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RESUMEN.

Hasta ahora, se ha descrito la participacion de diferentes factores de transcripcion
en la proliferacion y diferenciacion del epitelio corneal. Entre éstos, Pax6 es sefialado
como regulador maestro del proceso de diferenciacion. La evidencia reciente sugiere que
el factor Sox9, regula la proliferacién y la diferenciacién en el epitelio corneal humano.
Por ello se analiz6, mediante RT-gPCR, la expresion de Sox9 durante la proliferacion y
diferenciacion de las células RCE1(5T5) de epitelio corneal de conejo como modelo
experimental. Los resultados se correlacionaron con la expresion de Pax6 y la
citoqueratina K3, ambos ligados al programa de diferenciacion, y con ANp63a que se ha
asociado a células troncales y/o progenitoras de origen epitelial, asi como a la capacidad
proliferativa y al programa de estratificacion del tejido. Sox 9 presentdé un patron de
expresion bifasico, con un maximo en la fase de crecimiento exponencial, y otro pico de
expresion 2 dias después de alcanzarse la confluencia. Los resultados fueron apoyados
por el andlisis de los transcriptomas de células RCE1(5T5) proliferativas, confluentes y
diferenciadas. Por otra parte, al estudiar la distribucién de Sox9 mediante ensayos de
inmunofluorescencia, se encontré que éste se localiza en el nucleo de las células del
borde proliferativo/migratorio de las colonias en crecimiento, asi como en algunas células
basales del epitelio estratificado. En contraste, en el resto de la poblacién se localizé en
el citoplasma. A futuro, los experimentos se deberan orientar a definir la participacion de

Sox9 tanto en la etapa proliferativa como en la diferenciacion del epitelio corneal.



ABSTRACT.

So far, the involvement of different transcription factors in proliferation and
differentiation of the corneal epithelium has been described. Among them, Pax6 is
proposed as a master regulator of the differentiation process. Recent evidence suggests
that Sox9 regulates proliferation and differentiation in the human corneal epithelium.
Therefore, by RT-gPCR, Sox9 expression was analyzed during proliferation and
differentiation of the rabbit corneal epithelial cell line RCE1(5T5) as an experimental
model. The results were correlated with the expression of Pax6 and cytokeratin K3, both
linked to the differentiation program, and with ANp63a which has been associated with
stem cells and/or progenitors of epithelial origin, as well as being proposed as a regulator
of epithelial proliferative potential and tissue stratification. Sox 9 presented a biphasic
expression pattern, with a maximum in the exponential growth phase, and another peak
of expression 2 days after confluence. The results were supported by the analysis of
transcriptomes from proliferative, confluent and differentiated RCE1(5T5) cells. On the
other hand, by studying Sox9 distribution through immunofluorescence assays, we found
that Sox9 is located in nuclei of cells at the proliferative/migratory edge of the growing
colonies, as well as in the nucleus of some basal cells of the stratified epithelium. In
contrast, in the rest of the cell population, it was located in the cytoplasm. In the future,
experiments should be aimed at defining Sox9's participation in both the proliferative

stage and the differentiation of the corneal epithelium.
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1. INTRODUCCION.
1.1. Anatomia del ojo y la cérnea.

El ojo es el sistema Optico complejo de los animales, especializado en la captacién
de luz, por lo que es el érgano principal de la vision (Fig. 1). Esta constituido por una
esfera llena de fluido rodeada por tres capas de tejido que cumplen funciones
especificas. La capa mas externa, conocida como Esclera o Esclerética, constituye el
80% del area superficial del globo ocular, extendiéndose desde la cornea hasta la salida
del nervio 6ptico, que esta localizada en la porcién posterior del érgano (Mannis &
Holland, 2017). La Esclera estd compuesta por tejido conectivo denso y forma lo que
llamamos “el blanco del 0jo”; ésta se continlia hacia la porcién anterior con el estroma
corneal, que es tejido conectivo transparente, especializado para permitir que los rayos
de luz alcancen el interior del ojo. La funcién de la esclera, en conjunto con la presién
intraocular, consiste en mantener la forma del globo ocular.

Aunque el suministro de nutrientes a la esclera depende de los vasos sanguineos
de la Episclera, que es una capa delgada de tejido conectivo laxo localizada sobre la
Esclera y por debajo de la Conjuntiva que la recubre, la segunda capa, la Coroides, es
una estructura pigmentada constituida por tejido conectivo y numerosos vasos
sanguineos. Su funcién es suministrar nutrientes a las partes internas del ojo, y formar
parte de la Uvea (Regatieri et al., 2014). Finalmente, la tercera capa —la retina- limita la
pared interna del ojo y recibe la luz que el cristalino ha enfocado sobre ella para
convertirla en sefiales neurales que son enviadas al cerebro para su procesamiento y

codificacion como una percepcion visual (Schubert, 2014).
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Figura 1. Esquema en corte transversal mostrando la anatomia interna del ojo (tomado de Ross
& Pawlina, 2017).

La superficie ocular se encuentra expuesta a los efectos y agresiones de diversos
agentes quimicos y fisicos, lo que la hace altamente susceptible a la desecacién, a las
lesiones y a agentes patégenos. Como consecuencia, existen numerosos mecanismos
de proteccién para asegurar y mantener la capacidad visual del individuo. Para lograrlo,
la evolucién condujo al desarrollo del Sistema de Superficie Ocular, compuesto por: 1) el
epitelio corneal, 2) el epitelio conjuntival, 3) las glandulas lacrimales y de Meibonio; 4) la
pelicula lacrimal, que recubre el apice de los epitelios; 5) la matriz extracelular
(Membrana o Capa de Bowman) localizada en la region basal de los mismos; 6) las
pestafias y las glandulas de Moll y Zeiss asociadas a éstas; y finalmente, 7) los parpados
y el ducto naso-lacrimal (Mannis & Holland, 2017; Gipson, 2007) (Fig. 1).

De los diferentes componentes del Sistema de Superficie Ocular; la cérnea es la
estructura mas externa que protege al eje visual (Fig. 2a), esta se encuentra constituida
por cinco capas, que desde el exterior hacia el interior son: el epitelio corneal, la
membrana o capa de Bowman, el estroma corneal, la capa y el endotelio de Descemet

(Fig. 2b).
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Figura 2. (a) Estructura macroscépica de la cérnea normal observada con una lampara de
hendidura. (b) Estructura microscépica de la cdrnea donde se observa; (1) el epitelio, (2) la
membrana de Bowmann, (3) estroma, (4) Membrana o capa de Descemet y (5) endotelio de
Descemet. (Ross& Pawlina, 2017).

Durante la embriogénesis, la formacidbn de la cérnea comienza con el
establecimiento de la vesicula Optica que subyace al ectodermo cefélico, al cual induce.
Una vez que el ectodermo forma la placoda éptica, éste se invagina sobre la vesicula
Optica para formar la copa O6ptica de la cual comenzaran a derivarse el epitelio del
cristalino y el epitelio de la retina. Sin embargo el ectodermo cefalico seguira su
movimiento en epibolia para cerrar la abertura de la invaginacién formando el epitelio
presuntivo de la cérnea. El estroma corneal se forma de los precursores mesenquimales
gue migran desde las crestas neurales y se establecen debajo de este epitelio presuntivo,

contribuyendo a su maduracion y estratificacion (Swamynathan, 2013).
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1.2. El Epitelio Corneal.

El epitelio corneal, de tipo no queratinizado, estratificado y escamoso, es contiguo
al epitelio conjuntivo, aunque difiere en sus caracteristicas. Consta de cinco a seis capas
de células promedio en el humano y tiene un grosor aproximado de 50 um. Consta de
tres tipos de células epiteliales: células basales, que constituyen un solo estrato de
células columnares adherido a la membrana basal o bien a la capa de Bowman; células
aladas que presentan procesos con forma de alas y numerosas interdigitaciones. Y
finalmente, las células superficiales, que pueden formar de dos y hasta cuatro capas.
Estas ultimas, poseen una forma poligonal con un grosor de 2-6 pm y un didmetro de 40-
60 pm y en su superficie presentan microvellosidades. Embebidas en sus membranas
se encuentran una gran cantidad de mucinas y glucolipidos que le confieren propiedades

hidrofilicas (Mannis & Holland, 2017) (Fig.3).

}Células superficiales
}—Células aladas

}—Células basales

PR 2

Figura. 3. Micrografia Electrénica de Barrido del epitelio corneal de humano. (Modificado de
Suzuki K. et al 2003 por Mannis & Holland, 2017).

11



Ambos epitelios, el corneal y el conjuntival tienen la funcion de proteger la
superficie anterior del ojo, objetivo que se cumple gracias a la funcion impermeable y
selectiva de dichos epitelios. La estructura del epitelio corneal determina el
establecimiento de interacciones célula-célula y célula-matriz que le permiten mantener
su integridad y responder a procesos ambientales como las heridas. Estas caracteristicas
le permiten regenerar de manera ordenada dicha estructura, de tal manera que se
mantiene la capacidad visual (Suzuki et al., 2003). Partiendo desde la superficie corneal
y moviéndose hacia el estroma, el primer tipo de unién intercelular que encontramos en
este epitelio (y en general en los epitelios), es la unidn estrecha, que se encuentra en el
dominio apical de las células superficiales o del estrato mas externo. Le siguen los
desmosomas Yy las uniones adherentes, que se encuentran a lo largo de todos los
estratos celulares del epitelio corneal, y de manera importante, las uniones comunicantes
(Gap Junctions). Finalmente, en el dominio basal encontramos exclusivamente a los
hemidesmosomas que median la adhesion del epitelio a la membrana basal (McLaughlin

et al., 1985), (Fig. 4).
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Figura. 4. Esquema que resume la estructura de las uniones celulares en el epitelio corneal.
Cx43: conexina 43, ZO-1 :Zonula occludens-1, Oc:Ocludina, Dsg: Desmogelinas, E-cad: Cadherina
epitelial, B-ctn: beta catenina.(Modificado de Suzuki K. et al 2003 por Mannis & Holland. 2017)

La diferenciacion del epitelio corneal comienza con la expresién de marcadores
moleculares especificos que promueven el inicio del programa de diferenciacion. Como
en la mayoria de los epitelios, este proceso parece simultdneo con la estratificacion del
epitelio, sin embargo, se demostré que el proceso de diferenciacién no depende de la
estratificacion epitelial (GoOmez-Flores et al., 2011). No obstante, existen marcadores que
se asocian al proceso gradual de la diferenciacion. Los epitelios se caracterizan por la
expresion de filamentos intermedios especificos llamados citoqueratinas; que en el caso
del epitelio corneal consiste en el par de queratinas; K3 (Schermer, A. et al., 1986) y K12
(Moll, R. et al., 1982). A su vez, al ser una capa protectora del ojo, el recambio y origen

de las células del epitelio corneal requiere la existencia de un reservorio celular formado
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por una poblacion discreta y constante de progenitores que participa en la restauracion
y mantenimiento del linaje epitelial. Aunque histéricamente se han postulado diferentes
sitios anatdmicos como lugares de residencia de las poblaciones de células troncales,
como el estroma corneal o el endotelio (Amano et al. 2006). Sin embargo, la distribucion
de marcadores de diferenciacion terminal y de células que atraviesan con baja frecuencia
el ciclo celular (LRC, label retaining cells), ha llevado a proponer que éstas se encuentran
en el sitio anatomico denominado como limbo corneal (revisado por Castro-Mufiozledo,
2013).

EL limbo corneal es una zona epitelial de transicién ubicada entre la conjuntiva y
la cornea, caracterizada por presentar criptas o interdigitaciones con el estroma limbal.
Sin embargo el limbo comprende no sélo al epitelio, sino incluye a la capsula de tendn,
a la lamina episcleral, a la regién estromal subyacente que es contigua a la esclera, y por
debajo, continuando hacia la cadmara anterior del ojo donde también comprende al
sistema de drenaje del humor acuoso constituido por el sistema trabecular y el canal de
Schlemm (Hogan et al., 1971). Con base en el analisis de la expresion de marcadores
de diferenciacién y del potencial proliferativo de los queratinocitos que lo componen, es
factible postular al limbo como sitio putativo para la localizacion de las células troncales
del epitelio (Schermer et al, 1986; Kenyon & Tseng, 1989; Cotsarelis et al, 1989; Wu et
al, 1994). La anterior aseveracion es apoyada a su vez por la evidencia que proviene del
estudio de las deficiencias o afectaciones de las poblaciones de células troncales del
limbo corneal (Limbal Epithelial Stem Cells, LESC's), que conllevan al desarrollo de

patologias diversas, o bien, como ocurre en algunos sindromes hereditarios (Sindrome
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de Stevens Johnson y la Queratopatia relacionada a la aniridia) alteran la formacién y la
dinamica del epitelio corneal (Secker & Daniels, 2008).

La regulacion de las poblaciones de células troncales en el limbo corneal y su
migracion hacia la cornea central como respuesta a la renovacion celular normal o a las
lesiones, se resume en el modelo de migracion centripeta en “X-Y-Z” (Fig. 5) (Thoft &

Friend, 1983).
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Palisades of Vogt

Z=X+Y

X: Proliferation of Y: Centripetal movement of cells Z: Cell loss from the surface
basal cells (supply from limbal stem cells) (desquamation via apoptosis)

Figura 5. Esquema que ilustra el movimiento en X, Y y Z de las células del limbo corneal.
(Mannis & Holland. 2017)

Este modelo postula que la ecuacién X+Y=Z resume la dinamica homeostatica del
epitelio corneal. En esta expresidon “X” representa a la proliferacion y diferenciacion de
las células basales, “Y” representa al movimiento centripeto de las células epiteliales
periféricas y “Z” representa la pérdida de células del epitelio. EI movimiento centripeto
desde el limbo corneal hacia la cérnea central esta bien documentado (Davenger &
Evensen, 1971; Buck, 1985), asi como el recambio celular generado por accion tanto

mecanica como apoptética (Hanna et al. 1961; Estil et al., 2000).
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2. ANTECEDENTES.

Durante la formacion y maduracion de las estructuras anatbmicas, una gran
cantidad de genes y moléculas de sefializacion interaccionan de manera regulada para
dar lugar a un tejido u 6rgano con estructura y funcionalidad correcta/no patolégica. En
sentido amplio se puede categorizar a los genes que participan en dichos procesos en
tres tipos diferentes: (i) Genes de efecto materno, los cuales suelen ser los primeros en
expresarse siendo necesarios para el establecimiento del plano corporal bésico, (i) los
genes de segmentacion que ayudan a definir las capas blastodérmicas; vy (iii) los genes
homedticos que participan en la formacién correcta de estructuras anatomicas. Por lo
tanto es prudente considerar que durante la formacion de una estructura, participan

varios genes cuya intervencion ocurre de manera regulada (Carlson, 2014).

2.1. Pax6 como regulador del desarrollo corneal.

El desarrollo ocular esta regulado por factores de transcripcion “generales” que
participan en la estructuracion de todas las estructuras del ojo, incluyendo la cornea. Un
factor de transcripcion clave identificado como el regulador maestro de la morfogénesis
del ojo, es Pax6, al cual se le adjudica la funcion de controlar el desarrollo de las
estructuras oculares en la mayor parte de los metazoarios (Kozmik, 2005). Pax6 es un
factor de transcripcion de 422 aminoéacidos perteneciente al grupo IV de la familia de
genes PAX (Fig 6). Posee dos dominios de interaccion con el DNA, el primero es un
dominio tipo paired o pareado localizado en el extremo N-terminal de la molécula y que
consta de dos subdominios: un subdominio N-terminal o dominio PAI que comprende a

los residuos 3 a 64, y un subdominio o dominio RED localizado hacia el centro de la
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molécula y que incluye a los residuos 79 a 131. El segundo dominio, se extiende del
residuo 209 al 270, y es del tipo caja homeética o dominio HD. (Shaham et al. 2012).
Pax6 se expresa en todos los tejidos oculares donde participa promoviendo su induccion
y diferenciacion, tanto hacia linajes neuroectodérmicos como ectoepidermales (Shaham
et al. 2012). En relacion a la cornea, existe evidencia en humano, mono y gallo que
sugiere que durante el desarrollo temprano del ojo, Pax6 comienza su expresion en la

cérnea presuntiva (Koroma, et al. 1997; Nishina, et al. 1999; Zhang et al. 2001).

Skb 7.5kb 6kb 3kb 11.3kb 100kb 40kb

Lys- Thr-  Thr- Ser/Thr- Thr- Ser-
227 281° 304 360/1* 373 398°
13 47 64 79 131 209 270‘ ' ' v || 422

]
H PST

|
PD

Figura 6. Estructura del gen y de la proteina de Pax6. PD: dominio pareado, PAI: subdminio N-
terminal, RED: subdominio C-terminal, HD: Homeodominio, PST: Domino transactivador rico en
Prolina, Serina y Treonina. (Shaham et al. 2012).

Por otra parte, con base en la clonacién y andlisis de los genes que codifican a las
citoqueratinas especificas del epitelio corneal (Wu et al., 1994), se concluyé que la
expresion de la citoqueratina K3 ligada al proceso de diferenciacion terminal depende de
los factores de transcripcion AP2 y Spl, que la regulan de manera dependiente de la
estratificacion, y posiblemente de manera especifica de tejido (Chen et al., 1997).
Estudios posteriores demostraron que la regulacion por Spl se puede hacer extensiva a
la expresion de involucrina (Banks et al., 1999; Adhikary et al., 2005) y a las integrinas
(Gingras et al., 1993), sugiriendo que Spl controla la expresion genética tejido-especifica

en este epitelio (Nakamura et al., 2005). Mas recientemente, resultados de nuestro
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laboratorio y de otros grupos, demostraron que el programa de diferenciacion del epitelio
corneal depende de Pax-6 (Garcia-Villegas et al., 2009: Kitazawa et al., 2017), en un
mecanismo que parece involucrar un efecto cooperativo entre sus isoformas Pax-6
canobnica y Pax-6(5a), y algunos de los factores que confieren el caracter troncal a
diferentes poblaciones celulares como es el caso de Oct-4 (Sasamoto et al., 2016).

La evidencia que apoya la actividad de Pax6 como regulador maestro de la
diferenciacion corneal, se obtuvo utilizando a la linea celular inmortalizada de epitelio
corneal de conejo RCEL1(5T5), que recapitula in vitro, el proceso de estratificacion y
diferenciacion del epitelio corneal (Castro-Mufiozledo, 1994). Con esta poblacion celular,
se demostré que Pax6 es el marcador de expresion mas temprano del proceso de
diferenciacion corneal (Garcia-Villegas et al. 2009), antecediendo a otros marcadores
bioguimicos como la enzima Lactato deshidrogenasa y el par de citoqueratinas K3/K12
(Hernandez-Quintero et al. 2002). Experimentos realizados en modelos de pérdida de
funcién de Pax6 en raton, demostraron que en condiciones normales la funcionalidad del
gen, permite que las estructuras oculares (retina, cérnea y cristalino) se formen por
completo. No obstante, al disminuir gradualmente la funcionalidad de Pax6 conlleva a un
fenotipo de desarrollo incompleto del ojo, donde entre las estructuras faltantes se

encuentra la cornea (Favor, 2008).

2.2. El gen Sox9y su posible participacion en la funcionalidad de la cornea.

Considerando que existe un gran numero de factores que participan en la

regulacion de los procesos de desarrollo y en la expresion especifica de tejido, es
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importante analizar y establecer si otros genes intervienen en la red regulatoria del
proceso de diferenciacion del epitelio corneal.

Un factor de transcripcion que participa en gran cantidad de procesos de
regulacion de la expresion génica durante el desarrollo o la diferenciacién es Sox9, que
desempefia una funcion preponderante en la diferenciacion sexual masculina o en la
neurogenesis, entre otros procesos. A Sox9 se le conoce como el gen maestro regulador
de la diferenciacion condrogénica, aunque su funcién se ha descrito en varios érganos y
sistemas (Pritchett, 2011).

Sox9 es un miembro de las proteinas del Grupo de Alta Movilidad (HMG), las
cuales se caracterizan por su amplia gama de funciones en el nicleo, pues participan en
la replicacion, la transcripcion y la reorganizacion de la cromatina. En su estructura
proteica Sox9 posee un dominio de dimerizaciébn que le permite formar homo y
heterodimeros, necesarios para su funcionalidad y activacion. Asimismo posee tres
dominios de transactivacion que le confieren la capacidad de asociarse con diferentes
proteinas y co-reguladores de la transcripcion (Fig. 7). Se describié que se expresa en
poblaciones de células troncales y de células progenitoras en tejidos derivados de las

tres capas blastodérmicas (Jo et al., 2014)
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DNAbmding
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Figura 7. Estructura de la proteina de Sox9. DIM: dominio de dimerizacion, HMG: dominio de
alta movilidad, K2:dominio transactivador central, PQA: dominio rico en prolina, glutamina y
alanina, TA: dominio transactivador central. (Jo et al., 2014).
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Se reportdé que Sox9 también participa en la regulacion de estructuras oculares,
en particular en la retina, donde se ha asociado al control del ciclo visual o ciclo de
fotorrecepcion, donde interviene como transactivador de genes involucrados en el
metabolismo de los pigmentos retinales (Masuda, 2014). También se describi6 su posible
relacion con Pax6 durante el desarrollo de la vasculatura coriodal del epitelio pigmentario
de la retina (RPE). En este caso la expresion de Pax6 antecede e inhibe a Sox9 durante
la formacién vascular (Cohen et al., 2018). Sin embargo, a tiempos tardios Sox9 participa
en la etapa final del programa de diferenciacion de la retina, existiendo una relacion
funcional y regulada entre los dos factores de transcripcién (Cohen et al., 2018). Aunque
Sox9 interviene en la formacién de la retina, la evidencia disponible sugiere que solo
actiia como un regulador de la diferenciacién de los linajes neurales y Optico-neurales a
partir de los progenitores nerviosos y de la glia de Miiller (Muto, 2009).

De manera particular, en células epiteliales se describi6 la funcionalidad de Sox9
en la epidermis. En células troncales del foliculo piloso (HFSC’s), se observé que el
knock-out condicional de Sox9, promueve la diferenciacién de las células troncales del
bulge hacia queratinocitos epidermales, en vez de participar nuevamente en el ciclo del
foliculo, lo que produce un abatimiento en la produccién de estructuras pilosas (Kadaja
et al., 2014). Asimismo, se sugiere que Sox9 es un marcador de progenitores del epitelio
luminal endometrial (Tempest et al.,, 2018), y participa en la diferenciacion los
progenitores epiteliales del arbol biliar, del pancreas y durante la regeneracion del higado
(Furuyama et al., 2011). Asi también se reporta su contribucion en la metaplasia
escamosa del epitelio esofagico (Clemons et al., 2012), y en la proliferacion epitelial o en

las alteraciones de ésta (Wang et al., 2019; Gonzalez et al., 2016).
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Previamente se estudio la participacion de Sox9 en la regulaciéon de la
diferenciacion del epitelio corneal. Se le ha descrito como marcador potencial de células
progenitoras o troncales, relacionando su expresién con la de otros marcadores de
células troncales y con marcadores de poblaciones celulares que atraviesan el ciclo
celular con muy baja frecuencia (“Label retaining or Slow cycling cells”) (Parfitt et al.,
2015; Sartaj et al., 2017). Esta evidencia apoya la posibilidad de que Sox9 regule a los
procesos de proliferacion o diferenciacion en el epitelio corneal, como ocurre en otros

tejidos epiteliales y neurales.
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

Aunqgue la secuencia de eventos mas aceptada propone que Pax6 es el factor de
transcripcion que orquesta el proceso de diferenciacion de las células epiteliales
corneales, recientemente, el andlisis comparativo de la expresion de genes entre células
epiteliales del limbo y células epiteliales de la cérnea central, permitié identificar un
conjunto de genes pertenecientes al grupo SoxE cuya expresion en células basales del
epitelio limbal era mayor que en el resto del epitelio (Menzel-Severing et al., 2018). Estos
autores describieron que Sox9 co-localiza en el limbo con otros marcadores putativos de
células troncales, incluyendo también a Pax6. De manera adicional, mediante
experimentos de cierre de herida hallaron que este factor co-localizaba con el marcador
de proliferacién Ki67 en células limbales, lo que los hizo proponer que Sox9 participa en
la regulacion de la proliferacion (Menzel-Severing et al.,, 2018). Mas aun, mediante
experimentos de inmunolocalizacion, estos autores encontraron que Sox9 se encuentra
preferentemente en el anillo proliferativo/migratorio de las colonias de células del epitelio
limbal, y al avanzar el tiempo de cultivo, la sefial se localiza también en células
suprabasales (Menzel-Severing, et al., 2018). Posteriormente, al noquear la expresion
de Sox9, se observo que este factor de transcripcion tiene una actividad regulatoria dual,
ya que reprime la expresion de genes marcadores de células troncales como ABCG2 y
ANp63, y al mismo tiempo reprime genes asociados al fenotipo terminal como el par de
citoqueratinas K3/K12, y la involucrina, que es un componente de la envoltura cornificada
(Menzel-Severing et al., 2018). También describieron que Sox9 antagoniza la
sefalizacion de Wnt, ya que la activacion de esta via disminuye la expresiéon de Sox9.

En contraste, la sefializacion mediada por la proteina morfogenética de hueso (BMP),
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por Notch y por Sonic Hedgehog (SHH) regula de manera positiva a este factor (Menzel-
Severing et al., 2018).

Con base en estos resultados, se concluyé que Sox9 es el principal regulador del
estado no diferenciado de las células basales del limbo, y que una disminucion temporal
en su expresion concuerda con el inicio del proceso de diferenciacion. Estos resultados
plantean la posibilidad de que Sox9 regule la expresion de Pax6, o bien, contravienen la
posible actividad de Pax6 como factor maestro de la diferenciacion del epitelio corneal.
Teniendo en cuenta lo anterior, decidimos llevar a cabo un andlisis que permita examinar
a fondo la funcion biolégica de Sox9. Para ello, en este trabajo evaluamos la cinética de
expresion de Sox9 en cultivos de la linea celular de epitelio corneal de conejo
RCE1(5T5), previamente demostrada como un modelo que reproduce in vitro los eventos
secuenciales que ocurren durante la diferenciacion del epitelio corneal (Castro-
Mufiozledo, 1994). Al mismo tiempo, establecimos la relacion temporal entre la expresion
de Sox9 y Pax6 y comparamos ambos patrones de expresién con el cambio en
marcadores de diferenciacion como la citoqueratina K3. Finalmente, determinamos la
localizacion celular y subcelular de Sox9 y evaluamos si se presentan cambios en su

distribucién durante la proliferacion y diferenciacion en cultivo.
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4. HIPOTESIS.

Si Sox9 participa, ya sea en los procesos de proliferacion o diferenciacion de las
células RCE1(5T5), entonces se espera que su temporalidad de expresién asi como su
localizacion subcelular cambien a lo largo de la recapitulacion de los procesos bioldgicos

antes mencionados durante el cultivo in vitro.
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5. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo General.

Establecer el patrén de expresién e inmunolocalizacion del factor de transcripcion

Sox9 durante la proliferacién y la diferenciacion, utilizando como modelo experimental a

cultivos de la linea celular RCE1(5T5) de epitelio corneal de conejo.

4.2. Objetivos particulares.

42.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

Establecer mediante RT-gPCR el patrén de expresién de Sox9 durante el proceso
de proliferacion y diferenciacion de las células RCE1(5T5).

Establecer mediante RT-gPCR el patrén de expresion de Pax6 y comparar la
cinética de cambio con la expresién de Sox9.

Mediante la metodologia antes mencionada, definir los patrones de expresion de
ANp63a, un marcador de células proliferativas, y de la citoqueratina K3, ligada a
la expresion del fenotipo terminal.

Mediante estudios de inmunotincion, establecer la localizacién de Sox9 en cultivos
proliferativos y en epitelios diferenciados. Al mismo tiempo, determinar si su
distribucion es similar a la que muestra Pax6 en los mismos cultivos.

Verificar la expresion de Sox9 en los transcriptomas de células situadas en tres
etapas diferentes del proceso de diferenciacion: a) Proliferacion, b) Confluencia, y

c) Epitelios terminalmente diferenciados.
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5. MATERIALES Y METODOS.
5.1. Materiales.

El suero fetal de bovino, el suero de ternera, el TRIzol™ y |a reverso transcriptasa
SuperScript™ I, se adquirieron de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). El Taq PCR Core Kit
fue de Qiagen (Valencia, CA) y el Kit Maxima™ SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (2X)
fue de Fermentas, Inc (Waltham, MA, USA). Los oligonucledétidos para RT-gPCR fueron

sintetizados por Sigma-Aldrich. El resto de los reactivos fue grado analitico.

5.2. Cultivo de células.

Las células RCE1(5T5) se sembraron a una densidad de 2.7 x 102 células/cm?
(Castro-Mufiozledo, 1994) en presencia de 2.2 x 10 células/cm? fibroblastos 3T3
tratados con mitomicina-C como células alimentadoras (Rheinwald y Green, 1975, 1977).
Los cultivos se suplementaron con DMEM/F12-Ham (3:1) conteniendo 5% (v/v) de FBS,
5 pg/ml de insulina, 0.4 pg/ml de hidrocortisona, 2x10° M de triiodotironina (L-T3),
1x 101 M de toxina del colera, 24.3 mg/L de adenina y 10 ng/ml de EGF (Castro-
Mufozledo, 1994). Los fibroblastos 3T3 (Todaro y Green, 1963) se cultivaron como ya
se ha descrito (Castro-Mufiozledo et al., 1997). Los cultivos se mantuvieron a 36°C en
una atmosfera humidificada de 10% CO2/90% aire. Todos los experimentos se hicieron

por triplicado.
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5.3. Extraccién de RNA total.

El RNA total se extrajo diariamente de cultivos de células RCE1(5T5) a partir del
tercer dia en cultivo y hasta el 10 dia después de la siembra cuando ya se habia formado
un epitelio estratificado compuesto por 4-5 capas celulares. Para ello, las células se
cultivaron en cajas de 60 mm a la densidad indicada. Para la extraccién, se retir6 el medio
y las células se lavaron dos a tres veces con PBS-DEPC frio. Posteriormente las células
se lisaron con TRIzol™ por 5 min a temperatura ambiente (TA). Se afiadieron 500 ul de
cloroformo por cada mililitro de lisado, incubando 3 min a TA. Posteriormente se
centrifug6 a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se colect6 la fase acuosa resultante y el RNA
se precipité por 10 min mediante la adicion de isopropanol a TA. Se volvié a centrifugar
a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C, la pastilla se lavé con etanol al 75% (v/v) en H20
DEPC, y se centrifugé nuevamente a 7500 rpm por 5 min a 4°C. Finalmente la muestra
se resuspendié en agua DEPC para su uso posterior. La integridad del RNA se verificd
por la presencia de los RNAs ribosomales 28s y 18s en un gel de agarosa al 1% (p/v)
con 0.5 mg/ml de Bromuro de Etidio (EtBr) a una concentracion final de 1.25 mM. La
concentracion y pureza del RNA se determind espectrofotométricamente registrando la
absorbancia a 260 nm y a 280 nm utilizando un espectrofotometro Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham, MA.). El RNA se almacené a -70°C hasta su
uso. Cabe sefialar que durante la fase de crecimiento exponencial, previo a la extraccion,
loas células alimentadoras 3T3 se removieron con verseno (PBS + 0.02%(p/v) EDTA)

antes de proceder a la extraccion con TRIzol™,

5.4. Sintesis de cDNA.
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La concentracion de RNA total se cuantific6 en un espectrofotometro Nanodrop
2000, verificando su pureza mediante la evaluacion de los cocientes de absorcion a
260nm/280nm y 260nm/230nm. Una alicuota del extracto de RNA total, conteniendo 4 ug
de RNA, se sometid a transcripcion reversa con SuperScript™Il Reverse Transcriptase,
para obtener cDNA total siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, el cDNA
se amplificé utilizando el Taq PCR Core Kit (Qiagen, Cat No/ID: 201225; Hombrechtikon,

Switzerland).

5.5. RT-PCR Cuantitativa (RT-gPCR)

Se obtuvo cDNA a partir de RNA total aislado de células RCE1(5T5) cultivadas
durante 3-10 dias en tres experimentos independientes. La amplificacion se hizo
mediante RT-qPCR utilizando el kit MaximaTM SYBR Green/Rox gPCR Master Mix (2X)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Estos experimentos se llevaron a cabo en
un termociclador StepOne™ system (Applied Biosystems, Life technologies).

Los oligonucledtidos utilizados se enlistan en la Tabla 1 y las condiciones de
amplificacion se muestran en la Tabla 2. Como control endégeno se utilizaron
oligonucledtidos para amplificar al mensajero que codifica a la proteina ribosomal acidica
PO (PR-P0O) cuya expresion no cambia a lo largo del proceso de proliferacion y
diferenciacion (Gémez-Flores et al., 2011). El punto de adquisicion del SYBR Green se
fijo al final del paso de extension numero 1. La curva de especificidad de productos (Melt)
se llevé a cabo como un gradiente de 60°C a 95°C, con una duracién de 15 segundos

en el primer paso y 5 segundos en cada temperatura posterior.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para los ensayos de RT-qPCR.

Primer. Secuencia 5’-3’

PRPO Forward GCAGGTGTTTGACAATGGCAGC

Pax6 Forward CATCTCCCGAATTCTCGCAGGTGTC

Sox9 Forward TCATGAAGATGACCGACGAG

Citoqueratina K3 Forward TCCGTCACAGGCACCAAC

p63 Forward TGACCACCATCTATCAGATTGAGCATTACT

Tabla 2. Condiciones de la reaccion de RT-qPCR.

Temperatura Tiempo. Numero de ciclos.
(°C).

95 10 min 1
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5.6. Inmunotincidén de cultivos de células RCE1(5T5).

Las células RCE1(5T5) se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio de 18.0 mm X
18.0 mm, se fijaron con metanol a -20°C por 5 min, para dejarse secar al aire, a TA; 0
bien, se fijaron con paraformaldehido al 3.5% (p/v) en PBS. En cualquiera de los dos
casos, la fijacién se llevo a cabo en los tiempos de cultivo indicados. Cuando los cultivos
se fijaron con metanol, éstos se almacenaron en desecador a -20°C o bien, cuando se
fijaron con paraformaldehido, se almacenaron a 4°C en PBS que contenia 15 mM de
azida de sodio. Para la inmunotincién, los cultivos fijados con metanol previamente se
rehidrataron con PBS por 15 minutos. Las células se bloguearon con albumina de suero
de bovino (BSA) al 5%(p/v) en PBS. Los cubreobjetos se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente por 1h (ver Tabla 3). Posteriormente, se lavaron con 0.05%(v/v)
Tween 20 en PBS, para ser incubados con el anticuerpo secundario correspondiente (ver
Tabla 3). Finalmente, las preparaciones fueron lavadas con 0.05%(v/v) Tween 20 en PBS
y se montaron con Vectashield/DAPI (Vector Laboratories, San Francisco CA), y se
guardaron a 4 °C en la oscuridad hasta ser observadas. Para los controles negativos, los
cultivos se sometieron al protocolo de tincibn descrito, eliminando el paso de
inmunotincion con el anticuerpo primario. El andlisis confocal se realiz6 en un Leica high-
speed confocal/multiphoton system Modelo TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Se realizaron secciones Opticas seriales XYZ y XZY de 0.2 a 0.4um. Para
impedir interferencia de las sondas fluorescentes, se tomaron imagenes de la misma
seccion oOptica como canales independientes, y se analizaron con el programa Leica
Application Suite LAS AF v.1.8.0 (Leica Microsystems). Los experimentos se realizaron

por triplicado.
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Tabla 3. Anticuerpos usados en la inmunotincion.

Anticuerpo (No. Especificidad Compaiiia Dilucion
Catalogo)
Ab anti hSox9 (E-9) 1gGza Monoclonal contra aa. 36-55 Santa Cruz 1:200
(sc-166505) cercano al N-terminal. Biotechnology
Goat anti-Mouse IgG Policlonal contra cadenas ligera y Thermo Fisher 1:500
(H+L) Cross-Adsorbed pesada de gamma globulina

Secondary Antibody,
Biotin-XX (B-2763)

Fluorescent Streptavidin Estreptavidina reactiva contra Vector Laboratories 1:500
Kit biotina
(SA-1200)

5.7. Andlisis de la expresion de Sox9 en el transcriptoma de 3 etapas del proceso
de diferenciacion.

Previamente, en el laboratorio, con base a la expresién de Oct4, ANp63a,
Vimentina, Pax6 y algunos marcadores del proceso de diferenciacion terminal de las
células del epitelio corneal, se definieron 3 etapas del programa de expresion de la
diferenciacion de las células RCE1(5T5) (Ortiz-Melo et al, manuscrito en preparacion): i)
Etapa proliferativa, no-diferenciada, (4 dias en cultivo); ii) etapa de confluencia/inicio de
la expresion del proceso de diferenciacion (“compromiso”), (6 dias en cultivo); vy iii)
células diferenciadas (10 dias en cultivo). Subsecuentemente se extrajo RNA total de
cada una de las tres etapas, y se generaron bibliotecas de cDNA con el kit TruSeq RNA
Sample Prep Kit (llumina, Inc., San Diego, CA). Estas fueron secuenciadas (RNAseq) en
el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (IBT-
UNAM); usando un sistema llumina GAix Genome Analyzerix (Illumina, Inc., San Diego,

CA), con la configuracioén para la lectura de extremos emparejados o “Paired-end reads”
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con 75 bp de marco de lectura y una media de 7,500,000 lecturas por muestra obtenida
(Ortiz-Melo et al., manuscrito en preparacion).

Posteriormente, el andlisis se llevo a cabo con herramienta informatica Geneious
(Geneious software v.9.1.8), para las lecturas de los datos crudos, remocion de
adaptadores y lectura de pares de secuencias. Las secuencias pareadas se mapearon
usando el genoma de referencia de Oryctolagus cuniculus (OryCun2.0;
GCF_000003625.3; 29098 coding genes), usando el mapeo de RNAseq de Geneious.
Las medidas de expresion de TPM, RPKM y FPKM se calcularon con las anotaciones de
CDS (secuencias codificantes) del genoma de referencia. (Ortiz-Melo et al, manuscrito
en preparacion).

Para el caso concreto de este trabajo, se realizé data mining en la base de datos
del transcriptoma de células RCE1(5T5) generada en el laboratorio, con el propdésito de
definir los niveles de expresion, en transcritos por millén (TPM), para cada uno de los
genes que codifican para los factores de transcripcion pertenecientes a la familia Sox, y

para cada una de las tres etapas del proceso de diferenciacion.
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5.8. Manejo estadistico.

Las graficas de las cinéticas de expresion fueron realizadas en el programa
Sigmaplot v. 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) a partir de los resultados de
expresion relativa normalizada. Los valores expresion se determinaron mediante el
método 2-24CT (Livak and Schmittgen, 2001), utilizando como valor base la expresion de
los mensajeros determinada el dia 3 de cultivo, y usando como control enddgeno la
expresion del gen PRPO.

A los resultados normalizados de cuantificacion relativa de los genes analizados,
se les aplico la prueba de comparacién de medias ANOVA y la prueba de comparacion
multiple de Dunnet, tomando como “control” al dia 3 ya que todos los resultados se
normalizaron con el Ct de dicho dia. La prueba de Dunnet permite determinar con un
intervalo de confianza cuales medias de las tres réplicas experimentales realizadas
fueron significativamente diferentes de la media del dia 3. Esta prueba estadistica fue

realizada en el programa Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA)
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6. RESULTADOS.
6.1 Cinética de expresion de Pax6 y Sox9.

Resultados previos sugirieron que, en células de epitelio corneal de humano, el
factor de transcripcion Sox9 es un regulador muy importante del potencial proliferativo y
del proceso de diferenciacion de este tipo epitelial (Menzel-Severing et al., 2018).
Considerando que la evidencia acumulada ha llevado a postular al factor de transcripcién
Pax6 como regulador maestro del proceso de diferenciacion del epitelio corneal (Garcia-
Villegas et al., 2009; Kitazawa et al., 2017), y con el propdsito de examinar la actividad
biologica de Sox9, primero examinamos la relaciébn temporal entre la expresion del
mensajero que codifica para este factor, y la expresion de Pax6. Para ello, diariamente
se extrajo RNA total de cultivos de células RCE1(5T5) a partir del dia 3 en cultivo y hasta
el dia 10 después de la siembra, y se determind por RT-gPCR la expresion de los
mensajeros que codifican para Sox9, Pax6, para ANp63a que es un factor de
transcripcion relacionado con la potencialidad y/o con la alta actividad proliferativa de las
células de epitelios estratificados (Di lorio et al., 2005; Pellegrini et al., 2001) y para la
citoqueratina K3, ligada a la expresion del fenotipo diferenciado (Schermer et al., 1986).

Como se observa en la Figura 8, la expresion del mensajero que codifica para
Pax6 inicié su incremento a partir del dia 4 en cultivo, antecediendo a la confluencia por
1 a 1.5 dias y aument6 hasta alcanzar niveles 7 veces superiores el dia 8 después de la
siembra (Fig. 8A). Posteriormente, su expresion se mantuvo en niveles 4 a 5 veces los
detectados inicialmente. Al examinar la significancia de este resultado (Fig. 8B), se

encontré que el aumento en la expresion de Pax6 fue significativo a partir del dia 6 de
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cultivo, cuando las células alcanzaron la confluencia (Fig. 8A, flecha) y manteniéndose
hasta el ultimo dia del experimento.

En contraste, Sox9 presenté un comportamiento bifasico. El aumento en su
expresion se manifestd el dia 4 después de la siembra, en cultivos proliferativos,
alcanzando niveles 3 veces superiores a los cuantificados un dia antes (Fig. 8A).
Posteriormente, su expresion disminuyd hasta presentar niveles similares a los basales
(dia 3 después de la siembra) los dias 5, 6 y 7 de cultivo, para aumentar hasta 2 veces
los niveles basales el octavo dia en cultivo (Fig. 8A). Finalmente, cuando las células
formaron epitelios estratificados, maduros, los niveles de Sox9 se redujeron hasta el final
del experimento (Fig 8A). El andlisis de los resultados, mostré que el Unico cambio
estadisticamente significativo se encontr6 en los cultivos proliferativos de 4 dias

(Fig.8C).
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Figura 8. Expresion de los factores de transcripcion Pax6 y Sox9 durante el crecimiento y
diferenciacion de las células RCE1(5T5). (A) Muestra la expresion de Pax6 y Sox9 en células
RCE1(5T5) durante los dias de cultivo 3 a 10, determinada por RT-qPCR (ver métodos). La flecha
indica el dia en que se alcanzo la confluencia en cultivo. (B) Presenta el analisis estadistico de
los resultados presentados en (A) para Pax6. La significancia se calculé mediante la prueba de
ANOVA-Dunnet, utilizando como referencia base el dia 3 de cultivo. (C) Analisis estadistico
mediante la prueba de ANOVA-Dunnet para la expresién de Sox9.
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6.2. Andlisis comparativo de la expresion de Sox9 respecto a la expresion de los
MRNA que codifican para la citoqueratina K3 y para el factor de transcripcion
ANp63a.

Con el proposito de establecer la relacion temporal entre la expresion del fenotipo
terminal con la expresion de Pax6 y Sox9, evaluamos en la misma serie de experimentos,
la expresion del mensajero que codifica para la citoqueratina K3 ligada a la diferenciacién
terminal del epitelio corneal. Como se observa en la Figura 9, la citoqueratina K3 inicio
el cambio sensible en su expresion a partir de los dias 5-6 de cultivo, aumentando de
manera continua hasta alcanzar niveles maximos el dia 10 después de la siembra,
cuando ya habian formado un epitelio estratificado de 4-5 capas (Fig.9A) y alcanzando
niveles 18 veces superiores a los detectados inicialmente. Este incremento presentd un
retraso respecto al cambio en la expresion del factor de transcripcion Pax6 (Fig. 9A). La
prueba de Dunnet mostrd, que los resultados fueron estadisticamente significativos a
partir del dia 7 en cultivo (ver Figura 10B).

Para establecer con mayor precision el intervalo entre la expresion de Pax6 y la
citoqueratina K3, y la tasa de incremento de los mensajeros que codifican para Pax6 y la
citoqueratina K3, se graficaron los niveles de expresion de estos marcadores
moleculares contra el tiempo en cultivo en escala logaritmica; y el inicio en la expresion
de éstos se estimo a partir de la interseccién de la parte linear de la curva con el eje de
las abscisas. Como se puede apreciar en la Figura 9, el inicio en el cambio en la
expresion de Pax6 se presento el dia 4 en cultivo, y subsecuentemente, 24-30 horas
después se inici6 el cambio significativo en la expresion de la queratina de manera similar

a lo previamente reportado (Fig. 10A).
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Figura 9. Expresién del mensajero que codifica para la citoqueratina K3. Comparacién con el

patrén de expresion de Pax6 (A) y de Sox9 (B). La expresion de la citoqueratina se determind

por RT-gPCR. La expresion de Pax6 (verde) y Sox9 (rojo), se representa en lineas punteadas y
corresponde a los resultados presentados en la figura 8A.
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Figura 10. (A) El inicio en el incremento en los niveles de los marcadores de diferenciacion se
estimd con base al cambio en la expresién determinado por RT-gPCR para cada dia de cultivo;
graficando en escala logaritmica el tiempo en cultivo. El tiempo de inicio se calculé por
extrapolacién de la parte linear de la curva hacia el eje de las abscisas. Regresion lineal para
Pax6 (verde) r?=0.919; para la citoqueratina K3 (azul) r2=0.995. (B) Andlisis ANOVA-Dunnet de la
expresion de la citoqueratina K3.

Por otra parte, se registré que el cambio en la expresion de ANp63a siguié un
comportamiento similar al observado para la expresion de Pax6 (Figura 11). En este
caso, hubo un aumento de expresion sostenido desde el dia 4 de cultivo y hasta el dia

8, cuando el factor de transcripcion alcanzo niveles de expresion 4 veces superiores a
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los encontrados el dia 3 de cultivo (Fig. 11) Cabe sefalar que, de manera interesante,
el nivel de expresion de ANp63a fue maximo el mismo dia en el que Sox9 alcanzé su
segundo pico en expresion (dia 8 de cultivo, Fig. 11A), al igual que Pax6 (Fig 11B). Al
hacer el analisis estadistico de los resultados, encontramos que los niveles de ANp63a.

solo fueron significativos para el dia 8 de cultivo (Fig. 12).
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Figura 11. Expresion del mensajero que codifica para el factor de transcripcion ANp63a.
Comparacion con el patréon de expresidon de Sox9 (A) y de Pax6 (B). La expresion de ANp63a. se
determind por RT-gPCR. La expresion de Pax6 (verde) y Sox9 (rojo), se representa en lineas
punteadas y corresponde a los resultados presentados en la figura 8A.
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Figura 12. Andlisis ANOVA-Dunnet de la expresiéon de ANp63a, donde se muestra que sélo el
dia 8 de cultivo tuvo un cambio significativo respecto al tercer dia de cultivo.

6.3. Inmunolocalizacion de Sox9 en cultivos de células RCEL1(5T5) a diferentes
tiempos de cultivo.

En siguiente término, se analizd la inmunolocalizacibn de Sox9 en células
RCEL(5T5), a diferentes tiempos de cultivo. En la figura 13 se muestra que en colonias
de 4 dias de crecimiento, la inmunotincion de Sox9 es principalmente citoplasmica y en
algunas células es intranuclear localizandose principalmente en células de la periferia de
la colonia (ver Fig. 13D-F). En esta caso, la sefal nuclear fue débil como se puede

observar en un corte transversal como el que se muestra en la Figura 15A.
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Barra = 50um
Figura 13. Inmunolocalizacidn de Sox9 en colonias de células RCE1(5T5). En (A) se muestra el
control negativo en el que no existio tincidn especifica. (B) corresponde al mismo campo visual
contrateiiido con DAPI (Azul). En (C) se muestra la proyeccion maxima sobrelapada de los dos
canales registrados. En (D) se observa la inmunotincidn con el anticuerpo anti-Sox9. En este
caso, se observa tincidn nuclear en células localizadas en el borde de la colonia (flechas), asi
como también se aprecia tincidn citoplasmica en la mayor parte de la colonia. Nétese que
también existié tincién de las células 3T3 alimentadoras (asterisco *). (E) Mismo campo visual
que en (D), teiiido con DAPI, y (F) proyeccién maxima de los dos canales sobrelapados que se
muestranen D y E.

Al realizar la inmunotincién de epitelios generados 10 dias después de la siembra,
se observé que el nimero de células positivas para Sox9 disminuyd notablemente,
aunque se siguié observando en algunas las células basales la presencia de Sox9 en el
citoplasma (Fig. 14 A). Estos resultados se hicieron notables al hacer cortes Opticos

transversales de cultivos de 6 y 8 dias (Fig. 15 B, C). Cabe resaltar que la
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inmunolocalizacion nuclear de Sox 9 se encontrd principalmente en células del borde

migratorio/proliferativo de las colonias (ver Fig 15B, flechas).

Control

Barra = 50 um
Figura 14. Inmunolocalizacién de Sox9 en células RCE1(5T5), 10 dias después de la siembra. En
(A) se muestra la inmunotincién con el anticuerpo anti-Sox9. En este caso, se observa tincion
nuclear en algunas células (flechas). Estas se localizaron basalmente; asi también se aprecia
tincion citopldasmica en algunas células del epitelio. (B) corresponde al mismo campo visual
contratefiido con DAPI (Azul). En (C) se muestra la proyeccién maxima sobrelapada de los dos
canales registrados. En (D) se observa el control negativo en el que no existié tincidn especifica.
(E) Mismo campo visual que en (D), tefiido con DAPI, y (F) proyeccion maxima de los dos
canales sobrelapados que se muestranen D y E.
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Figura 15. Cortes 6pticos transversales de células RCE1(5T5) a los 4 (A), 6 (B) y 8 (C) dias en

cultivo. Se muestra el patrén de inmunotincion obtenido con el anticuerpo dirigido contra Sox9.

Las flechas indican aquéllas células que presentan tincién nuclear para Sox9 (flechas), las cuales

se localizaron en el borde migratorio/proliferativo de la colonia.
6.4. Expresion diferencial de Sox9 y otros genes de la familia Sox. Analisis del
transcriptoma de 3 fases del proceso de diferenciacion.

Recientemente, mediante la metodologia de RNAseq en nuestro laboratorio se
obtuvieron los transcriptomas de 3 etapas del proceso de diferenciacion: i) células
proliferativas, no diferenciadas; ii) células confluentes, en las que se inicia el proceso de
diferenciacion, y iii) células diferenciadas. Utilizando la base de datos generada,
analizamos el patron de expresion de Sox9 en cada una de estas tres etapas. Como se
observa en la figura 16, los niveles de expresion de este factor de transcripcion reflejaron
los mismos resultados encontrados mediante la cuantificacion por RT-gPCR. En células
proliferativas, Sox9 tuvo niveles 1.8 veces superiores a los encontrados en células
confluentes (Fig. 16); en contraste, el numero de transcritos por millon detectado en
células diferenciadas fue aproximadamente 12% menor al de células proliferativas (Fig.

16).
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Finalmente, se determinaron los niveles de expresion en transcritos por milléon de
otros factores pertenecientes a la familia Sox en células RCE1(5T5). Como se puede
apreciar en la Figura 17, a lo largo del crecimiento y diferenciaciéon de las células
RCEL(5T5) se expresan Sox1, 2, 3, 4, 7, 10, 11, 13 y 14. De estos, los mas interesantes
parecen ser Sox4, que en células no diferenciadas alcanza niveles de expresion 5 veces
mayores a los encontrados en células diferenciadas (Fig. 17); y Sox7 cuya expresion
parece seguir un patron ligado al proceso de diferenciacion con niveles mayores en
células confluentes y en células terminalmente diferenciadas (Fig. 17). Por otra parte,
Sox10 se expresa en niveles bajos, siguiendo un comportamiento similar a Sox9 (Fig.
17), y Sox11, que presenta un patron de expresion semejante a Sox4. Cabe sefalar que
se encontraron 3 isoformas de Sox13, de las que ilustramos s6lo la mas abundante, ya

gue todas siguieron un patrén similar.
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Figura 17. Expresion de mensajeros que codifican a factores de transcripcién de la familia SOX,
determinado por RNAseq para cada una de las fases de crecimiento y diferenciacion que se
observan durante el cultivo de las células RCE1(5T5).

En conjunto, los resultados nos demuestran que Sox9 se expresa en células
RCEL(5T5) siguiendo un comportamiento bifasico, con su mayor expresion en células
proliferativas en donde presenta localizado en el nlcleo. Bajo estas condiciones, Sox9
se observa predominantemente en el borde migratorio/proliferativo de las colonias en
crecimiento. Posteriormente, su expresion decae cuando las células alcanzan la
confluencia y aumenta nuevamente en células diferenciadas, sugiriendo su participacion

en las primeras etapas del proceso de diferenciacion.
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7. DISCUSION.

Desde el punto de vista de la Biologia de la superficie ocular es de interés
primordial entender los mecanismos que habilitan a las células basales del epitelio
corneal para responder a la demanda excesiva impuesta por el balance existente entre
la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular asociadas al mantenimiento y
renovacion del tejido (Lu et al., 2001; Lavker et al., 2004). En este &mbito, una de las
preguntas esenciales intenta descifrar la manera en la que el proceso de diferenciacién
del epitelio corneal es regulado. Uno de los factores de transcripcion que se plantea como
candidato para llevar a cabo esta funcion, es el codificado por el gen homedético Pax6,
sefalado como “regulador maestro” del desarrollo de las estructuras oculares en
diferentes taxones de Metazoarios (Kodama and Eguchi., 1994; Hill and Davidson, 1994;
Gehring, 1996). Hasta ahora, la evidencia apunta a Pax6 debido a que su expresion
ectdpica conduce a la formacion de ojos ectdpicos en anuros (Chow et al. 1999), asi
como también ocurre al expresar Pax6 de diferentes especies en D. melanogaster
(Halder et al., 1995; Loosli et al., 1996; Glardon et al., 1997; Tomarev et al., 1997). Asi
también proviene del analisis de mutaciones heterocig6ticas que ocasionan alteraciones
en la formacion de estructuras del iris o la cérnea (Davis, 2003; Kroeber et al., 2010), y
producen la ausencia parcial o total de estructuras oculares en los desordenes del grupo
MAC (Microftalmia, Anoftalmia y Coloboma) (Lima-Cunha et al. 2019). No obstante, los
unicos resultados que sugirieron la participacion directa de Pax6 en el desarrollo de
estructuras oculares, provinieron del analisis de la regulacion del desarrollo del cristalino

y de la retina (Li et al., 1994; Cevkl et al., 1994, 1995; Carriere et al., 1993).
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La posible participacion de Pax6 en el desarrollo del epitelio corneal se plante6
con base en experimentos que demostraron su expresion en la cérnea y en la conjuntiva
(Koroma et al., 1997), y por la presencia de secuencias consenso para su union en el
promotor de la citoqueratina K12 (Shiraishi et al., 1998; Liu et al., 1999), que es un
marcador de diferenciacion asociado al fenotipo terminal de este epitelio. Posteriormente,
con base en la temporalidad de su expresion respecto a marcadores de la diferenciacion
terminal, y debido a que la sobreexpresion de sus dos isoformas predominantes
promueve la pérdida del potencial proliferativo y la expresion del fenotipo terminal, se
propuso su funcion como regulador maestro del proceso de diferenciacion utilizando
como modelo a la linea celular RCE1(5T5) (Garcia-Villegas et al., 2009). Esta propuesta
fue reforzada por evidencia obtenida en epitelio corneal humano (Sasamoto et al., 2016;
Kitazawa et al., 2017) y por experimentos donde la expresion ectdpica de Pax6 en células
troncales de foliculo piloso ocasiona la diferenciacion hacia el epitelio corneal (Yang et
al., 2009).

El programa de diferenciacion del epitelio corneal esta sujeto a una regulacién
compleja, en la que Pax6 desempefia una funcion clave. Recientemente, resultados de
nuestro laboratorio sugieren que este proceso regulatorio implica al menos a 7 factores
de transcripcion Pax6, Oct4, KLF4, Cuxl, Six4, SP1y Sox9 (Ortiz-Melo et al., manuscrito
en preparacion). Con base en lo anterior, y considerando que recientemente se propuso
a Sox9 como principal regulador del estado no diferenciado de las células basales del
limbo, y que su disminucion temporal inicia el proceso de diferenciacion (Menzel-
Severing et al.,, 2018), en este trabajo nos propusimos analizar la actividad de Sox9

durante la diferenciacion del epitelio corneal.
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Sox9 es un factor de transcripcidbn que se expresa en diversas poblaciones
celulares, siendo abundante en tejidos de origen ectodérmico y neuroectodérmico. En
epidermis de humano se localiza predominantemente en las células de la vaina interna
del foliculo piloso, en las glandulas sebaceas y en las células basales de la epidermis
(Shi et al. 2013). Adicionalmente, estos autores observaron que la diferenciacion de los
queratinocitos es acompafiada por una la reduccién en la expresién de Sox9, mientras
gue su sobre-expresion aumenta el potencial proliferativo (Shi et al., 2013). De manera
similar, se demostré6 que Sox9 se encuentra en la vaina externa del foliculo piloso
humano, en el “bulge” del cuero cabelludo (Purba et al., 2015). En conjunto, estos
resultados sugirieron que Sox9 se expresa en poblaciones celulares con alto potencial
proliferativo o con caracteristicas de células troncales/progenitoras en diferentes tejidos.

Nuestros resultados demuestran que Sox9 tiene una curva de expresion bifasica
con dos maximos en su expresion, el primero durante la fase proliferativa de los cultivos
y el segundo, al iniciarse la expresion del fenotipo diferenciado. Este hecho fue
confirmado al hacer el perfil transcripcional de las células epiteliales en las tres etapas
del proceso. De estos dos maximos de expresion se puede decir lo siguiente:

1) El primer pico se presenté a los 4 dias de cultivo, cuando las células
proliferativas forman colonias. En este caso, los niveles alcanzados fueron los mayores
encontrados a lo largo del crecimiento y la diferenciacion en cultivo. De esta manera, en
las colonias en crecimiento, Sox9 inmunolocalizé en el nucleo de las células del borde
proliferativo/migratorio de las colonias. Estos resultados coinciden con algunos de los
resultados previos donde Sox9 co-localiz6 con ANp63a, Oct4, y Ki67 en las células

proliferativas de las colonias de epitelio corneal de humano y en células basales del
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epitelio limbal (Menzel-Severing et al, 2018). Asimismo, Menzel-Severing y sus
colaboradores (2018) demostraron que el knock-down de Sox9 en células de epitelio
corneal humano disminuye la capacidad proliferativa. En conjunto, nuestros resultados,
el trabajo de estos autores y los estudios en queratinocitos epidermales sugieren que
Sox9 regula el potencial proliferativo de las células epiteliales, y posiblemente esté ligado
al caracter troncal o bien regule la proliferacion de precursores tempranos del tejido.

No obstante, nuestro trabajo resalta una serie de contrastes con resultados
previos. Mientras en células RCEL1(5T5) la expresion de Sox9 se presentod
intranuclearmente en las células del borde migratorio/proliferativo, los experimentos
hechos en epitelio corneal humano sugieren que la localizacion nuclear de Sox9 se
observa en células que se encuentran en etapas tempranas del proceso de
diferenciacion o que expresan el fenotipo terminal ya sea in vitro, o in vivo, en las capas
suprabasales del epitelio (Menzel-Severing et al., 2018). En nuestro sistema
experimental la localizacion nuclear de Sox9 fue en células basales, mientras que en
células suprabasales fue citoplasmica.

En este sentido, la distribucién subcelular de los factores de transcripcién puede
desempefiar un efecto regulador sobre la actividad de éstos (Lewis et al.1996;
Vandromme et al. 1996). Aunque se ha reportado que la distribucion citoplasmica de los
factores de transcripcion puede corresponder a las proteinas recién sintetizadas, se
demostrd en células de Sertoli que Sox9 interacciona con el citoesqueleto de Tubulina
para ser retenido en el citoplasma hasta que se requiere su actividad transcripcional
(Malki et al., 2005). Esto se traduce en una inmunolocalizacion citoplasmica

predominante en algunas etapas de la diferenciacion de este tipo celular (Malki et al.,
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2005). Este proceso también se ha descrito para otros factores de transcripcion como
p53 y c-myc, y para proteinas virales que también son retenidas por los microtubulos
(Campbell 2003). De manera similar a lo observado en este trabajo, en tejido cardiaco
Sox9 localiza nuclearmente durante la valvulogénesis embrionaria, mientras que en
etapas postnatales presenta una distribucion citoplasmica (Gallina et al. 2018). Esta
evidencia indica la posibilidad de que Sox9 tenga una localizacion nuclear en tejidos en
desarrollo, regulando a otros genes implicados en proliferacion como AP-1 y p53
(Garside et al. 2015); mientras que en tejidos diferenciados su distribucion sea
citoplasmica (Chu et al., 2007; Galina et al., 2018).

2) El segundo pico de expresion ocurre 8 dias después de la siembra y dos dias
después de alcanzarse la confluencia, cuando la estratificacion y la expresion del
fenotipo terminal se encuentran activos. Este pico fue menos pronunciado que el
detectado en los cultivos proliferativos y su pendiente inicial fue similar a la del cambio
en la expresion de la citoqueratina K3, lo que sugiere su participacion en la expresion del
fenotipo terminal. Mas aln, este segundo maximo en la expresion de Sox9 coincide con
el maximo de expresion del factor de transcripcion ANp63a, que no sélo participa
regulando la capacidad proliferativa de las células troncales y progenitoras del epitelio
(Pellegrini et al., 2001; Nylander et al., 2002; Di lorio et al., 2005; Kawasaki et al., 2006),
sino también tiene una actividad esencial para la estratificaciéon (Truong et al., 2006;
Notari et al., 2011; revisado por Guerrini et al., 2011; Zhang et al., 2015). Estos resultados
sugieren que Sox9 y ANp63a regulan el proceso de diferenciacion del epitelio corneal,
como se ha observado en células troncales del foliculo piloso (Liu et al., 2020), y

contrastan con los cambios descritos para el epitelio corneal de humano, donde la
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expresion de Sox9 parece disminuir constantemente a lo largo del proceso de
diferenciacion sin observarse el comportamiento bifasico descrito en este trabajo. No
obstante, cabe sefialar que en cornea de humano no se hizo un seguimiento detallado
de la expresion de Sox9 como el que realizamos (Menzel-Severing et al., 2018).

El comportamiento bifasico que Sox9 presenta en nuestro modelo experimental
es similar al descrito para las poblaciones de células troncales/progenitoras y
diferenciadas del epitelio intestinal (Formeister et al., 2009). Esto podria sugerir que Sox9
actla mediante vias transcripcionales distintas tanto para la proliferacion como para la
diferenciacion, dependiendo del contexto temporal y espacial del tejido y de su relacion
con otros factores nucleares y elementos co-regulatorios (Xue et al., 2019; Takimoto et
al., 2019; Hong y You, 2019; Wu et al., 2019).

Un aspecto de interés en este comportamiento bifasico, es la disminucién en la
expresion de Sox9, observada cuando los cultivos alcanzan la confluencia. Esta
disminucion coincide con la disminucién en la expresion de Oct4 (Ortiz-Melo et al.,
manuscrito en preparacion), asi como en la expresion de componentes de la vias de
sefializacion de Notch y Wnt (Castro-Mufiozledo, resultados no publicados), y con
cambios en la composicién del citoesqueleto (Schermer et al., 1989; Castro-Mufiozledo
etal., 2017). Debemos resaltar que, durante este periodo, aumenta la expresion de Pax6
seguida por la expresion de la citoqueratina K3, cuyos niveles se incrementaron 24-30
horas después del aumento en Pax6, de manera similar a lo observado anteriormente
(Garcia-Villegas et al., 2009). Considerando lo anterior, es posible especular que al
alcanzarse la confluencia existen cambios en la expresion genética controlados a través

de mecanismos que no hemos sido capaces de distinguir. Estos cambios parecen

52



involucrar al grupo de factores de transcripcion constituido por Pax6, Oct4, KLF4, Cux1,
Six4, SP1 y Sox9 y a los complejos que participan en remodelacion de la cromatina
(Garcia-Murillo, 2018). No obstante, la evidencia contina apoyando el hecho de que
Pax6 dirige la expresion del proceso de diferenciacion del epitelio corneal. De nuestros
experimentos surge el interés de entender la actividad de factores como Sox4, Sox11y
Sox13 cuyo patrén de expresion sugiere su participacion en la regulacion de células
proliferativas y en células que alcanzan el estado de confluencia.

En resumen, el presente trabajo demuestra que el factor de transcripcion Sox9
presenta una cinética de expresion con dos picos de aumento, uno en la fase proliferativa
del cultivo y otra en la fase de estratificacion. La distribucion de Sox9 fue
predominantemente citoplasmica con las sefiales nucleares concentradas en el borde
proliferativo/migratorio de las colonias y en el estrato basal de los epitelios estratificados
recién formados.

A futuro, los experimentos se deberan orientar a definir la funcion de Sox9 durante
la diferenciacién del epitelio corneal de mamifero. Para ello proponemos hacer estudios
de co-localizacién de Sox9 con marcadores de proliferacion como Ki67 y PCNA, y con
otros factores de transcripcién como Cux1, Sox4 y Sox13. Asimismo, se tiene planteado
llevar a cabo el Knock down de Sox9 tanto en células proliferativas como en células que
inician el proceso de diferenciacién, y de manera mucho mas especifica, definir su
funcidn en cada una de .las dos etapas. También llevaremos a cabo la sobreexpresion
de Sox9, considerando otros factores como los anteriormente mencionados. Es de
importancia definir si existe una relacion funcional entre Pax6 y Sox9 ya sea mediante

experimentos de interaccion proteina-proteina, o como factores de transcripcion que
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comparten o excluyen a promotores de genes involucrados en el programa de
diferenciacion del epitelio corneal. En este contexto, es necesario mencionar que Pax6
se asocia a Sox2 durante la morfogénesis del cristalino (Kamachi, 2001), lo que abre la
posibilidad de que Sox9 y Pax6 interaccionen en procesos especificos del programa de

diferenciacion.
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8. CONCLUSIONES.

1. Sox9 presenta una cinética bifasica en las fases de proliferacion y
estratificacion.

2. Sox9 aumenta su expresion antes que los marcadores de fenotipo terminal
Pax6 y K3, y que el marcador de células proliferativas ANp63a., y disminuye
cuando las células alcanzan la confluencia.

3. Sox9 presenta su segundo pico de expresion concordante con el aumento de
los marcadores de diferenciacion.

4. Sox9 muestra una distribucion citoplasmica predominante, mientras que la
localizacion nuclear se expresa en los bordes migratorios o células basales.

5. El transcriptoma confirma la expresion de Sox9 en dos momentos funcionales
distintos del cultivo in vitro de las células RCE1(5T5).
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9. PERSPECTIVAS.

1.

Dilucidar el papel de Sox9 en su interaccion con genes que promuevan la
proliferacion.

Determinar el efecto de Sox9 sobre el programa de diferenciacion del epitelio
corneal de mamifero mediante estudios de pérdida o ganancia de funcion.

Determinar si la sobre-expresion o la disminucidén en la expresion de otras
molecular reguladoras de la diferenciacion o proliferacion del epitelio corneal,
afecta a los niveles de Sox9.

Analizar cuales son las cascadas de sefalizacion asociadas a la expresion de
Sox9 y definir su funcién en el proceso de diferenciacion del epitelio corneal.

Encontrar redes de interaccion entre Sox9 y otros factores de transcripcion que
participen en la diferenciacion del epitelio corneal.

Mapear la expresion de Sox9 in vivo en epitelio corneal animal, incluyendo el
limbo corneal.
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