer (CSC)#* 224 Véase figura 6.
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Fig. 6. Representacion grafica de los modelos del cancer.

A. El modelo estocastico o tradicional, el cual menciona que todas las células del tumor, tienen
las mismas capacidades de mantener y expandir la neoplasia. B. EI modelo jerarquico de las

CSC o CMT sostiene que solo una subpoblacion celular es capaz de generar nuevos tumores.

Imagén adaptada de Eguiara et al @4,
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Definicion

Debido a un creciente interés por CSC, se convoco en el 2006 a un
grupo de trabajo especializado en CSC por American Association for
Cancer Research (AACR) la cual definié a las células troncales del
cancer (CSC) como “células dentro de un tumor que poseen la
capacidad de autorrenovacion y de originar todos los linajes
heterogéneos de células que forman un tumor”®, ademas de
presentar resistencia a muchas de las terapias tradicionales contra el
cancer, que posiblemente afectan Uunicamente a las células
diferenciadas que se encuentran en la masa del tumor®* 2% Figura 7.
Las CSC solo pueden definirse experimentalmente por su capacidad
para generar un tumor en continuo crecimiento, la aplicacion de este
enfoque explica el uso de términos alternativos en la literatura como
células iniciadoras de tumor “tumor-initiating cells” (en inglés), células

»(25)

oncogeénicas “tumorigenic cells y finalmente “cancer stem cells”

porque presentan propiedades similares a las células madre

normales®®.

Fig. 7. Definicion CSC.

Célula dentro de un tumor que posee la capacidad de Autorrenovacion, (self-
replication) carcinogénesis (tumorigenicity) y quimiorresistencia (chemosensitivity). La
imagen ejemplifica que la mayoria de las células del tumor (bulk cancer cell) son
quimiosensibles, al contrario de las CSC que son carcinogénicas y quimiorresistentes.

Imagen adaptada de Panutti et al"®,
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Recordando los tres grupos basicos de células normales: son
células madre, células progenitoras, células maduras o somaticas, las
células madre son una poblacién menor y cuentan con la capacidad de
autorrenovarse y diferenciarse hacia células maduras, las primeras son
responsables del mantenimiento celular y la homedstasis, si existe una
lesion en el tejido empieza la division celular para la regeneracion‘®.
Sin embargo, en estos casos de normalidad las células madre rara vez
se dividen para dar células progenitoras, las cuales se diferencian en un
determinado tipo celular y tienen un numero limitado de divisiones
celulares, en contraste con las células madre que pueden dividirse a lo
largo de la vida util de organismo, siendo reguladas por vias de

sefalizacion especificas®®. Véase figura 8.
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Fig. 8. Jerarquia celular de un tejido sano.

Los tres grupos basicos de un tejido sano son: células madre, células progenitoras y células
somaticas.

Imagén adaptada de Eguiara et al®,
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Al morir las células somaticas son reemplazadas por las células
maduras recién diferenciadas de las progenitoras, este proceso esta
estrictamente controlado por las interacciones mutuas entre todas las
células que forman el tejido, es aqui donde el delicado equilibrio es
alterado por diversos factores dando origen a CSC!"®. En la actualidad
existen dos corrientes que describen este origen celular, la primera se
refiere a que la célula madre se diferencia en célula somatica y esta
sufre alguna aberracion que la transforma en CSC, o que la
transformacién maligna proviene directamente de una alteracion

(26

genética o epigenética en la célula madre®®®). Véase figura 9.

Fig. 9. Origen CSC.

Los dos posible origenes de las CSC la primera hipotesis es que se origine de la célula
madre (TSC) y se transforme en CSC o que la célula progenitora sufra los cambios

genéticos o epigenéticos (—9 ) y origine CSC. Imagen adaptada de Panutti et al"®.
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[I. Caracteristicas de las CSC

Las caracteristicas de las CSC estdan asociadas a una
sobrexpresion de genes y factores de crecimiento, que comparten con
las células madre e impactan en las vias de sefalizacion celular. Al
conjunto de estas caracteristicas se les conoce como “troncalidad”(® 2

21.28) Figura 10.

Autorrenovacion

Pluripotencialidad

Troncalidad

Resistencia al
tratamiento .

Evasidonde la
apoptosis

Buena expresién
de la telomerasa

Fig. 10. Caracteristicas de CSC.

Al conjunto de estas caracteristicas se les conoce como troncalidad.

3.1 Autorrenovacion.

La propiedad de autorrenovacién se define, como la capacidad de
generar descendientes que mantengan las mismas caracteristicas de la
célula madre, en este caso de las CSC la cual se logra por medio de la

division asimétrica que consiste en que una de las hijas sea una célula
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madre o CSC y la otra se dirija a un programa de diferenciacién!'® ).

Figura 7.
3.2 Pluripotencialidad.

La pluripotencialidad de las CSC le otorga la habilidad de producir
poblaciones celulares heterogéneas en los tumores, segun el modelo
de CSC supone que el tejido tumoral esta organizado jerarquicamente,
la poblacién de CSC es responsable del crecimiento y progresiéon del
tumor, la heterogeneidad significa presencia de células en diferentes
etapas de maduracién, sin embargo la evolucion clonal de estas células

aumenta su heterogeneidad fenotipica!'® 2. Véase figura 11.
stem cells

progenitor cells
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& ¢
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Fig. 11. Evolucion clonal.

Las diferencias en los estados de madurez celular provocan una poblacién celular
heterogénea del tumor. Imagen de Fulawa et al®).
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3.3 Buena expresion de la telomerasa.

La buena expresion de la telomerasa de las CSC se refiere, a que la
activacion de la telomerasa y el mantenimiento de los telomeros son
importantes en el cancer y las caracteristicas de troncalidad®” 29,
Debido a que el teldmero es una estructura en los extremos del
cromosoma asociada a una secuencia de DNA no codificante, que
contrarresta la tendencia del cromosoma a acortarse con cada ronda de
replicacién. Por medio de su enzima telomerasa, la cual tiene actividad
de transcriptasa inversa (sintetiza DNA a partir de una secuencia de
RNA que ella misma aporta) agrega los nucleétidos que se pierden
cada vez que se duplica la célula, sin embargo la longitud del teléomero
alcanza cierto limite y se interrumpe la mitosis en células normales".
Es un mecanismo de control de division celular, y en las CSC se
encuentra alterado, lo que aumenta la posibilidad de descontrol del

crecimiento celular.
3.4 Evasion de la apoptosis.

Es una de las caracteristicas de las CSC que la hacen
potencialmente resistente a los tratamientos convencionales del cancer.
Los principales mecanismos involucrados son:Inhibicion de p53;

autofagocitosis; descontrol de la familia Bcl2

+ Inhibicién de p53

La literatura menciona que los genes supresores de tumores
clasicos como p53, tienen un importante papel en la modulacién de las
caracteristicas troncales. P53 generalmente conocido por su papel en el
mantenimiento de la integridad genémica, mediante la regulacion de las
vias del ciclo celular y la muerte celular, es un mecanismo represor de

las células troncales del cancer, sin embargo se encuentra inhibida en
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este tipo celular, por alguna aberracion causada, por ejemplo por un

virus oncogenico, lo que conduce a una evasion de la apoptosis.

Jain et al. mencionan que p53 también tiene un papel importante en
la diferenciacién de las células madre embrionarias, por lo cual si se
inactiva esta via, la célula madre puede reprogramar de manera mas
eficiente a la pluripotencialidad como en el caso CSC. Chice et al.
mostraron que la perdida de p53 resulto en un mayor numero de células

madre en el epitelio mamario % %3V,

+ Autofagocitosis.

Es la degradacion de proteinas y organelos de la misma célula que
en exceso lleva a la muerte celular, uno de los genes encargados de
esta regulaciéon es Beclin-1. En las CSC Beclin-1 se encuentra inhibido,
por lo que la autofagia proporciona una respuesta protectora,
manteniendo la viabilidad de la célula tumoral, utilizando sus propios
recursos para sobrevivir. Se ha relacionado con la quimiorresistencia ya
que la mayoria de los tratamientos farmacoldgicos aumenta el stress
celular en las CSC y con este la autofagia. Por eso se le considera

como un mecanismo de evasion de la muerte celular'® 32

+ Descontrol de la familia Bcl2.

La maquinaria encargada de la apoptosis parece ser similar en
todas las células animales. Interviene la familia de proteasas caspasas,
llamadas procaspasas, estas enzimas degradan proteinas clave de las
células desmantelandola de forma rapida y limpia, sus restos pronto son
incorporados y digeridos por otra célula. Las principales proteinas que
regulan la activacion de las procaspasas son miembros de la familia
Bcl2 proteinas intracelulares, algunas promueven la muerte celular y

otras inhiben este proceso, las proteinas Bax y Bak son proapoptéticas,
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mientras que la propia Bcl-2 inhibe la apoptosis. El equilibrio entre las
actividades de los miembros proapoptoticos y antiapoptéticos de la
familia Bcl2 determina si una célula vive o muere. En las CSC se
encuentran sobre-expresados familia de Bcl-2 que inhiben la apoptosis.
Segun Sinha et al. encontraron que en una linea celular especifica para
células troncales del cancer oral, estaban incrementados en altos
niveles genes de supervivencia como BCL2 y BCL2A1, la inactivacién
de apoptosis en las CSC contribuye a la supervivencia vy
autorrenovacion en medios ambientes hostiles, asi como a evadir la

citotoxidad de la mayoria de las terapias contra el cancer (113233,

3.5 Habilidad de migrar y generar metastasis.

En las CSC esta caracteristica se debe a la sobrexpresion de
ciertos genes y vias de sefalizacion, como son Nanog el cual es un
factor de transcripcidn esencial para mantener la pluripotencialidad de
las células madre embrionarias, no se expresa en tejidos normales de
adultos, sin embargo se ha encontrado sobrexpresado en muchos tipos
de cancer humanos junto con Oct4 (factor de transcripcién). En
recientes estudios sobre lineas celulares de cancer se encontro
sobrexpresado Nanog y Oct4, al ser ambos inhibidos, se descubrié que
se invierte el proceso de transicion de epitelio a mesénquima (EMT) que
da origen a la migracion de la células, es decir se inhibi6 el proceso de
metastasis. Lu et al. mencionan que se han realizado estudios in vivo
en ratones transgénicos en donde se permitio la expresion inducible de
Nanog, los hallazgos fueron que Nanog por si solo no iniciaba la
formacion de tumor, pero asociado con Oct4 y Sox2 promovian la

carcinogénesis y la metastasis® 34,
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Nanog también esta relacionado con inducir el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) que tiene un papel importante en la

angiogénesis y por lo tanto en la metastasis®*.
£ EMT y CSC.

Transicidn epitelio-mesénquima (EMT), es el proceso que permite a
una célula epitelial polarizada asumir propiedades fenotipicas de célula
mesenquimatosa, a través de la inhibicidon de los genes que codifican a
las proteinas encargadas de las uniones adherentes y estrechas de las
células epiteliales, asi como de su polaridad apico-basal (Par, Crumbs,
Scribble) esta inhibicion les da caracteristicas de motilidad e
invasividad. Véase tabla 4. Por otro lado, EMT tiene un proceso
importante en la embriogénesis y fisiologia en el epitelio ovarico, el cual
se somete a EMT durante la cicatrizacion de heridas después de la
ovulacion, y recientemente ha sido implicado en patologias, incluyendo
fibrosis y cancer. La adquisicion de caracteristicas fenotipicas
mesenquimales se relaciona directamente con el incremento de las
células invasivas del tumor, por lo tanto de la metastasis y desfavorable
pronostico clinico. Recientes estudios sugieren que EMT esta
directamente involucrado en las caracteristicas de CSC, por ejemplo
Zhang et al mencionan que un grupo de investigacion sometieron a
células epiteliales de tejido mamario a EMT, y descubrieron que estas
células adquirieron propiedades de CSC al formar modelos de esferas
in vitro asi como tumores en xenotransplantes in vivo. Por lo tanto se
relaciona el proceso de EMT con la habilidad de migrar y crear

metastasis de las CSC"® 3% Tabla 4.
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Otras vias de sefalizacion importantes son Wnt, Notch, Hedgehog,

Nucleosim, etc. Se describen en la tabla 5, sus funciones en células

madre normales y en CSC'®.

Tabla 4.Caracteristicas de EMT.

Células epiteliales. Células mesénquimas.
Morfologia En capas y polarizadas Elongadas y no
gia. pasyp ’ polarizadas.
Desarrollo No motilidad. Migracién.
) No invasividad. Invasividad.
E-cadherina. Vimetin.
Marcadores. Despmoplakin. N-cadherin.
Cytokeratin. Snail.

Tabla 5. Caracteristicas de EMT.
EMT transicion epitelio-mesénquima.

Imagen de Zhang et al®,

3.6 Resistencia al tratamiento.

La suma de las caracteristicas anteriores da como resultado la
resistencia a la quimioterapia y radioterapia en CSC, sin olvidar que
todas estas caracteristicas son dependientes de la sobrexpresion o
inhibicion segun sea el caso de algunos genes, factores de

transcripcion y vias sefializacion. Tabla 5.
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Tabla 5. Principales genes, vias de sefnalizacién CSC.

GEN. Funcién Sobrexpresion | Funcion en Referencias.
Célula Normal. o inhibicion en | CSC.
CSC.
Nanog. Mantiene la Sobrexpresion. | Induce la expresion | (22 25, 34, 36)
pluripotencialidad de PDFG,
en células madre promoviendo la
embrionarias. carcinogénesis y
metastasis.
Oct -4. Pluripotencia. Sobrexpresion. | Carcinogénesis y (22,25, 36)
metéastasis.
SOX2. Pluripotencia. Sobrexpresion. | Carcinogénesis y e
metastasis.
Via de
sefalizacion.
WNT. Control de Sobrexpresion. | Se asocia a (22, 27)
proliferacion y metastasis ya que
migracion celular. se encuentra en
altas
concentraciones en
células que
perdieron expresion
de E-Cadherina y
B-catenina y
resistencia a la
apoptosis.
Notch. Regula la Sobrexpresion. | Autorrenovaciony | (42 27.37)

diferenciacion
celular.

Regula la
autorrenovaciéon y
reparacion de los
tejidos normales.

supervivencia de
CSC.

Asocia a la
reincidencia del
tumor, después de
tratamiento.

Metastasis por
llevar acabo EMT.

Sobre expresion de
Notch3, provoca
resistencia a la
quimioterapia
basada en platino.
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Notch1 y 2 protege

alas CSC de la
radiacion.
Hedgehog. y Iniciacion, (22,23,27)
genog Importante en la Sobrexpresion. o
. . mantenimiento y

organogeénesis. o
crecimiento del

Induce ala .

. L cancer.

diferenciacion.

Mitégeno.

Media la

interaccioén entre

epitelioy T.

conectivo.

Musashi. Induce ala e (22,25, 38)
) . Sobrexpresion Incremento en la

pluripotencialidad. . e
proliferacion celular

Media la y metastasis.

interaccién entre

epitelioy T.

conectivo.

Regula la

proliferacion y la

apoptosis.

Nucleosemin.

Autorrenovacion
cuando ocurre un

Sobrexpresion.

Metastasis y
proliferacion

(25, 29, 39, 40)

dano al DNA.
celular.
P53. Apoptosis cuando | Inhibicion. Reprograma la (29,30, 41)
hay dafio o pluripotencialidad.
mutacion en el Inhibe la apoptosis.
DNA.
pRB. Punto de control | Inhibicién. Crecimiento (eh &5 )

de la mitosis al
unirse con el
factor de
transcripcion E2f.

descontrolado y
diferenciacion

celular.

Tabla 5. Principales genes y vias de sefializacion CSC.

El cuadro representa alguna de las funciones normales de los genes en las células madre y su

funcidn con la inhibicién o sobrexpresion de estos genes en las CSC. EMT* Proceso por el cual las

células adoptan caracteristicas fenotipicas mesenquimales, perdiendo su adhesion intercelular y

adquiriendo habilidad para migrar a otras localizaciones.
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V.

Biomarcadores de CSC.

Sanchez et al definen a los biomarcadores como “moléculas que se
expresan en niveles anormales, en ciertos tipos de canceres y pueden
ser utilizados para diagnosticar o analizar la evolucion de alguna
enfermedad”®®. En el caso de CSC Fulawa et al. mencionan que no
hay marcadores universales de CSC, y que es un error comun suponer
que el fenotipo de CSC es idéntico o similar en otro tipo de tumor, y
Villanueva et al coinciden con que los marcadores no han sido

claramente establecidos?

. Sin embargo, la literatura menciona dos
grupos de biomarcadores que destacan entre muchos son: los
antigenos de membrana y factores de transcripcion, donde los
antigenos de membrana son los mas utiles para reconocer a CSC,

debido a que permiten el aislamiento de células intactas!'® %),

Como antecedente se sabe que las primeras CSC identificadas por
biomarcadores fueron CD34+CD38- para leucemia mieloide vy
CD44+/CD24- para cancer de mama, en donde lograron iniciar un
tumor secundario en ratones NOD-SCID. Con el paso del tiempo
descubrieron otro antigeno de membrana, CD44 que es comun en
células iniciadoras de cancer en préstata, pancreas y en carcinoma de
cabeza y cuello (CCECyC). CD133 se descubri6 en neoplasias
cerebrales, colorrectal y de pulmén. Finalmente CD90+/CD45- se
encontrd en las CSC del carcinoma hepatocelular'® 344 En |a tabla 5
se resumen los marcadores de membrana y en los tipos de neoplasia

identificados.
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Tabla 5. Biomarcadores de membrana de CSC y neoplasias malignas.

Antigenos de membrana. Neoplasia maligna.

CD34+CD38-. Leucemia mieloide aguda.

CD44+/CD24-. Céancer de mama.

CD44. C'arcmoma de cabeza y cuello, préstata y
pancreas.

CD133. Neop!a3|a cerebral, colorrectal y de
pulmén.

CD90+/CD45-. Carcinoma hepatocelular.

Tabla 5. Biomarcadores de membrana de CSC y neoplasias malignas.

La tabla nos resume los principales marcadores de membrana descritos en la literatura para
CSC encontrados en diferentes tipos de neoplasias.

En el 2006 Takahashi y Yamanaka descubrieron cuatro factores de
transcripcion (Oct4, Sox2, c-Myc y KIf4) involucrados en la des-
diferenciacién de fibroblastos de raton, a células con capacidad de
pluripotencialidad dandoles el nombre en inglés “induced pluripotent
stem cell” (iPSCs), mas adelante Yu et al. encontraron, que con solo
tres factores de transcripcion (Oct4, Sox2 y Nanog) era suficiente para
crear iPSCs“*?. En el 2013 Buganim et al. publicaron un estudio acerca
de la reprogramacion celular, utilizando y describiendo los factores de
transcripcion descubiertos por Takahshi et al para mejorar la calidad de

iPSCs con fines de estudio®®

. Por su capacidad para des-diferenciar
células somaticas, los factores de transcripcibn se consideran
biomarcadores de CSC, no obstante los marcadores de superficie se

prefieren por las razones ya mencionadas!'® #). Véase figura 12.
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Fig. 12. Factores de transcripcién como biomarcadores de las CSC.

La imagen representa una CSC con sus vias de sefializaciéon involucradas, factores de
crecimiento y biomarcadores de transcripcion como son Bmi-1, Musashi, Sox2 y Oct4. Asi

como proteinas de membrana CD133, Met y ABC esta dultima relacionada con la
16)

quimiorresitencia. Imagen adaptada de Panultti et all
Otro biomarcador de CSC considerado importante es la enzima
aldehido-deshidrogenasa (ALDH) por su elevada actividad en

carcinoma hepatocelular, leucemia mieloide y cancer de prostata‘'®.

ALDH esta implicada en la diferenciacion celular, desintoxicaciéon y
resistencia a los farmacos, Zhang et al. mencionan que se ha
encontrado sobrexpresado ALDH en un grupo de células con
caracteristicas de carcinogénesis, pluripotencialidad y autorrenovacién
en el cancer de pulmén(sz). Fulawa et al. dicen que no podemos esperar
que los marcadores CSC sean claramente definidos o especificos para
cierta entidad tumoral, un subconjunto de células aisladas con ciertos
marcadores de expresion no equivale a una poblacién de CSC. Si fuera

asi cada célula aislada seria capaz de formar esferas o generar
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tumores secundarios después de los xenotransplantes, no obstante la
expresion de los biomarcadores en un grupo de tumores, nos ayuda a
predecir algunos de los resultados clinicos, por ejemplo el biomarcador
CD133 presente en las células del glioblastoma, se le atribuyeron
caracteristicas troncales debido a que evadieron la via de apoptosis y
formaron un tumor secundario en ratones, a pesar de haber sido
sometidas a radiacién, lo que sugiere un prondstico desfavorable para

el paciente!'8 27+ 3%),

V. Modelo de esfera para el estudio de CSC.

El modelo de esfera es creado para determinar, la habilidad de las
lineas celulares para generar estructuras tridimensionales in vitro, a
través de su agregacion celular, provocada por factores de crecimiento.
Con el principal fin, del estudio del comportamiento de las células
cancerigenas incluyendo a las CSC. Pertenece a uno de los seis

modelos 3D in vitro que actualmente se conocen” 48,

Las agregaciones de las lineas celulares in vitro llamadas también
esferoides han sido usadas por décadas para recapitular el ambiente
tisular in vivo de las neoplasias. Debido a que imitan, la masa tumoral
que tiene diferentes tipos de células. Algunas células se encuentran
expuestas en la superficie, algunas otras células en el interior del tumor,
células en proliferacion, células no proliferantes, células bien
oxigenadas y algunas hipoxicas, reproduciendo mejor las condiciones
de crecimiento y parametros del microambiente tumoral como la
oxigenacion y el gradiente de nutricion celular. En contraste con los
cultivos celulares de monocapa, que no puede reproducir las
caracteristicas del tumor anteriormente mencionadas porque se

encuentra en 2D (bidimensionales) dispersas en el medio de cultivo, por
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lo que no existe interaccion célula-célula ni las interacciones célula-

matriz extracelular.*®. Véase figura 13.

Hela modelo de esfera
Mtra. Isabel Martinez Sanabria-Lab. Virus y cancer-INCAN

Hela Modelo esfera
Mtra. Isabel Martinez Sanabria-Lab. Virus y Cancer INCAN

Fig 13.. HeLa modelo de esfera.

Las imagenes nos muestran la agregacion celular de HelLa (linea celular especifica para
CaCu) llamadas también esferoides.

Cortesia de Mtra. Isabel Martinez Sanabria-Lab. Virus y cancer-INCAN.

Diversos estudios mencionan que el cultivo tridimensional se ha
utilizado para comprobar la efectividad, de los farmacos pre-clinicos en
contra del cancer, pudiendo dar mejores resultados que en los cultivos
en monocapa, debido a que explica mejor la biologia de tumor®* 48 49),
Por otra parte Kimlin et al mencionan que también se pueden identificar
en modelos in vitro 3D las caracteristicas clasicas de la carcinogénesis
por CSC, que incluyen la autosuficiencia en las sefales de crecimiento,

la insensibilidad a los inhibidores de crecimiento, evasion de la
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apoptosis, ilimitada capacidad de replicacion, sostenida angiogénesis e
invasion de tejidos y metastasis*®). Figura 14.
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Fig. 14. Caracteristicas de la carcinogénesis en modelos in vitro 3D.

En la imagen se muestra las caracteristicas clasicas de la oncogénesis por CSC que pueden
demostrarse a través de los modelos 3D in vitro como son autorrenovacioén, angiogénesis, EMT,
habilidad de invasion y metastasis.

Imagen de Kimlin et al®®.

Lépez et al utilizaron el modelo de esfera en lineas celulares
especificas para CaCu (HelLa, SiHa, Ca Ski y C-41). Identificaron a una
subpoblacién de CSC a partir de una relaciéon entre la expresion de
ciertos biomarcadores (ALDH1, CD44, ITGB1, PSCA, NT5E, MYC,

entre otros) con la eficiencia en la formacion de esferas, encontrando
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también que la poblacion de CSC presentaba mayor resistencia a la
radiacion ionizante, y generaba fenotipos tumorales reproducibles en

ratones inmunosuprimidos®.

Las esferas derivadas de las CSC en CaCu expresaron altamente el
biomarcador CD49f, una integrina alfa-6, esta proteina es considerada
el principal receptor de la infeccion por VPH-AR, por lo que postularon
que las células que expresaban CD49f podrian ser el blanco de
infeccion por VPH-AR durante la carcinogénesis. Ademas que los
marcadores asociados a EMT fueron encontrados altamente

expresados en células esferoidales®.

Por otro lado, Zhang et al. realizaron un modelo de esfera para UM-
SCC-22B (linea celular de cancer de cabeza y cuello) en donde
mencionan que una subpoblacion celular presentan caracteristicas de
CcSC®. Figura 15.

50 ng/ml EGF

Fig. 15. Modelo de esfera de UMSCC-
22B.

Una linea celular de cabeza y cuello
donde encontraron una subpoblacién
de CSC, fueron cultivadas en
presencia de 50ng/ml EGF (factor de
crecimiento) durante 5 dias.

Imagén de Zhang et al®®.
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lll  Virus del papiloma humano y CSC.

Las CSC son un subgrupo de células dentro de un tumor que
poseen propiedades similares a las células madre, principalmente la
capacidad de autorrenovacion y pluripotencialidad; anteriormente
descritas. Por otro lado la literatura propone que una célula
indiferenciada con infecciones oncogénicas (VPH) o cambios genéticos,
da pie a células iniciadoras de tumor o CSC, no obstante diversos
estudios han sugerido que las células diferenciadas con estas mismas
variables pueden provocar resultados similares, a través de la
reprogramacion celular (des-diferenciacién) mediada por VPH,

promoviendo también la formacion de CSC®?.

1. CSC en carcinoma oral.

El cancer que se forma en los tejidos de la cavidad oral o la
orofaringe se conocen como carcinoma oral, donde aproximadamente
el 90% son carcinomas de células escamosas (CCS), las cuales se
presentan comunmente en el paladar blando, piso de boca, encias,
lengua y zona retromolar, los pacientes sintomaticos pueden presentar:
dolor no especifico, odontalgia, pérdida de dientes, disartria, disfagia,
odinofagia, otalgia, compromiso sensorial o motor de un nervio y
linfadenopatia cervical. Estos sintomas seguidos de placas blancas o
rojas (leucoplasia y eritroplasia), heridas o ulceras incurables, masas
con ulceracion central, bordes no bien delimitados y lesiones exofiticas
o endofiticas. Los principales factores relacionados al carcinoma oral
son el tabaco y el alcohol con un efecto sinérgico en el desarrollo del
cancer, ademas de la infeccién de VPH involucrada con los serotipo 16

5 14.51.92) Sin embargo, el VPH 16, es

53)

y 18, considerados de alto riesgo'

el mas asociado al carcinoma oral y orofaringea®, mientras que el
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subtipo 18 se ha vinculado con el desarrollo de lesiones pre-

neoplasicas.(leucoplasia y liquen plano)®?.

El cancer oral como otras neoplasias, es una masa celular
heterogénea formada principalmente por tres tipos celulares, segun su
grado de diferenciacion: células diferenciadas, células en transito de
diferenciacion con maxima proliferacién y finalmente una pequefia
poblacién de células indiferenciadas con elevada plasticidad (CSC) que
contribuye al crecimiento y formacion de células tumorales con una

diversidad fenotipica.

Varios estudios han implicado a las CSC en el carcinoma oral por la
progresion, invasion y recurrencia del tumor después de haber recibido
tratamiento, asi como la alta morbilidad y mortalidad de los pacientes
con este padecimiento, el reiterado crecimiento del tumor después del
tratamiento se adjudica a una sobreexpresion de las principales vias de
senalizacion anteriormente mencionadas (Wnt, Hg y Notch) asi como su
quimiorresistencia y radiorresistencia asociados a los mecanismos de
proteccion normales de las células madre por lo que Sinha et al
sugieren, la hipotesis de que las CSC se pueden originar de las células
madre epiteliales, debido a que tienen un mayor riesgo y probabilidad
de adquirir mutaciones en los genes que afectan la division y la
supervivencia celular, debido a su baja tasa de proliferacion y alta
capacidad de autorrenovacion, al contrario de las células basales
epiteliales que no permiten el tiempo suficiente para acumular cambios
genéticos necesarios para el desarrollo del carcinoma, debido a que su
tasa de supervivencia es de 14-24 dias y tienen una nula capacidad de

autorrenovarse®?,

Por otro lado, el patrén asimétrico de la células madre proporciona
un estado estacionario en el que el numero de células madre se

mantiene constante, mientras se suministra en forma continua células

43



diferenciadas, sin embargo también existe la posibilidad de que las

células madre se dividan en forma simétrica, es decir generando dos

células madre o dos células comprometidas a la diferenciacién, cual sea

el caso las células madre que ya adquirieron las mutaciones, pueden

dar lugar a la expansiéon de las células con alto riesgo a la

transformacion maligna®. Figura 16.
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Fig. 16. CSC en carcinoma oral y sus divisiones celulares.

Durante la division de las CSC del cancer oral, las células madre del epitelio se dividen:

simétrica y asimétricamente. La division simétrica resulta, dos células madre (SC), mientras

que el segundo grupo dos pares de células diferenciadas. Por otro lado la division

asimétrica resulta una célula madre (SC) y otra diferenciada Después de un numero finito

de divisiones celulares se forman un alto nimero de células diferenciadas, células en

transito en maxima proliferacion (TA) y una pequefia poblacion de SC. La inestabilidad

genética debida a mutaciones en células madre normales y en células TA resulta en la

formacion de tumores malignos. La mayoria de las células que conforman la masa tumoral

(Bulk) son células diferenciadas que sufren senescencia, mientras que CSC son las

encargadas de mantener la poblacion tumoral.

Imagen adaptada de Sinha et al®

44



Células maduras (diferenciadas) y las células progenitoras pueden
sufrir des-diferenciacion y originar CSC en el carcinoma oral es otra
hipétesis que plantean Sinha et al. debido a que las células
progenitoras estan parcialmente diferenciadas y al dividirse dan origen
a células maduras completamente diferenciadas. Las mutaciones
oncogénicas actuan como un impulso, para conducir el proceso de des-
diferenciacién de las células progenitoras y de las células maduras,
para que vuelvan adquirir el potencial de autorrenovacién de las células
madre, dando asi un posible origen a CSC. Por otra parte, el VPH
puede jugar un papel importante en este proceso de des-diferenciacion

y oncogenesis.

El VPH tipo 16 se ha encontrado relacionado con carcinomas

553,54 La infeccion inicia,

orales, principalmente de la zona orofarl'ngea(
a través de una microabrasion en donde el VPH 16 infecta a la célula
madre del epitelio oral, integra su DNA en la célula huésped durante
periodos de tiempo prolongados, y el virus empieza a expresar sus
principales proteinas oncogénicas E6-E7 que intervienen en la funcion
de p53, pRB, Notch-1, ciclina D1 y EGFR. La infeccién por VPH
inicialmente produce una lesién pre-maligna que con el tiempo avanza a
una transformacion maligna, la literatura menciona que E6-E7 activan la
via de sefalizacibn Wnt y esto podria estar involucrado en la des-
diferenciacién de las células epiteliales a las CSC del cancer oral.
Véase fig 17. Ademas de que los genes supresores pRB y p53 no
solamente intervienen en el mecanismo de la carcinogénesis, sino que
también, pueden desempefiar un papel importante en la plasticidad

(30.41,55) No esta claro aun

celular y en las caracteristicas de troncalidad
si las CSC se pueden originar a partir de la infeccion de VPH en las
células madre epiteliales, o de la infeccion de este virus en las células

basales, provocando la des-diferenciacion y transformacion a CSC, sin
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embargo Tang et al. en la universidad de Michigan crearon una linea
celular UM-SCC-104 de CCECyC con VPH(+) que presentan
caracteristicas de CSC, esta linea celular sera un recurso importante
para comenzar a investigar mas a fondo como estas variables

combinadas contribuyen a la formacion de una neoplasia maligna, asi

como la respuesta o resistencia a los tratamientos®> ).

Por otro lado el habito de fumar es considerado uno de los
principales factores de riesgo de carcinoma oral, debido a que la
nicotina y sus metabolitos pueden afectar a las células madre epiteliales
y su nicho, perturbando vias de sefalizacion bioquimicas, que se sabe

son importantes en el origen de las CSC. Figura 17.
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Fig. 17. Posible origen de las CSC del carcinoma oral.

Las células madre y células progenitoras normales, pueden sufrir mutaciones o aberraciones
genéticas o epigenéticas provocando el origen de CSC. Ademas de la infeccién por VPH que
puede activar la via de sefalizaciéon Wnt causando una des-diferenciaciéon. Y por otro lado la
nicotina y sus metabolitos creando un nicho de CSC a través de la manipulacion de las vias de
sefializacion.

Imagen adaptada de Sinha et al®,
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Las células troncales en carcinoma oral presentan las

caracteristicas generales mencionadas en el capitulo anterior.
+ Evasion de la apoptosis.

Varios estudios han encontrado evasion de la apoptosis en lineas
celulares especificas para CCECyC en donde se expresaban proteinas
de la familia Bcl2 anti-apoptética, del mismo modo se encontraron una
mayor cantidad de células en fase G2/M con una disminucion en los
niveles basales de la apoptosis, también se demostro el silenciamiento
de genes que son encargados de expresar moléculas pro-apoptoticas

como Bax y caspasa-3©2.

Otro mecanismo de evasion de la apoptosis es la autofagocitosis
que se ha relacionado con carcinomas oral. Se sabe que la expresion
de Beclin1 lleva a la célula a via de apoptosis, sin embargo estudios
revelan que se encuentra inhibido Beclin1 en carcinoma de glandulas
salivales asi como en tejidos impregnados de tabaco, por lo que la
célula utiliza la autofagocitosis para la supervivencia y mantenimiento

de la viabilidad tumoral®?.

En el cancer oral, la comprension de los mecanismos celulares por
los cuales se lleva a cabo la invasion y metastasis es fundamental para
el desarrollo de diagndsticos y tratamientos, a través de marcadores
celulares como CD44/CD133 y lineas celulares, se ha demostrado la
capacidad de metastasis que tienen las CSC, por medio de la pérdida
de la expresion de los genes encargados de la adhesién celular, la
sobrexpresion de factores de crecimiento celular, proceso de

transformacion epitelio-mesénquima (EMT)®? %) Figura 18.
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Fig. 18. EMT, CSC en carcinoma oral y metastasis.

EMT es el proceso por el cual las células epiteliales pasan al mesénquima. Las CSC orales migran a
otros lugares a través de EMT que le permite hacer metastasis a los ganglios linfaticos (a través de
los vasos linfaticos) y a sitios distantes como a los pulmones (a través de los vaso sanguineos). La

imagen también nos muestra los diferentes tipos de células que componen a un carcinoma oral.

Imagen modificada de Zhang et al®®.
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+ Resistencia al tratamiento.

Actualmente la quimioterapia y la radiacion en el cancer oral se
centra en una citorreduccion indiscriminada, por lo tanto, las CSC estan
implicadas respecto al tratamiento del cancer. Varios estudios sugieren
que el cancer podria ser tratado eficientemente, con la erradicaciéon de
las CSC, aunque no hay evidencias sustanciales de que las CSC del
carcinoma oral tengan resistencia a la radiacién o quimicos, haciendo
que la mayoria de las terapias sean ineficaces y exista una reincidencia

del tumor, a pesar del tratamiento® 3. Figura 19.

La sensibilidad de las CSC al tratamiento se mide, a través de la
capacidad de formar modelos de esfera, actividad de ALDH y otros
biomarcadores frente a una cierta variedad de farmacos vy
radiaciones®. Por ejemplo: CD44+ (biomarcador de CSC) mostro una
mayor viabilidad y supervivencia en comparaciéon con CD44- después
de un tratamiento de farmacos citotoxicos, como son 5-Fu, doxetacel,
paclitaxel, cisplatino y carboplatino, ademas de recibir radioterapia. Por
otra parte las CSC en carcinoma oral, se ha demostrado expresan altos
niveles de las proteinas de transporte ABC dependientes de ATP, las
cuales son capaces de transportar los farmacos fuera de la célula,
eliminado su funcién. Las CSC orales estan reguladas por diferentes
tipo de transportadores ABC (ABCB1, ABCG2 y ABCBS5), que le
proporcionan quimiorresistencia al tumor, sin embargo aun las CSC
siguen sin diagnosticarse y por lo tanto sin tratamiento especifico, la
hipbtesis que la literatura sugiere como plan de tratamiento consiste en
crear medicamentos especificos para las CSC, nicho y las demas

células que conforman la masa tumoral®?. Véase figura 12.
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Fig. 19. Hipdtesis de tratamiento eficaz para carcinoma oral.

La subpoblacion identificada como CSC, permanece oculta sin diagnosticar, los tratamientos de
citorreduccion solo eliminan la masa tumoral, pero no a las CSC, ni su nicho, por lo tanto la
estrategia del tratamiento consiste en combinar la eliminacién de las células diferenciadas
(poblacion mayor de tumores) con las CSC resistente, asi como destruir el nicho de las CSC que
le dan supervivencia, esta hipotesis se plantea para la erradicacion completa del cancer.

Imagen adaptada de Zhang et al®?.
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2. CSC en CaCu.

El cancer cervico-uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte en
mujeres de todo el mundo, este carcinoma es el resultado de un
proceso de multiples etapas, que implican la transformacién del epitelio
cervical normal, a wuna lesion intraepitelial pre-neoplasica que
posteriormente puede transformarse a cancer invasivo. Muchas
investigaciones han demostrado la estrecha relacion de CaCu con la
infeccion de VPH-AR, el cual por medio de sus oncoproteinas E6-E7
anteriormente mencionadas conducen a la degradacién e inactivacion
de p53 y pRB que interviene en el ciclo celular, proliferacion y
apoptosis® %7 %8 %9 Debido a estudios recientes Lopez et al. sugieren
que la célula diana de la infeccion por VPH-AR son las células basales
y la células madre de la region cervico-uterina. La células madre, a
menudo persisten por largos periodos o incluso toda la vida en estado
quiescente, en contraste con las células maduras en tejidos altamente
proliferativos como son las células basales en la regién cervico-uterina,
que mueren después de cortos periodos de tiempo, este conocimiento
hace proponer a los investigadores que es posible que un genoma viral
persista en un estado latente en células que no se dividen por anos,
esto hace que aumente exponencialmente la oportunidad de acumular
mutaciones (transformacion a CSC) y podria explicar el prolongado
periodo de latencia entre la infecciéon viral y el desarrollo de CaCu.
Finalmente, queda redactada la hipotesis de que las transformaciones
neoplasicas se llevan a cabo por la infeccion de VPH-AR en las células
madre y las infecciones productivas en las células basales® %%, Figura
20.
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Las células madre susceptibles a la transformacion a CSC por
infeccidn de VPH-AR, se propone se encuentra en la zona de transicion
de ectocervix a endocervix (TZ), las cuales son finalmente responsables
de la iniciacién y mantenimiento del tumor, por sus procesos de divisidon

asimétrico y autorrenovacion de las CSC® *). Véase figura 20.
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Fig. 20. Infeccion de VPH-AR en células basales y células madre del epitelio cervico-uterino.

Una de las regiones en donde se considera probable se localicen las células madre del cuello uterino
es en la zona llamada TZ. Por otro lado se propone en la imagen que VPH-AR infectan a las células
basales llevando a cabo una infeccidon productiva en cuestion de semanas y en la célula madre

provocando un carcinoma cervico-uterino en anos.

Imagen adaptada de Lopez et al™®
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El proceso bien conocido de metaplasia escamosa, que ocurre en
TZ del cuello uterino da lugar a células epiteliales columnares, asi como
a la regeneracion epitelial escamosa, esta region sugiere un papel
importante en la localizacion de las células madre. Los estudios
morfologicos han demostrados que las células de reserva tienen
caracteristicas de indiferenciacion, pluripotencialidad y metaplasia
(capacidad de experimentar diferenciacién escamosa) por lo que Lépez
et al a través, de una revision de la literatura sugieren algunos
biomarcadores para identificar a estas células de reserva, como células
madre con caracteristicas de troncalidad por infeccion de VPH-AR en
CaCu. Los primeros biomarcadores descritos fueron p63 y citokeratina
17 (ck17) que se expresaron, en TZ y neoplasia intraepitelial (NIC)
grados |, Il y lll. Otros estudios confirmaron que la inhibicién de p63,
estd relacionada a la transicibn normal de las células epiteliales
escamosas a columnares en el cuello uterino, en contraste con la
expresion de p63 en una linea celular (MCF7) células madre de
carcinoma de mama, en donde p63 provoco un aumento en la
proliferacion, clonogenicidad y crecimiento del cancer, asi como la
formacion del tumor en ratones inmunosuprimidos. También se
encontré que en queratinocitos bien diferenciados, se encuentra en
niveles bajos la expresion de p63, sin embargo en células epiteliales
con VPH+ se encontraba expresado en altos niveles. Estos resultados
sugieres que p63 podria ser un factor de transcripcion iniciador de
tumor de CaCu y que es uno de los posibles marcadores de CSC, en
los tejidos epiteliales. Por otra parte, también se encontréd la expresion
de genes como Nanog, NS y Ms1 en lesiones epiteliales cervicales de
diversa gravedad y en CaCu, mediante analisis inmunohistoquimicos.
Estos genes son altamente expresados en células madre y se ha
encontrado que regulan negativamente la diferenciacion, la proliferacion

y la divisién asimétrica en CSC®". Estos hallazgos indican que Nanog,
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NS y Ms1 pueden estar implicados en la carcinogénesis del cuello
uterino. Sox 2 y Oct4 son genes que codifican factores de transcripcion
expresado en varias fases del desarrollo embrionario, se ha demostrado
tiene un papel importante en la oncogénesis del cuello uterino. ALDH-1
enzima desintoxicante, responsable de la oxidacion del retinol en acido
retinoico, se ha encontrado expresado en carcinoma cervico-uterino,
por lo que se sugiere también como marcador, para identificar a las
CSC en CaCu® %9,
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C. Discusion.

El virus del papiloma humano (VPH) ha sido ampliamente implicado
como factor etioldgico en el carcinoma oral y cervico-uterino, sin
embargo las nuevas investigaciones lo han relacionado como posible
promotor en el origen de las células troncales del cancer (CSC), por lo
que varios estudios sugieren dos posibles hipétesis, acerca de la

transformacion en CSC a través de la infeccién por VPH(8: 25 29.62)

La primera de la hipdtesis menciona que la célula diana para la
infeccion viral, es la célula madre del tejido epitelial, siendo esta el sitio
perfecto para que el genoma viral se encuentre en un estado de
latencia, explicando el tiempo prolongado que ocurre, entre la infeccion

(25, 29, 60). Lépez et

por VPH vy el desarrollo del carcinoma cervico-uterino
al plantean que el tropismo del virus a las células basales, provoca
lesiones productivas, y la especificidad a las células madre, dan origen

al carcinoma cervico-uterino en cuestion de afnos.

Sinha et al también coinciden con la idea que es posible que el
VPH de alto riesgo infecte a la células madre en el epitelio oral, porque
consideran que tienen un mayor riesgo a adquirir mutaciones en los
genes encargados de la divisidn y supervivencia celular; esto debido a
su baja tasa de proliferacion y alta capacidad de autorrenovacion.
Ademas mencionan la segunda hipétesis que el origen de las CSC en
carcinoma oral, también se debe a un proceso de des-diferenciacion de
las células progenitoras o de las células basales; ya que varios estudios
muestran que VPH 16 activa la via de sefalizacién Wnt en las células
basales, siendo este gen de crucial importancia en las caracteristicas
de troncalidad®?. Ademas la interacciéon de las oncoproteinas virales
E6-E7, con los genes supresores pRB y p53 no solamente intervienen

en el mecanismo de la carcinogénesis, sino que también, pueden
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desempefiar un papel importante en la plasticidad celular y en las
caracteristicas de troncalidad®®. Jain et al y Hong et al destacan el
papel que juega p53 con la capacidad de pluripotencialidad de las
células madre embrionarias, utilizando una linea celular de humanos y
ratones, en donde comprobé que la inhibicibn de este gen,
reprogramaba eficientemente la pluripotencialidad de la célula. En el
caso del gen pRB, cuando se encuentra inhibido demuestra un papel
critico en la reprogramacion y diferenciacion celular demostrado por

Calo et al®® 3059,

Ciufa et al coinciden en las dos hipotesis sobre el origen de las
CSC, mencionan que ademas de la infeccidon por VPH, las mutaciones
genéticas o0 epigenéticas causadas en las células madre (totalmente
indiferenciadas), las células progenitoras (parcialmente diferenciadas),
o en células somaticas (diferenciadas), pueden impactar
considerablemente en el proceso de transformacion de estas células a
CSC. Posteriormente en la célula somatica sucede un proceso de des-
diferenciacién, adquiriendo caracteristicas de autorrenovacién y
pluripotencialidad'® % 27, Otros estudios involucran a los factores de
transcripcion: Oct4, Sox2 y Nanog en el proceso celular anteriormente
mencionado. Yu et al. demostraron que la sobrexpresién de los genes
encargados de estos factores de transcripcion provocaban en las
células, la capacidad de pluripotencialidad una de las caracteristicas
principales de troncalidad, a través de una linea celular llamada
‘induced pluripotent stem cell” (iPSCs), obtenidas a partir de
fibroblastos de raton“' #®). Ademas Zhang et al y Sinha et al. describen
como posibles biomarcadores para la deteccion fenotipica de CSC en
carcinoma oral, a estos factores de transcripcién (Oct3,Sox2 y Nanog),
a las proteinas de membrana CD133 CD44, asi como la actividad de la

enzima ALDH(® 32 35 49 por otro lado, con respecto a los
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biomarcadores especificos para CSC en carcinoma oral Fulawa et al.
mencionan, que no existen biomarcadores universales para CSC y que
es un error comun, suponer que el fenotipo de CSC es idéntico o similar
en otro tipo de tumor, no obstante hace mencion de los biomarcadores
anteriormente descritos para identificar a las CSC“%. Ademas del uso
de formaciéon de esfera que simula las condiciones en las que se
encuentran las células neoplasicas dentro del cancer y la

xenotransplantacién en ratones inmunosuprimidos.

Con respecto a esta controversia se hace necesario mencionar que
Tang et al en la universidad de Michigan desarrollaron una linea celular
de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, para la
identificacion de CSC, nombrada UM SCC-104. En donde, no solo
identificaron a CSC, sino que determinaron su positividad en la
infeccion por VPH 16. De tal forma que el propédsito de esta linea
celular, fue utilizarla como un recurso de investigacion para asociar a
estos dos factores (VPH+ y CSC), contribuyendo a la formacion del
carcinoma oral®®. De acuerdo a la revisién bibliografica que se realizd
en el presente trabajo, coinciden en que la infecciéon por VPH tiene un
papel importante, en el origen y mantenimiento de las caracteristicas de
las CSC, asi como del pronéstico y futuros tratamientos en contra de

carcinoma oral y cervico uterino®® 3% 3560,

En base a esta nueva linea celular UM SCC-104, se hace necesario
sugerir la realizacion de nuevas investigaciones que incluyan a UM
SCC-104 y el modelo de esfera; el cual puede ser un recurso
importante para la simulacién de las condiciones en las que se
encuentra el carcinoma oral in vivo a través de la linea celular. Estos
estudios permitirian la resolucion de hipotesis que surjan de nuevos

cuestionamientos en torno a la interaccion VPH-CSC.
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D. Conclusiones.

+ El conocimiento de la fisiopatologia viral del VPH, asi como las
caracteristicas de las CSC, hace factible la hipétesis en la que se
menciona que la infeccion de VPH-AR, podria estar relacionada
con el origen de las CSC, debido a la sobrexpresion de genes
involucrados en las caracteristicas de troncalidad de las células

neoplasicas.

+ La linea celular UM SSC-104 derivadas del carcinoma oral, con
CSC y VPH+ cultivadas en el modelo de esfera puede ser una
herramienta valiosa, para el conocimiento y futuros
cuestionamientos sobre estas tres variables (VPH+, CSC vy
cancer oral), debido a que es un método de cultivo 3D in vitro

que reproduce el microambiente tumoral.

+ La relacion de VPH-AR como factor etiolégico del cancer oral
comprobado, y la posible presencia de CSC originadas por la
infeccidn de este virus, es un conocimiento de suma importancia
para el cirujano dentista, a fin de llegar al entendimiento de uno
de los procesos de carcinogénesis mas actuales, que involucran
a la cavidad oral, impactando en el area clinica y de

investigacion.
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