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“CARACTERIZACION DE CELULAS TRONCALES CERVICOUTERINAS PARA LA
GENERACION DE ORGANOIDES MURINOS COMO MODELO DE ESTUDIO DE LA
CARCINOGENESIS CERVICAL”

RESUMEN

Durante los ultimos afios el establecimiento de organoides ha permitido generar grandes
avances en el campo de la biomedicina y medicina regenerativa. Los organoides son
cultivos en tercera dimension que forman estructuras semejantes a 6rganos en miniatura a
partir del crecimiento y diferenciacion de células troncales (SC) in vitro. Los organoides
tienen la capacidad de recapitular no solo la histologia y fisiologia de distintos érganos y
tejidos, sino también la histopatologia de diversas enfermedades resultando ser un modelo
idéneo en el estudio del cancer. En el caso particular del cancer cervicouterino (CaCU) los
organoides podrian representar un modelo 6ptimo para estudiar la relacion hipotética
existente entre la infeccion del Virus del Papiloma Humano (VPH), el cual es el principal
factor de riesgo asociado al desarrollo del CaCU y las células troncales, que se especula,
se localizan en la zona de transformacion (TZ) donde podemos encontrar células de reserva
y la unién escamocolumnar (JSC) del cuello uterino. Recientemente se demostrdé que una
dieta deficiente en acido retinoico favorece la generacion de metaplasia epidermoide en el
tejido cervical de ratones. El inicio del proceso metaplasico se caracteriza por la
hiperproliferacion de células de reserva, una condicibn que pensamos nos permitira
enriquecer las poblaciones de células troncales cervicouterinas a partir de las cuales

podriamos generar organoides de cérvix.

En el presente trabajo realizamos la caracterizacion de las células troncales del epitelio
cervical de ratones normales (C57BL/6J) y ratones deficientes del receptor B para el acido
retinoico (RARB""). Nuestros resultados indican que las poblaciones de células de reserva
de la JSC y células basales del epitelio estratificado de la TZ coexpresan los marcadores
putativos de células troncales cervicales CD49f, p63 y citoqueratina (CK) 17 en el epitelio
cervical de ambas cepas de ratones, viendose incrementados los niveles de expresion de
estas proteinas en los ratones RARB-. Asi mismo observamos una disminucién en la
expresion de citoqueratinas de diferenciacion CK5, CK10 en el epitelio estratificado, asi
como aumento en la proliferaciéon celular medida por la expresion de Ki67 en los epitelios
estratificado y columnar en los ratones deficientes del receptor 3 para acido retinoico. En

conclusion, nuestros resultados sugieren que la deficiencia del receptor  para el acido



retinoico favorece el incremento de las poblaciones de células tipo troncales, asi como al
aumento de células indiferenciadas, condicién que podria favorecer la formacion de

organoides de cérvix en el modelo murino RARB™.

Palabras clave: célula troncal, célula de reserva, unidon escamocolumnar, metaplasia epidermoide, RARR.



“CHARACTERIZATION OF CERVICOUTERINE STEM CELLS TO GENERATION OF
MURINE ORGANOIDS AS A STUDY MODEL OF CERVICAL CARCINOGENESIS”

ABSTRACT

In the last years the establishment of organoids has allowed the generation of great
advances in the field of biomedicine and regenerative medicine. Organoids are third-
dimensional cultures that form structures similar to miniature organs from in vitro growth and
differentiation of stem cells (SC). Organoids have the ability to recapitulate the histology and
physiology of different organs and tissues, as well as the histopathology of several diseases,
So it turns out to be ideal models in the study of carcinogenesis. In the case of cervical
cancer, organoids could represent an optimal model to study the hypothetical relationship
between Human Papilloma Virus (HPV) infection, which is the main risk factor associated
with the development of cervical cancer and the stem cells that are located in the
transformation zone (TZ), where we can find reserve cells and the cervical squamocolumnar
junction (JSC). Several studies have shown that a vitamin A (acid retinoic) deficient diet
favors the generation of epidermoid metaplasia in the mice cervical tissue. The beginning of
metaplastic process is characterized by reserve cells hyperproliferation, condition that we
think will allow us to enrich the cervical stem cells populations from which we could generate

cervical organoids.

In the present study we performed the characterization of the cervical epithelial stem cells
of normal mice (C57BL/6J) and retinoic acid receptor B deficient mice (RARB%). Our results
indicate that reserve cells populations of the JSC and basal cells of stratified epithelium of
the TZ coexpress the putative markers of cervical stem cells CD49f, p63 and cytokeratin
(CK) 17 in the cervical epithelium of both mice, with increased expression levels of these
proteins in RARB-"" mice. We also observed a decrease in the expression of cytokeratins
CK5 and CK10, invoved in differentiation in the stratified epithelium as well as cell
proliferation increase measured by the expresién of Ki67 in stratified and columnar epithelia
in retinoic acid receptor deficient B deficient mice. In conclusion, our results suggest that
retinoic acid receptor 8 deficiency favors the increase in stem cell populations, as well as
the increase in undifferentiated cells, condition that could favor the formation of cervical

organoids in the RARB"“ murine model.

Keywords: stem cell, reserve cell, squamocolumnar junction, epidermoid metaplasia, RARp.



“CARACTERIZACION DE CELULAS TRONCALES CERVICOUTERINAS PARA
LA GENERACION DE ORGANOIDES MURINOS COMO MODELO DE ESTUDIO
DE LA CARCINOGENESIS CERVICAL”

1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado
de las células de un tejido en particular y su propagaciéon hacia tejidos adyacentes como
consecuencia de la desregulacion de los procesos normales de supervivencia, muerte y
proliferacion celular (Bandi 2012). Si bien es cierto que las caracteristicas del cancer
dependen del tejido de procedencia todos los tipos de cancer comparten caracteristicas que
adquieren a lo largo del desarrollo tumoral pudiendo considerarse como marcas distintivas
del cancer. Dichas marcas incluyen una sefalizacién proliferativa mantenida, evasion de la
supresion del crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccion
a la angiogénesis, activacion de la invasion y la metastasis, inestabilidad gendmica,
inflamacion, reprogramacion del metabolismo energético y evasion del sistema inmune
(Hanahan & Weinberg 2011) (Fig. 1).

Seifializacién Evasion de
proliferativa supresores de
sostenida crecimiento
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celular
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Inflamacién
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Induccién dela  Activacion de la
angiogenesis invasiony la
metastasis

Figura 1. Marcas distintivas del cancer (modificado de Hanahan & Weinberg 2011)



1.2 Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCU) representa un gran problema de salud publica, ocupando
el cuarto lugar de incidencia y mortalidad en mujeres de todo el mundo (Globocan 2018).
La mayoria de los casos ocurren en paises en vias de desarrollo y particularmente en
México, el CaCU representa el tercer lugar de frecuencia de nuevos casos de cancer, asi

como el tercer lugar de muertes en mujeres en edad reproductiva (Globocan 2018).

El CaCU es una enfermedad caracterizada por la transformacion celular del epitelio del
cuello uterino, estando implicada en la mayoria de los casos una region denominada zona
de transformacion (TZ, por sus siglas en inglés) (Marsh 1956; Richart 1973). El curso natural
de la enfermedad consiste en la manifestacion y evolucién de lesiones precancerosas
persistentes denominadas neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC), las cuales conllevan
en ultima instancia al desarrollo del cancer. El principal factor de riesgo asociado a esta
enfermedad son las infecciones persistentes por el Virus del Papiloma Humano (VPH) (zur
Hausen 2000), particularmente por los subtipos oncogénicos 16 y 18. El VPH 18 es el tipo
mas fuertemente asociado con adenocarcinoma de cérvix, mientras que el VPH 16, seguido
por el VPH 18, son los tipos méas frecuentemente detectados en carcinoma de células
escamosas (Clifford et al., 2003; Mufioz et al., 2003). El evento inicial que desencadena el
desarrollo del cancer esta dado por la infeccion de células basales en la TZ cervicouterina.
Después de 10-30 afios, en un porcentaje bajo de mujeres, las lesiones no tratadas
generadas por virus persistentes progresaran a cancer invasor (De Villiers et al., 2004;
Woodman et al., 2007) (Fig. 2).
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Figura 2. Patogénesis del VPH en el cancer cervical. The Nobel Committee for Physiology or

Medicine. llustracién de Mattias Karlén (Stark & Zivkovi¢ 2018)




Investigaciones epidemioldgicas y experimentales han identificado la infeccion con VPH de
alto riesgo u oncogénicos como una causa necesaria pero no suficiente en la generacion
de lesiones cervicales y cancer invasor (zur Hausen 2002; Roden & Wu 2006; Doorbar,
2006). Factores intrinsecos y extrinsecos del huésped actlian en conjunto con el virus en el
desarrollo y progresion de la enfermedad entre los que destacan el tabaquismo, factores
nutricionales y dietarios como una dieta deficiente en vitamina A (retinoides), historia
familiar de cancer de cérvix, uso de anticonceptivos orales, edad temprana en la primera
relacion sexual, multiparidad, historia de clamidia, herpes o tricomonas, inmunodeficiencia,

VIH, entre otros (Momenimovahed & Salehiniya, 2017).

1.3 Anatomia del cérvix

El cérvix es el canal que comunica a la vagina con el endometrio. En humano su tamafio
en promedio es de 3 a 4 cm de longitud y 2.5 cm de diametro, aunque este puede variar
dependiendo de la edad, nimero de partos y momento del ciclo menstrual. Esta conformado
por tejido fibromuscular recubierto por células epiteliales de naturaleza glandular y
escamosa, pudiendo distinguirse claramente dos regiones: el endocérvix y el exocérvix

(Sellors & Sankaranarayanan 2003).

1.3.1 Endocérvix

El endocérvix es la region anatémica del cérvix més cercana al Utero. En su limite superior
se fusiona con el epitelio endometrial de la parte inferior del cuerpo del Utero, mientras que
en su limite inferior se fusiona con el epitelio escamoso en la union escamocolumnar (JSC,
por sus siglas en inglés). Esta constituido por una sola hilera de células columnares
secretoras de moco que recubren la superficie fibromuscular delimitada por dicha region,
asi como a las invaginaciones tortuosas presentes a lo largo de la misma que forman
estructuras semejantes a glandulas conocidas como criptas cervicales. Las células
columnares, también conocidas como cilindricas son células alargadas que presentan un
nucleo redondo u ovoide de gran tamafio dispuesto de manera basal con respecto a la
membrana basal y un citoplasma alto con elevado contenido de vesiculas mucinosas
(Geneser 2015).

El endocérvix cumple con una funcién de proteccion y reproduccion. La presencia de
estrogenos en el epitelio columnar genera la estimulacion de dichas células dando como

resultado la generaciéon de grandes cantidades de moco, de naturaleza alcalina y acuosa



que facilita la entrada de esperma al Gtero, mientas que la presencia de progesterona
genera menores cantidades de moco, de naturaleza acida y gran espesor que dificulta la

entrada de los espermatozoides al Gtero (Geneser 2015).

El endocérvix presenta mitosis reducidas y se cree que la regeneracion de este tipo de
epitelio esta dada por células de reserva que se disponen de forma dispersa a lo largo de

este epitelio (Sellors & Sankaranarayanan 2003).

1.3.2 Exocérvix

El exocérvix es la region anatdmica del cérvix mas cercana a la vagina. Estd compuesta
por varios estratos de células epiteliales escamosas no queratinizantes que recubren al
tejido fibromuscular de la region del cérvix que se extiende desde la unién escamocolumnar
en su limite superior hasta los fornices vaginales en su limite inferior. En dicha region se
pueden distinguir cuatro estratos de células con funcién y anatomia particular: el estrato
basal, el estrato suprabasal, el estrato intermedio y el estrato superficial (Fig. 3). El estrato
basal corresponde a una sola hilera de células indiferenciadas de tamafio pequefo y nicleo
grande que permanecen en contacto con la membrana basal justo por debajo del estroma
del cérvix. Cuando dichas células maduran y comienzan a diferenciarse se disponen por
arriba de este estrato formando varias capas de células con ndcleos grandes y citoplasma
baséfilo correspondientes al estrato suprabasal. Conforme aumenta su grado de
diferenciacion y maduracidn estas células tienden a disponerse en los estratos intermedios
adquiriendo una morfologia poligonal, con un aumento en el tamafio citoplasmatico y una
disminucion en el tamafio del nicleo. Cuando dichas células concluyen su maduracién se
disponen en el estrato superficial aumentando considerablemente de tamafio y adquiriendo

una forma aplanada y un nucleo reducido (Cardinal 2000) (Fig. 3).

La maduracion del epitelio escamoso del cuello uterino depende de la presencia de
estrdgeno por lo que en su ausencia no se produce maduracion del epitelio cervical. El
epitelio del exocérvix puede corresponder al epitelio de origen, formado durante la vida
embrionaria, o ser una neoformacién metaplasica de los primeros afios adultos (Sellors &

Sankaranarayanan 2003).



Exocérvix

Endocérvix

Exoceérvix

Figura 3. Anatomia del cuello uterino humano. Exocérvix compuesto por estratos de células
escamosas. Endocérvix compuesto por una hilera de células columnares. Células de reserva dispuestas
por debajo del epitelio columnar del endocérvix JSC: unién escamocolumnar; TZ: zona de transformacion
(Modificado de Herfs et al., 2012).

1.3.2.1 Metaplasia escamosa epidermoide

El proceso metaplasico hace referencia a la transformacion de un tipo celular maduro hacia
a otro, siendo en el caso del cérvix la transformacion del epitelio columnar (endocérvix) por
un epitelio escamoso (exocérvix) mediante la sustitucion de células columnares por células
de reserva subcolumnares que proliferan generando estratos de células indiferenciadas que
bajo ciertos estimulos adquieren la capacidad de diferenciarse a células escamosas. El
primer suceso indicativo de metaplasia escamosa corresponde a la hiperproliferacion de
células de reserva. En condiciones normales dichas células se disponen por debajo del
epitelio columnar, presentandose de manera escasa, muy alejadas unas de otras. Cuando
éstas proliferan se hace evidente la formacion de una capa de células contiguas dispuestas
por debajo del epitelio columnar. Dichas células permanecen indiferenciadas y presentan
una morfologia similar a la de las células basales del epitelio estratificado (nlcleo grande y
citoplasma escaso) (Fig. 4a y 4b). Conforme estas células proliferan y se diferencian
comienzan a disponerse superficialmente generando varias capas de células (de 4 a 8
hileras) de nucleo mas pequefio y citoplasma méas abundante y definido, pudiendo
observarse la presencia de vacuolas en algunas de ellas. A este punto del proceso
metaplasico se le conoce como metaplasia escamosa inmadura (Fig. 4c y 4d). Conforme
aumenta el grado de proliferacion y diferenciacion de estas células se forman estratos
verdaderos de células con morfologia idéntica a la de las células que conforman el epitelio
escamoso original. A este punto del proceso metaplasico se le conoce como metaplasia
escamosa madura y si bien, a partir de este punto ya no es posible diferenciar entre ambos
epitelios, el epitelio metaplasico puede evidenciarse por la presencia de glandulas
endocervicales subyacentes en el estroma, asi como por su cercania a la union

escamocolumnar (Sellors & Sankaranarayanan 2003; Martinez 2017) (Fig. 4e y 4f).



el epitelio endocervical cercano a la JSC (a y b). Metaplasia escamosa inmadura (c y d). Metaplasia
escamosa madura (e y f). Estrellas rojas sefalan el epitelio escamoso original. Estrellas negras sefialan
al epitelio endocervical en proceso metaplasico. Flechas sefialan la JSC.

Imagenes tomadas de http://screening.iarc.fr/atlashisto_detail.php?flag=0&lang=1&Id=00004243&cat=B4

La metaplasia es un proceso de recambio natural regulado por procesos fisiolégicos que
tienen lugar en etapas especificas de la vida una mujer, sin embargo, puede ocurrir bajo
condiciones de estrés como son procesos inflamaciones generados por infecciones, asi
como una deficiencia de vitamina A, siendo esta ultima una de las condiciones mas

importantes para la aparicion de células de reserva (Martinez 2017).

1.3.3 Zona de transformacién

Tradicionalmente la zona de transformacién cervicouterina se define como a la region del
cérvix donde el epitelio cervical columnar del endocérvix ha sido remplazado por epitelio
escamoso metaplasico, estando delimitada por la unién escamocolumnar original (O-JSC



por sus siglas en ingles) y la unién escamocolumnar funcional (F-JSC). Sin embargo, en
afios recientes dicho término ha sido ampliamente utilizado para hacer referencia a un area
restringida del cuello uterino que se encuentra en proceso activo de metaplasia epidermoide
y resulta ser de gran importancia ya que casi todas las manifestaciones de CaCU ocurren
en esta zona. Dicha region esta localizada en el punto donde el epitelio columnar y el epitelio
estratificado se encuentran, es decir en la uniébn escamocolumnar (O-JSC o F-JSC,
dependiendo de la edad de la mujer) e incluye a una pequefia porcién de epitelio escamoso
(epitelio metaplasico inmaduro) y epitelio columnar (epitelio columnar con presencia de

células de reserva en hiperproliferacion) contiguos a la JSC (Fig. 5).

La JSC no tiene una localizacion fija, ya que se dispone en diferentes sitios dependiendo
de la edad de la mujer. En el momento del nacimiento dicha zona se dispone fuera del
orificio cervical y se denomina uniéon escamocolumnar original. Durante la pubertad el
epitelio columnar del endocérvix sale del canal cervical como resultado del alargamiento y
desarrollo del cérvix formando un ectoprion fisiologico (eversion del epitelio endocervical
hacia la porcién vaginal del cuello uterino). Posteriormente como resultado del proceso
metaplasico este epitelio columnar es remplazado por un epitelio escamoso dando origen
una nueva unibn escamocolumnar conocida como union escamocolumnar funcional

(Sellors & Sankaranarayanan 2003) (Fig. 5).
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Figura 5. Ubicaciéon de la union escamocolumnar y la zona de transformacién: A) antes de la
menarquia; B) tras la pubertad y al principio del periodo reproductivo; C) hacia los 30 afios y D) hacia la
menopausia y E) después de la menopausia. JSC-O: Unidn Escamocolumnar Original; JSC-F: union
escamocolumnar funcional; TZ: zona de transformacion. (Modificado de Sellors & Sankaranarayanan
2003).

10



En ratones la anatomia del tracto reproductor femenino presenta diferencias importantes
con respecto a la anatomia del tracto reproductor femenino en humanos. En ratones el Gtero
posee dos cuernos uterinos, cada uno de los cuales conecta con un cérvix independiente
(Quezada 1997). Cada cuerno uterino posee regiones histolégicas: un segmento inferior
(posterior) que es similar a la vagina y el segmento superior (anterior) que es transicional
entre el cuello uterino y el Utero. Los epitelios cervical y vaginal son sometidos a cambios
ciclicos en espesor y morfologia a través del ciclo estral. A pesar de las diferencias
presentes en ambas especies el tracto genital es Unico en dos aspectos. En primer lugar,
posee distintos compartimentos funcionales que, aunque continuos, son estructuralmente
diferentes. En segundo lugar, los diversos compartimentos sufren cambios ciclicos a lo
largo del ciclo reproductivo (ciclo menstrual en humanos y ciclo estral en ratones),
presentando ademas procesos fisioldgicos similares en ambas especies (Rendi, 2012; Wira
2015). Procesos metaplasicos son observados en el cérvix de ratones y de manera
importante la TZ en ratones actla de manera similar a la de humanos por lo que el tejido
cervical de ratones ha servido como modelo para el estudio del desarrollo de lesiones

cervicales y su evolucién a cancer cervical (Fig.6) (Riley et al., 2013).
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Figura 6. Anatomia de tracto reproductor de raton. A) Imagen del cuello uterino de un ratén hembra
mostrando los diferentes componentes. Epitelio columnar (endocérvix) (1) y epitelio estratificado (2)
unidos en una regién denominada unidon escamocolumnar (3). Zona de transformacion (4). Endometrio
(5). B) Imagen compuesta de H&E del tracto reproductivo completo de un ratén transgénico K14-HPV
tratado con estr6geno durante 6 meses. Division del tracto reproductivo en regiones anatémicas. El
recuadro muestra un carcinoma escamoso en la zona de transformacion. La flecha corresponde a la unién
escamocolumnar (Modificado de Riley et al., 2013).
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1.4 Virus del Papiloma Humano

El principal factor de riesgo asociado tanto al desarrollo del cancer, asi como a sus lesiones
precursoras son las infecciones persistentes por uno o varios tipos oncogénicos del VPH.
Mas de 200 tipos diferentes de VPH han identificados, de los cuales 40 tipos han sido
asociados a canceres anogenitales (De Villiers, 2013). De acuerdo a su potencial
oncogénico y su prevalencia en el cancer, los VPH se clasifican en VPH de bajo riesgo
(VPH-BR) y VPH de alto riesgo (VPH-AR). El VPH 16 se asocia a aproximadamente el 60%
de todos los casos de CaCU, mientras el VPH 18 se asocia entre el 10-20% de los casos
totales (Muioz 2003).

El virus del papiloma humano es un virus perteneciente a la familia Papilloviridae
caracterizado por la presencia de una capside icosaédrica que carece de envoltura. Esta
compuesto por 72 capsomeros dentro de los cuales se encuentra el genoma viral. El
genoma del VPH consiste en una doble cadena circular de ADN compuesta de
aproximadamente 8000 pb que se pueden dividir en tres regiones funcionales: La region
larga de control (LCR por sus siglas en ingles), la regién de expresion temprana (E) y la
region de expresion tardia (L). La primera region corresponde a una LCR no codificante que
presenta sitios de regulacion para la replicacion y la transcripcién del virus (Doorbar et al.,
2015); la segunda region (E) corresponde a una region codificante para las proteinas de
expresion temprana E1, E2, E4, E5, E6 y E7; mientras que la Ultima region (L) codifica para

dos proteinas estructurales L1y L2 (Burd 2003).

Las proteinas E1, E2 y E4 del VPH estan implicadas en el ciclo de vida del virus permitiendo
gue este pueda llevar con éxito infecciones productivas, mientras que las proteinas E5, E6
y E7 del VPH estan implicadas en la transformacién oncogénica de las células basales del
exocérvix. Las proteinas E1 y E2 se encargan de la replicacion del virus, las cuales se
pierden tras la integracién del virus al genoma del huésped permitiendo una mayor
transcripcién de las proteinas oncogénicas E6 y E7. La proteina E4 participa en la
maduracién viral, permitiendo la salida del virus al interaccionar con citoqueratinas
presentes en los estratos superiores del epitelio estratificado del cérvix. La proteina E5
funciona como potenciador de la accion de las proteinas oncogénicas E6 y E7 cuando las
tres se expresan en conjunto; sin embargo, no todos los VPHs tienen una regién E5 y la
proteina que codifican varia en longitud entre los diferentes tipos de VPH (DiMaio 2013).
Por su parte, las proteinas E6 y E7 de los VPH-AR son las responsables de las alteraciones

en las células basales y suprabasales del epitelio escamoso que conllevan a la generacion
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de lesiones intraepiteliales de alto grado (NIC Il y Ill) y a su desarrollo en cancer, mientras
gue en las infecciones generadas por VPH-BR, dichas proteinas Unicamente tienen
capacidad de generar lesiones intraepiteliales de bajo grado (NIC 1) que no progresan a
cancer y su contribucién directa a la generacion de dichas lesiones alun continda siendo
incierta. La proteina E6 de los VPH-AR inhiben la apoptosis y omiten el arresto celular por
danos en el ADN mediante su union con p53 generando su posterior degradacion mediante
la via proteasoma ubiquitina (Yi et al., 2013), mientras que la proteina E6 de los VPH-BR
se unen débilmente a p53 y no son capaces de degradarlo. Por su parte la proteina E7 de
los VPH-AR tiene la capacidad de unirse a la proteina Rb impidiendo su union con el factor
de transcripcion E2F, lo cual genera la entrada de las células basales y suprabasales a la
fase S del ciclo celular (Hwang et al., 2002). Por otro lado, la proteina E7 tiene la capacidad
de inducir a la inestabilidad gendmica a través de la desregulacion del centrosoma en
células basales en proliferacion de epitelio estratificado contribuyendo a un fenotipo tumoral
(Korzeniewski et al., 2011).

La infeccion por el VPH requiere células epiteliales que se encuentren en proliferacion
(células basales). Evidencias sugieren que el VPH puede acceder a las células basales a
través de microlesiones en el epitelio cervical o a través de células de reserva de la JSC
que posteriormente se diferenciaran a células basales. Después de la infeccion, se
expresan los genes tempranos del VPH E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y el ADN viral se replica a
partir del ADN episomal. En las capas superiores del epitelio (estrato suprabasal y
superficial) el genoma viral se replica aun mas, y se expresan los genes tardios L1y L2,y
E4. Las proteinas L1 y L2 encapsulan los genomas virales para formar viriones de progenie
en el nucleo y el virus liberado puede iniciar una nueva infeccion. Un niumero desconocido
de infecciones por VPH-AR avanza a neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (NIC Il 'y
NIC IIl). La progresion de las lesiones a cancer microinvasivo e invasivo esta asociada con
la integracion del genoma del VPH en los cromosomas del huésped, con la pérdida o
alteracion asociada de E2, y la posterior regulacion de la expresién del oncogén E6 y E7
(Fig. 7) (Woodman et al., 2007). Evidencias sugieren que la integracién del virus tiene
predileccién por epitelios metaplasicos escamosos, resultando ser las células troncales de

la TZ el blanco de la transformacién oncogénica.
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Figura 7. Progresion del cancer cervical mediada por VPH. Virus oncogénicos infectan a células
basales generando lesiones intraepiteliales que con el tiempo progresan a CaCU. ADN viral se presenta
en forma episomal en lesiones de bajo grado. ADN viral integrado al genoma del huésped en lesiones de
alto grado y cancer invasor (Modificado de Woodman et al., 2007).

1.5 Células troncales

El cuerpo est4d formado por diversas poblaciones celulares que se renuevan
constantemente para sustituir a células mas antiguas, asi como células que han sufrido
dafios como consecuencia de lesiones. Esta renovacion celular permite la homeostasis de
un organismo y esta controlada por una pequefa poblacién de células troncales adultas
residentes de dichos tejidos (Mayani 2003). Las células troncales (SC) son células que
tienen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en poblaciones celulares
especializadas. Dependiendo de su capacidad de diferenciacion (potencialidad) se pueden
clasificar en células pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales. Las primeras solo
se encuentran el embrion (células troncales embrionarias (ESC, por sus siglas en inglés))
0 bien pueden surgir a partir de la reprogramacion celular (células troncales pluripotentes
inducidas (iPSC por sus siglas en inglés)), mientras que las dos Ultimas se encuentran
Unicamente en organismos adultos (células troncales adultas (ASC, por sus siglas en
inglés)). Un ejemplo de las células pluripotenciales son las células troncales embrionarias

gue se aislan de la masa interna del blastocisto del embrién y tienen la capacidad de
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generar los tres tejidos embrionarios sin incluir tejidos extraembrionarios. Las células
multipotentes por su parte son células con la capacidad de formar varios linajes celulares.
Un ejemplo de ellas son las células troncales hematopoyéticas que tienen la capacidad de
formar tanto el linaje mieloide como el linaje linfoide de la sangre. Si bien las ASC poseen
un menor potencial de diferenciacién que las ESC, éstas células poseen la capacidad de
autorrenovarse durante toda la vida de un organismo a diferencia de las ESC que
Unicamente participan durante el desarrollo embrionario de un organismo (Chagastelles &
Nardi 2011).

Las ASC residen en nichos especificos ubicados en el tejido de origen o cerca de este.
Estos nichos les confieren un ambiente propicio para su mantenimiento, es decir, las
mantienen en un estado quiescente y bajo ciertos estimulos permiten su proliferacién en
células indiferenciadas que mantienen el mismo potencial de diferenciacién, asi como su
proliferacion en células comprometidas que se diferenciaran y madurardn en células
especializadas que realizaran una funcion especifica en el tejido (Morrison & Spradling
2008).

El estudio de las células troncales ha tomado gran importancia en décadas recientes ya
gue por sus caracteristicas de autorrenovaciéon y diferenciacion han sido ampliamente
utilizadas en la medicina regenerativa. Asi mismo se ha mostrado que las SC estan
involucradas en ciertos procesos patologicos incluyendo el cancer. Evidencias recientes
sugieren que el tumor estd compuesto por poblaciones heterogéneas de células con
diferentes niveles de malignidad y el desarrollo del tumor est& impulsado por una pequefia
poblacidn celular que comparte caracteristicas de células troncales normales (Wicha et al.,
2006). Estas células se denominan células troncales cancerosas (CSC por sus siglas en
inglés) y es probable que se generen a partir de células troncales o precursoras normales

dentro de los tejidos, después de que se produzcan las mutaciones.
1.6 Células de reserva

1.6.1 Células de reserva como la poblacion putativa de células troncales

cervicouterinas

Si bien, en la actualidad la identidad de las células troncales cervicouterinas sigue siendo
objeto de especulacién, existen fuertes evidencias que postulan a las células de reserva
como la poblacion troncal dentro del cérvix. Numerosos estudios evidencian la capacidad

que tiene las células de reserva para generar los dos tipos de epitelio que recubren al cérvix.
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De manera normal las células de reserva generan epitelio cilindrico, sin embargo, mediante
los procesos metaplasicos que ocurren a partir de la edad reproductiva de la mujer, dichas
células son capaces de generar epitelio estratificado (Fluhmann 1954; Tsanava et al., 2006).
En 2004 Martens y colaboradores realizaron ensayos inmunohistoquimicos detectando
células positivas para p63 y citoqueratina 17 (CK17), dos marcadores putativos de SC
cervicales. Las poblaciones correspondientes para células de reserva mostraron fuerte
expresion de dichos marcadores. Posteriormente, en el afio 2007 este mismo grupo
determiné el origen embrionario de las células de reserva proponiendo un modelo jerarquico
de células del epitelio del cuello uterino desde etapas embrionarias hasta tejidos adultos
(Fig. 8). Ellos observaron la aparicién de una poblacién celular por debajo del epitelio
columnar Milleriano a las 20 semanas de desarrollo embrionario, de las cuales
aproximadamente el 10% fueron positivas para los marcadores de células de reserva p63
y CK5. Esta pequefia poblacion fue denominada epitelio Milleriano tipo 1. Conforme
transcurrié el tiempo embrionario esta poblacion adquirido el marcador CK17 (marcador de
células de reserva y células basales exocervicales), sugiriendo que las células Millerianas
son las células troncales embrionarias que dan origen a las células de reserva, asi como a
las células columnares en etapas tempranas del desarrollo embrionario (Martens et al.,
2007).

Células Miillerianas tipo 1l

P63 positivo (10%), CK17 negativo,

Células Miililerianas tipo |
PE3 negatvo, CK17 negativo,
CK5 negativo

CKS5 positivo
Células de reserva /\
P63 postivo S Células columnares endocervicales
CK17 positivo
CKS5 positivo < P63 negativo, CK17 negativo,
O CK5 negativo

Células escamosas exocervicales
PE3 positivo

CK17 negativo

Figura 8. Modelo jerarquico para el linaje de células de cuello uterino humano. Células millerianas
tipo | (p63°, CK5™y CK17°) revisten las trompas de Miiller. A las 20 semanas de gestacion se expresa p63
y CK5 en una pequefia fraccion de estas células (células miillerianas tipo Il). Simultdneamente se observa
la aparicion de células de reserva bajo estas células columnares tipo Il. El fenotipo p63 y citoqueratinas
de ambas células es idéntico. Sin embargo, con el aumento de la edad gestacional, las células de reserva
expresan adicionalmente la citoqueratina 17. Aproximadamente al mismo tiempo se observa la aparicion
de verdaderas células endocervicales (p63'CK5CK17°) (Tomado de Martens et al., 2014).
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1.6.2 Células de reserva como células iniciadoras del cancer cervicouterino

Existe un consenso en suponer que las células iniciadoras del CaCU se tratan de un
pequefio grupo de células con caracteristicas de células troncales que residen en la TZ del
cérvix. Esta hipotesis se fundamenta en primer lugar por el hecho de que es en esta zona
donde se generan la gran mayoria de lesiones intraepiteliales que evolucionan a cancer
invasor (Foote & Stewart 1948) sugiriendo la existencia de un tipo celular susceptible a la
transformacion oncogénica en dicha zona. En segundo lugar, esta hipétesis se sustenta en
el hecho de que el requisito indispensable para la generacion del CaCU son las infecciones
por VPHs oncogénicos que logran persistir a través del tiempo. Por lo tanto, la célula
iniciadora de la enfermedad deberia de ser una célula troncal capaz de persistir en el tejido
después de varios afios de la infeccion capaz de transmitir sus caracteristicas oncogénicas
a sus descendientes una vez que esta salga de su estado quiescente y entre en divisién
(Lopéz et al., 2012).

Como se menciond con anterioridad, las células de reserva son la poblacién candidata de
células troncales dentro del cérvix y existen evidencias que sustentan su participacion en la
transformacion oncogénica. Evidencias epidemioldgicas sugieren que si la integridad de las
células de reserva se ve afectada por la infeccion de virus oncogénicos al inicio del proceso
metaplasico, la generacién de un epitelio escamoso maduro se vera interrumpida y en su
lugar se formara un epitelio metaplasico atipico displasico que, si bien puede regresar a su
estado normal o persistir como displasia, en algunas mujeres evolucionara a cancer a través
del tiempo (Jayshree et al., 2009) (Fig. 9). Otra observacién importante que permite postular
a las células de reserva como la poblacién responsable del inicio del CaCU es la presencia
de NICs en focos dispersos a lo largo de la zona de transformacion que se intercalan con
epitelio normal mediante cambios abruptos. Reich y colaboradores proponen que dicho
patrén corresponde a la proliferacién clonal de las células de reserva a lo largo de la zona
de transformacion después de ser infectadas por virus oncogénicos (Reich et al., 2008). Por
otro lado, experimentos “in situ” demuestran que las células de reserva en tejidos sanos
expresan p63 y CK17, dos marcadores caracteristicos de poblaciones de CSC de cérvix
(Martens et al., 2004).
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Figura 9. Desarrollo del cancer cervicouterino por infeccion de VPHs oncogénicos en las células
de reserva de la zona de transformacion. NIC: Neoplasia intraepitelial cervical. VPH: Virus del papiloma
humano (Modificado de Jayshree et al., 2009).

1.6.3 Marcadores de células troncales cervicales

La identificacion y aislamiento de ESC y ASC ha resultado de suma importancia en afios
recientes. Sus caracteristicas de autorrenovacion y diferenciacion las convierten en
candidatos potenciales en el &mbito de la medicina regenerativa, ademas de resultar ser
blancos potenciales en la terapia de enfermedades como el cancer. Sin embargo, una de
las principales limitantes en la investigacion de las células troncales resulta en su
identificacion y aislamiento, ya que a pesar de que en la actualidad se conocen varias
moléculas de superficie que funcionan como marcadores moleculares de dichas células,
raramente estos marcadores son exclusivos de la poblacién de células troncales, resultando
necesario el establecimiento de una combinacién de marcadores para la identificacion y

asilamiento de una poblacion celular tipo troncal (Lopez et al., 2012).

En la actualidad se han establecido un pequefio numero de marcadores putativos de células
troncales cervicales, tanto cancerosas como normales. Uno de los mas importantes es
CDA49f, el cual es una molécula de superficie que ha sido ampliamente utilizada para la
identificacion de células troncales epiteliales. CD49f también conocida como a6-integrina
es una glicoproteina transmembrana que forma parte de receptores con afinidad por la
matriz extracelular. Labouesse y colaboradores en 1996 observaron que su deplecion en
ratones conduce a la muerte neonatal y a un fenotipo de malformaciones cerebrales y
ampollas en la piel. Ademas, se sabe que Oct4 y Sox2 (factores de transcripcion
involucrados en la pluripotencia de la ESC) se unen a los promotores de CD49f regulando
su expresion (Yu et al.,, 2012). Dicha molécula se encuentra presente en mas de 30

poblaciones de células troncales incluyendo células troncales cancerosas (Krebsbach &
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Villa 2017). Numerosos estudios indican una participacion importante de esta molécula en
la renovacion de células troncales. Estos datos indican que CD49f juega un papel
importante en el desarrollo embrionario de 6rganos y en la renovacion de células somaticas
en tejidos resultando ser asi un fuerte candidato como marcador de células troncales

cervicales en tejidos adultos.

Recientemente, p63, una proteina perteneciente a la familia de p53, fue establecida como
un factor de transcripcion importante en el desarrollo embrionario. Ratones nulos de p63
mostraron un desarrollo deficiente de epitelio estratificado, evidenciando su participacion
en el desarrollo de epitelios en estado embrionario. Asi mismo en varios epitelios de tejidos
adultos como cérvix, pulmon y prostata se ha mostrado su presencia. En epitelio pulmonar
p63 se expresa en las células de reserva bronquiales encargadas de la generacioén epitelial
(Wang et al., 2002), mientras que en prostata su expresion se limita a las células basales
del epitelio (Shah 2002). Estos datos sugieren que p63 desempefia un papel en la
regulacion y maduracion del epitelio en la fase adulta y podria ser un marcador de

troncalidad del epitelio cervical.

Los patrones de polipéptidos de queratina han sido utilizados para la subclasificacion de
poblaciones celulares epiteliales. En el 2004 Martens y colaboradores identificaron células
de reserva positivas para el marcador CK17. Dichas células de reserva, previamente
propuestas como una posible poblacion de células troncales del cérvix, mostraban un
patrén de expresion de queratina tipico del cual la citoqueratina 17 era prominente y

especifica.

1.7 Células de la union escamocolumnar

En el afio 2012 Herfs y colaboradores identificaron una nueva poblacion celular ubicada en
la zona de transformacion cervicouterina, la cual correspondia a un namero reducido de
células de la JSC con morfologia cuboidal completamente diferente a la de las células
columnares y escamosas que conformaban el cérvix, asi como un perfil de expresién unico
compartido por células embrionarias (AGR-2, CK7, CD63, MMP7 y GDA). Mediante
ensayos inmuno-histopatolégicos observaron que los marcadores de esta poblacion celular
se expresaban en un alto porcentaje de NICs de alto grado asociados a VPHs oncogénicos
y a cancer, mientras que en NICs de bajo grado asociados a VPHs no oncogénicos dichos
marcadores raramente se encontraron presentes, sugiriendo que dicha poblacion podria

tratarse de una poblacién diferente a las células de reserva con caracteristicas de células
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troncales que al ser infectadas por virus oncogénicos podrian desencadenar el desarrollo

del cancer (Figura 10).
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Figura 10. Identificacion y andlisis transcripcional de células de JSC. (A) Representacion
esquematica del cuello uterino humano. (B) Histologia del cérvix adulto, con células escamosas (1), de
unién (2) y columnares (3). (C) Representacion bidimensional de un andlisis de componentes principales
de los datos de microarreglos de expresion derivados de las tres poblaciones celulares. (D) Mapa de calor
de los datos de microarreglos de expresion anclados por una comparacion entre los tres grupos; La
expresion especifica de la uniéon SC esta entre corchetes. JSC: Unién escamocolumnar (Modificado de
Herfs et al., 2012).

1.8 Vitamina A y acido retinoico

Los retinoides son un grupo de compuestos quimicos que comprenden a la Vitamina A
(retinol) y a sus analogas naturales y sintéticos (Sporn & Robets 1984). El acido retinoico
(RA) o acido retinoico “all-trans” (atRA), es el metabolito biologicamente mas activo de la
vitamina A, y esta involucrado en una variedad de funciones biol6gicas que incluyen vision,
reproduccion, metabolismo, diferenciacion tisular de células normales y cancerosas,
hemopoyesis, desarrollo 6seo, espermatogénesis, embriogénesis, entre otros (Abu et al.,
2005). En el caso particular del cérvix cumple importantes funciones al regular la
diferenciacion celular del epitelio cervical mediante su unién a receptores RAR y RXR
(Gudas 1994).
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Los animales no son capaces de sintetizar la vitamina A de novo, por lo que ésta debe
obtenerse a través de la dieta mediante la ingesta tanto de productos de origen animal, en
forma de retinol y de ésteres de retinol, como de origen vegetal en forma de carotenoides
(Barua & Furr 1998). El retinol es transportando a su célula blanco y metabolizado a atRA
mediante una serie de reacciones enzimaticas que ocurren en el citoplasma de ésta
(McLaren & Kraemer 2012). Dentro de la célula blanco, el retinol se une a proteinas de
unién de retinol celular (CRBP), mientras que el atRA se une a proteinas de union al acido
retinoico celular (CRABP) para poder ser transportado al ntcleo. Una vez en el nulcleo se
une a su receptor induciendo a la transcripcion de genes blanco. El atRA es el ligando
natural para los receptores para &cido retinoico (RAR), mientras que el &cido retinoico 9-cis
es el ligando natural del receptor X a retinoides (RXR) (Mark et al., 2006). Los receptores
funcionales de 4cido retinoico se encuentran en forma de heterodimeros (RAR/RXR) unidos
a secuencias consenso conocidas como elementos de respuesta al 4cido retinoico (RARE)
ubicados en los promotores de los genes blanco. En ausencia de ligando, RAR y RXR
reclutan correpresores, tales como el correpresor nuclear (N-Cor) y el receptor de hormona
tiroidea (SMRT), que a su vez reclutan deacetilasas de histonas. Este complejo represor
induce la condensacién de la cromatina regulando a la baja la expresion de los genes diana.
En presencia de atRA, las proteinas CRABP facilitan su interaccion con RAR o RXR,
actuando como coactivadores (Delva et al., 1999) al reclutar proteinas que tienen una
actividad de histona acetiltransferasa o una actividad de metil transferasa. Estos complejos
multiproteicos inducen la descondensacion de la cromatina, permitiendo la expresion de los
genes blanco (Xu et al., 1999) (Figura 11A).

1.9 Receptores para acido retinoico

Los receptores para acido retinoico forman parte de una superfamilia de proteinas
conocidas como receptores nucleares (RNs). Los RNs son factores de transcripcion
regulados por ligando que participan en diversos procesos celulares incluyendo crecimiento
celular, diferenciacion celular, desarrollo, apoptosis y homeostasis de epitelios
(Mangelsdorf et al., 1995). Los miembros de esta familia se caracterizan por presentar
dominios conservados denominados A, B, C, D, E y F, partiendo del extremo N-terminal al
C-terminal. La region A/B comprende el primer dominio de activacion transcripcional (AF-
1), posteriormente se encuentra la region C que contiene el dominio de unién al ADN (DBD),
seguido de la region D que actlia como una estructura bisagra entre la region Cy E y esta

involucrada en los cambios conformacionales de los RNs. La region E contiene el dominio
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de unién al ligando (LBD) y un segundo dominio de funcién de activacién transcripcional
(AF-2). Algunos RNs presentan una region F relacionada con la modulacién de su actividad
(Germain et al., 2006; Gutiérrez et al., 2014) (Fig.11B).
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Figura 11. Via de senalizacién RA. A) Metabolismo y sefializacion de la AR. El retinol se convierte en
AR en dos pasos, primero es catabolizado a retinal a través de ADH, y posteriormente a AR por RALDH.
El AR se transporta al nicleo donde se une al receptor del &cido retinoico (RAR), que forma un
heterodimero con el receptor del retinoide X (RXR). Tras la unién del AR, el heterodimero RAR-RXR
recluta coactivadores activando la transcripcién de los genes diana. AR: acido retinoico; RAR: receptor
para acido retinoico; RXR: receptores X a acido retinoico; RARE: elemento de respuesta a acido retinoico;
CRBP: proteina de union a retinol celular; CRABP: proteina de unién a &cido retinoico celular; CYP26:
citocromo P450 subfamilia 26; RALDH: Deshidrogenasa retinaldehido; SDR; deshidrogenasa/reductasa
de cadena corta. B) Estructura de la proteina RAR: El dominio de activacion transcripcional independiente
del ligando N-terminal (AF-1) (A), un dominio de unién al ADN (DBD) que consiste en una region central
altamente conservada, que contiene dos médulos de dedos de zinc, una bisagra que permite flexibilidad
entre la parte N-terminal y C-terminal de la molécula (D) y un dominio de unién al ligando C-terminal (LBD)
(E), que interactlia con el ligando, lo que permite la dimerizacion del receptor y ademas sirve como un
dominio de la funcién de activacion transcripcional activada por el ligando (AF-2) (Modificado de Gutiérrez
et al., 2014).

Los receptores para acido retinoico se clasifican en dos subfamilias: los receptores de acido
retinoico RAR vy los receptores X de retinoides RXR. los receptores de la familia RAR son
codificados por los genes aq, B y y, generando varias isoformas de cada uno que incluyen a
los receptores RARa1 y RARa2, RARB1, RARB2, RARB3 y RARB4, RARy1 y RARy2. Del

22



mismo modo existen tres genes del receptor RXR, que codifican para RXRa, RXRf y RXRy
(Mark et al., 2006).

Los diferentes tipos e isoformas de RAR y RXR estdn altamente conservados
evolutivamente y exhiben distintos patrones de expresion espacio-temporales tanto en
organismos en desarrollo como en adultos, lo cual sugiere que cada receptor ejerce alguna

funcion fisioldgica distinta (Kastner et al., 1997).
1.10 Acido retinoico y RARB en cancer

Una de las principales funciones del acido retinoico es regular los procesos de
diferenciacion celular que ocurren en tejidos adultos y tejidos embrionarios por lo que su
deficiencia esta asociada con la desdiferenciacion y el desarrollo del cancer. Varios estudios
experimentales y epidemiolégicos han demostrado la actividad antiproliferativa de los
retinoides y su uso potencial en el tratamiento de varios tipos de cancer incluyendo al cAncer
de cuello uterino (Abu et al., 2005). Evidencias indican que el 4cido retinoico actlla como
un inhibidor de la carcinogénesis al bloquear la promocion de células ya iniciadas o
transformadas (Niles 2000) mediante tres mecanismos: induccion de apoptosis, inhibicion
en la proliferacion de células anormales (detencién del crecimiento) e induccion de

diferenciacion de células anormales indiferenciadas (Abu et al., 2005).

De todas las diferentes isoformas de los receptores de retinoides, el receptor del acido
retinoico B (particularmente la isoforma 2) parece tener el papel dominante como supresor
de tumores y su pérdida esta asociada con la progresion del tumor. La regulacién por una
disminucién de RARB2 se ha demostrado en varios tumores, incluidos los canceres de
pulmén, mama, cabeza y cuello, y carcinomas cervicales (lvanova et al., 2002). RARB ha
mostrado jugar un papel importante en el desarrollo de CaCU. Reportes indican que las
mujeres que exhiben una disminucién en la expresion de RAR tienen tres veces mas
probabilidades de desarrollar CaCU (Gariglio et al., 2009). En condiciones normales la zona
de transformacion cervicouterina exhibe altos niveles de expresion de RARPB, viéndose
considerablemente disminuida en lesiones intraepiteliales de alto (NIC IIl) y bajo grado (NIC
'y NIC II) (Xu et al., 1999).

1.11 Acido retinoico y RARB en la diferenciacion celular

El AR juega un papel importante en el desarrollo embrionario. Su importancia fue

reconocida por primera vez en 1930 cuando se demostré que la deficiencia de la vitamina
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A materna estaba asociada a varios defectos (Hale, 1937; Mason, 1935). Posteriormente
se demostré la presencia de un gradiente de concentracion de AR en el eje anteroposterior
de embriones de ratones. Concentraciones crecientes de AR son observadas en regiones
posteriores viéndose disminuidas hacia regiones anteriores en embriones de ratones al
séptimo dia de gestacion (Sakai et al., 2011). Dicho gradiente es regulado por la sintesis y
degradacion diferencial de AR en diferentes partes del embrion. Los genes Hox (genes
implicados en la morfogénesis y diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario
temprano) presentan receptores de acido retinoico en sus “enhancers” y se ha mostrado
gue la administracién de AR en embriones de ratones puede hacer que estos genes se
expresen en regiones atipicas (Conlont y Rossant 1992). Por otro lado, se ha demostrado
gue el AR es capaz de inducir la diferenciacién celular de células pluripotentes de carcinoma
embrionario, asi como de ESC (Soprano et al., 2007). Se ha demostrado que el AR puede
inducir la diferenciaciébn de ESC en una gran cantidad de diferentes tipos de células,
incluidas neuronas, células gliales, adipocitos, condrocitos, osteocitos, epitelio corneal,
musculo esquelético, musculo liso y cardiomiocitos ventriculares (Eiges & Benvenisty 2002;
Rohwedel et al., 1999; Schuldiner et al., 2000). Dichos hallazgos ponen en evidencia la

importancia del AR en la diferenciacion ESC.

Por otro lado, el AR promueve la diferenciacion celular de SC presentes en epitelios adultos,
actuando como un potente regulador del crecimiento y diferenciacion celular de células
epiteliales normales. EI AR ha mostrado ser un regulador critico de la neurogénesis
embrionaria y se ha demostrado que juega un papel importante durante la neurogénesis en
adultos in vivo (Jacobs et al., 2006). Asi mismo, la deficiencia de retinoides ha sido
fuertemente asociada al desarrollo de metaplasia epidermoide, una condicidbn que
epidemiolégicamente ha sido fuertemente asociada al desarrollo de lesiones cervicales que
preceden al desarrollo del CaCU. Ponnamperuma y colaboradores en 1999 observaron que
una dieta deficiente de vitamina A en ratones generaba zonas con abundantes metaplasias
escamosas en el cérvix, precedidas de la hiperproliferacion de células de reserva (células
troncales putativas), las cuales son células no diferenciadas que tienen la capacidad de
generar los dos tipos de epitelio cervical bajo ciertos estimulos (epitelio columnar en
condiciones normales y epitelio escamoso mediante procesos de metaplasia epidermoide)
(Fig. 13). Recientemente un estudio realizado en un modelo murino deficiente del receptor
B para acido retinoico (RARB-) mostrd resultados similares. Los ratones deficientes
generaron zonas metaplasicas cervicales con un aumento considerable de células de
reserva (Albino et al., 2016).
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El ratén condicional NE75 RARB L-/L- (RARB"") es un modelo murino deficiente del
receptor B para acido retinoico que ha sido ampliamente utilizado para estudiar la
deficiencia de retinoides. Se caracteriza por la delecion de dos exones del gen RARB. Para
la obtencion de este ratdbn se realizaron cruzas previas de ratones con diferentes
caracteristicas genéticas. Inicialmente se obtuvieron ratones RARBL2/L2, caracterizados
por la presencia de sitios loxP que flanqueaban a los exones 9y 10 del gen RARB en ambos
alelos. Estos ratones fueron cruzados con una cepa que expresa la Cre recombinasa en
células germinales (CMV-Cretg/0) y los animales resultantes fueron heterocigotos para
RARB+/L-. El alelo L- no contiene los exones 9 y 10 que codifican la mayoria de los
aminoéacidos del dominio de unién al ligando, generando un corrimiento en el marco de
lectura. La cruza de los ratones RARB+/L- generaron una cepa RARB-". Esta cepa a su
vez presenta una pérdida de los exones 9 y 10 del gen RAR los cuales codifican para el
dominio de unién a ligando (aminoacidos 263-386) y un corrimiento en el marco de lectura
en funcion de la expresion de la Cre-recombinasa mediada por el promotor de
Citomogalovirus (Fig. 12). El raton RARB-"* posee un fondo genético, resultado de la cruza
entre ratones 129/Sv y C57BL/6J (Chapellier et al., 2002). Dichos ratones son
homocigéticos para la mutacion condicional, por lo que las cruzas posteriores no generan

ratones heterocigotos o silvestres (Serafin et al., 2012; Albino et al., 2016).
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Figura 12. Alteracién dirigida al alelo RARB en los ratones condicionales RARB"". A) Alelo “wild
type” del locus RARP con los elementos para la construccion del alelo RARB“™. Alelo L- del locus RARB
después del corte en los exones 9 y 10 realizado por la accién de CRE recombinasa. Los rectangulos
representan los exones 8-11 (E8-E11). Las banderas representan los sitios LoxP. Flechas indican la
localizacion de los primers (P1, P2 y P3) para la gentotipificacion.
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1.12 Organoides

Recientemente se describi6 el establecimiento de cultivos celulares en tercera dimensién
conocidos como organoides. Los organoides son estructuras tridimensionales conformadas
por diversas poblaciones celulares que se agrupan y se disponen de forma ordenada
asemejando la anatomia y funcién de un 6rgano o tejido (Kretzschmar & Clevers 2016).
Poseen enormes ventajas en comparacion de los cultivos en dos dimensiones ya que estos
han mostrado ser genéticamente estables y tienen la capacidad de recapitular
histolégicamente la malignidad de un padecimiento. Por ejemplo, organoides de intestino
se han aplicado para el modelado de enfermedades genéticas, como la fibrosis quistica y
han conservado las anormalidades genéticas presentes en dicha enfermedad (Huch et al.,
2015). Otro ejemplo importante es el cultivo de organoides establecidos a partir de CSC.
Se ha observado que dichos organoides al ser xenotrasplantados recapitulan la
histopatologia del tumor parental del que derivaron conservando las lesiones genéticas y
patrones de expresion génicos del mismo. Por lo anterior el cultivo de organoides
representa una posibilidad de pruebas de farmacos in vitro para la prediccion de la

respuesta al tratamiento clinico en pacientes (Sato & Clevers 2015).

El cultivo de organoides se genera a partir de la expansion de células troncales. Estas
pueden ser células ASC o ESC. La formacién de estos cultivos esta sustentada en la
capacidad de autorrenovacion y diferenciacion que presentan las células troncales. Por un
lado, la capacidad de autorrenovacién permite su expansién y mantenimiento, mientras que
la capacidad de diferenciaciébn permite generar los diferentes linajes celulares que
constituyen al érgano o tejido in vivo. Esto debido a los estimulos a los que son sometidas
las células (factores de crecimiento que regulan vias de sefializacion implicadas en el

mantenimiento y diferenciacion de las SC in vivo) (Sato & Clevers 2016).

El aislamiento y la caracterizacion de las células troncales del intestino adulto, asi como la
identificacion de la participacion de la via de sefalizacion WNT en procesos de
autorrenovacion y diferenciacion de células troncales permitieron la generacion del primer
cultivo de organoides a largo plazo. La estimulacion de células troncales con factores de
crecimiento R-spondina 1, factor de crecimiento epidermal y Noggina, asi como el
suministro de un andamio conformado por componentes de la matriz extracelular tales
como colageno y laminina que impidieran la muerte celular por anoikis dieron lugar al primer
cultivo de organoides procedente del epitelio intestinal adulto. Los organoides obtenidos

incorporaron muchas de las caracteristicas del tejido in vivo, compartimentalizandose en
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estructuras semejantes a las criptas intestinales presentes en el epitelio intestinal adulto, y
se conformaron a su vez por células trocales, células de paneth, células caliciformes,

células enteroendocrinas y enterocitos (Sato & Clevers 2009) (Figura 13).

o

Crypt domain

Figura 13. Establecimiento del sistema de cultivo de la cripta intestinal. a) Crecimiento de organoide
a partir de una cripta intestinal. Presencia de células de paneth con granulos en el fondo de la cripta
(flechas). a-c) Las criptas aisladas individuales forman eficientemente organoides dentro de los 14 dias
(dia 5 (b) y dia 14 (c)). d) Reconstruccion tridimensional después de 3 semanas de cultivo. Las células
madre Lgr5-GFP1 (verdes) estan localizadas en la punta de los dominios similares a criptas. Contratincién:
ToPro-3 (rojo). e) Representacion esquemdtica de un organoide, que consiste en un lumen central
revestido por un epitelio similar a vellosidades y varios dominios circundantes similares a criptas. Barra
de escala: 50 mm (Modificado de Sato & Clevers 2009)

Las modificaciones de los factores de crecimiento en el medio de cultivo de organoides
intestinales original permitieron el establecimiento de cultivos organoides epiteliales de
varios otros Grganos gastrointestinales humanos y murinos, incluidos la vesicula biliar (Lugli
et al., 2016), higado (Huch et al., 2013, 2015), pancreas (Boj et al., 2015), y estémago
(Barker et al., 2010). Posteriormente, al emplear métodos similares, se lograron generar
cultivos organoides a partir de otros tejidos epiteliales no gastrointestinales como el eséfago
(DeWard et al.,, 2014), trompa de Falopio (Kessler et al., 2015), glandula mamaria
(Linnemann et al., 2015), préstata (Chua et al., 2014), entre otros. Asi mismo modificaciones
en la fuente de las células troncales utilizadas para el cultivo de organoides ha permitido
generar organoides del mismo tejido, pero con diferentes caracteristicas. En el caso de los
organoides de intestino se han establecido cultivos organoides a partir de tres fuentes
celulares diferentes como lo son células epiteliales puras (células individuales como células

troncales Lgr5+ o agregados celulares como criptas intestinales), trozos de tejido picados
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que contienen células tanto epiteliales como mesenquimales y células troncales

pluripotentes que se diferencian hacia linajes celulares deseados (Fig. 14).
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Figura 14. Diferentes vertientes para la generar organoides. El cultivo de organoides se pueden
generar a partir de células troncales pluripotentes, trozos de tejido picado o células troncales adultas
(Modificado de Kretzschmar & Clevers 2016).

2. ANTECEDENTES

Los organoides son cultivos celulares que surgen a partir de la autorrenovacion y
diferenciacion in vitro de células troncales dando como resultado la formacién estructuras
tridimensionales conformadas por diversas poblaciones celulares agrupadas y dispuestas
de forma ordenada, asemejando la anatomia y funcién de un 6rgano o tejido. El cultivo de
organoides representa enormes ventajas sobre los cultivos en dos dimensiones, ya que han
mostrado ser genéticamente estables, ademas de tener la capacidad de recapitular
histolégicamente la malignidad de un padecimiento, por lo que resultan modelos ideales
para el estudio de enfermedades complejas como lo es el cancer (Kretzschmar & Clevers
2016). En México, el CaCU representa el tercer lugar de ocurrencia de nuevos casos de
cancer, asi como el tercer lugar de muertes en mujeres en edad reproductiva.

Recientemente se ha determinado un fenotipo extendido para las células troncales
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cancerosas cervicales, este fenotipo muestra un aumento de la expresion de CK-17, p63 +,
All +, CD49f +, junto con una mayor actividad de la Aldehido deshidrogenasa (ALDH) en
cultivos tridimensionales enriquecidos en CSC cervicales (Ortiz et al., 2016). Interesante las
células de reserva de la zona de transformacién comparten dos de estos marcadores (p63
y CK17), y ya que se ha observado que las CSC comparten marcadores con sus
contrapartes sanas es probable que las células de reserva correspondan a las poblaciones
troncales dentro del cérvix. Por otro lado, los retinoides y particularmente el acido retinoico
han mostrado tener un papel fundamental en la homeostasis de epitelios. Una de las
principales funciones del &cido retinoico es regular los procesos de diferenciacion celular
gue ocurren en tejidos adultos y tejidos embrionarios por lo que su deficiencia esta asociada
con la desdiferenciacién y el desarrollo del cancer (Abu et al., 2005). Los retinoides ejercen
sus funciones a través sus receptores RARs y RXRs. RARB ha mostrado jugar un papel
importante en el desarrollo de CaCU. Reportes indican que las mujeres que exhiben una
disminucion en la expresion de RAR tienen tres veces mas probabilidades de desarrollar
CaCuU (Gariglio et al., 2009) y asi mismo se ha observado que la deficiencia de RARPB en
un modelo murino (RARB'%) genera zona metaplasicas con hiperproliferacion de células
de reserva (Albino et al.,, 2016), condicion que podria enriquecer a las poblaciones

potenciales (células troncales y células progenitoras) para la formacion de organoides.

Teniendo en cuenta estos hechos, investigar las caracteristicas y aislar células troncales
cervicales resulta ser el primer paso para establecer y describir un método para diferenciar
estas células troncales que permita generar organoides de cérvix. Nuestro planteamiento
nos permitird generar un modelo que proporcione informacién valiosa para la investigacion
de las células que pensamos probablemente dan origen a esta patologia, es decir las

células de reserva.

El objetivo de esta investigacion es identificar a las poblaciones de células tipo troncales
potenciales para la formacién de organoides mediante la inmunodeteccién de los
marcadores putativos de troncalidad (p63, CK17 y CD49f) en el tejido cervical de modelos
murinos. Asi mismo este estudio pretende determinar si la deficiencia del receptor 8 en
ratones RARBY" puede enriquecer las poblaciones de células troncales y progenitoras

favoreciendo con ella la formacion de organoides.
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4. HIPOTESIS

La deficiencia del receptor B para acido retinoico permitira enriquecer las poblaciones de

células troncales y células progenitoras en ratones RARB-".

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES:

Caracterizar las poblaciones de células tipo troncales del cérvix de ratones normales

(C57BL/6J) y ratones deficientes del receptor B para el acido retinoico (RARB-Y).

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

» Identificar las poblaciones de células tipo troncales presentes en el epitelio cervical
de ratones C57BL/6J y RARB""“ mediante la inmunodeteccion de CD49f, CK17 y
P63 (marcadores de células troncales putativas) en la zona de transformacion

cervicouterina.

 Identificar células de la JSC en ratones C57BL/6J y RARB-“ mediante la

inmunodeteccion de AGR2 en la zona de transformacién cervicouterina.

« Medir el patron de diferenciacion del epitelio cervical de ratones C57BL/6J y RARBY
- mediante la identificacion de las citoqueratinas caracteristicas del epitelio
estratificado CK5 y CK10.

» Determinar los niveles de proliferaciéon celular en el epitelio cervical de ratones
C57BL/6J y RARB""" mediante la identificacion de Ki67.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

RARB L-/L-  C57BLI6J

|

sasawl

Genotipificacion i , .
Citologia vaginal
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del ciclo estral) ceérvix

RARSB
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l l
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Figura 15. Estrategia experimental. Genotipificacion de ratones hembra C57BL6J y RARB-" de 4
meses de edad mediante la amplificacion de los genes RARB y CRE recombinasa. Obtencién del tejido
cervical de los ratones C57BL6J y RARB-"" que se encontraran en fase de estro del ciclo estral. Obtencion
de cortes histolégicos para la caracterizacion “in situ” de poblaciones de células troncales mediante
ensayos de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.
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7. METODO

7.1 Poblacion de estudio

Se utilizaron ratones hembra de 3-4 meses de edad de las cepas RARB- y C57BL/6J,
estos ultimos utilizados como control. Ambas cepas fueron generadas en la Unidad de
Produccion y Experimentacion de animales de laboratorio (UPEAL; protocolo 212/04) del
Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAYV), Unidad Zacatenco (NOM-062-200-1999)

7.2 Genotipificacion:

Se realiz6 la genotipificacion de ratones RARB-"-y C57BL/6J mediante la identificacion de
los genes RARP (en estado normal y transgénicos) y Cre recombinasa mediante una PCR

en punto final.

7.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé a partir del tejido obtenido de la oreja de los ratones a
genoatipificar. El tejido se corté de la base de la oreja con ayuda de un oradador y se colocé
en un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml. El tejido se incubo a 45°C durante toda la noche en
300 pl de solucion de lisis (NaCl 4M, TRIS 1M, SDS 10M, EDTA 8M) que contenia
proteinasa K. Pasado este tiempo se adicionaron 150 ul de Plant DNAzol® Reagent
(ThermoFisher Scientific) a la solucién obtenida y se dej6 incubar durante 7 minutos a
temperatura ambiente con agitacion ocasional. Posteriormente se adicionaron 150 pl de
cloroformo y se centrifugd a 11,5000 rpm durante 10 minutos. La fase acuosa obtenida se
transfirio a un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo y se agregaron 250 pl de etanol absoluto frio.
La solucion obtenida se mezcld y se incubd en hielo durante 5 minutos. Pasado este tiempo
se centrifugé a 8,000 rpm durante 15 minutos, se decant6 el sobrenadante y la pastilla
obtenida se lavé con 150 ul de una solucion compuesta por 600 ul de Plant DNAzol®
Reagent y 450 ul de etanol absoluto. Esta mezcla se dej6 incubar durante 5 minutos y se
centrifugé a 8,000 rpm durante 15 minutos. Se decantd el sobrenadante y la pastilla
obtenida se lavé con 150 ul de etanol al 80%. La solucién obtenida se centrifugé a 7500
rpm durante 7 minutos retirando la mayor cantidad de sobrenadante. La pastilla obtenida
se dej6 secar a temperatura ambiente y se resuspendio en 30 ul de H,O estéril libre de

DNAsas. La muestra de ADN se dej6 hidratar toda la noche a 4°C para su posterior analisis.
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Por ultimo, se procedid a la cuantificacion del ADN mediante un espectrofotometro

NanoDrop 2000 de la marca Thermo Scientific.

La integridad del ADN se evalu6 mediante la electroforesis de un gel de agarosa al 1% bajo
las condiciones de 90 V durante 45 minutos. Para ello en cada pozo se colocé la mezcla
del volumen correspondiente a 100 ng/pul ADN mas buffer de carga 1X (Invitrogen) que

contenida colorante Red Gel.

7.2.2 PCR

Se realiz6 la amplificacién por PCR de las regiones correspondientes al alelo “wild type’
(618 pb) y al alelo mutado (383 pb) del gen RAR, asi como la amplificacion de una region
de 400 pb correspondiente al gen de la Cre recombinasa en las muestras de ADN obtenidas

previamente. Los primers utilizados fueron los siguientes (tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de los primes utilizados para la genotipificaciéon de los ratones C57BL6J
y los ratones RARB-"*

Gen Amplicén Secuencia de primers Pares de bases
RARB Alelo P1 (5'-TGTACCCAGAGTCAAGAAA-3’) 383
Recombinado P2 (5'- GGCCATCAGAGAAAGTCAT-3")
Alelo WT P1 (5-TGTACCCAGAGTCAAGAAA-3’) 618

P3 (5-CAACCCAGTCCAGCACCAG-3)

CRE Cre Fw (5-ATTTGCCTGCATTACCGGTC-3) 400
recombinasa Rv (5-ATCAACGTTTTCTTTTCGG-3’)

Cada reaccién de PCR se realiz6 en un volumen de 25 ul que contenian 50 mM de MgCiI2,
100 mM de primer Fw, 100 mM de primer Ry, buffer 1X, 100 mM de dNTPs, 0.2 U de Taq
polimerasa y 1ug/ul de ADN. El volumen final de la reccion se ajusté con agua ultrapura
libre de DNAsas.

Los productos de amplificacion de cada muestra fueron visualizados mediante una
electroforesis. Para ello en cada pozo se colocaron 4 pl de cada muestra mas 1 pl de buffer
de carga (Invitrogen) que contenia colorante Red Gel ADN. La electroforesis se llevé a cabo

en un gel de agarosa al 2% a 90 V durante 45 minutos.
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7.3 Caracterizacion de células troncales cervicales “in situ”

Se caracterizd el epitelio cervical de los ratones C57BL/6J y RARB““ mediante la
inmunodeteccion “in situ” de las poblaciones celulares positivas para los marcadores
putativos de células troncales cervicales CD49f, CK17 y p63, asi como mediante la
inmunodeteccién de AGR2, un marcador putativo de troncalidad presente en células de la
JSC del cérvix humano. Asi mismo se determiné el patron de diferenciacion del epitelio
cervical de los ratones C57BL/6J y RARB““ mediante la inmunodeteccion de dos
citoqueratinas de diferenciacion del epitelio estratificado, CK5 y CK10. Los niveles de
proliferacion celular en el tejido epitelial de ambos ratones fueron determinados mediante
ensayos inmunohistoquimicos contra la proteina Ki67. La inmunotinciones de las proteinas
evaluadas se realizaron en el cérvix de tres ratones diferentes de cada cepa, realizando

tres repeticiones biolégicas por individuo.

7.3.1 Obtencion de muestras

Se extrajo el cérvix de ratones hembra C57BL/6J y RARB-" de 3-4 meses de edad que se
encontraran en la fase de estro del ciclo estral. La determinacion del ciclo estral se realizé
mediante lavados vaginales con PBS. Las muestras obtenidas se colocaron en portaobjetos
y posteriormente fueron tefiidas con hematoxilina y eosina para su visualizacion en el

microscopio (campo claro).

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. El cérvix se extrajé cortando desde
la base de la vagina hasta la parte superior de los cuernos uterinos. El tejido obtenido se
lavé dos veces con PBS para retirar el excedente de sangre y grasa. Las muestras utilizadas
para inmunohistoquimica (IHC) fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4% durante
48 horas. Las muestras utilizadas para inmunofluorescencia (IF) se preservaron en medio

de inclusion Tissue-Tek® a -70°C.

7.3.2 Inclusion de tejidos en parafina y cortes histologicos

Posterior a la fijacion de los tejidos en PFA al 4% (durante 48 horas), estos fueron
deshidratados mediante su incubacién en alcoholes de graduacion creciente hasta etanol
al 100%. Para ello los tejidos se colocaron dentro de cassettes de plastico y se sumergieron
en etanol al 70%, 80%, 90% 1, 90% 2, 100% 1 y 100% 2 respectivamente, cada cambio
durante 1 hora. Previamente a la inclusion en parafina los tejidos fueron incubados en una

solucion intermediaria miscible tanto en alcohol absoluto como en parafina, esto con la
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finalidad de favorecer la penetracién de la parafina en los espacios del tejido ocupados
inicialmente por el agua. Para ello, los tejidos se incubaron en una solucién compuesta por
etanol-xilol al 50-50%, seguida de la incubacién en xilol al 100% 1 y xilol al 100% 2, cada
cambio durante 1 hora. Para la inclusiébn en parafina, los tejidos fueron transferidos a
parafina liquida (Paraplast Embedding Media, McCormick Scientific, USA) dentro de un
horno a 60°C. Se realizaron tres cambios de parafina cada uno de una hora. Pasado este
tiempo los tejidos se colocaron en moldes de aluminio que fueron rellenados con parafina
liuida y se dejaron enfriar y solidificar a temperatura ambiente durante 24 horas.
Posteriormente se realizaron cortes de tejido cervical de 3 pm de grosor con ayuda de un
microtomo. Los cortes obtenidos se colocaron en laminillas electrocargadas y se fijaron a
60°C durante 15 min.

7.3.3 Inmunohistoquimica para las proteinas CK5, CK10, p63, AGR2, Ki67

Los cortes se desparafinaron mediante la implementacion de calor y el uso de solventes.
Para ello los cortes se sometieron a una temperatura de 65°C (temperatura de fusién de la
parafina) durante 15 minutos, seguido de su pasaje por xilol 1 y xilol 2 durante 3 minutos,
etanol al 100% 1, etanol al 100% 2 y etanol al 70% durante 5 minutos. Posteriormente los
tejidos se rehidrataron haciendo dos lavados con PBS Tween 20 al 0.1% durante 5 minutos.
La recuperacion antigénica se realizé mediante la incubacién de los tejidos en un buffer de
citratos durante 10 minutos a una temperatura de 120°C dentro de una olla de presién. Los
tejidos se dejaron enfriar durante 30 minutos. Pasado este tiempo se realiz6 el bloqueo de
la peroxidasa enddgena mediante la incubacion de los tejidos en la solucion de bloqueo de
la peroxidasa (Bio BS U.S.A) durante 30 minutos en una camara humeda (este paso se
realizd dos veces). Los tejidos se lavaron con PBS y se incubaron durante 40 minutos con
la solucién de bloqueo general compuesta por 2% de SFB, 50 mM de glicina, 0.05% de
Tween 20, 0.1% de Triton X-100 y 0.1% de BSA diluido en PBS (Rosas et al., 2016). Para
el marcaje de las proteinas los tejidos se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes: anti-p63 (orb11214), anti-AGR2 (11275-1-AP), anti-CK5 (GTX61583) y
anti-CK10 (ab76318) toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios fueron diluidos con
una solucion potenciadora ASE compuesta por 10 mM glicina, Tween 20 al 0.05%, Triton
X-100 al 0.1% y peroxido de hidrogeno al 0.1% en PBS (Rosas et al., 2016). Pasado el
tiempo de incubacidn, los tejidos se lavaron con PBS para retirar el excedente de anticuerpo
primario y se incubaron con el anticuerpo secundario y el polimero (MACH 3 Rabbit HRP

Polymer Detection, BIOCARE) durante 10 minutos respectivamente. Los tejidos se lavaron

35



con PBS Tween 20 al 0.05% para retirar el excedente de anticuerpo secundario. La
deteccién de la proteina se realiz6 mediante la incubacién del tejido con la solucién
reveladora (cromdgeno Diaminobenzidina (DAB) diluida en el buffer de Diaminobencidina
(1:100)). Una vez detectada la sefal la reaccion se detuvd con PBS. Los tejidos fueron
tefiidos con hematoxilina y se dejaron secar completamente. Las laminillas se montaron
con medio de montaje Permount (Fisher Chemical, catdlogo: 15820100) para poder ser
visualizadas en el microscopio. Los niveles de expresién de las proteinas evaluadas se
determinaron mediante la cuantificacién de la intensidad de sefial de las imagenes

generadas utilizando el software ImageJ.

7.3.4 Inmunofluorescencia para las proteinas CD49f, CK5, CK17

Las muestras obtenidas previamente se colocaron en moldes que contenia resina para
preservar tejidos en congelacion (Tissue-Tek®). Los moldes se colocaron en hielo seco.
Una vez que éstos solidificaron se realizaron cortes de tejido en criostato, de 3 um de grosor
y se colocaron en laminillas electrocargadas. Los cortes se colocaron en acetona durante
15 minutos para su fijacion. Para la tincion con anticuerpos los tejidos se hidrataron con
PBS Tween 20 al 0.5% durante 3 minutos (2 veces). Posteriormente los tejidos se
bloguearon mediante su incubacion con solucion de bloqueo (Rosas et al., 2016) durante
30 minutos. Para el marcaje de las proteinas los tejidos se incubaron con los anticuerpos
primarios correspondientes (PE Rat anti-human CD49f (#555736), CK17 Alexa 647 (sc-
393002), CK5 (#GTX61583) diluidos en solucién potenciadora ASE (Rosas et al., 2016)
durante toda la noche a 4°C en una camara hiumeda protegida de la luz. Pasado este tiempo
los tejidos se lavaron 3 veces con PBS Tween 20 al 0.1% para retirar el excedente de
anticuerpo primario y se incubaron con el anticuerpo secundario durante 30 minutos. Para
la visualizacion de los nucleos los tejidos fueron incubados con DAPI durante 30 minutos.
Por altimo, los tejidos se montaron con medio de montaje DAPCO y se visualizaron en un
microscopio de epifluorescencia (Olympus BX5). La colocalizacion de proteinas fue
visualizada con ayuda de un microscopio confocal (Zeiss LSM 800). Los niveles de
expresion de las proteinas evaluadas, asi como su nivel de colocalizaciéon fueron

determinados mediante el analisis de los archivos ortogonales.
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8. RESULTADOS

8.1 Genotipificacién de los ratones C57BL/6J y RARB-"-

Se realizo la genotipificacion de los ratones C57BL/6J y RARBY- mediante una PCR punto
final. Se detecté una banda de 618 pb correspondiente al gen RARPB en estado silvestre
(“wild type”) en todos los individuos genotipificados, mientras que la banda correspondiente
al alelo recombinado del gen RARB (383 pb) Unicamente se observo en los ratones RARBY
' (Fig. 16A). La presencia de la Cre recombinasa (400 pb) se detectd exclusivamente en
los ratones RARB-" (Figura 16B).

<618 pb (RARB) 500 pb
<383 pb (RARBLL)

<400 pb
(Cre-Rec)

500 pb

Figura 16. Genotipificacion de ratones C57BL/6J y RARB""™". Expresion del gen RARB en estado
silvestre (618 pb) en los ratones C57BL/6J (A). Expresién del gen RARB en estado silvestre (618 pb) y
estado mutado (383 pb) (A) en presencia de la Cre recombinasa (400 pb) (B) en los ratones deficientes
del receptor B para acido retinoico (RARB™). MPM: marcador de peso molecular. C(-): control negativo.

8.2 Las poblaciones de células de reserva de la unién escamocolumnar y células de

reserva endocervicales aumentan en los ratones condicionales RARB-'-

Con la finalidad de determinar el efecto de la deficiencia del receptor B para el acido
retinoico sobre las poblaciones de células de reserva cervicouterinas se realizaron tinciones
inmunohistoquimicas contra CK5 en el cérvix de ratones C57BL/6J y RARB". CK5 es una
gueratina que se expresa en células de reserva del endocérvix y en células basales del
exocérvix. Nuestros resultados muestran un enriguecimiento 3 veces mayor en las
poblaciones de células de reserva ubicadas en la zona de transformacion en los ratones
condicionales. En los ratones RARB"" (n=3) se observa una hilera de células de reserva
distribuidas a partir de la JSC hacia una porcién del endocérvix cercana a la misma zona
(33 células aproximadamente), mientras que en los ratones C57BL/6J (n=3) dichas células

se restringen a la JSC cervicouterina (10 células aproximadamente). Asi mismo, se
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observan regiones metaplasicas con hiperproliferacién de células de reserva positivas para

CK5 (32 células aproximadamente) Unicamente en los ratones RARB-" (Figura 17).

DAPI DAPI

C57BL/6J
NOIDVINHO4SNVYL 30 VNOZ

RARB

C57BLI6J

XIN43D00N3

RARBL

Figura 17. Expresion de CK5 en la zona de transformacion y endocérvix de ratones C57BL/6J y
RARB"" . Se observa un enriquecimiento de células de reserva subcolumnares positivas para el marcador
CK5 en la JSC (B) de los ratones RARB-" en comparacion de la JSC de los ratones C57BL/6J (A). No se
observa presencia de células de reserva en los ratones (C). Hiperproliferacién de células de reserva
subcolumnares en el endocérvix de los ratones RARB-"* (D). Flechas blancas sefialan la JSC. Puntas de
flecha sefialan células de reserva CK5 postitivas. Sefial verde: CK5. Sefial azul: DAPI. Aumento: 10X.
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8.3 Células de reserva y células basales que expresan los marcadores putativos de

células troncales cervicales CD49f, CK17 y p63, aumentan en los ratones RARB".

Se realizaron inmunohistoquimicas contra CD49f, CK17 y p63 en el cérvix de ratones
C57BL/6J y RARB-" con la finalidad de determinar las poblaciones positivas para los
marcadores putativos de células troncales cervicales en condiciones normales y en
condiciones de deficiencia de retinoides. Un mayor nimero de células positivas para dichos

marcadores fueron observadas en los ratones RARB"" (Figs. 18-22).

8.3.1 Incremento en los niveles de expresion de la proteina p63 en células de reserva
de la unién escamocolumnar, células de reserva endocervicales y células basales

exocervicales en los ratones RARB-""

Las inmunotinciones contra p63 revelan que en condiciones normales (ratones C57BL/6J
(n=3)) la expresion de esta proteina se restringe a células de reserva ubicadas en la JSC,
asi como a células basales y algunas células suprabasales del endocérvix mostrando un
aumento considerable en su nivel de expresion en condiciones de deficiencia de retinoides
(ratones RARB"" (n=3) (Figura 18).

Se observé un nimero muy reducido de células de reserva positivas para p63 en la JSC de
los ratones C57BL/6J presentando una tincion muy tenue correspondiente a un bajo nivel
de expresion de la proteina (28.40 UA (unidades arbitrarias) (Fig. 18Ay 18G), mientras que
en los ratones RARB"'“ se observé un aumento en la cantidad de células de reserva
positivas a dicho marcador, asi como un aumento en sus niveles de expresion (52.93 UA)
(Fig. 18B y 18G).

La expresién de la proteina p63 en el exocérvix de los ratones C57BL/6J se observéd en
aproximadamente el 50% de las células basales, asi como en baja proporcién de células
suprabasales del epitelio estratificado, mientras que en los ratones condicionales RARB-"
dicha expresion se vio aumentada, abarcando una mayor proporcion de células basales
(90% aprox.) y células suprabasales que se extiendan hacia los estratos mas superficiales
del exocérvix (Fig. 18D). Asi mismo los niveles de expresion de p63 en dichas células fueron
mayores en el exocérvix de los ratones RARBY" (58.1 UA) a comparacion del exocérvix de
los ratones C57BL6J (27.65 UA) (Figura 18G).
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Figura 18. Expresion de p63 zona de transformacion, exocérvix y endocérvix de ratones C57BL/6J
y RARB"™. Enriquecimiento de células de reserva y células basales positivas para la proteina p63 en la
JSC (B) y exocérvix (D) de los ratones RARB-"" a comparacion de la JSC (A) y exocérvix (C) de los ratones
C57BL/6J. Endocérvix sin presencia de células de reserva en los ratones C57BL6J (E). Metaplasia
epidermoide con presencia de células de reserva p63 altamente positivas en el endocérvix de los ratones
RARB"™ (F). Tincién: Hematoxilina. Flechas negras indican sefial positiva para el marcador p63. JSC:
unién escamocolumnar. Endo: endocérvix. Exo: exocérvix. MB: membrana basal. Aumento: 20X. Niveles
de expresion de p63 en la zona de transformacion (ZT), endocérvix y exocérvix (G) UA: unidades
arbitrarias.
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Con respecto a lo observado en el endocérvix, se detectaron focos metaplasicos a lo largo
del epitelio endocervical de los ratones condicionales RARB"-. Dichos focos metaplasicos
estaban formados por zonas con hiperproliferacion de células de reserva altamente
positivas para p63, asi como por zonas metaplasicas con epitelio metaplasico inmaduro con
presencia de células basales positivas para p63 (87.18 UA) (Fig. 18F). En los ratones
C57BL/6J unicamente se observaron zonas metaplasicas en el epitelio endocervical
adyacente a la JSC (zona de transformacién) con una expresion minima de p63, presente
solo en algunas células de reserva. El epitelio endocervical alejado de la JSC no presentd

expresion de p63 en el cérvix de los ratones C57BL/6J (Figura 18E y 18G).

8.3.2 Incremento en la expresion de CD49f en células de reserva de la unién
escamocolumnar, células de reserva endocervicales y células basales exocervicales

en los ratones RARB-"-

La expresion del marcador de troncalidad CD49f se observé a lo largo de la membrana
basal de todas las células epiteliales, mostrandose como una linea continua que separaba
el epitelio cervical del estroma. Dicho marcador se distribuyé ademas alrededor de la
membrana celular de las células de reserva de la JSC, asi como alrededor de las células
basales endocervicales en el cérvix de ambos ratones, observandose en mayor porcién en

los ratones deficientes para el receptor B para acido retinoico.

La zona de transformacion de los ratones C57BL/6J (n=3) mostrd poblaciones de células
altamente positivas para CD49f que incluian células de reserva subcolumnares y células
escamosas de morfologia pequefa restringidas a una pequefa region de la JSC, asi como
regiones de la JSC con escasa expresion de CD49f y sin presencia de células de reserva
(Fig. 19A), mientras que la zona de transformacion del cérvix de los ratones RARBY"" (n=3)
mostraron amplias regiones metaplasicas formadas por una hilera de células de reserva
subcolumnares distribuidas desde la JSC hasta regiones més alejadas del endocérvix (Fig.
19B). Los niveles de expresion de CD49f fueron mayores en la zona de transformacion de
los ratones RARB- (17.71 UA) a comparacion de la zona de transformacion de los ratones
C57BL6J (13.45 UA) (Figura 19G).

La expresion de CD49f en el exocérvix de los ratones C57BL/6J se observd Unicamente en
el estrato basal del epitelio, presentando un nivel de expresién de 11.29 UA (Fig. 19C),
mientras que en los ratones RARB-"- dicho marcador se expreso tanto en células basales

como suprabasales, observandose altamente expresado tanto en la membraba como en el
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citoplasma de algunas células basales (Fig. 19D) presentando un nivel de expresion de

27.84 UA, dos veces y media mayor al observado en los ratones “wild type” (Fig. 19G).

Con respecto al endocérvix las células columnares del epitelio cervical Unicamente
presentaron expresion de CD49f en la cara basal que permanecia en contacto con la
membrana basal. Dicho marcador se expresé escasamente en la membrana basal del
epitelio endocervical de los ratones C57BL/6J presentando un nivel de expresion de 6.03
UA (Fig. 19E y 19G) mientras que en los ratones RARB"" su nivel de expresion aumentd
dos veces (13.4) (Fig. 19F y 19G). Unicamente se observaron zonas metaplasicas
endocervicales en los ratones deficientes del receptor B para acido retinoico observandose
proteina secretada por debajo de las células de reserva que dieron origen al epitelio
metaplasico inmaduro. La expresion de este marcador no se observa en células

indiferenciadas ubicadas por encima de las células de reserva (Fig. 19F).
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Figura 19. Expresion de CD49f en la zona de transformacion, exocérvix y endocérvix de los ratones
C57BL/6J y RARB"". Se observa una mayor expresion del marcador CD49f en células de reserva
cercanas a la JSC en la zona de transformacion del cérvix (A y B) de los ratones deficientes para el
receptor B del acido retinoico (RARB-™). La expresion de CD49f aumenta en células basales y se
distribuye hacia las células suprabasales en el exocérvix (C y D) de los ratones RARB"". Aparicion de
zonas metapléasicas con células de reserva positivas para CD49f en el endocérvix de los ratones RARB"
" (F). Flechas huecas sefialan la JSC del epitelio cervical (A y B) y células metaplasicas endocervicales
inmaduras (F). Puntas de flecha sefialan células de reserva (A, By F), puntas de flecha sin relleno sefialan
células basales (A, B, C y D) y puntas de flecha punteadas sefialan células suprabasales (D) positivas
para CD49f. Sefial roja: CD49f; sefial azul: DAPI. Aumento: 20X. G) Cuantificacion de los niveles de
expresion de p63 en la TZ, endocérvix y exocérvix de los ratones C57BL/6J y RARB"". n=3. TZ: zona de
transformacion; UA: unidades arbitrarias.
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8.3.3 La coexpresion de los marcadores CD49f y CK17 se ve incrementada en dos

compartimentos celulares del cérvix de los ratones RARB-'-

Con la finalidad de identificar poblaciones de células troncales en el cérvix de ratones
C57BL/6J y RARB-" se realizaron inmunotinciones contra los marcadores putativos de
troncalidad CD49f y CK17. Nuestros resultados indican la coexpresiéon de dichos
marcadores en células de reserva cercanas a la JSC y células basales de la TZ y el
exocérvix. Curiosamente a pesar de que habiamos observado una fuerte expresioén de
CDA49f en células de reserva en metaplasias endocervicales no observamos expresion de

CK17 en dichas células.

La zona de transformacion de los ratones RARB-"* presento mayores niveles de expresion
de ambas proteinas (19.81 UA para CK17 y 11.19 UA para CD49f) a comparacion de lo
observado en los ratones C57BL/6J (11.2 UA para CK17 y 8.43 UA para CD49f) (Figs. 20
y 23). Células de reserva y células basales de la zona de transformacion de los ratones
RARB-" presentarén mayores niveles de coexpresion correspondientes a un coeficiente
de correlacién de Pearson de 0.33 y un porcentaje de area relativa de 9.18 UA en
comparacion de lo observado en los ratones C57BL/6J que presentaron un coeficiente de
correlacion de Pearson y un porcentaje de area relativa de 0.11y 4.43 UA respectivamente.
Interesantemente la expresion de CD49f se observd distribuida tanto en la membrana
celular como en citoplasma de las células de reserva, células basales y algunas células
suprabasales en la TZ de los ratones condicionales (20F) a diferencia de lo observado en
los ratones C57BL/6J que Unicamente expresaron este marcador a nivel de membrana
celular de células de reservay células basales (Fig. 20B). Esta misma distribucion de CD49f
y CK17 se conservé en las zonas del epitelio exocervical mas alejadas de la JSC (Fig. 21A).
Células basales exocérvicales de los ratones RARB-- presentaron mayores niveles de
expresion de CK17 (19.33 UA) y CD49f (9.35 UA), asi como una mayor proporcién de
colocalizacion de ambos marcadores (coeficiente de correlacion de Pearson de 0.23 y un
porcentaje de area relativa compartida de 6.84) (Figs. 21 y 23) a comparacion de lo
observado en el exocérvix de los ratones C57BL6J (nivel de expresion de CK17 y CD49f
de 17.1y 8.32 UA, respectivamente; un coeficiente de correlaciéon de Pearson de 0.14 y un

porcentaje de &rea relativa compartida por ambos marcadores de 6.24 UA) (Figs. 21y 23).

Se observé un mayor nimero de zonas metaplasicas con presencia de células de reserva
en el endocérvix de los ratones RARB". Dichas células presentaron una mayor expresion

de CD49f (8.72 UA) a comparacion de las células de reserva metaplasicas presentes en los
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ratones C57BL/6J (2.57 UA) (Fig. 22B y 22E). Sin embargo, ambas presentaron una
expresion del marcador de troncalidad CK17 practicamente inexistente (nivel de expresion
de 1.74 UA en ratones C57BL/6J y 0.76 UA en ratones RARB-") (Figs. 22C y 22F). Asi
mismo, las células epiteliales que formaban las glandulas del epitelio endocervical y la zona
de transformacion expresaron CD49f inicamente en la membrana basal y fueron negativas
para CK17. El coeficiente de correlacion de Pearson fue de 0.07 y el porcentaje de area
relativa fue de 0.56 UA en los ratones C57BL/6J, mientras que en los ratones RARB-"" el
coeficiente de correlacion de Pearson y el porcentaje de area relativa fueron de 0.14 y 0.2

UA respectivamente (Fig. 23).

DAPI CK17 CK17+CD49f

C57BL/6J
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DAPI CK17 CK17+CD49f

S SIO'm'. :
Figura 20. Coexpresion de CD49f y CK17 en la zona de transformacién de los ratones RARB'" y
ratones C57BL/6J. Los marcadores CD49f y CK17 son coexpresados en células de reserva de la JSC y
células basales del exocérvix de ambos ratones (C, D, G y H). Se observa una mayor expresién en células
de reserva y células basales en la zona de transformacion de los ratones RARBY" (G-H) en comparacion
a la zona de transformacion de los ratones C57/BL6J (C-D). Flechas gruesas: JSC. Punta de flechas:
células de reserva. Flechas huecas: células basales. Sefial roja: CK17. Sefial amarilla; CD49f. Sefial
morada: coexpresion de CK17 y CD49f. Sefial azul: DAPI.
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Figura 21. Coexpresion de CD49f y CK17 en el exocérvix de los ratones C57BL/6J y RARB-". Los
marcadores CD49f y CK17 que son coexpresados en células basales del exocérvix de los ratones
C57BL/6J (A, By C) presentan mayores niveles de expresion en células basales en los ratones RARB-"™,
entendiéndose incluso hacia algunas células suprabasales exocervicales (D, E y F). Flechas blancas
sefialan células basales (A y D). Sefial roja: CK17. Sefial amarilla: CD49f. Sefial morada: coexpresion de
CK17 y CDA49f. Sefial azul: DAPI.
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Figura 22. Coexpresion de CD49f y CK17 en el endocérvix de los ratones C57BL/6J y RARBL-. Células
de reserva metaplasicas del endocérvix no expresan CK17 (A, C, D y F). Flechas blancas sefialan células

de reserva (Ay D). Sefial roja: CK17. Sefial amarilla: CD49f. Sefial morada: coexpresién de CK17 y CD49f.
Sefial azul: DAPI.
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Figura 23. Niveles de expresion y colocalizacion de CD49f y CK17 en el cérvix de los ratones C57BL/6J
y RARBL. Cuantificacion de los niveles de expresion de CD49f y CK17 (A), porcentaje de area relativa (B) y
Coeficiente de Pearson en la TZ, endocérvix y exocérvix de los ratones C57BL/6J y RARBY. TZ: zona de
transformacion; UA: unidades arbitrarias.
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8.4 El marcador de células de la unién escamocolumnar AGR2 se expresa en células
metaplasicos inmaduras y células columnares que dan origen a las glandulas
endocervicales.

Se realizaron inmunotinciones contra el marcador de la JSC AGR2 para determinar si este
se expresaba en células de reserva cercanas a la JSC o alguna otra poblacién de la zona
de transformacion cervicouterina. Nuestros resultados indican que, a diferencia de lo
observado en tejidos humanos, la poblacion de células de la JSC tanto de los ratones
C57BL/6J (n=3) como de los ratones RARB-"*" (n=3) son negativas para el marcador AGR2.
Sin embargo, células endocervicales cercanas a la JSC que se encontraban en proceso de
formacion de glandulas mostraron alta expresion de este marcador. Tanto en los ratones
C57BL/6J como RARB-" se observa la presencia de células columnares endocervicales
gue al invaginarse sobre el estroma subyacente comienzan a adquirir la expresion de la

proteina AGR2 en la membrana celular (Figs. 24b y 23e).

C57BL/6J

ZONA DE TRANSFORMACION
IR 71 i o
% R o

ENDOCERVIX

30I0WY30AId3 VISV IdVYV.LIW
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S A 2 Lo

Figura 24. Expresion de AGR2 en el cérvix de ratones C57BL/6J y RARB"'". El marcador de células
de la JSC AGR2 se expresa en células epiteliales que se encuentran recubriendo glandulas
endocervicales, asi como en células columnares en proceso de formacion de glandulas tanto en ratones
C57BL/6J (b y ¢) y RARB"™ (e y f). Expresion inexistente de AGR en células de la JSC de ratones
C57BL/6J (a) y RARB" (d). Células metaplasicas indiferenciadas presentan expresion de AG2 en la JSC
y en zonas metaplasicas endocervicales en los ratones RARB""" (g-i). Flechas delgadas muestran células
positivas para AGR. Flecha gruesa en (g) muestra células de reserva negativas para AGR2. End:
endocérvix. Exo: exocérvix. JSC: union escamocolumnar MB: membrana basal. Tincion: hematoxilina.
Aumento: 20X.
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Asi mismo, todas las células epiteliales presentes en las glandulas del endocérvix y
glandulas de la TZ mostraron altos niveles de expresion de AGR2: 38.75 UA en los ratones
C57BL/6J y 46.27 UA en los ratones RARB"" (Figs. 24c y 24f).

El cérvix de los ratones deficientes para el receptor  para acido retinoico presenté zonas
metaplasicas a lo largo del endocérvix y de la JSC con una abundante poblacion de células
de reserva negativas para el marcador AGR2. Células metaplasicas dispuestas por encima
de las células de reserva mostraron diferentes niveles de expresion de este marcador (Figs.
24g-i), sugiriendo que al proliferar y comprometerse a un linaje celular las células de reserva

adquieren la expresion de esta proteina.

8.5 La deficiencia del receptor B para acido retinoico disminuye la diferenciacion del

epitelio escamoso del cérvix en los ratones RARB-""

Con la finalidad de determinar cambios en los niveles de expresion de proteinas asociadas
a procesos de diferenciacion celular generados por la deficiencia del receptor 3 para acido
retinoico se realizaron la inmunotinciones del epitelio cervical de ratones C57BL/6J y
ratones RARB""" contra CK5 y C10, dos citoqueratinas presentes en células diferenciadas

del epitelio estratificado cervical.

Las inmunotinciones contra CK5 mostraron altos niveles de expresion en células del epitelio
exocervical de los ratones C57BL/6J (30.63 UA), viéndose disminuidos en un 43% en los
ratones RARB““ (17.40 UA). Ademas, células de estratos superiores del epitelio
estratificado de los ratones RARB-"- presentaron una morfologia correspondiente a células
escamosas indiferenciadas (Fig. 25F). De igual forma, la TZ de los ratones C57BL/6J
presento mayores niveles de expresion de CK5 (34.41 UA) a comparacién de lo observado
en los ratones RARB- (26.09 UA). Células columnares del epitelio endocervical no
presentaron expresién de CK5 en ninguno de los dos ratones (Figs. 24C-D). Células de
reserva subcolumnares positivas para CK5 se observaron cerca de la JSC del cérvix, asi
como dentro de focos metaplasicos del endocérvix en todos los ratones RARB-"- evaluados
(100%), presentando altos niveles de expresion de CK5 (32.89 UA) (Figs. 25B y 25D),
mientras que en los ratones C57BL/6J no se observaron células de reserva cercanas a la

JSC de la TZ en los ratones evaluados.

Asi mismo, la evaluacion de la expresion de CK10 por inmunohistoquimica revelé una

disminucion considerable en la expresion de esta proteina en el epitelio estratificado de los
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ratones deficientes del receptor B para acido retinoico. Los ensayos inmunohistoquimicos
de esta proteina mostraron altos niveles de expresion en células basales y niveles
intermedios en células suprabasales del epitelio estratificado de los ratones C57BL/6J (Fig.
25K), con un nivel de expresion correspondiente a 29.58 UA (Fig. 27). Este mismo patron
de expresion se observo en el exocérvix de los ratones RARB", sin embargo, los niveles
de expresién de CK10 disminuyeron hasta en un 60% en todas las células positivas (Fig.
241) presentando un nivel de expresion de 8.9 UA. De igual forma, la zona de transformacion
de los ratones C57BL/6J presento mayores niveles de expresion de esta proteina (20.35
UA) a comparacion de lo observado en los ratones RARBY- (11.76 UA) (Fig. 26). Células
basales del epitelio estratificado de ambos ratones no presentaron expresion de CK10
(Figs. 25I1-J).

C57BL/6J

ZONA DE TRANSFORMACION

ENDOCERVIX

EXOCERVIX

Figura 25. Expresion de CK5 y CK10 en el cérvix de ratones C57BL/6J y RARB"". Se observa un
aumento en células de reserva CK5+ tanto en la JSC como en el endocérvix de los ratones condicionales
RARB""™ (B y D). La zona de transformacién (A) y endocérvix (C) de los ratones C57BL/6J no presenta
células de reserva. La deficiencia del receptor 3 para acido retinoico disminuye los niveles de expresion
de CK5 y CK10 en el epitelio estratificado de los ratones RARB-™ (F y L) a comparacion de los ratones
C57BL/6J (E y K). Células del epitelio columnar y células de reserva endocervicales no presentan
expresion de CK10 en ambos ratones (I y J). Flechas negras indican sefial positiva para CK5 y CK10.
End: endocérvix. Exo: exocérvix. JSC: unidon escamocolumnar MB: membrana basal. Tincion:
hematoxilina. Aumento: 40X.
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8.6 La deficiencia del receptor B para acido retinoico incrementa la proliferacion

celular del epitelio cervical en los ratones RARB-"-

Con la finalidad de determinar si la deficiencia del receptor 8 para acido retinoico intervenia
en los procesos de proliferacién celular se determind la expresion del marcador de
proliferacion celular Ki67 en el cérvix de ratones C57BL/6J (n=3) y RARB-" (n=3). Nuestros
resultados indican un aumento en la proporcion de células positivas para la proteina Ki67

en el tejido cervical de los ratones RARB".
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Figura 26. Expresion de la proteina Ki67 en el epitelio cervical de ratones C57BL/6J y RARB"". La
deficiencia del receptor B para &cido retinoico favorece el incremento en los niveles de expresion de la
proteina Ki67 en la TZ (B), endocérvix (D) y exocérvix (F) de los ratones RARB-"" a comparacion de la TZ
(A), endoceérvix (C) y exocérvix (E) de los ratones C57BL/6J. Flechas negras indican sefial positiva para
el marcador de proliferacion Ki67. End: endocérvix. Exo: exocérvix. JSC: unién escamocolumnar MB:
membrana basal. Tincién: hematoxilina. Aumento: 40X.

La zona de transformacion de los ratones C57BL/6J mostré una baja proporcion de células

positivas para el marcador de proliferacion Ki67 (Fig. 26A), mientras que en el tejido cervical
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de los ratones RARB"" esta misma zona se caracterizd por la presencia de metaplasias
epidermoides con aumento en la proporcién de células de reserva positivas para el
marcador de proliferacion Ki67 (Fig. 26B). Los niveles de expresion de dicha proteina fueron
mayores en la TZ de los ratones RARB-"" (85.04 UA) en comparacion con la TZ de los
ratones C57BL/6J (61.6 UA) (Fig. 27). Células columnares del epitelio endocervical de los
ratones C57BL/6J no presentaron expresion de Ki67 (Fig. 26C), mientras que en los ratones
RARB“" se observaron zonas metaplasicas endocervicales con presencia de células
columnares y células de reserva positivas para este marcador con un nivel expresiéon
correspondiente a 33.94 UA (Fig., 26D y 27). El epitelio estratificado de los ratones RARBY-
' mostré mayores niveles de expresion de Ki67 (46.11 UA) (Fig. 26E), a comparacion de

lo observado en el epitelio exocervical de los ratones C57BL/6J (43.52) (Fig. 26E-F y 27).
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Figura 27. Niveles de expresion de CK5, CK10 y Ki67 en el epitelio cervical de ratones C57BL/6J y
RARB“". Cuantificacién de los niveles de expresién de las proteinas CK5, CK10 y Ki67 en la TZ, endocérvix
y exocérvix de los ratones C57BL/6J y RARB"". n=3. TZ: zona de transformacién; UA: unidades arbitrarias.

9. DISCUSION

Las infecciones persistentes por los diferentes tipos oncogénicos del VPH estan
fuertemente relacionadas al desarrollo y progresion del CaCU, estando implicada en la

mayoria de los casos una region anatémica denominada como zona de transformacion.
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Esto sugiere la existencia de una poblacién celular susceptible a la transformacién
oncogénica en dicha zona. Varios estudios postulan a las células troncales de la JSC como
la poblacién blanco de la transformacién oncogénica mediada por el virus. Si bien es cierto
gue la identidad de las células troncales del cérvix sigue siendo objeto de especulacion,
numerosos estudios sefialan a las células de reserva como la poblacion de células troncales
dentro del cérvix, ya que se ha observado de manera natural tienen la capacidad de generar
epitelio columnar del endocérvix y mediante procesos metaplasicos tienen la capacidad de

generar epitelio estratificado del exocérvix.

Caracterizacion de células tipo troncales en el cérvix murino: Células de reserva de
la union escamocolumnar y células basales exocervicales expresan marcadores

putativos de troncalidad de cérvix

En este trabajo identificamos dos poblaciones celulares que expresan los marcadores
putativos de troncalidad CD49f, p63 y CK17 en el cérvix de dos cepas murinas diferentes
(en ratones “wild type” (C57BL/6J) y ratones deficientes para el receptor B para acido
retinoico (RARB™) que generan metaplasias epidermoides cervicales con
hiperproliferacion de células de reserva). Dichas poblaciones corresponden a las células de
reserva ubicadas cerca de la JSC y las células basales del epitelio estratificado. Parte de
nuestros resultados concuerdan con lo observado por Martens y colaboradores en el 2004
y posteriormente en el 2009, en donde a partir de la tincién del epitelio cervical identificaron
células positivas para CK17 y p63 en estos dos compartimentos celulares mencionados
(células de reserva de la JSC y células basales exocervicales), reportando la existencia de
un compartimento adicional correspondiente a células de reserva endocervicales alejadas
de la JSC que expresaban los marcadores de troncalidad p63 y CK17, pero con una
disminuciéon considerable de este dultimo. Nuestros resultados muestran expresion
inexistente de CK17 (en ambos ratones) y bajos niveles de expresion de p63 (en ratones
“wild type”) en dicho compartimento celular. Si bien, el fenotipo de las células de reserva de
este Ultimo compartimento celular (endocérvix) es distinto en ambos estudios, mediante
estos resultados podemos especular que el epitelio endocervical no es homogéneo y que
las poblaciones de células de reserva distribuidas a lo largo de este son poblaciones
celulares diferentes con un potencial de diferenciacion distinto. Una disminucién en la
expresion de CK17 en células de reserva que se encuentran alejadas de la JSC sugiere

una pérdida en su capacidad de potencialidad, implicando un compromiso a la
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diferenciacion de epitelio columnar y una pérdida de su capacidad para diferenciarse a

células del epitelio escamoso (Martens J. et al., 2009).

p63 es una proteina que juega un papel importante en la morfogénesis epitelial. Existen
varias isoformas de p63 y se caracterizan por presentar diferentes niveles y patrones de
expresion. ANp63a es la isoforma predominante, y se expresa selectivamente en niveles
altos en las células basales de los epitelios estratificados. Nuestros resultados muestran
una alta expresion de p63 en células basales del epitelio estratificado representando un
patron de expresion consistente con el papel funcional de las células progenitoras
epiteliales. p63 ha sido propuesta como una proteina indispensable en la especificaciéon y
diferenciacion de las células epiteliales estratificadas. Kurita y colaboradores en el 2005
midieron la expresion de dos isoformas de p63 en el tracto urogenital de fetos de ratones.
Observaron que en ratones nulos para cualquier isoforma de p63, el seno vaginal era capaz
de desarrollarse, sin embargo, este no presentaba diferenciacion hacia epitelio estratificado,
lo cual confirmo el papel esencial de p63 en la diferenciacion epitelial escamosa. En nuestro
estudio observamos una fuerte expresion de p63 en células de reserva ubicadas cerca de
la JSC en el cérvix de ambos ratones reafirmando con ello la potencialidad que tienen estas

células para formar epitelio estratificado.

La integrina alfa-6, también conocida como CD49f ha sido ampliamente asociada a
poblaciones de células troncales, tanto sanas como cancerosas y a partir del 2001 fue
postulada como la proteina receptora primaria en la infeccién por VPH (Yoon et al., 2001;
Fothergill et al., 2006). Esto sugiere que las células de reserva ubicadas en la zona de
transformacion que expresan CD49f pueden corresponder a poblaciones de células
troncales adultas que probablemente pueden ser el blanco preferente de los tipos
oncogénicos del VPH causantes del cancer. En este estudio observamos la expresion
consistente de CD49f en la cara basal de todas las células epiteliales que se encontraban
en contacto con el estroma, sin embargo, en las células basales y células de reserva de la
JSC observamos mayores niveles de expresién de esta proteina distribuidos alrededor de
toda la membrana celular (caras basolaterales y apicales), siendo ademas positivas para el
marcador de troncalidad CK17. Todas las células basales presentaron coexpresion de estos
marcadores, viéndose drasticamente disminuidos en estratos superiores del epitelio
estratificado. Dicho patrén de expresion sugiere que la JSC representa el compartimento
celular que alberga la poblacion de células troncales (células de reserva) proporcionandoles

un apoyo microambiental para permanecer quiescentes, para proliferar como células
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indiferenciadas (autorrenovacion), y para diferenciarse en progenitores (células basales)
mediante procesos de metaplasia epidermoide. Asi mismo, por las caracteristicas fisicas y
anatémica de dicha regién es probable que el virus pueda acceder con mayor facilidad a
las células de reserva ubicadas en la JSC transformandolas en células cancerosas. A pesar,
de que el origen de las CSC sigue siendo controversial, es razonable pensar que las células
troncales sanas que han mutado en células cancerosas den origen a las CSC (Ortiz et al.,
2016; Marotta et al., 2009).

Si bien en la actualidad se han propuesto varios marcadores putativos de las poblaciones
de células troncales del cérvix, la determinacion de una combinacién adecuada sigue
siendo controversial. Creemos que la combinacion de anticuerpos utilizados en nuestro
estudio nos permite identificar poblaciones representativas de células troncales. De hecho,
en un estudio realizado Ortiz-Sanchez y colaboradores en el 2016, se observé que las
poblaciones CSC de lineas celulares del CaCU con fenotipo p63*CK17*CD49f*All*
sobrexpresaban OCT4, Nanog y B-catenina, factores de transcripcidon importantes para el
mantenimiento del estado "stemness" de las células troncales. Si bien, estos hallazgos
fueron reportados en lineas celulares cancerosas, se ha observado que la mayoria de las
poblaciones de células troncales cancerosas comparten los mismos marcadores de
superficie que su contraparte normal (Al-Hajj et al., 2003; Blagosklonny et al., 2005),
sugiriendo la importancia de la coexpresién de estos marcadores en las poblaciones de

células troncales de epitelio cervical normal.

La poblaciéon de células de la unién escamocolumnar AGR2+ (células troncales

putativas) no fue identificada en el cérvix de ratones

La zona de transformacién del cérvix juega un papel muy importante en el desarrollo del
CaCuU, ya que es en zona donde més del 90% de los casos de CaCU se originan. La zona
de transformacion corresponde a la parte del cuello uterino en la que el epitelio columnar
ha sido remplazado por un epitelio estratificado metaplasico e incluye a la JSC y parte
proximal del cérvix donde células de reserva se encuentran hiperproliferando para dar inicio
al proceso metaplasico. Recientemente se describié una poblacion discreta de células con
una morfologia y un perfil de expresion génico unico (AGR-2, CK7, CD63, MMP7 y GDA),
ubicadas en la JSC dentro de la zona de transformacion. Interesantemente esta poblacion
ademas expres6 marcadores de células troncales embrionarias y su expresion se mantuvo
en lesiones cervicales de alto grado, asi como en CaCU (Herfs, 2012). Este estudio ha

sugerido la participacion de una poblacion celular distinta a las células de reserva en el
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desarrollo del CaCU, planteando la posibilidad de la existencia de dos poblaciones
responsables de la transformacion oncogénica, ambas probablemente con caracteristicas
de troncalidad. En este estudio realizamos la inmunodeteccion de AGR2 en el cérvix de
ratones normales y ratones deficientes del receptor  para acido retinoico, en primer lugar,
con la finalidad de determinar si la poblacion de la JSC expresaba los marcadores putativos
de troncalidad del cérvix p63, CK17 y CD49f y en segundo lugar con la finalidad de
determinar si la deficiencia de acido retinoico aumentada la poblacién de células de la JSC.
A diferencia de lo observado por Herfs y colaboradores nuestros resultados mostraron que
las células de la JSC del cérvix en ambas cepas de ratones no expresan AGR2 en
condiciones normales, sin embargo, observamos una baja expresion de AGR2 en
poblaciones discretas de células columnares dispuestas a lo largo del endocérvix (contiguas
y alejadas de la JSC) que se encontraban en proceso de formacion de glandulas
(evaginacion). Asi mismo observamos un incremento en la expresion de AGR2 en células
gue conforman a las glandulas endocervicales. Estos resultados sugieren que la expresion
de AGR2 en cérvix esta asociada la diferenciacion glandular, lo cual concuerda con la
expresion de AGR2 en otros tejidos que secretan moco o funcionan como Organos
endocrinos, tales como los pulmones, el estdbmago, el colon, la prostata y el intestino
delgado (Thompson et al., 1998). En este estudio ademas pudimos observar la adquisicion
de este marcador en células metaplasicas inmaduras generadas a partir de las células de
reserva de la JSC y células de reserva endocervicales. Las células de reserva que se
encontraban en contacto con la membrana basal y que fueron positivas para los tres
marcadores de troncalidad no presentaron positividad para AGR2. Conforme avanzo el
proceso metaplasico, las células de reserva dieron origen a células metaplasicas inmaduras
(con cierto grado de diferenciacidon) que adquirieron positividad para este marcador.
Resultados similares fueron observados por Wang y colaboradores al identificar células
metaplasicas positivas para AGR2 en embriones de ratones nulos para p63 que
desarrollaban metaplasias en el tracto gastrointestinal asemejando la histologia de lesiones
correspondientes al eséfago de Barret en humanos (Wang et al., 2011). A pesar de que
AGR2 presenta un perfil de expresion especifico para poblacion de células de la JSC en
tejidos humanos, los resultados obtenidos mediante la inmunodeteccion de AGR2 en
nuestro estudio no nos permitieron identificar a la poblacién celular descrita por Herfs,
evidenciando las diferencias presentes en el epitelio murino con respecto al epitelio
humano. Resulta necesaria la caracterizaciébn de esta poblacion celular mediante la

inmunodeteccion de otros marcadores propuestos por Herfs y colaboradores.
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Papel del acido retinoico en la generacion de metaplasia epidermoide cervical.

Los retinoides juegan un papel importante en el desarrollo embrionario regulando procesos
de diferenciacion celular. Estudios demuestran que el acido retinoico induce la
diferenciacion celular de ESCs mediante diferentes mecanismos. Se ha observado que
Rex1, un gen que se expresa en altos niveles en ESC (Hosler et al., 1989) es inhibido
transcripcionalmente por el AR. El mecanismo de inhibicién implica la pérdida de la unién
del factor de transcripcion de Oct4 a un sitio en el promotor Rex1 en respuesta al AR (Hosler
et al., 1993). También se sabe que el AR es capaz de modular la diferenciacién celular a
través de la modulacion de miRNAs. Se ha observado que en ESC el AR induce una
disminucién de los miR-200b y miR-200c¢ suprimiendo la expresidn de genes pluripotentes,
incluidos Oct4 y Nanog y activando la expresion del marcador ectodérmico Nestina en
MESCs (Zhang et al., 2015). Asi mismo, el AR promueve la diferenciacion celular en células
troncales presentes en epitelios adultos, actuando como un potente regulador del
crecimiento y diferenciacion celular de células epiteliales normales. Wolbach y Howe
observaron que durante la deficiencia de vitamina A, la diferenciacion correcta de las ASCs
en células epiteliales maduras no se producia y que la diferenciacién celular anormal,
caracterizada en particular por la acumulacién excesiva de queratina, fue un evento
frecuente. Ademas, observaron que habia una proliferacién celular excesiva en muchos de
los epitelios deficientes. Un estudio reciente mostroé que la deficiencia del receptor B para
acido retinoico en ratones condicionales generaba zonas metaplasias con hiperproliferacion
células de reserva (Albino et al., 2016), correspondientes a la poblacién putativa de células
troncales cervicouterinas, sin embargo, en este estudio no se caracterizaron las células de
reserva mediante marcadores de troncalidad. En este estudio identificamos a las
poblaciones celulares que coexpresan los marcadores putativos de troncalidad CD49f,
CK17 y p63 en el cérvix de ratones deficientes del receptor B para acido retinoico (RARBY
'y 'y en ratones “wild type” (C57BL/6J) con la finalidad de sustentar un modelo que
permitiera el enriquecimiento de células troncales para la formacién de organoides murinos
de cérvix como modelo de estudio de la carcinogénesis cervical. Nuestros resultados
mostraron un enriquecimiento de células positivas para los marcadores de troncalidad en
el cérvix de los ratones RARB'“ en los dos compartimentos celulares identificados
previamente (células basales y células de reserva de la JSC). Asi mismo, en estos ratones
se observo un aumento considerable de zonas metaplasicas a comparacion de los ratones
‘wild type”, con un enriquecimiento considerable de células de reserva endocervicales
CD49f*p63*CK17 (alejadas de la JSC) y células metaplasicas inmaduras (AGR2). Ademas,
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el epitelio estratificado de estos ratones mostrO menores niveles de expresion de dos
citoqueratinas presentes en epitelio diferenciados (CK5 y CK10). Estos resultados ademas
de confirmar la participacion del acido retinoico en la diferenciacién de epitelio cervical
adulto, proporcionan evidencias sobre la contribucién de los ligandos que activan al receptor
B del acido retinoico en la diferenciacion celular del epitelio cervical, y asi mismo,
demuestran que la deficiencia del receptor 3 para &cido retinoico genera un enriquecimiento
de células de reserva de la JSC (CD49f"p63*CK17*) potenciales para la generacion de
epitelio columnar y epitelio estratificado, células basales progenitoras (CD49f*p63*CK17™)
potenciales para la generacion de epitelio estratificado y células de reserva subcolumnares
(CD49f"p63*CK17") potenciales para la generacion de epitelio columnar.

Las evidencias proporcionadas por este estudio nos permiten sugerir al raton RARB--
como un modelo que facilitara el aislamiento y obtencién de células troncales y células
progenitoras a partir de las cuales se puedan generar organoides de cérvix para estudiar la
carcinogénesis cervical. Particularmente, este modelo nos permitira estudiar la participacion
del receptor 3 para acido retinoico en la generacion de metaplasia epidermoide, y su

contribucién en la aparicién de lesiones precancerosas y desarrollo del CaCU.

10. CONCLUSIONES

e Células de reserva cercanas a la JSC y células basales del epitelio estratificado
coexpresan los marcadores putativos de células troncales cervicales CD49f, p63 y
CK17.

e Las células de reserva metaplasicas del endocérvix (CD49f*p63*CK17*) presentan
un fenotipo diferente al de las células de reserva que se ubican cerca de la JSC de
cérvix (CD49f'p63*CK17°), indicando ser poblaciones celulares diferentes.

e La deficiencia del receptor B para acido retinoico incrementa las poblaciones de
células de reserva de la JSC (CD49f"p63*CK177), células de reserva metaplasicas
endocervicales  (CD49f'p63*CK17) 'y células basales exocervicales
(CD49f*p63*CK17%).

e La deficiencia del receptor B para acido retinoico disminuye la diferenciacién celular

del epitelio estratificado del cérvix.
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e La deficiencia del receptor § para acido retinoico incrementa la proliferacién celular

de los epitelios columnar y estratificado del cuello uterino.

11. PERSPECTIVAS

¢ Realizar ensayos de trazado de linaje marcando células de reserva a través de CK5
para confirmar su papel como células troncales dentro del epitelio cervical adulto.

e Cuantificar y aislar por citometria de flujo las poblaciones de células cervicales tipo
troncales de fenotipo CD49f*p63*CK17* identificadas en los ratones C57BL/6J y los
ratones RARB-V.

e Caracterizar los cultivos de queratinocitos obtenidos mediante la inmunodeteccion
de los marcadores de troncalidad (CD49fy CK17 y p63) y marcadores citoqueratinas
del epitelio columnar (CK8) y escamoso (CK5 y CK10), para confirmar el

establecimiento de organoides mediante las condiciones de cultivo establecidas.
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