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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) sigue siendo una de las causas principales de
muerte en las mujeres por lo que las investigaciones, han tratado de comprender
si existe alguna poblacién celular responsable para el desarrollo del mismo. En los
ultimos afos, se ha propuesto en los tumores solidos, la presencia de una
subpoblacion tumoral denominadas células troncales cancerosas, que tienen el
papel de mantener tanto el crecimiento tumoral como permitir al tumor adquirir
resistencia a los quimioterapéuticos. Es por eso, que los estudios actuales se han
enfocado en la identificacion y la eliminacién de éstas células en los tumores
incluyendo el CaCu. El uso de cultivos en esfera, ha sido una herramienta muy
utilizada para obtener un enriquecimiento de células troncales cancerosas en

comparacion con los cultivos en monocapa.

El yodo molecular (l2), es un compuesto que ha mostrado un efecto tanto
antiproliferativo como apoptotico en algunos modelos de cancer, sugiriéndolo para

el tratamiento en pacientes con ésta enfermedad.

Por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de los
tratamientos con |, en lineas celulares derivadas de cancer cervicouterino (HelLa,
SiHa) en cultivos en monocapa y esfera como también su efecto en la

tumorigenicidad en un modelo murino.

Los resultados mostraron que la suplementacion con 200uM de I, inhibe la
proliferacion en ambos tipos celulares y disminuye su capacidad tumorigénica in
vivo. Este efecto antineoplasico del |, estuvo acompafiado por una disminucién en
la expresion de los marcadores de troncalidad CD49f, CK17, OCT-4, NANOG,
SOX2 y KLF4, asi como un aumento de la expresion y activacion de PPARy

sugiriendo su mecanismo de accion a través de éstos receptores.

En conclusion, los resultados en conjunto indican un importante efecto del |, tanto
en células cancerosas como en células con caracteristicas de troncalidad

derivadas de CaCu y su uso potencial para el tratamiento del mismo.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) continues to be one of the leading causes of cancer-death in
women, so research has tried to understand if there is a cell population responsible
for its development. In recent years, it has been proposed the presence of a tumor
subpopulation in solid tumors, called cancer stem cells, which has the role of
maintaining both tumor growth and allows the tumor to acquire resistance to
chemotherapeutics. That is why current studies have focused on the identification
and elimination of these cells in tumors including CC. The use of sphere cultures is
a widely used tool to obtain an enrichment of cancer stem cells compared to
monolayer cultures.

Molecular iodine (l2) is a compound that has shown both antiproliferative and
apoptotic effects in some cancer models, suggesting that its use could improve the
treatment response in patients with cancer.

Therefore, the objective of the present work was to evaluate the effect of the
treatments with I, in cell lines derived from cervical cancer (HelLa, SiHa) in cultures
in monolayer and sphere as well as to analyze its effect in the tumorigenicity in a
murine model.

The results showed that supplementation with 200uM of |, inhibit proliferation in
both cell types and decreases its tumorigenic capacity in vivo. This antineoplastic
effect of |, was accompanied by a decrease in the expression of the stem cell
markers CD49f, CK17, OCT-4, NANOG, SOX2 and KLF4, as well as an increase
in the expression and activation of PPARy suggesting its mechanism of action
through these receptors.

In conclusion, together the results indicate an important effect of I, both on cancer
cells and on cancer stem-like cells derived from CC and its potential use for the
treatment of CC.



1. Introduccion

1.1 Cancer

El cancer constituye un problema de salud publica muy importante a nivel mundial.
En el 2018, el cancer causo 9.6 millones de defunciones y 18.1 millones de
nuevos casos teniendo una prevalencia mayor en los hombres que en las mujeres.
Los canceres con mayor incidencia fueron el de pulmoén, mama, prostata y colon-
rectal. La causa principal de muerte por cancer (18.4% del total de muertes por
cancer), fue la de pulmon siendo la mayoria de las muertes en paises menos
desarrollados (Bray F 2018).

Segun la OMS, el cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolado de las células dando como resultado la formacién de tumores. Otro
concepto nos propone que los canceres surgen de una serie de mutaciones
genéticas que se producen como resultado de la inestabilidad celular y/o la
plasticidad inducida por los oncogenes (Saeg F 2018).

Los tumores cancerigenos, presentan muchas caracteristicas comunes que
permiten entender su desarrollo (Hanahan D 2011) (Fig 1), entre las cuales se
destacan las siguientes:

- Mantenimiento de la senalizacion proliferativa: Es la capacidad para sostener
la proliferacidn incontrolada. Las células cancerosas, al desregular estas sefales,
se convierten en duefios de sus propios destinos. Las sefales habilitantes se
transmiten en gran parte por factores de crecimiento que se unen a los receptores
de la superficie celular, que tipicamente contienen dominios de tirosina quinasa
intracelulares. Este ultimo, procede a emitir sefiales a través de vias de
sefalizacion intracelular ramificadas que regulan la progresion a través del ciclo
celular, asi como el crecimiento celular. A menudo, estas sefiales influyen en otras
propiedades biologicas celulares, como la supervivencia celular y el metabolismo
energeético.

Asimismo, esto se manifiesta por la expresion y/o actividad alterada de las
proteinas relacionadas con el ciclo celular y la activacion constitutiva de muchas

vias de transduccion de sefiales también estimula el crecimiento celular (Feitelson
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MA 2015). La via molecular PI3K/Akt/mTOR desempefia un papel central en el
crecimiento, la proliferacion y la supervivencia en las células tumorales y la
activacion aberrante de mTOR por mutaciones promueve la proliferacién de
células cancerosas (Steelman LS 2008; McCubrey JA 2012).

- Evasion a los supresores de crecimiento: Capacidad de eludir los programas
que regulan negativamente la proliferacién celular. Muchos de estos programas
dependen de las acciones de los genes supresores de tumores (genes que
controlan el crecimiento celular). Dos supresores de tumores como la proteina RB
(asociadas a retinoblasoma) y p53, funcionan como nodos de control dentro de
circuitos reguladores celulares que juegan un papel clave en la determinacion del
destino de las células para proliferar o alternativamente, activar la senescencia y
los programas apoptoticos. Por ejemplo, la eliminacion de p53 conduce a la
pérdida de los puntos de control del ciclo celular, lo que conlleva a la incapacidad
de la célula para detener la acumulacion tanto de la inestabilidad genética como
de mutaciones y evita reparar eficazmente los errores o dafios en el ADN.
Ademas, la proteina p53 tiene un papel importante en la activacion de la
apoptosis, por lo que su pérdida conduce a la supervivencia inadecuada de las
células con nuevas mutaciones (Amin ARMR 2015).

- Resistencia a la muerte celular: Capacidad de evadir la apoptosis. Las células
tumorales desarrollan una variedad de estrategias para limitar o evitar la
apoptosis. La mas comun, es la pérdida de la funcién supresora de tumores de la
proteina p53, permitiendo la eliminacion de este sensor de dafio en los circuitos
que inducen apoptosis. Alternativamente, los tumores pueden lograr fines
similares al aumentar la expresién de proteinas antiapoptéticos como Bcl-2, Bel-xL
o de las sefales de supervivencia como Igf1/2 o al disminuir la expresion de
proteinas proapoptoticos como Bax, Bim o Puma. En los tumores de glioblastoma,
se ha detectado niveles altos de expresion de las proteinas antiapoptéticas
pertenecientes a la familia Bcl-2 demostrando que juegan un rol crucial en la
progresion tumoral (Tagscherer KE 2008).

- Inmortalidad replicativa: Capacidad de division ilimitada. La evidencia indica
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que los telomeros que protegen los extremos de los cromosomas estan
involucrados centralmente en la capacidad de proliferacion ilimitada. La
telomerasa, es una ADN polimerasa formada por un complejo proteina-acido
ribonucleico con actividad polimerasa que agrega segmentos repetidos de
telomero a los extremos del ADN telomérico. Esta casi ausente en las células no
inmortalizadas pero se expresa a niveles funcionalmente significativos en las
células cancerosas humanas. La inmortalizacién de las células tumorales se ha
atribuido a su capacidad para mantener el ADN telomérico en longitudes
suficientes para evitar desencadenar la senescencia o la apoptosis, que se logra
con mayor frecuencia al aumentar la expresion de la telomerasa. La telomerasa
consta de dos componentes, uno ribonucleotidico y otro proteico. Esta
sobreexpresada en células cancerosas y puede ser regulada a varios niveles. A
nivel genético, se detectd el aumento en el numero de copias de los genes del
componente ribonucleotidico en carcinomas de cabeza y cuello y cervicales
(Soder Al 1997).

- Induccién de la angiogénesis: Por el cual obtiene muchos de sus nutrientes
para mantener su proliferacion. La angiogenésis, permite a los tumores recibir
sustento en forma de nutrientes y oxigeno, asi como la capacidad de evacuar los
desechos metabdlicos y el didéxido de carbono. En el adulto, como parte de los
procesos fisiologicos como la cicatrizacion de heridas y en el ciclo reproductor
femenino, la angiogénesis se activa, pero solo de forma transitoria. En contraste,
durante la progresion del tumor, un "interruptor angiogénico" casi siempre se
activa y permanece encendido, lo que hace que la vasculatura normalmente
inactiva aparezca continuamente con nuevos vasos que ayudan a sostener la
expansion de los crecimientos tumorales.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), es una proteina involucrada
en la angiogénesis. En adenocarcinomas cervicales, se observdé una sobre-
expresion de los miembros de la familia VEGF que se correlacioné con una alta
intensidad en la formacion de nuevos vasos sanguineos (Pinheiro C 2015).

- Activacion de la invasidén y metastasis: Capacidad de invadir otros tejidos y
realizar un proceso de carcinogénesis. La expresion de los genes que codifican
11



moléculas de adhesion célula a célula y célula a la matrix extracelular, se
encuentran desregulados, es decir, pierden su funcion lo que permite a la célula
invadir otros tejidos. Una de las alteraciones mejor caracterizada es la pérdida de
la proteina E-cadherina, una molécula clave en la adhesion célula a célula. La
pérdida de su expresion en células tumorales, en asociacion con otras proteinas,
ocurre con frecuencia durante la progresion tumoral y la metastasis. Se cree que
al perder su funcion, las células se disocian del tumor primario, invaden los tejidos

circundantes y migran a sitios distantes (Petrova Yl 2016).

- Inestabilidad genémica: Cada vez que se divide una célula cancerigena,
aumenta su acumulacion de mutaciones que permite que haya una inestabilidad
en los genes, confiriendole a su progenie ciertas ventajas y una eventual
dominancia en el ambiente del tejido en el que se encuentren. La progresion
tumoral en varias etapas puede representarse como una sucesion de expansiones
clonales, cada una de las cuales se desencadena por la adquisicién al azar de un
genotipo mutante habilitante.

La estabilidad gendmica es esencial en la integridad celular para evitar errores en
la replicacion del ADN. Cuando la misma se altera, incluye pequefas variaciones
en la estructura cromosémica, aumento de las frecuencias de las mutaciones en
los nucleotidos, cambio en el numero de cromosomas o rearreglos entre los
mismos, que todo esto conlleva a las células tumorales adquirir caracteristicas

tumorigénicas y a la progresion tumoral (Yao Y 2014).

- La desregulacidon energética celular: Reprograman su metabolismo energético
para obtener de una manera mas rapida la energia necesaria para cumplir sus
funciones celulares.

Esta desregulacién implica una reprogramacion metabdlica en la que las células
cancerosas, incluso en presencia de oxigeno, limitan en gran medida su
metabolismo energético a la glucdlisis, seguida de la conversion del piruvato en
lactato (conocido como el efecto Warburg), en lugar de la utilizacién del piruvato
en la mitocondria para el ciclo de Krebs, una via metabdlica energéticamente

mucho mas favorable. Para permitir un flujo glucolitico continuo, las células

12



cancerosas deben promover el flujo de salida del lactato acumulado y lo hacen
regulando la sobreexpresion de los transportadores de la membrana plasmatica
responsables del flujo de lactato: los transportadores de monocarboxilato
(Pinheiro C 2012;2015).

- Evasién a la destruccidon inmunitaria: Los tumores tienen la capacidad de
eludir el sistema inmune evitando que puedan ser eliminados. Las células
cancerosas altamente inmundgenas (capaz de inducir una respuesta inmunitaria
especifica), pueden evadir la destruccion inmune al deshabilitar los componentes
del sistema inmunitario que se han enviado para erradicarlos. Por ejemplo, las
células cancerosas pueden paralizar la infiltracion de linfocitos T citotdxicos y
células natural killer, al secretar el factor de crecimiento transformante beta (TGF-
b) u otros factores inmunosupresores. Otro mecanismo para evadir el sistema
inmune, es el reclutamiento de células inflamatorias que son activamente
inmunosupresoras y pueden suprimir las acciones de los linfocitos T citotdxicos.
Se ha demostrado la capacidad inmunosupresora de la indoleamina-2,3-
dioxigenasa (IDO) en el cancer, la cual restringe las reacciones inflamatorias
potencialmente dafinas actuando en la degradacion del aminoacido triptdfano,
generando metabolitos del mismo con efectos toxicos directos en los linfocitos T
citotoxicos (Becker JC 2013).

- Promocién de la inflamacién tumoral: Los tumores reciben biomoléculas como
factores de crecimiento que mantener la proliferacién tumoral. La inflamacion
puede contribuir a multiples capacidades al suministrar moléculas bioactivas al
microambiente del tumor, incluidos los factores de supervivencia que limitan la
muerte celular, los factores proangiogénicos, las enzimas modificadoras de la
matriz extracelular que facilitan la angiogénesis, la invasion y la metastasis.

Se ha demostrado que la inflamacion cronica esta involucrada en varias fases de
la tumorigénesis, como la proliferacion celular, la transformacion, la evasion de la
apoptosis, la supervivencia, la invasion, la angiogénesis y la metastasis. Por
ejemplo, la inflamacién hepatica debido a la exposicidon a agentes infecciosos
como el virus de la hepatitis B y el virus de la hepatitis C, representa un paso

13



temprano en el desarrollo del carcinoma hepatocelular (Samadi AK 2015).

Mantenimiento de la Evasion a los
sefalizaciéon supresores de
proliferativa crecimiento

Evasién a la
destruccion
inmunitaria

Desregulacion
energética
celular

Resistencia
ala
muerte

Inmortalidad
replicativa

celular
Inestabilidad Promocién de la
genomica inflamacion tumoral

Induccion de la

T ; Activacion de la invasion
angiogénesis

y metastasis

Figura 1.- Caracteristicas del cancer. El cancer comprenden diferentes capacidades biol6gicas
que se adquieren durante el desarrollo de multiples etapas de los tumores humanos (modificado
de Hanahan 2011).

1.1.1 Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu), ocup6 el cuarto lugar como causa mas frecuente
de cancer en mujeres a nivel mundial con un estimado de 569,847 nuevos casos y
311,365 muertes en el 2018.

En México, el CaCu fue responsable de 4121 de muertes con una incidencia de
7869 casos y fue la causante del 4,1% del total de muertes por cancer. En 5 afios
se estima una prevalencia de éste cancer de 22,769 casos (Bray F 2018).

El CaCu se caracteriza por iniciar en el cuello uterino y es causado en casi la
totalidad de los casos (98%) por infecciones persistentes con el virus del Papiloma
Humano (VPH). Mas de 200 VPH han sido identificados, clasificandolos en alto y
bajo riesgo de acuerdo a su potencial oncogénico y aproximadamente 40 de ellos
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infectan el tractoanogenital (Munoz N 2003; de Villiers EM 2004). Las infecciones
por los VPH de alto riesgo principalmente los del tipo 16, 18, 31, 45, se asocian
con una serie de cambios celulares que llevan a la progresion de un tejido normal
hasta el desarrollo de un carcinoma in situ, que posteriormente, puede convertirse
en una lesion invasia (Khan JM 2005) (Fig 2).

Normal ’ CIN1 CIN2 CIN3 ' Cancer

Normal Infeccion Transitoria Infeccién Persistente

Progresion
Cervix » Infeccion q Lesion N
Normal « Productiva e Precursora
Aclaramiento Regresion

Figura 2.- Modelo de desarrollo del cancer cervicouterino. La infeccion persistente por VPH a
través del tiempo puede llevar al desarrollo de un carcinoma in situ. CIN1: neoplasia intraepitelial
cervical de grado 1, CIN2: neoplasia intraepitelial cervical de grado 2, CIN3: neoplasia intraepitelial

cervical de grado 3 (modificado de Crow 2012).

Los VPH son virus pequeios, con capside icosahédrica de aproximadamente 55
nm de diametro, formada por 72 capsdmeros y dentro de la cual se encuentra el
genoma viral, constituido por un ADN de doble cadena y estructurado en forma de
cromatina al igual que el ADN celular. EI genoma de los VPHs codifican para 8
proteinas, 6 de expresion temprana (E) y 2 de expresion tardia (L) las cuales
cuentan con una region no codificadora (LCR), donde se localiza el origen de

replicacion (Fig 3).
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Grupo E: genes tempranos
Grupo L: genes tardios
LCR: Region Larga de Control

ONCOPROTEINAS

Proteina mayor
dela
capside

DNA helicasa
Replicacién viral

Proteina menor
dela
capside Control transcripcional
Replicacioén viral

Proliferacion celular Amplificacion genoma
Amplificacion del Interaccién con citoqueratinas
Genoma

Figura 3.- Organizacién genémica de los virus del papiloma humano. Los VPH codifican una
serie de proteinas involucradas en la replicacion y formacion de nuevos viriones (modificado de D’
Abramo 2011).

La gran mayoria, si no todos los tumores del cuello uterino y lineas celulares
derivadas de estos (Hela, SiHa), contienen los genes virales E6 y E7, descritos
como los responsables del proceso de transformacion de las células. Una vez que
el ADN viral se integré a la célula huésped, hay una pérdida de la proteina E2 del
virus (encargada de la regulacion transcripcional de las oncoproteinas) y como
consecuencia se sobreexpresan las proteinas virales E6 y E7.

Una de las funciones principales de la oncoproteina E6 es inducir la degradacion
de p53, bloqueando asi su funcion lo cual, a su vez, induce inestabilidad gendmica
cuando se expresa de forma continua. Una de las funciones de p53 es la de
detener el ciclo celular en el punto de control G1/S o G2/M, cuando existe dafio en
el ADN, para evitar su replicacion o segregacion incorrecta. Si el dafio en el ADN
es irreparable, para evitar la proliferacion de las células que lo contienen, p53
activa la expresion de genes pro-apoptéticos como BAX o PUMA llevando a la
apoptosis celular (Zur H 1991).
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La oncoproteina E7 se une con la forma activa de la proteina del retinoblastoma
(pPRB) hipofosforilada. La funcion de pRB en la célula consiste en regular el ciclo
celular. Otra funcion de pRB es unirse a factores activadores de la transcripcion
celular, impidiendo que estos actuen. Al unirse E7 con pRB, algunos de estos
activadores quedan libres, iniciandose procesos de transcripcion celular.

La oncoproteina E7 también al unirse con pRB hace que la misma pierda su
funcién reguladora del ciclo y permite que la célula pueda entrar en fase S. De
ésta forma, las células del estrato suprabasal son inducidas a permanecer mas
tiempo en un estado permisivo para la division celular, con lo cual hay
disponibilidad de la maquinaria de replicacion del ADN quedando accesible al virus

a fin que pueda utilizarla (Dyson N 1989).

1.1.2 Carcinogénesis

Se lo conoce como un proceso por el cual una célula adquiere la capacidad de
multiplicarse incontroladamente, evadir la muerte celular y la posibilidad de llegar a
invadir otros 6rganos del cuerpo.

Sabemos que los tumores, estan conformados por una heterogeneidad celular y
se ha tratado de explicar el proceso de carcinogénesis a través de varios modelos
(Fig 4).
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Figura 4.- Modelos de heterogeneidad tumoral. a. Modelo de evolucién clonal. Todas las

células tienen la misma capacidad tumorigénica. b. Modelo Jerarquico o CTC. Solo una pequefia
subpoblacion tiene capacidad tumorigénica. c. Modelo de plasticidad. Las células diferenciadas o
no cancerosas pueden adquirir caracteristicas de CTC que les permiten tener capacidad
tumorigénica (modificado de Jayachandran 2016).

El primer modelo, denominado de evolucién clonal, propone que todas las células
que conforman un tumor tienen la misma capacidad de formar de tumores y esto
es debido a que todas las células sufren cambios moleculares que les confiere a
todas propiedades tumorigénicas (Nowell PC 1976). El segundo modelo
denominado jerarquico o de células troncales cancerosas (CTC), propone que solo
unas pocas células conocidas como CTC, tienen la capacidad para
autorrenovarse, dar una progenie altamente proliferativa, mantener la formacion
tumoral e invadir otros tejidos (Bonnet D 1997; Jordan CT 2006). Este modelo
sugiere que la célula troncal cancerosa proviene de una célula, que a través del

tiempo acumula mutaciones y en cierto momento se transforma, volviéndose
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tumorigénica. El tercer modelo denominado de plasticidad, propone que cualquier
célula madura puede sufrir mutaciones en genes que les permiten
desdiferenciarse, especificamente una de las capacidades que obtienen es la de
transicion epitelio-mesénquima (EMT), por la cual adquieren caracteristicas
troncales. A través de EMT, las células cancerosas parecen adquirir una
capacidad de autorrenovacion, similar a la exhibida por las células troncales y
capacidad para generar metastasis. Esto plantea la posibilidad, de que el proceso
EMT, que permite la diseminacion de las células cancerosas, a su vez, pueda
impartir una capacidad de autorrenovacion para diseminar las células cancerosas.
Este proceso sugiere también, que las células recién desdiferenciadas adquieran
propiedades malignas (Morel AP 2008; Biddle A 2012; Mani SA 2008). Un
estudio demuestra la adquisicion de ésta capacidad de plasticidad por parte de las
células, al usar varios agentes anticancerigenos en lineas celulares de tumores
humanos sensibles a los medicamentos, detectando una pequefa subpoblacion
de células que se volvieron tolerantes a los medicamentos, adquiriendo una

caracteristica de las CTCs que es la de ser quimioresistentes (Sharma SV 2010).

1.2 Células troncales

Las células troncales son todas aquellas células indiferenciadas que tienen la
capacidad de autorrenovarse, generando copias idénticas de ellas, con potencial
para formar células maduras de un linaje particular. En practicamente todos los
tejidos existe un reservorio limitado de células troncales cumpliendo funciones
tanto de sistema de reparacion para el tejido dafnado como proporcionando nuevas
células que contrarrestan la pérdida de células durante la renovacion del tejido
(Daley GQ 2015; Vapniarsky N 2015).

1.2.1 Tipos de células troncales normales
De acuerdo a su potencial de diferenciacidén se han clasificado en:
- Células totipotentes: pueden formar un organismo completo, formar células de

los tres linajes embrionarios y también los extraembrionarios (como la placenta).
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- Células pluripotentes: no pueden formar un organismo completo, pero si
cualquier otro tipo de célula correspondiente a los tres linajes embrionarios.

- Células multipotentes: son aquellas que sélo pueden generar células de su
mismo linaje embrionario.

- Células unipotentes: son aquellas que tienen la capacidad de diferenciarse en

sélo un tipo de células.

De acuerdo a su origen son clasificadas en:

- Células Embrionarias: Son células pluripotentes provenientes del blastocito.
Tienen la capacidad de formar las tres lineas germinales.

- Células Adultas: Son células que se encuentran en los tejidos adultos, solo

pueden formar y diferenciarse en células del tejido al cual pertenecen.

1.2.2 Células troncales cancerosas

Las CTCs son una pequefia subpoblacion de células que forman parte del tumor,
se ha sugerido sean las responsables de la formacién tumoral, tener capacidad
metastasica (poder invadir otros tejidos), resistentes a los medicamentos y dar
como resultado una progenie con alta capacidad proliferativa para mantener el
crecimiento de la masa tumoral (Lapidot T 1994; Jordan CT 2006).

Las células tienen la capacidad de auto-replicarse muchas veces y esto se logra a
través de la autorrenovacion. Esta division celular, puede irse a través de dos
divisiones, una simétrica, donde se generan dos células hijas con propiedades de
células troncales idénticas a la célula parental, mientras que una division
asimétrica genera una célula hija con propiedades de célula troncal y otra célula
hija progenitora que al diferenciarse, constituira las células maduras que forman
los distintos tejidos (Liu A 2013).

Un desequilibrio en la division simétrica y asimétrica pueden provocar cancer
debido a mutaciones en los reguladores de la division asimétrica. Es probable que
la division asimétrica, contribuya en las distintas etapas del desarrollo del tumor y
en diferentes eventos oncogénicos (Bajaj J 2015). También existe la evidencia de

que la frecuencia de aparicion de tumores en distintos tejidos humanos es
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consecuencia directa del numero de divisiones que sufren las células troncales
normales de esos tejidos en particular y que la autorrenovacion es el parametro
clave para la aparicion de resistencia en las poblaciones de células cancerosas
(Tomasetti C 2015; Stiehl T 2017).

En 1994, se demostré por primera vez la presencia de CTCs, especificamente en
la leucemia mieloide aguda (LMA) humana basada en la expresion de marcadores
de superficie. Estas células eran CD34'/CD38", las cuales tenian una alta
capacidad de proliferacion y funcionalmente podian establecer leucemia humana
en ratones inmunosuprimidos en comparacion de células que eran CD34" (Lapidot
T 1994). La segunda evidencia de la presencia de CTCs se comprobd en tumores
sdlidos. Las células derivadas de tumores gliales en condiciones de cultivos
especiales, tenian la capacidad de formar clonas y presentaban caracteristicas
similares a las células troncales neuronales (NSC), proponiendo que una NSC
anormal podria contribuir al crecimiento de los tumores gliales cerebrales
humanos (Ilgnatova TN 2002 ). En otro estudio, utilizando muestras derivadas de
tumores de mama, una poblacion celular inmunofenotipicamente CD44/CD24
’aioy| inaje”, experimentd un proceso de autorrenovacion, diferenciacion al igual
que las células troncales normales y a su vez presentaban caracteristicas
proliferativas y tumorigénicas. En éste estudio, demostraron que éstas células
lograban recapitular la enfermedad en ratones inmunosuprimidos y se mantuvo la
capacidad de formacion de tumores al realizar trasplantes seriados (Al-Hajj M
2003).

El estudio de las CTCs ha ido en aumento por lo que la aplicacion de
metodologias correctas para su aislamiento y enriquecimiento (aumento en el
porcentaje de éstas células), se han vuelto muy importantes (Duan JJ 2013).

La citometria de flujo, es un método excelente donde a través del uso de
anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos tanto de membrana como
intracelulares han permitido caracterizar a las células troncales normales y
cancerosas. Otra ventaja de ésta metodologia, es permitir aislar pequefias
poblaciones de una manera eficaz y rapida (Stewart C 2000; Greve B 2012).
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Otra metodologia para obtener un enriquecimiento de células troncales en
comparacion a cultivos en monocapa, es la formacion de cultivos en esferas.
Estos cultivos consisten en cultivar células en condiciones no adherentes con
factores de crecimiento especificos para permitir que las células troncales
proliferen. El mismo ha sido un buen sistema para evaluar las caracteristicas
relacionadas con CTCs de tumores solidos in vitro (Ishiguro T 2017).

Un estudio en diferentes tumores cerebrales, demostraron la presencia de células
troncales cancerosas a través de la formacién de neuroesferas. Se comprobd que
s6lo una pequena poblacién tenia la capacidad de autorrenovarse, asi como una
alta capacidad de proliferacién y expresaban el marcador CD133 (Singh KS
2003).

El uso de éstos cultivos también sirvieron para el estudio de otros tumores sélidos
como mama, prostata, colon, pulmén (Ponti D 2005; Collins AT 2005; Ricci-
Vitiani L 2007; Eramo A 2008).

Los sistemas animales siguen siendo el enfoque mas confiable para evaluar el
potencial tumorigénico de las células en cultivo (Petricciani JC 1974). El ensayo
de trasplante de tumor en serie es el "estandar de oro" actual para identificar
CTCs, porque puede evaluar la autorrenovacion. El ensayo de dilucidén limitante
(un numero de células bajo) se puede usar en combinacién con trasplantes en
serie para evaluar las propiedades de las CTCs en una poblacion de células
tumorales con posibles marcadores positivos de troncalidad (Rycaj K 2015). Estos
ensayos han demostrado la existencia de CTCs en canceres humanos que
incluyen leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), cancer
de mama, glioblastoma, cancer colorrectal y otros (Lapidot T 1994; Kreso A
2014).

Por la gran utilidad de éstas tres metodologias, se aplicaron las mismas en el
presente trabajo.

1.2.3 Marcadores de células troncales cancerosas

Se ha tratado de aislar células troncales normales y cancerosas a través de la
expresion de varios marcadores, especificamente la identificacion de poblaciones
positivas para la integrina CD49f y una proteina del citoesqueleto como
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citoqueratina 17 (CK17) han sido propuestos como marcadores para aislar a ésta
subpoblacion.

Las integrinas estan dividas en dos familias, la a (alfa) y B (beta) que al unirse
pueden forman al menos 26 receptores heterodimeros.

CDA49f también conocida como alfa 6 integrina, pertenece a las integrinas de la
familia alfa y se encuentra en la membrana celular. Las integrinas son receptores
transmembranales heterodimeros, cuya funcion es la de intervenir en las uniones
de las células con la matriz extracelular, las uniones célula-célula como también
juegan un papel importante en la migracion y diferenciacion celular (Watt FM
2002).

Se ha comprobado, que células con una alta expresion de CD49f poseen
caracteristicas de troncalidad. Segun una investigacion, se propuso a CD49f como
un marcador de células troncales de glioblastoma, ya que al aislarlas en conjunto
con otros marcadores de troncalidad presentaron tanto in vitro como in vivo
capacidad de autorrenovacién, formacidon de tumores y alta capacidad
tumorigénica en comparacion directa con su contraparte que expresaba poca
cantidad del mismo y no cumplia con la definicion funcional de células troncales de
glioblastoma (Lathia DJ 2010).

Al usar queratinocitos primarios humanos con caracteristicas de troncalidad, se
desmotrd presentaban un alta expresion de CD49f con capacidad de formacion
colonias y un alto grado de proliferacion (Webb A 2004).

Asimismo, se ha estudiado la presencia de células con caracteristicas de
troncalidad utilizando el método de formacién de esferas usando cuatro lineas
celulares derivadas de cancer cérvico uterino (HelLa, SiHa, CaSki y C-4l). El
analisis de expresion diferencial de estas células y su contraparte (crecidas de
forma tradicional en monocapa), mostr6 la expresibn de marcadores
caracteristicos de células troncales como CDA49f, el cual se correlaciona con
marcadores de transicion epitelio mesénquima como vimentina ademas de poseer
propiedades de radioresistencia (Lopez J 2012; Ortiz E 2016).

En lineas celulares de cancer de colon (HT29,Caco2) reevaluaron los marcadores
de troncalidad aislando las células que expresaban CD133, CD44 en conjunto con
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CD49f y las inyectaron a ratones inmunosuprimidos. Con esto demostraron, que
las lineas celulares de cancer de colon que expresaban simultaneamente CD133,
CD44 y CDA49f, tenian la capacidad de ser tumorigénicas en comparacion de las
que solo expresaban CD133 y CD44, por lo cual CD49f se volvié un importante
marcador para aislar células cancerigenas con caracteristicas de troncalidad
(Naotsugu H 2013).

Por todo esto, se sugiere a CD49f como un marcador transmembranal para
identificar células troncales cancerosas, ya que las células inmunofenotipicamente
positivas para el mismo demuestran tener propiedades de autorrenovacion y alta
capacidad tumorigénica en comparacién a su contraparte CD49f°"" (Bigoni GD
2018)(Fig 5).
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Figura 5.- Modelo esquematico que correlaciona la expresion de ITGA6 (CD49f) con la
capacidad troncal y tumorigénica de las células. ITGA6 (CD49f) es altamente expresado en
células troncales somaticas y cancerosas lo que permite su aislamiento basado en altos niveles de
expresion de CD49f. En un entorno tumoral, los niveles altos de CD49f a menudo se asocian con
un aumento de la capacidad tumorigénica y de autorrenovacion. Por el contrario, la ausencia de
CDA49f en células cancerosas se asocia con una incapacidad para inducir la formacion de tumores
(modificado de Bigoni 2018).
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Tan solo un marcador no es suficiente para aislar a la poblacién troncal, es
necesario identificar otros marcadores que se expresen en las capas basales del
epitelio glandular del cérvix donde se presume se encuentren las células troncales.
Las citoqueratinas, son proteinas que forman parte de las células epiteliales,
mantienen la integridad celular y su expresion depende del grado de diferenciacion
que vaya adquiriendo la poblacién celular. Hay citoqueratinas que se expresan en
las capas basales como la CK17, CK14, y a través de inmunohistoquimica, se
detectd la expresidon de CK17 en las células de reserva cervicales donde se
presume se encuentra la poblacién de células troncales (Smedts F 1992).
También se demostro, que las células de la capa basal y células indiferenciadas
en epitelio cervical precanceroso expresaban CK17 (Martens JE 2004).

En muestras de cervix tanto normales como de lesiones intraepiteliales y en lineas
celulares derivadas de cancer cervicouterino, se propuso a CK17 como un
marcador para identificar células troncales cancerosas de cervix (CTCC) en
condiciones selectivas de células troncales particularmente en la formacion de
cultivos en esferas (Feng D 2009; Ortiz E 2016).

Asimismo, para la identificacion de CTCC, se ha realizado el analisis de NANOG,
OCT4, SOX2 Y KLF4, factores de transcripcion involucrados en el circuito de
mantenimiento de la pluripotencia (capacidad de una célula troncal para
diferenciarse en cualquiera de las tres capas germinales ectodermo, mesodermo y
endodermo), como la autorrenovacion en células embrionarias y que regulan tanto

la expresion de los otros factores como de ellos mismo (Fig 6).
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Figura 6.- Red reguladora transcripcional. Los 4 factores de transcripcion se autorregulan y son
los responsables en mantener la pluripotencia en células embrionarias. Las flechas indican su

manera de regulacion transcripcional (modificado de Kim J 2008).

NANOG pertenece a la familia de homeoproteinas, denominadas asi, por poseer
la caracteristica de presentar un homeodominio, que es un dominio de unién al
ADN. Tiene una funcidn esencial en la proliferacion, autorrenovacion vy
pluripotencia de las células troncales embrionarias y se ha demostrado que su
sobreexpresion por si sola es capaz de mantener las caracteristicas antes
mencionadas y evitar la diferenciacion de las células troncales embrionarias bajo
condiciones de cultivo que inducen la diferenciacion (Chambers | 2003; Mitsui K
2003). En una linea celular derivada de cancer prostatico (Du145) y de cancer de
mama (MCF7), la sobreexpresion de NANOG promovi¢ caracteristicas de CTC, el
aumento del crecimiento clonal y la capacidad de regeneracion de los tumores in
vivo (Collene RJ 2011).

Utilizando la linea celular SiHa derivada de cancer cervicouterino, se demostro
que NANOG participa en el desarrollo tumoral tanto in vitro como in vivo,
sugiriéendolo como un marcador de progresion del cancer cervicouterino (Gu TT
2012).

OCT4 (factor de transcripcion 4 de union a octamero) o también denominado
como POUSF1 por presentar un dominio POU, de clase 5 y factor de transcripcion
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1, pertenece a la familia POU y es un gen regulador clave que mantiene las
propiedades tanto de pluripotencia como la autorrenovacion de las células
troncales embrionarias.

Se comprobd que OCT4 esta aumentado en carcinomas cervicales e invasivos en
comparacion con tejido normal cervical. Asimismo, la sobreexpresion del mismo
en dos lineas celulares derivadas de CaCu potencio la propiedad de formacion de
tumores in vivo. De acuerdo a éste estudio, se sugiere que la expresion de OCT4
esté involucrado en el desarrollo y progresién de éste tipo de cancer (Wang YD
2013).

SOX 2 es un miembro de la familia SRY (region Y sexo determinante) HMG-box.
Contienen un dominio caracteristico denominado grupo de alta movilidad que se
une al ADN de una manera especifica. Siendo un factor de transcripcion como
NANOG y OCT4, es también esencial en el mantenimiento de la autorrenovacion y
pluripotencia de las células troncales embrionarias.

Se ha observado que SOX2 esta sobreexpresado en cancer de pulmon de células
escamosas humanas y al usar un modelo de ratén sobreexpresando éste factor,
se comprobo6 que el mismo conduce a hiperplasia distal y produce cancer (Lu Y
2010).

KLF4 es un miembro de la familia de factores de transcripcion denominados
Kruppel (KLF). Es un factor de transcripcion de tipo 4 que contiene dedos de zinc,
los cuales le permiten regular la proliferacién, la diferenciacion, el desarrollo y la
muerte celular programada. Como los factores de transcripcion mencionados
anteriormente, KLF4 es también esencial para la autorrenovacién de las células
troncales embrionarias (Li Y 2005).

Se ha encontrado estos factores expresados en tumores malignos humanos,
siendo relevantes para la tumorigenicidad y autorrenovacion de células troncales
cancerosas (Sarkar A 2013; Amini S 2014).

Es por eso que al analizar la presencia de éstos factores en nuestros cultivos,
contribuiran mas aun en la identificacion de nuestra poblacién de CTCCs.

En la actualidad, la recidiva tumoral y la resistencia a los tratamientos
tumorigénicos por parte del cancer, sugieren es debido a la presencia de CTCs
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(Gupta PB 2009; Schulenburg A 2015). Estas células, demuestran ser quiomio-
resistentes porque logran expulsar farmacos de una manera mas eficiente. La
activacion de los transportadores ABC, es un mecanismo que emplean la CTCs
para la expulsion de sustancias y éstas se encuentran sobreexpresados en las
mismas. La proteina ALDH1, miembro de la superfamilia de enzimas dependiente
de NADP®, es otro mecanismo conocido involucrado en la desintoxicaciéon y
autodefensa de los CTCs. La ALDH1 funciona al catalizar la conversion de los
aldehidos en acidos carboxilicos, que se acumulan como resultado de la
quimioterapia, la radiacion u otras fuentes de estrés oxidativo. A través de estos
mecanismos, las CTCs establecen resistencia contra los agentes
quimioterapéuticos y otras terapias dirigidas por via molecular (Cojoc M 2015; Lv
X 2016). Todo esto, nos destaca la importancia de considerar como blanco a ésta
subpoblacion tumoral para la busqueda de agentes terapéuticos, ya que los
farmacos actuales, afectan solo las células cancerosas en general (Fig 7).

Recidiva tumoral

Farmacos que eliminan las células ’ —_—
tumorales pero no las CTCs

Pierde la capacidad de

formar nuevas células {.; %E?

Figura 7.- Tratamientos actuales contra el cancer. Los farmacos eliminan las células del tumor

Farmacos o compuestos que
eliminen las CTCs

pero no afectan a las CTCs por lo que permanecen en los tejidos y al pasar el tiempo se puede
tener una recidiva tumoral. Al utilizar compuestos o farmacos que tengan como blanco a las CTCs,

se perderia la capacidad de formar nuevas células cancerosas por lo que se eliminaria el tumor.
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1.3 Yodo molecular (I2)

El yodo es un elemento quimico que se obtiene a partir de los yoduros I,
presentes en el agua de mar y en las algas. Es fundamental para la funcion de la
glandula tiroides ya que sin ella no se podrian producir hormonas tiroideas. La
captacion de yodo en los tirocitos es un proceso especifico a través de una
proteina que se encuentra en la membrana plasmatica denominada
cotransportador de sodio-yoduro (NIS, Na'/I" symporter). ElI NIS transporta de
forma activa yodo junto con 2 atomos de sodio al interior de la célula por la
membrana basolateral, siendo la fuerza impulsora para el proceso, el gradiente de
Na dirigido hacia el interior generado por la Na-K-ATPasa. La enzima
tiroperoxidasa (TPO) que se encuentra en la membrana apical, actua sobre el
yodo la cual lo oxida, posteriormente es incorporado a los residuos de tirosina de
la tiroglobulina (Tg) y finalmente cataliza el acoplamiento de 2 residuos de tirosina
yodados que seran posteriormente las hormonas tiroideas y este proceso se lo
conoce como organificacion del yodo (De La Vieja A 2000; Riesco EG 2008).

Las comunidades asiaticas tienen como un importante componente dietético el
consumo de algas marinas, siendo éstas una fuente rica de yodo en varias formas
quimicas, entre ellas el yodo molecular (l2). La ingesta elevada de yodo en estas
comunidades (25 veces mas en promedio), en comparacion con otros paises
como Estados Unidos e Inglaterra, se le ha asociado a una baja incidencia de
cancer mamario y prostatico (Cann AS 2000). No se conoce exactamente la
manera de internalizacion del |2 a la célula, pero se sugiere su paso a través de un
sistema de difusion facilitada dependiente de sintesis de proteinas e
independiente de NIS (Kupper FC 1998; Arroyo-Helguera O 2006).

1.3.1 Efecto del yodo molecular en células cancerosas

Desde los afos 80s se describid que dosis moderadamente altas de yodo generan
en la tiroides con bocio, la formacion de lipidos yodados con accion
antiproliferativa y/o apoptética. Los yodolipidos mas estudiados son: el derivado
del &cido araquidonico yodado conocido como 6-yodolactona (6-IL) y el 2-
yodohexadecanol (Langer R 2003).
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El I, consiste en una molécula compuesta por dos atomos de yodo. En afos
recientes se ha demostrado su accion antiproliferativa y con efectos apoptaticos
en varias lineas celulares cancerosas a través de la yodolactonizacion o formacion
de lipidos yodados (Rosner H 2009; Vitale M 2000; Arroyo-Helguera O 2008).

La yodolactonizacion es una reaccion quimica que produce un anillo de lactona
mediante la adicion de oxigeno y yodo generalmente en posiciones de doble
enlace carbono=carbono de los acidos grasos insaturados. El mas abundante de
estos lipidos es el acido araquiddénico presente en las membranas celulares y
precursor de diversos mensajeros intracelulares como las prostaglandinas (Nava-
Villalba M 2014).

Se sugiere que el efecto especifico del I, sobre células cancerosas se deba a la
elevada concentracion de acido araquidonico en el tejido tumoral versus los tejidos
normales (Rillema JA 1978; Wicha MS 1979; Rolland PH 1980; Baron A 2004;
Yang P 2012)

Entre los mecanismos celulares propuestos del |, se describe un componente
rapido oxidante/antioxidante que ejerce su efecto directo mediante la disminucion
en el potencial membranal mitocondrial (Rosner H 2009) y otro que involucra la
activacion de receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS)
(Nuiez Anita RE 2011)

1.4 PPARs

Los PPARs son factores de transcripcién activados por ligando que pertenecen a
una superfamilia de receptores nucleares que incluyen receptores para esteroides,
hormonas tiroideas, acido retinoico X y vitamina D.

El mecanismo de accién de los PPARs es muy similar a otros miembros de
receptores nucleares. El receptor se une a su ligando, forma un heterodimero con
el receptor retinoide X (RXR) y como un complejo se trasloca al nucleo. Una vez
en el nucleo, estos heterodimeros se unen a regiones especificas de DNA
llamadas elementos de respuesta de proliferadores de peroxisomas (PPRE) que
se encuentran dentro de regiones del promotor del gen (Mansure JJ 2009).

Estos receptores, originalmente descritos como reguladores del metabolismo de
lipidos también juegan un papel importante en la proliferacion celular,
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diferenciacion y apoptosis en la mayoria de las células tanto normales como
cancerosas (Michalik L 2004).

Se han identificado tres isoformas de PPARs los cuales son codificados por
diferentes genes, la isoforma alfa, la isoforma beta/delta y la isoforma gamma.

La isoforma alfa es un regulador del metabolismo de los lipidos en el higado; es
activado bajo condiciones de privacion de energia y necesario para el proceso de
la cetogénesis (Kersten S 1999).

La isoforma beta esta involucrada esencialmente en la diferenciacion de los
queratinocitos y tiene un efecto antiinflamatorio (Schmuth M 2004).

La isoforma gamma juega un rol importante en la diferenciacion de los adipocitos
y en la modulacion de la sensibilidad de las células hacia la insulina (Hamm JK
1999).

La multiplicidad de funciones de los PPARs ha generado una serie de reportes en
principio contradictorios: en algunos estudios la activacion de los mismos esta
relacionado con la carcinogénesis en donde la expresion de la isoforma alfa esta
relacionada con la formacioén de hepatocarcinomas en ratones (Corton JC 2000).
Por el contrario, en estudios en canceres humanos de préstata, mama y
adenocarcinoma endometrial, la expresion de la isoforma beta esta directamente
asociada con estados patoldgicos avanzados de los tumores y con un mayor
riesgo de recidiva tumoral o metastasis a distancia (Abdollahi A 2007).

En estudios clinicos se ha descrito que los PPARy estan sobreexpresados en
cancer de prostata en contraste con su tejido normal pero que su activacion con
agonistas sintéticos genera la inhibicion del crecimiento celular tumoral (Segawa Y
2002).

En lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231, BT474 y T47D,
ligandos de PPARy como TGZ, 15d-PGJ2 e indomecatina inhiben la proliferacion
celular (Elstner E 1998).

Como se mencion6 anteriormente, uno de los mecanismos de accion del I, es a
través de la activacion de los PPARy (Nava-Villalba M 2014) (Fig. 8), por lo que
se ha propuesto el siguiente modelo:
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El yodo molecular es internalizado por difusién facilitada y se une al acido
araquidonico formando la 6-IL. Este yodolipido se une al receptor de PPARy y
junto con el receptor retinoide X (RXR) son llevados al nucleo para activar genes
que potencialmente estan involucrados en diferenciacion, antiproliferacion,

antiangiogénesis y de induccion de apoptosis

Citoplasma

Acoplamiento

‘we®

Translocacion

Unién

Proliferacion
Produccioén IP;
Activacion PLC

Arresto del ciclo celular

Desbalance ROS

-’ Quimioresistencia

Figura 8.- Mecanismo del yodo molecular. El suplemento de yodo molecular se incorpora a la
membrana de la célula mediante difusién facilitada y se une con moléculas de acido araquidénico
(AA) para generar 6-IL. Este yodolipido podria actuar a dos niveles: alcanzar directamente la
membrana de las mitocondrias y activar el mecanismo apoptético como resultado del desequilibrio
de ROS (especies reactivas de oxigeno); y/o accion indirecta, mediante el ligando 6-IL con
receptores PPAR/RXR que activan la detencion del ciclo celular, la diferenciacién y la induccion

apoptotica, y restringen la instalacion de quimioresistencia (Modificado de Nava-Villalba M 2014).
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2. HIPOTESIS

El I> reducira la expresion de proteinas involucradas en la troncalidad y
autorrenovacion de las CTCs de las lineas celulares derivadas de cancer
cervicouterino a través de la activacion de los receptores PPARy permitiendo

disminuir su capacidad tumorigénica.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del yodo molecular y receptores PPARy sobre células troncales

de cancer cervicouterino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener cultivos de células enriquecidas en marcadores propuestos como
fenotipo de células troncales de las lineas celulares SiHa y Hela.

- Evaluar la expresién de los factores de transcripcion OCT4, SOX2, NANOG y
KLF4 en cultivos de esfera y en monocapa que han sido expuestos a tratamiento
cony sin la.

- Evaluar la expresion de los marcadores CD49f y CK17 en cultivos de esferay en
monocapa que han sido expuestos a tratamiento con y sin I,.

- Evaluar la expresion del gen PPARy a nivel de proteina en cultivos de esfera y
en monocapa con y sin tratamiento con ..

- Evaluar la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 en cultivos de esfera y en
monocapa que han sido expuestos a tratamiento con y sin I,.

- Evaluar el efecto del |, sobre el comportamiento tumorigénico de los cultivos en
células enriquecidas en marcadores propuestos como fenotipo de células

troncales de la linea celular Hela.

33



4. DISENO EXPERIMENTAL

Esferay
monocapa
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Figura 9.- Disefio experimental. Se evaluaron los niveles proteicos de CD49f, CK17, Oct4, Sox2,
Nanog, Klif4 con y sin tratamiento con I, en cultivos de monocapa y esfera de las lineas celulares
HelLa y SiHa. Se evalué el nivel de expresion de PPARy con y sin tratamiento en cultivos de
monocapa y esfera de HelLa. Se medio la expresiéon de los genes PTEN, E6 y E7 en cultivos de
monocapa y esfera de HelLa. Se realizaron ensayos in vivo inyectando cervoesferas tratadas y no

tratadas con I, en ratones NOD/SCID. Las fotos son imagenes representativas.
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5. MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular en monocapa

Las lineas celulares humanas derivadas de cancer cervicouterino HeLa (ATCC@-
CRM-CCL-2 T, adenocarcinoma, HPV-18) y SiHa (ATCC@-HTB-35, carcinoma de
células escamosas, HPV-16), se obtuvieron de ATCC (Coleccién Americana de
Cultivos, Manassas, VA, USA). Se sembraron células de cultivo en monocapa
(500.000 células) en placas de cultivo celular de 100 mm (Corning, Inc., Corning,
NY, EE. UU.) en 7 ml de medio, se cultivaron a 37°C en una atmodsfera
humidificada con 5% de CO, en medio DMEM (Gibco®) suplementado con un
10% de suero bovino fetal (Gibco®) y 100 U/mL de penicilina / estreptomicina
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.).

Cultivo celular en esferas

Para la formacion de cervoesferas derivadas de las lineas celulares HelLa y SiHa,
los cultivos celulares en monocapa se cultivaron hasta un 70-80% de confluencia y
luego se cosecharon, se contaron y se lavaron con solucién tampon de fosfato
(PBS) para eliminar el resto de suero fetal bovino (SFB). Después de eso, las
células se cultivaron en medio DMEM F12 (Gibco®) suplementado con un factor
de crecimiento epidermal a una concentracion de 20 ng/mL (BioLegend Inc., San
Diego, CA, EE. UU.), un factor de crecimiento basico de fibroblastos a una
concentracion de 20 ng/mL (BioLegend Inc., San Diego, CA, EE. UU.), 10 pI/mL de
B27 (50X, Gibco®) y 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE. UU.), a una densidad de 3x10® células/ml en platos de ultra baja
adherencia de 100 mm (Corning, Inc., Corning, NY, EE. UU.). Las células se
cultivaron a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO, durante 3 dias y

la formacion de las cervoesferas se controld diariamente.

Viabilidad celular

5000 ceélulas por pozo fueron sembradas en una placa de 96 pozos y se incubaron
por 24 h a 37° C, en una atmosfera al 5% de CO, (aproximadamente 70% de
confluencia). Luego se realizaron los tratamiento con I, por 24 h y al termino del
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tiempo se realizaron los ensayos de viabilidad utilizando el kit de viabilidad
OZBLUE (OZ Biosciences, San Diego, USA). Después de 24 h de incubacién con
l2, se adicioné directamente a los pozos un volumen del colorante
correspondiente al 10% del total del medio de cultivo en cada pozo. Luego se
incub6é por 2 horas y media a 37°C en una atmosfera al 5% de CO; para
posteriormente leer la absorbancia en una longitud de onda de 570 nm en un
espectrofotometro. La sefal fluorescente/colorimétrica emitida es directamente

proporcional al numero de células vivas.

Tratamientos de yodo molecular

El I, se diluyé previamente en medio de cultivo y luego se agrego a las células.
Después de realizar una curva-dosis respuesta, los cultivos de monocapas y
esferas de las lineas celulares SiHa y HelLa se trataron a una concentracion de
200 puM de Iz durante 24 h. Los cultivos de esfera y monocapa fueron tratadas a
los dos dias de crecimiento, luego de las 24 h con Iz, los cultivos fueron
recolectados y procesados para las pruebas correspondientes.

Western Blot

Las proteinas totales de la monocapa de Hela (confluencia 70-80%) y las
cervoesferas tratadas o no tratadas con 200 uM de |, durante 24 h se extrajeron
con tampdén RIPA (150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% desoxicolato, 0,1%
sodio dodecil sulfato [SDS] y Tris HCI 50 mM, pH 8,0) complementado con un
coctel completo de inhibidores de proteasa sin EDTA (Roche, EE. UU.) e incubado
en hielo durante 20 min. Las concentraciones de proteina se midieron utilizando el
meétodo de Bradford (Bio-Rad, EE. UU.). Las muestras que contenian 70 mg de
proteina se hirvieron en SDS que contenia una muestra tampon (SDS al 10%,
glicerol al 20%, Tris-Cl 20 mM, pH 6,8, B-mercaptoetanol 10 mM y azul de
bromofenol al 0,05%), separadas por electroforesis en gel de acrilamida (SDS-
PAGE) y transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se
bloquearon con leche al 5% en TBS que contenia Tween-20 al 0,1% durante 1

hora y se incubaron con la dilucion de anticuerpo apropiada. El anticuerpo PPARy
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(sc-7196, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, EE. UU.) se utilizé a una
dilucion de 1:1000 y el anticuerpo GAPDH (sc-48167, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TX, EE. UU.) ) se us6 a una dilucién de 1:10000. Los anticuerpos
primarios se incubaron durante 12 h a 4°C en agitacién suave.

Al término de la incubacion, se realizaron tres lavados con TBS/Tween-20 (Tris
HCI 10mM, pH 7.5, NaCl 0.5 M, Tween al 0.05%). Cada lavado tuvo una duracion
de 10 minutos en agitacion moderada.

Al término de los lavados, las membranas fueron incubadas con los siguientes
anticuerpos secundarios conjugados con HRP a una dilucion de 1:10000 anti-
conejo (sc-2313, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, EE. UU.) y el anti-
cabra (sc-2020, Santa Cruz Biotechnology , Inc., Dallas, TX, EE. UU.) se uso a
una dilucion de 1:20000. La incubacion con los anticuerpos secundarios fue de 2 h
a temperatura ambiente con agitacion suave. Al término de la incubacién, se
realizaron dos lavados con TBS/Tween 20 y un lavado con TBS 1X. Cada lavado
fue de 10 min en agitacion moderada.

Las proteinas se visualizaron a través de una reaccion de quimioluminiscencia
utilizando el sustrato quimioluminiscente Super Signals West Pico (Thermo Fisher
Scientific Inc., Pierce Protein Research Products, Rockford, IL, EE. UU.). La
densitometria se realizé con el software Imaged (version 1.41, National Institutes
of Health, Bethesda, MD, EE. UU.) y la quimioluminiscencia se normalizé a nivel
de la proteina GAPDH.

Extraccion del ARN total, cuantificacion del ARNm mediante PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-gPCR)

La extraccion del ARN de las monocapas de HelLa (confluencia 70-80%) y
cervoesferas tratadas o no tratadas con 200 uM de |, durante 24 h se realizd
utilizando Trizol (Invitrogen, Cat. No. 15596026), el ARN extraido se tratd con
DNasel (ThermoFisher Cat. No. EN0521) y se purifico utilizando el kit Direct-zol
TM, RNA MicroPrep (Zymo Research, Cat. No. R2060). EI ARN purificado se
cuantifico utilizando un sistema de espectrofotometria Epoch TM y se sometid a

retro-transcripcion con 2000 ng de ARN con el sistema de sintesis de primera
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hebra SuperScriptTM IV (Invitrogen, n.° de cat. 18091050) para obtener un ADNc.
Mediante PCR en tiempo real, se evalué el cDNA para determinar los niveles de
expresion de PPARYy (F-PPARy: TCT CTC CGT AAT GGA AGA CC y R-PPARy:
GCA TTA TGA GAC ATC CCC AC), PTEN (F -PTEN: GAT GAG GCA TTA TCC
TGT ACA CAy R-PTEN: CTC TTC AGA TAC TCT TGT GCT GT) E6 (F-E6: GCG
ACC CTA CAA GCT ACC TGy R-E6: GTT GGA GTC GTT CCT GTC GT ) y los
genes E7 (F-E7: TGA AAT TCC GGT TGA CCT TC y R-E7: CAC GGA CAC ACA
AAG GAC AG). Se usaron los oligo-nucleétidos para el gen GAPDH (F-GAPDH:
AAG GTC GGA GTC AAC GGA TTT G y R-GAPDH: CCA TGG GTG GAA TCA
TAT TGG AA) como control. Se colocaron 100 ng de cDNA, 12.5 pyL de la mezcla
maestra Maxima SYBR y 10 pmol de cada oligonucle6tido en un volumen total de
25 uL y se llevo a cabo la PCR en tiempo real. Las condiciones de reaccion fueron
95°C durante 10 min para la desnaturalizacion inicial, 40 ciclos de 95°C durante 15
s, 60°C durante 30 s y 72°C durante 30 s para la desnaturalizacion, alineacion y
extension, respectivamente. La reaccion se realizé en el equipo QIA-GEN Rotor-
Gene Q. Los niveles de expresion de los ARNm se determinaron a partir del ciclo
umbral (Ct), y los niveles de expresion relativos se calcularon utilizando el método
22 Para la cuantificacion de ARNm, los valores de Ct se normalizaron a la
expresion del nivel del ARNm de GAPDH.

Analisis de marcadores por citometria de flujo

Las monocapas y las cervoesferas tratadas o no tratadas con 200 uM de I,
durante 24 h se recogieron por separado y se colocaron en tubos donde
permanecieron durante 15 min. Después de ese tiempo, se eliminé el
sobrenadante y las células del fondo se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron a
500 g (r=11 cm) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se elimind el
sobrenadante y las células se resuspendieron en tampon de flujo (PBS 1X, BSA al
0,05%) y se disgregaron mediante pipeteo mecanico. Antes de la incubacion con
los anticuerpos anti-CK17, anti-OCT-4, anti-SOX2, anti-NANOG vy anti-KLF4, las
células fueron permeabilizadas mediante incubacién con metanol durante 15

minutos en hielo. Luego, las células se lavaron y se incubaron con los anticuerpos
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primarios correspondientes. Para cada anticuerpo primario, se incubaron 5x10°
células con anti-CD49f-PE (Clona GoH3: 555736 ,BD Bioscience, CA, EE. UU.),
anti-CK17 Clona:(Q-09) sc-100930, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX,
EE. UU.), Anti-OCT-4-AlexaFluor488 Clona:3A2A20, anti-SOX2-AlexaFluor488
Clona: 14A6A34 (ambos BioLegend Inc., San Diego, CA, EE. UU.), Anti-NANOG-
PE (Clona:N31-355 BD Bioscience, CA, EE. UU.), anti-KLF4-APC (Clona:IC3640A
R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, EE. UU.) durante 30 minutos en hielo.
Después de ese tiempo, las células se lavaron con 300 ul de tampon de flujo y se
centrifugaron a 500 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células
incubadas para anti-CK17, después del tiempo transcurrido, se lavaron y se
incubaron con anticuerpo secundario acoplado a FITC durante 30 minutos en
hielo. Al final de la incubacién, las células se lavaron nuevamente con tampdn de
flujo, se centrifugaron y se elimin6 el sobrenadante. Todas las células se lavaron y
se fijaron con P-formaldehido al 4% en PBS 1X. Cada marcador también se
incubd con controles de isotipo en las mismas condiciones de los anticuerpos
primarios. Las células tefidas se leyeron en el equipo ATTUNE NXT (Thermo
Fisher Scientific Inc). Se registraron al menos diez mil eventos para cada
medicion. El software FlowJo® fue utilizado para el analisis de los datos.

Ensayos tumorigénicos in vivo

Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion y Bioética del Instituto
Nacional de Cancerologia [Prot. No. 018/012/I1Bl) (CEI/1096/17), de fecha
03.02.2018].

Ratones hembras NOD/SCID (Diabéticos no obesos/Inmunodeficiencia combinada
grave), fueron usados para probar la capacidad tumorigénica de las cervoesferas
tratadas y no tratados con l,. Los animales tenian entre 4 y 6 semanas de edad,
pesaban entre 21 y 25 gramos y se obtuvieron de la Unidad de Modelos Biologicos
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Después de la aclimatacion en
el bioterio del Instituto Nacional de Cancerologia, fueron designados
aleatoriamente para los grupos experimentales. Los ratones fueron
xenotransplantados por via subcutanea con células de monocapa de HelLa y
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células de las cervoesferas de Hela tratadas y no tratadas con 200 pM de I;
durante 24 h en diferentes cantidades utilizando seis ratones por grupo. A lo largo
del experimento, los ratones vivieron en una habitacibn con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h/12 h, a una temperatura de 27 ° C, 60% de humedad relativa
y tuvieron acceso libre a comida y agua. Los ratones fueron monitoreados durante
al menos 2 meses. El manejo y la ejecucion de los procedimientos experimentales
en ratones se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices locales e
internacionales, como la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999
(Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio), el cédigo de ética de IIB-UNAM vy otras directrices internacionales.
Para los tumores subcutaneos en ratones, el tamafio maximo permitido es de 2 cm
de diametro. El crecimiento del tumor se controld tres veces a la semana durante 8
semanas. Al final de las 8 semanas, los ratones fueron sacrificados en una camara
de CO2 comprimido. Después de eso, los tumores se extrajeron a través de un
corte hecho en la piel y se midieron, se pesaron y se documentaron por foto. Cada
tumor se midi6 con una regla de vernier y el volumen del tumor se calcul6
utilizando la formula de Attia-Weiss "Volumen del tumor = (0.4) (a) (b*2)", donde
"a" es el diametro mas grande y "b" el diametro mas pequefio de cada tumor.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism (v 6.0; GraphPad
Software, Inc., CA, EE. UU.). Se realiz6 ANOVA de una o dos vias para
determinar la importancia de las diferencias entre los grupos. Los datos se
expresan como media + desviacion estandar (DE), y los valores con P <0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.

40



6. RESULTADOS

El I, interfiere con la viabilidad de los cultivos en monocapa pero no lo hace
en la esfera de las lineas celulares HeLa y SiHa y en la formacion de
cervoesferas.

Se llevdé a cabo una curva dosis-respuesta (100 yM, 200 yM, 400 uM) de I,
durante 24 horas para evaluar la viabilidad celular en condiciones de cultivo
adherente (monocapa) de células HeLa y SiHa (Fig. 10A). Las concentraciones
utilizadas anteriormente, fueron tomadas en referencia a estudios realizados en
otras lineas celulares derivadas de cancer (Arroyo-Helguera O 2006; Langer R
2003; Nava-Villalba 2014; Nufez-Anita RE 2009; Rosner H 2009). Las células
HelLa fueron ligeramente mas resistentes que SiHa a 100 uM de I, y el efecto
antiproliferativo de I, mostré una dosis-respuesta sostenida en ambos tipos de
células. Para evaluar un posible efecto de I, en las células CTCs, dado que a una
concentracion de 400 yM de |, mostraron una alta citotoxicidad, se seleccion¢ la
concentracion de 200 pyM de |, para los siguientes experimentos. Un suplemento
de 200 uM de |, por 24 horas, interfiri6 con la formacion de las cervoesferas de
Hela, observandose que las tratadas eran mas pequefas, con conformacién
irregular en comparacién con las cervoesferas no tratadas (Fig. 10B), sin embargo,
la viabilidad celular no se vio afectada (Fig. 10C).
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Figura 10.- Efecto de |, sobre las células HeLa y SiHa e inhibicion de la formacién de las
cervoesferas de HelLa. (A) Ensayo de viabilidad de cultivos en monocapa de células HeLa y SiHa
de 72 horas tratadas con 100, 200 y 400 uM (I,) y agua desionizada (control) durante 24 horas. (B)
Cervoesferas de Hela sin tratamiento (izquierda) y tratadas con 200 uM (l;) durante 24 horas
(derecha). (C) Ensayo de viabilidad de cervoesferas de Hela sin tratamiento y tratadas con 200 uyM
(I2) durante 24 horas. Los datos se expresan como media + DE (n= 3 ensayos independientes) y
los datos fueron analizados por andlisis de varianza ANOVA de una via y las diferencias entre
medias fueron evaluados con una prueba post-hoc. (Dunnett). El asterisco indica una diferencia

significativa con respecto al control (* P <0,05, *** P <0,001).
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La expresion de CD49f en las cervoesferas de HelLa y los cultivos en
monocapa y cervoesferas de SiHa son inhibidas por el I,.

La proteina CD49f se evalu6 en condiciones no adherentes (cervoesferas) durante
7 dias (datos no mostrados). Al tercer dia, se encontrd el nivel de expresion mas
alto de la proteina CD49f, lo que nos podia sugerir una mayor proporcion de
células con caracteristicas de troncalidad. La monocapa y las cervoesferas fueron
tratadas al segundo dia con 200 yM de |, o agua desionizada (control) durante 24
horas y posteriormente analizadas. El |, fue eficaz en reducir la expresion de
CDA49f en las cervoesferas de HelLa y SiHa y sus respectivas monocapas aunque
como la expresion de CD49f en la monocapa de HelLa fue muy baja, los
tratamientos con yodo molecular disminuyeron su expresiéon pero no a niveles

significativos (Fig. 11).

43



A Monocapa B C
100 !'. 100 2000,
S %7 ) g % 15001
= 1 aip = ] =
g 601 i g 60
3 iy 3 10001
D 2w it g 40 2
m TSR = 20 500, ”
0 "’H T I‘\' T LA o 0 ' T T 9 ’—_I_—‘ T [;] T ’—_I_—‘
010> 10° 10* 10° 10° -t L §
CD49f
> Monocapa Esfera
URF
p Monocapa E Esfera F
100{ wof{ 15000,
L ] ',‘ Im
ol g1 70 10000,
omm 3 404 | , 3 401 ! "
Ll 1 0 L 1 1 |
N = i = 1 5000 ﬁ . e
P IS <A N— P A I N 0 wes [;1
010> 10 10* 10° 010> 10® 10* 10° -+ S "
CD49f CD49f
> Monocapa Esfera
URF

Figura 11. CD49f se reduce por los tratamiento con I, en monocapas y esferas de HeLa y
SiHa. Los cultivos en monocapas de células HelLa y SiHa se trataron con 200 uM (l;) durante 24
horas (linea gris), sin tratamiento (linea negra), isotipo (linea entrecortada) (A y D). Los cultivos en
esferas de células HelLa y SiHa se trataron con 200 uyM de (I;) durante 24 horas (linea gris), sin
tratamiento (linea negra), isotipo (linea entrecortada) (B y E). CD49f se analiz6 mediante citometria
de flujo (A, B, D, E). Los datos se expresan como media + DE (n= 3 ensayos independientes) y los
datos fueron analizados por analisis de varianza ANOVA de dos vias. El asterisco indica una

diferencia significativa con respecto al control (** P <0,01, *** P <0,001) (C y F).
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El I reduce significativamente la expresion de CK17 en cultivos de
monocapa y cervoesfera de HeLa y SiHa.

CK17 es un marcador esencial para la identificacion CTCC. Al igual que el ensayo
anterior, las cervoesferas de HelLa y SiHa y las células en monocapa se trataron el
segundo dia con 200 uM de I, o agua desionizada (control) durante 24 horas. El
analisis de citometria, mostré que |, era capaz de disminuir los niveles de la
proteina CK17 en las células HeLa y SiHa en condiciones de monocapa y

cervoesfera (Fig. 12).
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Figura 12. CK17 se reduce mediante tratamiento con I, en monocapas y esferas de HeLa y
SiHa. Los cultivos de monocapas de células HelLa y SiHa se trataron con 200 pM (l;) durante 24
horas (linea gris), sin tratamiento (linea negra), isotipo (linea entrecortada) (A y D). Los cultivos en
esferas de células HelLa y SiHa se trataron con 200 yM (l;) durante 24 horas (linea gris), sin
tratamiento (linea negra), isotipo (linea entrecortada) (B y E). CK17 se analizé6 mediante citometria
de flujo (A, B, D, E). Los datos se expresan como media + DE (n= 3 ensayos independientes) y los
datos fueron analizados por analisis de varianza ANOVA de dos vias. El asterisco indica una

diferencia significativa con respecto al control [* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (C y F)].
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Los marcadores de troncalidad OCT-4, SOX2, KLF4 y NANOG se reducen
significativamente con el tratamiento de I, solo en las cervoesferas HelLa y
SiHa.

La identificacién de marcadores de troncalidad tales como OCT-4, SOX2, KLF4 y
NANOG fueron necesarios para evaluar la troncalidad de nuestras cervoesferas.
Analizamos estos factores de transcripcion en células HelLa y SiHa cultivadas en
monocapa Yy cervoesfera en presencia o ausencia de l,. Como era de esperarse,
encontramos mas expresion de las proteinas en las cervoesferas en comparacion
con las células cultivadas en monocapa. De manera interesante, los marcadores
OCT-4, SOX2, KLF4 y NANOG disminuyeron con los tratamientos de I, tanto en
cultivos de cervoesfera como en monocapa de células HelLa (figura 13) y SiHa
(figura 14).
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Figura 13. El tratamiento con |, solo reduce significativamente OCT-4, SOX2, KLF4 y NANOG
en células HelLa cultivadas como esferas. Los cultivos en monocapas de células HelLa se
trataron con 200 uM (I) durante 24 horas (linea gris), sin tratamiento (linea negra), isotipo (linea
entrecortada) (A, D, G, J). Los cultivos de esferas de células HelLa se trataron con 200 uM (l,)
durante 24 horas (linea gris), sin tratamiento (linea negra), isotipo (lineas entrecortadas) (B, E, H,
K). Los marcadores se analizaron mediante citometria de flujo (A, B, D, E, G, H, J, K). Los datos
se expresan como media + DE (n= 3 ensayos independientes) y los datos fueron analizados por
analisis de varianza ANOVA de dos vias. El asterisco indica una diferencia significativa con
respecto al control ( ** P <0,01, *** P <0,001) (C, F, I, L).
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Figura 14. El tratamiento con |, solo reduce significativamente OCT-4, SOX2, KLF4 y NANOG
en células SiHa cultivadas como esferas. Los cultivos en monocapas de células SiHa se trataron
con 200 pM (I;) durante 24 horas (linea gris), sin tratamiento (linea negra), isotipo (lineas
entrecortadas) (A, D, G, J). Los cultivos de esferas de células de SiHa se trataron con 200 uM (1)
durante 24 horas (linea gris), sin tratamiento (linea negra), isotipo (lineas entrecortadas) (B, E, H,
K). Los marcadores se analizaron mediante citometria de flujo (A, B, D, E, G, H, J, K). Los datos
se expresan como media + DE (n= 3 ensayos independientes) y los datos fueron analizados por
analisis de varianza ANOVA de dos vias. El asterisco indica una diferencia significativa con
respecto al control (* P <0,05, *** P <0,001) (C, F, I, L).
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La activacion de PPAR gamma esta regulada con los tratamientos de I; en
células Hela.

Se ha propuesto que el efecto antineoplasico del yodo molecular esta mediado por
la activacion de los receptores PPARYy por la 6-yodolactona, lo que a su vez causa
un aumento en estos receptores después del tratamiento. La monocapa y las
cervoesfera de células HelLa se incubaron con 200 uM de I, durante 24 horas
dando como resultado un aumento significativo en las proteinas PPAR gamma en
comparacion con sus contrapartidas no tratadas (Fig. 15A-B). Para corroborar la
activacion de PPARYy, se analiz6 la expresion de PTEN (homdlogo de fosfatasa y
tensina eliminado en el cromosoma diez), un gen conocido que es regulado por
PPARYy. La Fig. 15C muestra que las células HelLa suplementadas con |, exhiben
un aumento significativo de la expresion del gen PTEN tanto en monocapa como
en cervoesfera. Este resultado indica que el mecanismo de los efectos
antineoplasicos del yodo molecular podria ser a través de PPARYy. La Fig. 15 D-E
muestra el efecto de |, sobre la expresion de los oncogenes de HPV18 E6 y E7,
dando como resultado una reduccion de la expresion de E6 y E7 en células
cultivadas en monocapa y ningun efecto en la cervoesfera tratadas con l,. S6lo en
este analisis, si se comparo la expresion de los oncogenes entre monocapa y
esfera debido a su relacién en la autorrenovacion en CTCs como se reporta en la
literatura (Tyagi A 2016).
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Figura 15. PPARy y PTEN aumentan en las células HeLa con tratamiento de .. Los cultivos
en monocapas Yy esferas de células HelLa se trataron con 200 uM (l,) durante 24 horas y la proteina
PPARy se cuantific6 mediante Western blot y la densitometria se report6 como el cambio con
respecto al control sin tratamiento (A, B). La expresion de PTEN se analizé mediante gPCR y se la
normalizé a la expresion de GAPDH (C). La expresion de las oncoproteinas HPV18 E6 y E7 se
analizaron mediante qPCR y se normalizaron a la expresion de GAPDH (D-E). Los datos se
expresan como media + DE (n= 3 ensayos independientes) y los datos fueron analizados por
analisis de varianza ANOVA de una y dos vias. El asterisco indica una diferencia significativa con
respecto al control sin tratamiento. (* P <0.05, ** P <0.01).

50



Los tratamientos con l; disminuyen la capacidad de formacién de tumores de
las cervoesferas de HelLa

Se ha demostrado que la cervoesfera tiene mayor capacidad tumorigénica en
comparacion con su contraparte en monocapa (Ortiz-Sanchez E 2016). En este
trabajo, evaluamos el efecto de los tratamientos de |, en la capacidad de
formacion de tumor de la cervoesfera usando un ensayo in vivo. Los ratones se
inocularon con cervoesferas de Hela preincubadas durante 24 h con 200 uM de I,
0 agua desionizada (control). Cada animal fue inoculado con ambas poblaciones
en el lado izquierdo o derecho, respectivamente (Fig. 16A).

La Fig. 16B-C muestran el numero de tumores formados en los ratones como
también nos indica que las cervoesferas tratadas con |, promovieron tumores mas
pequefios por lo que, estos resultados nos sugiere un efecto antitumoral del I, en
estas células altamente tumorigénicas de cancer cervicouterino caracterizadas por
CD49f, CK17 y marcadores de troncalidad. Los tumores comenzaron a crecer a
partir de los 17 dias después de la inoculacién en los ratones y el crecimiento
tumoral se evalu6 durante 49 dias. Observamos que las cervoesferas no tratadas
formaron tumores mas grandes con un tamafio promedio maximo de 594.9 mm3
en 6/6 ratones, mientras que las cervoesferas tratadas con I, formaron tumores
mucho mas pequefios con un tamafio promedio maximo de 150.8 mm3 de la

misma manera en 6/6 ratones (Fig. 16D).
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Figura 16. Efecto de I, en el crecimiento tumoral en ratones NOD/SCID. Las cervoesferas de

HelLa se preincubaron con 200 uM de |, o agua desionizada durante 24 h. Cada animal fue
inoculado con ambas subpoblaciones en cada lado (n = 6) y las flechas indican los sitios de los

xenoinjertos (A). Tabla donde indica el numero de tumores desarrollados in vivo (B). Crecimiento

promedio del volumen tumoral a través de los dias (C). Media del volumen tumoral de las

cervoesferas tratadas y no tratadas con I, (D). Los datos se expresan como media + DE (n= 6

ensayos independientes), y el asterisco indica una diferencia significativa con respecto al control (**

P <0,01) (D).
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7. DISCUSION

El porcentaje de CTCs es muy bajo en tumores lo que dificulta su estudio (Bigoni
GD 2018). Se ha demostrado que en cultivos de esferas hay un enriquecimiento
en CTCs, por lo que son un buen sistema para evaluar caracteristicas
relacionadas con CTCs de tumores solidos in vitro (Ishiguro T 2017). Pero, segun
Blagosklonny MV 2017, este grupo de células deberia llamarse esferoides, ya
que, poseen una alta capacidad de proliferacion, autorrenovacion y pueden ser
responsables de la reaparicion del cancer después de la terapia. Muchos estudios
evaluan la biologia de la CTCs y los mecanismos que les otorgan capacidad de
quimio-resistencia. Las CTCs muestran resistencia a muchos agentes
quimioterapéuticos como el cisplatino, 5-FU y doxorrubicina. Esto se logra a través
de su alta expresién de proteinas de supervivencia, eficientes transportadores
ABC para expulsar farmacos, vias de sefalizacion que les otorgan propiedades de
resistencia y una fosforilacion activada mucho mayor de los factores de respuesta
al dafio del ADN en comparacion a la poblacion celular cancerosa (Noda T 2009;
Flahaut M 2009; Gallmeier E 2011; Madjd Z 2009). Se han utilizado varias
estrategias para inhibir todas estas propiedades, pero no han sido suficientes por
lo que la resistencia a la quimio-terapia de la CTCs requiere nuevos enfoques
dirigidos a eliminar estas células altamente tumorigénicas.

El yodo molecular se ha estudiado en varias lineas celulares de cancer en el cual
muestra su capacidad para inhibir la proliferacion, la quimio-resistencia y tener
efectos apoptoticos (Rosner H 2009; Vitale M 2000; Arroyo-Helguera 2008;
Nuiez-Anita RE 2009; Nava-Villalba M 2014; Bontempo A 2017). Sin embargo,
no hay estudios sobre su efecto en lineas celulares de cancer cervicouterino ni en
cultivos enriquecidos con CTCs. HeLa y SiHa son las lineas celulares de cancer
cervicouterino mas representativas y en este estudio, utilizamos cultivos crecidos
en condiciones no adherentes (cervoesferas) donde obtuvimos una mayor
proporcion de CTCs en comparacion con los cultivos tradicionales en monocapa,
lo que nos permitio estudiar el efecto del I, en CTCs derivadas de lineas celulares
de cancer cervicouterino. Se muestra que el tratamiento con I, disminuye la

formacion de las cervoesferas; ademas, se observa células vivas y algunas células
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muertas en estas esferas; sin embargo, no sabemos si el tratamiento con |, induce
la muerte en las CTCs.

Como paso siguiente, fue analizar el efecto del I, sobre la expresion de los
marcadores CD49f y CK17, debido a que nuestro grupo, asi como otros autores,
propusieron a estos como marcadores putativos para aislar células troncales
cancerosas de cancer cervicouterino (Lépez J 2012; Ortiz-Sanchez E 2016).
CD49f se considera un marcador de células troncales tanto normales como
cancerosas. Es el unico marcador que comparten mas de 30 poblaciones de
células troncales siendo una de sus caracteristicas principales el mantenimiento
de la autorrenovacion (Krebsbach PH 2017). También es una proteina crucial
para el crecimiento y la supervivencia de una subpoblacion de células troncales de
mama que muestran una mayor proliferacion y una mayor resistencia a los
agentes proapoptoticos (Cariati M 2008). La importancia de CD49f en el cancer
cervical se ve reforzada por su capacidad de actuar como un co-receptor para la
entrada de HPV en las células huésped (Evander M 1997; McMillan NA 1999).
CK17 es un marcador de la célula diana del VPH (la célula de reserva cervical),
que da lugar a la metaplasia y la pérdida de CK17, induce diferenciacion celular y
disminuye la tumorigénesis en los epitelios cervicales (Martens JE 2004; Feng D
2009; Regauer S 2007; Hobbs RP 2016). Observamos que las células tratadas
con l; muestran una disminucion en la expresion de las proteinas CD49f y CK17,
moléculas consideradas marcadores de fenotipo CTCs (Krebsbach PH 2017;
lkeda K 2008). Dos estudios demostraron que las células con un alta expresion de
CDA49f, tenian mayor capacidad de formacion de tumoresfera, mayor perfil de
proliferacion celular, mayor capacidad tumorigénica en ensayos in vivo en
comparacion con la poblacion que tenia una expresion baja. También
demostraron, que éstas células tenian una expresion elevada de genes conocidos
por desempenfar funciones claves tanto en la autorrenovacion de células troncales
como en la tumorigenicidad de las células cancerosas, sugiriendo a éste, como un
marcador de enriquecimiento con células troncales cancerosas en cultivos in vitro
(Meyer Mj 2010; Lathia JD 2010). Por lo tanto, suponemos que la disminucién de
la expresion de la misma en las células CD49f" causada por l,, podria tener un
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efecto importante en la biologia de las CTCs como también en su capacidad
tumorigénica. Para validar la capacidad tumorigénica de una linea celular de
cancer humano, se deben realizar xenotrasplantes en ratones inmunodeficientes;
siendo éste, un modelo utilizado para promover el crecimiento tumoral derivado
del cancer humano para el analisis de tumores malignos y la evaluacién de
farmacos antitumorales (Engel AM 2006). Como el I, mostré tener efectos
similares sobre las lineas celulares HelLa y SiHa, decidimos utilizar solamente la
linea celular HelLa para los experimentos in vivo. En los ensayos con los ratones,
utilizando cervoesferas tratadas con Iz, observamos que el tratamiento redujo el
tamano del tumor y retrasé su crecimiento. Sin embargo, dado que las células
eran aun son viables después del tratamiento, el |, podria ayudar a reducir la
capacidad tumorigénica junto con el uso de antineoplasicos convencionales como
se evidencia en el cancer de mama (Alfaro Y 2013; Bontempo 2017).

Asimismo, se observd el efecto de I, en cultivos de esferas enriquecidos con
marcadores de troncalidad como NANOG, SOX2, KLF4 y OCT-4. Se ha
demostrado que existe un aumento en la expresion de estos marcadores en los
carcinomas cervicales en comparacién con el tejido cervical normal y que su
sobreexpresion en lineas celulares derivadas de cancer cervicouterino les confiere
una mayor capacidad de proliferacion, clonogenicidad y tumorigenicidad in vitro e
in vivo, ademas de promover las caracteristicas de células troncales (Mak VC
2012; Liu XF 2014; Li SW 2015; Ding Y 2016). Curiosamente, observamos
diferentes niveles de expresion de los marcadores de troncalidad entre las
cervoesferas de HelLa y SiHa, principalmente en los niveles de proteina de KLF4 y
SOX2. Esto indica, que los mecanismos para la autorrenovacion podrian depender
de diferentes marcadores dependiendo del tipo de celula. Nuestras cervoesferas
mostraron una sobreexpresion de estos marcadores de troncalidad en
comparacion a su contraparte cultivado en monocapa como ya se ha reportado
(Lépez J 2012; Ortiz E 2016). Ademas, el I, tuvo la capacidad de disminuir la
expresion de los mismos en nuestros cultivos de esfera, lo que apoya el papel del
I en la disminucion de la capacidad tumorigénica de las cervoesferas ya que

como se reporta en la literatura, la disminucion de estos marcadores hace que las
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células cancerosas sean menos tumorigénicas (Ben-Porath | 2008; Tai SK 2011;
Wang YD 2013; Ding Y 2016).

El mecanismo propuesto por el cual |, disminuye la proliferacidn celular es a través
de la interaccion y activacion de los receptores PPAR de tipo gamma (Nava-
Villalba M 2014,2015). En este trabajo, mostramos que las cervoesferas
derivadas de las lineas celulares de cancer cervicouterino tratadas con Iy,
incrementaron el nivel de la proteina PPARy en comparacion con las no tratadas.
Como consecuencia, la activacion de PPARy promueve una mayor expresion de
su gen diana la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa [PTEN] (Teresi RE
2006) en nuestros cultivos tanto de cervoesfera como en monocapa. Estas
observaciones sugieren que el mecanismo por el cual I, disminuye los marcadores
CDA49f, CK17 y de troncalidad en las cervoesferas podria estar mediado por la
activacion de los receptores PPARy y en consecuencia la activacion de su gen de
respuesta PTEN, involucrado en mecanismos de autorrenovacién. Ademas de
disminuir la capacidad de autorrenovacion, la activacion de PTEN reduce la
proliferacion celular y la tumorigenicidad en CTCs (Ciuffreda L 2014). Sin
embargo, se necesitan ensayos adicionales para entender el mecanismo por el
cual el I, reduce la capacidad de formacion de tumores de nuestras cervoesferas.
Al trabajar con la linea celular HeLa (derivada de cancer cervicouterino), se
conoce que los genes E6 y E7 del VPH estan insertados en el genoma de éstas
células. Se demostré que el aumento de la expresion de los genes E6 y E7 esta
estrechamente relacionado con la troncalidad mediada por HES1, que es un factor
de transcripcion especifico de la via de sefalizacion NOTCH (Tyagi A 2016). En
nuestras condiciones también observamos un aumento de la expresion de EG/E7
en las cervoesferas. Interesantemente, el tratamiento con |, disminuyo la
expresion de E6/E7 en los cultivos en monocapa de HelLa pero no se observo un
efecto en los cultivos en esfera por lo que sugiere que el |, no tiene ningun efecto

sobre la expresion del gen EG/E7 de HPV18 en las cervoesferas.
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8.CONCLUSION

Nuestros resultados demuestran un efecto de inhibicion de la formacion de
cervoesferas mediado por el |, asimismo, se observo una menor expresion de las
proteinas CD49f, CK17 y marcadores de troncalidad en los ensayos in vitro. Estos
resultados estuvieron acompafados con la disminucién del tamafo tumoral y la
retraso del crecimiento tumoral en los ensayos in vivo durante los 49 dias que
fueron evaluados. A su vez, se observo la activacion de PPARy al momento de
realizar los tratamientos y se sugiere que el efecto antineoplasico del I, podria
estar relacionado con la activacion de éstos receptores. Dado que los suplementos
de |, se consideran seguros para el tratamiento de enfermedades como la
enfermedad fibroquistica mamaria humana (Ghent WR 1993), el cancer mamario
(Peralta G 2011) o la hiperplasia de prostata (Anguiano B 2010), sugerimos que
el tratamiento del cancer con |, deberia estudiarse en ensayos preclinicos para
evaluar su potencial ademas de su efecto solo o en combinacién con farmacos

terapéuticos convencionales para el tratamiento del cancer cervicouterino.
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Abstract

Background: Cancer stem cells (CSC) are characterized by deregulated self-renewal, tumorigenicity, metastatic
potential, aberrant stemness signaling pathways, resistance to conventional therapy, and the ability to give rise to a
progeny of proliferating cells that constitute the bulk of tumors. Targeting CSC will provide novel treatments for
cancer. Different investigations have focused on developing complementary approaches that involve natural
compounds that decrease chemo-resistance and reduce the side effects of conventional therapies. Since, it has
been reported that molecular iodine (I,) exhibits antineoplastic effects and decreases tumor progression in some
cancer models, we evaluated the potential effect of I, on cell cultures enriched in cervical cancer stem-like cells.

Methods: Hela and SiHa cervical cancer cells were treated with 200uM |, for 24 h. After time, cells were cultured in
CSC-conditioned medium (cervospheres) and viability assays were performed. Following, tumorigenic capabilities in
cervospheres treated with |, were evaluated in NOD/SCID mice. HelLa monolayer cells untreated and their
respective cervosphere cells treated or untreated with 200 uM of |, for 24 h were xenotransplanted subcutaneously
at different amounts and mice were monitored for at least 2 months.

Results: In the present study, monolayer and CSC-enriched cultures (cervospheres) from cervical cancer-derived cell
lines, Hela and SiHa, showed that 200uM 1, supplementation inhibits proliferation of both and decreased their
tumorigenic capacity, in vivo. This antineoplastic effect of |, was accompanied by diminished expression of
stemness markers including CD49f, CK17, OCT-4, NANOG, SOX2, and KLF4, as well as increased expression and
activation of PPARy receptors.

Conclusions: All this data led us to suggest a clinical potential use of I, for targeting CSC and improve current
treatments against cervical cancer.
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Background

In 2012, cancer caused 8.2 million deaths with 14.1 mil-
lion new cases with a higher prevalence in men than in
women. Cervical cancer is the 4th most common cancer
in women with an estimated of 528,000 new cases in
2012 and 266,000 deaths. According to the data, the
mortality in Mexico for cancer in 2012 was 40,053, with
cervical cancer responsible for 11.9% of those deaths [1].

High-risk human papillomaviruses (HPV) are related
for the development of cervical cancer [2]. This is
achieved through the persistent infection of HPV until
later integrates his viral DNA into the host cell. The
oncogenic potential of HPV resides in their oncoproteins
E6 and E7 that disrupt the cell cycle control. The E6
function of high-risk HPV types is the binding and tar-
geting of p53 for degradation and the function of E7 is
binding the retinoblastoma tumor suppressor protein
(pRb) for degradation allowing the release of the transcrip-
tion factor (EF2) that promotes the expression of
numerous genes that control DNA synthesis and cell pro-
liferation [3, 4].

Tumors exhibit a high degree of cellular heterogen-
eity, and we now believe that only certain cells, known
as cancer stem cells (CSC), have the ability to maintain
the growth of the tumor mass and the capacity to in-
vade other tissues. The proportion of CSC is variable
depending on tumor type and stage [5, 6]. CSCs are undif-
ferentiated cells that have the capacity for self-renewal,
chemo-radiation resistance, promoting metastasis and
cancer recurrence [7-9]. The presence of CSC has been
shown in several types of cancers, such as breast, colon,
brain and many others, as identified using the expression
of various markers [10-14]. The presence of cervical can-
cer stem cells (CCSC) has been determined through the
expression of CD49f and cytokeratin 17 (CK17) [15, 16].

CD49f, also known as alpha 6 integrin, belongs to the
alpha family of integrins and is found on the cell mem-
brane. CD49f has been used as an epithelial stem marker
in the human epidermis [17], as an important marker
for enrichment of cancer stem cells [18], and described
as a target during HPV binding to initiate an intracellu-
lar signaling cascade for virus entry [19]. Cytokeratins
are proteins that are part of epithelial cells, and their ex-
pression depends on the degree of differentiation they
acquire. Keratin expression in cervical tissue has been
well defined, and it was observed that sub-columnar re-
serve cells, where the stem cell population of the uterine
cervix is found, showed specific expression of CK17 [20].
Identification and characterization of cancer stem cell-like
cells from primary carcinomas of the cervix uteri found
expression of CK17 [21], suggesting that cells expressing
this cytokeratin also as a target of HPV [22]. Our group
has previously shown expression of CD49f and CK17 as
possible markers for CCSC and that sphere cultures
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(cervospheres) are enriched in CCSC showing high tumori-
genic in vivo assays compared to their counterparts grown
as monolayers [15, 16].

Self-renewal and pluripotency are maintained by the
expression of Oct4, Sox2, KIf4, and Nanog on embryonic
stem (ES) cells [23-26]. There is evidence that these
stemness genes are relevant for tumor transformation,
metastasis, and tumorigenicity in human malignancies
[27-29]. In clinical terms, chemo and radio-therapy are
the gold standard for the treatment of cervical cancer in
advanced stages. Depending on the stage of the tumor,
the rate of recurrent disease and inefficient treatments
could be due to the presence of drug-resistant CSC. For
these reasons, different investigations have focused on
developing complementary approaches that involve nat-
ural compounds that decrease chemo-resistance and
reduce the toxic effects of conventional therapies. I,
exerts significant antineoplastic effects on several types
of cancer and multiple mechanisms could mediate its
actions. Among these, I, can react with arachidonic acid
generating the iodolipid called 6-iodolactone (6-IL),
which has been confirmed to be an agonist of the per-
oxisome proliferator-activated receptor type gamma
(PPARY). The activation of these receptors decreases the
expression of specific markers associated with invasive-
ness and epithelial-mesenchymal transition [30-34]. Pre-
vious studies from our laboratory showed that I, impairs
chemo-resistance mechanisms, enhances doxorubicin re-
tention and induces downregulation of chemo-resistance
markers p21, Bcl-2 and MDR-1 in chemo-resistant
MCE-7 cells [35]. In the present work, we showed that
in cultures growing as monolayers or cervospheres of
HeLa and SiHa cell lines derived from cervical cancer, I,
was able to inhibit proliferation and the ability to form
tumors in mice. This effect includes a decrease in ex-
pression of CD49f and CK17 putative stem cell markers
and stem transcription factors OCT-4, SOX2, KLF4,
NANOG. We propose that in this model, the action of
I, could be through the activation of the PPAR gamma
receptors.

Methods

Cell culture and I,

Human CC cell lines, HeLa (ATCC@-CRM-CCL-2 T,
adenocarcinoma, HPV-18) and SiHa (ATCC@-HTB-35,
squamous cell carcinoma, HPV-16), were obtained from
ATCC (American Type Culture Collection, Manassas,
VA, USA). Monolayer culture cells were seeded (500,000
cells) in 100 mm cell culture dishes (Corning, Inc.,
Corning, NY, USA) in 7 mL of medium, grown at 37 °C
in a humidified atmosphere with 5% CO2 in DMEM
media (Gibco®) supplemented with 10% fetal bovine
serum (Gibco®) and 100 U/mL penicillin/streptomycin
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) Molecular iodine was
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prepared with 13 g of crystalline iodine (Macron-Avantor,
Center Valley, PA, USA) and 60 g of potassium iodide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in one liter of
ddH,O. The iodine concentration was confirmed by
titration with a solution of 0.1 N sodium thiosulfate.
The use of all cell lines and cell cultures were approved by
Research and Bioethics Committees of Instituto Nacional
de Cancerologia [Prot. No. 018/012/IBI) (CEI/1096/17),
Dated 03.02.2018].

Cervospheres

For the formation of cervospheres derived from CC cell
lines, monolayer cell cultures were grown to 70-80%
confluence and then harvested, counted, and washed
with Phosphate buffer solution (PBS) to remove the
remainder of FBS. After that, cells were cultured in
DMEM F12 media (Gibco®) supplemented with
20 ng/mL epidermal growth factor (BioLegend Inc.,
San Diego, CA, USA), 20 ng/mL basic fibroblast
growth factor (BioLegend Inc., San Diego, CA, USA),
10 pl/mL B27 (50X, Gibco®) and 100 U/mL penicillin/
streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at a
density of 3 x 10® cells/ml in 100 mm ultra-low adher-
ence dishes of (Corning, Inc., Corning, NY, USA). Cells
were grown at 37 °C in a humidified atmosphere with
5% CO2 for 3 days and cervosphere formation was
monitored daily.

Molecular iodine treatments

The I, was previously diluted in culture medium and then
added to the cells. The monolayers and spheres cultures
of SiHa and HeLa cell lines were treated at a concentra-
tion of 200 pM of I, for 24 h. After time, cultures were
collected and processed for the corresponding tests.

Analysis of markers by flow cytometry

Monolayers and cervospheres treated or untreated with
200 uM of I, for 24 h were collected separately and
placed in a tube where they were allowed to remain for
15 min. After that time, supernatant was removed and
the bottom cells were washed with PBS and spun down
at 500 g (r=11 cm) for 5 min at room temperature.
Supernatant was removed and cells were resuspended in
flow buffer (PBS 1X, 0.05% BSA) and disaggregated by
mechanic pipetting. Before incubation with anti-CK17,
anti-OCT-4, anti-SOX2, anti-NANOG, and anti-KLF4
antibodies, cells were permeabilized by incubation
with methanol for 15 min on ice. Then, cells were
washed and incubated with primary antibody. For
each primary antibody, 5x 10° cells were incubated with
anti-CD49f-PE (BD Bioscience, CA, USA), anti-CK17 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, TX, USA), anti-OCT-
4-AlexaFluor488, anti-SOX2-AlexaFluor488 (both BioLe-
gend Inc, San Diego, CA, USA), anti-NANOG-PE (BD
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Bioscience, CA, USA), anti-KLF4-APC (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA) for 30 min on ice. After that time,
cells were washed with 300 pL of flow buffer and spun down
at 500 g (r=11 cm) for 5 min at room temperature. Cells
incubated for anti-CK17, after the time elapsed, were
washed and incubated with FITC-coupled secondary
antibody for 30 min on ice. At the end of the incu-
bation, cells were washed again with flow buffer,
spun down, and supernatant was removed. All cells
were then washed and fixed with 4% p-formaldehyde
in PBS. Every marker was also incubated with iso-
type controls under the same conditions of the pri-
mary antibodies. Stained cells were read in ATTUNE
NXT (Thermo Fisher Scientific Inc). At least ten
thousand events were recorded for each flow cytom-
etry measurement. FlowJo® software was utilized for
analyzing data.

Western blot analysis

The total proteins from HeLa monolayers (confluence
70-80%) and cervospheres treated or untreated with
200 uM of I, for 24 h were extracted with RIPA buffer
(150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate,
0.1% sodium dodecyl sulfate [SDS], and 50 mM Tris-
HCI, pH 8.0) supplemented with a complete EDTA-free
protease inhibitor cocktail (Roche, USA) and incubated
on ice for 20 min. The protein concentrations were
measured using the Bradford method (Bio-Rad, USA).
Samples containing 70 mg of protein were boiled in
SDS containing sample buffer (10% SDS, 20% glycerol,
20 mM Tris-Cl, pH 6.8, 10 mM B-mercapto-ethanol,
and 0.05% bromophenol blue), separated by SDS poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and trans-
ferred onto nitrocellulose membranes. The membranes
were blocked with 5% nonfat milk in PBS containing
0.1% Tween-20 for 1 h and incubated with the appro-
priate antibody dilution. The PPARy antibody (sc-7196,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) was
used at a dilution of 1:1000 and GAPDH antibody
(sc-48167, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX,
USA) was used at a dilution of 1:10000. The following
HRP-conjugated secondary antibodies were used at a
dilution of 1:10000 anti-rabbit (sc-2313, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) and the anti-goat
(sc-2020, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX,
USA) was used at a dilution of 1:20000. The proteins
were visualized through an enhanced chemiluminescence
reaction using the Super Signals West Pico Chemilumin-
escent Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc., Pierce
Protein Research Products, Rockford, IL, USA). Densi-
tometry was performed using Image] software (version
141, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
and chemiluminescence was normalized to the level of
GAPDH protein.
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Total RNA extraction, quantification of mRNA by real-time
quantitative PCR (RT-gPCR)

RNA extraction of HeLa monolayers (confluence 70-80%)
and cervospheres treated or untreated with 200 uM of I,
for 24 h was carried out using Trizol (Invitrogen, Cat. No.
15596026), the extracted RNA was treated with DNasel
(ThermoFisher, Cat. No. EN0521) and purified using the
Direct-zol ™ kit, RNA MicroPrep (Zymo Research, Cat.
No. R2060). The purified RNA was quantified using an
Epoch ™ spectrophotometry system and subjected to retro-
transcription with 2000 ng of RNA with the SuperScript™
IV First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Cat. No.
18091050) to obtain cDNA. By means of real-time PCR,
the cDNA was be evaluated to determine the expression
levels of the PPARy (F-PPARy: TCT CTC CGT AAT GGA
AGA CC and R-PPARy: GCA TTA TGA GAC ATC CCC
AC), PTEN (F-PTEN: GAT GAG GCA TTA TCC TGT
ACA CA and R-PTEN: CTC TTC AGA TAC TCT TGT
GCT GT) E6 (F-E6: GCG ACC CTA CAA GCT ACC TG
and R-E6: GTT GGA GTC GTT CCT GTC GT) and E7
(F-E7: TGA AAT TCC GGT TGA CCT TC and R-E7:
CAC GGA CAC ACA AAG GAC AG) genes. The oligo-
nucleotides for the GAPDH gene (F-GAPDH: AAG GTC
GGA GTC AAC GGA TTT G and R-GAPDH: CCA TGG
GTG GAA TCA TAT TGG AA) were used as control.
Placing 100 ng of ¢cDNA, 12.5 uL of the master mix
Maxima SYBR and 10 pmol of each oligonucleotide in a
total volume of 25 pL carries out real-time PCR. The reac-
tion conditions are 95 °C for 10 min for initial denatur-
ation, 40 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C for 30 s and 72 °C
for 30 s for denaturation, alignment and extension,
respectively. The reaction was performed on the QIA-
GEN Rotor-Gene Q equipment. The expression levels
of the mRNAs were determined from the threshold
cycle (Ct), and the relative expression levels were cal-
culated using the 27*4“* method. For mRNA quantifi-
cation, the Ct values were normalized to the expression
of the GAPDH mRNA level.

Viability assay

The effects in viability of HeLa and SiHa monolayers
treated or untreated with 100, 200 and 400 uM of I, for
24 h and HeLa cervospheres treated or untreated with
200 uM of I, for 24 h, were analyzed using the OZBlue
Cell Viability Kit (OZ Biosciences, San Diego, USA)
following the supplier’s instructions.

Animals and in vivo tumorigenic assays

This study was approved by Research and Bioethics of
Instituto Nacional de Cancerologia's Committee [Prot. No.
018/012/IBI) (CEI/1096/17), Dated 03.02.2018]. NOD/SCID
(Non-Obese Diabetic/Severe Combined Immunodeficiency)
female mice were used in this work to test the tumorigenic
capacity of CCSC-like I,-treated and untreated. The animals
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were 4-6 weeks old, weighed 21-25 g and were obtained
from the Unidad de Modelos Biolégicos of the Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. After acclimation in
the bioterium of Instituto Nacional de Cancerologia,
they were randomly designated to experimental groups.
Mice were xenotransplanted subcutaneously (s.c) with
HeLa monolayer cells and their respective cervosphere
cells treated or untreated with 200 uM of I, for 24 h at
different amounts using six mice per group. Through-
out experiment, mice lived in a room with 12-h/12-h
light/dark cycle, at a temperature of 27 °C, 60% of
relative humidity and had free access to chow and
water. Mice were monitored for at least 2 months. The
handling and execution of experimental procedures in
mice were carried out according with local and inter-
national guidelines such as the official Mexican stand-
ard NOM-062-Z00-1999 (Technical specifications for
the production, care and use of laboratory animals),
the code of ethics of IIB-UNAM and other inter-
national guidelines. For subcutaneous tumors in mice, the
maximal allowable size is 2 ¢cm in diameter (Tumor Policy
for Mice and Rats from Boston University Research Com-
pliance). Tumor growth was monitored three times a
week for up to 8 weeks. At the end of the 8 weeks, a
humanitarian final point was made; the mice were eutha-
nized in a compressed CO, chamber. After that, tumors
were extracted through a cut made in the skin and they
were measured, weighed and photo-documented. Each
tumor was measured by a vernier caliper and the tumor
volume was calculated using the Attia-Weiss formula
“Tumor volume = (0.4) (a) (b » 2)”, where “a” is the largest
diameter and “b” the smallest diameter of each tumor.

Statistical analysis

The data were analyzed using GraphPad Prism software
(v 6.0; GraphPad Software, Inc., CA, USA). One or
two-way ANOVA was performed to determine the signifi-
cance of differences between groups. Data are expressed
as mean + standard deviation (SD), and values with
P <0.05 were considered statistically significant.

Results

Molecular iodine interferes with viability of HeLa and

SiHa monolayer cell cultures and cervosphere formation
of Hela

A dose-response curve (100 uM, 200 uM, 400 uM) of I,
for 24 h was carried out to evaluate cell viability under
adherent (monolayer) culture conditions of HeLa and
SiHa cells (Fig. 1a). HeLa cells were slightly more resist-
ant than SiHa at 100uM I, and the antiproliferative effect
of I, exhibited a sustained dose-response in both cells
types. To evaluate a possible effect of I, in CCSC-like
cells, since 400 uM I, showed high cytotoxicity, we se-
lected 200 pM I, for further experiments. A supplement
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Fig. 1 Effect of |, on Hela and SiHa cells and inhibition of Hela cervosphere formation. (a) Viability assay of monolayer cultures of Hela and SiHa
cells treated with 100, 200 and 400 UM (I,) and deionized water (control) for 24 h. (b). Hela cervospheres without treatment (left) and treated
with 200 uM (1) for 24 h (right) (). HelLa cervosphere viability assay without treatment and treated with 200 puM (1,) for 24 h. Data are expressed
as mean + SD (n =3 independent assays), and the asterisk indicates a significant difference with respect to the control (*P < 0.05, ***P < 0.001)

+ I,

of 200uM I, (24 h) interfered with HeLa cervosphere for-
mation, since the I,-treated cervospheres were observed
to be smaller, with irregular conformation compared to
the untreated cervospheres (Fig. 1b), however, cell viability
wasn't affected (Fig. 1c).

CD49f expression in HeLa cervospheres and SiHa
monolayer and cervosphere cultures is inhibited by
molecular iodine

CD49f protein was evaluated under non-adherent condi-
tions (cervospheres) for 7 days (data not shown). On the
third day, we found the highest protein level of CD49f
suggesting a significant proportion of cancer stem
cell-like cells. Monolayer and cervospheres were treated
on the second day with 200 pM I, or deionized water
(control) for 24 h. I, was effective in reducing the expres-
sion of CD49f in HeLa and SiHa cervospheres and their
respective monolayers, even the expression of CD49f in
HeLa monolayer is very low, treatments with molecular
iodine decreased its expression, although not to significant
levels under these treatment conditions (Fig. 2).

Molecular iodine significantly reduces CK17 in both Hela
and SiHa monolayer and cervosphere cultures

CK17 is a marker for cervical stem cell identification
[16, 21] and is an essential marker for the identification
of CCSC. As with the CD49f molecular iodine assay, HeLa
and SiHa cervospheres and monolayer cells were treated
on the second day with 200 uM of I, or deionized water

(control) for 24 h. Cytometry analysis showed that I,
was capable of decreasing CK17 protein levels in both
HeLa and SiHa cells under monolayer and cervosphere
conditions (Fig. 3).

OCT-4, SOX2, KLF4 and NANOG stemness markers are
significantly reduced by molecular iodine treatment only
in HelLa and SiHa cervospheres

Identifying stemness markers such as OCT-4, SOX2,
KLF4, and NANOG is needed to evaluate stemness of
our cervospheres. We evaluated these transcription fac-
tors in HeLa and SiHa cells grown as monolayers and
cervospheres in the presence or absence of I, treatment.
As expected, we found more stemness marker proteins in
cervospheres compared to monolayer cells. Interestingly,
OCT-4, SOX2, KLF4, and NANOG markers were down
regulated by I, treatments in both cervosphere and mono-
layer cultures of HeLa (Fig. 4) and SiHa (Fig. 5) cells.

Activation of PPAR gamma is up-regulated by molecular
iodine treatments in Hela cells

It has been proposed that the antineoplastic effect of the
molecular iodine is mediated by activation of PPARY re-
ceptors by 6-iodolactone, in turn causing an increase in
these receptors after treatment [33, 34]. Monolayer and
cervospheres of HeLa cells were incubated with 200 uM
of I, for 24 h, resulting in a significant increase in PPAR
gamma proteins compared to their untreated counterparts
(Fig. 6a, b). To corroborate the activation of PPARy we
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analyzed the expression of PTEN (phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome ten), a known
PPARy-regulated gene (reviewed in [36]). Figure 6c
shows that I-supplemented HeLa cells exhibit signifi-
cant increase of PTEN gene expression in both mono-
layers and cervospheres. This result indicates that the
mechanism of the antineoplastic effects of molecular
iodine could be through PPAR gamma. Figure 6d, e shows
the effect of I, on HPV18 E6 and E7 gene expression,
resulting in a significant reduction of E6 and E7 expres-
sion in monolayers cells and no effect in cervospheres
treated with I,.

Molecular iodine treatments decrease the capacity for
tumor formation of HelLa cervospheres

It has been demonstrated that cervospheres have higher
tumorigenic capacity compared to their monolayer coun-
terparts (15,16). In this paper, we evaluated the effect of I,
treatments on cervosphere tumorigenic capacity using an
in vivo assay. Mice were inoculated with HeLa cervospheres

pre-incubated for 24 h with 200 pM I, or deionized water.
Each animal was inoculated with both populations on the
left or right side, respectively (Fig. 7a).

Figure 7b, ¢ show that I,-treated cervospheres pro-
moted smaller tumors in 6/6 mice, suggesting an
anti-tumorigenic effect of I, on these cervical cancer
highly tumorigenic cells, as characterized by CD49f,
CK17 and stemness markers. Tumors began to grow
from 17 days after inoculation in the mice and tumor
growth was evaluated for 49 days. We observed that un-
treated cervospheres formed bigger tumors with a max-
imum average size of 5949 mm whereas the
cervospheres treated with I, formed tumors of much
smaller size, with a maximum average size of 150.8 mm?®
(Fig. 7d). No adverse events were found in the experi-
mental groups.

Discussion
The percentage of cancer stem cells is very low in tu-
mors, which makes it difficult to study them. Spheroidal
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cultures have been shown to enrich CSC-like cells and
are a good system to evaluate CSC-related characteristics
of solid tumors in vitro [37], but according to Blagosklonny
(reviewed in [38]), these cells should be called stemloids
since they possess high proliferation capacity, self-renewal
and could be responsible for the reappearance of cancer
after therapy. Many studies evaluate the biology of CSC
and the mechanisms that give them chemo-resistance cap-
acity. CSC shows resistance to many chemotherapeutics
such as cisplatin, 5-FU, and doxorubicin. This is achieved
through their high expression of pro-survival proteins,
efficient ABC transporters to pump out drugs, signaling
pathways that give them resistance properties, and much
higher activated phosphorylation of DNA damage response
factors [39-42]. Several strategies have been used to inhibit
all these properties but they have not been enough, so the
chemo-resistance of CSC requires new approaches aimed
at eliminating these highly tumorigenic cells.

Molecular iodine has been studied in several cancer
cell lines showing its ability to inhibit proliferation,

chemo-resistance, and apoptotic effects [30-35], however
there are no reports on its effect on cervical cancer cell
lines nor on cultures enriched with cancer stem-like cells.
HeLa and SiHa are the most representative cervical cancer
cell lines and in this study, we used cultures grown under
non adherent conditions (cervospheres) where we obtained
a higher proportion of CSCC-like cells compared to trad-
itional monolayer cultures, allowing us to study the effect
of I, on CSC derived from cervical cancer cell lines. We
showed that I, treatment decreased cervosphere formation,
additionally, we observed living cells and some dead cells
in these spheres; however, we do not know whether I,
treatment induces death in CCSC-like cells. Our group,
as well as other authors, has proposed CD49f and
CK17 as putative markers to isolate cervical cancer
stem cells [15, 16]. CD49f is considered to be a stem
cell marker for normal and cancer cells and is the only
marker that is shared by more than 30 stem cell popula-
tions, being one of its main characteristics the mainten-
ance of self-renewal (reviewed in [43]). It’s also a crucial

79



Bigoni-Ordéiiez et al. BMC Cancer (2018) 18:928 Page 9 of 12

A Monolayer Sphere B 3 *ok
I £2
I + - + £E , .
PPARY (54kD2)- s i = & o s ;
=&
GAPDH (37kDa2)- s s s s 221
0
- + - + L
. a
2 w1
C D E
25 * 10
. . =z 2216 o
g% 20 £3 8 ok ;% 14
Z é
CERL Ui 6 ge 12
$&° %3 2310
) P z2
7 o L0 Zz 4 Tz
S| ]]) H i
Z 0. 582 Be ud
£ e (]
€ 00 ol 0
- -+ - + - + L R R
3 = = a ] B
s 7 = @« = @

Fig. 6 PPARyand PTEN are increased in Hela cells with |, treatment. Monolayer and sphere cultures of Hela cells were treated with 200 pM (1)
for 24 h and PPARy protein was quantified by Western blot and densitometry is reported as percent change with respect to control without
treatment. (a, b). PTEN expression was analyzed by qPCR and normalized to GAPDH expression (c). HPV18 E6 and E7 oncoproteins expression
were analyzed by qPCR and normalized to GAPDH expression (d, e). Data are expressed as mean + SD (n = 3 independent assays), and the asterisk

indicates a significant difference with respect to the control without treatment. (*P < 0.05, **P < 0.01)

molecule for the growth and survival of the breast stem
cell-like subpopulation that displays increased prolifera-
tion and greater resistance to pro-apoptotic agents [44].
The importance of CD49f in cervical cancer is enhanced
by its ability to act as a co-receptor for the entry of HPV
into the host cells [45, 46]. CK17 is a marker of the HPV
target cell, the cervical reserve (stem) cell which gives rise
to metaplasia, and loss of CK17 induces cellular differenti-
ation and attenuates tumorigenesis in cervical epithelia
[21, 22, 47, 48]. We observed that cells treated with I,
show a decrease in CD49f and CK17 protein expression,
molecules considered to be CCSC phenotype markers
(reviewed in [43, 49]). Since CD49f is important for main-
taining stem cell self-renewal, we hypothesize that the
decrease in CD49f + cells caused by I, could have an im-
portant effect on the CCSC-like biology, including tumori-
genic capability. To validate the tumorigenic capability of
a human cancer cell line, xenotransplantation must be
performed in immunodeficient mice, a model used to pro-
mote tumor growth derived from human cancer for the
analysis of malignant tumors and the evaluation of antitu-
mor drugs [50]. Since I, exhibited similar effects on HeLa
and SiHa cell lines, we decided to use only HeLa cells for
in vivo experiments to evaluate its effect over CCSC. Mice
assays, using I,-treated cells, we observed that I, treat-
ment delays tumor growth, and make them unable to keep
the tumor growing, suggesting that I,-treated CCSC-like
cells have a lower capacity for tumor formation compared

to non-treated CCSC-like cells. However, since the cells
are still alive after I, treatment, it’s clear that I, treatment
can help reduce their tumorigenic capability as observed
through the reduction of tumor size and delayed tumor
growth. Evaluation of HeLa monolayer cells treated with
I, were not pursued, since we focused our interests in
evaluating the effect of I, in cancer stem-like cells. Add-
itionally, the effect of I, on CCSC-like cells was observed
by evaluating stemness markers, such as NANOG, SOX2,
KLF4 and OCT-4, in cervospheres. It has been demon-
strated that there is an increase in expression of these
stemness markers in cervical carcinomas, compared with
normal cervical tissue, and that their overexpression in
cell lines derived from cervical cancer confers them an
increased capacity for proliferation, clonogenicity, and
tumorigenicity in vitro and in vivo, as well as promoting
stem cell characteristics [51-54]. Interestingly, we ob-
served different stemness marker levels between HeLa
and SiHa cervospheres, mainly in KLF4 and SOX2 protein
levels. This indicates that the mechanisms for self-renewal
could be cell type-dependent. Our cervospheres showed
overexpression of these stemness markers compared with
their monolayer counterparts, as reported [15, 16]. Fur-
thermore, I, had the ability to decrease their expression in
cervospheres, supporting a role for I, in decreasing the
tumorigenic capacity of these cancer cells, because as
reported in the literature, the decrease of these stem
cell markers makes the cancer cells less tumorigenic
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[27-29, 54]. The mechanism proposed by which I,
decreases cell proliferation is through the interaction
and activation of the PPAR gamma receptor [34, 55].
In this work we show that in CCSC-like cells derived
from I,-treated cervical cancer cell lines, PPAR gamma
protein level was increased compared to untreated
CCSC-like cells. As consequence, PPAR gamma activation
promotes greater expression of its target gene, PTEN [56],
in our CCSC-like cultures compared to their monolayer
counterparts. These observations suggest that the mech-
anism whereby I, decreases CD49f, CK17 and stemness
markers in CCSC-like cells could be mediated by the
activation of PPAR gamma receptors and consequently
the activation of its PTEN response gene involved in
self-renewal mechanisms. In addition to decreasing
self-renewal capacity, PTEN activation reduces cell prolif-
eration and tumorigenicity in CSC (reviewed in [57]).
However, additional assays are needed to further address
the mechanism by which I, is able to decrease the tumor
volume derived from CCSC-like cells.

Tyagi and collaborators demonstrated that the in-
crease of E6 and E7 gene expression is close related with

the stemness mediated by HES1, a specific transcription
factor of NOTCH signal pathway [58]. In our conditions,
we also observed an increase of E6/E7 expression in
spheres cultures. Interesting, I, treatment decrease the
E6/E7 expression in HeLa monolayer cell culture condi-
tions, an effect that was no observed in sphere culture
conditions, suggesting that I, doesn’t have any effect on
E6/E7 HPV18 gene expression in CCSC-like.

Conclusions

In resume, our results demonstrate the I,-mediated
cytotoxic effect in CSC derived from cervical cancer cell
lines, in which CD49f, CK17 and stemness marker posi-
tive cells are decreased. Since I, supplements are consid-
ered to be safe for the treatment of diseases such as
human mammary fibrocystic disease, breast cancer or
prostate hyperplasia (reviewed in [30]), we suggest that
I, treatment for cancer should be studied in preclinical
trials to evaluate its potential anti-cancer effect alone
or in a combination with conventional therapeutic drugs,
to eliminate cancer stem cells from cervical cancer and
others.
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