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RESUMEN

Introduccioén. El cancer de cabeza y cuello es la séptima causa de muerte a nivel mundial. Hasta
el 90% de los casos corresponde a carcinoma de células escamosas (CCE). Los factores de
riesgo asociados son el consumo de tabaco, alcohol y el Virus del Papiloma Humano (VPH). Se
ha reportado que el prondstico y sobrevida de los pacientes con CCE VPH-positivo resulta mas
favorable a diferencia de los pacientes con tumores VPH-negativo, lo que sugiere un papel
importante del virus en la carcinogénesis. Por otro lado, las células troncales cancerosas
desempefan un papel relevante en el desarrollo del cancer. Recientemente se ha encontrado
una asociacioén entre la infeccion por VPH y expresién de marcadores de union escamocolumnar
como AGR2, CK7 y CD63 en una poblacion celular con caracteristicas de troncalidad, pero, no
se ha demostrado su expresion con biomarcadores de troncalidad (SOX2, OCT4, NANOG).
Objetivo. Identificar la expresion de marcadores de troncalidad y de unién escamocolumnar en
lineas celulares de carcinoma de células escamosas de VPH-positivas y VPH-negativas.
Metodologia. Se obtuvieron esferoides en suspension a partir de una estandarizacion de lineas
celulares VPH-positivo y VPH-negativo de CCE. Los esferoides se embebieron en parafina y se
realizaron cortes para tincion H&E e identificacion de marcadores de troncalidad y de union
escamocolumnar mediante técnica inmunohistoquimica. El andlisis de la expresiéon de los
biomarcadores se realizé mediante microscopia. Los ensayos se realizaron por triplicado (+SD).
Resultados. Tanto los esferoides de las lineas VPH®, como los de las lineas VPH" resultaron
positivos para marcadores de troncalidad como SOX2, OCT4 y NANOG. Para los marcadores de
la unién escamocolumnar, CK7 resulté positivo en todas las lineas, AGR2 mostré negatividad
para todos lo casos. Sin embargo, CD63 mostrd una expresion diferencial, resulté positivo en
lineas VPH*, mientras que en lineas VPH", fue negativo. Conclusiones. La expresion de
marcadores de troncalidad en lineas de CCE de cabeza y cuello como SOX2, OCT4 y NANOG
no es dependiente de la presencia del VPH en esferoides y mostraron expresion positiva en todas
las lineas celulares. En el caso de CK7, es expresado en las cuatro lineas celulares, confirmando
los hallazgos encontrados en CCE de cérvix. AGR2 no mostr6 expresion en ninguna de las lineas,
mientras que, CD63 presentd una expresion dependiente de la presencia del VPH. Esto, sostiene
la idea de que CD63 es una proteina mediadora del transporte vesicular implicado en la infeccion
por VPH.



ABSTRACT

Introduction. Head and neck cancer is the 7" cause of death worldwide and 90% of cases are
Squamous cell carcinoma (SCC). The risk factors are tobacco, alcohol and high-risk Human
Papillomavirus (HR-HPV). Prognosis and survival of patients with HPV-positive SCC is better
compared to patients with HPV-negative tumors, this suggests an important role of the virus in
carcinogenesis. In addition, cancer stem cells (CSC) play an important role in the development of
cancer. Recently, an association between HPV infection and expression of squamocolumnar
junction (SCJ) markers (AGR2, CK7, CD63) in head and neck has been described in a cellular
population with stem properties. However, co-expression with stem biomarkers (SOX2, OCT4,
NANOG) has not been reported yet. Objective. To identify the expression of stem and
squamocolumnar junction markers in HPV-positive and HPV-negative spheroids from SCC cell
lines. Methodology. Spheroids were obtained from a standardization of HPV-positive and HPV-
negative cell lines. Spheroids were embedded in paraffin and sections were stained with H&E.
Identification of stem and squamocolumnar junction markers were performed by
immunohistochemistry. Analysis of biomarkers expression was accomplished by microscopy.
Trials were performed in triplicate (+SD). Results. HPV+ and HPV- spheroids resulted positive for
stem markers such as SOX2, OCT4 and NANOG. In regard to, squamocolumnar junction markers,
CK7 was positive in all lines and AGR2 was negative in all cases. However, CD63 exhibited a
differential expression, it was positive in HPV+ lines, while in HPV- lines, it was negative.
Conclusions. The expression of stem markers in head and neck SCC lines such as SOX2, OCT4
and NANOG is independent on the presence of HPV, expressing positive immunoreaction in all
cell lines. CK7 was expressed in the totally of cell lines, according to results found in SCC of the
cervix. AGR2 did not show expression in any of the lines, while CD63 presented an expression
dependent on the presence of HPV. This supports the idea that CD63 is a vesicular transport

mediator protein involved in HPV infection.
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ABREVIATURAS

CCE. Carcinoma de Células Escamosas

CCECC. Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
COCE. Carcinoma Oral de Células Escamosas
CTC. Células Troncales Cancerosas

GLOBOCAN. Observatorio Global de Cancer, por sus siglas en inglés Global Cancer
Observatory

OMS. Organizacién Mundial de la Salud

PCR. Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés
QT. Quimioterapia

Rb. Proteina del retinoblastoma

RT. Radioterapia

SIVEPAB. Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales
TEM. Transicion Epitelio-Mesénquima

TNM: Estadio Clinico (T: Grado de invasion) (N: Numero y localizacion de ganglios

Linfaticos) (M: Metastasis)

VPH. Virus del Papiloma Humano



GLOSARIO

Apoptosis. Muerte celular programada.

Capside. Conjunto de proteinas que envuelven el material genético (ADN y ARN) de un
virus.

Carcinogénico. Agente fisico, quimico o biolégico potencialmente capaz de producir
cancer al exponerse a tejidos vivos.

Condiloma. Lesidon benigna exofitica, de superficie rugosa y tamafo variable causada
por la infeccion del virus del papiloma humano.

Disfagia. Dificultad para deglutir.

Epidermoide. Vocablo que hace referencia a la diferenciacidén terminal de tipo escamosa
del epitelio plano estratificado.

Hipoxia. Disminucion del suministro de oxigeno a un tejido.

In situ. Latinismo que hace referencia al desarrollo local de un fenémeno, proceso o
circunstancia.

In vitro. Latinismo que hace referencia a una técnica para realizar un experimento en un
en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo.

In vivo. Latinismo que hace referencia a la experimentacion realizada en un
organismo vivo.

Inmunohistoquimica. Herramienta que combina técnicas anatomicas, inmunologicas y
bioquimicas para determinar la presencia, localizacion subcelular y la cantidad relativa
de una determinada proteina mediante una reaccion antigeno-anticuerpo, a través de
marcaje directo o indirecto y utilizando moléculas sefalizadoras.

Metastasis. Diseminacién de una neoplasia maligna de una localizacion a otras alejadas
del sitio del tumor primario.

Oncoproteina. Proteina expresada por un gen mutado o por un virus, que interviene en
el desarrollo de cancer.

Transicidn epitelio-mesénquima. Proceso mediante el cual una célula epitelial adquiere
un fenotipo mesenquimal.



INTRODUCCION

Hoy en dia, el cancer de cabeza y cuello ha ido a la alza a nivel mundial. Como
grupo, representd la séptima causa de muerte y se estima que para el 2030 la
incidencia aumente en un 30%. La gran mayoria de las neoplasias primarias de
cabeza y cuello corresponden a carcinomas de ceélulas escamosas (CCE) y por lo
general son diagnosticados en estadios localmente avanzados, debido a ello la
mortalidad suele ser alta a pesar del tratamiento. Esto, aunado a la falta de
tratamientos personalizados, contribuyendo a la resistencia a la terapia del tumor. De
hecho, el estudio de las células troncales ha definido a esta poblacion como la
responsable de la progresion tumoral, la resistencia a la terapia y la metastasis.

La constante busqueda por mejorar calidad de vida para los pacientes afectados por
cancer apunta al uso de nuevas herramientas como el uso de esferoides como
modelos tridimensionales para el estudio de biomarcadores moleculares.
Recientemente se ha descrito una asociacién entre la infeccion por VPH, el cual
resulta un factor importante en la carcinogénesis de CCE de cabeza y cuello, y la
expresion de algunos marcadores en células con caracteristicas de troncalidad en el
cérvix que podrian explicar el mecanismo de infeccion por el VPH de alto riego. Sin
embargo, a la fecha no se ha descrito la expresion de estos marcadores con
biomarcadores de troncalidad. El estudiar la expresion de marcadores de troncalidad
y de marcadores de unidn escamocolumnar en cabeza nos podria dar indicios del
mecanismo de infeccion que utiliza este virus y si las células con caracteristicas de
troncalidad juegan un rol importante en este proceso, por otra parte la identificacion
de estos biomarcadores y su expresion en lineas celulares positivas y negativas a
VPH podrian ser utilizados como herramientas de prondstico de los pacientes
afectados por este tipo de neoplasias ya que se reporté que hay una mejor sobrevida

de los pacientes VPH positivos que presentan este tipo de tumores.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Cancer

Cancer es un término utilizado para describir un grupo de enfermedades que
implican un crecimiento descontrolado y desorganizado de las células, con capacidad
de proliferacion, invasion y metastasis'. En conjunto, el cancer de cabeza y cuello
constituye un grupo heterogéneo de tumores que presentan cambios dinamicos en el
genoma cuya base molecular comprende mutaciones de protooncogenes y genes

supresores de tumores?.

En el afio 2000, Hanahan y Weinberg, sugirieron seis alteraciones esenciales en la
fisiologia celular presentes en una gran variedad de tumores humanos. Estos sellos
caracteristicos del cancer involucran: en primer lugar, a la autosuficiencia en sefiales
de crecimiento, es decir, las células cancerosas son capaces de generar sus propias
sefales para crecer, reduciendo su dependencia a estimulos del microambiente
tisular. La segunda caracteristica es la insensibilidad a sefales inhibidoras de
crecimiento, involucrando especificamente a la proteina supresora de tumores
retinoblastoma (Rb)3. La interrupcién de la via Rb permite a la célula la proliferacion
celular y la insensibilidad a factores anti-crecimiento*. Como tercer punto, la célula
cancerosa es capaz de resistir a la muerte celular programada o apoptosis. La cuarta
caracteristica es la adquisicion de un potencial replicativo ilimitado, es decir, la célula
es capaz de multiplicarse sin limite. La angiogénesis sostenida es el quinto sello
distintivo del cancer que implica el desarrollo de nuevos vasos sanguineos que
permiten suministrar oxigeno y nutrientes que favorecen el microambiente tumoral.
Por ultimo, se considera la invasion tisular y metastasis como la sexta caracteristica
distintiva. Esta capacidad permite a las células cancerosas migrar del tumor primario
y colonizar nuevos sitios y por lo tanto, convierte al cancer en una enfermedad mortal,

ya que el 90% de las muertes por esta enfermedad son causadas por metastasis?.
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Once afos después, se describieron y propusieron otras cuatro caracteristicas
emergentes involucradas en el desarrollo de neoplasias malignas las cuales
consideran una desregulacién energética, en la cual la célula cancerosa es capaz de
utilizar energia de fuentes alternativas, la evasion de la destruccion inmunologica,
inestabilidad del genoma y mutaciones y por ultimo, la promocién de la inflamacién

del tumor (Figura 1)2.

Evasion de Promocion
respuesta dela
inmune inflamacion
del tumor

Desregulacion P N Inestabilidad
energética N ) genémicay
celular ~ mutacion

&

Autosuficiencia o o Potencial
senales de b@&q L @@= | replicativo
crecimiento s =Y ilimitado

O

Insensibilidad

a sehales ‘ N Evasion de
inhibidoras de A ) apoptosis

crecimiento

AP,

Angiogénesis Invasion ., ..
. . Caracteristicas originales

sostenida tisulary F habilitad
metistasis actores habilitadores

Sellos emergentes

Figura 1. Sellos distintivos del cancer. Modificado de Hanahan y Weinberg (2011). BioRender (2022).

La descripcidon de estos rasgos ha resultado relevante ya que ha permitido
comprender el proceso molecular del cancer y sus repercusiones a diferentes niveles:

molecular, celular, tisular, sistémico y clinico®.
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1.2 Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

Se denomina cancer de cabeza y cuello a aquellas neoplasias originadas en la
region anatdmica comprendida entre las claviculas, como limite inferior, y la silla turca,
como limite superior. Algunos autores lo limitan especificamente al tracto
aerodigestivo superior®. Cualquiera de estas dos definiciones incluye al cancer
originado en cavidad oral y nasal, senos paranasales, labios, faringe, laringe y

glandulas salivales (Figura 2)8.

Paladar duro

Cavidad nasal

Mucosa bucal .
Trigono retromolar

Paladar duro Nasofaringe

Lengua ‘..*—c) &———————— Orofaringe 2/3 anteriores de la lengua ||
Epigloti Y/
piglotis =1 Hipofaringe

Union mucocutanea Piso de boca

Laringe J

Eséfago

Traquea

Figura 2. Sitios anatomicos de cancer en cabeza y cuello. A. Sitios anatémicos de tumores en cabeza y cuello.
Se muestra tumor en cavidad oral (dos tercios anteriores de la lengua) y en hipofaringe (azul). B. Subsitios
anatomicos de cavidad oral. Modificado de Kato M et. al (2020). BioRender (2022).

El cancer de cabeza y cuello se trata de un grupo de tumores muy heterogéneo tanto
desde el punto de vista molecular, como clinico®. El principal factor de heterogeneidad
clinica es el sitio de origen, que define diferentes enfermedades, cada una con sus
propios factores de riesgo tipicos, presentacion, tendencia a metastasis y pronostico®.

Mas del 90% de los canceres de cabeza y cuello corresponden a carcinoma de células

escamosas (CCE), también conocido como carcinoma epidermoide, la variedad

histolégica mas frecuente en esta regidn. Existen otros subtipos histologicos que han
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sido reconocidos por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) como el verrucoso,

basaloide, papilar, de células fusiformes, adenoescamoso Y linfoepitelial'°.

Este cancer es potencialmente curable en estadios tempranos, sin embargo,
lamentablemente hasta el 65% de los casos se diagnostican en etapas localmente
avanzadas’-''. Debido a ello, la mortalidad suele ser alta a pesar del tratamiento. Esto
se debe a que estas neoplasias suelen ser asintomaticas en los primeros estadios’?.

Clinicamente, en etapas avanzadas se puede observar crecimiento, inflamacion y
ulceracion de la mucosa, el paciente puede referir dolor, halitosis, dificultad para
hablar, abrir la boca, masticar, dolor a la deglucién y sangrado, dependiendo de la
region afectada. La pérdida de peso e inflamacion de cuello son también sintomas
comunes en tumores avanzados'3.

El prondstico dependera en gran medida de qué tan temprano se diagnostica y del
sitio especifico del carcinoma. Por ejemplo, los canceres de lengua, tienen muchas
mas probabilidades de hacer metastasis a diferencia de otros canceres de cabeza y
cuello', mientras que el cancer de hipofaringe cuenta con uno de los peores

prondsticos entre los canceres de cabeza y cuello?®18,

Distinguir los sitios anatomicos, los bordes de la cavidad oral y la faringe resulta
relevante para el diagndstico y el manejo de cada entidad'’. El carcinoma oral de
células escamosas (COCE) incluye a los tumores que se originan en la cavidad oral,
la cual comienza en la unién mucocutanea de los labios y se extiende posteriormente,
incluyendo la cresta alveolar y las encias, los dos tercios anteriores de la lengua, el
piso de la boca, la mucosa bucal, el trigono retromolar y el paladar duro (Figura 2B)'®.
El labio inferior, la lengua vy el piso de la boca, en orden decreciente, son los sitios del

tumor primario mas frecuentes en mas del 75% de los pacientes con COCE"".
Por otro lado, la hipofaringe es la porcion mas inferior de la faringe y representa el

enlace entre la orofaringe y el es6fago. Se encuentra posterior a la laringe. Se

extiende desde el borde superior del hueso hioides hasta el borde inferior del cartilago
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cricoides (Figura 2A). Los factores que contribuyen al mal pronostico en este cancer
son la presentacion tardia, la afectaciéon en multiples sitios dentro de la hipofaringe, la
extensa red linfatica que promueve la metastasis temprana y las opciones quirurgicas
restringidas para la reseccion completa™®.

Otra diferencia entre la cavidad oral y la faringe es su origen embriolégico. El epitelio
escamoso dentro de la faringe se deriva del endodermo y tiene una mayor propension
al desarrollo de carcinomas agresivos pobremente diferenciados. Por el otro lado, el
epitelio escamoso de la cavidad oral deriva del ectodermo y tiende a dar lugar a
lesiones mas diferenciadas y menos agresivas'®. En este sentido, como se mencioné
anteriormente, el pronostico esta relacionado con el sitio de tumor primario. La tasa
de supervivencia general a 5 afios es de alrededor del 90% para los casos que afectan
al labio inferior, del 40% para los casos de la parte posterior de la lengua y del 20 al
30% para los casos que afectan al paladar blando?°.

1.2.2 Epidemiologia

En los ultimos afos la incidencia del carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (CCECC) ha aumentado rapidamente en paises desarrollados?'?2. A
nivel mundial el cancer de cabeza y cuello represento el 4.5% de todos los canceres
durante el 2020 y como grupo, constituye la séptima causa de muerte con una
incidencia creciente?>?*, representando alrededor de 600,000 casos nuevos por
ano®2%26. Segun el ultimo reporte de GLOBOCAN (Global Cancer Observatory),
durante el 2020, se presentaron en el mundo 377 mil 713 casos nuevos de cancer en
cavidad oral y 84,254 en hipofaringe?® y se prevé que la incidencia aumente un 30%
(1,08 millones de casos nuevos al aiio) para el 2030"°.

En México, GLOBOCAN, indicé que durante el 2020 se registraron 1500 casos de
cancer en cavidad oral y 132 en hipofaringe?3. Sin embargo, no se cuenta con un
registro reciente de la incidencia de cancer de cabeza y cuello provenientes de
organismos nacionales. En el 2002, este cancer represent6 el 17.6% de la totalidad
de las neoplasias malignas segun reportes del Registro Histopatolégico de

Neoplasias?’. Especificamente, el grupo constituido por las neoplasias malignas de
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las vias aerodigestivas superiores, representd el 12% de los canceres en cabeza y
cuello. Los sitios especificos se distribuyeron de la siguiente manera: cancer laringeo
42%, cancer oral 37%, cancer de fosas nasales y senos paranasales 9%, cancer de
orofaringe 6%, cancer de nasofaringe 3%, y el cancer de hipofaringe también con un
3%".

Segun Tirado et al., la letalidad estimada para el cancer de vias aerodigestivas en
nuestro pais es la siguiente: cavidad oral 62.4%, laringe 93%, orofaringe cerca del
100%, hipofaringe 94%, nasofaringe 83% y, fosas nasales y senos paranasales 47%’.

Por otro lado, en 2019, el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales
(SIVEPAB) report6 que, segun los datos epidemioldgicos sobre incidencia y
mortalidad del cancer oral, México se ubica como uno de los paises con las tasas mas
bajas a nivel mundial. Durante ese afo se registraron 453 lesiones sospechosas de
cancer oral de tres o mas semanas de evolucion, de las cuales, el tipo de lesion
predominante fue el aumento de volumen?®. Sin embargo, lamentablemente en
nuestro pais resulta complicado encontrar datos sobre el seguimiento de estos
pacientes. Desafortunadamente, a pesar de los avances e investigaciones en los
ultimos afnos, ha sido poca la mejora en la supervivencia general de pacientes en

estadios avanzados y con tumores recurrentes®®.

1.2.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo principales reconocidos desde hace mucho tiempo para
el cancer de cabeza y cuello incluyen el tabaquismo y el consumo de alcohol. En este
sentido, se considera que el consumo de tabaco y alcohol son los principales factores
de riesgo para desarrollar neoplasias de cabeza y cuello'87:14.2526.30-33 teniendo un
efecto sinérgico’”- 14393233 | os efectos mutagénicos del tabaco y el alcohol dependen
de la dosis, la frecuencia y la duracion de su uso®*. El humo que produce el cigarro
contiene varios elementos carcinogénicos®. Por otro lado, el etanol puede actuar

como un factor de riesgo tanto local como sistémico, causando mayor permeabilidad
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de la mucosa oral, disolviendo componentes lipidicos del epitelio y causando atrofia
epitelial e interferencia en la sintesis y reparacion del ADN30:3233, Ademas de estos
factores, estudios mas recientes también han implicado al virus del papiloma humano
(VPH) en el aumento de la incidencia del CCECC (Figura 3)"7131, Syrjanen et al.
fueron los primeros en proponer al VPH como factor de riesgo en el desarrollo de

CCECC, especificamente en cavidad oral y orofaringe, en el afio de 19833

® 12 Virus del papiloma humano

Tabaco

“ ‘ Principales factores de riesgo

Figura 3. Principales factores involucrados en el desarrollo de CCE de cabeza y cuello.
BioRender (2022).

La OMS ha nombrado a la infeccion por VPH como uno de los factores causales
dominantes del CCE, especialmente de orofaringe y base de la lengua?'. Se ha
sugerido que el aumento del carcinoma epidermoide asociado a VPH se pudiera
atribuir a los cambios en el comportamiento sexual de la poblacion en los ultimos anos,
en los cuales se ha visto un incremento en el numero de parejas sexuales, asi como
un inicio de vida sexual activa mas temprano'-2122:3235-37 | g infeccién por este virus
ha representado un factor de riesgo independiente para CCE de cabeza y cuello en
aproximadamente el 20% de los pacientes, sin los principales factores de riesgo,
como tabaquismo y el abuso de alcohol®. Sin embargo, es importante mencionar que

ninguno de los factores de riesgo parece aislado?*.
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1.2.3.1 Virus del Papiloma Humano

La infeccidn por VPH es una enfermedad de transmision sexual que contribuye
al desarrollo de lesiones anogenitales y aerodigestivas, que van desde verrugas
comunes hasta cancer en hombres y mujeres®®4°. Este virus presenta tropismo o
afinidad por los epitelios?? y pertenece a la familia Papillomaviridae*'#2. Su genoma
esta compuesto de ADN de doble cadena circular sin envoltura, con aproximadamente
8000 pares de bases. Cuenta con una nucleo-capside proteica icosaédrica compuesta
de 72 capsémeros pentaméricos*344. En la actualidad, se han reconocido mas de 200
genotipos de VPH que causan un diverso rango de lesiones epiteliales*.
Dependiendo de su capacidad para persistir y transformar las células epiteliales
infectadas, estos genotipos se dividen en 2 subtipos generales: VPH de alto y bajo
riesgo. El VPH de bajo riesgo incluye al 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81,
siendo los mas frecuentes el 11y el 6 y estos se asocian con lesiones benignas como
la verruga vulgar o condiloma acuminatum®®. Las cepas de alto riesgo también son
denominadas oncogénicas, la OMS ha identificado diversos genotipos como el 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59, los cuales se han asociado a displasias
epiteliales con potencial de malignidad, cancer de cérvix, de vagina, vulva, ano y pene.

Por otro lado, en cabeza y cuello se asocian a cancer oral, faringeo y laringeo.3:3336.:40,

Segun la nueva clasificacion de la OMS del 2017 para tumores de cabeza y cuello, se
denominan tumores VPH-positivo (VPH") a aquellos que son el resultado de la
infeccidn por este virus, los cuales predominantemente son asociados a los subtipos
16 y 1881446 E| papilomavirus 16 se considera el genotipo mas prevalente de los VPH
oncogénicos*’.

Los sitios mas comunes de CCECC relacionados con el VPH son las amigdalas y la
base de la lengua. El desarrollo de esta neoplasia es raro en sitios no
orofaringeos®1425_ Las frecuencias reportadas para tumores VPH positivos varian, sin
embargo, es importante destacar que en orofaringe el VPH 16 se ha encontrado hasta
en el 80% de los carcinomas de células escamosas orofaringeos VPH

positivog814:46.48,
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Los tumores positivos para VPH, muestran una mayor tasa de incidencia entre
hombres mas jovenes en paises desarrollados y no se asocian en la mayoria de los
casos a factores como el tabaco y el alcohol, ademas se asocian a tumores primarios
mas pequefios?'3749 50 | os pacientes tipicos con tumores asociados a este virus se
describen como hombres menores de 60 afios, de raza blanca y con un nivel

socioeconémico mas alto36.

También es importante considerar que los CCE asociados al VPH y los tumores VPH
negativos (VPH") son dos entidades diferentes con respecto a las caracteristicas
bioldgicas, la respuesta terapéutica y el prondstico del paciente*®. Un dato interesante
que se reporta en numerosos estudios, indica que el prondstico y sobrevida de los
pacientes con carcinoma escamoso VPH" es mucho mejor que en el VPH,
independientemente del estadio clinico y sistema de estadificacion TNM. Tras el
tratamiento, se observa una supervivencia a 5 afos del 70-80% en pacientes con
tumores VPH* contra un 25-40% en neoplasias no asociadas al virus; lo que
demuestra una caracteristica bioldgica y clinica asociada con la transcripcion activa

del Virus8,22,25,32,49,51_

1.2.3.2 VPH y carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso en el que modificaciones genéticas y
epigenéticas en vias de sefializacion asociadas al cancer se acumulan con el
tiempo. Esto da como resultado el fenotipo tipico de las células malignas
caracterizadas por: potencial de replicacion ilimitado, independencia de los factores
de crecimiento, capacidad suprimida de apoptosis, crecimiento invasivo y potencial
metastasico, asi como un aumento de la angiogénesis?452 .

La carcinogénesis de CCECC VPH positivo es promovida principalmente por
oncoproteinas virales'2124:32.3543
Desde el punto de vista de la oncogénesis viral, el ADN del virus puede estar de forma

episomal en los papilomas, mientras que en los carcinomas su genoma se encuentra
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integrado al genoma de la célula infectada®’. Se ha descrito que en las criptas
amigdalinas es el lugar donde, principalmente, se inicia la integracion del VPH vy la
carcinogénesis®. La evidencia cientifica muestra que el VPH contribuye en la
carcinogeénesis debido a que sus genes y productos son capaces de interferir el ciclo
celular*®. Su genoma contiene nueve o diez regiones codificantes, que codifican para
proteinas no estructurales no involucradas en la regulacion de las funciones virales,
también denominados genes de expresion temprana (“‘E”, early), asi como genes que
codifican para proteinas estructurales involucradas en la produccion de las diferentes
particulas del virus o genes de expresion tardia (“L”, /ate). El genoma del VPH también
contiene una region no codificante (LCR, long control region) que es la encargada de
regular la expresion de todos los genes'3.

Especialmente, el virus codifica dos oncoproteinas principales: E6 y E737:46:48.55,56 Seg
ha demostrado que E6 y E7 se unen y destruyen los genes supresores de tumores
p53 y Rb, respectivamente, interrumpiendo de esta manera el ciclo celular y
evidenciando una pérdida de control sobre la replicacion y reparacion del ADN, asi
como de la apoptosis, lo que conduce a una sobreexpresion del inhibidor de la quinasa
p16'"“a dependiente de ciclina’83233 De esta manera, la participacion del virus del
papiloma humano en la carcinogénesis es que el ADN viral se integra en el genoma
de la célula huésped durante una infeccion latente y persistente con VPH de tipo

oncogénico*?.

La proteina E2 viral controla la actividad de las oncoproteinas E6 y E7, y la alteracion
del marco de lectura de E2 conduce a su expresion mejorada. E6 y E7 inhiben la
apoptosis y promueven el ciclo celular, lo que conduce a la proliferacion de las células
epiteliales y la persistencia de la infeccion. Como consecuencia, las células infectadas
se mueven a estratos superiores de la mucosa donde disminuye la actividad de E6 y
E7. Durante la carcinogénesis asociada al VPH, p53 es marcado para la degradacion
proteolitica por la actividad de E6 y, por tanto, se inactiva. Mientras que E7 se une a
la proteina del retinoblastoma (Rb) que desencadena el ciclo celular y libera el factor

de transcripcion E2F, involucrado en la sintesis de proteinas que regulan el ciclo
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celular. Esto aumenta la transcripcion de estos genes relevantes para la proliferacion
celular por lo que se favorece la propagacion tumoral (Figura 4)24:36:46.48,57

La expresion de E6 y E7 es independiente del numero de copias o de la integracion
del ADN viral, y en mas del 60% de los CCE VPH-positivo, se ha detectado DNA
episomal mediante PCR. En este contexto, el papel de la infeccién por VPH de alto
riesgo en la carcinogénesis de orofaringe define un grupo de CCE con caracteristicas

clinicas y moleculares especificas?*.
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Figura 4. Mecanismo de la infeccion por VPH y carcinogenénesis en cabeza y cuello. Durante la infeccion del VPH, la
naturaleza reticulada y alterada del epitelio escamoso de las criptas amigdalinas permite el acceso viral a las células troncales, las
células basales en proliferacion y la membrana basal. En el caso de una infeccion productiva, se activan distintos genes y proteinas
virales durante las diferentes etapas de diferenciacion de las células epiteliales, que culminan en la produccioén y eliminacion de
nuevas particulas virales. EI ADN del virus se integra en el genoma de la célula huésped y conduce a una expresion alterada de
protooncogenes y genes supresores de tumores, una sobreexpresion de ARNm de E6 y E7, y la funcion alterada de diversas
proteinas en la célula huésped. Esto, resulta en metabolismo celular descontrolado y proliferaciéon maligna. Modificado de Yang
(2019) y Johnson (2020).

1.3 Células troncales cancerosas

Las células troncales cancerosas (CTC) comprenden una subpoblacion
pequefa de células pluripotentes, latentes y de larga vida dentro de la masa tumoral,
que se caracteriza por compartir capacidades similares a las de las células troncales,
como autorrenovacion, que se define como una division celular especial que permite
que las células troncales produzcan otra célula troncal con el mismo potencial de

replicacion®® y de esta manera obtienen la posibilidad de dar origen a células de
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multiples linajes con alta capacidad proliferativa®®-63.

Ademas, es importante

mencionar que dentro de los tumores de cabeza y cuello, las poblaciones de células

troncales cancerosas representan las células mas resistentes a la terapia®. Las CTC

y las células troncales normales parecen compartir perfiles epigenéticos y de

expresion génica similares, asi como vias de sefalizacion activadas, tales como

Notch, Hedgehog y Wnt®. Sin embargo, estas células exhiben diferencias en distintas

propiedades las cuales se muestran en la siguiente tabla®%6'66:67 (Tabla 1) (Figura 5).

Tabla 1. Diferencias entre células troncales cancerosas y células troncales en tejido sano
(Modificado de Rahman et. al, 2016 & Singh et al. 2021)

A. Caracteristicas en comun entre células troncales normales y células troncales cancerosas

(Rahman et. al, 2016).

Capacidad de dividirse asimétricamente (autorrenovacion), lo que juega un papel importante en el desarrollo de la

masa celular tumoral.

Regulacién de la autorrenovacion por vias de sefializacion similares (Wnt, Sonic Hedgehog, MAPK y Notch).

Capacidad para dar origen una jerarquia de derivados celulares que incluye células progenitoras y células en

diferenciacion.

Teldmeros alargados y aumento en la actividad de la telomerasa, lo que prolonga la vida celular.

Estimulacién de la angiogénesis a través de la secrecién de factores angiopoyéticos.

Expresion de receptores de superficie similares (CD133, integrina, c-kit, c-met), estos se identifican como marcadores

de células troncales y ademas estan asociados a metastasis.

B. Propiedades de las células troncales cancerosas versus propiedades de las CTC

Célula troncal normal

Capacidad de autorrenovacion extensa pero limitada
Capacidad organogénica

Diferenciacion altamente reguladas

Infrecuente o raro dentro en los tumores

Cariotipo normal

Capacidad para generar progenie normal con potencial
proliferativo limitado

Angiogénesis controlada

Ausencia de invasion tisular y metastasis

Equilibrio entre las sefiales de proliferacion y de
antiproliferacion

Ciclo celular regulado

Reparacion de dafios al ADN inmediato
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Célula troncal cancerosa

Capacidad de autorrenovacion extensa e indefinida
Capacidad tumorigénica

Alta desregulacion en su diferenciacion

Raras en tejidos adultos normales

Cariotipo anormal

Progenie diversa fenotipicamente

Aumento de la angiogénesis

Presencia de invasion tisular y metéstasis
Desequilibrio entre sefales de proliferacion y de
antiproliferacion

Ciclo celular irregular

Reparacion de dafios al ADN retrasado o interrumpido



A. CELULAS TRONCALES NORMALES B. CELULAS TRONCALES CANCEROSAS
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Figura 5. Diferencias entre células troncales normales y células troncales cancerosas. A. Se muestran las diferentes
fuentes de células troncales normales, sus propiedades biolégicas de division indefinida a través de la autorrenovacion y
la generacion de células diferenciadas en condiciones apropiadas; mientras que las células troncales embrionarias son
totipotentes, las células troncales adultas son unipotentes pero pueden recuperar sus propiedades totipotentes en
condiciones in vitro, originando las células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs). B. Las células troncales epiteliales
adultas pueden sufrir una transformacién maligna después de alteraciones genéticas acumuladas causadas por
carcindgenos, generando CTC que conservan las propiedades biologicas de autorrenovacion y generacion de células
diferenciadas (cancerosas), lo que lleva al desarrollo del cancer y a una mayor metastasis. Modificado de Oliveira et al.

(2017). BioRender (2022).

En la década de los 2000 se comprobd que esta poblacién estaba presente en algunos
tumores solidos®®. Antes de esto, se suponia que cada célula individual dentro de un
tumor podia adquirir propiedades tumorigénicas a través de la acumulacion progresiva
de mutaciones, es decir, los tumores se inician y se desarrollan estocasticamente, esta
hipdtesis es conocida como estocastica. Por el contrario, la hipdtesis de las células
troncales cancerosas propone una organizacion jerarquica de las células dentro de un

tumor con una poblacién de CTC como vértice de la jerarquia®® (Figura 6).
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b) Las células tumorales son heterogéneas y solo las
células troncales cancerosas (CTC: amarillo) tienen la
habilidad de proliferar y formar nuevos tumores.

Figura 6. Modelo estocastico y modelo jerarquico. Modificado de Reya et al. (2001).

BioRender (2022).

Otros modelos sugieren que las CTC contribuyen a la tumorigénesis, la diferenciacion
tumoral, el mantenimiento, la diseminacién y recurrencia®3-6>70-73, E| primer modelo
sugiere que una celula troncal especifica de algun tejido sufre varias alteraciones
genéticas y epigenéticas para dar lugar a una CTC. Otra escuela de pensamiento afirma
que las CTC se originan a partir de células troncales que pueden adquirir un fenotipo
precanceroso durante la propia etapa de desarrollo. Y, por ultimo, el tercer modelo,
establece que las CTC se originan a partir de células tumorales maduras que sufren
desdiferenciacion en una célula troncal a través de modificaciones en las vias de

sefalizacion y en su regulacién™ (Figura 7).

Modelo |

Células troncales

Modelo Il

Células troncales

Modelo Il

Células maduras diferenciadas

Figura 7. Origen de las células troncales cancerosas. Se esquematizan las tres teorias del origen de las
CTC. El modelo | explica un origen directo de las CTC a partir de las células troncales normales a través de
alteraciones genéticas, el segundo sugiere el origen de las CTC a partir de las células troncales normales
en etapa de desarrollo. El modelo lll, explica la desdiferenciacion de la célula madura (células normales o

Modificaciones genéticas/epigenéticas

(®

Célula troncal cancerosa

Estaco precanceroso durante el Célula troncal cancerosa Células troncales

desarrolio

cancerosas

Célula desdiferenciada Célula troncal cancerosa

tumorales) para convertirse en CTC. Modificado de Simple et al. (2015). BioRender (2022).
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Las células troncales cancerosas pueden sufrir una divisién celular simétrica, lo que
conduce a la produccion de dos células hijas idénticas, sin embargo, también son
capaces de sufrir una division celular asimétrica para expandir la poblacién tumoral’®.
En los ultimos afos, se demostrd que las células malignas dentro de un tumor (no
CTC) pueden adquirir propiedades de células troncales y transitar de no CTC a CTC
“inducidas”. Esta plasticidad celular evidenciada experimentalmente puede ser una
explicacion y la causa de la heterogeneidad del tumor, un factor de resistencia
importante que impide la respuesta a la terapia y conduce a un mal resultado del
paciente®®. Se ha observado que CTC son capaces de crecer en condiciones
independientes del anclaje. Cuando se cultivan en placas de fijacion de ultra baja
adherencia en medio sin suero, forman estructuras 3D no adherentes denominados
esferoides tumorales, las cuales resultan de gran utilidad para la identificacion de
diversos marcadores en investigacion’®. Debido a que el crecimiento de CCECC se
mantiene mediante una poblacion de CTC, sus mecanismos relacionados con la
pluripotencia y oncogénesis han sido motivo de estudio, por lo que se ha sugerido el
uso de algunos marcadores para comprender mejor los mecanismos involucrados en

la carcinogénesis®®.

1.4 Marcadores de troncalidad

Los marcadores de troncalidad son moléculas que se utilizan para la
identificacion de células no especializadas e indiferenciadas y, en el caso de
neoplasias malignas, de CTC. Generalmente son proteinas de la superficie celular
con la capacidad de unirse selectivamente o activar otras moléculas de senalizaciéon
o son factores de transcripcidén que mantienen las propiedades de pluripotencia y
autorrenovacion®. Se han sugerido una serie de marcadores putativos en CTC en
COCE. Hasta la fecha, no se ha demostrado que un unico marcador identifique a esta
poblacién celular y es probable que las CTC se organicen en subconjuntos. Por esto,
se utilizan diversas combinaciones de marcadores®3. Algunos de los marcadores de
troncalidad en el estudio en la carcinogénesis son SOX2, OCT4 y NANOG?®“. Estos,

se consideran reguladores maestros para el mantenimiento de la poblacion de células
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troncales en estado indiferenciado®. Ademas, se han identificado en tumores de
diversos origenes, incluyendo canceres de cabeza y cuello, formando una red
reguladora central que se coordina para determinar la autorrenovacion y pluripotencia,
a través de la interaccion con otros factores de transcripcion y diferentes vias de
sefializacion celulart61.6466.77-79 'nor |o que su sobreexpresion se ha utilizado para
identificar poblaciones de CTC en CCE®#" (Figura 8).

Sobreexpresion de
Oct4-Sox2-NANOG

Tumorogenicidad

—_
Resistencia a farmacos
Invasion 0OCT4*
.Memsms's > Multipotencia
Inicio del tumor SOX2*
Quimiorresistencia NOG* B )
Formacién de esferoides NANOG Formacion de esferoides
- Autorrenovacion

Angiogenicidad

Figura 8. Marcadores moleculares utilizados para el aislamiento e identificacion de células
troncales de cancer oral. El diagrama muestra los principales reguladores nucleares (OCT4,
SOX2, NANOG) y marcadores de superficie (CD44, CD133, CD117, CD24). Modificado de
Tahmasebi et al (2020). BioRender (2022).

1.4.1 OCT4

OCT4 es una proteina miembro de la familia de factores de transcripcion del
dominio POU®371, Se identifico por primera vez hace aproximadamente 30 afios y ha
sido estudiado ampliamente como un factor de transcripcién de gran importancia.
Pertenece a los factores de transcripcion de Yamanaka, junto con SOX2, Kruppel-like
factor 4 (KLF4) y c-MYC, los cuales han sido identificados como reguladores de la
pluripotencialidad y autorrenovacién de las células troncales®2.

OCT4, controla el desarrollo de los embriones mamiferos y es indispencable para
formacion de las tres capas germinales, por lo tanto, su expresion no es detectable en
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la mayoria de los tejidos adultos sanos®8. Es decir, especificamente OCT4 es
responsable del mantenimiento de la autorrenovacion, pluripotencia y el
mantenimiento indiferenciado de las células troncales embrionarias®?84.

Por otro lado, OCT4 también ha sido relacionado en la carcinogénesis, teniendo la
capacidad de actuar como oncogén en distintos tipos de cancer y se ha descrito su

expresion en cancer de mama, cérvix, ovario, prostata, testiculo, gastrico y
ora|60,63,67,82_

Especificamente en COCE, se ha reportado que tiene un papel importante en la
transicion epitelio-mesénquima, la transformacion tumoral, invasion y metastasis y
resistencia al tratamiento®38285, Por lo tanto, su expresion se ha utilizado para definir
la poblacion de CTC en COCE junto con otros marcadores® y se ha visto que favorece
la formacion de tumores en modelos murinos y en células derivadas de tumores
humanos de CCECyC en cultivo tridimensional®®-83, Se han descrito diferencias en la
expresion de OCT4 con relacion al sitio anatomico del tumor, por ejemplo, en tumores
moderadamente diferenciados provenientes de la mucosa bucal se observé dentro de
los nidos tumorales, del estroma peritumoral y los vasos dentro del estroma
peritumoral, mientras que en CCE moderadamente diferenciado de lengua su
expresion se vio restringida a una subpoblacién de CTC dentro del estroma
peritumoral®3. La eliminacion de OCT4, da como resultado la inhibicion de la formacién
de tumores, observandose una disminucidn en el crecimiento de esferoides

tumorales®9.

Los niveles elevados de expresiéon de OCT4 en COCE han sido asociados con
estadios tempranos de la enfermedad y un prondstico mas favorable 8387, Qiao et al.
reportaron sobreexpresion tanto en COCE, como en lesiones potencialmente
malignas®. Sin embargo, el mecanismo molecular que explica esta asociacion no se

ha dilucidado por completo®.

Se ha descrito que la expresion de los oncogenes E6/E7 del VPH puede regular al

alza OCT en CCE cervical, participando proceso de reprogramacion celular®3. Por otro
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lado, en un estudio que incluyd 69 casos de cavidad oral y orofaringe no se encontro
significancia prtondstica en la expresion de OCT47", por lo que resultaria relevante
seguir estudiando sus funcion e interaccion con el VPH en cancer de cabeza y cuello.

1.4.2 NANOG

Descrito por primera vez en 2003, NANOG es un factor de transcripcidén de
células troncales que tiene un papel importante en la regulacién del desarrollo
humano. Participa en la determinacion del destino celular, la proliferacion y la
apoptosis y en células troncales embrionarias es crucial para mantener la
pluripotencialidad®®7188_Después del nacimiento, se expresa en niveles muy bajos o
se mantiene silenciado y permanece asi durante toda la vida, sin embargo, NANOG
puede ser detectado en las CTC?, por lo que ha sido relacionado con tumorigénesis,
pérdida de diferenciacion, invasion y metastasis, asi como resistencia al

tratamiento®0.:64.73.89-92

Se ha visto que la expresion de esta proteina aumenta en pacientes con lesiones
precancerosas con el riesgo de progresion a carcinoma in situ®. Diferentes tipos de
tumores malignos muestran niveles detectables de NANOG®, incluyendo COCE vy
CCE faringeo®*. Incluso, se ha considerado a NANOG como un fuerte predictor
prondstico en CCE orofarigeo’!8. Se sugiere que promueve la formacion de CCE,
actuando como un activador celular autbnomo de la transicién epitelio-mesénquima

(TEM) en las células epiteliales®”.

En un metaanalisis sobre la importancia pronostica de NANOG que incluyé nueve
estudios sobre CCE de cabeza y cuello, la expresion de NANOG fue asociado con
tasas de supervivencia mas baja®. Ademas, Grubelnik et al. sugieren que la expresion
de NANOG aumenta en CCE y tiene una importante asociacion con el desarrollo, la

transformacion y la metastasis de tumores®.
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En contraste con esto, Pedregal et al. asociaron la expresion NANOG con un mejor
pronostico en su estudio de cohorte, con variaciones significativas en el impacto
prondstico de la expresion, dependiendo del sitio del tumor y la infiltracion de los
ganglios linfaticos, en donde hubo una mayor expresion en pacientes con metastasis
en ganglios linfaticos®*. Debido a las diferencias planteadas en los resultados de
diversos autores, seria de gran importancia analizar la expresion y la funcion de
NANOG en CCE oral e hipofaringeo.

1.4.3 SOX2

SOX2 se describié en 1990, un factor de transcripcion ubicado en el gen SRY
(por sus siglas en inglés “sex-determining region Y”)?S. Hasta la fecha, se han
encontrado 20 genes SOX en el genoma humano, los cuales se han dividido en ocho
subgrupos dependiendo de sus propiedades bioquimicas y sus funciones®. SOX2 es
miembro del subgrupo SOXB1, junto con SOX1 y SOX3%, el gen SOX2 humano
codifica una proteina de 317 aminoacidos y se ha visto que resulta esencial para la
autorrenovacién en células troncales, por lo que se expresa en el desarrollo
embrionario temprano®. SOX2 se expresa generalmente en células pluripotentes de
la masa celular interna de embriones® y se ha reconocido por su papel en la
reprogramacion  de células  somaticas en células  troncales  pluripotentes
inducidas (iPSC)®’. Este factor de transcripcién participa en el control de los procesos
de desarrollo de linajes celulares de origen ectodérmico y endodérmico®.
La desregulacion de la expresion de SOX2 también es un factor importante que
contribuye a la patogénesis del cancer. Se ha visto una sobreexpresion desregulada
de SOX2 se ha implicado en la patogenia de los carcinomas escamosos®. SOX2
controla varias caracteristicas de las células cancerosas, como la proliferacion, la
transicion epitelial a mesenquimatosa (TEM), la migracion, la invasion, la metastasis,
la formacion de esferoides y colonias, la iniciacion de tumores, la formacion de células
troncales cancerosas , asi como la resistencia a la apoptosis y la terapia®°7.%, En

cabeza y cuello, se ha visto una contribucion parcial de SOX2 como regulador de
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expresion de la proteina NANOG?®. A través de una interaccion cooperativa, SOX2 y

OCT4 impulsan la expresion especifica de diferentes genes®.

La alta expresion de SOX2 ha sido asociado con un mal prondstico en algunos
estudios, como en cancer de mama, esféfago, nasofaringe y cavidad oral®”-9%1%°_ En
contraste, otros autores han informado que una alta expresién de este marcador, por
ejemplo se ha asociado con la ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos y un
mejor prondstico en pacientes con COCE®. Ademas, SOX2 se ha encontrado
asociado a tumores VPH positivos”!. En cancer de cabeza y cuello se ha relacionado
con mantenimiento de CTC, potencial tumorigénico mejorado, evasion de la apoptosis
y resistencia a la terapia. SOX2 ahora se considera un impulsor clave de la

carcinogénesis escamosa®.

La expresion de SOX2 en cancer se ha asociado también con la expresion de CD44
y se ha correlacionado con metastasis de COCE®2. Se han reportado distintos
patrones de expresion de SOX2 en CTC de COCE, mostrando tanto localizacion
nuclear como citoplasmatica®2. Por lo que su estudio sigue siendo necesario en los

diferentes tipos de tumores.

1.4.4 Otros marcadores de troncalidad

El panel de biomarcadores de troncalidad es vasto. La literatura describe una
gran variedad de proteinas utilizadas como marcadores de células troncales, entre las
cuales se encuentran: CD133, CD29, CD166, CD44, BMI1, entre otros. Por ejemplo,
CD44, ha sido descrito como un marcador util en el reconocimiento, aislamiento y
caracterizacion de las CTC, sin embargo, estudios recientes muestran que no es
especifico de células troncales®®%" ya que también esta expresada en otros tipos de
células, como las de tejidos conectivos y la médula 6sea'®. La correlacion entre la
expresion de CD44 y las CTC fue descrita por primera vez por Prince et al.%° y se ha
reportado su sobreexpresiéon de CD44 en tumores como mama, pancreas, estbmago
y prostata’®’.
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1.5 Marcadores asociados a la unidon escamocolumnar

Estudios recientes han obtenido un panel de biomarcadores localizados en
células de la uniébn escamocolumnar (células localizadas entre las células del
endocervix y el exocérvix) en neoplasias intraepiteliales grado 3 de cérvix, los cuales
podrian explicar la relacion de la presencia del VPH y el comportamiento del tumor,
en donde se incluyen: AGR-2 (proteina de gradiente anterior 2), CD63 y citoqueratina
7 (CK_7)44,103_

1.5.1 Citoqueratina 7

Las citoqueratinas (CKs) pertenecen a un grupo de aproximadamente 20
proteinas estructurales del citoesqueleto presentes en epitelios. Especificamente, la
CK7, es una queratina de tipo |l que se encuentra en epitelios de transicion, ductales
y glandulares (pulmén, mama, pancreas, endometrio, ovario, glandulas salivales)'%4.
Se le ha descrito como un marcador del epitelio simple y cilindrico y, por ello, se piensa
que pertenece al tejido derivado del endodermo. Se ha sugerido que no se localiza
en las células del epitelio escamoso estratificado normal, sin embargo, si parece
expresarse especificamente en sitios de union y de transicion'%. Se ha descrito su
presencia, en la unién escamo-celular de cérvix, el sitio mas frecuente de las células

troncales de la mayoria de los CCE de cérvix*4.

En cabezay cuello, CK7 parece expresarse también en sitios de unién, como la cripta
amigdalina, el cual representa un sitio susceptible a la transformacion
maligna®+105.107.108 ' Se considera que en la cripta amigdalina es el lugar donde se
inicia la integracion del VPH'%. Es posible que exista una pequefia subpoblacion de
células que expresan CK7 en otras partes del tumor que actuan como CTC, en donde
la expresion de CK7 que se pierde conforme las células se diferencian'°.

Se sabe poco sobre los roles que desempefian CK7 en la patogenia del CCE

relacionado con VPH. Sin embargo, algunos estudios han analizado las interacciones
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entre el ARNm de E7 de HPV16 y CK7 en lineas celulares de cancer de cuello uterino
y en CCE orofaringeos primarios**. Se descubrid que CK7, junto con otras proteinas
como p16, estaban directamente reguladas por la oncoproteina viral E7 del VPH-
16105_

Algunos CCE de cabeza y cuello y de cérvix comparten caracteristicas
histopatolégicas e inmunohistoquimicas. Ambos surgen en células de unién

escamocolumnar positivas para CK7 infectadas por VPH5%.

1.5.2 CD63

CD63 es una glicoproteina de superficie celular de la familia de las
tetraspaninas y fue la primera tetraspanina caracterizada'''. CD63 se expresa en casi
todos los tipos de células y tejidos y se encuentra no solo en la membrana
citoplasmatica, sino también en endosomas tardios, lisosomas y cuerpos
multivesiculares''?. Cuando las tetrapaninas se asocian con otras proteinas, forman
complejos supramoleculares en la superficie celular y logran desencadenar vias de
transduccion de senales involucradas en procesos celulares basicos, como
proliferacion celular, migracién, adhesion, diferenciacién, motilidad e incluso invasion

tumoral?12.113,

Al estar presente en lisosomas y endosomas tardios, CD63 tiene un papel especifico
en la infeccion de células epiteliales con varios papilomavirus''4, ya que el VPH es
capaz de ingresar en las células huésped a través de una via endocitica''’. CD63
proporciona un vinculo fisico critico entre las particulas virales internalizadas vy la
magquinaria endocitica intracelular mediante el complejo formado con sintetina-1'".
Se ha propuesto que la sintenina-1 tiene un papel central en la regulacién en la
infeccion por VPH'"'. Ademas, se han encontraron diferentes tipos de VPH (dentro de
ellos, VPH16) en colocalizacion con CD63, en la membrana plasmatica y en
vesiculas'S. Adicionalmente, CD63 se ha implicado en las vias de sefializacion
metastasica en varios tipos de cancer, como cancer de pulmon, prostata, mama,
pancreas y melanoma''®. Se ha reportado que la expresion de CD63 generalmente

disminuye en las ultimas etapas del desarrollo del cancer, lo que se correlaciona con
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un aumento de metastasis de las células tumorales®> "4, Esto debido a que CD63
participa en la motilidad celular y podria asociarse con integrinas, las cuales median
la union a la matriz extracelular. Se ha planteado la posibilidad es que CD63 influya
en la actividad y estabilidad de las integrinas a través de su interaccion con otras
tetraspaninas en la transicion epitelio-mesénquima y también ha sido implicada en la
regulacion del transporte de otras proteinas implicadas en el desarrollo de

tumores®5.116,

1.5.3 AGR-2

El homodlogo de gradiente anterior 2 (AGR2) codifica una proteina de 17 kDa
que estda muy conservada en los vertebrados. AGR2 se describié por primera vez
en Xenopus laevis ''. AGR-2 es una proteina disulfuro isomerasa, presenta una
fuerte expresion en tejidos que contienen células secretoras, como traquea, pulmén,
estbmago, colon, préstata e intestino delgado. AGR2 muestra dos localizaciones
subcelulares: intracelular (IAGR2) y extracelular (eAGR2), en donde tiene un papel
regulador de la arquitectura del tejido epitelial y juega un papel en el fenotipo
preneoplasico que contribuye a la tumorigenicidad epitelial''®.

En células normales que expresan AGR-2, la forma predominante es iIAGR-2, que
reside en el reticulo endoplasmico. Mientras que, las células cancerosas secretan y
expresan eAGR2 en la superficie celular''®. Fessart et. al reportaron que eAGR2
presente en la matriz extracelular es suficiente, por si misma, para impedir la
polarizacion celular, promoviendo un fenotipo desorganizado con propiedades

invasivas'8,

Ademas, esta proteina es capaz de regular el crecimiento de las células mediante la
modulacién de Ciclina D. AGR2 es un supresor de P53 y promueve la metastasis del
cancer, por lo que su sobrexpresion se ha relacionado con un prondstico negativo en
los pacientes. Si-Rui et. al ha sugerido que AGR2 puede actuar como un oncogén en

células cancerosas humanas, en su estudio AGR2 mostr6 alta expresién de este
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marcador en citoplasma y membrana de células de CCECC lo que sugiere una

correlacion con el fenotipo agresivo tumoral’2.

Estudios han demostrado que una expresidon anormal de AGR2 podria estar
relacionada con la tumorigénesis y progresion de canceres humanos como cancer de
mama, ovario, prostata, esofago, tracto gastrointestinal y pulmoén. En cabeza y cuello,
se ha visto que el aumento en la expresion de AGR2 mejora la capacidad migratoria
de las células en de COCE in vitro e in vivo'?°.

Asimismo, se ha sugerido que AGR-2 podria ser una molécula secretora, ya que se
han encontrado concentraciones de esta proteina significativamente elevadas en
muestras de suero o plasma de pacientes con las neoplasias mencionadas
anteriormente’?'. Por ejemplo, Herfs et. al, refieren que AGR-2 se ha encontrado
sobreexpresada en las células de unién de epitelio escamocolumnar en cérvix*+109,
Sin embargo, resultaria relevante estudiar su presencia junto con los otros
marcadores descritos anteriormente en este trabajo tanto en lineas VPH" como

negativas.

1.6 Cultivo celular tridimensional como modelo de estudio en CCECC

El cultivo celular de esferoides tridimensional es una herramienta relevante en
el campo de estudio del cancer'??-24 Este tipo de modelos, presenta ciertas ventajas
en comparacion con los cultivos tradicionales como el cultivo en monocapa, ya que
permite reproducir in vivo de manera mas acercada a la realidad, las interacciones,

tanto intercelulares como célula-matriz de lineas celulares cancerigenas'??125,

El modelo tridimensional permite evaluar diversos procesos como la proliferacion
celular, la diferenciacion, apoptosis y la expresion diversas moléculas. Esto, debido a
que es posible imitar el microambiente tumoral y su heterogeneidad, reproduciendo
propiedades bioldgicas propias de una neoplasia, como la invasion o la metastasis,

asi como la conservacion de la migracion y la subdiferenciacién?®126.127 Ademas, el
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modelo tridimensional muestra otras caracteristicas, como la distribucion irregular de

oxigeno y nutrientes que se encuentran en las células tumorales in vivo'?8.129,

Los esferoides estan compuestos por una capa externa de células en proliferacion,
una capa interna de células inactivas, y un nucleo interno de células necréticas (Figura
9). Esta disposicion refleja el crecimiento en tumores solidos, con presencia de células
en proliferacion cercanas al suministro de oxigeno y nutrientes y las células necroéticas
alejadas de capilares, por lo tanto, existe un gradiente de suministro de oxigeno y
nutricion desde la superficie exterior hacia el nucleo?®123125_ | a hipoxia constante en
el nucleo conduce a la glucdlisis y sintesis de CO», piruvato y lactato, lo que resulta
en una acidificacién del medio. Las células tienen que adaptarse a este entorno para

poder crecer'?5:130,

Adicionalmente, se ha observado que las células de CCE de cabeza y cuello en
cultivo, muestran una amplia similitud genética, citogenética y molecular a las células
de tumores primarios'?®. Se ha reportado que el cultivo tridimensional de células
cancerosas conduce a la adquisicion de un fenotipo similar a una célula troncal con
una mayor expresion de nestina, CD44 y CD133. Asi mismo, las células troncales
cancerosas presentan un crecimiento mas rapido en condiciones de cultivo. La
formacion de esferoides se utiliza comunmente para enriquecer y cuantificar la
poblacion de este tipo células de células troncales con diversos fines de

investigacion'3°,

A pesar de su extendido uso en diversos modelos de cancer, la generacion de
esferoides en tercera dimension se ha descrito en pocas lineas celulares de
carcinoma oral de células escamosas moderadamente y poco diferenciado’?. El
factor limitante para el uso de esferoides, radica en la dificultad de establecer lineas
celulares que puedan asociarse en grupos, formando esferoides de tamafio apropiado
y sin agregados celulares. Aunque tanto, células normales como células neoplasicas

pueden agregarse, solo ciertas células tumorales logran crecer como esferoides'?”.
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La concentracion celular para la formacion de esferoides dependera de cada linea
celular. En cancer oral, Sievers et al., lograron obtener un modelo de cultivo de la linea
celular proveniente de CCE oral altamente diferenciado, en el cual tras sembrar 5,000
células por pocillo obtuvieron esferoide compacto, mientras que la adicion de 10,000
0 15,000 células a cada placa de pocillos llevo a la formacién de pequefios agregados
de células, en lugar de un esferoide compacto. Asi mismo, tras el tercer y cuarto dia
del cultivo, los esferoides alcanzaron entre 50 y 100 um de diametro, lo que coincide
con lo reportado para el tamafo estandar de esferoides en el estudio de

biomarcadores de cancer de cabeza y cuello'.

Cultivo celular tridimensional en cancer de cabeza y cuello

>100 pm

Figura 9. Cultivo celular en 3D en cabeza y cuello. Mediante cultivo celular se obtienen
esferoides para investigacion, los cuales estan compuestos por una capa externa de células en

proliferacion, una capa interna de células inactivas o quiescentes, y un nucleo interno de células
necroticas. BioRender (2022).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque la reinfeccion por VPH es necesaria para el desarrollo de lesiones
intraepiteliales, el mecanismo inicial de este proceso se desconoce. Un dato interesante
que pudiera explicar esto, es la expresién de proteinas que se observan en la union
escamocolumnar AGR-2, CD63 y CK-7, de las cuales su expresion ha sido reportada en
lesiones intraepiteliales de cérvix, y se observa una relacion entre su expresion y la
presencia VPH16 de alto riesgo, sugiriendo que estas proteinas podrian ser un marcador
del desarrollo de la carcinogénesis.
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La presencia de marcadores de células troncales cancerosas ha sido investigada en
tumores de cabeza y cuello. Si bien ya se ha reportado la presencia de células troncales
en tumores de cavidad oral, aun no se describe la asociacién de estos marcadores y los
descritos con anterioridad localizados en la union escamocolumnar de cérvix. Por ello, es
necesario caracterizar la presencia de estos marcadores, determinar su expresién en
lineas positivas y negativas a VPH, determinar si existe diferencia en la expresion de
estas proteinas de expresidn embrionaria y de troncalidad. Lo anterior con la finalidad de
contar con mejores herramientas de diagnostico, prondstico y posibles blancos
terapéuticos que permitan mejorar los tratamientos de pacientes con carcinoma de

células escamosas de cabeza y cuello.

3. HIPOTESIS

Las lineas celulares de carcinoma escamoso de cavidad oral e hipofaringe SCC25,
SCCO090, FaDu y SCC152, seran positivas a marcadores como CD44, NANOG, SOX2,
OCT4 y a marcadores de la unién escamocolumnar descritos en cérvix, tales como AGR-
2, CD63 y CK-7, expresando diferencialmente estas proteinas en las lineas VPHy VPH",
asi mismo las lineas VPH" seran transcripcionalmente activas para el transcrito de E6 de
VPH tipo 16.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Identificar la expresion marcadores de troncalidad ( NANOG, SOX2, OCT4) y
de unién escamocolumnar (AGR-2, CD63 y CK-7) en cultivos obtenidos a partir
de lineas celulares establecidas de carcinoma de células escamosas de lengua e
hipofaringe VPH" y VPH* (SCC090, SCC25, SCC152 y FaDu), y determinar la
expresion de EG.

38



4.2 Objetivos especificos.

e Obtener cultivos de esferoides enriquecidos en células troncales cancerosas
de las lineas celulares SCC090, SCC25, SCC152 y FaDu.

e Caracterizar la presencia de las proteinas NANOG, SOX2, OCT4, CK-7, AGR-
2, CD63 en cultivos de esferoides.

e |dentificar en las lineas celulares SCC152 y SCCO090 expresion de los

transcritos de E6 de VPH16 presentes.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales

5.1.1 Lineas celulares

Linea celular SCC25 (CRL-1628™), FaDu (HTB-43™), SCC152 (CRL- 3240™) ,
SCC090 (CRL- 3239™) obtenidas de ATCC® (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA).

5.1.2 Reactivos

Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) y Dulbecco's Modified Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12), medio Eagle’s minimum essential medium (EMEM), suero
fetal bovino (SFB), sustituto de suero, factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), glutamina, tripsina-EDTA, diaminobenzidina (Invitrogen,
Carlsbad CA); PBS 1X (0.14 M NaCl, 10 mM NaH2PO4, 10 mM NaHPOs, 0.1% (w/v) pH 7.3)
(Gibco, Thermo Fisher Scientific); Kit de inmunohistoquimica Ventana (Roche, Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ, USA); hematoxilina y eosina, aticuerpos anti-CD44 (bioLegend) , NANOG,
SOX2, OCT4 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), CK-7, CD63 y AGR-2 (AbCam).

5.1.3 Materiales

Placas de 100 mm x 20 mm (Corning Incorporated ®, Corning, NY, USA), adherentes y
de baja adherencia, tubos clinicos de 15 mL, puntas para micropipeta (1000, 100, 10 L), tubos

eppendorf (1.5 y 0.5 mL); laminillas y cubreobjetos (Merck Millipore KGaA, Darmstadt, Alemania).
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5.1.4 Equipo

Micropipetas Unicanal (0.5-10, 0.5-2, 10-100, 100-1000 mL) (Olab); Prepipeta (Termifiher
scientific); balanza analitica 120g-0.001g/PW124) (Clay Adam); pHmetro (Hanna); Agitador
orbital, campana de flujo laminar (Biobase); incubadora (New Brunswick), plancha para

desparafinar (Cimarec, Thermo Fisher Scientific), microscopio 6ptico (Carl Zeiss).
5.2 Metodologia

5.2.1 Cultivos celulares. Cultivos en monocapa. Se emplearon las lineas celulares
humanas procedentes de cancer escamoso de lengua SCC25 (VPH") y SCC090 (VPH*)
e hipofaringe FaDu (VPH"), SCC152 (VPH*) obtenidas de ATCC (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA). Utilizando placas de 100 mm x 20 mm, que permiten la
adhesion de las células a la superficie (Corning Incorporated ®, Corning, NY, USA), las
lineas celulares SCCO090 y FaDu se cultivaron con medio Eagle’s minimum essential
medium (EMEM), mientras que la linea celular SCC152 con Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) y la linea SCC25 con Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12 (DMEM/F12), suplementados con 10% de suero bovino fetal incubando a
37°C y 5% de CO2. Los cultivos en estas condiciones se denominan cultivos en
monocapa.

Nota: La linea SCCO090 se reporta de origen tumoral metastasico del mismo paciente
donde se obtuvo la linea SCC152 la cual se reportdé que se obtuvo de un tumor recurrente.

Ambas lineas son VPH16".

5.2.2 Cultivos en esferoides. A partir de los cultivos en monocapa de cada linea celular
confluentes en un 75% se obtuvo una suspensién de células en PBS. Se colocaron
concentraciones crecientes de células medio en placas de 100mm de diametro para
permitir la adherencia de las células y se mantuvo con Dulbecco’s Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12), suplementado con factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), y reemplazo de suero
(Gibco™ Sustituto de suero KnockOut™  Thermo Fisher Scientific). Se incubd a 37°C y
un 5% de CO-. Se sembraron a diversas concentraciones de cel/mL (3, 4, 6, 8, 10 x10°

células/mL) para determinar qué concentracion favorecia la eficiencia de formacion de
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esferoides a los dias del dia 1 al 9. Se realiz6 el conteo de esferoides por campo, tomando
en cuenta la presencia de esferoides mayores a 50 ym en tres campos diferentes. La
eficiencia en la formacion de esferoides resulta de importancia debido a que, es
necesario, una vez obtenidas estas estructuras sean abundantes para ser fijadas y
obtener cortes con numero adecuado de estructuras esferoidales para la posterior tincion

de las proteinas de interes en este estudio.

5.2.3 Tinciéon Hematoxilina & Eosina (H&E). Para observar la disposicion y
caracteristicas celulares de los esferoides, las células se fijaron con paraformaldehido
(PFA) al 2%. Terminado el tratamiento se realizaron tres lavados con PBS 1X.
Posteriormente, se colocaron en una matriz de agar al 1% para ser incluidos en parafina.
Se realizaron cortes de 4 ym y se tifieron con H&E. Las laminillas se montaron con
Entellan® para ser observadas al microscopio.

5.2.4 Identificacidn de los marcadores. Mediante inmunohistoquimica se identificaron
los marcadores de troncalidad y de union escamocolumnar en los esferoides. De los
cultivos celulares se obtuvieron suspensiones de células individuales, la cuales se fijaron
con PFA al 2% y se colocaron en una matriz de soporte para ser embebidas en parafina.
Se realizaron los cortes y se incubaron las laminillas con anticuerpos monoclonales
especificos para las proteinas utilizando el kit de inmunohistoquimica Ventana (Roche,
Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA): anti-NANOG, anti-SOX2, anti-OCT4
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-CK-7, anti-CD63 y anti-AGR-2 (AbCam). Las
diluciones utilizadas fueron las siguientes: 1:50; CK-7, 1:1000; CD63 y AGR-2, 1:200;
NANOG, Sox2, OCTA4.

5.2.5 Expresion del transcrito de E6. De las lineas celulares se extrajo ADN y se
cuantific6 empleando NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific), 150 ng fueron utilizados
para realizar PCR para la region E6 empleando oligonucleotidos especificos para
observar la expresion de este oncogén (5 GCAACAGTTACTGCGACGTG3  /
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5’GGACACAGTGGCTTTTGACA 3). Se utilizo ADN de células SiHa como control y

posteriormente se realizé secuenciacion por SANGER.

5.2.6 Analisis de datos. Los experimentos se analizaron utilizando el programa
GraphPad. Se obtuvo el promedio de tres experimentos y se compard con el control en
cada caso. Los datos presentados corresponden a la media + error estandar del numero
de observaciones. Posteriormente se realiz6 un analisis estadistico ANOVA. Las
diferencias entre las medias se consideraron significativas cuando p < 0.05.

6. RESULTADOS

6.1 Esferoides de las lineas SCC090, SCC152 (VPH") y SCC25, FaDu (VPH")

Para poder determinar la concentracion de células ideal parar la formacion de
esferoides de lineas celulares de CCE de cabeza y cuello fue indispensable tomar en
cuenta las caracteristicas de crecimiento de cada una de las lineas. Los datos mostraron
que estas lineas celulares en cultivos monocapa lograron homogeneidad, estabilidad y
viabilidad.

En los ensayos realizados, bajo las condiciones de cultivo en suspension previamente
descritas, las cuatro lineas celulares formaron estructuras esferoidales entre las 24 y 48
horas, mostrando variacion en cuanto a la longitud y eficiencia en el numero de esferoides

segun la condicion del ensayo.

Para la linea celular de COCE proveniente de lengua (SCC090/VPH") el analisis de
medicién y conteo de esferoides indicd que la concentracion de 4x103 células/mL en el
tercer y cuarto dia de cultivo reunié las condiciones adecuadas para identificar las
proteinas de nuestro interés, originando estructuras mas homogeéneas, con menor
presencia de agregados celulares a comparacion de concentraciones mayores y

obteniendo una longitud de promedio de 107 um (Figura 10A, 10B). Durante los ensayos
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de formacién de esferoides mostré un promedio de 2 por campo entre el tercer y cuarto
dia de cultivo (Figura 10C).
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Figura 10. Crecimiento de esferoides de la linea celular SCC090 (lengua, VPH*). A. Microfotografia
representativa (25X) de la formacién de esferoides de la linea celular SCC090 proveniente de carcinoma de
células escamosas de lengua a una concentracion de 4x103 células/mL al tercer dia. B. Longitud en um de los
esferoides durante 7 dias a diferentes concentraciones celulares. C. NUmero de esferas por campo sembradas a
diferentes concentraciones durante 7 dias (> 50 um) a diferentes concentraciones celulares. Los asteriscos indican
las diferencias significativas (*p <0.05) determinadas por la prueba de ANOVA. Los experimentos se realizaron
por triplicado. Los datos son presentados como la media + DE (n=3).

Los ensayos en la linea celular de CCE proveniente de hipofaringe (SCC152/VPH)
mostraron un comportamiento similar al de la linea SCC090. De la misma manera,
SCC152 mostrd estructuras compactas, homogéneas y con un menor numero de
agregados bajo la condicion de 4x10° células/mL entre el tercer y cuarto dia de cultivo,
formando esferoides con un promedio de 92 uym de longitud (Figura 11A, 11B). Respecto
al numero de esferoides por campo, entre el tercer y cuarto dia, se obtuvo un promedio
de 6 esferas por campo, mas del doble de los esferoides formados bajo las mismas
condiciones de la linea celular de lengua VPH* SCCO090 (Figura 11C).

43



SCC152
Hipofaringe VPH+

Longitud de los esferoides
(Um)

(@)

10

IS o ®

Esferoides por campo

N

0

250

2

<3
3

o &
3

3

@
3

0

*

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6

Dia 7

Dia 2

Dia 1

triplicado. Los datos son presentados como la media + DE (n=3).

La linea celular SCC25 derivada de COCE de lengua (VPH"), mostré mejores condiciones
de crecimiento a una concentracién de 4x103 células /mL, encontrando estructuras
compactas y homogéneas (Figura 12A), con un promedio de 86 um entre el tercer y
cuarto dia de cultivo (Figura 12B) . Se obtuvo un promedio de 29 esferoides por campo

entre el tercer y cuarto dia de cultivo (Figura 12C).
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Figura 11. Crecimiento de esferoides de la linea celular SCC152 (hipofaringe, VPH*). A. Microfotografia
representativa (25X) de la formacion de esferoides de la linea celular SCC152 proveniente de carcinoma de células
escamosas de hipofaringe a una concentracion de 4x103 células/mL al tercer dia. B. El tamafio de las esferas fue
determinado usando el programa ImageJ y tomando en cuenta el diametro. C. Nimero de esferas por campo
sembradas a diferentes concentraciones durante 7 dias (> 50 um). Los asteriscos indican las diferencias
significativas (*p <0.05, ** p<0.001) determinadas por la prueba de ANOVA. Los experimentos se realizaron por
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Figura 12. Crecimiento de esferoides de la linea celular SCC25 (lengua, VPH’). A. Microfotografia
representativa (25X) de la formacion de esferoides de la linea celular SCC25 proveniente de carcinoma de células
escamosas de lengua a una concentracion de 4x103% células/mL al tercer dia. B. El tamafio de las esferas fue
determinado usando el programa ImagedJ y tomando en cuenta el diametro. C. Numero de esferas por campo
sembradas a diferentes concentraciones durante 7 dias (> 50 um). Los asteriscos indican las diferencias
significativas (*p <0.05) determinadas por la prueba de ANOVA. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los
datos son presentados como la media + DE (n=3).

A diferencia de las lineas descritas anteriormente, la linea celular de CCE de hipofaringe
FaDu (VPH) mostré un eficiente crecimiento clonal y esferoides de tamafio mas
homogéneo a una concentracion mas alta: 6 x102 células/mL, entre el tercer y cuarto dia
de cultivo (Figura 13A), dando origen a estructuras con una longitud promedio de 96 ym
(Figura 13B) y una media de 19 esferas por campo entre el tercer y cuarto dia de cultivo
(Figura 13C).

45



*

1
5 4x1073 & /ml
100 =6x10"3 & /ml
=8x10"3 o /mL
=10x10"3 cs/mL
[

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

FaDu
Hipofaringe VPH-

Longitud de los esferoides
(Um)

*

o
3

54x10"3 & /ml

56x1073 & /ml
8x10%3 o /mL
®10x10°3 cs/mL

20

i ii'i i I

0

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7

N
S

w
S

ides por campo

Esfero

Figura 13. Crecimiento de esferoides de la linea celular FaDu (hipofaringe, VPH’). A. Microfotografia
representativa (25X) de la formacién de esferoides de la linea celular FaDu proveniente de carcinoma de células
escamosas de hipofaringe a una concentracion de 4x103 células/mL al tercer dia. B. El tamafio de las esferas fue
determinado usando el programa ImageJ y tomando en cuenta el diametro. C. Numero de esferas por campo
sembradas a diferentes concentraciones durante 7 dias (> 50 um). Los asteriscos indican las diferencias
significativas (*p <0.05) determinadas por la prueba de ANOVA. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los
datos son presentados como la media + DE (n=3).

La tabla 2 muestra un resumen del comportamiento de las cuatro lineas celulares
utilizadas en este estudio y las caracteristicas correspondientes a su estandarizacion en

la formacion de esferoides.

Linea celular Origen VPH Concentracion Longitud Esferoides
(células/mililitro) promedio (um)* por campo*
SCC090 Lengua Positivo 4 x10° 107 2
SCC152 Hipofaringe Positivo 4 x10° 92 6
SCC25 Lengua Negativo 4 x10° 86 29
FaDu Hipofaringe Negativo 6 x10° 96 19

Tabla 2. Estandarizacion de lineas celulares para la formacion de esferoides. Se muestra el origen de la linea
celular, positividad o no al VPH, la concentracion utilizada en cada linea para la obtencion de los esferoides utilizados
en este estudio, longitud promedio en micrometros de los esferoides obtenidos y el nimero de estructuras por campo.
* Todas entre el tercer y cuarto dia de cultivo.
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6.2 Identificacion del transcrito de E6 en las lineas VPH*

Para validar la positividad de las lineas SCC090 y SCC152 al VPH se realiz6 PCR
con un fragmento especifico para la oncoproteina E6 (Figura 14A). Posteriormente realizo
el analisis de secuencia por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). El producto de
la PCR (215 pb) resulto positivo VPH" y se determin6 que ambas lineas corresponden a

una variante europea, predominante en poblacion mexicana (Figura 14B).
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Figura 14. Expresion del transcrito de la oncoproteina E6. A. Amplicon para la proteina E6 (215 pb). Se utiliz6 ADN de
la linea celular SiHa como control. B. El producto de la PCR corresponde a VPH16 variante europea, resultado de la
secuenciacion por SANGER vy analisis en BLAST.

6.3 Expresion de biomarcadores de troncalidad y de la unién escamocolumnar en
las lineas celulares VPH-positivas y VPH-negativas

Una vez obtenidos los cultivos tridimensionales, se realizaron cortes histolégicos
y posteriormente se tifieron con H&E para poder determinar si los esferoides resultaban
viables para la tincion por inmuhohistoquimica. Los datos mostraron estructuras
homogéneas, compactas, con células organizadas concéntricamente, y esctructuras
celulares bien definidas: nucleos prominentes, citoplasmas y membranas integras,
resultando estructuras con caracteristicas viables para la tincion y la identificacion de
proteinas (Figura 15A).
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La titulacibn de anticuerpos se realizd utilizando como control positivo cortes de
carcinoma de células escamosas de ceérvix, del mismo modo, se utilizaron otros tejidos
como amigdala, colon, recto y testiculo, reportados como controles positivos en el Human
Protein Atlas, se observo tincidon positiva para todos los casos. Como controles negativos
se utilizaron muestras adyacentes al tumor y cortes de los tejidos antes descritos sin

anticuerpo primario, las muestras fueron negativas a la tincion. (Figura 15B).

6.3.1 Expresion de biomarcadores de troncalidad

Se ha demostrado que los cultivos de esferoides incrementan la poblacion de
células que expresa marcadores de troncalidad'2. Tras el analisis, la expresién de OCT4,
NANOG y SOX2 resulté positiva (Figura 15C), mostrando un patron nuclear para los tres
marcadores, pero OCT4 presentd una tenue tincion citoplasmatica, tanto en lineas
positivas como en lineas negativas al VPH (Figura 15D). Por lo tanto, con estos
resultados, podemos inferir que la expresion de estos marcadores de troncalidad en
esferoides de lineas de carcinoma de células escamosas no es dependiente de la
presencia del Virus del Papiloma Humano.

6.3.2 Expresion de biomarcadores la union escamocelular

Con el propdsito de conocer la expresidon de biomarcadores de la union
escamocelular, ya descritos con anterioridad en cérvix, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica para identificar la presencia de CK7, CD63 y AGR-2. En el caso de
CK7, esta proteina mostré una expresion positiva tanto en lineas celulares de CCE de
cabeza y cuello VPH*, como VPH". Por otro lado, en el caso de CD63 se observé una
expresion dependiente de la presencia del VPH, CD63 solo mostré expresion positiva en
lineas VPH" (SCC152 y SCCO090) (Figura 15D). Por utimo, los datos mostraron una
expresion negativa de AGR-2 para ambas lineas (Figura 15C).
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Figura 15. Expresion de biomarcadores de troncalidad y de la unién escamocolumnar en las lineas celulares
VPH-positivas y VPH-negativas. A. Tincion de los esferoides con hematoxilina y eosina (H&E). B. Microfotografias
representativas de casos de carcinoma cervicouterino usados como controles positivos. C. Expresion de biomarcadores
de troncalidad y de la unién escamocolumnar lineas celulares de CCE de cabeza y cuello VPH* y VPH" D. Imagenes
representativas de la expresion de SOX2 y CD63 en lineas celulares de CCE de cabeza y cuello mediante
inmunohistoquimica.

7. DISCUSION

El cultivo tridimensional se considera un modelo adecuado en la investigacion del
cancer y la generacion de esferoides se ha descrito en pocas lineas celulares de CCE
de cabeza y cuello'"-133, El cultivo en esferoides presenta ciertas ventajas sobre el cultivo
en monocapa, como una reproduccién mas fiel de las interacciones intercelulares y del
micromabiente tumoral’3+135, De hecho, multiples estudios han mostrado efectos
similares en los pacientes y reacciones in vitro. Debido a esto, decidimos obtener
esferoides de las lineas celulares SCC090, SCC152 (VPH"), SCC25 y FaDu (VPH") para
realizar los ensayos de inmuhistoquimica de este trabajo. Para poder identificar la
expresion de marcadores de troncalidad y de la union escamocolumnar estandarizamos
la obtencion de esferoides de lineas celulares establecidas de CCE de cabeza y cuello
VPH* (SS090 y SCC152) y VPH- (SCC25 y FaDu).
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Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que es posible obtener estructuras
tridimesionales de lineas celulares establecidas de CCE de cabeza y cuello que permiten
generar un micromabiente similar al de los tumores y que resulten utiles para la
identificacion de diversos biomarcadores, como marcadores de troncalidad (i.e. OCT4,
SOX2y NANOG), ya que se ha demostrado que los cultivos tridimensionales incrementan
la poblacion de células que expresa marcadores de troncalidad'3?'3%, como lo son las
CTC, las cuales son células que perpetuan el crecimiento y contribuyen a la
heterogeneidad del tumor mediante la division asimétrica, ademas son resistentes a la

terapia y permiten la flexibilidad fenotipica que conduce a la invasion y la metastasis’3"-
140

Diversos estudios basados en la expresidon de biomarcadores han reiterado la
importancia del cultivo tridimensional y han descrito criterios como lo son los coagregados
y la longitud de los esferoides que deben de ser considerados para la identificacion de
biomarcadores. Algunos investigadores han planteado que los esferoides formados por
agregacion celular tienden a presentar uniones mas inestables, por lo que, las
condiciones Optimas para la formacion de esferoides resulta del crecimiento clonal
derivado de la proliferacion celular y no de la agregacion celular'#'-42. Un dato interesante
gue observamos en nuestros resultados fue que las lineas celulares de CCE de cabeza
y cuello VPH negativas mostraron una mayor eficiencia en la formacion de esferoides a
comparacion de las lineas VPH positivas y exhibieron una menor presencia de
coagregados a concentraciones de 6 x103, 8 x10% y 10 x103 células/mL, lo cual sugeriria
que la presencia de VPH en las lineas celulares promueve la coagregacion y la adhesion

celular.

Segun lo descrito por Young el crecimiento tumoral in vitro e in vivo ocasionalmente

contiene una region necrotica que se forma debido a los gradientes de oxigeno y la
restriccion de nutrientes#3. Reportes previos mostraron que el desarrollo de un nucleo

necrotico en pacientes con cancer se correlaciona con un mayor tamafo del tumor y un

mal prondstico’#4. EI COCE, presenta caracteristicas clinicas diferentes de otros tumores
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sélidos, una de ellas es que la necrosis se observa en solo alrededor del 10% de los
casos con un alto grado de malignidad'#®, como tal, no es comun que los tumores en
cabeza y cuello crezcan lo suficiente como para observar necrosis central'*3. En este
sentido, buscamos obtener esferoides con la menor cantidad de coagregados celulares
entre 80-120 micrémetros, evitando de esta manera, la formacion de nucleos necraticos,
lo que coincide con lo reportado por Sievers et. al, en su estudio utilizando lineas celulares
de CCE de cabeza y cuello’'. Ademas de tomar en cuenta la longitud de los esferoides,
buscamos contar con el mayor numero de esferoides por campo para realizar los cortes

y las tinciones correspondientes para identificar los marcadores incluidos en este trabajo.

La obtencion del modelo tridimensional utilizado en este estudio, mostré particularidades
especificas para la linea celular SCC090, la cual en el cultivo adherente presentd un
crecimiento celular dependiente de sefializacién paracrina y de una fase logaritmica de
crecimiento inicial lenta, llegando hasta los 30 dias para obtener una confluencia del 60%.
A partir de este punto, las clonas obtenidas se logran estabilizar en un periodo de tres
meses, por lo que el proceso de obtencidn de los esferoides requiere de periodos largos

para su obtencion.

A partir de cultivos adherentes de las cuatro lineas celulares se obtuvieron esferoides que
cumplieron los criterios de crecimiento clonal y de longitud no mayor a 120 um entre el
tercer y cuarto dia de cultivo a una concentraciéon de 4x103 células/mL de las lineas
celulares SCC090, SCC152, bajo estas condiciones estas tres lineas celulares
disminuyen la cantidad de agregados celulares. En el caso de la linea celular FaDu, los
esferoides con las mejores caracteristicas resultaron los sembrados a una concentracion
de 6x10% células/mL. Sievers et al., también describieron que concentraciones de 10x103
células/mL promueven la formacion esferoides de mayor tamafio con un incremento en
el nimero de agregados celulares'', modelos que para nuestro estudio no cumplen con

los parametros requeridos para la identificacion de los biomarcadores de estudio.

Para confirmar la positividad a VPH de alto riesgo realizamos ensayos de PCR de la
proteina E6 que es distintiva de la infeccidn de este virus. Tanto la linea SCC090 (lengua,
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VPH") como SCC152 (hipofaringe, VPH") resultaron positivas a la presencia del VPH16,
el genotipo con mayor prevalencia en CCE de cabeza y cuello en todo el mundo*!146.147,
consistente a lo reportado por Ferris et al. en 2005 en su estudio con la linea celular
SCC090'8. Mediante la secuenciacion y el analisis se determind que ambas lineas
presentan la variante europea. Esto resulta relevante, ya que esta variante se ha
reportado como la predominante en poblacion mexicana, ademas se ha informado que
las variantes europeas son menos oncogeénicas a comparacion de variantes como la
africana o la asiatico-americana’™®'0 en este sentido, es importante que las lineas
celulares en estudio compartan caracteristicas similares a las que se presentan en la

poblacién en la cual podria tener impacto esta investigacion.

Por otra parte, los trabajos de Wang en 2011, indicaban que una poblacién celular
particular localizada en la union escamocolumnar del eséfago y el estbmago, eran las
responsables del origen celular del eséfago de Barrett, el precursor del adenocarcinoma
esofagico’™!. Herfs, en el 2012, indica que existen poblaciones similares a las
encontradas por Wang en 2011 y demuestran la expresion de biomarcadores de estadio
embrionario en una discreta poblacion de células de la union escamocelular de cérvix,
sugiriendo que estas son las responsables de neoplasias vinculadas a tumores asociados
al VPH'%2, Para demostrar la expresion de los marcadores de la unién escamocolumnar
descritos por Wang y Herfs, y su relacion con células con caracteristicas de troncalidad,
se realizaron las tinciones de inmohistoquimica en cortes histologicos de esferoides
provenientes de lineas celulares establecidas de CCE de cabeza y cuello, observando
una expresion negativa para AGR-2, tanto en lineas positivas como en lineas negativas
al VPH. Li et al., reporta que la expresion de esta proteina mejora la capacidad migratoria
de las células de COCE in vitro e in vivo'®, mientras que, Si-Rui et. al, mostré alta
expresion en células de CCECC de estadios avanzados, lo que sugiere una correlacion
con el fenotipo agresivo tumoral’>. En nuestro caso, la negatividad a AGR-2 en los
esferoides de las cuatro lineas celulares puede deberse a que son esferoides en dias
tempranos de cultivo y que las lineas celulares no pertenecen a una estadificacion tardia,
por lo que resultaria conveniente evaluar su expresion en esferoides de mayor tamafo y

en dias posteriores al cuarto dia de cultivo.
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En el caso de CK7, esta se identifico en las lineas positivas y negativas al VPH. Los
reportes indican que esta proteina juega un papel preponderante en la formacion del
citoesqueleto y se ha visto expresada en tumores de pulmén, mama y cérvix. Resultaria
relevante evaluar cuantitativamente su expresion ya que se ha descrito que esta proteina

esta directamente regulada por la oncoproteina E7 del VPH16'%,

En cuanto a CD63, observamos inmunopositividad dependiente de la presencia del virus.
CD63 sodlo resultdé positivo en las lineas VPH*. Lo cual, coincide con lo descrito por
Spoden et al., quien describe que esta proteina juega un tiene un papel especifico en el
transporte endosomal durante la infeccion por VPH de células epiteliales 4, ya que el
VPH es capaz de ingresar en las células huésped a través de una via endocitica’".

En el caso de los marcadores de troncalidad SOX2, OCT4 y NANOG, de los cuales se
ha descrito su expresion en tumores de cabeza y cuello, observamos que los esferoides
de las cuatro lineas celulares resultaron positivos, coincidiendo con lo reportado por la
literatura en donde estos marcadores se han sugerido como marcadores especificos de
CTC y se consideran reguladores maestros para el mantenimiento de células troncales.
En tumores de cabeza y cuello, estas proteinas, forman una red que coordina la
autorrenovacion y pluripotencia, a través de la interaccion con otros factores de
transcripcién y diferentes vias de sefalizacion celular®®'%41%5  por lo que su

sobreexpresion permite identificar poblaciones de CTC en CCE8081,

8. CONCLUSIONES

La obtencion de esferoides que cumplan con los criterios establecidos para la
identificacion de biomarcadores es relevante en el estudio de la carcinogénesis. Nuestros
datos sugieren que, las caracteristicas de crecimiento de cada linea celular son diferentes
y que la capacidad clonal de las mismas es un dato a tomar en cuenta para construir los
modelos de estudio que sustenten los hallazgos encontrados y que sean representativos

de lo que sucede en el microambiente tumoral de los pacientes.
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Los resultados obtenidos durante esta investigacién demuestran que los esferoides de
las cuatro lineas celulares de CCE de cabeza y cuello, presentan poblaciones celulares
enriquecidas con células con caracteristicas de troncalidad ya que fueron positivas a
SOX2, OCT4 y NANOG, y también presentan poblaciones celulares con expresion de
CK7 y CD63, dos de los biomarcadores descritos en las poblaciones celulares de las
uniones escamocolumnares reportados por Wang y Herfs, sugiriendo que las CT
localizadas en los tumores podrian estar participando en el proceso de carcinogénesis

asociado a VPH en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.

9. PERSPECTIVAS

Realizar la identificacion de la coexpresion por inmunofluorescencia de los
marcadores de troncalidad y de los reportados de la union escamocolumnar por Wang y
Herfs, permitiria determinar si estas proteinas son importantes para las células con
caracteristicas de troncalidad en el proceso de carcinogénesis asociado al VPH.
Finalmente, la evaluacién de los biomarcadores incluidos en este estudio en muestras de
tejido de pacientes con diagndstico de CCE de cabeza cuello podria indicar si hay una
asociacion entre la estadificacion de los tumores, la presencia de estos marcaodres y la
supervivencia de los pacientes, lo anterior con la finalidad de encontrar biomarcadores
confiables de la respuesta a la terapia, asi como, la recurrencia y sobrevida de los
pacientes.
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