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Resumen

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, que lo situan
como uno de los problemas primordiales en materia de salud publica. Solamente al
ano se reportan mas de 14 millones de nuevos casos y cerca de 9 millones de
muertes (Heymach, et al., 2018; Bray, et al., 2018; GLOBOCAN, 2020).

La linea de investigacion de las células troncales (SC, del inglés Stem Cells) ha sido
ampliamente explorada a partir de que el grupo de John Dick reportara la existencia
de células con inmunofenotipo troncal en pacientes con leucemia mieloide aguda
(LMA) (Lapidot, et al., 1994; Bhatia, et al., 1997). A partir de este hallazgo, otros
grupos reportaron la existencia de células que tienen la capacidad de
autorrenovarse y recapitular el fenotipo tumoral en modelos de cancer de mama (Al-
Haijj, et al., 2003) y glioblastoma (Singh, et al., 2004) entre otros (Visvader, 2011).

No obstante, a pesar de los enormes esfuerzos por identificar a las células
responsables de originar y mantener los tumores, a la fecha no existe un marcador
para células troncales de cancer por lo que el analisis de los fenotipos asociados a

la troncalidad en cancer sigue siendo un tema de gran interés.

En este trabajo nos hemos enfocado en analizar la expresion de MAMDC?2 vy
PIEZO2 en diferentes lineas celulares tumorales (tanto en poblacion total como en
fracciones enriquecidas con inmunofenotipo troncal) utilizando el aislamiento y
purificacion de las distintas poblaciones mediante citometria de flujo para

posteriormente analizar la expresion de estos marcadores mediante qPCR.

Aunque la presencia de estas dos moléculas de membrana ha sido descrita en
Leucemia Mieloide Crénica (LMC) (Avilés-Vazquez, et al., 2017), cancer gastrico
(MAMDC?2) y glioma (PIEZO2) (Wang, et al., 2016; Yang, 2016), nuestro interés
principal fue determinar si al igual que en los modelos mencionados, estas
moléculas tienen una expresion diferente entre las fracciones celulares de distintos
tipos tumorales, de manera que pudieran tener un potencial uso como marcadores

selectivos de SC de cancer (CSC).



Antecedentes

Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
descontrolado de células anormales en un sitio especifico; se presenta cuando
existen fallas en los mecanismos que regulan la proliferacion celular, lo que
ocasiona un aumento anormal en la cantidad de células en un proceso denominado
oncogénesis o tumorigénesis (Lodish, 2016) y que ademas son capaces de invadir
otros tejidos en un proceso denominado metastasis (Hanahan & Weinberg, 2011;
Boffetta, 2014). Esta patologia representa una de las principales causas de muerte
a nivel mundial y la tercera causa de muerte en México (Aldaco-Sarvide, et al., 2018;
GLOBOCAN, 2020; Bray, et al., 2018). Se pronostica que para el 2030 la incidencia
aumentara a mas de 21 millones de nuevos casos y mas de 13 millones de muertes

anuales (Heymach, et al., 2018).

En México, los tipos de cancer de mayor incidencia y mortalidad son carcinomas en

sitios como el colon, mama, pulmén, préstata y cérvix, entre otros (figura 1).
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Figura 1. Tipos de cancer de mayor incidencia y mortalidad en la poblacion mexicana.

Incidencia, lineas azules, mortalidad, lineas rojas. (GLOBOCAN, 2020).



Debido a esto, resulta de gran importancia realizar investigacion que permita
entender aspectos importantes sobre su biologia; por ejemplo: cdmo se origina,

mantiene y evoluciona.

Biologia del cancer

Las células que conforman todos los tejidos del cuerpo estdn sujetos a una
constante renovacion que tiene como estrategia la proliferacién de nuevas células
para reemplazar a las existentes al momento de su muerte. Esta tasa de renovacion
celular varia entre los distintos tejidos de acuerdo con el tiempo durante el cual las
células permanecen funcionales, algunas pueden durar largos periodos de tiempo
e inclusive durante toda la vida de un organismo. Asi, cuando estos mecanismos
que mantienen las tasas de crecimiento normal de las células se alteran, causan
una division celular excesiva (Lodish, 2016). En la aparicion del cancer estan
implicadas las mutaciones de dos amplias clases de genes: los protooncogenes,
que promueven el crecimiento; y los genes supresores de tumores, que se encargan
de controlar la divisidon celular de manera adecuada (Weinberg, 2014), una
desregulacion en esta clase de genes permiten que las células se dividan de manera

descontrolada evadiendo mecanismos de control y muerte.

Se ha demostrado que los tumores de diferentes pacientes son heterogéneos en
términos de morfologia, marcadores de superficie, mutaciones, proliferacién vy
respuesta a la terapia, sin embargo, se ha observado que, en un mismo tumor a
pesar de que las células comparten caracteristicas que reflejan su origen clonal,
también existen variaciones genéticas y epigenéticas entre las diferentes células o
locaciones del tumor (Dick, 2009). Adicionalmente, estas células interaccionan entre
ellas y también con células que forman parte del microambiente tumoral que
comunmente les confiere ventajas en su supervivencia y crecimiento (Blanpain,
2013)

Se han propuesto diferentes modelos para explicar la heterogeneidad celular de los
tumores y actualmente prevalecen dos teorias: el modelo clonal (también llamado
estocastico) y el modelo de las células troncales de cancer o modelo jerarquico
(Akbari-Birgani, et al., 2016); Shackleton, et al., 2009; Koren & Fuchs, 2016).
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El modelo estocastico establece que las células de un tumor son equipotentes, es
decir, tienen la misma capacidad de adquirir las caracteristicas necesarias para
renovarse y diferenciarse dando lugar a la variedad de células existentes en el tejido
y se resalta que cualquier diferencia funcional entre las células se debe a factores
intrinsecos (como niveles en factores de transcripcion y activacion de vias de
sefalizacion) o extrinsecos (la mencionada interaccion con otras células del
microambiente o factores propios del individuo como la respuesta inmune) (Dick,
2009).

Por otro lado, el modelo jerarquico establece que solo una célula denominada célula
troncal de cancer (CSC, del inglés Cancer Stem Cell) es la responsable del

mantenimiento del tumor (Koren & Fuchs, 2016) (Figura 2).

Se ha propuesto que para que una célula pueda ser considerada como troncal debe
de contar con diferentes caracteristicas entre las que se encuentran estar en un
estado indiferenciado, la senescencia, expresion de marcadores de superficie y
activacion de ciertas vias de sefalizacion y de genes reguladores, sin embargo,
debido a que algunas de estas caracteristicas son variables entre las distintas
poblaciones celulares e inclusive algunas no son exclusivas, no son determinantes
para definir si una célula es troncal; en general, los dos criterios determinantes para

definir la troncalidad son la capacidad de autorrenovacion y diferenciacion.
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Figura 2. Modelos de crecimiento tumoral. El modelo estocastico (A) dice que todas las
células son equipotentes y son procesos aleatorios los que determinan su proliferacion y
renovacién. El modelo jerarquico (B) establece que solo una poblacion de células troncales
cancerosas tiene la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en los diferentes tipos
celulares que conforman el tumor. Modificada de (Koren & Fuchs, 2016).

El modelo jerarquico ha llamado la atencién de diversos grupos cientificos de
investigacion en cancer debido a la evidencia que apunta a la existencia de una
célula troncal responsable del mantenimiento de la enfermedad y la sefalan como
la causante de la recaida de la enfermedad al no poder ser eliminada por los
meétodos terapéuticos actuales. A pesar de que en el modelo estocastico si se
contempla una célula con funcionalidad troncal, la diferencia con el modelo de las
CSC es que cualquier célula tumoral, bajo determinadas influencias, puede
comportarse como una célula troncal de cancer (Clarke & Becker, 2006; Dick, 2009).
Adicionalmente, el modelo de jerarquico ha sido mayormente contemplado
actualmente como adecuado ya que para la mayoria de los tumores se ha reportado
la existencia de CSC (Clevers, 2011; Singh, et. al., 2014).



Células troncales somaticas y células troncales de cancer

Las células troncales somaticas son un grupo celular numéricamente reducido, que
residen en nichos especificos y altamente especializados, tienen diferentes
potenciales de diferenciacién y son capaces de regular la homeostasis tisular a
través de la generacion de nuevas células que reemplazan a aquellas que han
llegado al final de su vida funcional. Cada tejido tiene su propia poblacién de células
troncales capaces de producir todas las células de linaje especifico para dicho tejido
(Lodish, 2016).

Asi mismo, conforme una célula troncal somatica se divide, da origen a diferentes

subpoblaciones con diferentes potenciales de diferenciacion y madurez.

Un ejemplo claro de este proceso de proliferacion y diferenciacion es el sistema
hematopoyético, donde las células troncales hematopoyéticas (CTH) que se
encuentran en la médula 6sea, dan origen a las células progenitoras, quienes a su
vez dan lugar a las células precursoras hasta llegar finalmente a las células maduras

que conforman el tejido sanguineo.

En la década de 1990 los estudios pioneros del grupo de John Dick demostraron la
existencia de una poblacién de células con inmunofenotipo troncal CD34*, CD38",
Lin- provenientes de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) que tenian
capacidad de injerto en ratones inmunodeficientes y que recapitulaban la
enfermedad en estos animales con el mismo fenotipo del paciente del que provenian
(Lapidot, et al., 1994; Bhatia, et al., 1997).
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Figura 3. Modelo de las LSC, o modelo jerarquico. Una célula troncal de tejido
hematopoyético da origen a los diferentes linajes celulares de dicho tejido. Cuando una
célula troncal se transforma, da lugar a células leucémicas que pueden autorrenovarse y
recapitular la enfermedad. Modificado de (Bonnet & Dick, 1997).

Se propuso entones un modelo de tumorigénesis que sefalaba a las células
troncales leucémicas (LSC, del inglés Leukemic Stem Cells) como las responsables

de la progresiéon y mantenimiento de la enfermedad (figura 3).

Posteriormente se reportd también la existencia de células con las mismas
capacidades en otros tipos de cancer como mama (Al-Hajj, et al., 2003) y
glioblastoma (Singh, et al., 2004). A dichas células se les denomin6 células
troncales de cancer y actualmente existe evidencia que demuestra que en la
mayoria de los tumores se presentan poblaciones celulares que poseen esta
capacidad de injerto recapitulando la formacion del tumor original, presentan
autorrenovacion al hacer xenotrasplantes seriados y diferenciacion a los diferentes
linajes del tejido (Blanpain, 2013; Visvader, 2011; Singh, et al., 2014).



Actualmente se ha propuesto que las CSC también son responsables de la recaida
y metastasis debido a que, ademas de la capacidad de autorrenovacion y
multipotencialidad, presentan diversos mecanismos de resistencia a la terapia
promoviendo la seleccion de clonas mas malignas (Bakhshinyan, et. al., 2018;
Clevers, 2011; Dick, 2009; Singh, et. al., 2014).

El estado actual de la investigacion en células troncales es extenso a partir de que
fueron observadas por primera vez en los afos 90s, ya que desde entonces se ha
tratado de ampliar nuestro conocimiento acerca de su biologia y las implicaciones
que tienen estas en la progresiéon del cancer. Asi, se ha descubierto que las CSC
no solo tienen la capacidad de autorrenovarse y dividirse de forma simétrica para
mantener una poblacidén de células indiferenciadas que progresivamente generan
estados de menor diferenciacion en los tumores lo que los vuelve mas agresivos
(Najafi, et al., 2019), sino que, ademas, pueden acumular otras caracteristicas como
la llamada transicion epitelio-mesénquima (EMT), que también se relaciona con
estados no diferenciados de células que pueden colonizar otros tejidos lejos del
tumor a través de extravasacion (metastasis) (Hanahan & Weinberg, 2011; Najafi,
et al., 2019; Kusoglu & Avci, 2019).

También juegan un papel muy importante en la regulacion del microambiente
tumoral y su relacion con el nicho ha sido cada vez mejor identificada como un
problema importante tanto en su mantenimiento como en su eliminacién (Kusoglu &
Avci, 2019). De igual manera se sabe las CSC pueden originarse en células
ubicadas en diferentes escalones de la jerarquia, como células progenitoras como
es el caso del cancer de mama, precursoras como se da en meduloblastomas vy
carcinomas basales, o inclusive células diferenciadas que inician tumores por
mecanismos autdonomos no celulares que involucran inflamacién, comunmente por
la expresion de ciertos factores como MEK en el caso de epidermis o la sefal
oncogeénica KRas inducida por insulina en células acinares en el adenocarcinoma

ductal de pancreas (Blanpain, 2013; Visvader, 2011).

Todas estas caracteristicas en conjunto representan sin duda un gran avance en el

conocimiento que se tiene acerca de la biologia del cancer y ha servido para
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aproximarnos a mejores estrategias que nos permitan identificarlas y eliminarlas.
Hoy en dia se ha enfatizado en que las terapias deben estar dirigidas de manera
personalizada desde un punto de vista gendmico para cada tumor atacando no solo

las CSC sino el resto de las células cancerosas (Kusoglu & Avci, 2019).

Marcadores tumorales

Para la identificacién de células troncales se han utilizado diferentes marcadores
que pueden estar asociados a un fenotipo 0 a una caracteristica funcional. Estos
marcadores son diferentes para cada tipo de tejido, es decir, las células troncales
de cada tejido tienen un inmunofenotipo diferente. Sin embargo, en cancer, un
problema que permanece constante es el de encontrar marcadores que nos
permitan identificar selectivamente las CSC de su contraparte normal; ya que el
inmunofenotipo descrito para células troncales de un tejido es el mismo para un
tumor que para el tejido normal, es decir, no es posible determinar si las células son
cancerosas 0 no, ya que ambas han mostrado tener capacidad de autorrenovacion
y multidiferenciacion (Clarke & Becker, 2006; Reya, et. al., 2001).

Ejemplo de lo anterior es nuevamente el sistema hematopoyético, que ha servido
como un modelo que ha sentado las bases del estudio en células troncales, en
donde se ha demostrado que las células troncales tanto normales como leucémicas

presentan el mismo inmunofenotipo CD34*, CD38-, Lin" (Dick, 2009).

Con el objetivo de estudiar las propiedades de las CSC asi como encontrar
diferentes terapias que nos ayuden a eliminarlas, diversos autores han definido
fenotipos especificos para asilar células troncales en otros tejidos, se han empleado
diversos marcadores de superficie entre los que se encuentran CD20, CD24, CD44,
CD90, CD117, CD133, ALDH, etc. (Akbari-Birgani, et al., 2016; Al-Hajj, et al., 2003;
Singh, et al., 2014). Algunos de los marcadores mas comunes son descritos a

continuacion debido a que son los que se utilizaran en el presente trabajo:
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o CD24

Es una proteina de membrana de 8 kD codificada en el cromosoma 6, altamente
glucosilada que interviene en diversas funciones de interaccion célula-célula y
célula-matriz extracelular. Es expresada de forma normal en células
hematopoyéticas incluyendo linfocitos B, células T, neutrdfilos, eosindfilos, células
dendriticas y macréfagos, asi como en otras células no hematopoyéticas como
células neurales, ganglionares, epiteliales, musculares, de pancreas vy
queratinocitos (Fang, et al., 2010). De manera general tiende a ser expresada en
mayor nivel por células progenitoras y metabdlicas activas y en menor medida en

células terminalmente diferenciadas (Fang, et al., 2010; Jaggupilli & Elkord, 2012).

La funcién de CD24 no se entiende del todo para la mayoria de los tejidos, sin
embargo, se ha caracterizado su papel en diversas funciones inmunoldgicas, por
ejemplo, funciona como co-estimulador para la expansion clonal de células T CD4*
y se ha reportado que es necesaria para el desarrollo y maduracién de linfocitos B

en médula 6sea (Fang, et al., 2010).

CD24 es blanco de multiples glucosilaciones que son variables de acuerdo con el
tipo celular que lo hacen tener diferentes ligandos y diferentes funciones fisiologicas
dependiendo del tipo celular donde se exprese (Fang, et al., 2010). En cancer se
describid que células CD24- se asocia a un fenotipo troncal en cancer de mama (Al-
Hajj, et al., 2003) y posteriormente fue definido como marcador de CSC en
carcinoma de pulmon y pancreas (Wang, et al., 2018) y recientemente se reportd
que en cancer de mama y ovario juega un papel importante en donde actua como
un punto de control al evadir la respuesta inmune tumoral cuando se une a Siglec-
10, el cual es altamente expresado en los macréfagos asociados a tumor, inhibiendo

su activacion (Barkal, et al., 2019).

A pesar de que ha sido definido como marcador de CSC en diferentes tumores, su
funcion en estas células aun no es comprendido claramente. Una de sus funciones
mejor conocidas es su union a P-selectina; las células que presentan CD24 se unen
a células endoteliales que presentan P-selectina, lo cual facilita su diseminacion a

través del endotelio (Tarhriz, et al., 2019)
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o CD44

Es una glucoproteina transmembranal y multiestructural altamente conservada que

en humanos se encuentra en el cromosoma 11 (Wang, et al., 2018).

El gen que la codifica contiene 20 exones, 9 de los cuales son exones variables que
dan lugar a dos familias diferentes de la proteina, las que contienen exones
variables y la que no los presenta, todas las isoformas de la proteina tienen
funciones variadas, por ejemplo, el exén v3 tiene un sitio heparina-sulfato el cual
permite unirse a factores de crecimiento con este dominio como factores de
crecimiento de fibroblastos (FGFs del inglés Fibroblast growth factors) y el exon v8
es capaz de interaccionar y estabilizar transportadores de cisteina-glutamato,
promoviendo la introduccion de cisteina para facilitar la sintesis de glutation
(principal antioxidante intracelular) (Ishimoto, et al., 2011; Wang, et al., 2018).
Clinicamente, la presencia de ambas formas, tanto las variables como la estandar
ha sido usada como marcador de CSC dependiendo el tipo de cancer (Zhang, et al.,
2019). La forma estandar CD44 que carece de exones variables es expresada por
la mayoria de las células de vertebrados, participa en interacciones célula-célula,
adhesion y migracion, asi como, censar y responder a cambios en el microambiente
tisular (Wang, et al., 2018). Su ligando principal es el acido hialurénico; al unirse con
éste presenta diferentes funciones como la remodelacion de citoesqueleto de
actina, la motilidad celular, migracion y regulacion del proceso de transicion epitelio-

mesénquima (Yan, et al., 2015).

La presencia de CD44 es necesaria para la integracion de senales del
microambiente en las que actua como regulador transcripcional de genes
implicados en funciones como autorrenovacion, proteccion contra apoptosis y estrés
oxidante, tales como ciclina-D1, MMP-9, HIF-2a, c-myc y Twist1 (Yan, et al., 2015;
Wang, et al., 2018). Inicialmente fue descrita como marcador de células troncales
de cancer de mama en combinacion con la ausencia del marcador CD24 (Al-Hajj,
et al.,, 2003) y posteriormente como marcador de células troncales en cancer
gastrico (Takaishi, et al., 2009).
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Desde entonces es comunmente utilizado, solo o en combinacion con otros
marcadores como, por ejemplo, CD24, CD34, CD133, cMet, para aislar o enriquecer
células troncales de varios tipos de tumores como gastrico, colon, mama y cabeza

y cuello (Wang, et al., 2018).
o CD133

Es una glucoproteina con cinco dominios transmembranales codificada por el gen
prominina-1 (PROM-1) en el cromosoma 4 en humanos. Puede ser regulada por
diferentes promotores, lo que da lugar a dos diferentes proteinas que varian por la
exclusién de un exdén de 27 nucledtidos, ambas con multiples sitios de glucosilaciéon
(Ren, et al., 2013; Glumac & LeBeau, 2018).Su funcion fisiolégica especifica no se
ha determinado claramente, sin embargo, se sabe que en su dominio intracelular se
une a colesterol y esto podria estar involucrado en la activacion de vias de
sefalizacion (Jang, et al., 2017; Glumac & LeBeau, 2018) como la organizacion de
la membrana plasmatica en células epiteliales y la regulacién de la apoptosis (Mak,
et al.,, 2014);

La expresion de CD133 fue inicialmente descrita en células troncales y progenitoras
hematopoyéticas (Yin, et al., 1997), y mas recientemente se conoce que es
expresada en higado fetal humano y en células troncales neurales y de prostata
(Glumac & LeBeau, 2018).

En células troncales de cancer han sido reportados numerosos estudios que indican
que CD133 es un marcador que se utiliza para aislarlas en combinacion con otros
marcadores, en una variedad de tumores como cerebro, colon, higado, pancreas,
rindn, pulmon, endometrio, ovario y hueso (Ren, et al., 2013; Jang, et al., 2017,
Gopalan, et al., 2018) y se ha reportado que en células de neuroblastoma suprime
la diferenciacion modificando vias de sefalizacion como RET (Takenobu, et al.,
2011).
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o ALDH1

Las aldehido deshidrogenasas (ALDH) son una familia de enzimas polimorficas que
catalizan la oxidacion de varios sustratos aldehido enddgenos a su correspondiente
acido carboxilico y la conversion de retinol en acido retinoico (Mele, et al., 2018). El
genoma humano codifica para 19 genes de ALDH que se encargan de la
desintoxicacion producida por aldehidos producto de procesos metabdlicos
fisiologicos, agentes externos y moléculas citotdxicas, por lo que la actividad
incrementada de ALDH confiere mayor proteccion contra agentes

quimioterapéuticos (Tirino, et al., 2013).

La isoforma ALDH1A1 es a la que se le ha atribuido principalmente las funciones de
desintoxicaciéon y oxidacién de retinol y esta distribuida de forma ubicua en
diferentes 6érganos como cerebro, testiculos, riidn, ojo (retina), higado y pulmones
(Tomita, et al., 2016). Se ha demostrado que la familia ALDH1 que contiene las
isoformas ALDH1A1, ALDH1A2 y ALDH1A3 estan particularmente activas en
células troncales normales que incluyen: células hematopoyéticas, neurales, células
miogénicas, de prostata, de criptas intestinales, higado y pancreas en donde sus
funciones pueden estar implicadas en procesos como autorrenovacion,
diferenciacion y expansion de estos tipos celulares (Tomita, et al., 2016; Mele, et
al., 2018). Sin embargo, los mecanismos especificos involucrados en su regulacion

aun no estan del todo comprendidos (Tomita, et al., 2016).

Fue Hilton (1984) quien por primera vez describid la resistencia de células
leucémicas a los agentes citotoxicos alquilantes por la actividad ALDH y se ha
demostrado que las células troncales de algunos tipos de cancer como higado,
pulmén, mama, colon y de cabeza y cuello presentan una alta actividad de ALDH
(Mele, et al., 2018).

Cabe destacar que la utilizacion de marcadores para la separaciéon de CSC han sido
descritas en su mayoria en modelos in vivo mediante la utilizacion de
xenotrasplantes para evaluar su funcionalidad troncal, sin embargo, este modelo
presenta una variabilidad inherente causada por ciertos factores como la

compatibilidad entre especies, asi como la proporcion de células presentes de
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acuerdo con los marcadores utilizados para su separacion (Dick, 2009). Existen

otros modelos, como los cultivos en 3D (también llamados cultivos de esferas) que

han sido utilizados como una alternativa para el estudio de CSC in vitro.

Para los propésitos de este trabajo se describieron solo los marcadores que fueron

utilizados para su desarrollo con base en su utilidad en la separacion de CSC de

acuerdo con lo ya reportado en la literatura, sin embargo, es importante mencionar

que existen otros marcadores hasta ahora reportados para células troncales

tumorales de diferentes tejidos que se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Marcadores de CSC reportados de acuerdo con su expresion en diferentes
tumores. Modificado de (Koren & Fuchs, 2016).

Marcador
ABCB5

CD20
CD24

CD34
CD38

CD44

CD90

CD117/KIT

CD133

Cancer reportado

Melanoma
Colorrectal
Melanoma
Mama (ausente)
Pancreas
Estdbmago
Pulmon

Hematologicos
Hematologicos - LMA
(ausente)

Pancreas
Cabezay cuello
Estdmago
Colorrectal
Prostata

Ovario

Higado
Cerebro
Ovario
Gastrointestinal
estromal
Colorrectal
Higado
Cerebro
Pulmoén
Ovario
Prostata

Referencias
(Schatton et al., 2008; Wilson et al., 2011)

(Fang et al., 2005)
(Al-Haijj et al., 2003; Kristiansen et al.,
2003; Zhang et al., 2011a)

(Krause et al., 1994; Lapidot et al., 1994)
(Lapidot et al., 1994)

(Al-Hajj et al., 2003; Cannistra et al.,
1995; Li et al., 2009; Liu et al., 1999;
Prince et al., 2007; Takaishi et al., 2009;
Wielenga et al., 1993)

(He et al., 2012; Yang et al., 2008)

(Sarlomo-Rikala et al., 1998; Zhang et al.,
2008)

(Bertolini et al., 2009; Curley et al., 2009;

Eramo et al., 2008; Ferrandina et al.,
2008; Liu et al., 2006a; Yin et al., 2007)
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Tabla1 (continuacioén)

CXCR4 Pancreas (Hermann et al., 2007; Kucia et al., 2005;
Mama Smith et al., 2004; Wang et al., 2013)
Pulmén
Prostata

EpCAM Colorrectal (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba et al., 2007;
Mama de Boer et al., 1999; Li et al., 2009)
Pancreas

LGR5 Colorrectal (Barker et al., 2009)

ALDH1 Cérvix (Ginestier, et al., 2007) (Huang, et al.,
Colorrectal 2009) (Yao, et al., 2015)
Mama

Si bien es cierto que el tipo de marcadores asociados a troncalidad en diferentes
tumores es tan heterogéneo como los tumores mismos, también es cierto que hasta
este momento no ha sido posible encontrar ninguna molécula que permita identificar
con precision a las células troncales tumorales o distinguir a estas poblaciones de
las células troncales no tumorales que también pueden encontrarse dentro de la
heterogeneidad del tumor. A la fecha existen solo algunos reportes donde se
identifica a células troncales leucémicas con marcadores como CD26 y IL1RAP
(Landberg, et al., 2016), sin embargo, en tumores solidos la mayoria de los

inmunofenotipos descritos para CSC es el mismo que para SC.

En ese sentido, nuestro grupo de trabajo demostré recientemente que las células
troncales de LMC presentan niveles incrementados de las moléculas de superficie
MAMDC?2 y PIEZOZ2 (Avilés-Vazquez, et al., 2017). Este estudio es el primero que
ha relacionado entonces la posible presencia especifica de estos marcadores en
CSC. Debido a que las células troncales representan menos del 1% de la poblacién
de un tumor (Dick, 2009; Akbari-Birgani, et al., 2016) no se ha relacionado su
actividad con este tipo de células. Recientemente se ha reportado su presencia en
diferentes tumores sodlidos, sin embargo, el papel que juegan estas moléculas

apenas se esta explorando.
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MAMDC2

También denominado MDGAM1, es una proteina que contiene un dominio MAM, cuyo
nombre se deriva de las proteinas Meprina/proteina A5/PTPmu (Proteina Tirosina
Fosfatasa), dominio conservado que se encuentra en multiples proteinas de
superficie. Es una proteina de 686 aminoacidos que contiene una secuencia N-
terminal seguida de 4 dominios MAM consecutivos. Pertenece a una superfamilia
de inmunoglobulinas que estan clasificadas como moléculas de adhesién celular,
asi como regulador en el crecimiento axonal y desarrollo de sinapsis inhibitorias
(Litwack, et al., 2004).

En cancer se ha descrito su papel como gen supresor de tumor en cancer gastrico
inhibiendo la proliferacion al suprimir las fases del ciclo celular G1-S, ademas de
que el promotor de MAMDC?2 se encuentra hipermetilado en el 62% de los casos
donde el gen se encuentra silenciado o regulada a la baja lo que se asocia con un
mal prondstico en los pacientes (Wang, et al., 2016). Existe otro reporte que asocio
a MAMDC2 con funciones de motilidad celular en un modelo in vitro con células
MDCK y en donde se observé promueve la adhesion célula-célula mientras
disminuye la adhesion a matriz extracelular ya que su silenciamiento aumentaba la

unién con colagena IV (Diaz-Lépez, et al., 2011).

Mas recientemente se reportdé que MAMD?2 tiene un efecto inhibitorio de crecimiento
en células de cancer de mama mediante la regulacion de la via de MAPK (Lee, et

al., 2020), sin embargo, especificamente no se ha estudiado en células troncales.

PIEZO2

La familia de proteinas PIEZO son una clase de canales mecanicamente activados
mediante presion y éstos estan evolucionariamente conservados en animales,

plantas y protozoarios.

PIEZOZ2 es una proteina integral de membrana de un peso molecular de 318 kD y
2752 aminoacidos, puede contener hasta 40 dominios transmembranales, e incluso
se ha propuesto que ambos PIEZOs en humanos son las proteinas con mas pases

transmembranales. Presenta funcién de mecanotransductor al convertir estimulos
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mecanicos en estimulos eléctricos (Ranade, et al., 2015; Bagriantsev, et al., 2014).
Presenta una alta expresion en las neuronas sensoriales primarias del ganglio de la

raiz dorsal, asi como en vejiga, pulmén y colon (Coste, et al., 2010).

De hecho, las proteinas PIEZO han mostrado jugar importantes funciones en todos,
o casi todos, los procesos de mecanotransduccion, incluyendo en el sentido del
tacto, dolor, propiocepcion, flujo urinario y distencidn de la vejiga, asi como

regulacion de volumen celular y migracion (Geng, et al., 2017).

Mechanotransduction Pore

. A
/

m Closed State Open State

Figura 4. Propuesta de mecanismo de accion de los canales PIEZO. En la imagen superior
se muestra un modelo topolégico del canal con sus dominios de mecanotransduccion (azul)
y el poro o canal ibnico de Ca2+ (rojo). En la figura inferior se muestra el modelo propuesto
del mecanismo de accion, el estado cerrado y abierto se muestran en azul y amarillo
respectivamente. Se propone que al ejercer presion mecanica (flechas rojas), el dominio
mecanotransductor compuesto por “hélices”, modificando la conformacion del canal iébnico
permitiendo el flujo de cationes (linea punteada roja) y asi convertir el estimulo mecanico
en uno eléctrico. Obtenido de (Geng, et al., 2017) adaptado de (Ge, et al., 2015).
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Son pocos los estudios en donde se ha relacionado la funcién de PIEZOZ2 con
cancer, algunos reportes han sugerido que esta molécula regula la angiogénesis
tumoral y la permeabilidad vascular de células tumorales de glioma, mediante el
eje de sefnalizacion Ca+/Wnt11/B-Catenina (Yang, 2016). Ademas, se ha descrito
que su homologo PIEZO 1 se encuentra disminuido en cancer de pulmén donde

parece estar asociado con migracion celular (Bagriantsev, et al., 2014).

Al igual que para MAMDC2, no existen aun reportes en donde se estudie presencia

o funcionamiento de PIEZO2 en células troncales.
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Planteamiento del problema

En afnos recientes se ha propuesto que el origen y permanencia del cancer se debe
a la existencia de una poblacion con caracteristicas de célula troncal, la cual es
capaz de autorrenovarse y mantener el fenotipo de la enfermedad original al tiempo
que permite la proliferacion del resto de células que conforman el tumor (Clarke &
Becker, 2006; Reya, et al., 2001; Visvader, 2011).

La deteccion de células troncales se ha asociado con la expresion de marcadores
de superficie que permiten su seguimiento. Sin embargo, actualmente no hay
descrito ningun marcador comun que se presente selectivamente en las células

troncales de todas las células que conforman el tumor ni de su contraparte normal.

Las moléculas MAMDC?2 (Litwack, et al., 2004) y PIEZOZ2 (Bagriantsev, et al., 2014)
fueron recientemente descritas como posibles marcadores de LSC de LMC al
presentar una sobre-expresion en comparacion con SC de MON (Avilés-Vazquez,
et al., 2017), por lo que su estudio en otros tipos de tumor permitiria definir si alguna
de ellas podria ser utilizado como marcador especifico asociado a poblaciones
troncales tumorales dada su relacion con cancer y su presencia en membrana que

podria significar un potencial uso como marcador de CSC.
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Justificacion

De acuerdo con informacién reportada en la literatura, el desarrollo y mantenimiento
de diversos tumores parece ajustarse a un modelo jerarquico, en donde una
pequefia poblacion es responsable de la permanencia de la enfermedad (Blanpain,
2013; Visvader, 2011; Singh, et al., 2014). Dentro de los principales tipos de tumores
que afectan a la poblacion mundial, los canceres de mama, cervicouterino, pulmoén
y coldn tienen una alta incidencia y mortalidad en la poblacion mexicana (Aldaco-
Sarvide, et al., 2018; GLOBOCAN, 2020) y aunque todos ellos parecen asociarse a
la presencia de poblaciones troncales, aun existen importantes interrogantes sobre
cual es la proporcién de estas células y si existe algun marcador de superficie celular

que permita su deteccion y/o seguimiento.

En este trabajo se decidi6 evaluar la expresion de MAMDC2 y PIEZOZ2 en
poblaciones tumorales totales, asi como en poblaciones celulares con
inmunofenotipo troncal de las lineas MCF-7, H1299, HCT116, HeLa y SiHa, las
cuales representan un modelo de estudio sobre los tipos de tumores mas
prevalentes en nuestra poblacion. Dado el origen diferente de cada una de las
lineas, seria importante evaluar le expresién de las moléculas de superficie en
células con inmunofenotipo troncal y determinar si existen diferencias en la

expresion con respecto a las células de la poblacion total de cada linea.
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Hipétesis

MAMDCZ2 y PIEZOZ2 son moléculas cuya expresion se encuentra incrementada en
poblaciones con inmunofenotipo troncal (CD34*, CD38", Lin") provenientes de LMC,
por lo que una o ambas podrian encontrarse sobre expresadas en poblaciones
aisladas con inmunofenotipo troncal provenientes de lineas celulares de tumores
sélidos, en comparacion con la poblacion de células no troncales de las mismas

lineas celulares totales.

Al explorar expresion de MAMDC2 y PIEZO2 en células con inmunofenotipo troncal
de lineas celulares de distintos tipos de tumores se podria encontrar diferencias
significativas entre las poblaciones que nos permitan poder definir el uso de estos

marcadores y su funcién en los distintos tipos de cancer.

23



Objetivos

General

Determinar la expresion de las moléculas MAMDC2 y PIEZOZ2 en lineas celulares
provenientes de diferentes tumores que representan tipos de cancer de mayor

incidencia en México.
Particulares

1. Evaluar la expresion génica de MAMDCZ2 y PIEZOZ2 en las diferentes lineas
celulares de tumores solidos.

2. Analizar la expresion de marcadores asociados a troncalidad en diferentes
lineas celulares provenientes de tumores solidos.

3. Aislar poblaciones definidas con inmunofenotipo troncal y no troncal en las
diferentes lineas celulares y analizar la expresion de MAMDC2 y PIEZO?2.

4. Analizar si las poblaciones aisladas con inmunofenotipo troncal provenientes
de distintos tumores solidos muestran diferencias en la expresion de
MAMDC2 y PIEZOZ2 con respecto a las poblaciones consideradas no

troncales.
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Metodologia

e Obtencion y cultivo de lineas celulares tumorales

Las lineas celulares provenientes de diferentes tumores sélidos fueron obtenidas

mediante donaciones.

Las diferentes lineas celulares fueron mantenidas en condiciones de cultivo
especificas para cada una de ellas (tabla 2); y una vez expandidas, fueron retiradas
del cultivo y se mantuvieron bajo congelacion en nitrogeno liquido con el objetivo de
tener un banco de células para su posterior uso. Para la congelacion se utilizé Suero

Fetal Bovino (SFB) (Biowest) y Dimetilsulféxido (DMSO) en proporcién 9:1.

Al momento de su utilizacién se descongelaron y fueron mantenidas en cultivo en
pasajes no mayores a 15 y con una confluencia de entre el 80 y 90% antes de cada

experimento,

Tabla 2. Lineas celulares empleadas con sus caracteristicas y condiciones de cultivo.

Tejido Linea Origen Patologia Cultivo
Hela Epitelial Adenocarcinoma RPMI 1640

SFB 10%
Cervix SiHa Epitelial Carcinoma RPMI 1640
escamoso fase |l SFB 10%

HCT116 Epitelial Carcinoma DMEM

Colon colorrectal SFB 10%
MCF7 Epitelial Adenocarcinoma DMEM F-12

Mama SFB 10%
. H1299  Epitelial derivado ~ Carcinoma no RPMI 1640
Pulmon nédulo linfatico microcitico SFB 10%
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Obtencion de células mononucleares normales

Las muestras de Médula Osea Normal (MON) fueron obtenidas del Hospital General
Regional No. 2 Villa Coapa del IMSS. De estas muestras se obtuvieron las células
mononucleares de baja densidad (<1.077g/ml), mediante gradiente de Ficoll,

Lymphoprep (StemCell Technologies).

Se colocé en un tubo falcon de 50 ml el volumen necesario de Ficoll de acuerdo con
la cantidad de la muestra en proporciéon 1:1, se afnadié posteriormente la muestra
de médula 6sea con una pipeta estéril cuidando siempre que se conservara la
interfase entre Ficoll-muestra. El tubo se centrifugé a 2000 rpm durante 5 min y una
vez realizado esto, en el tubo se observan tres fases, una superior que contiene el
suero, una fase intermedia que corresponde al Ficoll que esta separado del suero
por una banda que contiene a las células mononucleares y la fase inferior con los
demas componentes celulares y plaquetarios que no son células mononucleares.
Se recolectdé con una micropipeta le banda de mononucleares y fueron
resuspendidas en buffer de fosfatos pH 7.2 (PBS) (GIBCO) suplementado con SFB
al 3% (Biowest). EI numero total de células nucleadas y viables se determind
mediante conteo con hemocitometro y azul tripano 0.4%. La tincion se realizo con 5

ul de azul de tripano y 95 ul de suspension celular.

¢ Enriquecimiento en fenotipos troncales
Para la deteccion de poblaciones troncales de las distintas lineas celulares se
utilizaron los marcadores asociados a troncalidad en los tejidos de los cuales
proviene cada linea anteriormente descritos en antecedentes y que han usado en

modelos de estudio tanto in vivo como in vitro (tabla 3).

A partir de esta informacién se selecciond un panel de anticuerpos conjugados con
diferentes fluorocromos, se realizd una sola tincién y se analizé mediante citometria

de flujo multiparamétrica.
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Tabla 3. Marcadores asociados a troncalidad y expresion en cada uno de los tipos de cancer
que se encuentran representados en las lineas celulares del estudio. NA, No aplica (no
descrito como marcador en la linea celular); +, marcador que si ha sido descrito para CSC
en la linea celular; (-), marcador reportado que debe estar ausente en el fenotipo

considerado como troncal.

CD24 CD44 CD133 ALDH1
Cérvico uterino NA + NA +
Colon + + + +
Mama (-) + + +
Pulmoén + + + NA

Referencias: (Al-Hajj, et al., 2003; Ginestier, et al., 2007; Huang, et al., 2009; Ebben, et al.,
2010; Clevers, 2011; Yao, et al., 2015; Akbari-Birgani, et al., 2016).

Se midi6 la actividad de ALDH mediante el kit ALDEFLUOR (StemCell
Technologies) y se utilizaron los anticuerpos anti-CD24-PECy7, anti-CD44-APC,
anti-CD133-BV421 (Biolegend, San Diego, CA, USA).

Inicialmente las lineas celulares totales adherentes, en cultivo con una confluencia
maxima de entre 85-90% fueron lavadas con 2 ml de PBS, enseguida se afiadieron
2 mlde Tripsina-EDTA (Gibco) y se incubaron durante 5 min. Al cabo de este tiempo
las células fueron recuperadas en un tubo falcon de 15 ml que contenia PBS con
SFB al 10% y se centrifugaron a una velocidad de 1200 rpm durante 5 min, una vez
concluido el tiempo, el sobrenadante fue eliminado y el botdn celular se resuspendié
en PBS para proceder a realizar el conteo celular en camara de Neubauer con azul
de tripano 0.4%. La tincion se realiz6 con 10 ul de azul de tripano y 90 ul de

suspension celular.

Un millon de células de cada linea celular fueron resuspendidas en buffer
ALDEFLUOR vy se colocaron en tubos para citdmetro para enseguida realizar la

tincién de acuerdo con las instrucciones del proveedor descritas a continuacion.
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e Ensayo ALDEFLUOR
Una vez retiradas las células de cultivo, se contaron y se colocaron 1x108
células viables en dos tubos para citometro con 150-200 uL de buffer
ALDEFLUOR previamente enfriado a 4°C, un tubo se etiqueté como “control”
y otro como “tincion”. A cada tubo se afadié 5 uL de reactivo ALDEFLUOR,
se resuspendié para homogenizar e inmediatamente después se afiadieron
5 uL de inhibidor DEAB al tubo “control”. Las células fueron incubadas a 37°C
durante 45 min y al cabo de este tiempo se anadié buffer de tincion hasta
completar un volumen total de 400-500 uL para proceder a centrifugar a 2000
rom durante 5 min. Una vez centrifugadas se desecho el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 100-150 pL (tincion) o 400 uL (control) de
buffer ALDEFLUOR a 4°C. A partir de este punto el tubo “control” se
almacena a 4°C hasta su analisis en el citometro y el tubo de “tincidon” se usa

para la tincién con el panel de anticuerpos antes mencionado.

Una vez concluido el procedimiento de ALDEFLUOR se anadio al tubo de tincion 5
uL de una mezcla de anticuerpos que incluia CD24-PECy7, CD44-APC y CD133-
BV421, mismos que se incubaron durante 15 min a 4°C. Transcurrido este tiempo,
se adicionaron 300uL de buffer de tincién para enseguida centrifugar a 2000 rpm
durante 5 min y asi lavar el exceso de anticuerpo. Finalmente se decant6 el
sobrenadante y se resuspendié en un volumen final de 300-500 uL para su analisis

en el citdbmetro.

Las muestras fueron analizadas en un citdmetro de flujo FACSVerse (BD
Biosciences) hasta completar 700,000-800,000 eventos por cada experimento. El
procedimiento fue repetido por triplicado bajo las mismas condiciones para cada
linea celular. Con este procedimiento se determin6 el inmunofenotipo asociado a
troncalidad de cada una de las lineas celulares, de acuerdo con la informacion en

la literatura, y la proporcion de cada una estas poblaciones.
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Este procedimiento se realiz6 nuevamente para purificar mediante seleccién por

inmunofenotipo a las poblaciones celulares troncales y no troncales en un citbmetro

de flujo FACSAria llu (BD Biosciences) realizar su posterior analisis.

Analisis de expresion de MAMDC2y PIEZOZ2

Para analizar la expresion génica de las moléculas MAMDCZ2 y PIEZOZ2 se utilizo la

técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tanto en punto final como

en tiempo real (rt-qPCR).

Extraccion de RNA con Trizol

Las células provenientes de cada linea celular (ambas poblaciones asiladas)
fueron lavadas con PBS y centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min. Una vez
obtenido el botdén celular, se agregd el volumen necesario de Trizol
(Invitrogen) de acuerdo con la tabla 4, mismo que se resuspendi6 de forma
suave hasta obtener una mezcla homogénea, la cual fue agitada en vortex
durante 15 s y almacenada en ultracongelacién a -70°C hasta su posterior
procesamiento.

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y una vez en estado
liquido se les afiadio cloroformo grado biologia molecular (Sigma) de acuerdo
con los volumenes indicados en la tabla 4. Los tubos Eppendorf se agitaron
en vortex durante 15 s, se mantuvieron sin movimiento 3-5 min y
posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C.

Al cabo de este tiempo, se observan tres fases en el tubo: la fase inferior es
de color rosa y contiene las proteinas, la interfase contiene el DNA y la fase
superior es acuosa y contiene el RNA. La fase acusa fue recuperada
cuidadosamente y depositada en un tubo Eppendorf nuevo al cual se le
adicion6 isopropanol de acuerdo con los volumenes indicados en la tabla 4.

En el caso de que el numero inicial de células lisadas fuera inferior a 100,000
se agregaron 0.5 ul de glucdégeno (5 mg/mL)(Invitrogen), posteriormente el

tubo se agitd suavemente mediante inversion de 4 a 5 veces y se dejo

reposar durante toda la noche a -20°C.
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Transcurrida esta etapa se procedio a centrifugar durante 2000 rpm durante
10 min a 4°C para posteriormente retirar la fase liquida con ayuda de una
micropipeta y tratando de no resuspender el botén de RNA del fondo del tubo.
Las muestras fueron lavadas agregando el volumen necesario de etanol al
75% (ver tabla 4), seguido de una agitacion suave para desprender el RNA.
Una vez hecho esto, se centrifugd a 7500 rpm durante 5 min a 4°C y
nuevamente con ayuda de una micropipeta se retir6 todo el etanol del tubo
evitando en todo momento tomar o resuspender la muestra. El tubo se dejo
abierto durante 3-5 min para permitir la evaporacion del etanol remanente y
posteriormente resuspender con 25 uL de agua libre de RNasas tratada con

DEPC (Roche) y se almacend en ultracongelacién a -70 °C.

Tabla 4. Volumenes de cada reactivo utilizados durante la extraccion de RNA.

Namero de Volumen de Volumen de Volumen de Volumen
células Trizol (uL) cloroformo isopropanol de etanol
(nL) (nL) (nL)
<1x10°¢ 250 50 125 250
1x10% — 5x10°© 500 100 250 500
>5x10°¢ 750 150 375 750

El RNA extraido fue descongelado para analizar su cantidad (utilizando un
nanodrop) y calidad (mediante electroforesis en gel de agarosa), para enseguida

proceder a realizar sintesis de cDNA.

e Sintesis de cDNA

Por cada 10 pL de volumen de reaccion se utilizaron 250 ng de RNA extraido.

En un tubo Eppendorf de 200 uL se adicionaron 0.5 uL de Random primers
(Invitrogen), 0.5 pL de mezcla dNTPs (Invitrogen) y el volumen correspondiente
a 250 ng de RNA. Se llevé a un volumen final de 6 uL completando con agua
libre de RNasas y el tubo se coloco en el termociclador (BioRad) y se realiz6é una

incubacion a 65°C durante 5 min, transcurrido este tiempo se retird del
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termociclador y se afadieron 2 uL de 5X FSB (Invitrogen), 1 uL de DTT 0.1
(Invitrogen) y 0.5 uL de RNase out (Invitrogen). Nuevamente se colocé en el
termociclador y se realizd una segunda incubacion a 37°C durante 2 min.
Finalmente se adicionaron 0.5 uL de la enzima M-MLV-RT (Invitrogen) y se

coloco en el termociclador para correr el programa de cDNA.

El cDNA obtenido se utilizé de inmediato para el analisis de PCR punto final o gPCR.
En los casos en los que la determinacion de PCR no se realizé inmediatamente las

muestra fueron almacenadas a -20°C por una semana como maximo.

Todo el procedimiento se realizd para lisados de células de cultivo totales mientras
que para el RNA obtenido de las poblaciones de células troncales aisladas mediante

sort el analisis cuantitativo de la expresion se realizé mediante gPCR en tiempo real:

e PCR punto final

En un tubo de reaccién de 200 ml se preparé un Mezcla maestra con las

siguientes cantidades en plL:

Buffer PCR 10X 25
MgCl2 0.75

Mezcla dNTPs 0.5

Primer forward 0.5

Primer reverse 0.5

Taq DNA Polimerasa 0.1
Agua libre de RNasas 18.15

Una vez preparado la Mezcla maestra se adicionaron 2 uL de cDNA y se corrio
el programa correspondiente en el termociclador. El procedimiento y las
cantidades de reactivos utilizadas fueron iguales para ambas moléculas
(MAMDC2 y PIEZOZ2) utilizando solamente los primers correspondientes para

cada una (tabla 5).

31



Tabla 5. Secuencia de primers utilizados para la deteccion del transcrito de las moléculas
MAMDC?2 y PIEZO2 mediante PCR punto final.

Forward Reverse

PIEZO2 5 G AACAAAGCCAGTTGAA-3 &5 GGGCTGATGGTCCACAAAGA- 3

MAMDC2 5 AGAAG ATGCCTACCAAG-3 5 CAAGAGGCGTGCTTTTTGTC-3’

Los productos finales de reaccion se colocaron en un gel de agarosa para su analisis

mediante electroforesis.

e Electroforesis en gel de agarosa

En un matraz Erlenmeyer se pesaron 0.75 g de agarosa (Roche) y se disolvio
con 36.5 ml de TBE 1X (Invitrogen). Para facilitar la solubilizacion se calento
durante 10-15 s en un microondas y se agité suavemente el matraz hasta
obtener un liquido traslucido y sin restos de agarosa solida. La mezcla fue vertida
en el molde de la camara de electroforesis con un peine para permitir la
formacion de los pocillos y se dejé solidificar durante 15 min. Cuando se solidific

por completo el gel, se llend la camara con TBE 1X.

Cada una de las muestras a analizar fue mezclada con 3 uL de mezcla de carga
que contiene Blueduice y Sybr Gold (Invitrogen) al 10 y 2% respectivamente en
agua libre de RNasas y 3-6 uL del RNA extraido o del producto de PCR. Una
vez cargadas las muestras se realiz6 el corrimiento electroforético a un voltaje
de 65-75 V.

e RT-gPCR

Se utilizo el kit LightCycler® TagMan® master (Roche) disefiado para el sistema
LightCycler® de carrusel y capilares de acuerdo con las instrucciones del

proveedor.

Primero se prepard una Mezcla maestra afadiendo 10 uL de enzima a un tubo
con mezcla de reaccion 5x “hot start’, el cual ya contiene el buffer de reaccion,

MgClz y la mezcla dNTPs. Una vez preparada la Mezcla maestra, se preparo la
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mezcla de PCR, afadiendo la sonda (FAM) y agua libre de RNasas de acuerdo

con el numero total de reacciones (tabla 6).

Se realiz6 la carga de los capilares, a los cuales se anadieron 8 uL de mezcla
PCR vy posteriormente 2 uL de la muestra correspondiente. En todos los
corrimientos se utilizaron controles negativos en donde se afadié agua en lugar

de muestra.

Tabla 6. Componentes y cantidades para preparacion de mezcla PCR.

1 Rx (ul)
Mezcla maestra 2
Sonda 1
Agua 5
cDNA 2
total 10

Una vez cargados los capilares, se colocaron en sus adaptadores para
centrifuga, se centrifugaron a ~800 rpm durante ~15 s y se insertaron en el

carrusel del LightCycler.

Se fijaron las condiciones en el equipo (tabla7) y se procedid con la

correspondiente corrida.

Tabla 7. Condiciones de corrida para qPCR en LightCycler.

Programa Temperatura (°C) Ciclos Tiempo [hh:mm:ss]
Desnaturalizacién inicial 90 1 00:10:00
Amplificacion 90 45 00:00:10
65 00:00:59
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El procedimiento se realizé para ambas moléculas (MAMDC2 y PIEZO2) y
también para el gen constitutivo GAPDH. Los datos obtenidos del software del
LightCycler® fueron los valores de Ct los cuales se utilizaron para el analisis de
expresion de cada molécula, mismo que se realizé mediante el método del delta
delta Ct (AACt) (Livak & Schmittgen, 2001).

AACt

En el método AACt se compara la expresion de un gen de interés con la expresion
de un gen constitutivo, que en este caso fue GAPDH y se realiza una comparacion
de expresion en dos condiciones distintas, un tratamiento y una referencia. Para
este proyecto se tomd como referencia el nivel de expresion en la subpoblacion no

troncal (NT) ya que representa la mayoria de las células presentes en el cultivo.

Para poder aplicar el método ambos genes deben de presentar por [o menos un
valor de Ct, por lo que si no se presenta un valor de expresion (es decir, hay

ausencia de expresion) no se podra utilizar la férmula.

ACt = Ctgen de interés — Ctgen constitutivo

AACt = ACtTratamiem:o - ACtReferencia

Para calcular el fold change o diferencia en el nivel de expresion posteriormente se

aplico la formula:

fold change = 2724¢t

Los datos obtenidos fueron representados en graficas de resultados como
incremento o disminucidn en la expresion de cada gen, en relacion con su

correspondiente control.
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e Analisis con Enrichr

Los analisis de enriquecimiento son un método popular para analizar conjuntos de
datos de genes generados de experimentos sobre genoma completo. Los datos
obtenidos de diferentes tejidos, células o pacientes muestran listas de genes y
proteinas a partir de estudios gendmicos, transcriptdmicos, epigenémicos y
metabolémicos que pueden ser analizados posteriormente en otros estudios al
integrar esta informacion de las diferentes bases de datos donde se depositan.
(Kuleshov, et al., 2016; Xie, et al., 2021)

Enrichr es una herramienta que utiliza un motor web que permite la consulta
comprensiva y ordenada de cientos o miles de conjuntos de genes que comparten
cierta funcion bioldgica, localizacion cromosdmica o regulacion bajo ciertas
condiciones de busqueda, esto es el analisis mediante enriquecimiento. (Chen, et
al., 2013)

Enrichr utiliza algoritmos de busqueda y luego los compara mediante una prueba de
Fisher para evaluar su significancia estadistica con respecto a los términos que se
colocan para su correlacién (Chen, et al., 2013; Kuleshov, et al., 2016; Xie, et al.,
2021)

Se puede usar de manera libre en la web en: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr
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Resultados

Con el antecedente de que nuestro grupo de trabajo ha reportado que en
poblaciones troncales de LMC existe una alta expresion de las moléculas de
superficie MAMDC?2 y PIEZO2, mismas que parecen asociarse con el estado activo
de la enfermedad (Avilés-Vazquez, et al., 2017). Nuestro primer acercamiento sobre
los marcadores de interés fue determinar si las poblaciones totales de cada linea
presentaban expresion de MAMDC2y PIEZOZ2. Para ello se realizd una evaluacion
de PCR punto final y como lo muestran los datos de la figura 5, las cinco lineas
celulares analizadas presentan una banda que corresponde con la expresion de
MAMDC?2. Sin embargo, dado el distinto origen de cada una de las lineas, parece
que hay distintos niveles de expresion, lo que posteriormente se verifico mediante
gPCR.

Es importante hacer notar, que si bien MAMDC2 ha mostrado tener una baja
expresion en células de tejidos normales como mama de acuerdo con un analisis
de expresion de RNA-seq de GETx (The GTEx Portal on 05/13/20 and dbGaP;
accession number phs000424.vN.pN on 05/13/2020), su participacion en distintos

tipos de tumores aun no ha sido explorada.
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Figura 5. Expresion de MAMDC?2 en lineas celulares de diferentes tumores. A 1x10° células

provenientes de las lineas HCT116, HelLa, SiHa, H1299 y MCF7 se les determiné la
expresion de MAMDC?2 mediante PCR en punto final. Se muestra una figura representativa
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de 3 experimentos independientes por duplicado. Los pesos moleculares se muestran en
la escalera (carril 1) y el control negativo (carril 7), muestra el resultado utilizando agua
como control negativo.

Para el caso de PIEZOZ2 cuya participacion en procesos tumorales ha sido también
poco explorada, nuestros datos indican que su expresion es elevada en cuatro de
las cinco lineas celulares analizadas (Figura 5). No obstante, su expresion parece

muy reducida o nula en la linea de carcinoma colorrectal HCT116.
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Figura 6. Expresion de PIEZO2 en lineas celulares de diferentes tumores. A 1x10° células
provenientes de las lineas HCT116, HelLa, SiHa, H1299 y MCF7 se les determiné la
expresion de PIEZO2 mediante PCR en punto final. La figura muestra una figura
representativa de 3 experimentos independientes por duplicado. Los pesos moleculares
utilizados se muestran en la escalera (carril 1) y los carriles 7 y 8 indican expresion en
células mononucleares normales y en el control negativo en donde se utilizd6 agua como
templado.

Considerando que los tumores representan poblaciones altamente heterogéneas
incluso en modelos de lineas celulares establecidas y con el objetivo de determinar
si tal y como se observo en LMC (Avilés-Vazquez, et al., 2017), la alta expresiéon de
MAMDC?2 y PIEZOZ2 puede estar asociada a células con inmunofenotipo troncal, se
procedid a revisar en la literatura si en las lineas celulares utilizadas en este trabajo

se ha reportado la existencia de poblaciones con funcién o inmunofenotipo troncal.

Se procedio a realizar la seleccion de poblaciones con inmunofenotipos troncales

en cada linea para posteriormente analizar la expresion de MAMDC2 y PIEZO?2.
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Como lo muestran los datos de la figura 6, al analizar la linea HCT116 (proveniente
de un carcinoma colorrectal humano), se realiz6 el aislamiento de las células con
inmunofenotipo troncal con base en los marcadores de la tabla 3 de métodos, para
esta linea usamos CD24, CD44, CD133 y ALDH, encontramos que después de una
primera seleccion utilizando CD44 y CD133, practicamente toda la poblacion es
doble positiva (6A). Ademas, dentro de ella, una fraccién de aproximadamente 37%

presentd una alta expresion de CD44, por lo que se denomindé CD133*/CD44.
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Figura 7. Seleccion de poblaciones con inmunofenotipo troncal en la linea celular HCT116.
A. Se realiz6 la seleccion con base en la expresion de CD24, CD44 CD133 y ALDH, se
encontré una poblacion CD44". B. Expresion de CD24 y ALDH de las poblaciones doble
positivas y CD44"'. Fluorescencia basal, negro, poblacién con tincioén de anticuerpos, rojo.

Evaluacion representativa de 3 experimentos independientes por triplicado.
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Una vez que determinamos que toda la linea celular era CD44*/CD133"*, decidimos
hacer una seleccién con base en la expresiéon de CD24 y ALDH con la intencion de

buscar una poblacion menor que pudiera representar a las células troncales.

Como se muestra en la figura 7B, del total de la poblacion doble positiva para CD44
y CD133, aproximadamente el 6.5% corresponde a una poblacién positiva para los
cuatro marcadores, mientras que dentro de la fraccion CD44H, la poblacion positiva
también para CD24 y ALDH representa el 1.6% de la linea celular total.

Una vez que se determiné que en la linea celular HCT116 existe una poblacién que
podria representar a una poblacion troncal basada en su inmunofenotipo
CD24*/CD44M/CD133*/ALDH*, se procedié a realizar una purificacion mediante
FACS para analizar mediante PCR cuantitativo (qQPCR) la expresion de MAMDCZ2 y
PIEZO2. Los resultados de la figura 8 indican que en la poblacién
CD24%/CD44H/CD133*/ALDH* (denominadas “troncales”) la expresion de MAMDC?2

se expresa 1.5 veces mas en relacién con la poblacién no troncal.

Por otra parte, y en relacion con PIEZOZ2, los datos indican que tal y como se mostro
en la figura 5 a través de PCR punto final, la expresién es nula en ambas
poblaciones celulares, por lo que seria importante determinar si este hallazgo es
unico para esta linea celular o es algo constante en otras células provenientes del
mismo tipo tumoral, lo que haria necesario determinar el papel del PIEZOZ2 en la

tumorigénesis del colon.
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Figura 8. Expresion de MAMDC?2 y PIEZOZ2 en poblaciones con inmunofenotipo troncal y
total de la linea celular HCT116 evaluada mediante qPCR. La expresion de cada gen fue
normalizada con la expresion del gen constitutivo GAPDH y el incremento en veces se

comparé contra la expresion de la linea celular total. *p<0.05 t de student no pareada.

De le misma manera, con base en la tabla 3 de métodos y siguiendo con la
evaluacion en las demas lineas celulares, encontramos que H1299 (derivada de
sitio metastasico en nodo linfatico de carcinoma de pulmén de células no pequefias),
expresa casi en su totalidad (97%) los antigenos CD24 y CD44 como se observa en
la figura 9. Ademas, también notamos que una fraccion de aproximadamente el 6%,
tiene un alto nivel de expresion de CD24, es decir son CD44*/CD24M1 (9A).
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Figura 9. Seleccion de poblaciones con inmunofenotipo troncal en la linea celular H1299.
A. Se realizé la seleccion con base en la expresion de CD24 y CD44, se encontrd una
poblacion CD24™. B. Expresién de CD133 de las poblaciones doble positivas y CD24"™.
Evaluacion representativa de tres experimentos independientes por triplicado en donde el

negro indica la fluorescencia basal y el lila la poblacion de interés.

Una vez seleccionada la poblacion CD24/CD44*, se procedid a analizar la
presencia de CD133, encontrando que se expresa en un porcentaje superior al 80%
tanto para la fraccion CD24* como para la fraccion CD24M (figura 9) lo que
representa un porcentaje de células con fenotipo troncal de aproximadamente 3.9%
del total de la linea celular, si se considera la positividad a los tres marcadores de

forma simultanea.
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Para el caso de ALDH no se encontraron diferencias entre las células utilizadas
como blanco y las tefidas en el ensayo de ALDEFLUOR, por lo que este marcador

no fue tomado en cuenta en nuestro modelo

Una vez establecido el inmunofenotipo CD24"/CD44*/CD133* se aisl6 mediante
FACS a la poblacién troncal y se realiz6 la evaluacion de la expresiéon de MAMDC?2
y PIEZO2.

En esta linea celular se puede apreciar que la expresion de ambas moléculas en la
fraccidn con inmunofenotipo troncal es mayor en comparacion con la poblacion no
troncal. En la gPCR la expresion de ambas moléculas es 6x10° veces mayor en las
células troncales en comparacién con la poblacion no troncal. Dado que nuestra
selecciéon incluia CD133, considerado como marcador de troncalidad del tejido
pulmonar y nuestra poblacién total contenia mas del 85% de células positivas, esto
podria significar que la mayoria de la expresion que se observa por PCR punto final
es proveniente de la poblacion en cultivo, donde un alto porcentaje incluia células

con un inmunofenotipo asociado a troncalidad.

Esta observacion genera la necesidad de conocer si ambas moléculas estan
involucradas en la fisiologia de la funcién pulmonar o si su presencia puede ser
indicativo de procesos tumorales, por lo que el analisis en muestras primarias (tanto

normales como tumorales en diferentes estadios) seria de suma relevancia.
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Figura 10. Expresion de MAMDC2y PIEZOZ2 en poblaciones con inmunofenotipo troncal y
fotal de la linea celular H1299 evaluada mediante qPCR. La expresion de cada gen fue
normalizada con la expresion del gen constitutivo GAPDH y el incremento en veces se

comparé contra la expresion de la linea celular total. *p<0.05 t de student no pareada.

Posteriormente, se analizé la linea MCF-7 (derivada de un adenocarcinoma
mamario metastasico). Para el cual, se consider6 el inmunofenotipo CD24-/CD44*
planteado en el estudio de (Al-Hajj, et al., 2003) que fue el primero en describir

células troncales tumorales provenientes este tejido.

Como lo muestran los datos de la figura 11, se encontré que aproximadamente el
4% de la poblacion total es C24/CD44*.
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Figura 11. Seleccion de poblaciones con inmunofenotipo troncal en la linea celular MCF-7.
Se realizo la seleccion con base en el fenotipo CD24/CD44*. Expresion de CD133 sobre
las células CD24/CD44". Evaluacion representativa de tres experimentos independientes
por triplicado en donde la fluorescencia basal se marca en negro y las poblaciones de

interés en verde.

Para CD133 se encontré que practicamente el 100% de las células con el fenotipo
mencionado era positiva para el marcador, lo que corresponde a lo reportado en la
literatura (Nadal, et al., 2013) (figura 11). De este modo el inmunofenotipo con el
que se hizo la seleccion final se mantuvo como el originalmente descrito CD24-
/CD44* (Al-Hajj, et al., 2003).

Una vez establecido este inmunofenotipo se prosiguié con el analisis de expresion
de MAMDC2 y PIEZOZ2 en ambas fracciones (tanto troncal como no troncal),
encontrando que, aunque existe una tendencia a incrementar la expresién de
MAMDC?2 en la poblacién troncal, el cambio no es significativo en relaciéon con lo

expresado en células con la poblacion total (figura 12).

44



MCF-7

MAMDC?2
10
3 8-
c
(3]
S 6+
S
L 44
's)
3 2-
0_
X
otx"‘ &
& \’bo
P &

Figura 12. Expresién de MAMDC?2 en poblaciones con inmunofenotipo troncal y no trocal
de MCF-7 evaluada mediante qPCR. La expresion de cada gen fue normalizada con la
expresion del gen constitutivo GAPDH y el incremento en veces se comparo contra la
expresion de la linea celular total. *p<0.05 t de student no pareada, tres experimentos

independientes por duplicado.

En el caso de la evaluacion de PIEZO2, no se muestra el resultado debido a que en
la fraccién troncal hubo una completa ausencia de expresién mientras que en la
fraccion no troncal si hubo un valor de expresion por lo que el método AACt no se

pudo aplicar.

Continuando con nuestro analisis, se procedié a determinar el inmunofenotipo
asociado a troncalidad en las lineas de cancer de cérvix. La primera en evaluarse
fue la linea celular HelLa, que proviene de un adenocarcinoma cervical positivo para
el Papiloma Virus Humano (HPV) tipo 18. En ella se encontré, que el
inmunofenotipo troncal ALDH*/CD133* corresponde a mas del 18% de la poblacion

celular (Figura 13).
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Figura 13. Evaluacién de la poblacion con fenotipo troncal con base en la expresion de
ALDH y CD133 en Hela. Se muestra una figura representativa de tres experimentos
independientes por triplicado. En la imagen se observa la autofluorescencia en color negro

y la tincién con anticuerpos en verde.

En cuanto a los marcadores CD24 y CD44, nuestras evaluaciones mostraron el
100% de positividad por lo que no fueron considerados como marcadores de
troncalidad, aunque se ha reportado la presencia del marcador CD44" en células de
carcinoma de cérvix en muestras primarias con capacidad tumorigénica en ratones

desnudos, asi como de formacion de esferas (Feng, et al., 2009).
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Figura 14. Expresion de MAMDC?2 y PIEZOZ2 en poblaciones con inmunofenotipo troncal y
fotal de la linea celular HeLa evaluada mediante qPCR. La expresion de cada gen fue
normalizada con la expresion del gen constitutivo GAPDH y el incremento en veces se
comparo contra la expresion de la linea celular total. *p<0.05 t de student no pareada, tres

experimentos independientes por duplicado.

Al evaluar la expresion de nuestras moléculas de estudio, se encontré la expresion
de MAMDC?2 en la poblacién troncal es 2 veces mayor que la poblacién no troncal,

resultado esperado debido a lo observado mediante PCR punto final (figura 5).

En el caso de PIEZOZ2 podemos apreciar un resultado contrastante, ya que en este
caso la expresion de la molécula es menor significativamente en la poblaciéon no
troncal, por lo que seria importante determinar qué papel podria desempenar en las

células del cérvix

Para finalizar el analisis, se determiné el inmunofenotipo asociado a troncalidad de
la linea SiHa (de origen epitelial derivada de un carcinoma de células escamosas

de cérvix, positivo para HPV tipo 16). En este caso, al igual que para Hela, la
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poblacion con fenotipo asociado a troncalidad se encuentra en las células
ALDH*/CD133*.

1a7 Q6

CD133

ALDH
Figura 15. Evaluacién de la poblacién con fenotipo troncal con base en la expresion de

ALDH y CD133 presentes en la poblacion tronca para la linea SiHa. Se muestra una figura
representativa de tres experimentos independientes por triplicado en donde se observa la

autofluorescencia negro y la tincion con anticuerpos en azul.

En este analisis encontré que aproximadamente 5% de las células presentan ambos

marcadores (figura 15).

En este caso, al igual que en la linea Hela, el total de la poblacién resulto ser positiva
para CD24 y CD44 por lo que solo la expresion diferencial de ALDH y CD133 fue

considerada para el asilamiento mediante FACS de la poblacién troncal.

Como se observa en la figura 16, la expresion de MAMDCZ2 se encuentra altamente
expresada en la poblacion con inmunofenotipo troncal de las células SiHa, siendo

mas de 1x10° veces mayor que en fraccion no troncal. No obstante, en el caso de
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PIEZOZ2, también se detecta una tendencia de menor expresion en la fraccidon

troncal con respecto a la no troncal de manera significativa (figura 16).

SiHa
MAMDC2 PIEZO?2
1500007 =

100000
50000

3 A

AACt fold change

Figura 16. Expresion de MAMDC?2 y PIEZO2 en poblaciones con inmunofenotipo troncal y
fotal de la linea celular SiHa evaluada mediante qPCR. La expresiéon de cada gen fue
normalizada con la expresion del gen constitutivo GAPDH y el incremento en veces se
comparo contra la expresion de la linea celular total. *p<0.05 t de Student no pareada, tres

experimentos independientes por duplicado.

Con el objetivo de hacer un analisis de la posible funcion de MAMDC2 y PIEZOZ2 en
células troncales y en cancer, finalmente se realizé una busqueda in silico utilizando
la herramienta Enrichr (Chen, et al., 2013; Kuleshov, et al., 2016; Xie, et al., 2021)
de posibles factores de transcripcion relacionados con su expresion y se encontrd

su relacion con factores como FoxO3 y Aff4 (figura 15).
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2 CREEDSID GENE 2771 DOWN

GSES3388 CREEDSID GENE 2344 UP

GSES58719 CREEDSID GENE 2318 UP

CBEPA (human)

Figura 15. Factores de transcripcion asociados a la expresion de PIEZO2 y MAMDC?2 en
Enrichr. A. Factores de transcripcion asociados a expresion aberrante en ensayos
experimentales. B. Factores de transcripcion predichos basados en compatibilidad de
motivos de unién en las bases de datos TRNASFAC y JASPAR. Las barras superiores con
el color m presentan p-value *p<0.01, color m*p<0.05, y m*p<0.05 en estudios en raton.

En el analisis de enriquecimiento de factores de transcripcidon asociados a la
expresion de MAMDC2 y PIEZO2 de experimentos de estudios de genoma
completo en bases de datos (75A) se encontr6 que en HelLa un estudio de

silenciamiento de AFF1 con shRNA aumenté la expresion de ambas moléculas.

Por otro lado, las bases de datos TRNASFAC y JASPAR utilizan la homologia de
secuencias para prediccién de factores de transcripcidbn que se unen al sitio
promotor de ambos genes tanto MAMDC2 y PIEZO2, en este caso se encontrd que
algunos de los principales factores de transcripcion en humanos asociados son
FOX03 y FOXD1.

Discusion

El estudio de los tumores humanos representa una de las areas de mayor interés
en la ciencia y en la medicina humana ya que si bien existen importantes avances
en los métodos de deteccidon y tratamiento para algunos de ellos, aun existen
tumores que se encuentran con alta prevalencia y mortalidad, tal y como sucede

para los canceres de mama, cérvix, colon y pulmén dentro de la poblacion

mexicana.



Un aspecto que ha cobrado creciente interés en el estudio del cancer es la deteccion
de las células troncales, las cuales se han descrito como poblaciones celulares

numeéricamente reducidas pero responsables del mantenimiento de la enfermedad.

En ese sentido y con la intencion de buscar marcadores asociados a los procesos
tumorales, nuestro grupo de trabajo describido recientemente la presencia de
algunas moléculas sobre-expresadas en células troncales de LMC por lo que surgi6

el interés de evaluarlas en tumores solidos de alta prevalencia en nuestra poblacion.

Como ya se menciono antes, el estandar de oro hoy en dia para la determinacion
de células troncales es el xenotrasplante ya que evalua la capacidad de
autorrenovacion y diferenciacion (Dick, 2009), sin embargo, existen otros modelos
para determinacion de estas mismas funciones in vitro que han servido en gran

medida para el estudio de células troncales de forma mas accesible.

En el caso de nuestro trabajo, para nuestra seleccion de poblaciones celulares nos
hemos basado en los reportes de otros autores que han definido inmunofenotipos
asociados a troncalidad en evaluados en diferentes modelos en donde han

mostrado tener esta capacidad de célula troncal.

Para la linea celular HCT116 encontramos primero una poblacién CD44"/CD133*
lo que concuerda con lo reportado por (Sahlberg, et al.,, 2014) quienes también
encontraron una poblacién CD44" en la misma linea celular, con una proporcién de
células con fenotipo CD44*/CD133* mayor al 60%. Asi mismo, encontraron que, de
esta fraccion doble positiva, el 20% corresponde a células que presentan el
marcador CD24.

Al incluir en nuestra seleccion CD24 y ALDH encontramos una poblacién con el
inmunofenotipo CD24*/CD44H/CD133*/ALDH* correspondiente al 1.5% del total,
cantidad que, aunque un poco menor, concuerda con lo reportado por Huang et al
(2009), quienes mencionan que el 3.5% de células de cancer colorrectal
provenientes de muestras primarias enriquecidas con base en la expresiéon de ALDH

son capaces de iniciar tumores en modelos de xenotrasplante; ademas, dicha
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proporcion iniciadora de los tumores se incrementa al 19.5 y 24.8% conforme la
poblacién se enriquece utilizando CD44 o CD133 respectivamente (Huang, et al.,
2009).

Para el caso de la linea H1299 se ha reportado que mas del 81% de la poblacion
es positiva para CD44 y estas células tienen la capacidad de producir tumores en
ratones inmunodeficientes con un injerto de hasta 1x10* células (Leung, et al.,
2010), nuestra seleccidén hecha con CD24 y CD44 fue del 97% y una fraccién doble
positiva con CD24M del 6%. Aunado a lo anterior, la presencia de CD24 también ha
sido reportada en modelos murinos capaces de formar tumores (Ho, et al., 2007;
Ebben, et al., 2010).

Al incluir el marcador CD133 a nuestro inmunofenotipo troncal final, encontramos
una fraccion del 3.9% con respecto a la linea celular total, este hallazgo es
interesante, ya que CD133 ha sido reportado como marcador de células troncales
de pulmén (Templeton , et al., 2014; Guo, et al., 2015; Leon, et al., 2016), con
presencia escasa y porcentajes muy heterogéneos no mayores al 3.5% en algunos
casos. Esto contrasta de manera relevante con nuestros resultados, sin embargo,
bajo ciertas condiciones de cultivo, como la formacion de tumoroesferas, la
expresion de este marcador aumenta significativamente tanto en muestras
primarias (Eramo, et al., 2008) como en células H1299 en mas del 83% (Huang, et
al., 2013). Es probable que las variaciones numéricas encontradas en este trabajo
y lo previamente reportado se deba a diferencias en el estado del cultivo o incluso

en el pasaje celular que se analizé.

En lo que respecta a MCF-7 se consideré tomar el inmunofenotipo inicialmente
descrito para células troncales de cancer de mama, nuestra poblacion CD24-/CD44*
correspondio al 4% de la linea celular total, en similitud con valores reportados en
otros estudios para esta misma linea celular, que indican la presencia del 2-4% de
células con dicho fenotipo (Sun, et al., 2013; Chen, et al., 2012; Wang, et al., 2014).
Aunque es importante tener en cuenta que condiciones de cultivo 3D (que favorece
el enriquecimiento de células troncales), esta proporcion aumenta
significativamente (Chen, et al., 2012).
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Cabe mencionar que, aunque esta bien documentado el uso de ALDH como
marcador adicional al inmunofenotipo CD44*/CD24-, en muestras de tumores
primarios (Ginestier, et al., 2007; Ricardo, et al., 2011) en nuestros cultivos no se

encontrd proporcion significativa de células ALDH™.

En el caso de HelLa, como se ve en resultados, nuestro porcentaje celular con el
inmunofenotipo asociado a troncalidad ALDH*/CD133* es mayor a lo reportado para
ALDH por Ortiz-Sanchez et al (2016) quien encontré que las células ALDH™ tienen
potencial de formacioén de esferas, ademas de una alta expresion de marcadores de
troncalidad como proteinas Oct4, Nanog y p-catenina ademas de un mayor

potencial tumorigénico (Ortiz-Sanchez , et al., 2016).

Aunado a lo anterior, también se ha reportado que el marcador CD133 se ve
aumentado en lineas celulares de cancer de cérvix incluida HelLa y SiHa posterior
a la formacion de tumoroesferas (Lopez, et al., 2012; Mendoza-Almanza, et al.,
2019). No obstante, en estos estudios no se reporta la cantidad de células positivas

para ese marcador.

Finalmente, con SiHa nosotros reportamos 5% de células con inmunofenotipo
ALDH*/CD133" del total de la poblacién lo que representa un porcentaje similar a lo
reportado para ALDH por (Ortiz-Sanchez , et al., 2016) en esta linea celular, quienes
encontraron una poblacion del 4.24%, pero es menor al numero obtenido cuando

las células son cultivadas en forma de esferas (Liu & Zheng, 2013)

En este caso, CD133 también ha sido reportado como marcador asociado a células
con capacidad de formacion de tumoroesferas in vitro para determinacion de funcion

troncal (Lopez, et al., 2012; Mendoza-Almanza, et al., 2019).

Al momento de evaluar nuestras moléculas de interés los datos obtenidos en este
trabajo muestran que de forma similar a lo obtenido por (Avilés-Vazquez, et al.,

2017) para LMC, existe una expresion diferencial de las moléculas MAMDC2 y
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PIEZOZ2 en las poblaciones con inmunofenotipo troncal tumoral, en relacion con la
poblacion celular total, lo que de inicio vuelve a mostrar que los tumores son
altamente heterogéneos ya que mientras la molécula MAMDC?2 se encuentra sobre-
expresada en las cinco lineas analizadas en este estudio, PIEZOZ2 puede estar
altamente expresado (como se observo en la linea de cancer de pulmon), estar sub-
expresada (observado en cancer de cérvix), o bien ser indetectable (en el caso de

colon).

En las lineas de cancer de cérvix, el resultado en relacion a MAMDC2 es muy
relevante ya que aunque el sitio anatomico del que provienen ambas lineas es el
mismo, existe una clara diferencia de expresion entre las poblaciones de ambas, lo
que podria estar relacionada con los diferentes tipos de HPV asociados a cada una
de estas lineas celulares, que ademas muestran diferencias en la expresion de las
oncoproteinas p53 y RB ya que mientras la linea SiHa las expresa de forma normal,
la linea celular Hela carece de la expresion de p53 debido a la expresion de E6
causada por el virus (Haupt, et al., 1997). Este hallazgo abre nuestro interés de
evaluar la expresion de esta molécula en otras lineas celulares, asi como en
muestras primarias para determinar la correlacion en su expresién con la presencia

o ausencia de diferentes tipos del HPV.

La expresion de PIEZOZ2, ha sido reportada como disminuida en muestras de cancer
de mama en comparacién con su contraparte normal; mientras que su sobre
expresion parece asociarse como un factor pronostico favorable (Lou, et al., 2019).
Aunado a lo anterior, se ha sugerido que PIEZOZ2 es necesario en procesos de
metastasis de cancer mamario en donde parece activar la via de RhoA a través del
flujo de Ca?*y la activacion de las cinasas Fyn. Dicha participacion en metastasis y
migracion se reduce en células carentes de PIEZOZ2 (Pardo-Pastor, et al., 2018).
De acuerdo con los datos obtenidos en este trabajo, PIEZO2 se encuentra sub-
expresado en la linea celular MCF7 lo que podria significar que al igual que las

lineas de mayor malignidad, le confiere una ventaja en su crecimiento.

Un dato relevante de este estudio fue encontrar que PIEZOZ2 se encuentra muy
sobre expresado en la linea celular carcinoma de pulmén H1299, hallazgo que
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contrasta con los datos mostrados por Huang y colaboradores quienes encuentran
que muestras tumorales primarias, asi como las lineas de carcinoma epitelial
pulmonar A549 y CCL185, tienen una reducida expresiéon de PIEZOZ2 en
comparacién con los tejidos aledanos normales, situacion que proponen se asocia
con la capacidad de migracion ya que aparentemente una alta expresion
correlaciona con una mayor sobrevida (Huang, et al., 2019) Cabe mencionar que
la diferencia con nuestra evaluaciéon puede deberse a que en éste reporte se analiza
el tejido total, mientras que nuestro estudio se enfoca a la poblacién con fenotipo
troncal residente en la linea celular. Aunado a lo anterior, seria muy relevante
explorar la expresion de dicha molécula en poblaciones troncales provenientes de

tumores primarios.

A la fecha aun no se ha explorado la participacion de PIEZOZ2 en tumores
colorrectales y cancer de cérvix, pero de acuerdo con lo antes descrito, el que en
éste estudio su expresidon se encuentre nula o reducida podria tener correlacion con
la capacidad de angiogénesis, migracion y/o metastasis, funciones que parecen ser
las principales para ésta molécula y de las cuales se encuentra informacion en
cancer de vejiga y carcinoma escamoso de laringe (Cheng, et al., 2017; Etem, et
al., 2018).

Aunado a lo anterior y utilizando un modelo celular de glioma, se ha demostrado
que este mecanotransductor tiene un efecto supresor del crecimiento tumoral,
evento que parece asociarse con la via de sefializacion Ca2*/Wnt11/p-catenina en
donde también regula procesos de angiogénesis tumoral y metastasis ya que
facilita la permeabilidad tumoral a través del endotelio, efecto que se revierte cuando
las células tumorales son silenciadas para la expresion de PIEZOZ2 (Yang, 2016).
Esta participacion de la via de calcio en células endoteliales también ha sido
relacionada con eventos de resistencia (adquirida o intrinseca) para terapias

antitumorales (Moccia, 2018).

En cuanto a la molécula MAMDC?2, fue muy interesante encontrar que de las cinco
lineas evaluadas de cuatro tejidos distintos, en todas existe una expresion

incrementada (una o varios cientos de veces) en células asociadas con fenotipos
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troncales tumorales, hallazgo que es contrastante con los resultados reportados en

la literatura, en donde se indican una reduccién en la expresion de MAMDC?2.

Especificamente en el caso de los tumores analizados en este estudio, Lim y
colaboradores reportaron que MAMDC?2 se encuentra disminuido en cancer de
pulmén de células no pequefas, (Lim, et al., 2017), evento que correlaciona con un
peor pronostico de la enfermedad. Por otro lado, estudios in silico han mostrado que
la expresién génica de MAMDC?Z2 se encuentra sub-expresado en pacientes con
cancer de colon (Yang, et al., 2019), donde ademas mediante estudios
bioinformaticos de comparacién de expresion en las bases de datos del GEO, se ha
sugerido que forma parte de un grupo de genes cuya expresion reducida (en
relacion a tejidos sanos), se asocia con un peor pronoéstico de la enfermedad (Yang,
et al., 2019).

El mismo factor pronostico desfavorable ha sido también propuesto para cancer
mamario, indicando que en tumores donde MAMDC?2 se encuentra sub-expresado,
también existe una menor supervivencia libre de enfermedad, asi como peor
pronéstico (Meng, et al., 2016). Reportes similares han sido mostrados para
carcinoma escamoso de cabeza y cuello (Darda, et al., 2015) y carcinoma ductal
infiltrante (Meng, et al., 2016).

En el caso de tumores cervicales, asi como colorrectales, la participacion de
MAMDC?2 no ha sido descrita. Sin embargo vale la pena reiterar que si bien los
datos reportados muestran una reduccion en la expresion de MAMDC?2, todas estas
evaluaciones se han realizado utilizando la totalidad de los tumores y en ninguna de
ellas se ha asociado su presencia o ausencia con poblaciones con inmunofenotipo
troncal por lo que seria de enorme trascendencia el evaluar el papel exacto de estas
dos moléculas dentro en la biologia de las poblaciones responsables de mantener
la enfermedad en donde muy probablemente pudieran proponerse como nuevos
marcadores de superficie asociados a células troncales, o bien evaluar su expresion
en muestras biologicas que han sido sometidas a algun tipo de tratamiento, lo que

también podria sugerirlas como marcadores pronosticos o de seguimiento, tal y
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como esta siendo encontrado por nuestro grupo de trabajo para células troncales
de LMC.

Finalmente, para el analisis de enriquecimiento de factores de transcripcion, se
observo que en un estudio de expresion post silenciamiento con shRNA en la linea
celular Hela, el silenciamiento de AFF1 fue seguido por una regulacion a la alta de
ambas moléculas: en este articulo de (Huasong, et al., 2015) estudian la capacidad
del VIH de emplear supercomplejos de elongacion para facilitar la replicacion viral.
No hay alguna relacién con nuestras moléculas de interés, sin embargo, se explica
que el potencial oncogénico de AFF1 y AFF4 asociado a MLL es conferido gracias
a asociaciones con complejos de elongacion de la Polimerasa Il de RNA activos
dimerizados por los dominios C-terminales de AFF1/4 y que al silenciar ambos
factores de transcripcion se expresan de manera diferencial genes relacionados con
cancer incluyendo algunos relacionados con adhesion celular, migracion y muerte

celular (Huasong, et al., 2015).

Por otro lado, el factor de transcripcion FoxO3 se ha reportado que esta involucrado
en traslocaciones cromosdmicas que resultan en el desarrollo de patologias como
rabdomiosarcoma alveolar y leucemia aguda (Hillion, et al., 1997; Hornsveld, et al.,
2018). También tiene un importante papel en el funcionamiento y mantenimiento de
SC del sistema hematopoyético manteniendo la homeostasis del estrés oxidativo
regulando vias como mTOR, PTEN, la via de las pentosas fosfato y la regulacion
de la autofagia (Yalcin, et al., 2008; Rimmelé, et al., 2015) y también en SC neurales
(Yeo, et al., 2013).

Asi mismo, mas recientemente se ha reportado que su participacion es clave para
el mantenimiento de las propiedades troncales en cancer de pancreas mediante la
expresion de CD44, un importante marcador de troncalidad, a través de la activacion
de vias como la cinasa hepatica B1 (LKB1) /proteina cinasa activada por AMP
(AMPK) /receptor de peroxisoma-proliferador-activado-y coactivador 15 (PGC-

1pB) /piruvato deshidrogenasa 1 (PDHA1) (Kumazoe, et al., 2017).
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Por su parte el gen Aff1 (también AF4) es una proteina cuyo papel en el desarrollo
de leucemia linfoblastica infantil esta ampliamente descrito mediante su fusién con
el gen de linaje mixto en leucemia (MLL/KMT2A) (Marschalek, 2011) y también se
ha descrito su papel en el mantenimiento y diferenciacion de células estromales
mesenquimales (MSC) (Zhou, et al.,, 2017), sin embargo, de manera mas
interesante se ha reportado que se encuentra implicado en la expresion de CD133,
marcador utilizado también para la identificacién de CSC, ya que las células que
expresan este marcador tienen una elevada radio resistencia y son un indicativo de

pobre prondstico (Jang, et al., 2017; Mark, et al., 2012).

La presencia del gel de fusion AF4-MLL tiene una importante implicacién en el
desarrollo de leucemia y se ha demostrado que un conjunto de células que
contienen ésta anormalidad cromosomica son dependientes de la presencia de
CD133 para su supervivencia, asi mismo, éstas células son las responsables de la
iniciacidn y recaida de los pacientes cuyo fenotipo mas primitivo también incluye el
marcador CD133 (Marks, et al., 2013; Cox, et al., 2009).

De manera importante, esta relacion de la presencia de AF4-MLL con la expresion
de CD133 también ha sido reportada en otros tipos de cancer como colon y linfoma
(Mark, et al., 2012).

Estos resultados en conjunto resultan importantes ya que representan un primer
acercamiento al estudio de MAMDC2 y PIEZOZ2 como posibles marcadores de
células con fenotipo troncal en los tumores de mayor prevalencia en la poblacién
mexicana y aunque si bien es cierto los datos de PIEZO2 son muy heterogéneos,
los resultados encontrados para MAMDC?2, lo pueden situar como un posible

marcador de células troncales tumorales humanas (tabla 8).
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Tabla 8. Lineas celulares analizadas, fenotipo troncal asociado y comparacion en la
expresion de MAMDC?2 y PIEZOZ2 de la poblacién troncal con respecto a la fraccion
no troncal en cada una.

Linea celular

HCT116

Carcinoma colorrectal

H1299

Carcinoma de pulmoén

MCF7

Adenocarcinoma mamario

HelLa

(adenocarcinoma de cérvix,
HPV-18)
SiHa
(carcinoma de células

escamosas, HPV-16)

Inmunofenotipo asociado a
troncalidad
CD24*/CD44"/CD133*/ALDH*
(6.5%)
CD24*/CD44*/CD133"
(3.9%)
CD24*/CD44*/CD133*/ALDH"*
(2-4%)

CD133*/ALDH*
(18%)

CD133*/ALDH*
(5%)

Expresion de
MAMDC2
Incrementado
1.5 veces
Incrementado
6x10° veces
Incrementado

3 veces

Incrementado

2.3 veces

Incrementado

1x10° veces

Expresion de
PIEZO2

No expresado
Incrementado

6x10° veces

No expresado
Disminuido

0.3 veces

Disminuido

0.2 veces

Por una parte MAMDC?2, cuya presencia y funcién ha sido poco explorada en

cancer, mostro tener una importante sobreexpresion en la mayoria de las células

con fenotipo troncal, mientras que PIEZO2 mostro ser un poco mas heterogéneo ya

que no todas las lineas celulares mostraron una sobreexpresién en la poblacion

troncal, sin embargo, esta molécula ya ha empezado a tener atencion y a ser

estudiada en cancer a pesar de que no se han reportado estudios especificamente

hechos en células con fenotipo troncal, estos estudios revelan que dependiendo

del tipo de cancer puede tener funciones diferentes, no obstante también se remarca

la necesidad de estudiar mas a fondo su funcion y el papel que juega en la biologia

de las células troncales.
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Conclusiones

MAMDC?2 se encuentra sobre-expresada de manera significativa en la fraccion

troncal de la mayoria de las lineas celulares estudiadas.

PIEZO2 mostré una diferencia de expresion heterogénea entre las subpoblaciones
con inmunofenotipos troncales y no troncales de las diferentes lineas celulares, sin
embargo, esta diferencia de expresion también es caracteristica del tejido y tipo de

cancer.

Un analisis in silico de enriquecimiento de factores de transcripcion sugiere que su
expresion es regulada por FoxO3, Aff1/AF4 y KLF4, factores de transcripcidon

asociados a cancer y CSC en particular.
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Perspectivas

Realizar ensayos de tumoroesferas para la evaluacion del enriquecimiento del

inmunofenotipo en las lineas celulares.

Evaluar la expresion de MAMDC?2 y PIEZOZ2 en tejidos provenientes de muestras

primarias de los diferentes tipos de cancer y compararlos con tejidos normales.

Hacer ensayos de silenciamiento para evaluar las posibles vias de sefalizacion
implicadas con estas moléculas y su papel en la funcién de las células aplicando

otras metodologias como ChIP para evaluar estados de expresion de otros genes.

Estudiar la presencia de las moléculas en membrana mediante citometria de flujo y
de esta manera evaluar su posible uso como marcadores rapidos de células

troncales o evaluar su posible uso como biomarcadores de progresion y diagnostico.
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