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1. Resumen

El cancer se define como un conjunto de enfermedades en las que las células a
través de la acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas adquieren
diversas caracteristicas o “hallmarks”, entre los que se encuentran se encuentran la
proliferacién celular desregulada, la evasion de la apoptosis, evasion de supresores

de crecimiento celular, replicacion ilimitada del DNA por mencionar algunos.

El cancer colorrectal (CCR) es el resultado de la acumulacion de cambios genéticos
y epigenéticos que transforman células epiteliales glandulares del colon y el recto,

en un adenocarcinoma invasivo.

Existen diversos factores que propician el desarrollo del CCR y tanto los factores
ambientales como los genéticos, juegan un rol importante en la etiologia del CCR,
los cuales, pueden conllevar a la desregulacion de vias de sefalizacion, como es el

caso de la via de sefializacion WNT-B-catenina.

La via WNT-B-catenina regula la homeostasis del tejido de las células troncales
(stem cells) en los compartimientos celulares del colon (criptas del colon), por lo
cual, mutaciones en genes como APC, PYGO2 o CTNNB1 (B-catenina), conllevan

al inicio de la carcinogénesis del CCR.

En el presente trabajo, se evalud la actividad de la via WNT-B-catenina por medio
del ensayo de Luciferasa con el vector de TOP/FLASH, asi como la expresion a
nivel de RNA mensajero (mRNA) por medio de gPCR, de algunos genes blanco y
de los activadores transcripcionales 3-catenina y PYGO2, en un modelo de lineas
celulares de CCR y en datos tomados del TCGA (Por sus siglas en inglés The

Cancer Genome Atlas).

Se demostré que la via WNT-B-catenina se encuentra sobre activada en lineas
celulares de CCR, HCT116 y SW620, siendo esta ultima en donde se encontraron
diferencias significativas ANOVA (P < 0.001). Los activadores transcripcionales, no
mostraron diferencias significativas ni en los datos obtenidos de la gPCR, ni en los

del TCGA. Por el contrario, los blancos transcripcionales mostraron diferencias
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significativas en los datos de tumor analizados del TCGA ANOVA (P <0.001) y una
tendencia al aumento (salvo por EphB4) al evaluarlos por gPCR. Finalmente, se
evalud la actividad de la via al inhibirla, asi como los activadores transcripcionales,

y sus genes blanco, sin encontrarse diferencias significativas t de Student (P < 0.05).
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2. Introduccién

2.1Céancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades en las cuales, las células
adquieren diversas alteraciones genéticas y epigenéticas (Morales-Perez, Claudio
L. Noviello & Hibbs, 2015; Wodarz & Zauber, 2015). En 2011 Hanahan y Weinberg
sefialan alrededor de diez “hallmarks”, entre ellos se encuentran la proliferacion
celular desregulada, la evasion de la apoptosis, evasion de supresores de
crecimiento celular, replicaciéon ilimitada del DNA, induccién de angiogénesis,
inestabilidad gendmica, asi como la invasion y metastasis por mencionar algunos.
Estas caracteristicas aparecen gradualmente y pueden ser compartidas por varios
tipos de células tumorales o bien, ser caracteristicos de algun tipo de cancer (Hahn
& Weinberg, 2002).

Para el 2011, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimaba mas muertes
por cancer que por enfermedades cardiovasculares y para el 2012, 14.1 millones de
casos nuevos y 8.2 millones de muertes a nivel mundial. Existen alrededor de 27
tipos de cancer compartidos entre hombres y mujeres, siendo el de pulmoén el
primero en incidencia, seguido por el de mama, el cancer colorrectal (CCR), el de
préstata, el de estdbmago y el de higado, siendo estos 6 los que representan el 55%

de laincidencia de cancer a nivel mundial (Ferlay et al., 2015)
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2.2Cancer colorrectal (CCR)

El cancer colorrectal por su parte es el resultado de la acumulaciéon de cambios
genéticos y epigenéticos que transforman células epiteliales glandulares del colon
y el recto en un adenocarcinoma invasivo y que posteriormente, dan paso a la
aparicion de los otros hallmarks en las zonas mencionadas. Las etapas que dan
paso a la aparicion de adenocarciinomas han caracterizado en un modelo, en
términos la expresiéon y sub expresion de genes (Armaghany, Wilson, Chu, & Mills,
2012) (Figura 1). Dicho modelo, permitié la descripcion de diversos procesos
moleculares que favorecen la carcinogénesis del CCR, describiéndose desde la
aparicion de focos de criptas aberrantes y continuando con el desarrollo de pélipos,

adenomas y carcinomas (Frank, 2007; Terzi¢, Grivennikov, Karin, & Karin, 2010).

Colitis
associated
cancer +TNF
4IL-17
Environmental 4IL-23
mutagens/ 41FN-y DNA
ROS RNI +IL-6 +repair +4NF-xB +APC
Tissue injury +NF-xB
and repair 4 Stat3 4p-catenin |
— —_— ‘> %8
j ACF Adenoma
- -
Environmental +APC 4+K-Ras
mutagens 4f-catenin l—l
Hereditary
mutations
c?pt fission
and outgrowth
Spontaneous

colon
cancer

Figura 1. Modelo de carcinogénesis propuesto por Vogelstein y modificado por Terzic.
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A nivel mundial el CCR es uno de los tipos de cdncer mas comunes, ocupando el
tercer y segundo lugar a nivel mundial en hombres y mujeres respectivamente,
ademas de ser el cuarto lugar en cuanto a mortalidad en el mundo (El Zoghbi &
Cummings, 2016). Aunado a esto, se ha registrado que la mortalidad sigue
aumentando por una deteccion tardia que conlleva al desarrollo de metastasis del
40 al 50% de los pacientes (Kuipers, Rosch, & Bretthauer, 2013; Szarynska,
Olejniczak, Kobiela, Spychalski, & Kmie¢, 2017). En paises como México la
incidencia y mortalidad no es distinta (Figura 2), alrededor del 10% de la mortalidad
es debido al cancer y de este el 5.4% es por CCR (Acufia Tovar M, 2013).

2.3Factores de Riesgo del CCR

Existen diversos factores que propician el desarrollo del CCR y tanto los factores
ambientales como los genéticos, juegan un rol importante en la etiologia del CCR.
Entre los factores ambientales se engloban la dieta, estilo de vida, alcoholismo,
tabaquismo por mencionar algunos (Acufia Tovar M, 2013). Estos tienen efecto en
el sistema inmune y en procesos de inflamacion que favorece la aparicion de

adenomas y carcinomas (Raskov, Pommergaard, Burcharth, & Rosenberg, 2014)
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Cancer en México
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Figura 2. Tasa de mortalidad e incidencia de varios de los tipos de cancer en México
(Tomada de GLOBOCAL 2018).

2.3.1 Factores genéticos del CCR

Se ha observado también, que los factores hereditarios aumentan el riesgo de
desarrollar CCR y que el 10-15% de los pacientes afectados presentan un historial
familiar con antecedentes de CCR. Existen principalmente dos tipos de CCR
hereditario; el mas comuan es el Sindrome de Lynch, en el cual existen mutaciones
de genes involucrados en la reparacion del DNA por mismatch (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 o EPCAM) que tiene como consecuencia la acumulacién de
mutaciones durante la replicacion del DNA principalmente en las secuencias de
microsatélites (Fragmentos de DNA con secuencias repetidas de nucleotidos). El

segundo tipo de CCR hereditario es la Poliposis Adenomatosa Familiar, la cual
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favorece la aparicion de numerosos adenomas y subsecuentemente, el desarrollo
de CCR a una edad temprana por la mutacién en la proteina APC (Adenomatus

Polyposis Coli Por sus siglas en inglés) (Kuipers et al., 2015).

Del mismo modo, existen otros factores genéticos involucrados con el CCR; la
inestabilidad cromosdémica, la metilacion de islas CpG y la hipometilacion global del
DNA son algunos de ellos (Pritchard & Grady, 2011). Junto a la caracterizacion de
dichos factores, la identificacion de diversos marcadores moleculares presentes en
el CCR, ha permitido la validacion de distintos farmacos que podrian resultar
benéficos en el tratamiento al silenciar a estos marcadores, los cuales a su vez, al
ser el resultado de las alteraciones genéticas y epigenéticas arriba mencionadas,
propician la aparicion de mutaciones en genes especificos que pueden conllevar a
la desregulacion de vias de sefializacion involucradas con varios de los hallmarks
del cancer. (Choi, Bakir, Hart, & Graham, 2017)

2.4Vias de sefalizacion en CCR

Las vias de sefalizacion son un complejo de interacciones proteicas en las que se
lleva a cabo una cascada de reacciones intracelulares con el fin de integrar y
distribuir informacién dependiendo de multiples efectores, como lo son, los factores
de crecimiento o bien por la interaccion célula-célula. Existen varias vias
caracterizadas no excluyentes unas de otras, las cuales distribuyen y procesan
informacion de gran importancia en procesos de crecimiento y proliferacion celular,
arquitectura de la célula, sintesis de proteinas, movilidad y programacion de muerte
celular, por mencionar algunos. Por ende, alteraciones en componentes de las vias
se han visto relacionadas con la progresion tumoral y son investigadas con el fin del

desarrollo de blancos terapéuticos en cancer (Martin, 2003).

En el caso del CCR, se ha caracterizado que las mutaciones con las que se inicia
la carcinogénesis afectan vias de sefalizacion especificas. Tal es el caso de la via
de TGF- B (Por sus siglas en inglés transforming growth factor-beta), que se ha

reconocido como una via supresora de tumor en CCR; se han encontrado
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mutaciones en los receptores GFBR2 y TGFBR1 y los posreceptores SMAD2 vy
SMADA4 en el 30% y <50% de los casos de CCR respectivamente. Otro de los casos
mas reportados en CCR, es el de la via MAPK (the EGFR—mitogen-activated protein
kinase por sus siglas en inglés), esta es regulada por la proteina KRAS,
perteneciente a la familia de protooncogenes RAS. Cuando la via es activada por
KRAS, se llevan a cabo procesos de crecimiento y sobrevivencia celular.
Mutaciones en KRAS y proteinas que son reguladas por ella, como BRAF, se han
reportado en el 40 y 15% de los casos de CCR respectivamente, ademas de ser el
proceso que continua en la progresion tumoral después de la mutacién en APC
segun el modelo de Vogelstein (Figura 1). De la misma manera, la via de PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase Por sus siglas en inglés) se ha reportado con
mutaciones en la proteina del mismo nombre en el 40% de los casos de CCR y es
regulada, a su vez, por la activacion de la via de KRAS. Por ultimo, la desregulacion
de la via que da paso a la activacion de las otras en el modelo de carcinogénesis
es la de la WNT-B-catenina, la cual resulta de gran importancia, ya que funge como
reguladora de una gran cantidad de procesos fisiologicos. Se han encontrado
mutaciones de los genes APC y CTNNBL1 (B-catenina) en el 70% de los casos de
CCR (Colussi, Brandi, Bazzoli, & Ricciardiello, 2013; Grady & Pritchard, 2014).

2.5 Aspectos clinicos y fisioldgicos de la via WNT-B-catenina

La via de sefalizacibn WNT-B-catenina, cumple un rol importante durante el
desarrollo embrionario al estar involucrada en procesos biolégicos, tales como la
diferenciacion celular, proliferacién, migracién, adhesion celular, polaridad celular,
arquitectura tisular y organogénesis. De igual manera en adultos, la via WNT regula
la hematopoyesis, osteogénesis, angiogénesis y adipogénesis. Todos estos
procesos son altamente controlados en tejidos sanos para que lleven a cabo su
funcionamiento de manera ordenada, mientras que, en diversas enfermedades,
dichos procesos pueden encontrarse desregulados. Mutaciones de componentes
de la via WNT-B-catenina, han sido encontrados en enfermedades como la

osteoartritis, vitreorretinopatia exudativa familiar, asi como enfermedades
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neurodegenerativas como la esquizofrenia o el Alzheimer, ademas de por supuesto,

de su rol esencial en el CCR (Klaus & Birchmeier, 2008; Lépez Castro, 2008).

En las zonas del colon y el recto se lleva a cabo una renovacion celular constante
entre cada 5y 7 dias, donde se requiere la proliferacion, migracion y diferenciacién
de células troncales (stem cells) que favorece la homeostasis de un tejido normal.
Las separaciones morfolégicas de las stem cells, se dan por compartimientos (en
las células de la cripta donde se da la proliferacion celular) y diferenciacion (en los
villus del intestino y la superficie epitelial del colon) lo cual es dependiente de un
gradiente de activacion de la via de sefalizacion WNT- -catenina (Basu, Haase,
& Ben-Ze'ev, 2016). Se han descrito mutaciones de APC y B-catenina, en los
estadios tempranos de la transformacion del epitelio del colon, por lo cual se ha
determinado que son posibles causas de la carcinogénesis (Polakis, 2012). De igual
manera, la hiperactivacion de la via WNT- B-catenina ha sido considerada como un
hallmark del CCR, debido a su participacion tanto en los estadios tempranos como
en los mas invasivos. La activacion de la via se da por medio de ligandos de la
familia R-spodin, los cuales, fueron descritos en procesos de dispersion celular y
metéastasis (Zhan, Rindtorff, & Boutros, 2017), ademas de estar presente en células
de CCR resistentes a farmacos. Sumado a lo anterior, cambios epigenéticos como
la represion transcripcional por via de la metilacion de islas CpG, han sido
reportados para represores de la via WNT en CCR (de Sousa e Melo & Vermeulen,
2016).

2.6Descripcién de la via de sefalizacion WNT-B-catenina

Para que se lleve a cabo la activacion de la via de sefializacion WNT, se requiere
de la participacién de ligandos WNT y receptores membranales Frizzled (Fz).
Existen alrededor de 19 ligandos WNT y 11 receptores Fz, los primeros son
proteinas glicosiladas producidas y secretadas dentro de un nicho de células de
forma tejido dependiente, conformadas por alrededor 350-400 aminoacidos ricos en
cisteinas y que contienen una péptido sefal en el amino terminal (N-terminal) que

permite su secrecidn extracelular (Mills, Szczerkowski, & Habib, 2017)0. Cuando el
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ligando es marcado via palmitolacién por la proteina Porcupine en el reticulo
endoplasmatico (RE), es transportado por vesiculas o particulas lipoproteicas para
ejercer su funcién exocrina (Clevers, 2006). Los segundos, son receptores de siete
pasos transmembranales de la familia de receptores Fz con un dominio N-terminal
extracelular, los cuales junto con los correceptores LRP5/6 (LDL receptor-related
proteins 5 and 6 por sus siglas en inglés) interactian de forma promiscua con los
ligandos WNT y desencadenan la sefializacion de la via. Aun asi, existen varios
antagonistas y agonistas que impiden o favorecen respectivamente, la activacion de
la via WNT (Bryan T. MacDonald; Keiko Tamai and Xi He, 2010; Saito-diaz et al.,
2013; Yang et al., 2016).

En un tejido no tumoral, la via WNT puede ser regulada en primera instancia por
antagonistas que bloqueen los ligandos WNT o los receptores Fz y LRP5/6 vy, por lo
tanto, la sefalizacion. Existen 4 familias de antagonistas de la via WNT que se
expresan de forma autocrina. Cuando WIF1 (Wnt inhibitory factor 1 por sus siglas
en inglés), sFRP (Secreted frizzled-related protein family por sus siglas en inglés),
Cerberus o Dickkopf (DKK) (Stamos et al., 2014) antagonizan la sefalizacion, el
complejo conformado por APC, Axina, caseina cinasa 1 (CK1) y Glucdgeno sintasa
cinasa 3 B (GSK3pB) (Peng, Zhang, Feng, Fan, & Jin, 2017), marcan via fosforilacion
cuatro residuos de serina (S) y Treonina (T) (S33, S37, T4ly S45) en el amino
terminal de la proteina B-catenina y de esta manera, es reconocida y marcada por
el complejo B-Trcpl mediante ubiquitinacion, para su posterior degradacion via
proteosoma (Liu et al., 2002). Por el contrario, cuando la sefial es transmitida, FZ-
LRP5/6 fosforilan a la proteina dishevelled (Dvl) la cual a su vez recluta axina, al ser
esta ultima la proteina que funciona como el andamiaje del complejo que degrada
B-catenina, GSK3p y CSK1 quedan inactivadas y por ende B-catenina no es
fosforilada. Al no ser degradada esta ultima, se acumula en el citoplasma y
posteriormente se transloca al nucleo, en donde se une a la familia de factores de
transcripcion TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor por sus siglas en
inglés) al desplazar a su represor transcripcional Groucho. Finalmente, el complejo
TCF/LEF- B-catenina interactla con los coactivadores BCL9 (Por sus siglas en

ingles B-cell ymphoma 9) y Pygopus 2 (PYGO?2) llevando a cabo la transcripcion de
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genes blanco de la via WNT involucrados en la carcinogénesis (Figura 3) (Polakis,
2000).
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Figura 3. Via de sefializacion WNT-B-catenina en su forma activa (panel izquierdo) y su forma

inactiva (panel derecho).

2.6.1 B-catenina

B-catenina, es una proteina citoplasmatica multifuncional, codificada por el gen
CTNNB1, estd constituida por alrededor de 781 aminoacidos (aa), con 12
repeticiones de secuencias Armadillo (ARM) y 42 residuos que forman tres hélices
con un arreglo de forma triangular y que sirven como un andamiaje rigido para sus
dominios N- y C-terminal (NTD y CTD respectivamente) las cuales pueden ser mas

flexibles. Fue descubierta en 1980 por su funcidn en dos procesos; el estructural y
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el de sefializacion. Estructuralmente, 3-catenina cumple su rol al participar en las
interacciones del esqueleto de actina mediante su union a través de a-catenina con
E-cadherina en la matriz extracelular, cuando la interaccion es interrumpida -
catenina es liberada y comienza a acumularse en el citoplasma en donde es
degradada o se transloca al nucleo, llevando a cabo su funcién de regulador de la
transcripcion. Dichas interacciones con E-cadherina, TCF/LEF y/o APC, se dan a
través de las repeticiones de las secuencias ARM. (Czyzewska, Guzinska-
Ustymowicz, Ustymowicz, Pryczynicz, & Kemona, 2010; Takayama et al., 1998;

Valenta, Hausmann, & Basler, 2012).

Mutaciones en el gen CTNNB1, permiten una activacion constitutiva de la via WNT
gue puede llevar hacia el desarrollo de la carcinogénesis. La mutacion mas
frecuente de este gen es una missense en el exon 3, sitio en el que, se codifican los
sitios de serina-treonina sujetos a fosforilacion por parte de GSK3 y CSK1 (arriba
mencionados), asi como los residuos glicina-aspartato (G34- D32 respectivamente)
gue reconoce el complejo de ubiquitin ligasa B-Trcpl (Gao, Wang, Broaddus, Sun,
& Xue, 2018; Kitaeva et al., 1997; Mirabelli-Primdahl et al., 1999). Junto con las
mutaciones, [B-catenina ejerce su funcion transcripcional por interaccion con
histonas metil transferasas (HMT) como MLL1/ MLL2 (Mixed-lineage-leukemia por
sus siglas en inglés) que favorecen la trimetilacion de la histona 3 en si residuo 4
(H3K4Me3) como una marca que favorece la transcripcion de blancos de la via
WNT, ademas de la importante interaccion con sus coactivadores transcripcionales
BCL9 y Pygo2, de los cuales aun no se tiene esclarecido si pueden participar
también en el proceso de translocacion de B-catenina al nucleo (Sierra, Yoshida,
Joazeiro, & Jones, 2006).

2.6.2 Pygopus 2

Durante la década pasada, PYGO2 fue la proteina central para describir sus
mecanismos en relacion con B-catenina. PYGO2 es una proteina con dos dominios

evolutivamente conservados y separados por una region rica en prolina; su NHD (N-
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terminal homology domain por sus siglas en inglés) y su carboxilo terminal (C-
terminal) en donde se encuentra el dominio PHD (Por sus siglas en ingles plant
homeodomain) cumplen un rol importante para su funcion como un coactivador
transcripcional de la via WNT (Jessen, Gu, & Dai, 2008). El dominio PHD de PYGO2
tiene sitios de union a DNA y participa también, en la unién al dominio HD1 de BCL9
y los dominios Armadillos de -catenina (Miller et al., 2013; Townsley, Thompson, &
Bienz, 2004). Junto a lo anterior, se ha descrito que PYGO?2 interactla a través de
su dominio PHD con remodeladores de la cromatina como HMT que permiten la
H3K4m3 (Chen et al., 2010). Por el otro lado, en el dominio NHD de PYGO2 se han
encontrado sitios de uniéon con histonas acetil transferasas (HAT) con las cuales
reclutan a los complejos CBP300 y GCN5 y permiten la activacion de genes blanco
de la via WNT mediante la acetilacion de residuos de lisina de las histonas, como
en el caso de la acetilacion de la histona 3 en su lisina 56 (H3K56) (P. G. P. Andrews
& Kao, 2016; Gu, Watanabe, & Dai, 2012)

De la misma forma, PYGO2 se ha descrito como una proteina esencial para la
carcinogénesis y la progresion tumoral al estar sobre expresado en cancer de
mama, ovario, pulmon y hepatocarcinoma celular (Phillip G.P. Andrews, Lake,
Popadiuk, & Kao, 2007; S. Zhang, Li, He, & Wang, 2015) . En el caso del CCR,
PYGO2 se he encontrado sobre expresado en ratones con APC/ 3-catenina Min/+
indicando un posible rol en el desarrollo tumoral.(Talla & Brembeck, 2016). La
inhibicién de PYGO2 por el contrario, suprime la via de sefializacion WNT junto con
el crecimiento y la proliferacion vascular en otros tipos de cancer como pulmon y
glioblastoma (Wang et al., 2016; Zhou et al., 2014). PYGO2 se ha encontrado
también, como la proteina que permite la interaccidén con otras vias de sefalizacion
como la via de Notch y PI3K/Akt (Q. Li et al., 2015; Roarty & Rosen, 2013).

Ademas de las diversas funciones de PYGO2 como coactivador de la via WNT, se
han descubierto otras funciones de manera independiente. PYGO2 regula procesos
como la transcripcion de RNA ribosomal (rRNA) y con esto favorece el crecimiento
y proliferacion celular (Phillip G P Andrews, He, Tzenov, Popadiuk, & Kao, 2013),
PYGO2 también regula la transcripcién de las histonas H2A; H2B; H3 y H4 mediante
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su interaccion con las HAT permitiendo la progresion del ciclo celular en cancer de
mama y es en este mismo tipo de cancer, donde PYGO2 se ha visto en vuelto en la
adquisicion de quimio resistencia al favorecer la transcripcion de la proteina MDR1
(Multidrug resistance 1 por sus siglas en inglés) (Gu et al., 2012; Z. M. Zhang et al.,
2016). Por ultimo, PYGO2 también participa en la invasién y metastasis en
hepatocarcinoma al favorecer la metilacion del promotor de E-cadherina y/o la
sobreexpresion de la proteina Zeb2 que participa en el desarrollo de la metastasis
(S. Zhang, Li, Liu, et al., 2015).

2.6.3 Genes Blanco de la via WNT-B-catenina

Como ya se ha mencionado anteriormente, la via de sefializacion WNT-3-catenina
regula varios de los procesos con roles importantes en el desarrollo embrionario y
homeostasis del tejido, en CCR se han caracterizado la mayoria blancos de la via
involucrados en dichos procesos, los cuales también, tienen un rol importante en la
progresion tumoral debido a su funcion como reguladores de los hallmarks del
cancer (Figura 4) (Herbst et al., 2014). Los blancos transcripcionales de la via son
de vital importancia tanto en estadios iniciales como en la progresion y la invasion y
metéastasis. En el inicio de la carcinogénesis, genes como LGR5 y DCLK1 permiten
la desregulacion de la via, la proliferacion celular y la evasion de la apoptosis
durante la progresion de la carcinogénesis (Kim, Park, Jun, Kim, & Nam, 2017),
ademas, otros genes como c-myc, Ciclina D1 y EGFR, incrementan procesos de
crecimiento y proliferacién desmedida (Tan et al., 2005). A medida que la via WNT-
B-catenina se encuentra hiperactivada, se desencadena en ultima instancia, la
sobreexpresion de proteinas como Bambi y MMP7 que favorecen la invasiéon y
metéastasis en CCR (Anastas & Moon, 2013). Del mismo modo, se ha reportado la
expresion de otros blancos transcripcionales que participan en diversas etapas y
aparicion de los hallmarks del cancer, algunos ejemplos son replicacion ilimitada
(Telomerasa), desregulacion del metabolismo energético (PDK1, ID2) vy
Angiogénesis (VEGFA) (Hoffmeyer et al., 2012; Pate et al., 2014) por mencionar

algunos, o bien, blancos transcripcionales que fungen como supresor de tumor
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(EphB/ephrin-B) y su expresion se ha encontrada disminuida en CCR cuando la via
se encuentra desregulada (Clevers & Batlle, 2006). Esto alude a la importancia de
corroborar los modelos de investigacion de la via y amplificar la identificacion de

blancos potenciales.
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Figura 4. Blancos de la via WNT-B-catenina y su participaciéon en los diversos hallmarks del

cancer.

2.6.3 Lavia WNT-B-catenina como blanco terapéutico

La variedad de funciones tanto de blancos transcripcionales como de los

componentes de la via WNT- 3-catenina, resulta un impedimento en el desarrollo de
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inhibidores adecuados. Hasta la fecha, se han explorado una alta cantidad de
inhibidores de la interaccion de B-catenina y el factor de transcripciéon TCF/LEF que
no han tenido un resultado 6ptimo (Le, McDermott, & Jimeno, 2015), conllevando a
gue la busqueda de inhibidores continte. La clasificacién de los farmacos es basta,
desde componentes naturales como vitaminas Ay D o la curcumina y el resveratrol,
pasando por moléculas pequefias que inhiben la via como lo es el PNU-74654 y
llegando a inhibidores basados en componentes virales y anticuerpos (como
adenovirus recombinantes y anticuerpos de WNT1 monoclonales respectivamente).
De igual manera, existen diversos farmacos que se encuentran en fases clinicas o
se tienen anticipaciones de aplicaciones clinicas y que actian a varios niveles,
desde la inhibicion de interaccion de ligandos WNT con los receptores, como lo
hacen los farmacos OMP-54 F28 y NSC668036, la inhibicion de la unién de (-
catenina con el factor de transcripcion TCF/LEF como lo hace el PNU-74654, los
inhibidores de tankirasa que regulan el complejo de degradacion de B-catenina,
algunos mas inhiben la interaccion con remodeladores de la cromatina como CBP
como lo hace el farmaco ICG-001 o bien, recuperando la actividad de inhibidores de
B-catenina como CSK1lcomo lo hacen los farmacos anti-pinworm (Masuda, Sawa,
& Yamada, 2015).

La actividad transcripcional aberrante de la via de sefalizacion WNT-B-catenina en
CCR, contribuye a ambos, estadios iniciales y avanzados donde se ha desarrollado
la invasion y la metastasis. Su participacion se da principalmente, en procesos que
regulan las stem cells y células de la cripta intestinal, en donde pueden conllevar al
desarrollo tumoral por readquirir caracteristicas de stem cells o bien, por migracién

de stem cells adquiriendo caracteristicas tumorales en las criptas.

La evaluacion de componentes y blancos transcripcionales de la via, suponen un
acercamiento al desarrollo de inhibidores que podrian resultar como terapias
efectivas para ciertas poblaciones de pacientes por lo cual, la importancia de este
trabajo recae en el analisis de la via de sefializacion a nivel transcripcional en un
modelo de CCR.
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3. Hipodtesis

La hiperactivacion de la via de sefializacion WNT-B-catenina, favorece la
sobreexpresiéon de los activadores PYGO2, B-catenina y de los blancos
transcripcionales c-myc, MMP7, EphB4, VEGFA, BAMBI y LEF-1, en lineas
celulares de CCR y datos de tejidos de pacientes tomados del TCGA.

4. Objetivo General
» Evaluar la actividad transcripcional de la via de sefializacion WNT --catenina

en lineas celulares de CCR y datos de tejidos de pacientes tomados del
TCGA.

4.1 Objetivos Particulares

» Determinar los niveles de activacion de la via de sefalizacion WNT-[3-

catenina.

» Analizar la expresion de PYGO2 y B-catenina de la via de sefializacion WNT-

B-catenina In vitro e In silico

» Analizar la expresion de blancos transcripcionales c-myc, MMP7, EphB4,
VEGFA, BAMBI y LEF-1 de la via de sefializacibn WNT-3-catenina In vitro e

In silico

» Analizar la expresion de PYGO2, B-catenina y los blancos transcripcionales

al inhibir la via de sefializacibn WNT-B-catenina en la linea de CCR HCT116.
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5. Material y Método

5.1 Cultivo celular

Se empleo la linea celular comercial de colon no tumoral CTRL 1790 (CCD 841
CoNy) las lineas tumorales de colon HCT 116 (CCL-247) (linea epitelial de
carcinoma) y SW620 (CCL-227) (linea metastasica obtenida de nédulo linfatico), las
cuales tienen mutaciones en los genes CTNNB1 y APC respectivamente. Todas
estas lineas celulares fueron proporcionadas por el laboratorio 11 de Gendmica
Funcional de la Unidad de Biomedicina en la Fes lztacala UNAM. Las lineas
celulares CRL-1790 y HCT-116 fueron mantenidas en placas petri de 100 X 15 mm
con medio RPMI 1640 (Gibco), mientras que la linea celular SW-620 con DMEM/F-
12 (Gibco) ambos medios suplementados con 10% Suero Fetal Bovino (SFB)
(Corning). Todas las lineas fueron incubadas a 37°C en una atmosfera de CO: al
5%.

5.2Transfeccion

Se utilizaron 500 000 células en placas de 6 pozos 8.87 cm2, las cuales se
sembraron 24 horas antes de la transfeccion y fueron mantenidas con 3 ml de su
medio correspondiente con 10% de SFB. Con el fin de evaluar la actividad de la via
WNT-B-catenina en las lineas celulares, se transfectaron por separado 2 ug de los
plasmidos TOP/FOP (TCF Reporter Plasmid Kit Merck Millipore), en cada uno de
los grupos experimentales, asi como 5 ng del vector de luciferasa de Renilla
(Promega), esto se llevo a cabo mediante el agente de transfeccion Lipofectamina
3000 (Invitrogen Life Technology, Waltham, MA, USA) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se hicieron dos Mix de transfeccion en tubos de 1.5 ml, en el primero
se verti6 Lipofectamina 3000 junto con Optimem (Gibco) para alcanzar un volumen
de 125 pl por cada grupo experimental. En el segundo Mix, se colocaron los
plasmidos a utilizar junto con Optimem para un volumen de 125 ul. Una vez

completados los Mix, se dejan reposando a temperatura ambiente durante 15
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minutos con el fin de que reaccionen y se homogenicen las muestras a transfectar
con los agentes de transfeccion. Pasado este tiempo se vertieron los 125 pl del Mix
1 en el tubo del Mix 2 y se dejaron reposar otros 15 minutos. Por ultimo, se colocaron
los 250 pl finales del Mix de transfeccién en cada grupo control junto con 2.75 ml de
medio con 10% de SFB.

El inhibidor de la interaccion B-catenina-TCF/LEF PNU-74654 (Invitrogen) se utilizé
en concentraciones de 10, 50 y 100 pM que fueron incorporadas junto con el

volumen de transfeccion y el medio correspondiente y; como control DMSO al 0.1%.

5.3Extraccion de RNA

Una vez obtenida una confluencia de entre el 70 y 80% de las células, el medio fue
retirado y se procedié con la extraccion de RNA de las lineas celulares mediante

TRIzol Reagent (Ambion), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para las células tratadas con PNU 74654, se realiz6 la extraccion 24 horas después
de la transfeccion mediante TRIzol Reagent (Ambion), siguiendo las instrucciones

del fabricante.

La integridad de todas las muestras de RNA se analiz6 mediante un gel de agarosa
al 1.5% y posteriormente se cuantifico el RNA extraido de cada linea celular
mediante el equipo Epoch (Biotek), la reaccion de retrotranscriptasa para obtener el
cDNA de la linea celular HCT116 tratada y sin tratar, asi como de las lineas
CRL1790 y SW620 basales se llevo a cabo empleando el kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del
fabricante (Tabla 1).
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Stage 1x1 Stage2x1  Stage 12x1 ‘
85.0

37.0 37.0 /

25.0 / 4

10:00 60:00 60:00 5:00 -

Tabla 1. Condiciones de lareaccion de Retro transcriptasa mediante High-Capacity.

5.4 gPCR

Se disefiaron oligos para evaluacion del mRNA de los activadores transcripcionales
y los genes blancos de la via WNT- B-catenina utilizando la base de datos Gen del
NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene) (Tabla 2). Las condiciones para los oligos
fueron estandarizadas por PCR punto final (Tabla 3) y posteriormente, se realizaron
PCRs en tiempo real (QPCR) empleando el kit SYBR Green Master Mix: SYBR
Premix Ex Taq Il (Tli RNase H Plus) bajo las condiciones que indica el proveedor
(Tabla 4).

Primer Foward Reverse Tm NCBIID
Actina CTCACCCTGAAGTACCCCATC GATAGCACA GCCTGGATA GCA A 63°C NM 0011013
B-Catenina| TCT GAGGAGCAGCTT CAGTCCCC AGCCGCTTT TCT GTCTGGTTC CAT 63°C X87838.1
BAMBI CATTGCTGGAGGGCTGATTT TCCAAGICTAACTTTGCAACC 57C NM 0123422
c-myce TTT TGC CCT GCGTGA CCA GAT CCC CTCGTCGIT TCCGCA ACA AGT CCT 64°C AY214166.1
EphB4 CAAATACCATGAGAAGGGCG CTCTCATCCAGITGGGICTG 57C NM 0044444
LEF-1 GACCTAATGCACGTGAAGC AGTACACTCAGCAACGACAT 57C NM_001130713.2
VEGFA CGAGGAAGAGTAGCTCGCC CAGCCTGGGACCACTTG 57C NM_001025366.2
MMP7 | ATCATGATTGGCTIT GCGCGA GGA TCCCTA GACTGCTACCAT CCGTCCA 63°C NM 0024233
PYGO2 TGTCCCAACGATTTGCTCAG CACTCCACCAGCGICACCCATCGT 57C NM 1383003

Tabla 2. Disefio de oligos de genes a evaluar para la via WNT-B-catenina.
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Stage 1 x1
95

Stage 2 x35
95

57

72

X1

72

1:00

0:15

0:15

0:30

7:00

Tabla 3. Condiciones oligos de genes a evaluar para la via WNT-B-catenina en PCR punto

final.

95 95 G 95
57 (@] 65
T
(@]
0:50 0:05 0:30 40 x 0:05

Tabla 4. Condiciones oligos de genes a evaluar para la via WNT-B-catenina en gPCR.




5.5Ensayo de Luciferasa con el vector de TOP FLASH

El ensayo consiste en la transfeccion de los vectores TOP y FOP a las lineas
celulares. El vector de TOP tiene multiples secuencias del promotor de TCF y el
marco abierto de lectura de la Luciferasa, por lo cual si el factor de transcripcion
TCF es activado se transcribe la proteina de la Luciferasa y en contacto con su
sustrato se emiten unidades relativas de luminiscencia (RLU por sus siglas en
ingles). Por su parte el vector de Fop tiene las secuencias de TCF mutadas, por lo
gue se utiliza como un control de luminiscencia basal que permite obtener un RLU
basales. Para llevar a cabo el ensayo, se retir6é el medio a las células 24 horas
después de la transfeccion y mediante el buffer de lisis (diluido del 5x al 1x) del kit
Dual-Luciferase Reporter 1000 Assay System (Promega) se obtuvo un extracto
proteico que fue vertido en tubos eppendorf de 1.5 ml y posteriormente centrifugado
a 1500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue vertido en tubos nuevos y
posteriormente se colocaron 20 pl en las placas de 96 pozos de plastico opaco y
fondo transparente, adecuadas para el equipo GloMax® 96 Microplate Luminometer
previamente calibrado con los sustratos para Luciferasa (luciferina) y Renilla
(coelenterazine). El programa de deteccion que se utilizo fue. Una vez obtenidos los
datos se obtuvo un cociente de TOP/FOP flash para estimar la actividad de la via
WNTB-catenina.

5.6 Andlisis de datos del TCGA

Se analizaron datos del TCGA (The Cancer Genome Atlas por sus siglas en inglés)
Research Network , sobre los niveles de expresion de mRNA en tejido de pacientes
de muestras tumorales (n=342) y no tumorales (n=43), tanto de los coactivadores
transcripcionales de la via de sefalizacion WNT-B-catenina (B-catenina y Pygopus
2), asi como algunos de los genes blancos de la via WNT antes mencionados
(tablal).
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5.7Andlisis estadisticos

Todos los datos fueron analizados mediante el sofwer Prism 5.0 (GraphPad)
utilizando el andlisis de varianza (ANOVA) de un factor y T de student con una P <

0.001 y 0.05 segun el experimento.
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6. Resultados

6.1Actividad de la via WNT- B-catenina en las lineas celulares de CCR

Como primer punto, se evaluaron los niveles de la via de sefializacion WNT-§-
catenina en las lineas celulares de CCR; HCT116 y SW620, teniendo por control a
la linea no tumoral CRL1790. Por medio del cociente de TOP/FOP flash, se
demostré la hiperactivacion de la via en ambas lineas tumorales. En la linea
HCT116, se vio un aumento de al menos 5 veces la activacion de la via WNT-[3-
catenina sin embargo, el andlisis estadistico no mostro diferencias significativas
ANOVA (P < 0.05). Del mismo modo, en la linea celular SW620 se observé un
aumento en la activacion de la via, donde el cociente TOP/FOP fue de mas de 10

veces Yy fue estadisticamente significativo ANOVA (P < 0.001) (Figura 5).
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Figura 5. Actividad de TOP/FOP en lineas celulares de CCR comparadas con la linea control
de colon no tumoral CRL1790. La actividad de la via WNT-B-catenina se encuentra
hiperactivada en ambas lineas tumorales, sin embargo, solo en lalinea SW620 se encontraron

diferencias significativas (P <0.001).
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6.2 Expresion de los activadores transcripcionales de la via WNT- B-catenina
en datos obtenidos del TCGA y lineas celulares de CCR

Al haber corroborado la hiperactivacion transcripcional de la via de sefializacion
WNT-B-catenina, se procedio a evaluar la expresion de los genes encargados de la
transcripcion. A partir de los datos obtenidos de la expresion de mRNA en tejido de
CCR en diferentes estadios obtenidos del TCGA, se analizaron los genes PYGO2 y
B-catenina. Al comparar los datos de muestras tumorales con los de tejido no
tumoral, no se observaron diferencias significativas en el estadistico ANOVA (P <
0.05) (Figura 6 A). De igual manera, se evaluaron los niveles de mRNA de los
activadores en las lineas celulares de CCR comparadas con el control no tumoral y
aunque se observo una ligera tendencia al aumento, no se encontraron diferencias
significativas ANOVA (P < 0.05) (Figura 6 B).
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Figura 6. Niveles de expresion mRNA de PYGO2 y B-catenina, en datos obtenidos del TCGA
(A) y lineas celulares de CCR (B). Al comparar los niveles de expresion de las muestras
tumorales con el grupo control, ninguno de los genes mostro diferencias significativas (P

<0.001).
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6.3 Expresion de los blancos transcripcionales de la via WNT- B-catenina en
datos obtenidos del TCGA y lineas celulares de CCR

A continuacién, con el fin de conocer si la expresion de los blancos transcripcionales
de la via de sefializacion WNT-B-catenina reportados para CCR (Tabla 1), eran
similares a los activadores transcripcionales, se analizaron datos del TCGA de los
blancos transcripcionales, en los cuales se encontraron diferencias significativas en
los diferentes estadios al comprarlos con el grupo control ANOVA (P < 0.001)
(Figura 7). Junto con esto, se analizo la expresion de los mismo mRNA en las lineas
celulares de CCR (Figura 8) y a diferencia de los datos del TCGA y correspondiendo
con los activadores transcripcionales, no se observaron diferencias significativas
ANOVA (P < 0.05) aunque si una tendencia similar a la de PYGO (MMP7, BAMBI y
LEF-1) o B-catenina (c-myc, EphB4 y VEGFA). Ademas, unicamente EphB4 mostro
una disminucion de su expresion significativa ANOVA (P < 0.05) en la linea celular
SW620.
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Figura 7. Niveles de expresion de mRNA de blancos transcripcionales de la via WNT- B-
catenina, en datos obtenidos del TCGA, donde se observan diferencias significativas al

comparar los niveles de expresion de las muestras tumorales con el grupo control (P <0.001).
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Figura 8. Niveles de expresion de mRNA de blancos transcripcionales de la via WNT- B-
catenina, en lineas celulares de CCR. No se observan diferencias significativas al comparar
los niveles de expresion de las muestras tumorales con el grupo control salvo por la
disminucion de EphB4 en la linea SW620 (P <0.05).
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6.4 Inhibicion de la actividad de la via WNT- B-catenina mediante el PNU-
74654 en la linea celular de CCR HCT116

Posteriormente, para tener la certeza de que los blancos transcripcionales
reportados son dependientes de la interaccién de [(-catenina con el factor de
transcripcion TCF/LEF, se inhibid la interaccion de ambas proteinas mediante la
adicion de la molécula PNU-74654 (Sigma). Se encontré que tras 24 horas de
exposicion a diferentes concentraciones de PNU-7654. La concentracion de 100 uM

mostro diferencias significativas con respecto al control ANOVA (P < 0.001) (Figura

9).
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Figura 9. Inhibicién de la via WNT- B-catenina, en la linea celular de CCR HCT116 por medio
de lamolécula PNU-74654. Se probaron las concentraciones de 10, 50 y 100 uM a las 24 horas,

solo la concentracidon de 100 pM mostro diferencias significativas con respecto al control (P

<0.001).
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6.5 Expresién de los activadores transcripcionales al inhibir la via WNT-B-
catenina en la linea celular de CCR HCT116, mediante el PNU-74654

Una vez encontrada la concentracién a la cual se lograba inhibir la actividad de la
via WNT-B-catenina (100uM), se evaludé la repercusion que esto tenia en la
expresion a nivel de mensajero de los activadores transcripcionales PYGO2 y [B3-
catenina y, aunque se observé una ligera disminucion en los niveles de PYGO2 y
un ligero aumento en los de B-catenina, ninguno fue estadisticamente significativo t

de Studen (P < 0.05) (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de expresion de mRNA de los activadores transcripcionales al inhibir la via
WNT-B-catenina, en lalinea celular de CCR HCT116. No se observan diferencias significativas

al comparar los niveles de expresion de las muestras tumorales con el grupo control (P <0.05).
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6.6 Expresion de los blancos transcripcionales al inhibir la via WNT-8-
catenina en lalinea celular de CCR HCT116, mediante el PNU-74654

Finalmente, se evaluaron los niveles de expresion de los mRNA de los blancos
transcripcionales de la via WNT-B-catenina al inhibir la actividad de esta. Se
observaron dos tendencias; genes como c-myc, MMP7, BAMBI y VEGFA
disminuyeron su expresion al inhibir la via WNT y por el contrario, los genes EphB4
y LEF-1 mostraron una tendencia hacia el aumento en su expresion al inactivar la
via, aun asi ninguno de estos valores mostro ser estadisticamente significativo t de
Studen (P < 0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de expresién de mRNA de los blancos transcripcionales al inhibir la via
WNT-B-catenina, en lalinea celular de CCR HCT116. No se observan diferencias significativas

al comparar los niveles de expresion de las muestras tumorales con el grupo control (P <0.05).
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7. Discusioén

En este trabajo se evalué la actividad transcripcional de la via de sefializaciéon WNT -
B-catenina, tomando en cuenta los niveles de activacion de la via y sus niveles de
expresion de mRNA de activadores y blancos transcripcionales, asi como las
alteraciones que podrian tener estos Ultimos al momento de apagar la via de

sefalizacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la via WNT-B-catenina se encuentra
hiperactivada en las lineas celulares de CCR, con un nivel 5 veces mayor en
HCT116 y mas de 10 veces mayor en SW620, esto corresponde con reportes de
mutaciones de los genes CTNNB1 y APC mutados en ambas las lineas celulares
respectivamente, lo cual propicia una activacion constitutiva de la via WNT-B-
catenina. Aunado a esto, la participacion de ciertos activadores que también son
blancos transcripcionales de la via (como LGR5) podria estar participando en la

hiperactivacion de esta.

Con lo anterior, es importante destacar la importancia de la via WNT-B-catenina en
estadios tempranos (de los que se deriva la linea celular HCT116) (en donde
algunos de sus blancos, permiten su hiperactivacion y desencadenan la
proliferacion celular y la evasion de la apoptosis). La linea SW620, deriva de un
estadio mas avanzado y un modelo de metéastasis en donde la hiperactivacion de la
via corresponde con lo que se ha sefialado en otros estudios (Sanchez-tillo et al.,
2011; S. Zhang, Li, Liu, et al., 2015), debido a que en CCR la via WNT-3-catenina,
regula una cantidad de blancos relacionados con la Transicién Epitelio Mesenquimal
0 EMT (epithelial- to-mesenchymal transition por sus siglas en inglés) como MMP7,
gue desencadenan procesos de metastasis ademas de inhibir E-cadherina, lo cual

explicaria también, la significancia estadistica encontrada ANOVA (P < 0.001).

Aun asi, pese a que la via se encuentra hiperactivada en las lineas celulares de
CCR, los activadores transcripcionales de esta como lo son PYGO2 y [3-catenina,

no muestran cambios significativos en su expresion de mRNA, ni en el modelo de
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lineas celulares de CCR, ni en datos obtenidos del TCGA. Por el contrario de lo
obtenido, se ha reportado la sobreexpresion de PYGO2 en carcinomas y Su
relacionado con un prondéstico pobre para pacientes, aun asi, estas evaluaciones
se hicieron a nivel de proteina y por medio de inmunohistoquimicas lo cual podria

dar respuesta a que no se encontrd la misma variacion (Brembeck et al., 2011).

En CCR B-catenina no se ha encontrado sobre expresado en muestras tumorales,
sin embargo, si se ha reportado que PYGO2 puede regular la actividad de B-
catenina en el desarrollo de la hiperplasia. De la misma forma, se ha demostrado
gue aun cuando B-catenina y PYGO2 no se encuentren sobre expresados, ambos
activadores son estabilizados a nivel de proteina por medio de la interaccién con
AKT, lo cual permite una activacion constitutiva de la via en CCR (Z. M. Zhang et
al., 2016).

Ahora bien, al analizarse los blancos de la via WNT- 3-catenina a partir de los datos
del TCGA, se observo su sobre expresion con significancia estadistica ANOVA (P
< 0.001). Aun asi, al analizarse los mismos blancos en las lineas celulares por
gPCR, solo se encontr6 una tendencia al aumento en una o ambas lineas celulares.
Estos datos concuerdan con reportes (Herbst et al., 2014), donde en CCR los
blancos WNT, se encuentran sobre expresados y actian en diversos mecanismos
gue permiten la progresion tumoral y por ello, han sido considerados como

biomarcadores para el diagndstico y pronostico en pacientes.

En el caso especifico de EphB4, se encontré un nivel de expresion disminuido
estadisticamente significativo ANOVA (P < 0.05) cuando la via se encuentra
desregulada. Ya que EphB4 se ha clasificado como un supresor de tumor inactivo
en 50% de los casos de CCR (Clevers & Batlle, 2006), esto podria explicar la
disminucion de su expresion. Aun asi, el mecanismo por el que la via WNT-B-

catenina regula su expresion es desconocido.

Despues de inhibiir la actividad de la via WNT- B-catenina, se evalud la expresion
del mRNA de los activadores de la via PYGO2 y [(-catenina sin encontrarse
diferencias significativas o alguna tendencia. En cuanto a la expresion de PYGO?2,

no se ha reportado si podria llevarse a cabo una regulacion a nivel transcripcional o
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traduccional después de inhibir la via por medio del PNU-74654, aun asi, las
interacciones que afecta esta molécula no parecerian afectar los sitios de union de
PYGO2 con B-catenina o con algun remodelador de la cromatina. Por el contrario,
la expresion de B-catenina se ha evaluado después de la inhibicion de la via con el
PNU-74654 y se observaron alteraciones a nivel de mRNA y una clara disminucion
de la proteina nuclear y citoplasmatica, por lo cual, la interaccién de la proteina con

el PNU podria estar afectando la estabilidad de esta ultima (Leal et al., 2015).

Finalmente, se evalud la expresién de los genes blancos de la via WNT- 3-catenina
después de inhibir su actividad con el PNU-74654, donde, si bien no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas t de Student (P < 0.05), si se observaron
algunos patrones en la expresion de ciertos blancos. Para el caso de los genes c-
myc, MMP7, VEGFA y BAMBI, se denota una disminucion en los niveles de
expresion, que en primera instancia, podria deberse a la dependencia de la
hiperactivacion de la via WNT, lo que concuerda con lo reportado en diversos
articulos en los cuales, demuestran la sobreexpresion de estos blancos
dependientes de la hiperactivacion de la via WNT en CCR (Kim et al., 2017; C.-M.
Li et al., 2004; Masuda et al., 2015). Aun asi, para cada una de las expresiones de
estos genes existieron variaciones, en el caso de MMP7 los resultados del presente
trabajo concordaron con lo que se ha reportado, debido a que se ha demostrado
gue en CCR la expresion de MMP7 es dependiente de la interaccidén de B-catenina
con TCF/LEF (Wu, B., Crampton, S. P. & Hughes, C. C. 2007).

En los casos de c-myc, VEGFA y BAMBI, si bien disminuyo su expresion, no fue de
una forma tan drastica como la de MMP7, lo cual puede deberse a la interaccion de
PYGO2 como coactivador de la via y a la dependencia de c-myc y BAMBI de la
funcién transcripcional de PYGO2. Dado que este Ultimo no se vio alterado después
del uso del PNU-75654, dicho activador podria continuar regulando transcripcion de
c-myc independientemente de la via Wnt-B-catenina aunque en menor medida
(Brembeck et al., 2011; Talla & Brembeck, 2016).
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Por ultimo, LEF-1 mostro una tendencia al aumento en su expresion aun cuando la
via WNT- B-catenina es inhibida por medio del PNU-74654. Esto, podria adjudicarse
a que LEF-1 puede ser regulado de dos formas, la primera es dependiente de la
interaccion B-catenina/TCF, lo cual no concordaria con el aumento en la deteccion
del transcrito y se esperaria una disminucion y de manera independiente de dicha
interaccion en donde el ligando Wnt3 regula también la transcripcién de este gen
mediante la uniéon a su promotor (Filali, Cheng, Abbott, Leontiev, & Engelhardt,
2002). Por otra parte, se ha encontrado a PYGO2 posicionado en el promotor de
LEF-1 (Sun et al., 2014). Esto, junto con la regulacién de PYGO2 sobre otros los
otros genes blancos evaluados, da pauta a pensar en dicho coactivador como un

importante blanco terapéutico.
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8. Conclusiones

La via de sefalizacibn WNT-B-catenina se encuentra hiperactivada en lineas

celulares de CCR.

Los niveles de expresion de los activadores transcripcionales de la via WNT-[3-

catenina no mostraron cambios significativos In vitro e In silico.

Los genes blanco de la via WNT-3-catenina no mostraron cambios significativos en

Su expresion a nivel In vitro, pero si en los datos In silico.

No se encontraron diferencias significativas en la expresion de los activadores o

blancos transcripcionales de la via WNT-B-catenina al inhibirla con el PNU-74654.
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9. Perspectivas

Para validar parte de los resultados obtenidos, se debe demostrar la dependencia
de los blancos a la actividad transcripcional de la via WNT- B-catenina y si es que

existe regulacion de otros elementos en la expresion de los blancos seleccionados.

La inhibicion de la via WNT- B-catenina mediante el PNU-74654 en la linea SW620.

Un knock out de la expresion de los activadores transcripcionales permitiria ver la

dependencia de uno o ambos en la expresion de los blancos.

La sobreexpresion de los activadores transfectando el marco abierto de lectura en

alguna linea celular.

Ensayos funcionales al inhibir la actividad transcripcional de la via WNT- B-catenina
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