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RESUMEN 

 

Las Células Troncales Cancerosas (CSC, por las siglas en inglés Cancer Stem Cells) son responsables 

de mantener el crecimiento tumoral, la quimio-resistencia y la metástasis. Por tanto, comprender 

las características de las CSC es crucial para avanzar en la terapia del cáncer. 

El papel de la vía canónica Wnt/β-catenina, tanto en las células troncales normales como en las CSC 

está ampliamente establecido, mientras que las funciones de las vías Wnt no canónicas en las CSC 

están menos descrita hasta ahora. Recientemente, nuestro laboratorio reportó que la respuesta 

canónica y no canónica se pueden activar simultáneamente por un mismo ligando Wnt en células de 

cáncer colo-rectal. Por otra parte, se describió la movilización de calcio dependiente de la Fosfolipasa 

C (PLC, por las siglas en inglés Phospholipase C) tras el tratamiento con Wnt3a o Wnt5a, ligandos 

prototipos que activan la canónica y no canónicas, respectivamente. Por lo tanto, estos hallazgos 

sugirieron que las vías Wnt no canónicas también pudieran ser relevantes para la subpoblación de 

CSC. 

El objetivo de la presente tesis fue investigar el papel de la vía Wnt/calcio en las CSC de cáncer colo-

rectal. Para ello, se sembraron células cancerosas en cultivos de formación de esferas, método por 

el cual las CSC aumentan su proporción con respecto al número total de células. Además, utilizamos 

líneas celulares de cáncer colo-rectal con actividad responsiva o constitutiva de la vía Wnt/β-

catenina, para discernir el papel de la vía Wnt/calcio dentro de los efectos funcionales de los ligandos 

Wnt. 

Usando Wnt3a y Wnt5a, encontramos que ambos ligandos promueven la capacidad de formación 

de esferas y la proliferación celular dependiendo del contexto celular, sin estimular necesariamente 

la actividad transcripcional dependiente de β-catenina. 

La estimulación de la formación de esferas por Wnt3a o Wnt5a requirió la activación de PLC, 

responsable de la movilización del calcio intracelular, así como de NFAT. Notablemente, la inhibición 

específica de la PLC o NFAT, usando U73122 y 11R-VIVIT, respectivamente, bloqueó la formación de 

esferas, a pesar de que cada línea celular evaluada en el presente trabajo, moduló diferencialmente 

la vía Wnt/β-catenina. 

Por lo tanto, nuestros resultados indican que los ligandos Wnt activan el eje de señalización 

Wnt/calcio para inducir o mantener la capacidad de auto-renovación de las CSC, demostrando que 

es esencial para las funciones de las CSC en el cáncer colo-rectal. Los hallazgos abren la perspectiva 

hacia la posible participación de la vía Wnt/calcio en otras características de las CSC relacionadas 

con la resistencia al tratamiento y la erradicación de la enfermedad. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The Cancer Stem Cells (CSC) are responsible for maintaining tumor growth, chemoresistance, and 

metastasis. Therefore, understanding CSC characteristics is critical to progress in cancer therapy. 

While the contribution of the canonical Wnt/β-catenin signaling in both normal and CSC has been 

well established, the functions of non-canonical Wnt signaling cascades in CSC are unclear so far. 

Recently, our group reported that a single Wnt ligand triggers a complex signaling, in which the 

canonical and non-canonical responses can be simultaneously activated in colon cancer cells. On the 

other hand, the calcium mobilization dependent on PLC, following treatment with Wnt3a or Wnt5a 

(prototypic ligands that activate canonical and non-canonical pathways, respectively) was also 

described, suggesting that non-canonical Wnt pathways might be important in CSC. 

The aim of the present thesis was to investigate the role of the Wnt/calcium pathway in CSC of 

colorectal cancer. We employed sphere-forming cultures as a model of CSC enrichment, that is, 

wherein CSC increase in proportion to the total number of cells. In addition, we used colorectal cell 

lines with responsive or constitutive activity of the Wnt/β-catenin pathway to elucidate the 

contribution of Wnt/calcium signaling in the functional effects of Wnt ligands. 

Using Wnt3a or Wnt5a, we found that both Wnt ligands promote sphere-formation capacity and 

proliferation without necessarily stimulate β-catenin-dependent transcription. 

Upregulation of sphere formation by Wnt3a or Wnt5a required the downstream activation of PLC, 

engaged in the intracellular calcium mobilization, as well as NFAT. Remarkably, the single specific 

inhibition of PLC or NFAT, through treatment with U73122 or 11R-VIVIT, respectively, led to impaired 

sphere formation, despite differential modulation of Wnt/β-catenin in cell lines addressed in the 

present study. 

Therefore, our results indicate that both types of Wnt ligands activate Wnt/calcium signaling axis to 

induce and maintain the self-renewal efficiency of CSC, demonstrating to be essential for the 

functions of CSC derived from colorectal cancer. The findings open the outlook towards the possible 

involvement of Wnt/calcium in other features of CSC related to the persisting challenge in disease 

eradication.
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1 INTRODUCCIÓN 

 

1.1 EL INTESTINO Y LAS CÉLULAS TRONCALES 

 

El intestino se forma principalmente de una capa simple de células epiteliales, que posee una alta 

renovación. El recambio celular depende de las células troncales intestinales denominadas ISC (por 

las siglas en inglés Intestinal Stem Cells) localizadas en el fondo de las criptas, las cuales generan 

células que se diferencian conforme migran hacia la vellosidad del intestino delgado, o al vértice de 

la cripta en el intestino grueso. El tiempo de vida de las células diferenciadas es corto, haciendo que 

el recambio del epitelio intestinal sea aproximadamente de 3 días, lo que señala lo fundamental de 

las ISC para la homeostasis de este órgano [1]. En diversos estudios, las ISC también se denominan 

células CBC (por las siglas en inglés Crypt Base Columnar), debido a su localización en el epitelio 

intestinal [2]. 

Las ISC residen en un nicho enriquecido con ligandos Wnt [3]. Las células mesenquimales 

subepiteliales son parcialmente responsables de este enriquecimiento, ya que producen Wnt2B, 

ligando asociado a la activación de la vía Wnt/β-catenina [4]. En referencia a esta vía, las células 

mesenquimales pericriptales, cercanas al nicho de ISC, expresan el agonista de la vía Wnt/β-catenina 

llamado R-spondina 3, lo que refuerza la importancia de la activación de la vía Wnt/β-catenina en 

las ISC [5].  En efecto, la vía Wnt/β-catenina se describe como regulador maestro de las ISC (Figura 

1) [6, 7]. Esto se observa incluso en condiciones ex vivo, donde la presencia de Wnt3a, agonista 

prototipo canónico de la vía Wnt/β-catenina, ya sea adicionado exógenamente o secretado por 

células Paneth, es importante para el mantenimiento de las ISC [8].  

En condiciones in vivo, dos subpoblaciones celulares de ISC se identifican a través de los marcadores 

moleculares Lgr5 y Bmi1. Durante la regeneración del epitelio intestinal, las células Lgr5+ activan la 

vía Wnt/β-catenina y son mitóticamente activas, mientras que las células Bmi1+ no cambian el estado 

activo de la vía Wnt/β-catenina, permaneciendo en un estado quiescente. Esto sugiere que, las 

células Lgr5+ contribuyen a la regeneración y las células Bmi1+ tienen un aporte menor. Sin embargo, 

mientras que las células Lgr5+ mueren en respuesta al daño por radiación en el intestino, las células 

Bmi1+ proliferan para sostener la remodelación de criptas y vellosidades, lo que denota la 

importancia de diferentes subpoblaciones celulares en el mantenimiento del intestino [9].  

La actividad a los ligandos Wnt en el epitelio intestinal no es exclusivo de las ISC, ya que, por ejemplo, 

el estímulo con Wnt11 lleva a una mayor proliferación y migración de las células epiteliales 

intestinales diferenciadas. Si bien, Wnt11 desencadena alteraciones morfológicas, es interesante 

mencionar que Wnt11 no estimula la transcripción mediada por β-catenina, sino que activa otros 

efectores como la PKC y la CaMKII [10]. 

La expresión de los ligandos Wnt en el intestino es un proceso dinámico. Un ejemplo de esto es que 

al aumentar el calcio exógenamente, se activa al receptor sensible a calcio llamado CaSR, el cual 

desencadena un incremento en los niveles de Wnt5a. Además, también aumentan los niveles de 
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Ror2, el cual actúa como co-receptor de ligandos Wnt. Ambos aumentos sugieren un cambio en el 

microambiente que pudiese favorecer la diferenciación de las ISC [11]. 

 

Figura 1. Estructura celular del intestino. Las ISC se localizan en el fondo de la cripta y generan las células de 

amplificación transitoria (TA) que migran durante su diferenciación hasta la cara luminal. Las señales que 

provienen de células próximas al epitelio intestinal y de la membrana basal regulan el mantenimiento de las 

ISC. ECM: Matriz extracelular, BM: Membrana basal. Figura tomada de Onfroy-Roy L et al. 2020 [1]. 

El recambio celular en el intestino es alto, lo que ocasiona que sea un epitelio susceptible a la 

transformación celular, debido a una entrada constante al ciclo celular, tanto de las ISC como de su 

progenie. Esto sostiene entonces que, el cáncer colo-rectal pueda originarse de la desregulación de 

las ISC al alterar el gradiente de señalización de la vía Wnt/β-catenina que se establece a lo largo del 

eje de las criptas intestinales, mecanismo molecular importante en el presente trabajo [12]. 

 

1.2 CÉLULAS TRONCALES CANCEROSAS 

Las células troncales se caracterizan por auto-renovarse y generar células diferenciadas. La 

regulación de las células troncales es crucial para el desarrollo embrionario, organogénesis y la 
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homeostasis de los tejidos, siendo este último necesario para el reemplazo celular en los tejidos a lo 

largo de la vida adulta [13]. Por lo tanto, las alteraciones en las funciones de las células troncales 

desencadenan enfermedades como el cáncer [14, 15]. 

Las células troncales cancerosas, referidas en el presente trabajo como CSC, tienen una mayor 

habilidad de generar tumores, además de que comparten características con las células troncales 

normales, como la expresión de marcadores de troncalidad, la capacidad de auto-renovación y la 

diferenciación a células especializadas [16, 17]. Además, la reincidencia del cáncer, la resistencia a 

agentes citotóxicos y la metástasis se atribuyen principalmente a las CSC [16, 17]. La base molecular 

de la mayor resistencia a quimioterapia que tienen las CSC se debe en parte, a la sobre-expresión de 

las bombas transportadoras de membrana tipo ABC, en una mayor capacidad de reparación de DNA 

y en la resistencia a apoptosis [16–18]. Por ejemplo, las CSC, provenientes de cáncer colo-rectal, 

mostraron una mayor quimioresistencia que las células diferenciadas engendradas de las CSC [18]. 

Además, la notable plasticidad que presentan las CSC, así como la entrada y salida a un estado de 

quiescencia o dormancia en condiciones de estrés, son rasgos cruciales en la resistencia a 

quimioterapia, radioterapia y, por tanto, a la recurrencia del tumor [19]. 

Aunque las CSC pueden originarse de células troncales normales [20, 21], o de progenitores 

comprometidos que reactivan el perfil de troncalidad [22], se argumenta que deben cumplir criterios 

específicos para conferir el término de CSC (Figura 2), los cuales se explican a continuación. 

 

Figura 2. Características moleculares y funcionales de las CSC. Marcadores moleculares (transmembranales y 

factores de transcripción) y ensayos funcionales que se establecen como criterios en la identificación de CSC. 
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1.2.1 Capacidad de auto-renovación 

La auto-renovación es la característica de una célula en mantener sus características biológicas 

después de la división celular. Esto implica que la célula preserva su grado de diferenciación y su 

potencial proliferativo. La división celular de la célula troncal se clasifica en 2 tipos: la división celular 

simétrica y la división celular asimétrica. En la división celular simétrica, las células generadas poseen 

similitud entre ellas, ya sea poque ambas son células troncales o ambas son células que se 

diferenciaron. Por su parte, en la división celular asimétrica, una célula conserva el estado troncal 

mientras que la otra célula avanza en el grado de diferenciación.  

La auto-renovación confiere a las células troncales la capacidad de mantener su estado troncal a 

pesar de las divisiones celulares, mientras que, son estas mismas células troncales las que pueden 

generar células diferenciadas, acorde al requerimiento de los tejidos, con el fin de reemplazar a las 

células muertas. En el cáncer, la auto-renovación permite que las CSC mantengan su capacidad 

proliferativa y de manera similar a las troncales normales, de generar células diferenciadas que serán 

parte del resto del tumor. 

La capacidad de auto-renovarse de las CSC se atribuye a que éstas pueden provenir de células 

troncales normales que tuvieron mutaciones, siendo entonces un rasgo inherente [23]. No obstante, 

también se argumenta que células no troncales pueden adquirir la capacidad de auto-renovación 

durante la plasticidad de las células cancerosas [24, 25]. 

1.2.2 Diferenciación en células no troncales 

Las células troncales generan células diferenciadas, lo que implica cambios biológicos que se 

reconocen en el perfil de expresión genética, en la morfología celular y en la pérdida o ganancia de 

funciones. Esto lleva a que las células que avanzan a una mayor diferenciación, disminuyan el 

potencial proliferativo, lo que restringe, por tanto, su capacidad de mantener el crecimiento de un 

tumor [26–28]. No obstante, las células diferenciadas poseen otras características funcionales que 

favorecen la progresión tumoral [29]. 

Es importante mencionar que a pesar de que la diferenciación se considera una característica de las 

células troncales, no es exclusiva de éstas, pues también las células progenitoras o células 

precursoras son capaces de diferenciarse en distintos linajes [30]. Por lo tanto, la potencialidad de 

diferenciación debe tomarse con cautela cuando se busca establecer si las células de interés poseen 

un estado troncal. 

1.2.3 Perfil de marcadores 

El avance en los estudios sobre las células troncales, normales y cancerosas, ha permitido establecer 

componentes específicos en este tipo de células, los cuales pueden clasificarse con base en su 

función en las células. Por una parte, las proteínas transmembranales se consideran marcador de las 

CSC, ya que su presencia favorece la comunicación de las CSC con el microambiente, tanto con otros 

tipos celulares como con componentes de la matriz extracelular [31]. Por otra parte, factores 

transcripcionales se asocian al mantenimiento de un estado no diferenciado, regulando la 

transcripción a nivel global dentro de las células troncales [32]. A continuación, se describen 
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brevemente aquellos componentes moleculares que son ampliamente referenciados y que resultan 

relevantes para fines del presente trabajo. 

1.2.3.1 Oct3/4 

Oct3/4 es un factor transcripcional que participa en el mantenimiento de las células troncales 

durante la embriogénesis. Respecto al tejido normal del colon en etapa adulta, la expresión de 

Oct3/4 se identifica en las CBC. En tumores de colon, la expresión de Oct3/4 se asocia a una peor 

respuesta clínica, en parte al prevenir la apoptosis de las células cancerosas [33]. Oct3/4 contribuye 

al crecimiento tumoral, la transición epitelio-mesénquima y la metástasis [33]. 

1.2.3.2 Sox2 

Sox2 es un factor transcripcional principalmente descrito por participar en el estado troncal de las 

células embrionarias. Dentro de los genes blanco, Sox2 regula la expresión de Oct3/4 [33]. Una vez 

que Sox2 y Oct3/4 se expresan, forman un complejo transcripcional que modula los niveles de 

múltiples proteínas [33]. En los tumores de cáncer colo-rectal, Sox2 se expresa en estadios 

avanzados, e incluso los niveles de Sox2 fueron mayores al comparar con muestras de pacientes 

sanos. Además, Sox2 también correlaciona con la metástasis y el infiltrado en nódulos linfáticos [33]. 

1.2.3.3 CD44 

CD44 es una glicoproteína de superficie que actúa como receptor, principalmente del ácido 

hialurónico [31]. El inmunofenotipo CD44+/CD24- identifica a CSC de cáncer de mama, dado su alto 

potencial para formar esferas y tumores [27, 33]. En el cáncer de colon, las células EpCAMAlto/CD44+ 

tienen un mayor potencial tumorigénico, invasivo y metastásico [34], mientras que células CD44+ en 

este mismo tipo de cáncer muestran una mayor quimioresistencia [35]. La sobre-expresión de CD44 

se identifica como un evento temprano en la transición de adenoma colo-rectal a carcinoma, e 

incluso la disminución de CD44 previene la tumorigénesis [33]. De manera relevante, una célula 

única CD44+, proveniente de un paciente con cáncer colo-rectal, es capaz de formar un tumor in vivo 

[36]. 

1.2.3.4 CD44v6 

CD44 exhibe isoformas por splicing alternativo, lo cual depende de 10 exones variables que codifican 

la región extracelular de este receptor. CD44v6 es una variante de CD44 que, al reducir sus niveles, 

se afecta la capacidad metastásica de células de cáncer de colon, sin alterar el tamaño de los tumores 

primarios, lo que indica la asociación de CD44v6 con la metástasis [37]. Esto se corrobora al 

aumentar la capacidad metastásica por el incremento de la expresión de CD44v6, como respuesta a 

los factores secretados por las células asociadas al tumor [37]. 

1.2.3.5 CD133 

CD133 (Prominina-1 o AC133) es una glicoproteína transmembranal que se expresa en el epitelio de 

colon [33]. No obstante, CD133 se relaciona negativamente con la sobrevida de los pacientes con 

cáncer colo-rectal, glioma y carcinoma hepatocelular [38, 39]. Acorde a esto, la disminución de 

células CD133+ reduce el crecimiento tumoral en cáncer colo-rectal, pancreático y hepático [40, 41]. 

Las células CD133+ de cáncer de colon exhiben la capacidad de auto-renovación, diferenciación y 
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supervivencia ante la radiación y agentes quimioterapéuticos, en comparación a células CD133-, 

además de que la expresión de CD133 se asoció con el tamaño de los tumores [33, 34, 42]. Asimismo, 

las células CD133+ aisladas de pacientes con cáncer colo-rectal permanecen en un estado no 

diferenciado y forman tumores en ratón [33]. 

1.2.4 Subpoblación celular minoritaria 

Las células troncales normales tienen una menor tasa de proliferación en comparación a las células 

diferenciadas derivadas de éstas. En el caso del cáncer, una alta proporción de la masa tumoral se 

conforma de células cancerosas no troncales que son altamente proliferativas, mientras que las CSC 

permanecen como minoría celular debido a su menor rango de proliferación. Al cambiar la relación 

entre divisiones simétricas y asimétricas de las CSC, esta subpoblación celular puede incrementar, a 

lo cual se le atribuye el término enriquecimiento [43, 44]. Diversos métodos se han desarrollado 

para el enriquecimiento de CSC, donde el cultivo de esferas es ampliamente utilizado y el cual se 

explica en una sección más adelante, por ser importante para el presente trabajo [45].  

Es importante mencionar que los modelos matemáticos proponen que la proporción de CSC es 

altamente variable, por lo que, en algunos casos, las CSC no necesariamente constituyen la minoría 

celular dentro un tumor [46]. Esto en parte, se debe al estadio de progresión del cáncer, tal y como 

se observó en el carcinoma de células escamosas, donde la frecuencia de CSC incrementó en etapas 

más avanzadas [47]. Además, las CSC de melanoma aumentan en cantidad al ser trasplantadas en 

ratones NOD/SCID [48]. Por lo tanto, el criterio de que una minoría celular representa a las CSC, debe 

complementarse con los demás criterios, para identificar con certidumbre la identidad troncal en 

una célula cancerosa. 

1.2.5 Potencial tumorigénico 

El conocimiento acerca de la capacidad de una célula para iniciar un nuevo tumor, ya sea dentro del 

mismo organismo, o al ser trasplantada a otro organismo, es fundamental para entender la 

reincidencia de los pacientes con cáncer. Es por ello que, a diferencia de los criterios anteriores, esta 

característica es punto divergente entre las células troncales normales y las CSC [44]. Este rasgo se 

basa en la capacidad de las CSC en formar tumores en ensayos de xenotrasplante serial, 

reestableciendo en cada pase in vivo, la organización celular jerárquica y heterogeneidad del tumor 

parental [49]. 

En específico, el potencial tumorigénico es el número mínimo de células cancerosas para iniciar el 

proceso tumorigénico en condiciones in vivo. Frecuentemente, se describe el rango de 100-50,000 

células, donde a menor número de células requerido indica un mayor potencial tumorigénico. Esta 

capacidad parcialmente depende de las condiciones experimentales, siendo los transplantes 

ortotópicos o ectópicos en ratones NOD/SCID los más usados [50]. 

En la literatura, el término TIC (por las siglas en inglés Tumor-Initiating Cells) se asigna a las células 

con alto potencial tumorigénico. Si bien, las CSC son homologadas a las TIC, existen células de 

amplificación transitoria que también forman un tumor nuevo, por lo que otros criterios deben 

emplearse de forma complementaria durante el estudio de las células troncales, como lo es la auto-

renovación [22].  
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1.2.6 Esferas, modelo de estudio de las Células Troncales Cancerosas 

El estudio de las CSC se basa principalmente en ensayos funcionales relacionados a sus propiedades, 

en comparación, por ejemplo, a la expresión de marcadores de superficie, debido a la plasticidad 

fenotípica. El método por excelencia para evaluar la presencia de CSC son los ensayos tumorigénicos, 

sin embargo, la infraestructura detrás de estos ensayos hace que métodos in vitro, como la 

formación de esferas, sean más utilizados y que, para el presente trabajo, sea la herramienta técnica 

usada [51]. 

El método de formación de esferas, descrito por primera vez hace aproximadamente 20 años en 

células de tumor de cerebro [52], se basa en que una célula única es capaz de originar una esfera 

por expansión clonal. Es un método para la propagación de las CSC, en el cual se requiere de una 

disociación mecánica y enzimática para obtener una suspensión de células únicas. La suspensión 

celular se siembra a una baja densidad celular en un medio de cultivo específico, en condiciones de 

baja adherencia para promover la proliferación como estructuras esféricas no adherentes clonales. 

La ausencia de adhesión induce la muerte celular por anoikis de células diferenciadas, por lo que las 

células de tumor menos diferenciadas, dentro de las cuales están las CSC, sobreviven y proliferan 

para generar el resto de células que constituirán a las esferas. Es crucial hacer énfasis que las esferas 

no son estructuras homogéneas con células no diferenciadas, sino que abarca un rango de entidades 

celulares diferentes que asientan la base de una heterogeneidad inter-esferas e intra-esferas, lo que 

explica la expresión variable de marcadores de troncalidad o diferenciación, sin embargo es el 

enriquecimiento de las CSC el principal objetivo [53].  

El medio de cultivo que se emplea carece de suero fetal bovino, a diferencia del medio de cultivo 

estándar usado en cultivos de monocapa. No obstante, el medio de cultivo se suplementa con 

factores que favorecen la proliferación de células troncales, siendo los más recurrentes bFGF y EGF. 

Asimismo, dependiendo del tipo de cáncer, otros factores pueden usarse, dentro de los cuales 

Wnt3a es descrito para esferas de cáncer colo-rectal [54]. Es por ello que, en esferas, las células se 

mantienen predominantemente menos diferenciadas, con la expresión escasa o nula de marcadores 

de diferenciación, como por ejemplo de CK20 en células de cáncer de colon [55]. 

Las CSC dependen de un microambiente permisivo que permite preservar la habilidad de auto-

renovarse y originar células progenitoras diferenciadas. Si bien, un ensayo de formación de esferas 

carece de células estromales y componentes de la matriz extracelular que establezcan este 

microambiente, las mismas células de las esferas producen componentes específicos como 

tenascina C, e incluso componentes del medio de cultivo pueden usarse para asemejar su propio 

nicho in vivo [56, 57]. Finalmente, es importante mencionar que el propósito del cultivo de esferas 

es primordialmente estudiar las propiedades de las CSC, en lugar de mimetizar un tejido canceroso, 

ya que no replica la estructura tridimensional y la complejidad del microambiente de un tumor in 

vivo. 

1.3 EL CÁNCER COLO-RECTAL, ENFERMEDAD DE VÍA WNT ABERRANTE 

 

El Cáncer Colo-rectal, referido en el presente trabajo como CRC, ocupa el segundo lugar como el tipo 

de cáncer con el mayor número estimado de casos de muerte y de prevalencia, mientras que ocupa 
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el tercer lugar con la mayor incidencia en el mundo (Figura 3) [58, 59]. En los años recientes, la 

incidencia de CRC esporádico aumentó, siendo incluso a una edad cada vez más temprana, lo cual 

se atribuye al estilo de vida y a las condiciones ambientales [60]. Esto remarca la relevancia que 

continúa siendo el CRC en la actualidad, pese a los avances en el área clínica [61]. El CRC es el tipo 

de cáncer que se origina en el segmento final del sistema gastrointestinal, es decir, en el colon y el 

recto [12], el cual posee características específicas que resultan relevantes en el inicio y progresión 

del cáncer, anteriormente mencionadas.  

 

Figura 3. Datos estadísticos del cáncer colo-rectal a nivel global. Número estimado de casos en la Incidencia 

(A), Prevalencia de 5 años (B) y Mortalidad (C) de pacientes con CRC, incluyendo ambos sexos y todas las 

edades. Gráficas tomadas de GLOBOCAN, 2023. 

La señalización Wnt/β-catenina está frecuentemente desregulada en el CRC, donde las mutaciones 

en el gen APC, son las más tempranamente detectadas. APC es una proteína de andamiaje que 

contribuye a la formación del complejo proteico encargado de la degradación de β-catenina, por lo 

que mutaciones en APC, lleva a que su actividad antagónica sobre β-catenina se reduzca y por tanto, 

la actividad de β-catenina se incremente [62]. En el caso del cáncer colo-rectal hereditario, pacientes 

con FAP (por las siglas en inglés Familial Adenomatous Polyposis), tienen mutaciones en APC de línea 

germinal. Estos pacientes con mutaciones heterozigóticas en APC, comúnmente pierden el segundo 

alelo en células individuales, las cuales pueden originar adenomas colorectales y pólipos en adultos 

jóvenes que los predisponen a desarrollar cáncer [63]. Debido a que los adenomas son altamente 

proliferativos, representan un contexto de riesgo para mutaciones adicionales que lleven a la 

transformación celular. Por ejemplo, las mutaciones adicionales en KRAS, TP53 y SMAD4 favorecen 

que estos pólipos progresen hacia la malignidad tumoral [2]. Por su parte, las mutaciones somáticas 

en APC se identifican en cerca del 85% de las neoplasias intestinales esporádicas, desde adenomas 

hasta carcinomas, dentro de las cuales, el 90% resulta en una versión trunca de la proteína APC [64]. 

Las mutaciones en APC llevan a que su actividad antagónica sobre la vía Wnt/β-catenina disminuya, 

no obstante, distintas mutaciones en APC llevan a diferentes niveles de activación de esta vía, la cual 

se describe cada vez más compleja, y que se discute a detalle en la siguiente sección [65].  
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1.4 SEÑALIZACIÓN WNT 

 

La señalización Wnt debe su nombre al ligando Wnt, el cual se une al receptor Frizzled (Fzd), proteína 

transmembranal que desencadena uno o varios mecanismos, siendo 3 los principales: la vía Wnt/β-

catenina, la vía Wnt/Polaridad Celular Planar (referida de forma abreviada como Wnt/PCP) y la vía 

Wnt/calcio [66]. La vía Wnt/β-catenina fue la primera descrita en respuesta a ligandos Wnt, por lo 

que se le denominó vía Wnt canónica, mientras que las vías independientes de β-catenina, donde 

se incluyen las vías Wnt/PCP y Wnt/calcio, se clasificaron como vías Wnt no canónicas [65]. A nivel 

de los ligandos Wnt, se clasifican como ligandos Wnt activadores de la vía Wnt canónica (Wnt1, 

Wnt2, Wnt3, Wnt3a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt10a y Wnt10b), y ligandos Wnt activadores de las vías Wnt 

no canónicas (Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7a, Wnt7b y Wnt11), sin embargo, esto no es definitivo y 

corresponde evaluarlo en cada caso [67].  

La predicción del tipo de señalización con base a los receptores es difícil, ya que los receptores Fzd 

forman homo-oligómeros y hetero-oligómeros [68]. En años recientes, se argumenta que los 

complejos que forman los ligandos Wnt con los receptores en conjunto con los co-receptores son 

los que determinan la señalización. Bajo esta idea, Wnt3a y Wnt5a, ligandos prototipos canónico y 

no canónico, llevan a la fosforilación de LRP5/6 y Ror2, respectivamente [69]. Entender los 

mecanismos que se activan en respuesta al ligando Wnt, permite entonces regular procesos en los 

cuales participan (Figura 4A). Es por ello que se explican brevemente, así como su relación con el 

CRC. 

 

Figura 4. Vías de señalización Wnt. A) La vía Wnt/β-catenina se denomina canónica y depende de la 

transcripción mediada por β-catenina. Las vías Wnt no canónicas abarcan la vía Wnt/calcio y Wnt/PCP. La vía 
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Wnt/calcio activa efectores como CaMKII, Calcineurina y PKC, a través de la movilización de calcio intracelular, 

para favorecer la actividad de NFAT, y a Cdc42 para regular el citoesqueleto. Por su parte, la vía Wnt/PCP 

estimula a RAC y RhoA para el rearreglo del citoesqueleto y a JUN para la modulación transcripcional. B) 

Polarización de estructuras epiteliales a través de la señalización PCP con la formación de los complejos 

proteícos Fmi-Fzd-Dvl-Dgo y Fmi-Vangl-Pk que se estabilizan o se antagonizan inter- o intra-celularmente, 

respectivamente. Figura modificada de Sarabia-Sánchez MA et al. 2023 [70] 

1.4.1 La vía canónica Wnt/β-catenina 

La transcripción dependiente del coactivador transcripcional β-catenina es el rasgo distintivo de esta 

vía de señalización. En ausencia de los ligandos Wnt, β-catenina citosólica es degradada a través del 

proteosoma. Esto se debe a que β-catenina se fosforila por medio de un complejo multiproteico 

formado por las proteínas de anclaje APC y Axina, y de las cinasas CKIα y GSK3β. El estado fosforilado 

de β-catenina se reconoce por β-TrCP, una ligasa de ubiquitina E3, la cual se encarga de 

poliubiquitinarla para su posterior degradación vía proteosoma.  

La unión del ligando Wnt a Fzd inhibe la actividad del complejo que fosforila a β-catenina, al reclutar 

a Axina, GSK3β y CKIα a la membrana, donde estas dos últimas fosforilan a LRP5/6. La relocalización 

de Axina a la membrana plasmática le permite asociarse con Dishevelled (Dvl) para formar el 

complejo Axina-Dvl-Fzd-LRP5/6, el cual una vez que forma el señalosoma, es endocitado [71].  

Por su parte, β-catenina se estabiliza y se acumula en el citoplasma para translocar al núcleo. Dentro 

del núcleo, β-catenina regula la transcripción de los genes blanco al interactuar con factores de 

transcripción de la familia TCF/LEF. También, β-catenina se une a proteínas de la familia Legless como 

BCL9 y BCL9L, asociados a los coactivadores de la familia PYGO, remodeladores de la cromatina. En 

ausencia de β-catenina, TCF recluta a TLE para formar un complejo represor encargada de la 

desacetilación de histonas y, por tanto, la compactación de la cromatina. En contraste, cuando β-

catenina se une a los factores TCF/LEF, recluta co-activadores transcripcionales como p300 para 

favorecer la diferenciación o CBP para mantener el estado troncal [72]. 

1.4.1.1 Wnt/β-catenina y Cáncer Colo-rectal 

Como se mencionó anteriormente, el CRC se considera una enfermedad de vía Wnt aberrante, en 

específico, de la vía Wnt/β-catenina, debido a las frecuentes mutaciones tempranamente 

detectadas en APC, antagonista de la vía [62]. En un modelo murino, se demostró que la restauración 

de los niveles de APC revierte los adenomas hacia un tejido normal, lo que resalta que la activación 

constitutiva de la vía Wnt/β-catenina es fundamental para el proceso tumorigénico [65]. Acorde a 

esto, la acumulación de β-catenina en el núcleo se detecta en más del 80% de los tumores de CRC 

[73]. Asimismo, una alta expresión de β-catenina se relaciona a una baja sobrevida libre de 

enfermedad, sobrevida específica de cáncer y sobrevida global en pacientes con CRC [74].  

La vía Wnt/β-catenina se relaciona con múltiples procesos celulares en el cáncer como la 

proliferación, la angiogénesis, la supervivencia, la quimioresistencia, la transición epitelio-

mesénquima, la adhesión, la migración y la invasión celular [75, 76]. Además, se observó que CAF 

(por las siglas en inglés Cancer-Associated Fibroblasts) secretan exosomas que transportan ligandos 

Wnt para activar la vía Wnt/β-catenina y así, promover características de CSC [77]. 
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En condiciones normales, la regulación de la vía Wnt/β-catenina sobre el mantenimiento de las ISC 

es crucial, y cambios en esta, como la supresión de APC, desencadena la formación de hiperplasias 

epiteliales y adenomas [78, 79].  

1.4.2 La vía no canónica Wnt/calcio 

Wnt5a es el ligando Wnt más descrito en activar la vía Wnt/calcio en células cancerosas [80, 81]. El 

reconocimiento de Wnt5a no solo depende de receptores Fzd, sino también de co-receptores 

Ror1/2. En el caso de Ror1/2, se clasifica como pseudocinasa de la familia de RTK, ya que carece de 

la actividad intrínseca de cinasa de tirosina, mientras que se fosforila por MET y SRC para activar vías 

de señalización río abajo [82].  

El complejo Wnt/Fzd y la fosforilación de Ror por GSK3β activa a PLC que se localiza en la membrana 

plasmática, la cual genera IP3 y DAG a partir del Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. IP3 difunde a través 

del citosol e interactúa con los canales de calcio localizados en la membrana del retículo 

endosplásmico para liberar calcio, lo que activa a la cinasa CaMKII y a la fosfatasa Calcineurina. Los 

iones de calcio, en conjunto con DAG, activan a PKC, la cual se encarga de regular componentes del 

citoesqueleto de actina y miosina, a través de Cdc42. Tanto CaMKII como PKC activan efectores como 

NF-κB y CREB. Por su parte, Calcineurina regula positivamente a miembros de la familia NFAT, al 

desfosforilar el dominio regulador, desenmascarando así la señal de localización nuclear y, por tanto, 

favoreciendo la traslocación nuclear de NFAT. Incluso se describe que Calcineurina se localiza dentro 

del núcleo para mantener el estado desfosforilado y la localización nuclear de NFAT. 

Los miembros de la familia NFAT tienen un dominio de activación transcripcional (TAD), un dominio 

regulador (NHR) y un dominio de unión a DNA en el carboxilo terminal (RHR). El dominio NHR posee 

los sitios de unión para las cinasas CK-1, GSK3 y DYRK; así como para la fosfatasa Calcineurina. Una 

vez en estado desfosforilado, NFAT se une a elementos de DNA similares a los sitios NFκB. Aunque 

NFAT se une con baja afinidad al DNA, es la formación del complejo NFAT-AP1 lo que incrementa la 

afinidad, ya que además de formar dímeros, NFAT actúa sinérgicamente con otros factores 

transcripcionales como c-Fos y c-Jun. Finalmente, la vía Wnt/calcio también puede activar a PDE6, 

regulando así el estado metabólico de las células, al disminuir los niveles de cGMP [67].  

1.4.2.1 Wnt/calcio y Cáncer Colo-rectal 

La vía Wnt/calcio se asocia principalmente a capacidades relacionadas con la invasividad y 

metástasis de las células cancerosas [83]. En CRC, Wnt5a se sobreexpresa en muestras de pacientes 

[84] e incluso se identifica enriquecido en el estroma de los tumores [85]. La presencia de Wnt5a en 

el estroma promueve sitios de adhesión, donde los tumores se forman focalmente y se estimula la 

migración, que en este reporte se definió como migración direccional, porque a diferencia de la 

migración aleatoria, ésta se cuantificó a partir de la distancia recorrida hacia la zona libre de células 

en el cultivo in vitro. Además, también se favoreció la invasión de las células de CRC, sin cambiar de 

forma evidente la capacidad tumorigénica [86]. 

El estudio de la regulación epigenética muestra que Wnt5a está frecuentemente silenciado en 

células de CRC, debido a la metilación de su promotor [87]. No obstante, los macrófagos al co-

cultivarse con células cancerosas, aumentan la expresión de Wnt5a, con acción autócrina o 

parácrina. Wnt5a induce la polarización de los macrófagos al fenotipo M2, activando la vía CaKMII-
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ERK1/2-STAT3. Esta polarización de los macrófagos contribuye a un mayor crecimiento tumoral, 

invasión y metástasis de las células cancerosas de colon. A la vez, en el co-cultivo con los macrófagos, 

las células cancerosas activan la vía Wnt/β-catenina y la actividad de JNK para favorecer la capacidad 

invasiva [85, 88].  

Se propone que uno de los mecanismos por el cual actúan algunos compuestos con actividad 

anticancerosa, incluyendo sobre las células de cáncer de colon, es a través de la inhibición de canales 

de calcio [89, 90], sin embargo, el calcio que actúa como segundo mensajero en respuesta a los 

ligandos Wnt representaría un mecanismo alternativo. 

1.4.3 La vía no canónica Wnt/PCP 

PCP se refiere a la polarización de distintos epitelios dentro de la estructura del epitelio, sin embargo, 

también incluye la polaridad en células no epiteliales [67]. En la vía Wnt/PCP participa Fzd, la 

cadherina atípica Fmi y la tetraspanina Vangl, además de las proteínas citoplasmáticas Dvl, Dgo y 

Prickle (Pk) [91]. En presencia del ligando Wnt, se forman principalmente dos complejos, el primero 

formado de Fmi-Fzd-Dvl-Dgo y el segundo formado por Fmi-Vangl-Pk. Estos complejos se estabilizan 

entre células vecinas, con la interacción intercelular que establecen Fmi-Fzd y Fmi-Vangl. A la vez, 

estos complejos se antagonizan dentro de la misma célula por interacciones negativas entre Dvl-Dgo 

y Pk, lo que genera una localización asimétrica de los complejos a lo largo de un plano (Figura 4B) 

[92]. 

La unión de Wnt5a a Fzd requiere de Ror2 para formar el complejo Vangl-Ror2 [93]. Dvl favorece la 

fosforilación de Vangl2 por CKI, lo que regula su localización y función [94]. La vía Wnt/PCP actúa 

sobre la actividad de las GTPasas pequeñas Rac y Rho, lo que produce la reestructuración del 

citoesqueleto necesaria para la polaridad celular y la migración.  

La GTPasa RhoA no solo repercute en el citoesqueleto, sino también en la regulación transcripcional, 

ya que activa a JNK para que transloque al núcleo y fosforile a AP-1, el cual recluta coactivadores 

transcripcionales que modulan la expresión de genes blanco. 

1.4.3.1 Wnt/PCP y Cáncer Colo-rectal 

La vía Wnt/PCP regula la capacidad migratoria, invasiva y metastásica en diversos tipos de cáncer, lo 

que se asocia a su participación en la migración coordinada durante el desarrollo embrionario [95]. 

La asimetría de los componentes de la vía Wnt/PCP se describe en células cancerosas, donde los 

complejos con Fzd se localizan en las protuberancias celulares, mientras que los complejos con Vangl 

se identifican en las áreas no protuberantes [96]. Al disminuir los niveles de Vangl1, se restringe la 

progresión y la metástasis del cáncer de colon [97]. Incluso, la alta expresión de Vangl1 se relaciona 

con un mayor riesgo de reincidencia en los pacientes con cáncer de mama. También otros 

componentes como Celsr1, Pk1 y CK1-ε incrementan en linfocitos B de pacientes con leucemia 

linfocítica crónica [98].  

Wnt1 se secreta en exosomas y favorece la proliferación y migración de células de CRC al activar RHO 

y JNK, componentes de la vía Wnt/PCP [99]. Por su parte, Wnt2 también favorece la invasividad de 

las células de CRC mediante c-Jun/AP-1 [100]. Además, el eje de señalización Wnt11/Fzd7 activa JNK 

y c-Jun para favorecer la proliferación, migración e invasión de células cancerosas de colon [101]. 
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También se describen otros mecanismos con la participación de proteínas G como las subunidades 

Gβγ, en la capacidad invasiva de células de CRC en respuesta a Wnt2 [100]. 

 

1.4.4 Wnt3 y Wnt5a en el Cáncer Colo-rectal 

En la mayoría de los mamíferos, son 19 ligandos Wnt que desencadenan una señal a través de una 

variedad de receptores y mecanismos moleculares río abajo [66]. Dentro de la caracterización, 

Wnt3a se considera prototipo de ligando Wnt canónico, ya que predominantemente activa la vía 

Wnt/β-catenina, mientras que Wnt5a es el prototipo de ligando Wnt no canónico, debido a que 

inhibe la vía Wnt/β-catenina, a través de estimular una o varias vías Wnt no canónicas. Esta 

clasificación se ha tomado como referencia en el estudio de la señalización Wnt, sin embargo, es 

importante mencionar que no es categórico y que, cada ligando Wnt puede modificar la señalización 

en función al contexto celular.  

En tejidos de CRC, la expresión de Wnt3a es alta y en el medio condicionado de cultivos primarios, 

los niveles de Wnt3a es mayor en células de pacientes con CRC que las de donadores sanos [102]. 

Wnt3a se asocia a la transición epitelio-mesénquima, a estadios tardíos del cáncer y a un peor 

pronóstico en pacientes con CRC [102]. Asimismo, Wnt3a se localiza principalmente en los sitios 

primarios del tumor en comparación a los sitios metastásicos [102].  

Por su parte, Wnt5a es el ligando más referenciado en activar la vía Wnt/calcio en células cancerosas, 

sin embargo, se le asocia tanto a funciones oncogénicas como supresoras de tumor [80, 81]. Al 

restringir la activación de la vía Wnt/β-catenina, el papel de supresor tumoral se atribuye a Wnt5a. 

Por ejemplo, la expresión ectópica de Wnt5a favorece la degradación de β-catenina, inhibiendo la 

formación de colonias [103]. En parte se debe a que, ante altos niveles de calcio extracelular, 

Wnt5a/Ror2 inducen la expresión de la ligasa de ubiquitina Siah2, encargada de la degradación de 

β-catenina [104]. Es importante mencionar que Wnt5a/Ror2 también puede ser responsable de la 

metástasis y la quimioresistencia, al favorecer la actividad de β-catenina en células de cáncer de 

mama [105], lo que demuestra que la modulación de la vía Wnt/ β-catenina por Wnt5a depende del 

contexto celular. Acorde a esto, la expresión de Wnt5a se asocia a un pronóstico favorable en 

pacientes con cáncer de colon de Dukes B [106]. 

 

1.5 ANTECEDENTES DIRECTOS 

 

Previamente en nuestro laboratorio, se usaron células RKO y SW480, que son líneas celulares 

establecidas de pacientes con cáncer colo-rectal, las cuales expresan la versión silvestre y la versión 

trunca de APC, respectivamente. Es decir, las células RKO son responsivas para activar la vía Wnt/β-

catenina, mientras que las células SW480 tienen la activación constitutiva de esta misma. El análisis 

de proteínas transmembranales demostró que ambas líneas celulares expresan receptores Fzd 

(Fzd2, Fzd4, Fzd6, Fzd7) y el co-receptor Ror2, en comparación a una línea celular no maligna, lo que 

indicó que pueden reconocer ligandos Wnt [107]. 
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Al analizar la señalización en respuesta a ligandos Wnt, el tratamiento con Wnt3a estimuló la 

actividad transcripcional mediada por β-catenina en RKO. Esto se evaluó con el sistema reportero 

TOP/FOP, el cual expresa luciferasa mediante un promotor que posee sitios de unión a TCF, factor 

transcripcional que se une a β-catenina (TOP), en relación al que posee estos sitios de unión mutados 

y que por tanto se usa como control negativo (FOP). Al adicionar Wnt5a junto al tratamiento con 

Wnt3a, se observó que esta actividad transcripcional disminuyó, demostrando que Wnt5a inhibe la 

activación de β-catenina por Wnt3a. Por su parte, solo Wnt5a no indujo cambios en la actividad del 

reportero (Figura 5A). Por lo tanto, y como fue de esperarse, Wnt3a actuó como ligando prototipo 

canónico y Wnt5a como ligando prototipo no canónico, acorde a lo descrito en otros trabajos [69, 

108]. En cuanto a SW480, Wnt3a y Wnt5a carecieron de un cambio en la actividad transcripcional 

dependiente de β-catenina, lo que refuerza la evidencia de la activación constitutiva de la vía Wnt/β-

catenina en esta línea celular (Figura 5C) [107]. 

Lo interesante radicó en que tanto Wnt5a como Wnt3a desencadenaron la movilización de calcio en 

RKO y SW480 (Figura 5B, D). Este hallazgo resultó relevante, ya que, por una parte, Wnt3a no solo 

fue capaz de activar la transcripción mediada por β-catenina, es decir la vía Wnt/β-catenina, sino 

que también movilizó calcio en RKO, por un mecanismo dependiente de PLC, lo cual se relaciona con 

la vía Wnt/calcio (Figura 5A-B). Esto demostró que un mismo ligando Wnt fue capaz de activar dos 

tipos de vías Wnt de forma simultánea en un mismo tipo de células. Por otra parte, aunque la vía 

Wnt/β-catenina fue constitutivamente activa en SW480, ya que no hubo cambios en presencia de 

Wnt3a o Wnt5a, la movilización de calcio fue hallado en respuesta a ambos ligandos en estas mismas 

células, aunque de forma más discreta para Wnt5a que para Wnt3a (Figura 5C-D) [107].  

 

Figura 5. Wnt3a y Wn5a regulan diferencialmente la vía Wnt/β-catenina, pero ambos movilizan el calcio 

intracelular. Cuantificación de la actividad transcripcional dependiente de β-catenina en presencia o ausencia 

de Wnt3a, Wnt5a, o ambos, en RKO (A) y SW480 (C) por medio del sistema de plásmidos reportero TOP/FOP. 

Análisis de los niveles inracelulares de calcio en respuesta a Wnt3a o Wnt5a en RKO (B) y SW480 (D). LPA se 

usó como control positivo de movilización de calcio. Modificado de Flores-Hernández E et al.  2020 [107]. 
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Con base a la movilización de calcio, se sugería que los ligandos Wnt pudieran regular funciones 

celulares como la migración, ya que está ampliamente relacionada a la vía Wnt/calcio [83]. 

Efectivamente, ambos ligandos Wnt favorecieron la migración tanto en SW480, como en RKO (Figura 

6). Para ambas líneas celulares, el uso del inhibidor de PLC llamado U73122 restringió este efecto 

por Wnt3a y Wnt5a (Figura 6), lo que estableció que ambos ligandos activan la vía Wnt/PLC/calcio 

para contribuir a la migración que, al analizar a RKO y SW480, pudiera ser simultáneo o no, a la 

activación de la vía Wnt/β-catenina, respectivamente (Figura 5) [107]. 

 

Figura 6. PLC participa en el incremento de la migración celular por Wnt3a y Wnt5a, en RKO y SW480. 

Imágenes representativas por microscopía de campo claro de los ensayos de cierre de herida bajo el 

tratamiento con Wnt3a (A) y Wnt5a (B) adicionado con el inhibidor de PLC U73122. La línea discontinua indica 

el promedio de las células movilizadas. Modificado de Flores-Hernández E et al. 2020 [107]. 

Debido a que los estudios se realizaron en condiciones estándar de monocultivo, dentro del cual se 

reconoce la presencia de CSC, pero en una baja proporción, quedó por determinarse si la vía 

Wnt/calcio también pudiese ser relevante para este tipo de células. 
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La vía Wnt canónica es importante en las células troncales cancerosas. Por otro lado, se sabe que las 

vías Wnt/β-catenina y Wnt/calcio se activan simultáneamente en células de cáncer de colon. Sin 

embargo, es poco lo que se conoce acerca de la vía Wnt/calcio en las CSC, en relación a la población 

celular total. 

 

 

 

3 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿La vía Wnt/calcio está activa o puede activarse en células troncales cancerosas de colon para 

regular funciones propias a este tipo de células? 

 

 

 

4 HIPÓTESIS 

 

La vía Wnt/calcio opera en las células troncales cancerosas de colon para regular funciones como la 

auto-renovación y la proliferación. 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Conocer el papel de la vía Wnt/calcio en las células troncales cancerosas de líneas celulares de cáncer 

colo-rectal, usando la formación de esferas como modelo de cultivo enriquecido de células troncales 

cancerosas. 

 

 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Caracterizar el cultivo de esferas a partir de líneas celulares de CRC, como método de estudio de 

las CSC. 

 

2. Analizar la activación de la vía Wnt canónica en respuesta a Wnt3a y Wnt5a en el cultivo de esferas. 

 

3. Evaluar el efecto de los ligandos Wnt3 y Wnt5a en las características de las CSC como la auto-

renovación y la proliferación. 

 

4. Determinar la activación de la vía Wnt/calcio en respuesta a Wnt3a y Wnt5a en el cultivo de 

esferas. 

 

5. Describir el efecto de la inhibición de la vía Wnt/calcio en la capacidad de formar esferas. 
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6 METODOLOGÍA 

 

6.1 LÍNEAS CELULARES 

Las líneas celulares cancerosas (RKO, SW480 y SW620) y las líneas de fibroblastos secretores de Wnt3 

o Wnt5a (L-Wnt3a y L-Wnt5a, respectivamente) se obtuvieron de ATCC (Manassas, VA, USA). RKO es 

un prototipo de células de cáncer de colon con mutación en BRAF y con la vía Wnt canónica 

responsiva. SW480 y SW620 son células de cáncer de colon con mutación en KRAS y con la vía Wnt 

canónica constitutivamente activa, debido a que tienen la forma truncada de APC. SW480 y SW620 

se obtuvieron del mismo paciente, del tumor primario y de la metástasis a nódulo linfático, 

respectivamente. 

6.2 CULTIVOS 

6.2.1 Cultivo en monocapa 

Las células RKO crecieron en DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%. SW480 y 

SW620 creció en DMEM F-12 suplementado con SFB al 5%. El medio de cultivo para RKO, SW480 y 

SW620 fue adicionado con 2 mM de L-glutamina y antibióticos (100 U/ml de Penicilina, 100 µg/ml 

de Estreptomicina y 25 µg/ml de Anfotericina). Los fibroblastos L-Wnt3a o L-Wnt5a crecieron en 

DMEM suplementado con SFB al 10% y 4 mM de L-glutamina. Todas las líneas celulares se cultivaron 

a 37°C en presencia de CO2 al 5% y O2 al 21%. 

6.2.2 Cultivo de esferas 

Las células se colectaron de un cultivo estándar de monocapa por tripsinización con Tripsina (Gibco 

No. Cat. 15090-046). Las células viables se cuantificaron por tinción con Azul de Tripano y se 

sembraron a una densidad celular de 1 célula/µl en medio DMEM-F12 libre de SFB y suplementado 

con 1X de B27 (Gibco No. Cat. 17504-044), 20 ng/ml de EGF (Merck, Sigma-Aldrich No. Cat. GF144) 

y antibióticos (Gibco No. Cat. 15240-062) que contienen 100 U/ml de Penicilina, 100 µg/ml de 

Estreptomicina y 25 µg/ml de Anfotericina. Además, se adicionó 10 µg/ml de Gentamicina (In vitro, 

S.A.). La siembra se realizó en placas de ultrabaja adherencia (Corning No. Cat. 3474) y para el 

mantenimiento de los cultivos se adicionó medio fresco cada tercer día. Para cultivos secuenciales, 

las esferas se disociaron en células individuales con el uso de TrypLETM Express, según las 

instrucciones del fabricante (Gibco No. Cat. 12604-013). La Eficiencia de Formación de Esferas (EFE) 

se midió usando la fórmula: [Número de esferas/número de células sembradas] x 100. 

6.3 PLÁSMIDOS 

En el presente trabajo se utilizaron los siguientes plásmidos: TOP-GFP-mCherry (Addgene #35491), 

M50 Super 8x TOPFlash (Addgene #12456) y M51 Super 8xFOPFlash (Addgene #12457) como 

herramienta de estudio para la actividad transcripcional dependiente de β-catenina. Los plásmidos 

pSORE6/mCherry, y pSORE6/GFP se usaron para medir la actividad transcripcional dependiente del 

complejo Sox2-Oct3/4, siendo los plásmidos pCMV/mCherry y pCMV/GFP los controles negativos. 

 



19 
 

6.4 TRATAMIENTO CON WNT 

Las células se cultivaron en ausencia o presencia de los ligandos recombinantes humanos Wnt3a 

(No. Cat. 5036-WN-010 R&D Systems) o Wnt5a (No. Cat. 645-WN-010 R&D Systems) en el rango de 

concentración de 50-500 ng/ml, según se indique. En el caso donde se señale, el medio condicionado 

obtenido de los fibroblastos L-Wnt3a o L-Wnt5a se usó como fuente de ligandos Wnt, siendo el 

control negativo aquel proveniente de fibroblastos carentes del vector de expresión para Wnt. 

6.5 SISTEMA LENTIVIRAL Y TRANSDUCCIÓN CELULAR 

La formación de los lentivirus se realizó mediante la co-transfección de los plásmidos pCMV-VSV-G 

(Addgene #8454), pCMV-dR8.2 (Addgene #8455) y el plásmido de interés, en las células HEK-293T. 

Los lentivirus se cosecharon del sobrenadante a las 72 h post-transfección y se almacenaron a -80°C 

hasta su uso. En la transducción celular, las células blanco se expusieron al sobrenadante viral 

durante 24 h en presencia de Polibreno (5-20 µg/ml). Las células transducidas se seleccionaron con 

Puromicina (Sigma No. Cat. P8833) en un rango de concentración de 5-10 µg/ml durante 10 días 

(solo en los casos donde el plásmido contenía el cassete de resistencia). En el caso de los plásmidos 

sin resistencia a antibiótico, las células transducidas se seleccionaron por análisis de la fluorescencia 

mediante el equipo FACSaria sorter. 

6.6 MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE β-CATENINA  

La actividad transcripcional dependiente de β-catenina se midió con el plásmido TOP-GFP-mCherry. 

Primero, las células se transdujeron con un sistema lentiviral y posteriormente, se aislaron por medio 

del equipo FACSaria sorter para seleccionar a las células transducidas con base a la fluorescencia por 

mCherry, cuya expresión es constitutiva. Las células positivas a mCherry se corroboraron por 

citometría usando el equipo Attune Nxt. Después, las células se sembraron en condiciones de cultivo 

de esferas y se estimularon cada tercer día con DMSO (vehículo), 250 ng/ml de Wnt3a o 250 ng/ml 

de Wnt5a. Al día 11, las esferas se disgregaron a células individuales y se analizó la positividad a GFP, 

reportero de la actividad transcripcional dependiente de β-catenina, por medio del citómetro Attune 

Nxt. 

6.7 DETERMINACIÓN DEL CALCIO INTRACELULAR 

El calcio se cuantificó como se describió previamente [107]. De manera breve, las células se 

incubaron en medio libre de suero durante 1 h a 37°C. Después, 2.5 µM de Fura-2/AM (No. Cat. 

F1201 Invitrogen) se adicionó a las células en medio Krebs-Ringer-HEPES con 0.05% de BSA a pH 7.4, 

y se incubaron durante 1 h a 37°C. Las células se lavaron y se incubaron 5 min en ausencia o presencia 

de 4 µM del inhibidor de PLC U73122 (Sigma Aldrich, St Louis, Mo, USA). La detección de la 

fluorescencia se realizó en el espectrómetro de luminiscencia AMINCO-Bowman Series 2 (Rochester; 

NY) a dos longitudes de onda de excitación: 340 y 380 nm; y una longitud de emisión de 510 nm, 

con un intervalo de lectura de 0.5 s. 

6.8 TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO 

U73122 es un inhibidor selectivo y permeable a la célula dirigido contra las Fosfolipasas específicas 

de Fosfatidilinositol tipo C, lo que impide la activación por agonista de PLC (IC50= 1-2.1 µM), aunque 

también se reporta que inhibe a 5-lipooxigenasa. 11R-VIVIT (Merck No. Cat. 480401) es un péptido 
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que actúa como inhibidor competitivo de los miembros de la familia NFAT, uniéndose al sitio 

conservado de acoplamiento a Calcineurina. Para el tratamiento de los cultivos de esferas, U-73122 

o 11R-VIVIT se adicionó en las concentraciones indicadas cada tercer día, siendo el medio 

suplementado con el vehículo DMSO como control negativo.  

6.9 VIABILIDAD CELULAR 

Las esferas se trataron con U73122, 11R-VIVIT o el vehículo DMSO cada tercer día en las 

concentraciones indicadas y las células viables se cuantificaron al día 11 de formación de esferas. 

Brevemente, las esferas fueron disgregadas a células individuales y se adicionó Yoduro de Propidio 

(Invitrogen P1304MP) a una dilución de 1:2000, para la detección de fluorescencia en el citómetro 

Attune Nxt. 

6.10 FRACCIONAMIENTO CELULAR 

Las células se centrifugaron a 2800 rpm durante 9 min. El pellet se resuspendió en el Buffer de lisis 

de Citoplasma (10 mM de HEPES, 1.5 mM de MgCl2, 10 mM de KCl, 0.5% de Tritón X-100, pH 8), se 

homogeneizó y se agitó vigorosamente. Los lisados se incubaron a 4°C durante 15 min, se le adicionó 

1% de NP-40 (Igepal CA-630 Sigma I3021) y nuevamente se agitaron vigorosamente. Los lisados se 

centrifugaron a 900 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se extrajo y se almacenó a -80°C 

como fracción citoplasmática. Por su parte, el pellet se resuspendió en el Buffer de lisis del Núcleo 

(5 mM de HEPES, 0.75 mM MgCl2, 5 mM KCl, 0.25% de Tritón X-100, 0.5 M de NaCl, 0.1 M de EDTA, 

10% de Glicerol, 0.25 mM de DTT), se homogeneizó y se agitó vigorosamente. Los lisados se 

incubaron durante 15 min a 4°C y se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se 

extrajo y se almacenó a -80°C como fracción nuclear. 

6.11 WESTERN BLOT 

Los lisados de células totales se realizaron con Buffer RIPA (50 mM de Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM de 

NaCl, 1 mM de EDTA, O.5% de Desoxicolato de Sodio, 1% de NP-40, 0.1% de SDS) bajo agitación 

vigorosa cada 10 min durante 3 h. Los buffers para lisar células usados en el presente trabajo fueron 

suplementados con inhibidores de proteasas (0.1 mg/ml de Inhibidor de Tripsina, 20 µM de 

Leupeptina, 1 mM de PMSF) y fosfatasas (1 mM de Na3VO4, 25 mM NaF, 1mM de Pirofosfato de 

Sodio, 20 µM de Aproptinina). Los lisados se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min y el 

sobrenadante se extrajo para su almacenamiento a -80°C hasta su uso. Las proteínas se cuantificaron 

mediante el ensayo de proteína de Bradford (BioRad Protein Assay Dye Reagent concentrate No. Cat. 

5000 006) y se separaron por SDS-PAGE. Después, las proteínas se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con leche al 3% en TBS durante 1 h a 

temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios 

acorde a las instrucciones del fabricante, durante 12 h a 4°C. Los anticuerpos primarios utilizados 

fueron: β-catenina no fosforilada (No. Cat. 8814 Cell Signaling) con dilución 1:1000, NFAT1 (No. Cat. 

610703 BD Biosciences) con dilución 1:500, NFAT2 (No. Cat. 556602 BD Biosciences) con dilución 

1:500, NFAT3 (sc-271597 Santa Cruz Biotechnology) con dilución 1:500, NFAT4 (sc-8405 Santa Cruz 

Biotechnology) con dilución 1:500, Lamin B1 (ab16048 Abcam) con dilución 1:2000, α-Tubulina 

(T9026 Sigma) con dilución 1:1000. Una vez incubados con el anticuerpo primario, las membranas 

se lavaron con Buffer de lavado (TBS con 0.025% de Tween 20) y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios (R&D Systems Anticuerpos acoplados a HRP anti-IgG de ratón y conejo con No. Cat. 
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HAF007 y HAF008, respectivamente), con dilución 1:2000, durante 2 h a temperatura ambiente. Los 

anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en TBS con 0.05% de Tween 20. Las membranas se 

revelaron con SuperSignal Kit (Pierce) en el equipo C-DiGit Blot scanner (LI-COR Bioscience, Lincoln, 

NE, USA) y la cuantificación de la señal se realizó con el Software Image StudioTM Lite (LI-COR 

Biosciences). 

6.12 SELECCIÓN CELULAR POR CITOMETRÍA DE FLUJO (CELL SORTING) 

Las células se obtuvieron por tripsinización de cultivos de monocapa o con el uso de TrypLETM 

Express de cultivos de esferas. Para el sistema reportero SORE6, la fluorescencia de células 

transducidas con el plásmido pCMV/mCherry o pCMV/GFP se usó como control negativo de 

fluorescencia, ya que los plásmidos pCMV poseen los sitios de respuesta al complejo Sox2-Oct3/4 

mutados y por tanto, inactivos. En el caso del sistema reportero TOP-GFP-mCherry, la selección de 

las células transducidas se realizó con base a la fluorescencia basal de células sin transducir. Cada 

selección celular se realizó en el equipo FACSaria sorter y en los casos donde se indique, se sembró 

una célula única por cada pozo de placas de baja adherencia con medio de cultivo de formación de 

esferas. 

6.13 ANÁLISIS IN SILICO 

La cuantificación de la firma genética de la familia de NFAT se realizó con GEPIA2 (por las siglas en 

inglés Gene Expression Profiling Interactive Analysis 2) considerando el límite del grupo medio [109]. 

Para el análisis del mRNA de CAMK2B en las diferentes etapas del CRC, acorde al AJCC (por las siglas 

en inglés American Joint Committee on Cancer) se usaron los datos públicos TCGA de Pan-Cancer.  

6.14 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos se representan como el promedio ± el error estándar del promedio de al menos 3 

experimentos independientes. La prueba t de Student se usó para comparar el promedio de dos 

grupos. Para la comparación múltiple entre 3 o más grupos, se utilizó ANOVA, y posteriormente un 

análisis de Bonferroni. El valor de p<0.05 se estableció como estadísticamente significativo. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 LAS ESFERAS DE CÉLULAS DE CÁNCER DE COLON SE ENRIQUECEN DE CSC 

 

El cultivo para formación de esferas es un modelo in vitro ampliamente descrito para estudiar células 

troncales normales y cancerosas [51]. Para establecer si las líneas celulares RKO, SW480 y SW620 

tienen la capacidad de sobrevivir y proliferar en estas condiciones de cultivo, las células se 

sembraron a baja densidad clonal en placas no adherentes y en ausencia de suero. La Eficiencia de 

Formación de Esferas (EFE) se cuantificó con base a la relación de las esferas formadas entre las 

células sembradas. Los resultados mostraron que una subpoblación de células generó esferas, sin 

embargo, SW480 tuvo la EFE más baja en comparación a RKO y SW620, las cuales tuvieron una EFE 

similar (Figura 7A). El análisis de la auto-renovación de las células que formaron esferas, se realizó 

por medio de cultivos secuenciales. Para esto, el cultivo de esferas a partir de células obtenidas de 

monocapa se consideró como la primera generación. Posteriormente, las esferas de la primera 

generación se disociaron a células individuales y se sembraron en un nuevo cultivo de formación de 

esferas, al cual se le denominó segunda generación. Finalmente, las esferas de la segunda 

generación se disociaron nuevamente y se sembraron en un nuevo cultivo para formar esferas de 

tercera generación. La cuantificación de la EFE en cada generación demostró que una subpoblación 

celular mantiene la capacidad de formar esferas, es decir, que las células se auto-renovaron y, por lo 

tanto, que las esferas se constituyeron de CSC (Figura 7A). El concepto de enriquecimiento de CSC 

hace referencia a dos aspectos que pueden observarse en el cultivo de esferas. El primero es 

respecto a la proporción relativa de las CSC con respecto a la población celular total, la cual es mayor 

en cultivos de esferas que en cultivos adherentes. El segundo es en relación a que la proporción 

relativa de CSC aumenta a través de los cultivos de esferas secuenciales. Para este último, se ha 

observado que no necesariamente sucede, ya que las CSC pueden optar por una división simétrica 

para aumentar el número de CSC, o una división asimétrica, lo que mantiene constante el número 

de CSC dentro del cultivo celular [43, 44]. 

El estado troncal también se relaciona con la actividad transcripcional de Oct3/4, Sox2 y NANOG 

[110]. Es por ello que, para corroborar la presencia de CSC en los cultivos de esferas, se usó un 

plásmido reportero denominado pSORE6, el cual tiene una secuencia de elemento de respuesta al 

complejo transcripcional Sox2-Oct3/4, que regula la expresión de mCherry o GFP, según el plásmido 

utilizado. Como control negativo, se usó el plásmido pCMV, el cual tiene estas secuencias del 

elemento de respuesta mutadas, por lo que la expresión de la proteína fluorescente solo depende 

del promotor mínimo de CMV (Citomegalovirus). Es de mencionarse que se omitió la transducción 

del sistema reportero pCMV/pSORE6 en células SW620, ya que el objetivo también fue conocer si la 

presencia o ausencia de la versión trunca de APC causaba un cambio en la relación entre la actividad 

de Sox2-Oct3/4 y las CSC. No obstante, queda por definir si SORE6 también podría ser marcador 

molecular de las CSC en una línea celular proveniente de metástasis, como lo es SW620. 

Los plásmidos pCMV/mCherry o pSORE6/mCherry se transdujeron en RKO para generar células 

RKOCMV y RKOSORE6. Por su parte, los plásmidos pCMV/GFP o pSORE6/GFP se transdujeron en SW480 

para generar células SW480CMV y SW480SORE6. El análisis por citometría de flujo identificó una 
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subpoblación celular positiva a la actividad dependiente de Sox2-Oct3/4, a la cual se le denominó 

SORE6+, en esferas de RKOSORE6 y SW480SORE6, en comparación a las células transducidas con el 

plásmido control, RKOCMV y SW480CMV (Figura 7B).  

Para conocer si las células SORE6+ se relacionan con capacidades asociadas a las CSC en RKO y 

SW480, estas células se sembraron a nivel de célula única por pozo en condiciones de formación de 

esferas. La EFE se cuantificó y se comparó con la EFE de células SORE6-, las cuales se sembraron bajo 

las mismas condiciones. Los resultados mostraron que la EFE fue mayor en las células SORE6+ que 

en las células SORE6-, tanto para RKOSORE6 como SW480S0RE6 (Figura 7C), lo que demostró que la 

actividad reportera del plásmido pSORE6 identifica a células con una mayor capacidad de formar 

esferas, rasgo de las CSC.  

 

Figura 7. Auto-renovación de CSC capaces de formar esferas, en relación con una alta actividad 

transcripcional de Sox2-Oct3/4. A) Cuantificación de la EFE de RKO, SW480 y SW620 de tres generaciones 

consecutivas de formación de esferas. B) Diagramas de densidad de células RKO transducidas con 

pCMV/mCherry o pSORE6/mCherry y células SW480 con pCMV/GFP o pSORE6/GFP. C) Cuantificación de la EFE 

de cultivos de células únicas aisladas de las subpoblaciones celulares SORE6- y SORE6+ de RKOSORE6 y 

SW480SORE6. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó con una prueba t de Student (C) o ANOVA de una vía (A), 

seguida de una comparación múltiple de Bonferroni. *p<0.05. 

Para corroborar que el sistema reportero SORE6 identifica principalmente a CSC, se evaluó la auto-

renovación. Para ello, las células transducidas con pCMV o pSORE6 se sembraron en condiciones de 

formación de esferas y se realizaron los cultivos secuenciales para saber si el porcentaje de células 

SORE6+ se mantenía. El análisis por citometría de flujo reveló que la proporción de células SORE6+ 

fue similar a lo largo de las generaciones de las esferas, e incluso incrementó en la tercera 

generación, siendo estadísticamente significativo en RKOSORE6 (Figura 8A). Para saber si el porcentaje 

de las células SORE6+ en los cultivos secuenciales se relacionaba con la capacidad de formar esferas, 

se midió la EFE en la primera, segunda y tercera generación de las células transducidas. La 

cuantificación de la EFE demostró que el porcentaje de células que sobreviven y forman esferas se 

mantiene a lo largo de los cultivos secuenciales en las células transducidas con pCMV o pSORE6 

(Figura 8B). Incluso, acorde a lo observado en el aumento de células SORE6+, la EFE incrementó en 
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RKOSORE6 en la tercera generación (Figura 8B). Además, la EFE se midió en las células transducidas 

con pCMV para descartar la posibilidad de que la transducción afectase la capacidad de auto-

renovación. Como mostraron los datos, la EFE de RKOCMV y SW480CMV se mantuvo en cultivos 

secuenciales, e incluso incrementó en la tercera generación (Figura 8B). Por lo tanto, el sistema 

CMV/SORE6 permitió establecer que los cultivos de esferas contienen CSC, las cuales pueden 

identificarse, además de la capacidad de auto-renovación, por la alta actividad del complejo 

transcripcional Sox2-Oct3/4. 

Figura 8. Auto-renovación de CSC con alta actividad transcripcional de Sox2-Oct3/4 en cultivos de esferas. 

A) Diagrama de densidad de RKOSORE6 y SW480SORE6 de tres generaciones consecutivas (panel izquierdo). 

Cuantificación del porcentaje de células SORE6+ en cada generación de formación de esferas (panel derecho). 

B) Cuantificación de la EFE de RKOCMV, RKOSORE6, SW480CMV y SW480SORE6 de tres generaciones consecutivas de 

formación de esferas. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres 

experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una 

comparación múltiple de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.005. 
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7.2 WNT/β-CATENINA CAMBIA EN RESPUESTA A WNT3A EN ESFERAS DE RKO Y 

SW620, MIENTRAS QUE PERMANECE SIN CAMBIOS EN ESFERAS DE SW40 

La respuesta de la vía Wnt canónica a los ligandos Wnt, en particular a Wnt3a, es parcialmente 

regulado por las mutaciones en los componentes que constituyen esta vía [107]. En el presente 

trabajo, RKO son células que expresan la versión silvestre de la proteína APC, por lo que la vía Wnt 

canónica carece de una sobre-activación de APC. Por su parte, SW480 y SW620 son células que 

expresan la forma trunca de APC y, por lo tanto, poseen la vía Wnt canónica constitutivamente activa 

[107]. Acorde a esto, previamente se demostró que el ligando prototipo canónico Wnt3a activa la 

actividad reportera dependiente de la transcripción por β-catenina, mientras que el ligando 

prototipo no canónico Wnt5a inhibió esta activación por Wnt3a [107]. No obstante, estos hallazgos 

fueron en condiciones de cultivo de monocapa, por lo que fue de interés saber si esto mismo ocurría 

en el cultivo de esferas. Para ello, se transdujeron las células RKO, SW480 y SW620 con el sistema 

reportero TOP-GFP-mCherry, el cual permite analizar la actividad transcripcional dependiente de β-

catenina mediante la expresión de GFP, a la vez que identifica a las células transducidas debido a la 

expresión constitutiva de mCherry. Una vez generadas las células RKOTOP/GFP, SW480TOP/GFP y 

SW620TOP/GFP, se sembraron en condiciones de formación de esferas y los cultivos fueron 

suplementados con los ligandos recombinantes Wnt3a o Wnt5a cada tercer día, según se muestra 

en el esquema experimental (Figura 9). Se realizaron ensayos bajo una sola estimulación al inicio de 

la formación de esferas (tratamiento agudo), pero debido a que la respuesta en la actividad reportera 

fue baja (datos no mostrados), se optó por el tratamiento crónico. 

 

Figura 9. Esquema experimental para la estimulación de esferas con ligando recombinante Wnt3a o Wnt5a. 

Los resultados, en concordancia a lo reportado en condiciones de monocapa, mostraron que el 

porcentaje de células GFP+ incrementó en esferas de RKOTOP/GFP en presencia de Wnt3a, pero no de 

Wnt5a (Figura 10A). Acorde a esto, los niveles de la forma activa de β-catenina, es decir no 

fosforilada en los residuos serina 33, serina 37 y treonina 41, aumentan en las esferas de RKO de 

segunda generación estimuladas con Wnt3a, pero no con Wnt5a, lo que demuestra que la vía Wnt 

canónica se activa por Wnt3a en esferas de RKO (Figura 10B). Por su parte, las esferas de SW480TOP/GFP 

mostraron una alta actividad del reportero en condiciones basales, la cual permaneció similar pese 

a la presencia de Wnt3a o Wnt5a, lo que demostró que la vía Wnt canónica está constitutivamente 

activa y, por tanto, no responde a ligandos Wnt en SW480 (Figura 10A). De manera interesante, las 

esferas de SW620TOP/GFP mostraron dos subpoblaciones celulares en condiciones basales: células 

GFP+ y células GFP- (Figura 10A). Esto implica que, pese a que SW620 se deriva de la metástasis del 

tumor primario del cual se aislaron las células SW480, las células SW620 tienen un estado de 

activación distinto de la vía Wnt canónica. Además, no solo el estado de activación fue diferente, 



26 
 

sino que, al estimular con los ligandos Wnt, tanto en presencia de Wnt3a como de Wnt5a, el 

porcentaje de células GFP+ disminuyó en SW620TOP/GFP (Figura 10A). Por lo tanto, los resultados 

mostraron que la respuesta de la vía Wnt canónica a los ligandos Wnt, al menos para Wnt3a o Wnt5a, 

es distinta entre las líneas celulares usadas en el presente trabajo, lo que indica que se dicta por 

contextos específicos. 

 

 

Figura 10. Actividad transcripcional dependiente de β-catenina por el estímulo Wnt3a o Wnt5a en esferas. 

A) Diagrama de densidad (panel izquierdo) y cuantificación de células GFP+ (panel derecho) de esferas de 

RKOTOP/GFP, SW480TOP/GFP y SW620TOP/GFP tratadas con Vehículo, Wnt3a o Wnt5a. El análisis se realizó por 

citometría de flujo y las células transducidas se indican como mCherry+. B) Análisis de la forma activa de β-

catenina por Western Blot en esferas de segunda generación de RKO en ausencia o presencia de Wnt3a o 

Wnt5a, a las 24 h y 48 h de tratamiento. α-tubulina y el rojo Ponceau se usaron como controles de carga. Los 



27 
 

datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos independientes. El 

análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una comparación múltiple de Bonferroni. 

*p<0.05; **p<0.005. 

7.3 WNT3A Y WNT5A INCREMENTAN LA FORMACIÓN DE ESFERAS EN RKO Y 

SW620, EN CONTRASTE A SW480, DONDE LA DISMINUYE 

Una vez establecido que la vía Wnt canónica responde diferente ante ligandos Wnt en esferas de 

RKO, SW480 y SW620, fue de interés saber si esto se relacionaba con un posible cambio en las 

características de CSC, específicamente en la capacidad de formar esferas. Para ello, las células se 

estimularon con cada uno de los ligandos Wnt. Como diseño experimental inicial, los ligandos se 

adicionaron en condiciones de monocapa, ya que, bajo estas condiciones, previamente se reportó 

que los ligandos Wnt favorecieron la migración [107]. A esta etapa en la cual las células se 

estimularon durante 8 h en monocapa se le denominó pretratamiento. Al término del 

pretratamiento, las células se sembraron para formar esferas y durante esta etapa se adicionaron 

los ligandos Wnt cada tercer día con el propósito de mantener la estimulación, al cual se le denominó 

tratamiento crónico, conforme al esquema experimental mostrado en la Figura 11A. Los resultados 

revelaron que la EFE aumentó en las esferas de RKO y SW620 en presencia de Wnt3a o Wnt5a (Figura 

11B). Pese a que no fue estadísticamente significativo en RKO con Wnt3a, el incremento observado 

pudiese deberse a la activación de la actividad transcripcional dependiente de β-catenina, conforme 

a lo descrito con el sistema reportero TOP (Figura 10A). No obstante, el incremento de la EFE por 

Wnt5a en RKO y SW620, en cuyo caso ambos fueron estadísticamente significativos, es 

independiente de la transcripción por β-catenina, ya que el sistema reportero TOP no aumentó en 

presencia de este ligando, e incluso disminuyó en esferas de SW620 (Figura 10A). Estos hallazgos 

establecen que la capacidad de formar esferas no depende necesariamente de la vía Wnt canónica, 

al menos en estas células, sino que, posiblemente sean vías Wnt independientes de β-catenina 

quienes contribuyan a este efecto. Por su parte, la EFE de SW480 se redujo en presencia de Wnt3a 

o Wnt5a (Figura 11B), lo que sugirió que vías alternas de señalización pudiesen participar, donde β-

catenina es prescindible, ya que la actividad reportera TOP permaneció similar en presencia o 

ausencia de los ligandos Wnt (Figura 10A). 
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Figura 11. El pre-tratamiento y tratamiento crónico con Wnt3a o Wn5a estimula la formación de esferas en 

RKO y SW620, pero disminuye en SW480. A) Esquema experimental para la estimulación de esferas con pre-

tratamiento y tratamiento crónico de ligando Wnt3a o Wnt5a, en líneas celulares de cáncer de colon. B) 

Cuantificación de la EFE de RKO, SW480 y SW620 con pre-tratamiento y tratamiento crónico de Wnt3a o 

Wnt5a, según el esquema en el panel A. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al 

menos tres experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de 

una comparación múltiple de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001. 

Para confirmar que los resultados del pretratamiento y tratamiento crónico de los ligandos Wnt 

sobre la capacidad de formar esferas se deben a un efecto directo sobre los cultivos enriquecidos de 

CSC, se omitió el pretratamiento y el estímulo solo fue durante la etapa de crecimiento de las esferas, 

es decir, se realizó exclusivamente el tratamiento crónico, como se describe en el esquema 

experimental (Figura 12A). Los resultados mostraron que la EFE incrementó en RKO y SW620 en 

presencia de Wnt3a o Wnt5a, similar a lo observado cuando se usó el pretratamiento y el 

tratamiento crónico (Figura 12B-C). En el caso de las esferas de RKO, el aumento fue dependiente de 

la concentración. Pese a que ambos ligandos Wnt estimularon la formación de esferas, Wnt5a 

mostró un cambio más evidente en comparación a Wnt3a, lo que sugirió que cada ligando Wnt no 

activa necesariamente las mismas vías de señalización, a pesar de tener la misma tendencia sobre 

este rasgo de CSC. Por su parte, la EFE disminuyó en SW480 cuando las células se estimularon con 

Wnt3a o Wnt5a bajo tratamiento crónico, similar a lo visto cuando se empleó el pretratamiento y el 

tratamiento crónico (Figura 12D). Es de considerarse que, si bien las variaciones observadas oscilan 
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en valores alrededor de 0.5 en rango de cambio, esto implica que del 100% de CSC presentes en el 

cultivo de esferas, la proporción de CSC incrementa o disminuye aproximadamente un 50%, lo que 

pudiera tener un impacto biológico importante, en particular cuando el desafío en el campo clínico 

es erradicar a este tipo de células. Por lo tanto, los resultados concordaron con lo observado en las 

células pre-tratadas, y, considerando la actividad del reportero dependiente de β-catenina en cada 

línea celular, estos cambios en la formación de esferas no se deben, al menos por lo descrito en este 

trabajo, a la activación de la vía Wnt canónica, sino que es la participación de vías Wnt no canónicas 

las que emergen como posibles mecanismos. 

 

Figura 12. El tratamiento crónico con Wnt3a o Wn5a estimula la formación de esferas en RKO y SW620, pero 

disminuye en SW480. A) Esquema experimental para la estimulación de esferas con tratamiento crónico de 

ligando Wnt3a o Wnt5a. Cuantificación de la EFE de RKO (C), SW480 (D) y SW620 (B) con tratamiento de Wnt3a 

y Wnt5a según el esquema en el panel A. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al 

menos tres experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de 

una comparación múltiple de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

 

7.4 LOS LIGANDOS WNT AFECTAN LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA EN LAS ESFERAS 

A CORTO Y LARGO PLAZO, DEPENDIENDO DEL CONTEXTO CELULAR 

La proliferación es un aspecto importante en el estudio de las CSC, por lo que fue de interés conocer 

cómo ésta se afecta durante la formación de esferas en presencia de los ligandos Wnt. Para ello, el 
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número de células se cuantificó al día 11 de cultivos de esferas estimuladas con el tratamiento 

crónico con Wnt3a o Wnt5a. En esta cuantificación, las células se tiñeron con azul de Tripano para 

contabilizar a las células vivas. Respecto al número de células muertas, es decir teñidas con azul de 

Tripano, las diferentes concentraciones de ligandos Wnt no cambiaron notoriamente este número, 

lo que indica que el cambio en el número de células no se debe a la muerte celular. Sin embargo, 

queda por corroborar que, en efecto la proliferación cambia, por medio de técnicas metodológicas 

complementarias. 

Los resultados de la cuantificación del número de células, indicador indirecto de proliferación, 

mostraron que en RKO, el número de células fue menor a las concentraciones más altas de Wnt3a o 

Wnt5a en comparación a las células tratadas con vehículo (Figura 13A), pese al incremento de la EFE 

observado en las mismas condiciones (Figura 12C). Esta evidencia sugiere que la formación de 

esferas y la proliferación son dos procesos celulares que pudiesen regularse diferente bajo un mismo 

estímulo. Acorde a esto, las esferas de SW620 se estimularon con una única concentración de 

ligandos Wnt y se observó una tendencia similar, donde el número de células disminuyó (Figura 13C), 

a pesar de que la EFE aumentara bajo el mismo contexto experimental (Figura 12B). La demostración 

de una regulación diferencial entre la formación de esferas y la proliferación se refuerza por lo 

encontrado en SW480 donde, a diferencia de RKO y SW620, ambos ligandos Wnt favorecieron la 

proliferación celular (Figura 13B), pese a reducir la EFE en los mismos cultivos de esferas (Figura 

12D). Por lo tanto, la consecuencia de la presencia de Wnt sobre la proliferación depende del 

contexto celular en cuestión, y su regulación parece ser independiente, o incluso opuesta, al efecto 

sobre la capacidad de formar esferas. 

 

Figura 13. Efecto de los ligandos Wnt en la capacidad proliferativa de esferas a corto plazo. Número 

normalizado de células obtenidas de la primera generación de esferas de RKO(A), SW480(B) y SW620(C) 

tratadas con ligando Wnt3a o Wnt5a, a las concentraciones indicadas, según el esquema experimental en el 

panel 3A. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una comparación múltiple 

de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001. 

Además de llevar a cambios de corto plazo en las células, los ligandos Wnt también pueden generar 

efectos que perduren durante tiempos más largos [111, 112]. Es por ello que, fue de nuestro interés 

conocer si la estimulación con Wnt en la primera generación de esferas pudiese tener un impacto 

en generaciones subsecuentes, es decir en la segunda y tercera generación, cuando las células ya no 
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fuesen estimuladas. Para ello, se analizó la capacidad proliferativa y se comparó el número de 

células, normalizando con las células tratadas con el vehículo (control negativo), entre la primera, 

segunda y tercera generación de formación de esferas. El estudio se enfocó en la dosis de 250 ng/ml 

de Wnt3a o Wnt5a, ya que a mayor concentración de ligando Wnt se observó un cambio más 

evidente, sin embargo, no se escogió 500 ng/ml, porque las células mostraron adherencia parcial a 

la placa de cultivo bajo esta dosis.  

En RKO, se observó un aumento en la proliferación en la tercera generación al tratar con Wnt3a 

(Figura 14A). Mientras tanto, Wnt5a mantuvo el número de células en las tres generaciones, lo que 

sugiere que ambos ligandos Wnt regulan diferencialmente esta característica a largo plazo (Figura 

14A). En el caso de SW480 y SW620, los ligandos Wnt3a y Wnt5a incrementaron el número de células 

en generaciones posteriores, aunque esto fue estadísticamente significativo en la segunda 

generación de SW620 y en la tercera generación de SW480 (Figura 14B-C). Por lo tanto, los 

resultados demostraron que Wnt3a actúa como regulador positivo de la proliferación durante la 

formación de esferas en generaciones posteriores de RKO, SW480 y SW620. Mientras tanto, SW480 

y SW620 se comportaron similar en presencia de Wnt5a, en contraste a RKO, respecto a la 

proliferación a largo plazo, lo que sugiere un efecto dependiente del contexto celular en este caso 

(Figura 14A-C).  

Debido a la ausencia de Wnt en la segunda y tercera generación de esferas, es posible que los 

ligandos Wnt desencadenen otras vías de señalización río abajo que sean responsables del efecto 

observado a largo plazo. Es importante mencionar que, durante la proliferación, nuevas células se 

generan, ya sea con identidad celular similar o diferenciada; en contraste a la expansión, la cual hace 

referencia solo a la capacidad de formar colonias que, para este modelo, son definidas como esferas. 

Esto explica en parte porqué ambos procesos no necesariamente tienen la misma tendencia e 

incluso, son antagónicos para la mayoría de casos. Este antagonismo pudiera deberse a que cada 

característica se asocie a una subpoblación celular, debido a la heterogeneidad evidenciada dentro 

de las esferas con el reportero SORE6 para RKO y SW480. Sin embargo, el aislamiento de células 

únicas careció de una relación aparentemente evidente entre el tamaño de las esferas, es decir 

proliferación, y el fenotipo molecular, no obstante, queda por demostrarse. Se destaca que, SW480 

fue el de mayor rango de cambio en la proliferación de generaciones subsecuentes, pese a no 

cambiar la transcripción dependiente de β-catenina con Wnt3a o Wnt5a en la primera generación. 

Por lo tanto, los hallazgos sostienen la importancia de las vías Wnt no canónica en regular también 

la proliferación en cultivos enriquecidos de CSC.  
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Figura 14. Efecto de los ligandos Wnt en la capacidad proliferativa de esferas a largo plazo. Número 

normalizado de células obtenidas de la primera, segunda y tercera generación de esferas de RKO(A), SW480(B) 

y SW620(C). Las esferas se trataron solo en la primera generación con el vehículo o con los ligandos Wnt3a o 

Wnt5a, a la concentración de 250 ng/ml, según el esquema experimental en el panel 3A. Los datos se 

representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos independientes. El análisis 

estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una comparación múltiple de Bonferroni. *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001. 

 

7.5 LA ACTIVIDAD DE PLC ES ESENCIAL PARA LA FORMACIÓN DE ESFERAS 

Estudios previos en RKO y SW480 demostraron que Wnt3a y Wnt5a movilizan el calcio intracelular 

en condiciones de monocapa, a través de la actividad de PLC. Incluso, la actividad de PLC contribuyó 

a la migración en ensayos in vitro de cierre de herida en estas mismas células [107]. Debido a que 

los resultados del presente trabajo mostraron que los cambios funcionales en los cultivos 

enriquecidos en CSC son independientes de la vía Wnt canónica, fue de importancia conocer cual 

mecanismo Wnt no canónico pudiera estar participando. Es por ello que, se buscó identificar si los 

cambios en las esferas en respuesta a Wnt, son dependientes de la movilización del calcio 

intracelular. En primer lugar, el calcio se analizó en esferas de RKO, SW480 y SW620, mediante el uso 

de Fura-2/AM, el cual es un indicador fluorescente que se une al calcio y permite medir cambios en 

las concentraciones intracelulares. Las esferas de primera generación fueron disgregadas a nivel de 

célula única y una vez obtenidas, fueron estimuladas con Wnt para medir cambios en el calcio. Para 
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este caso, el estímulo se realizó usando el medio condicionado obtenido de fibroblastos que secretan 

Wnt3a o Wnt5a. Como control negativo, se utilizó el medio condicionado obtenido de fibroblastos 

que carecen del vector de expresión para Wnt3a o Wnt5a. El análisis mostró que el estímulo con 

Wnt3a o Wnt5a incrementa los niveles intracelulares de calcio en células derivadas de esferas de 

RKO, SW480 y SW620 (Figura 15A). De forma interesante, las cinéticas de movilización de calcio 

intracelular por Wnt5a fueron diferentes entre las líneas celulares, en contraste a aquellas en 

respuesta a Wnt3a, las cuales fueron similares. Para conocer si la movilización de calcio dependía de 

la actividad de PLC, las células derivadas de esferas fueron tratadas con el inhibidor de PLC, 

denominado U73122, antes de la estimulación con Wnt3a o Wnt5a, usando la concentración 

previamente reportada para estas mismas células [107]. Los resultados mostraron que el 

tratamiento con U73122 redujo notoriamente la movilización de calcio en las tres líneas celulares, 

lo que remarca que la actividad de PLC es crucial para que los ligandos Wnt, tanto Wnt3a como 

Wnt5a, movilicen calcio en las células de esferas (Figura 15A). Es importante mencionar que debido 

a que el medio condicionado obtenido de fibroblastos contiene una diversidad de moléculas, sería 

pertinente corroborar estos resultados de movilización de calcio con el uso de ligandos Wnt 

recombinantes, así como se realizó en los demás experimentos realizados en el presente trabajo. 

 

Figura 15. Wnt3a y Wn5a movilizan calcio, a través de la actividad de PLC, en células derivadas de esferas. 

A) Trazas representativas de la movilización de calcio, medido con Fura-2/AM, en células derivadas de esferas. 

Las flechas indican la adición del medio condicionado de fibroblastos secretores de Wnt3a o Wnt5a. El efecto 

de la inhibición de la actividad de PLC se midió al incubar a las células con 4 µM de U73122 durante 10 min, 

previo a la adición de los medios condicionados enriquecidos con Wnt3 o Wnt5a. 

Una vez establecido que las esferas movilizan calcio en presencia de Wnt, y que esta respuesta decae 

al inhibir a PLC, fue de interés saber si la actividad de PLC es importante para formar esferas, y, por 

consiguiente, para las CSC. Es por ello que, la EFE se cuantificó a diferentes concentraciones de 

U73122, manteniendo el mismo esquema experimental que el usado con los ligandos Wnt, es decir, 

cada tercer día durante la formación de esferas hasta la etapa de análisis. Los resultados mostraron 

que U73122 disminuyó la EFE de forma dependiente de la dosis en RKO, SW480 y SW620, siendo 
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estadísticamente significativo a la concentración de 500 nM (Figura 16A). Es importante recalcar la 

similitud de este fenómeno entre líneas celulares, pese a mostrar diferencias, como, por ejemplo, al 

aumentar la EFE en RKO y SW620, a la vez de disminuir en SW480 en respuesta a Wnt3a o Wnt5a 

(Figura 12B-D). Esto sugiere que la actividad de PLC es fundamental para la formación de esferas de 

CSC, siendo un componente generalizado, al menos por lo descrito en las líneas celulares evaluadas 

en el presente trabajo. Debido a que este fenómeno se pudiera deber a un efecto citotóxico del 

compuesto U73122, se midió la viabilidad celular en las distintas concentraciones para abordar esta 

posibilidad. Se observó que el porcentaje de células viables fue similar entre las esferas tratadas con 

vehículo y las esferas tratadas con las diferentes concentraciones de U73122, aún en las más altas, 

lo que corroboró que la inhibición de PLC perjudica la capacidad de formar esferas, sin promover la 

muerte celular (Figura 16B).  

 

Figura 16. La inhibición de PLC disminuye la formación de esferas. A) Cuantificación de la EFE en esferas de 

RKO, SW480 y SW620 tratadas con el inhibidor de PLC U73122, a las concentraciones indicadas, cada tercer 

día durante el cultivo. B) Cuantificación de las células viables de esferas de RKO, SW480 y SW620, tratadas con 

U73122 bajo el mismo esquema que el panel A. El análisis se realizó al día 11 de formación de esferas, 

mediante citometría de flujo de células teñidas con Yoduro de Propidio. Las concentraciones de U73122 están 

indicadas. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una comparación múltiple 

de Bonferroni. ***p<0.001; ****p<0.0001. 

Se describe que la enzima PLC puede participar en la señalización río abajo de los ligandos Wnt, 

siendo la más descrita la vía Wnt/Calcio [107], por lo que se evaluó si la inhibición de PLC media los 

cambios en la formación de esferas inducidos por Wnt3a o Wnt5a. Para ello, las esferas fueron 

estimuladas con el tratamiento combinado de Wnt3a o Wnt5a y U73122 cada tercer día en el cultivo 

de esferas. Los resultados revelaron que la inhibición de PLC redujo la EFE en RKO y SW620, 

indistintamente si Wnt3a o Wnt5a estuviera o no presente, lo que indicó que, para favorecer el 

aumento en la formación de esferas, los ligandos Wnt requieren de la actividad de PLC (Figura 17A, 

C). Por su parte, en las esferas de SW480, la EFE que disminuyó por el estímulo único con Wnt3a o 

Wnt5a, permaneció bajo en presencia de U73122 y en la co-estimulación (Figura 17B). Es de 
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mencionarse para las esferas de SW480 que se encontró una diferencia significativa entre la 

disminución de la EFE por Wnt3a y aquella por U73122, lo que sugiere que Wnt3a reduce la 

formación de esferas en estas células por un mecanismo alternativo a la actividad de PLC. En general, 

debido a que los ligandos Wnt fueron incapaces de contrarrestar el efecto negativo sobre la 

formación de esferas por la inhibición de PLC, indica que esta enzima, en parte al regular el calcio 

intracelular, actúa río abajo de Wnt3a o Wnt5a, que en el caso de RKO y SW620, sirve para promover 

la formación de esferas. 

 

Figura 17. La inhibición de PLC revierte el aumento de la EFE por ligandos Wnt3a y Wnt5a. A) Cuantificación 

de la EFE de esferas de RKO(A), SW480(B) y SW620(C) tratadas con U73122, Wnt3a, Wnt5a, U73122+Wnt3a, 

o U73122+Wnt5a, según se indique. La concentración para cada estímulo se muestra en cada caso. Los datos 

se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos independientes. El análisis 

estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una comparación múltiple de Bonferroni. *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; NS: No Significativo. 

 

7.6 LA FORMACIÓN DE ESFERAS REQUIERE DE LA FUNCIÓN DE NFAT 

Una vez establecido que Wnt3a y Wnt5a movilizan calcio a través de la actividad de PLC en células 

derivadas de esferas, y que esta actividad de PLC es necesaria en las CSC para generar las esferas, lo 

siguiente fue conocer el posible componente río abajo. En otros estudios, se sabe que la vía 

Wnt/calcio regula la transcripción a través de los miembros de la familia NFAT [113]. En específico, 

NFAT1 (NFATc2), NFAT2 (NFATc1), NFAT3 (NFATc4) y NFAT4 (NFATc3) son dependientes de calcio, por 

lo que la expresión de cada uno se analizó en las líneas celulares de cáncer de colon. Además, se 

realizó el fraccionamiento subcelular, ya que su estado de activación podía ser inferido por la 

localización nuclear. Debido a que la fracción nuclear de esferas no permitió detectar a los miembros 

NFAT, posiblemente por la baja cantidad de proteína obtenida, se evaluó en fracciones nucleares de 

cultivos de monocapa. Los resultados revelaron que NFAT1, 2, 3 y 4 se detecta en el núcleo de RKO, 

SW480 y SW620, sugiriendo que tienen un estado activo constitutivo en condiciones basales (Figura 

18A).  
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Figura 18. Activación constitutiva de los miembros de la familia NFAT en RKO, SW480 y SW620. A) Análisis 

de la expresión de NFAT1, NFAT2, NFAT3 y NFAT4 por Western Blot en fracciones subcelulares de cultivos de 

monocapa. Lamina B1 y α-tubulina se usaron como control de carga y para corroborar la pureza del 

fraccionamiento de las fracciones citoplasmática y nuclear. 

Debido a esto, la actividad de los NFATs se bloqueó con 11R-VIVIT, un péptido que interfiere con la 

unión de NFAT con Calcineurina, fosfatasa que activa a NFAT. Para ello, los cultivos de esferas se 

estimularon con 11R-VIVIT cada tercer día hasta el análisis. Los resultados mostraron que 11R-VIVIT 

disminuyó las esferas formadas en RKO, SW480 y SW620 en una forma dependiente de la dosis. 

Similar a lo observado con el inhibidor de PLC U73122, la presencia de 11R-VIVIT desencadenó la 

misma tendencia en cada línea celular, pese a las diferencias descritas en la formación de esferas y 

la proliferación, lo que denota que la actividad de los NFATs es importante para las CSC en este rasgo 

distintivo. Notablemente, el rango de concentración de 11R-VIVIT requerido para reducir la EFE fue 

distinto entre las líneas celulares, donde las células de SW620 requirieron la mayor concentración 

de 11R-VIVIT y las células RKO la menor concentración, sugiriendo que la sensibilidad a 11R-VIVIT es 

específico del contexto celular (Figura 19A). La disminución de la formación de esferas por 11R-VIVIT 

no se debió a un efecto citotóxico, ya que, al evaluar la viabilidad celular con yoduro de propidio por 

citometría de flujo, se observó que el porcentaje de células viables fue similar entre las esferas 

tratadas con el vehículo y las esferas tratadas con 11R-VIVIT (Figura 19B). No obstante, quedó por 

establecer el efecto de 11R-VIVIT en la localización nuclear de NFAT1-4, para discernir si, en efecto, 

11R-VIVIT restringe la presencia en el núcleo de los miembros NFAT, y por tanto, su actividad 

transcripcional. 
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Figura 19. La actividad de NFAT se requiere para la formación de esferas. A) Cuantificación de la EFE en células 

de RKO, SW480 y SW620 tratadas con el inhibidor de NFAT 11R-VIVIT cada tercer día en el cultivo de esferas. 

Las concentraciones de 11R-VIVIT se indican en cada caso. B) Cuantificación de las células viables de esferas 

de RKO, SW480 y SW620 tratadas bajo el mismo esquema de estimulación que en el panel B. El análisis se 

realizó al día 11 de formación de esferas, mediante citometría de flujo de células teñidas con Yoduro de 

propidio. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una comparación múltiple 

de Bonferroni. *p<0.05; ****p<0.0001. 

Posteriormente, para dilucidar si la inhibición de NFAT afectaba la respuesta de CSC ante Wnt3a o 

Wnt5a, el cultivo de esferas fue tratado simultáneamente con los ligandos Wnt y con 11R-VIVIT. La 

inhibición de NFAT se realizó con la concentración de 11R-VIVIT necesario para reducir el 50% de la 

EFE correspondiente a cada línea celular. Los resultados mostraron que 11R-VIVIT disminuyó la EFE, 

en presencia o ausencia de Wnt3a o Wnt5a, tanto en RKO como en SW620, pese a que los ligandos 

Wnt por sí solos aumentaran la EFE (Figura 20A, C). Por su parte, la EFE de esferas SW480 permaneció 

disminuido en los cultivos donde 11R-VIVIT y los ligandos Wnt estuvieron presentes. Por lo tanto, se 

demostró que NFAT es componente río abajo en la señalización de Wnt durante la estimulación de 

esferas con Wnt3a o Wnt5a, de acuerdo a lo observado en RKO y SW620 (Figura 20B).  
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Figura 20. La inhibición de NFAT revierte el aumento de la EFE por ligandos Wnt3a y Wnt5a. Cuantificación 

de la EFE de esferas de RKO(A), SW480(B) y SW620(C) tratadas con 11R-VIVIT, Wnt3a, Wnt5a, 11R-

VIVIT+Wnt3a, 11R-VIVIT+Wnt5a, según se indica. La concentración para cada estímulo se muestra en cada 

caso. Los datos se representan como el Promedio ± Error Estándar de al menos tres experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía, seguida de una comparación múltiple 

de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; NS: No Significativo. 

 

7.7 LA VÍA WNT/CALCIO SE ASOCIA CON UNA MENOR SUPERVIVENCIA DE 

PACIENTES CON CÁNCER COLO-RECTAL  

El papel de NFAT en los pacientes con CRC se ha descrito muy poco, sin embargo, existe evidencia 

que demuestra que, en efecto, miembros de esta familia pudieran ser importantes [114, 115]. Para 

conocer si la expresión de NFAT se asocia a un peor pronóstico, se utilizaron los datos públicos TCGA 

(por las siglas en inglés The Cancer Genome Atlas) de Pan-Cancer y la plataforma GEPIA2. Las curvas 

de supervivencia Kaplan-Meier mostraron que la sobre-expresión del perfil NFAT1, NFAT2, NFAT3 y 

NFAT4 en conjunto se asocia a un menor porcentaje de supervivencia (Figura 21A). Además, el 

estudio in silico de componentes de la vía Wnt/calcio mostró que la sobre-expresión de CAMK2B se 

relaciona a un bajo porcentaje de supervivencia (Figura 21B). Para este último, se analizaron los 

niveles de mRNA de CAMK2B en los distintos estadios de la progresión del cáncer establecidos por 

el Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cáncer (AJCC). Se observó que CAMK2B incrementó en 

muestras de pacientes con CRC en estadios avanzados (Figura 21B-C). CAMK2B es la subunidad de 

CAMK2, cinasa con múltiples blancos y que actúa río abajo del calcio, por lo que la posible activación 

de CAMK2 por el incremento de calcio en respuesta a ligandos Wnt pudiera tener distintos efectores, 

incluso aquellos involucrados en propiedades de CSC. 
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Figura 21. Componentes de la vía Wnt/calcio se asocian a los parámetros clínicos de pacientes con cáncer 

colo-rectal. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia para el perfil: NFAT1, NFAT2, NFAT3 y NFAT4 (A) y 

CAMK2B (B) en pacientes con CRC. C) Análisis de los niveles de mRNA de CAMK2B en distintos estadios del 

CRC acorde al AJCC, de menor a mayor progresión maligna (T1, T2, T3, T4, T4A, T4B, TIS: Tumor in situ). Los 

datos se representan como score-Z en relación a todas las muestras. El análisis estadístico fue la prueba no 

paramétrica Mann-Whitney U. *p<0.05; **p=0.0015; ****p<0.0001. 
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8 DISCUSIÓN 

 

El CRC es uno de los tipos de cáncer más comunes y con mayor mortalidad a nivel mundial, pese a 

un continuo avance en las estrategias de diagnóstico y terapéuticas. La vía Wnt/β-catenina es una 

señalización involucrada en la progresión del CRC, desde el origen hasta la metástasis. Junto con 

estos procesos fisiológicos, se sostiene la participación de las CSC, incluso dentro de la resistencia a 

la quimioradioterapia y la reincidencia de la enfermedad [116–118]. Asimismo, la vía Wnt/β-catenina 

también es regulador clave en las CSC, sin embargo, uno de los desafíos es que los inhibidores de 

esta vía pueden afectar a las células troncales normales, como las del folículo pilar y el tracto 

intestinal, órganos con alto recambio celular [119]. Es por ello que, la identificación de nuevos 

componentes dentro de la señalización Wnt, pudieran representar una base en la búsqueda de 

tratamientos novedosos [120]. Nuestros resultados demuestran que la vía Wnt/calcio es esencial 

para la auto-renovación de las CSC de cáncer de colon, actuando de forma independiente al estado 

de activación de la vía Wnt/β-catenina. Incluso, la proliferación en los cultivos de esferas se estimuló 

por ligandos Wnt sin activar necesariamente la transcripción dependiente de β-catenina, lo que 

indica que, en efecto, esta vía Wnt no canónica regula características de las CSC. 

El CRC se considera una enfermedad de la vía Wnt aberrante, debido a que las mutaciones en APC 

son las más tempranamente detectadas en la mayoría de los pacientes [117, 118]. Tomando en 

cuenta esto, en el presente trabajo se estudiaron las células SW480 y SW620, que expresan la versión 

trunca de APC y representan un estadio temprano y tardío de CRC en un mismo paciente, 

respectivamente. Como contraparte, se usaron las células RKO que expresan la versión completa de 

APC y que por tanto activan la vía Wnt/β-catenina en presencia de ligandos Wnt. Esto permitió 

conocer las implicaciones de la vía Wnt/calcio, se active o no de manera simultánea a la vía Wnt/β-

catenina, en CSC, ya que componentes de la vía Wnt/calcio como Calcineurina pueden fosforilar a 

factores transcripcionales TCF para inhibir la vía Wnt/β-catenina [121], pero también la activación 

coordinada de Wnt/β-catenina y Wnt/calcio se describe en algunos antecedentes, incluyendo de 

nuestro laboratorio [107, 122, 123].  

El cultivo de esferas empleado en el presente trabajo como método de enriquecimiento de CSC es 

respaldado por datos complementarios de nuestro laboratorio donde, las células derivadas de 

esferas mostraron un cambio en el perfil de expresión de marcadores asociados a las CSC. En 

específico, en esferas en comparación a monocapa, la expresión de Lgr5 aumentó en las células RKO 

y SW480, mientras que también incrementó en las células SW620, pero en el inmunofenotipo CD44-

Lgr5+. Asimismo, la expresión de CD133 incrementó en las tres líneas celulares, corroborando la 

presencia de una mayor proporción de CSC en los cultivos de esferas [124]. Si bien con base a 

nuestros resultados, RKO y SW620 mostraron una capacidad similar en formar esferas, mientras que 

SW480 tuvo la menor eficiencia de formación de esferas, existe discrepancia en los reportes respecto 

a cuál línea celular genera esferas con mayor eficiencia, posiblemente debido a la composición del 

medio de cultivo [125, 126]. 

Las esferas de SW480 mantuvieron la activación constitutiva de la transcripción mediada por β-

catenina, aún en presencia de Wnt3a y Wnt5a. No obstante, el aumento en el número de células 

vivas, lo que sugiere una mayor proliferación debido a que la proporción de células muertas no 
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cambió, fue más notable en generaciones posteriores de esferas, lo que demostró la participación 

de vías Wnt no canónicas sobre efectos a largo plazo, y que concuerda con cambios funcionales que 

perduran en células troncales [111, 112]. Las esferas de SW620 mostraron dos subpoblaciones 

celulares en condiciones basales, una activa y una inactiva, en relación a la transcripción 

dependiente de β-catenina. Es importante tomar en cuenta que las esferas se componen de una 

heterogeneidad celular, lo cual conlleva a que no necesariamente las células compartan las mismas 

características. Incluso, se describen subpoblaciones dentro de las CSC, con base a lo determinado 

en cultivos primarios de esferas obtenidos de pacientes con CRC. En específico, se identificó una 

subpoblación de CSC que mantiene el desarrollo tumoral en los trasplantes seriales en ratón, una 

subpoblación potencialmente CSC que solo formó tumor en el ratón primario y una subpoblación 

de CSC latente que mostró tumorigenicidad en los trasplantes secundarios y terciarios [127]. De 

nuestros resultados en SW620, resultó interesante encontrar que ambos ligandos Wnt disminuyeran 

la actividad transcripcional de β-catenina. Al menos para Wnt5a, esto concuerda con lo descrito 

previamente, donde Wnt5a incrementa la expresión de Siah2, ligasa de ubiquitina encargada de 

degradar a β-catenina. Si bien en el reporte, este efecto se abatió cuando las células de CRC 

expresaron exógenamente la versión completa de APC [104], en nuestro estudio la activación de β-

catenina se observó basalmente en casi todas las células SW480, mientras que en SW620 hubo 

notoriamente dos subpoblaciones celulares, pese a que ambas líneas celulares expresan la versión 

trunca de APC, lo que sugiere que la inhibición de la transcripción mediada por β-catenina puede 

suceder de manera independiente al estatus de APC.  

Las CSC poseen auto-renovación, similar a las células troncales normales, y nuestra evidencia de que 

Wnt3a o Wnt5a la regulen a través de la vía Wnt/calcio resulta sumamente importante, ya que han 

sido pocos los estudios en abordar las vías Wnt no canónicas en esta propiedad. Por una parte, 

respecto a la auto-renovación, desde el enfoque de formación de esferas, solo se ha relacionado con 

componentes de las vías Wnt no canónicas, pero pertenecientes a la vía Wnt/PCP como RAC, RhoA 

y JNK [128–130]. No obstante, es cada vez más evidente que la sola presencia de Wnt5a contribuye 

a las funciones de las CSC. Por ejemplo, el grupo de Qin halló que Wnt5a incrementa la proporción 

de células CD24-CD44+ y la población lateral en células de carcinoma nasofaríngeo. Respecto al 

fenotipo de población lateral, se basa en la capacidad de las CSC para expulsar moléculas exógenas 

como el agente fluorescente Hoechst 33342 [131]. 

En células de cáncer de pulmón, Wnt5a aumentó el porcentaje de células con actividad de ALDH, 

otro fenotipo asociado a las CSC [132]. Asimismo, se describió que Wnt5a favorece la supervivencia 

de células endoteliales bajo la ausencia de suero, similar a la carencia de suero que caracteriza al 

medio de cultivo de esferas [133]. En nuestros datos, si bien Wnt5a tuvo un efecto más evidente en 

cambiar la formación de esferas que Wnt3a, ambos ligandos Wnt afectaron tanto la auto-renovación 

como la proliferación de las CSC. 

Por otra parte, se ha abordado la vía Wnt/calcio sobre las CSC, pero desde el enfoque de la 

invasividad celular y la quimioresistencia [134, 135]. Respecto a este último, se observó que la 

inducción de la resistencia a gemcitabina por Wnt5a involucra la actividad de NFAT1 en células de 

cáncer pancreático [136]. En células de CRC, la sobreexpresión de Wnt5a disminuye la citotoxicidad 

ante 5-FU en células SW620 y en contraste, al disminuir los niveles de Wnt5a aumenta la sensibilidad 

a este compuesto en células SW480, lo que demuestra la relación directa entre este ligando Wnt y 

la quimioresistencia [135]. Asimismo, la movilización de calcio se estimula con Wnt3a o Wnt5a, lo 
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que concuerda con lo descrito por el grupo de Thrasivoulou donde Wnt3a y Wnt5a incrementaron 

la concentración del calcio intracelular e intranuclear en células de distintos tipos de cáncer [122]. 

Además, oscilaciones de calcio se observaron en presencia de estos ligandos en células RKO y 

SW480, aunque en condiciones estándar de monocapa [107]. En este último se describió que la 

movilización de calcio requiere parcialmente de la actividad de la proteína Gi/0 en presencia de 

Wnt5a, en contraste a su papel dispensable cuando el ligando es Wnt3a [107]. Por otra parte, TrpC5 

es un canal de calcio, que tiene una alta expresión en líneas celulares con un bajo estado de 

diferenciación, donde se describieron RKO, SW480 y SW620. En estas, se observaron niveles mayores 

del mRNA de Wnt5a respecto a líneas celulares más diferenciadas. Además, SW480 mostró 

discretamente niveles altos de TrpC5 en comparación a SW620 y RKO. Los miembros de la familia de 

los canales Trp, los cuales poseen una baja conductancia, pueden operar por escalas de tiempo 

prolongadas sin sobrecargar a las células con calcio. Debido a que TrpC5 se enriqueció en RKO, 

SW480 y SW620, y se asoció a un inmunofenotipo desdiferenciado CD133+CD44+ en muestras de 

pacientes [137], esto explicaría el cambio en la movilización de calcio en respuesta al medio 

condicionado que contiene Wnt3a o Wnt5a, observado en el presente trabajo. 

En células troncales normales de Drosophila, la señalización del calcio es relevante en las ESC (por 

las siglas en inglés Embryonic Stem Cells), aún con los estímulos escasamente definidos, para la auto-

renovación y la pluripotencia. Los receptores de membrana mGlu (glutamato metabotrópico) 

incrementan los niveles intracelulares de calcio y favorecen el estado desdiferenciado, al aumentar 

la expresión de Oct3/4, mientras que, en las ISC (por las siglas en inglés Intestinal Stem Cells), mGlu 

desencadena oscilaciones de calcio para regular Calcineurina, activador de NFAT, para favorecer 

proliferación [138]. Asimismo, se propone que los GPCR se activan en las ESC por componentes del 

medio de cultivo, aún por definirse, lo que produce fluctuaciones en los niveles intracelulares de 

calcio [139]. Incluso, los GPCR acoplados a G(α-q/11) pueden compensar la ausencia de bFGF para 

mantener la auto-renovación de las ESC, dentro del cual PLCβ y CAMKII actúan como efectores río 

abajo [140]. En nuestros resultados, el aumento de calcio en las células de CRC se sostiene, al menos 

durante el tiempo evaluado, cuando son estimuladas con el medio condicionado que contiene 

Wnt3a o Wnt5a. Esto pudiera ocasionar la regulación de la transcripción de genes, ya que requiere 

de señales de calcio duraderas, mientras que la señal corta de calcio pudiera ser insuficiente para 

una respuesta transcripcional, similar a lo que se observa en los linfocitos [141]. LPA también eleva 

los niveles de calcio en ESC para aumentar la proliferación. En este reporte, el inhibidor de PLC 

U73122, el mismo utilizado en nuestro trabajo, bloqueó el efecto de LPA, lo que demostró la 

participación de PLC. Además, el efecto de U73122 en la proliferación de ESC no fue por la toxicidad 

del compuesto, similar a lo que nosotros observamos, ya que el decremento en la formación de 

esferas por U73122 no se debió a un deterioro en la viabilidad celular [139, 142]. Acorde a esto, en 

otro estudio se observó que la activación de PLC promovió la proliferación en ESC y al tratar con 

U73122, el número de ESC fue menor, sin afectar el rango de viabilidad celular o la apoptosis [143]. 

En cáncer, si bien son pocos los reportes, la actividad de PLC se reconoce importante para las CSC. 

Por ejemplo, la supervivencia y la proliferación de células escamosas de carcinoma con alta 

tumorigenicidad, rasgo de las CSC, decae al inhibir a PLC específica de Fosfatidilcolina [144]. Sin 

embargo, PLC específica de PI(4,5)P2 es la que pudiera participar en la señalización Wnt, ya que el 

reclutamiento de Dvl a la membrana plasmática incrementa las concentraciones locales de PI(4,5)P2, 

el cual a su vez aumenta la unión entre Fzd y Dvl,  estableciendo así una retroalimentación positiva 

[145]. No obstante, esto se describió en células humanas inmortalizadas de riñón embrionario 
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HEK293T, quedando por saber si también ocurre en CSC [145]. Finalmente, se demostró que la 

inhibición de Calmodulina, un componente río abajo de PLC y calcio, redujo el perfil de troncalidad 

determinado por Nanog, Sox2 y Oct3/4 en células de glioblastoma [146]. 

Por su lado, los miembros de la familia NFAT se sobre-expresan en células de CRC y se relacionan con 

un aumento de COX-2, la cual promueve la inflamación y la tumorigénesis [147]. Acorde a los 

hallazgos del presente estudio, los miembros de NFAT están activos en las tres líneas celulares, esto 

con base a su localización nuclear. Previamente, se describe en SW620 la presencia de NFAT2 en el 

núcleo bajo condiciones basales, así como la expresión de NFAT1-4 en RKO, SW480 y SW620 [148]. 

Además, en HCT116, otra línea celular de CRC, se identificaron altos niveles de NFAT1-4 en 

condiciones basales [149]. Pese a pertenecer a la misma familia, los miembros NFAT no 

necesariamente contribuyen a los mismos procesos celulares. Por ejemplo, NFAT1 favorece la 

expresión de IL-6 y MMP para contribuir al inicio de la tumorigenesis y la invasividad, 

respectivamente [150, 151], mientras que NFAT5 solo regula la migración [151] y NFAT2 se relaciona 

con migración e invasión [147]. Aunado a esto, también es importante considerar el tipo de 

regulación que pudieran mediar las isoformas de los NFAT. Por ejemplo, NFAT1 arresta el ciclo celular 

y origina la entrada a la apoptosis en fibroblastos, en contraste a la isoforma corta de NFAT2, la cual 

desencadena el efecto opuesto, lo que puede deberse a diferencias en los dominios de interacción 

con otras proteínas [152]. Por ejemplo, NFAT2 y NFAT4, poseen una segunda secuencia de 

interacción con Calcineurina [153]. Debido a que el inhibidor de NFAT 11R-VIVIT, usado en el 

presente trabajo, se basa en la secuencia peptídica del sitio de atraque (por su término en inglés 

docking site) de Calcineurina en NFAT [154], y al perfil de los NFAT específico del contexto celular, 

explicaría por qué distintas concentraciones de 11R-VIVIT se requirieron para disminuir la formación 

de esferas entre las líneas celulares.  

Asimismo, la traslocación al núcleo de los NFAT es específica de cada miembro, donde, por ejemplo, 

NFAT1 es cinco veces más responsivo que NFAT4 ante la activación de GPCR acoplado a Gαq [155]. 

Una vez en el núcleo, los NFAT funcionan cooperativamente con AP-1, lo que sugiere la integración, 

al menos, de dos distintas vías de señalización, por un lado, la vía Calcio/Calcineurina río arriba de 

NFAT y por el otro, la vía de MAPK que lleva a la síntesis y activación de c-Fos y c-Jun, componentes 

de AP-1 [153]. La participación de otras vías de señalización también es posible ya que, por ejemplo, 

el eje Calcio/CaMKII regula la proliferación y la migración de células de CRC al modular ERK1/2 y p38 

[156]. Sin embargo, en nuestros resultados, la sola inhibición de PLC o NFAT abatió los efectos de los 

ligandos Wnt sobre la formación de esferas, lo que demuestra su papel clave en este fenómeno. 

La permanencia dentro del núcleo depende del tipo de miembro de NFAT, donde, por ejemplo, 

NFAT1 permanece en el núcleo por mayor tiempo que NFAT4. Se argumenta que esto se debe a la 

presencia de receptores IP3 en la membrana nuclear interna, lo que permite la liberación del calcio 

dentro del nucleoplasma. Debido a que altos niveles de calcio activan a NFAT4, este depende 

estrechamente de los receptores nucleares IP3, en contraste a NFAT1 que, al ser independiente a 

estos receptores, se localiza en el núcleo por más tiempo. Por lo tanto, la intensidad de la señal 

dictamina el perfil de activación de los miembros NFAT [113]. En nuestros resultados encontramos 

que NFAT1-4 se localizan en el núcleo en condiciones basales, pero quedó por determinarse si existe 

un cambio en su localización nuclear en respuesta a Wnt. No obstante, se demostró que la inhibir la 

actividad de los NFAT, el efecto de Wnt sobre la formación de esferas se abatió.  
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El estudio de los miembros NFAT en pacientes con CRC mostró a NFAT2 nuclear en estadios II y III, 

así como una asociación con una baja sobrevivencia. En células derivadas de pacientes con CRC se 

observó que NFAT2 favorece la migración celular al regular la transcripción de Runx2 y gelsolina 

[115]. En el mismo reporte, NFAT2 se localizó en el núcleo, similar a nuestros hallazgos en describir 

a NFAT1-4 en el núcleo de RKO, SW480 y SW620. Esto concuerda con la activación de NFAT durante 

el desarrollo tumoral, ya que, por ejemplo, NFAT4 se expresa en células epiteliales intestinales 

normales, pero transloca al núcleo en la transición a la formación de un tumor [114]. La evidencia 

de que componentes relacionados al calcio se asocian a un peor pronóstico en los pacientes con 

CRC, según nuestro análisis in silico, concuerda con una alta actividad de Calcineurina detectada en 

adenocarcinomas de colon en comparación a la mucosa normal. Además, altos niveles de CaN A, 

subunidad catalítica de Calcineurina, se identifica en muestras de tumor de colon, tanto la isoforma 

α como β [157]. Sin embargo, queda por abordar los estados de activación de estas proteínas en las 

muestras de pacientes, ya que la mayoría de bases de datos abordan solo los niveles de expresión. 

El incremento de la proliferación por Wnt5a en SW480 y SW620, en particular a largo plazo, contrasta 

con lo observado por el grupo de Qiang Gu, donde la sobre-expresión de Wnt5a restringe la 

proliferación debido a la reducción en la expresión de c-Myc [158]. No obstante, hay diferencias 

evidentes entre ambos estudios, remarcando que en el antecedente usaron células HCT116, las 

cuales expresan la versión completa de APC, a diferencia de la versión trunca que expresan las células 

SW480 y SW620. De forma interesante, en nuestros resultados el incremento de la proliferación por 

Wnt5a no se observó en las células RKO, las cuales como HCT116, expresan la versión completa de 

APC. Otra consideración es la discrepancia en las condiciones de cultivo, en el cual previamente se 

evaluó en monocapa [158] a diferencia del cultivo de esferas en nuestro estudio, ya que nuestro 

interés fue analizar a las CSC. Si bien, la transcripción mediada por β-catenina no explica todos los 

efectos de los ligandos Wnt en la proliferación, y dado que Wnt/calcio resultó importante en los 

cultivos de esferas, NFAT pudiera ser mediador en este rasgo según nuestros datos. De hecho, se ha 

observado que NFAT2 eleva la expresión de c-Myc al unirse directamente a su promotor [159] o al 

aumentar la unión de ELK1 sobre el promotor de c-Myc en células de cáncer de páncreas [160]. 

También NFAT2 regula positivamente la expresión de c-Myc al activar a ERK1/2 y p38 en células 

cancerosas de ovario [161]. Incluso el gen de Ciclina D1 es blanco de NFATc1 en células de músculo 

liso [162]. 

Si bien la actividad de PLC y NFAT fue crucial para mantener la auto-renovación, uno de los hallazgos 

importantes en nuestros resultados fue la divergencia de la respuesta ante los ligandos Wnt sobre 

la capacidad de formar esferas y la proliferación entre las líneas celulares. Aunque, por ejemplo, 

SW480 y SW620 expresan la forma trunca de APC, mostraron un comportamiento diferente en 

presencia de los ligandos Wnt3a y Wnt5a, sugiriendo que otras características aportan a esta 

disimilitud. De hecho, existen reportes que comparan las líneas celulares SW480 y SW620, debido a 

que provienen del mismo paciente, pero aisladas en diferentes estadios de progresión del cáncer. 

En términos de morfología, SW480 exhibe un fenotipo epitelial, mientras que SW620 tiene la 

apariencia tipo fibroblasto en condiciones in vitro. Respecto a la tumorigenicidad, los tumores 

formados por SW480 son estructuras tipo glandular, mientras que las células SW620 forman láminas 

sólidas de células tumorales in vivo. Además, las células SW480 tienen menor capacidad 

tumorigénica y metastásica en comparación a las células SW620. Esto último correlaciona con una 

mayor motilidad celular de SW480 in vitro, en comparación a las células SW620, donde incluso, la 
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fibronectina estimuló la migración en SW480, pero no en SW620 [125]. En otros procesos celulares, 

SW480 tiene una menor tasa de proliferación que SW620 y en la apoptosis inducida por TNFα o por 

anticuerpo anti-Fas, las células SW480 son más sensibles que las células SW620 [163]. 

Las diferencias funcionales entre SW480 y SW620 se atribuyen principalmente a la etapa de la 

progresión del cáncer del cual fueron aisladas, pero la evidencia que explica estas diferencias es 

escasa [102, 164, 165]. Una de las posibles explicaciones a la variación de las características, y que 

es relevante para el presente trabajo, es la proporción de CSC entre las líneas celulares. En cultivos 

de esferas de nuestro laboratorio, se describió que SW480 tuvo una mayor subpoblación de células 

LGR5+, en comparación a SW620 y RKO [124]. Sin embargo, según los hallazgos del presente trabajo, 

las células SW480 tuvieron una menor capacidad de formar esferas respecto a SW620 y RKO. Esto 

puede deberse a que SW480 posee una menor proporción del inmunofenotipo CD133+ que SW620. 

Sin embargo, RKO tuvo la menor subpoblación CD133+, lo que demuestra que el enriquecimiento de 

estos marcadores no explica completamente la diferencia sobre la capacidad de formar esferas o los 

cambios que se observaron en presencia de ligandos Wnt [124]. Es posible que deban considerarse 

otros marcadores moleculares. Por ejemplo, Slater y colaboradores demostraron que el número de 

células CD44+/CD133+ es mayor en SW620 que en SW480, que acorde a nuestros resultados, 

explicaría porque SW620 tuvo una mayor eficiencia de formación de esferas que SW480 [125]. En el 

presente trabajo, debido a que el sistema reportero SORE6 no se evaluó en las células SW620, queda 

por saber si la actividad transcripcional del complejo Sox2-Oct3/4 pudiera relacionarse con la 

eficiencia de formación de esferas de cada línea celular de CRC, aunque con base a lo evaluado en 

RKO y SW480, pudiera parecer que es el caso. 

Las disimilitudes funcionales también se observan en las células que conforman a las esferas, donde 

SW480 incrementa la proporción de células en la fase G1/GO y disminuye en la fase S, al comparar 

con aquellas en condiciones adherentes. Por su parte, SW620 no mostró cambios entre las células 

derivadas de esferas y las obtenidas de condiciones adherentes. Al analizar la quimioresistencia en 

condiciones adherentes, SW620 fue más sensible a 5-FU que SW480. Por el contrario, SW480 fue 

más sensible a oxaliplatina que SW620. De forma interesante, SW620 adquirió sensibilidad a 

oxaliplatina, incluso más que SW480, en los cultivos de esferas [125]. 

El perfil de expresión de los componentes de la señalización Wnt también es específico en cada línea 

celular. SW480 posee mayores niveles de β-catenina que SW620 [162]. De forma interesante, al 

tratar a las células SW620 con NaBt, inhibidor de desacetilasas de histonas HDAC, los niveles de β-

catenina incrementan, incluso más que en SW480 [166]. En los reportes que han abordado RKO, 

SW480 y SW620, se demostró similitud entre RKO y SW620, y no así con SW480, para ciertas 

proteínas relacionadas a la señalización Wnt. Por ejemplo, la expresión de Wnt9a es baja en RKO y 

SW620, pero alta en SW480. Asimismo, se observó la mayor expresión de Wnt2b y Fzd2 en RKO y 

SW620, mientras que en SW480 los niveles fueron bajos [137]. En cuanto a la vía Wnt no canónica, 

Wnt5a está silenciado en SW620, pero se expresa en SW480 y RKO [135, 166]. En específico, el gen 

de Wnt5a está metilado y silenciado en SW620, mientras que se expresa en SW480 por la ausencia 

de metilación, lo que indica que la señalización autónoma mediada por este ligando es diferente en 

condiciones basales [103]. Además, los antecedentes de nuestro laboratorio mostraron que el perfil 

de fosforilación de Dvl es específico de cada línea celular y del ligando Wnt utilizado [107]. Por 

ejemplo, Dvl1 se fosforila con Wnt3a, pero no con Wnt5a en células RKO, mientras que lo opuesto 

se observa en células SW480. Respecto a Dvl2, el estado fosforilado aumenta con ambos ligandos 
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Wnt en RKO, a la vez que no cambia en SW480. Para el caso de Dvl3, la fosforilación incrementa en 

ambas líneas celulares, RKO y SW480, siendo más evidente con Wnt5a que Wnt3a [107]. Finalmente, 

también es de considerarse la participación de otras vías de señalización que favorezcan o restrinjan 

la respuesta a ligandos Wnt, como la dependiente a mTOR. Esto a partir de lo observado tras el 

tratamiento con rapamicina, inhibidor de mTOR en esferas. El estímulo con rapamicina disminuyó el 

número de esferas primarias y secundarias en SW620, pero no tuvo efecto sobre las esferas de 

SW480. En este reporte, el efecto de rapamicina se asoció a los niveles de SOX9, donde a mayor nivel 

de SOX9, mayor inhibición de rapamicina sobre la formación de esferas [126]. Si la vía de señalización 

mTOR participa en la respuesta a ligandos Wnt, queda por definirse. 

El hecho de que el efecto de Wnt5a fuese más evidente que Wnt3a en la formación de esferas 

sugiere que no necesariamente activan los mismos mecanismos moleculares para alcanzar una 

respuesta. Esto en parte puede determinarse desde la transducción a nivel transmembranal, donde 

Wnt3a se une a Fzd y LRP6, mientras que Wnt5a forma un complejo con Fzd y Ror2 [69], a pesar de 

que ambos, por ejemplo, pueden redistribuir a GSK-3β del citoplasma al núcleo en células de CRC 

[167]. Sin duda, esto refuerza la idea de la complejidad de la señalización Wnt debido a la integración 

de múltiples mecanismos [168], lo cual, con el avance de los estudios, nos puede acercar a 

comprender a detalle sus implicaciones en la enfermedad. Derivado de esto, por ejemplo, se 

identifica la intercomunicación entre la vía Wnt/calcio y la vía Wnt/PCP, ya que la movilización de 

calcio puede estimularse por Pk1 [169, 170] e incluso la activación de Wnt/calcio independiente de 

Dvl activa PKC a través de la GTPasa Cdc42 [171]. Finalmente, si bien en el presente estudio se 

utilizaron Wnt5a y Wnt3a como ligandos prototipos, es posible que otros ligandos Wnt también 

participen en favorecer características de CSC a través de mecanismos no canónicos. Por ejemplo, 

en células de cáncer de páncreas se observó que Wnt2 aumenta la formación de esferas a través de 

la actividad de la cinasa TAK1, además de identificar altos niveles de Wnt2 en células tumorales 

circulantes en sangre [172].  

El papel de la vía Wnt/β-catenina en la homeostasis del intestino dificulta el desarrollo de terapias 

efectivas enfocadas a esta señalización, lo que explica por qué no hay inhibidores de la vía Wnt 

canónica aprobados por el FDA (por las siglas en inglés Food and Drug Administration) para el uso 

clínico. El descubrimiento de componentes emergentes de la señalización Wnt, por lo tanto, 

establece un camino hacia el desarrollo de nuevos tratamientos [54]. En CSC, las vías Wnt no 

canónicas se han asociado a características como la invasión y la metástasis [119], sin embargo, 

nuestros resultados muestran que también pueden regular la auto-renovación y la proliferación, 

procesos claves en este tipo de células. 
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9 CONCLUSIONES 

 

9.1 CONCLUSIONES ESPECÍFICAS 

Con base en los resultados que se muestran en el presente trabajo, se enlistan las siguientes 

conclusiones: 

• El cultivo de esferas tiene una subpoblación celular de CSC que se identifica por la alta 

actividad transcripcional del complejo Sox2-Oct3/4 y por la auto-renovación en cultivos de 

esferas seriados.  

 

• La capacidad de respuesta de la vía Wnt/β-catenina a ligandos Wnt depende del contexto 

celular, y no solamente de la versión expresada de APC, ya que las células SW480 mantienen 

una actividad transcripcional constitutiva dependiente de β-catenina, mientras que las 

SW620 la disminuyen. Por su parte, las células RKO incrementan esta actividad 

transcripcional solo con Wnt3a. 

 

• Wnt3 y Wnt5a incrementan la capacidad de formar esferas en células SW620 y RKO, pese a 

su respuesta diferencial a la vía Wnt/β-catenina. 

 

• Wnt3a y Wn5a disminuyen la capacidad de formar esferas en células SW480, a pesar de la 

ausencia de cambios de la vía Wnt/β-catenina en presencia de estos ligandos. 

 

• La proliferación en los cultivos de esferas primarias de células RKO y SW620 disminuye a 

altas concentraciones de Wnt3a y Wnt5a. 

 

• Una estimulación única de las esferas primarias con ligandos Wnt determina la capacidad 

proliferativa en cultivos secuenciales de esferas de RKO, SW480 y SW620, por lo que los 

ligandos Wnt afectan la capacidad proliferativa de las esferas a corto y largo plazo. 

  

• Wnt3a y Wnt5a movilizan calcio en células derivadas de esferas de células RKO, SW480 y 

SW620, lo cual depende de la actividad de PLC. 

 

• La actividad de PLC es esencial para mantener la capacidad de autorrenovación de las CSC 

de RKO, SW480 y SW620, tanto en condiciones basales como en presencia de los ligandos 

Wnt3a y Wnt5a. 

 

• La actividad de NFAT también es esencial para mantener la capacidad de autorrenovación 

de las CSC de RKO, SW480 y SW620, tanto en condiciones basales como en presencia de los 

ligandos Wnt3a y Wnt5a 
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9.2 CONCLUSIÓN GENERAL 

 

El conocimiento acerca de las CSC continúa siendo de interés, debido a la diversidad de procesos 

que se les atribuye a estas células en los pacientes con cáncer. Nuestros resultados demuestran que 

la capacidad de formar esferas, la cual se relaciona con el potencial de auto-renovación de las CSC, 

depende de la vía Wnt/PLC/Calcio/NFAT en células de CRC. Este mecanismo molecular puede actuar 

simultáneamente o independiente de la vía Wnt/β-catenina, Si bien, la vía Wnt/β-catenina continúa 

siendo la más descrita, estos hallazgos abren el panorama de la señalización Wnt, donde las vías Wnt 

independientes a β-catenina también son esenciales para las CSC. 

De manera interesante, al inhibir PLC o NFAT, componentes de la vía Wnt/calcio, se abate la 

capacidad de formar esferas, lo que sostiene que esta vía es crucial para que las CSC mantengan esta 

capacidad, sello característico de las células troncales. 

El hallazgo de que la capacidad de formar esferas y la proliferación sean características que se 

regulan diferencialmente ante la presencia de un mismo ligando Wnt, remarca que el tipo de efecto 

de Wnt sobre las CSC, ya sea favoreciendo o restringiendo, dependerá de la función en cuestión, así 

como del tiempo en que se evalúa, a corto o largo plazo. Por lo tanto, nuevos componentes 

identificados en la red de señalización Wnt revela oportunidades emergentes para erradicar a las 

CSC, sin embargo, esto queda por demostrarse. 
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10 PERSPECTIVAS 

 

Con base en los resultados del presente trabajo, nuevas preguntas y estrategias para responderlas 

se plantean, las cuales se enlistan a continuación: 

 

• El uso de U73133 como inhibidor de PLC reveló la participación de esta enzima en la 

señalización río abajo de Wnt. No obstante, se describen isoformas de PLC, por lo que la 

inhibición específica por medio de siRNAs, permitirá discernir las isoformas de PLC 

involucradas en la transducción de Wnt. 

 

• El uso de 11R-VIVIT permitió la inhibición de los miembros de la familia NFAT, en específico 

de los que dependen de la movilización del calcio. Sin embargo, cada miembro NFAT tiene 

una contribución diferente en la señalización celular, por lo que la inhibición específica por 

medio de siRNAs, identificará cuáles participan en la respuesta ante ligandos Wnt. 

 

• Si bien, los genes blanco de la vía Wnt/β-catenina están ampliamente descritos, aquellos de 

la vía Wnt/calcio son escasos. Por lo tanto, la identificación del perfil de expresión por medio 

de secuenciación de CSC, identificadas por marcadores de superficie (CD44v6, CD133, LGR5) 

o actividad transcripcional dependiente de Sox2-Oct3/4, determinará aquellas proteínas 

que son independientes de β-catenina, pero importantes para la auto-renovación. En 

específico, comparando CSC de SW480 y SW620 con el estímulo Wnt, ya que estas líneas 

celulares mostraron una respuesta funcional opuesta en la modulación de Wnt/β-catenina 

y en la formación de esferas, además de que provienen del mismo paciente. 

 

• En el presente trabajo se emplearon Wnt3 y Wnt5a, por ser prototipos de activación para la 

vía Wnt canónica y vías Wnt no canónicas, respectivamente. Sin embargo, el uso de otros 

ligandos Wnt establecerá si el mecanismo Wnt/PLC/Calcio/NFAT es común para los ligandos 

Wnt en regular a las CSC. 

 

• La respuesta funcional por ligandos Wnt fue opuesta entre SW480, línea celular de tumor 

primario, y SW620, línea celular de tumor metastásico. Esto sugiere que la metástasis lleva 

a un cambio en la señalización Wnt, y dada la modulación de la vía Wnt/β-catenina en estas 

líneas celulares, las vías Wnt no canónicas parecen también estar involucradas. Para 

discernir esto, queda evaluar otras líneas celulares, de tumor primario y metastásicas, e 

identificar el cambio en la transducción celular relacionada a Wnt. 

 

• Se ha demostrado en nuestro laboratorio que la activación de la vía Wnt canónica está 

involucrada en la generación de resistencia a quimio-fármacos en cáncer de colon. Sería muy 

interesante estudiar el papel que juega la vía Wnt/Calcio en este proceso. 
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Introduction: Cancer Stem Cells (CSC) are responsible for maintaining tumor

growth, chemoresistance, and metastasis. Therefore, understanding their

characteristics is critical to progress in cancer therapy. While the contribution

of the canonical Wnt/b-catenin signaling in both normal and CSCs had been well

established, the function of non-canonical Wnt signaling cascades in stem cells is

unclear. Recently, we reported that Wnt ligands trigger complex signaling in

which the canonical and non-canonical responses can be simultaneously

activated by one ligand in colon cancer cells, suggesting, therefore, that

noncanonical Wnt pathways may also be important in CSCs.

Methods: The present work aimed to know the role of the Wnt/Ca2+ pathway in

colon CSCs. We used tumorspheres as a model of CSCs enrichment of CRC cell

lines with different Wnt/b-catenin contexts.

Results:UsingWnt3a andWnt5a as prototype ligands to activate the canonical or

the non-canonical pathways, respectively, we found that both Wnt3a and Wnt5a

promote sphere-formation capacity and proliferation without stimulating b-

catenin-dependent transcription. Upregulation of sphere formation by Wnt5a

or Wnt3a requires the downstream activation of Phospholipase C and

transcriptional factor NFAT. Moreover, the single specific inhibition of PLC or

NFAT, using U73122 and 11R-VIVIT, respectively, leads to impaired sphere

formation.

Discussion:Our results indicate that both types of ligands activate the Wnt/Ca2+

signaling axis to induce/maintain the self-renewal efficiency of CSCs,

demonstrating to be essential for the functions of CSC in colon cancer.
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1 Introduction

Stem cells are a population of cells characterized by the capacity

for cell self-renewal and for giving rise to mature cells in a given

tissue. Their regulation is essential to support embryo development,

organogenesis, and homeostasis of tissues in the body since they are

required for tissue replacement throughout the human lifespan (1).

The disruption of stem cell functions leads to several human

diseases, such as cancer. Cancer stem cells (CSCs) represent a cell

subset with characteristics akin to healthy stem cells, like self-

renewal capacity, but with tumor-initiating ability and high

invasive capacity. These properties of CSCs are thus involved in

tumor initiation, propagation, and relapse.

Canonical Wnt signaling has been defined as one of the most

important regulators of normal and cancer stem cells (2–4). While it

is well established that Wnt/b-catenin signaling is aberrantly

activated in most colorectal cancers (CRC), the implication of the

non-canonical, non- dependent b-catenin Wnt signaling in

carcinogenesis and CRC progression is still unclear (4-7). With

respect to the role played by Wnt signaling in stem cell functions, it

has been established that the canonical Wnt/b-catenin signaling

cascade is involved in the self-renewal of stem cells and proliferation

or differentiation of progenitor cells (5–7). However, although it is

well known that non-canonical Wnts regulate cellular polarization,

control nuclear localization of NFAT transcriptional factor,

suppresses canonical Wnt signaling, and promote invasion,

survival, and metastasis of CSCs, the contribution of non-

canonical cascades to stem cells biology is still not well defined.

We have recently reported that both canonical prototypeWnt3a

ligand and non-canonical prototype Wnt5a ligand activate a typical

Wnt/Ca2+ non-canonical signaling pathway in malignant colon

cells, promoting Ca2+ mobilization as a result of phospholipase C

(PLC) activation and inducing cell migration in these cells (8).

Importantly, we demonstrated that canonical Wnt3a ligand not

only stimulated the b-catenin transcriptional activity in colon

cancer cells but, at the same time, activated PLC, promoted Ca2+

mobilization, and induced Rho kinase and PLC-dependent cell

migration (8). These results, therefore, indicated that Wnts might

simultaneously activate canonical and non-canonical Wnt signaling

in colon cancer cells (8).

The aim of this work was to examine the role played by the non-

canonical Wnt/Ca2+pathway, specifically in colon cancer stem cells.

Using the prototype non-canonical ligand, Wnt5a, in comparison

with Wnt3a, the prototype of a canonical b-catenin activating

ligand, we describe here that non-canonical Wnt/Ca2+ cascade

plays an essential role in inducing and maintaining the self-

renewal capacity of colon cancer stem cells.

2 Materials and methods

2.1 Cell lines

All cancer cell lines and the L-Wnt3a or L-Wnt5a cell lines used

here were purchased from American Type Culture Collection

(ATCC; Manassas, VA, USA). RKO is a prototype of BRAF-

driven colon cancer cells and exhibits responsive canonical Wnt

signaling. SW480 and SW620 are the prototype of KRAS-driven

colon cancer cells and have a truncated version of APC. SW480 and

SW620 were obtained from the same patient from the primary

tumor and lymph node metastasis, respectively.

2.2 Monolayer culture

RKO was maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 2 mM

L-glutamine, and antibiotics (100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml

Streptomycin and 25 µg/ml amphotericin). SW480 and SW620

were maintained in DMEM F-12 supplemented with 5% FBS, 2 mM

L-glutamine, and antibiotics (100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml

Streptomycin and 25 µg/ml amphotericin). L-Wnt3a cells were

maintained in DMEM supplemented with 10% FBS and L-Wnt5a

cells were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS and 4

mM L-glutamine. All cell lines were cultured at 37°C in an

atmosphere of 5% CO2.

2.3 Sphere culture

Cells were collected from monolayer standard culture by

trypsinization. Viable cells were quantified by staining with

Trypan blue and were seeded to 1 cell/µl in serum-free medium

containing DMEM F-12 supplemented with 1X B27, 20ng/ml of

EGF and 1X antibiotics (100 U/ml of Penicilin, 100 µg/ml of

Streptomycin and 10 µg/ml of Gentamicin and 25 µg/ml

Amphotericin) in ultralow-attachment plates. Fresh medium was

added each third day. For further analysis or sequential cultures,

spheres were dissociated into single cells using TrypLETM Express

(Gibco Cat no. 12604-013) according to manufacturer instructions.

Sphere forming efficiency (SFE) was evaluated using the formula:

[number of spheres/number of seeded cells] x 100.

2.4 Plasmids

The plasmids used in this work were the following TOP-GFP-

mCherry plasmid was a gift from Ramesh Shivdasani (Addgene

#35491). M50 Super 8x TOPFlash (Addgene #12456) and M51

Super 8x FOPFlash (Addgene #12457) were a gift from Randall

Moon. pCMV/mCherry, pSORE6/mCherry, pCMV/GFP, and

pSORE6/GFP (which contains a tandem repeat of the response

element to Oct4/Sox2 derived from Nanog promoter) were a gift

from Marco Velasco Velázquez.

2.5 Wnt ligand treatment

The cells were stimulated in the absence or the presence of

recombinant human Wnt-3a (Cat. No. 5036-WN-010 R&D

Systems) or Wnt-5a (Cat. No. 645-WN-010 R&D Systems).

When indicated, the conditioned medium, obtained from L-
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Wnt3a or L-Wnt5a cell lines, was used according to the

manufacturer’s instructions.

2.6 TOP reporter gene assay

The b-catenin-dependent transcription was evaluated using the

plasmid TOP-GFP-Mcherry. Briefly, the cells were lentivirally

transduced with TOP-GFP-mCherry. Transduced cells were

isolated using FACSaria sorter to isolate mCherry+ cells. Positive

fluorescence to mCherry+ was corroborated by cytometry flow

using Attune Nxt cytometer. Positive cells were seeded in sphere

culture and stimulated each third day with DMSO (vehicle), 250 ng/

ml of Wnt3a, or 250 ng/ml of Wnt5a. The 11th day of sphere

formation, spheres were disaggregated at cell single and analyzed to

detect GFP+ cells, b-catenin-dependent reporter, by cytometry flow

using Attune Nxt cytometer.

2.7 Lentivirus generation and
cell transduction

Lentivirus was generated by cotransfection with the plasmids

pCMV-VSV-G (Addgene #8454) and pCMV-dR8.2 (Addgene

#8455) together with the plasmid of interest in HEK-293Tcells.

Lentiviral particles were harvested 72 hours post-transfection,

aliquoted, and frozen at -80°C until use. For transduction with

lentiviral constructs, target cells were exposed to viral supernatants

for 24 h with Polybrene (5-20 µg/ml). Transduced cultures were

selected with 5-10 µg/ml of Puromycin for ten days in the case of

plasmids that had resistance. For plasmids that do not allow

selection for antibiotic resistance, lentiviral transduced cells were

cell-single sorted.

2.8 Intracellular calcium determinations

The calcium was quantified as previously described (8). In brief,

the cells were serum-starved for 1 h at 37°C. Then, cells were loaded

with 2.5 µM Fura-2/AM (Cat. No. F1201 Invitrogen) in Krebs-

Ringer-HEPES containing 0.05% BSA, pH 7.4, for 1 h at 37°C. The

cells were washed and incubated 5 min in the absence or presence of

4 mM PLC inhibitor U-73122. Fluorescence measurements were

carried out with Wnt3a or Wnt5a ligands at 340- and 380-nm

excitation wavelengths and at 510-nm emission wavelength with a

chopper interval set at 0.5 s, using an AMINCO-Bowman Series 2

luminescence spectrometer (Rochester, NY).

2.9 Pharmacological treatment

U73122, obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, Mo, USA),

11R-VIVIT (Merck Cat. no. 480401), or vehicle (DMSO), were

added at indicated concentrations during spheres formation each

third day. Regarding the specificity of these compounds: U73122 is

a potent, selective, and cell-permeable inhibitor of C-type

phosphatidylinositol-specific phospholipases that inhibits agonist-

induced phospholipase C activation (IC50 = 1-2.1 mM), but has also

reported inhibiting 5-lipoxygenase. 11R-VIVIT is a competitive

NFAT inhibitor peptide based on the conserved calcineurin docking

site of the NFAT family. Referred to as VIVIT, this peptide

interferes with calcineurin-NFAT interaction without disrupting

calcineurin phosphatase activity and without affecting other

signalings regulated by calcineurin, such as NFKB (9).

2.10 Cell viability

Spheres were treated with U73122 or 11R-VIVIT each third day

at the indicated concentrations. Quantification of viable cells was

carried out on the 11th day of spheres forming using Propidium

Iodide at 1:2000 dilution, and fluorescence was measured in the

ATTUNE NEXT equipment.

2.11 Cellular fractionation

Separation of cytoplasmic and nuclear proteins was performed

as briefly described below. Spheres were centrifuged at 2,800 rpm

for 9 min. Pellet was resuspended in cytoplasm homogenization

buffer I (10 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5% Triton

X-100, pH8) and shaken vigorously. Lysates were incubated at 4°C

for 15 min, and 1% NP-40 was added and shaken vigorously.

Lysates were centrifuged at 900 rpm for 10 min at 4°C. The

supernatant was recovered and stored as a cytoplasmic extract.

The pellet was resuspended in nucleus homogenization buffer (5

mM HEPES, 0.75 mM MgCl2, 5 mM KCl, 0.25% Triton X-100, 0.5

M NaCl, 0.1 M EDTA, 10% Glycerol, 0.25 mM DTT) and shaken

vigorously. Lysates were incubated at 4°C for 15 min and

centrifuged at 13,000 rpm for 5 min. The supernatant was

recovered and stored as a nuclear extract.

2.12 Western blotting

Cells were lysed with RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4,

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-

40, 0.1% SDS, and supplemented with protease and phosphatase

inhibitors) and shaken vigorously every 10 min for 3 h. Lysates were

centrifugated (13000 rpm for 5 min), and supernatants were stored

at −80°C until use. Proteins were quantified by Bradford protein

assay and separated by SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

(SDS-PAGE). The proteins were transferred to nitrocellulose

membranes (Bio-Rad), and membranes were blocked with 3%

nonfat dry milk in TBS for 1 h. Primary antibodies incubated

overnight at 4°C with the indicated primary antibody (Non-

phospho (Active) b-catenin (Cat. No. 8814 Cell Signaling),

NFAT1 (Cat. No. 610703 BD Biosciences), NFAT2 (Cat. No.

556602 BD Biosciences), NFAT3 (sc-271597 Santa Cruz

Biotechnology), NFAT4 (SC-8405 Santa Cruz Biotechnology),

Lamin B1 (ab16048 Abcam), a-Tubulin (T9026 Sigma)]

according to manufacturer’s instructions. Then, membranes were
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washed with washing buffer (TBS, 0.025% Tween 20) and incubated

with HRP-conjugated secondary antibody for 2 h at room

temperature. Blots were revealed using SuperSignal Kit (Pierce) in

C-DiGit Blot scanner (LI-COR Bioscience, Lincoln, NE, USA), and

analysis was performed by Image Studio™ Lite Software (LI-

COR Biosciences).

2.13 Flow cytometry

Cells were obtained by trypsinization or using TrypLETM Express

frommonolayer or sphere culture. The cells were incubated for 30 min

at 4°C as follows: CD133-PE-coupled (Cat. No. 12-1338-42

eBioscience), CD44-APC-coupled (559942 BD Pharmingen), and

CD44v6 (Cat. No. BMS125 eBioscience). In the case of CD44v6, the

cells were washed and incubated with FITC-coupled anti-mouse

secondary antibody for 30 min at 4°C in dark conditions. The Single

cell suspension was acquired in Attune Nxt cytometer. Data were

analyzed using the FlowJo software (Tree Star®). For FACS of cells

transduced with the SORE reporter system, RKOCMV and SW480CMV

were used as control of fluorescence, and cell sorting was performed

using a FACSaria sorter.

2.14 In silico analysis

Gene signature quantification was performed using Gene

Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA2) platform

considering the median group cutoff (10). For analysis of

CAMK2B mRNA in different stages of American Joint

Committee on Cancer, TCGA public data from Pan- Cancer was

used (11).

2.15 Statistical analysis

The data is represented as the mean ± Standard Error of the

Means (SEM) of at least three independent experiments. Student’s

t-test was used to compare the means of two groups. Multiple

comparisons between three or more groups were performed using

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s

multiple comparisons. A p-value of p<0.05 was considered

statistically significant.

3 Results

3.1 Tumor sphere culture is enriched in
CSCs and serves as a study model of CSCs
derived from colon cancer cell lines

Colon spheres have been widely described as a stable in vitro

model to study stem cells since their enrichment has been

demonstrated in these cultures (12). To establish whether RKO,

SW480 and SW620 colon cancer cell lines have the capacity to grow

in non-adherent conditions, cultures in a clonal density upon

anchorage-independent growth and serum-free medium were

performed, and the sphere formation efficiency (SFE) was

quantified. In each cell line, a cellular subpopulation survived and

generated spheres. In particular, SW480 had the lowest SFE, while

RKO and SW620 had similar SFE (Figure 1A). The self-renewal

capacity is recognized through consecutive cultures, where spheres

from the first generation are dissociated at cell single and seeded to

form spheres in a subsequent generation and so on. As can be

observed in Figure 1A, the quantification of SFE in the first, second

and third generations showed that RKO, SW480 and SW620 cells

had a cellular subpopulation able to maintain the capacity to form

spheres (Figure 1A). This supported the notion of the self-renewal

process and then that the spheres are constituted of stem cells.

The expression of several stem cell markers, such as CD133, CD44,

and CD44v6 has been widely validated in colon CSCs (13, 14).

Consistent with this, the analysis of cell surface expression of these

markers by flow cytometry in second-generation spheres showed that

more than 95% of RKO or SW480 spheres express CD44 and display a

heterogeneous expression of CD133 and CD44v6 depending on the

CRC cell line spheres tested (Supplementary Figure 1). Transcriptional

factors OCT4, SOX2, and NANOG have also been reported to be

relevant for stemness (15). Thereby, a reporter plasmid system referred

to as pSORE6, containing a tandem repeat of an OCT4/SOX2 response

element derived from the NANOG promoter, was used to confirm the

presence of CSCs in the spheres. Analysis by flow cytometry detected

SORE6+ cells in RKO and SW480 spheres transduced with pSORE6

(RKOSORE6 and SW480SORE6, respectively) compared to cells

transduced with pCMV, the control plasmid lacking SORE element

(RKOCMV and SW480CMV) (Figure 1B). To corroborate that SORE6+

cells are enriched in CSC, SFE of single cell culture from SORE6+ cells

and SORE6- cells was assessed. Results showed a higher SFE in SORE6

+ cells compared to SORE6- cells, both in RKOSORE6 and SW480SORE6,

reinforcing the notion that SORE6+ cells have a higher capacity to form

spheres than SORE6- cells (Figure 1C). Once SORE6+ cells were

identified in RKOSORE6 and SW480SORE6 populations, it was of

interest to know whether this subpopulation is maintained

throughout consecutive sphere cultures. The analysis showed that the

percentage of SORE6+ cells was also increased in the third generation

but only statistically significant in RKOSORE6 (Figure 1D). Because the

percentage of SORE6+ cells was augmented in subsequent sphere

culture, SFE was measured in RKOSORE6 and SW480SORE6 populations

to find out if it was related to an increase in the proportion of cells able

to form spheres. Results showed that SFE improved in the third

generation of RKOSORE6 spheres, while SW480SORE6 exhibited

similar percentages (Figure 1E). Additionally, RKOCMV and

SW480CMV had enrichment of sphere-forming cells, corroborating

that the sphere culture is a tool to enrich the CSC

subpopulation (Figure 1E).

3.2 Wnt3a but not Wnt5a stimulates b-
catenin transcriptional activity in RKO and
SW620 sphere cells

The response to Wnt ligands is partially dependent on mutations

in components of the canonical Wnt pathway (16). In our work, we
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employed RKO and SW480 or SW620 human colon cancer cell lines

as representative of normal Wnt signaling (RKO, which expresses

normal APC protein) and constitutively activeWnt signaling (SW480

and SW620, which express a truncated version of APC and

representative of distinct stage of progression in the same patient)

(17). We have previously reported that in RKO cells, only prototype

canonical Wnt3a is able to activate the b-catenin-mediated

transcriptional activity in a dose-dependent manner and not

Wnt5a, and this last one blocks the Wnt3a-induced b-catenin
transcriptional activity (8). However, these studies were carried out

in culture standard conditions of the monolayer. To examine if this

response mediated by Wnt ligands is conserved in spheres, RKO,

SW480, and SW620 sphere cells were transduced with pmCherry-

TOP/GFP, which allows evaluating the b-catenin-dependent
transcriptional activity by GFP expression. For stimulation, the

sphere medium was supplemented with Wnt3a or Wnt5a and

added each third day (Figure 2A). In agreement with data from

monolayer conditions, results showed an increase in the percentage of

GFP+ cells in RKOTOP/GFP and also an increase in active b-catenin
(non-phosphorylated) levels when second-generation spheres were

stimulated with Wnt3a, but not with Wnt5a, then demonstrating

responsiveness of canonical Wnt pathway by Wnt3a in RKO spheres

B C

D

E

A

FIGURE 1

CSC are identified in spheres cultures derived from colon cancer cell lines. (A) Quantification of SFE of RKO, SW480, and SW620 cells throughout
three consecutive generations. (B) Density plots of RKO and SW480 cells transduced with pSORE6/mCherry or pSORE6/GFP, respectively, and
measured by flow cytometry. Transduced cells with pCMV were used as a reference for fluorescence. (C) Quantification of SFE of single cell cultures
sorted from SORE6- and SORE6+ subpopulations of RKOSORE6 and SW480SORE6 populations. (D) Density plots of RKOSORE6 and SW480SORE6

throughout three consecutive generations (left panel). Quantification of the percentage of SORE6+ subpopulation of each generation (right panel).
(E) Quantification of SFE of RKOCMV, RKOSORE6, SW480CMV, and SW480SORE6 throughout three consecutive generations. Data are represented as the
mean values ± SEM of at least three independent experiments using Student´s t-test. (A, D, E) or one-way ANOVA followed by Bonferroni´s multiple
comparisons. *p<0.05; **p<0.005.
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(Figures 2B, C). In SW480TOP/GFP spheres, as expected, there were no

changes in the presence of Wnt3a or Wnt5a since these cells have

ligand-independent, constitutive active canonical Wnt signaling.

Furthermore, most SW480TOP/GFP cells were GFP+, confirming that

almost all of them have active canonical Wnt pathways (Figure 2B).

SW620TOP/GFP cells showed a different phenotype at basal conditions

than RKO and SW480 because GFP+ and GFP- cells were clearly

identified, indicating that, even though SW620 cells were derived

from the same patient that SW480 cells, the control of canonical Wnt

pathway is distinct: in the presence of Wnt3a or Wnt5a, the

percentage of GFP+ cells diminished in a statistically significant

manner, demonstrating that, indeed, the response of canonical Wnt

signaling to Wnt ligands is different between SW480 and SW620

(Figure 2B). Thus, data indicate that the response toWnt ligands is an

intrinsic characteristic of the cells, and each cell line represents a

unique context for regulating Wnt signaling.

B

C

A

FIGURE 2

Wnt3a but not Wnt5a stimulates b-catenin transcriptional activity in RKO and SW620 sphere cells. (A). Experimental scheme for spheres stimulation
of RKOTOP/GFP, SW480TOP/GFP, and SW620TOP/GFP cells with Wnt3a (250ng/ml) or Wnt5a (250ng/ml). Transduced cells are indicated as mCherry+
cells (B). Density plots were measured by flow cytometry (left panel), and the quantification of the percentage of GFP+ cells of RKOTOP/GFP,
SW480TOP/GFP, and SW620TOP/GFP from spheres chronically treated with Vehicle, Wnt3a or Wnt5a are shown (right panel). (C) Analysis of active form
of b-catenin by Western blot performed in samples obtained from RKO spheres (second generation) in the absence or the presence of Wnt3a or
Wnt5a at the indicated times. a-Tubulin and Ponceau Red were used as loading controls. Data are represented as the mean values ± SEM of at least
three independent experiments. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni´s multiple comparisons. *p<0.05;
**p<0.005.
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3.3 Wnt3a or Wnt5a stimulate sphere
formation in RKO and SW620 cells

To know the effect of Wnt3a and Wnt5a in sphere formation,

cells were pretreated with Wnt ligands in monolayer culture before

seeding them to form spheres. Wnt ligands were also added every

third day during the growth stage of spheres to maintain the

stimulus. Our results showed that the SFE increased in both RKO

and SW620 cells treated with Wnt3a or Wnt5a (Figure 3A). The

positive effect of Wnt3a on sphere formation could be mediated in

RKO cells due to the activation of the b-catenin transcriptional

activity. However, the positive impact on SFE may not be mediated

by a ligand-induced activation of b-catenin transcriptional activity

since in both RKO and SW620 cells, Wnt5a also produced an

increase in SFE (Figure 3A). In addition, SW620 also augmented

SFE with Wnt3a or Wnt5a (Figure 3A), although b-catenin-
mediated transcription was decreased in the presence of Wnt3a

or Wnt5a in these cells (Figure 2B). Together, these results

suggested an alternative b-catenin transcriptional activity-

independent mechanism for inducing sphere formation capacity

in RKO and SW620 cells in response to Wnt ligands (Figure 3A). In

SW480 cells, a decrease in SFE was obtained upon Wnt3a or Wnt5a

treatment (Figure 3A). In this case, since SW480 cells did not show

changes in the canonical Wnt pathway in the presence of Wnt3a or

Wnt5a, as observed in Figure 2C, the decrease observed in sphere

formation induced by both Wnt3a or Wnt5a, again suggests that it

B

A

FIGURE 3

Wnt3a and Wnt5a stimulate spheres formation in RKO and SW620 but decrease in SW480. (A) Experimental scheme for spheres stimulation (upper
panel) and quantification of SFE in RKO, SW480, and SW620 cells (lower panel) with pre-treatment and chronic treatment with Wnt3a or Wnt5a.
(B) Experimental scheme for spheres stimulation (upper panel) and quantification of SFE in RKO, SW480, and SW620 cells (lower panel) with the
chronic treatment of Wnt3a or Wnt5a at the indicated concentrations. Data are represented as the mean values ± SEM of at least three independent
experiments. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni´s multiple comparisons. *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001; ****p<0.0001.
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may occur through a b-catenin-independent, but Wnt-

dependent mechanism.

To confirm that these results were due to a direct effect of Wnt

ligands in CSC-enriched cultures, the spheres were stimulated

exclusively in the growth stage of spheres by chronic treatment.

Results showed that both RKO and SW620 cells increased SFE

when Wnt3a or Wnt5a were present (Figure 3B). In the case of

RKO, the increase was dose-dependent, and although both Wnt

ligands stimulated SFE, the changes induced by Wnt5a were more

significant than the ones induced by Wnt3a, suggesting that each

ligand may not necessarily activate the same signaling mechanisms.

On the contrary, SW480 cells decreased SFE when the spheres were

stimulated with Wnt3a or Wnt5a, being statistically significant in

most of the concentrations evaluated (Figure 3B). These findings

were consistent with the effects of Wnt ligands in pretreated

spheres, and therefore, the impact of Wnt ligands on sphere

formation cannot be explained by the levels of activation of the

canonical Wnt pathway.

3.4 Wnt ligands affect the proliferative
capacity of spheres in the short and
long term

The proliferation in a serum-free medium, such as in sphere

culture, is an important aspect of the study of CSC under these

conditions. The cell number obtained from sphere culture in the

absence or the presence of Wnt ligands was quantified to know

whether Wnt ligands have an impact on this process. Results

showed that at the highest concentration used of either Wnt3a or

Wnt5a, the cell number was lower compared to the vehicle in RKO

cells (Figure 4A), although an increase in SFE has been previously

observed in results shown in Figure 3B, indicating, therefore, that

forming spheres and cellular propagation are two processes that can

be regulated differently by the same stimulus. This phenomenon

was similar in SW620 cells, where the cell number decreased

(Figure 4C) though their SFE increased (Figure 3B) under the

same conditions of Wnt ligand stimulation. The idea of

differential regulation between sphere formation capacity and

proliferation is reinforced with the findings obtained in SW480

cells, where both ligands induced an increase in proliferation

(Figure 4B), while SFE was reduced (Figure 3B).

Because Wnt ligands can evoke changes in cells that can be

sustained over long periods (18), we were interested to know

whether a chronic stimulation in the first generation of sphere

formation might have an impact on subsequent generations,

specifically on proliferation. The results showed that Wnt3a

increased proliferation at the third generation in the three RKO,

SW480, and SW620 spheres, although it was only statistically

significant in RKO and SW480 spheres (Figures 4D–F). These

data demonstrated that Wnt3a is closely related to positive

regulation of cell proliferation, which was observed more clearly

in subsequent generations than in the first generation, despite

having stopped stimulating with Wnt ligands in the second and

third generations. Strikingly, the fold change was greater in SW480

cells than in RKO and SW620 cells, even though SW480 cells did

not display changes in the canonical Wnt pathway in the first

generation, as shown in Figure 2C. On the other hand, Wnt5a

maintained low levels of proliferation in the three generations of

RKO cells while increasing in SW480 and SW620 in the third and

second generations, respectively (Figures 4D–F). These findings

highlight that the relationship between Wnt5a and proliferation

depends on the cellular context. Notably, the fold change observed

in SW480 cells was greater than in SW620 cells, corroborating that

spheres of SW480 are responsive to both types of ligands, which has

repercussions in the proliferative capacity.

3.5 The activity of PLC is essential for
sphere capacity formation

As mentioned before, we recently reported that both canonical

prototype Wnt3a ligand and noncanonical prototype Wnt5a ligand

promote PLC-dependent Ca2+ mobilization and migration in both

RKO or SW480 colon cancer cells under standard monolayer

culture conditions (8). In this work, we confirmed that both

Wnt3a and Wnt5a ligands promote Ca2+ mobilization that is

blocked as a result of PLC inhibition in RKO, SW480, and

SW620 spheres, as can be observed in Figure 5A. In addition, we

found that these same ligands cause changes in the ability to form

spheres. To know whether noncanonical Wnt/Ca2+ pathway is

important in the regulation of sphere formation, the cells were

treated with the PLC-specific inhibitor U73122 alone at different

concentrations during sphere culture. Interestingly, the results

showed that the percentage of SFE decreased in a dose-dependent

manner at similar rates in all three cell lines tested (Figure 5B)

despite the differences in the sphere formation capacity previously

observed upon Wnt stimulation, suggesting that the role of PLC

seems crucial for inducing and maintaining this capacity. The cell

viability was measured to rule out if the effects of U73122 were due

to toxicity mediated by the inhibitor. Quantification of living cells

did not show statistically significant differences, even at the highest

dose employed, demonstrating that PLC inhibition impairs CSC

cultures without promoting cell death (Figure 5C). Because Wnt-

dependent functions have been attributed to PLC, we next examine

whether PLC inhibition could affect the changes in sphere

formation induced by Wnt3a or Wnt5a. The spheres were then

treated either with Wnt3a or Wnt5a along with 500 nM U73122.

The results in Figure 5D show that U73122 decreased the SFE by a

similar value indistinctly whether Wnt3a or Wnt5a was present or

not (Figure 5D). In detail, the increase of SFE induced by Wnt

ligands in RKO and SW620 cells was diminished, while in SW480

cells, in which the same stimulus decreased sphere formation, the

levels of SFE remained low when U73122 was added in the absence

or the presence of Wnt ligands (Figure 5D). These findings

demonstrated that PLC activity is essential for sphere formation

in these cell lines and that Wnt ligands could not compensate for

the negative effect produced by PLC inhibition, suggesting that PLC

is a downstream component in the signaling mediated by

both ligands.
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3.6 Sphere forming capacity also required
the NFAT function

The noncanonical Wnt/Ca2+ pathway has implications in

transcriptional activation through NFAT family members.

This family of transcription factors consists of NFAT1

(NFATc2), NFAT2 (NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4

(NFATc3), and NFAT5. Therefore, we first elucidate the

expression profile of NFATs in colon tumor spheres, in addition

to knowing their activation by distinguishing their location at the

nucleus. The subcellular fractions of spheres did not allow

the detection of NFATs, possibly due to the low amount of

protein, so the evaluation was performed in subcellular fractions

of monolayer cultures. Results demonstrated that NFAT1, 2, 3,

and 4 are expressed in RKO, SW480, and SW620 cells

(Figure 6A). Remarkably, NFATs were found enriched in the

nucleus, suggesting they have constitutive activity in basal

(unstimulated) conditions.

Subsequently, the activity of NFATs was blocked using 11R-

VIVIT, a cell-permeable NFAT inhibitor (suitable for inhibiting all

NFAT isoforms), during the sphere growth stage, and the SFE was

measured. The capacity to form spheres in RKO, SW480 and

SW620 cells was blocked with 11R-VIVIT in a dose-dependent

manner. Notably, each cell line required a different concentration of

11R-VIVIT to induce the loss of 50% in SFE, being SW620 cells

which required the highest concentration of 11R-VIVIT, followed

by SW480 cells, and RKO cells required the less concentration,

which suggests that the sensitivity to 11R-VIVIT is possibly due to

the characteristics of each cell line (Figure 6B).

Again, to investigate if 11R-VIVIT was affecting the viability of

the cells, which could explain the decrease in the sphere-forming

capacity, we measured dead cells by IP staining. As shown in

B C

D E

F

A

FIGURE 4

Effect of Wnt ligands on the proliferative capacity in spheres in the short and long term. (A–C) Normalized cell number obtained from the 1st

generation of spheres of RKO, SW480, and SW620 cells treated with Wnt3a or Wnt5a at the indicated concentrations. (D–F) Comparison of
normalized cell number obtained from the first, second, and third generation of RKO, SW480, and SW620 spheres treated with Wnt3a or Wnt5a only
in the first generation. Data are represented as the mean values ± SEM of at least three independent experiments. Statistical analysis was performed
using one-way ANOVA followed by Bonferroni´s multiple comparisons. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Figure 6C, flow cytometry analysis demonstrated similar

percentages of cell survival in each concentration of compound

employed, thus indicating that the outcome of 11R-VIVIT was not

due to toxicity (Figure 6C). Since it was established that 11R-VIVIT

reduced sphere formation, we examined the SFE in co-treatment of

11R-VIVIT with Wnt3a or Wnt5 to know if they could induce any

compensatory effect. We found that the exposure to 11R-VIVIT

(IC50 dose for each cell line) decreased the SFE, regardless of the

presence of either Wnt ligand, showing that NFAT activity is also

crucial for the sphere-forming capacity. In addition, these results

B

C

D

A

FIGURE 5

Inhibition of PLC impairs sphere formation. (A) Both Wnt5a or Wnt3a increase cytosol calcium concentration in RKO, SW480 or SW620 spheres that
was blocked by pretreatment of sphere cells with PLC-specific inhibitor U-73122. Cells were serum-starved overnight and then loaded with 2.5 mM
of Fura-2/AM in Krebs-Ringer-HEPES containing 0.05% BSA, pH 7.4, for 1 h at 37 aC. Cells were washed and sphere cells stimulated with the
conditioned medium containing Wnt3a or Wnt5a. Additionally, the spheres were pre-treated in the absence or presence of 4 µM PLC inhibitor
U73122 before stimulation, as indicated. Traces are representative of three experiments using different cell preparations. (B) Quantifying SFE in
spheres of RKO, SW480, and SW620 cells treated with the PLC inhibitor U73122 at the indicated concentrations each third day. (C) Quantification of
viable cells of spheres of RKO, SW480, and SW620 under the same conditions as described in panel (B) Evaluation was performed by IP staining and
detected by flow cytometry on the 11th day of culture. (D) Quantifying SFE in spheres of RKO, SW480, and SW620 cells treated with U73122, Wnt3a,
Wnt5a, or a combination of them. The concentration of each stimulus is indicated in the figure. Data are represented as the mean values ± SEM of
at least three independent experiments. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni´s multiple comparisons.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; NS, not significative.
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also indicate that Wnt3a or Wnt5a stimulate a noncanonical Wnt-

Ca2+ pathway since NFAT acts downstream of Wnt3a or Wnt5a

stimulation of spheres (Figure 6D).

4 Discussion

Cancer stem cells (CSCs) or tumor-initiating cells have been the

focus of cancer research during the last years because they have

been regarded as the cells of origin of cancer and are crucially

involved in metastatic dissemination, resistance to cancer therapy,

and disease recurrence (2–4). CSCs possess abilities generally

associated with embryonic or adult stem cells, especially self-

renewal and differentiation. In this work, we have used sphere

culture, a widely used method to evaluate the self-renewal capacity

of CSC. Despite the fact that the crucial role of the canonical Wnt

pathway in self-renewal has been consistently reinforced, little is

known about the involvement of b-catenin-independent Wnt

B

C

D

A

FIGURE 6

NFAT activity is required for spheres formation. (A) Analysis of NFAT1, NFAT2, NFAT3, and NFAT4 expression by Western blot performed in samples
obtained from cell fractionation from monolayer cultures. Lamin B1 and a-tubulin were used as a loading control and fractionation purity of nuclear
and cytoplasmic fractions, respectively. (B) Quantifying SFE in spheres of RKO, SW480, and SW620 cells treated with the NFAT inhibitor 11R-VIVIT at
the indicated concentrations each third day. (C) Quantification of viable cells of spheres of RKO, SW480, and SW620 under the same conditions
described in panel (B) Evaluation was performed by IP staining and detected by flow cytometry on the 11th day of culture. (D) Quantifying SFE in
spheres of RKO, SW480, and SW620 cells treated with 11R-VIVIT, Wnt3a, Wnt5a, or their combination. The concentration of each stimulus is
indicated in the figure. Data are represented as the mean values ± SEM of at least three independent experiments. Statistical analysis was performed
using one-way ANOVA followed by Bonferroni´s multiple comparisons. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; NS, not significative.
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pathways in this process. Our results demonstrate here that the

non-canonical Wnt/Ca2+ cascade is essential for CSC self-renewal,

regardless of the activation status of the canonical Wnt pathway.

Furthermore, the cell proliferation was stimulated by Wnt3a and

Wnt5a without necessarily activating b-catenin-mediated

transcription, which indicates that CSC requires non-canonical

Wnt pathways.

CRC is considered an aberrant Wnt pathway disease because

APC mutations are the earliest alteration detected in most colon

cancer cases (3, 4). Considering this, we have used in our studies

SW480 cells and its metastatic derivative SW620 cell line for being

cancer cells with truncated APC representing distinct stages of

progression in the same patient. We also employed RKO cells, as it

harbors wild-type APC, and thus an inducible activation of the

canonical Wnt pathway. This allows us to broaden the outlook of

the implications of non-canonical Wnt pathways in different

cellular contexts.

We found here that SW480 spheres no longer increased b-
catenin-mediated transcription in the presence of Wnt3a, but this

same ligand markedly promoted proliferation, suggesting the

existence in these cells of Wnt-responsive non-canonical

pathways. Remarkably, both Wnt3a and Wnt5a were capable of

stimulating cell proliferation. The effects of Wnt ligands on

proliferative capacity were evidently distinguishable in later

generations of spheres, corroborating that Wnt ligands can have

long-time outcomes. Several reports have exemplified that

functional changes can be found by the passing of spheres (12,

15). For example, stimulation of hematopoietic stem cells (HSC)

with Wnt5a during six days favored the short-term and long-term

repopulating ability of HSC over 16 weeks from the latter, thus

indicating that a Wnt stimulus can dispose cells to lasting changes

(15). SW620 is a cell line with mutated APC since it comes from the

same patient as SW480 but was isolated from a lymph node due to

metastasis. Differences between SW480 and SW620 have been

recognized here, which implies that they do not share identical

biological characteristics (16).

The most salient finding obtained in this work was the

demonstration that Wnt3a and Wnt5a ligands stimulate the non-

canonical Wnt/Ca2+ pathway activating PLC and NFAT

transcription factors to critically regulate the self-renewal capacity

of CSCs. In this regard, the role of non-canonical Wnt signaling in

CSCs was reported before by Qin L et al. in 2015 (17). They found

that Wnt5a promoted epithelial-mesenchymal transition (EMT) in

nasopharyngeal carcinoma (NPC) cells and induced the

accumulation of CD24-CD44+ cells and side population,

suggesting that Wnt5a is an important molecule in promoting

stem cell characteristics in this cancer type (17). In addition,

Yang J et al., in 2016 (18) showed that Wnt5a could increase the

aldehyde dehydrogenase (ALDH) positive lung cancer stem cells

inducing an enhanced capacity of cell proliferation, migration,

invasion, and colony formation.

Based on our results, despite the contrasted alterations of sphere

formation and proliferation in response to Wnt ligands between cell

lines, the role of Wnt/Ca2` turned out to be fundamental in CSC of

CRC. The calcium signaling downstream of PLC has also been

established as relevant for features of embryonic stem cells (ESC)

such as self-renewal and pluripotency, although upstream

components have remained poorly understood. At the membrane

level, mGlu (metabotropic glutamate) receptors increased

intracellular calcium in mESC, and dietary L-glutamate

encouraged the proliferation of intestinal stem cells (ISC) in

Drosophila, indicating mGlu receptor-dependent calcium

oscillations (19). On the other hand, LPA (Lysophosphatidic acid)

has been reported to increase calcium levels in mESC, augmenting

the proliferation of ESC. In this study, the PLC inhibitor U73122

blocked the effect of LPA, implicating PLC activity. Noteworthy, the

effect of U73122 on the proliferation of ESC was not due to the

toxicity of the compound (20, 21), similar to our data, in which

U73122 decreased the sphere formation efficiency without affecting

cellular viability. Activation of G-protein coupled receptors (GPCR)

by culture media components has been proposed to be part of the

signaling pathway in ESC, in which fluctuations of calcium levels

are described (21). Specifically, G(a-q/11)-coupled GPCR can

compensate for the absence of bFGF for hESC self-renewal, in

which PLCb and CAMKII are downstream components (22).

Regarding what is known about the role played by the non-

canonical Wnt/Ca2+ pathway in colon cancer patients,

accumulating evidence has shown that the prototypal non-

canonical Wnt5a ligand-mediated actions, along with an increase

in Ror1/Ror2 non-canonical co-receptors expression have been

found to be associated with an aggressive phenotype in colon

cancer patients. However, specifically, the role(s) of the Wnt/

Ca2+ pathway has not been studied so far in patients.

Nevertheless and interestingly, using the American Joint

Committee on Cancer, TCGA public data from Pan-Cancer, and

the Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA2)

platform, we performed an in silico analysis of some critical Wnt/

Ca2+ components. The analysis of CAMK2B mRNA in different

stages of colon cancer patients and the analysis of Kaplan-Meier

curves of survival corresponding to NFAT1, NFAT2, NFAT3, and

NFAT4 expression signatures demonstrated that all these Wnt/Ca2

+ elements are overexpressed in advanced colorectal cancer stages,

inducing a reduced survival time in patients (please see

Supplementary Figure 3).

A more direct relationship of intracellular calcium oscillations

with properties in CSC has begun to emerge, highlighting that PLC

is crucial in the stemness of both normal and cancer cells.

Interestingly, in 2015 Cecchetti S et al. (23) reported that the

exposure of tumor-initiating cells in squamous cell carcinoma to

the phosphatidylcholine-specific Phospholipase C inhibitor D609

interfered with the proliferation and survival of these cells (23). But

a most direct implication of PLC activation in stimulating

embryonic stem cell proliferation, although by an unknown

ligand, was reported in 2003 by Quinlan RL et al. (24), who

consistent with our findings, reported that the PLC inhibitor U-

73122 significantly reduced the number of mouse ES cells in a dose-

dependent manner but did not decrease cell viability or increase the

incidence of apoptotic cells, indicating that PLC has a controlling

role in ES-cell proliferation (24). It is noteworthy that this

experimental evidence, along with that presented here, suggests

that the Phosphatidylinositol (PtdIns) signaling system is essential

for the normal proliferation of ES cells and for regulating self-
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renewal capacity in CSCs. Interestingly, it has been reported very

recently that recruitment of Dvl to the plasma membrane can

increase the local PI (4,5)P2 concentration, which is the PLC

substrate (25). These authors suggest a positive feedback loop in

which Wnt-stimulated local PI (4,5)P2 production enhances Dvl

recruitment and further PI (4,5)P2 production to support Dvl

polymerization and Wnt-mediated signaling.

Altogether, our results demonstrate that Wnt ligands can

improve characteristics of CSC of CRC in a b-catenin-
independent manner, supporting that non-canonical Wnt

pathways are essential in these types of cells. In detail, we have

characterized a Wnt/Ca2+ PLC/NFAT signaling pathway as a key

regulator pathway for the biological properties of CSC, which

expands the panorama of the complex Wnt network beyond the

canonical pathway.
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Nacional Autónoma de México (DGAPA-UNAM IN229420 and

IV200220) and from CONACYT (FOSSIS 2017-289600).

Acknowledgments

MS-S is a Ph.D. student in the Program “Doctorado en Ciencias

Bioquı ́micas, Universidad Nacional Autónoma de México
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

CSC-related markers are expressed in spheres cultures. (A) Density plots

showing the proportion of CD133, CD44 and CD44v6 in spheres of RKO,
SW480 and SW620 cells were measured by flow cytometry.

SUPPLEMENTARY FIGURE 2

Cell viability is not affected by U73122 or 11R-VIVIT. Density plots of viable

cells of spheres of RKO, SW480, and SW620 cells treated with U73122 (A) or
11R-VIVIT (B) at the indicated concentrations each third day, evaluated by IP

staining and detected by flow cytometry on the 11th day of culture.

SUPPLEMENTARY FIGURE 3

Components of Non-canonical Wnt pathway are associated with clinical
parameters. Kaplan-Meier curves of survival for Signature: NFAT1, NFAT2,

NFAT3 and NFAT4 (A) and CAMK2B (B) in patients with CRC are shown. (C)
Analysis of CAMK2B mRNA in different stages of CRC according to American

Joint Committee on Cancer. Data are represented as Z-scores relative to all
samples. Statistical analysis was performed using Mann-Whitney U test non-

parametric. *p<0.05; **p=0.0015; ****p<0.0001
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into progenitors, giving rise to the cell lineages correspond-
ing to the tissue where they reside. However, the stem cells 
can enter a senescent state wherein the potential to prolif-
erate and differentiate is missing [5]. For this reason, the 
microenvironment or niche plays a decisive role in keeping 
stem cells in an optimal state, in which the secretion of Wnt 
ligands is indispensable [6]. Recent research on stem cells 
has revealed that the non-canonical Wnt pathways enable 
stem cells to carry out their tasks.

Noteworthy, the canonical and non-canonical Wnt path-
ways were initially conceived as linear and independent 
mechanisms, but nowadays, it has been demonstrated that 
they share several signaling components, supporting the idea 
of a whole signaling network. As previously mentioned, the 
findings reinforce the notion that that one ligand can pro-
mote simultaneous activation under specific conditions [7]. 
However, in this review, we were interested in explaining 
the findings that discern the regulation of traits of stem cells 
by non-canonical Wnt pathways as complementary knowl-
edge to what is known for the canonical Wnt pathway, even 
under disease conditions such as cancer.

Introduction

The canonical Wnt pathway has been extensively supported 
to be critical in stem cell biology and functions, but little is 
known about the roles of non-canonical Wnt pathways in 
these cells [1]. Stem cells are crucial for physiological tissue 
renewal and regeneration due to their ability to self-renew 
and to give rise to multiple cell types by differentiation [2]. 
The maintenance of the undifferentiated state of stem cells 
in adulthood is achieved due to self-renewal, wherein the 
biological characteristics and developmental potential are 
preserved despite going through cell division [3]. Self-
renewal allows stem cells to persist. However, in addition to 
self-renewal, quiescence is part of the stem cell strategy to 
be available during the adult stage because it implies a low 
cell cycle rate, which consequently establishes two popula-
tions of stem cells: quiescent and proliferating/active stem 
cells [4]. In specific conditions, the stem cells differentiate 
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Tissue homeostasis is crucial for multicellular organisms, wherein the loss of cells is compensated by generating new 
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Wnt Pathways

The Wnt family consists of cysteine-rich secreted glycopro-
teins that act as ligands in an autocrine and paracrine man-
ner to regulate a wide range of cellular functions [8]. Within 
the transduction mechanisms, the β-catenin-dependent sig-
naling has been the first and most widely described, being 
categorized as the canonical Wnt pathway [9]. However, it 
is known that Wnt ligands can elicit β-catenin-independent 
mechanisms, classifying them as non-canonical Wnt path-
ways. Specifically, Wnt/calcium and PCP (Planar Cell 
Polarity) pathways have been well-studied non-canonical 
Wnt pathways [8]. Briefly, the Wnt/calcium pathway leads 
to increased intracellular calcium levels and, hence, the 
activation, but not exclusively, of CAMKII, PKC, and Cal-
cineurin. Interestingly, this pathway, in addition to leading 
to NFAT-mediated transcriptional activation downstream 
of Calcineurin, also triggers cytoskeletal rearrangement 
by improving the activity of CDC42, a target of PKC [10]. 
Meanwhile, the PCP pathway involves the signaling module 
DAAM/RHOA/ROCK, which has an effect on actin polym-
erization [11]. Therefore, WNT/calcium and Wnt/PCP path-
ways influence the cell polarity and migration [12, 13]. In 
the case of the PCP pathway, the genetic expression pro-
file can be modified through JUN downstream of JNK, and 
JNK, in turn, is activated by RAC1, a parallel component of 
the PCP pathway [8] (Fig. 1).

New components in both types of Wnt pathways are 
being discovered, while some already described are associ-
ated with a specific Wnt pathway [14, 15]. For example, 
Wnt3a and Wnt5a are referred to as prototype ligands that 
activate canonical and non-canonical Wnt pathways, respec-
tively [16]. As will be seen throughout the present review, 
these ligands are indicators of whether one or another path-
way is activated; however, it is crucial to take into account 
that the same Wnt ligand may activate both canonical and 
non-canonical Wnt pathways simultaneously [7].

Recognition of Wnt ligands requires Fzd (Frizzled) 
receptors, which can be assisted by co-receptors, which 
serve as accessories and cooperate in determining the speci-
ficity of the downstream effectors. Like Wnt3a and Wnt5a, 
co-receptors are commonly related to one particular Wnt 
signaling. The LRP5/6 co-receptor employs the canonical 
Wnt pathway, while ROR1/2 and Ryk are linked to the acti-
vation of non-canonical Wnt pathways [16]. ROR1/2 are 
atypical RTK co-receptors, and Ryk can act as a receptor or 
co-receptor [17].

The Perseverance to Keep Walking: Non-
Canonical Wnt Pathway as a Path to Self-
Renewal

A hallmark characteristic of stem cells is their self-renewal 
capacity, which allows them to preserve their undifferenti-
ated state features and maintain the potential to specialize 
towards specific cell lineages [3]. It has been challenging to 
assess the self-renewal ability; however, there are methods 
to address it, such as the ability to reconstitute hematopoi-
esis in the case of in vivo transplantation of HSC (Hemato-
poietic Stem Cells) or the ability to form spheres, one of the 
most widely used assays under culture conditions, that is 
considering as standard test in the study of the self-renewal.

Although the hematopoiesis reconstitution is consid-
ered an in vivo gold functional test of HSC, transplanta-
tion into serial recipients is also required to demonstrate the 
long-term clonal growth [18]. The expression of the non-
canonical Wnt5a ligand in primitive hematopoietic cells [7, 
12–17] has emphasized the essential role of non-canonical 
Wnt signaling in replenishing the hematopoietic system 
[19]. Indeed, an assay of hematopoiesis reconstitution of 
xenotransplanted mice with human HSCs demonstrated that 
CD34+CD38−Lin− cells were enriched in Wnt5a-treated 
mice and that the engrafted mice repopulated more effi-
ciently with Wnt5a-treated HSCs than unstimulated HSCs.

Regarding the canonical Wnt pathway, although the 
activity of β-catenin in response to Wnt3a has been proven 
to be important for the self-renewal of HSC [20, 21], the 
deletion of β-catenin in bone marrow-derived precursors 

Fig. 1  Wnt signaling network. The canonical Wnt pathway is medi-
ated by β-catenin-dependent transcription. Typical non-canonical sig-
naling comprises Wnt/calcium and Wnt/PCP pathways, both of which 
cause activation of members of the GTPase family, with modulation 
of gene expression and cytoskeletal rearrangements. Wnt/calcium 
pathway activates effectors such as CaMKII, Calcineurin, and PKC 
through oscillations in intracellular calcium levels, in addition to 
upregulating NFAT. Meanwhile, Wnt/PCP pathway stimulates RAC 
and RhoA, as well as the transcriptional activity of JUN.
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displayed a similar potential for hematopoietic repopula-
tion than wild-type precursors. Because no detection of 
β-catenin in mature blood cells was described, the dispens-
able role of β-catenin in the hematopoietic process under 
physiological conditions was proposed [22, 23]. Consistent 
with this, it has been reported recently [24] that using Wnt3a 
and Wnt5a as prototype ligands to activate the canonical or 
the non-canonical pathways, respectively, in colon cancer 
stem cells (CSCs), both ligands promote sphere-formation 
capacity and proliferation in a β-catenin-independent man-
ner. Both Wnt3a and Wnt5a were also found to induce or 
maintain sphere formation by the downstream activation 
of Phospholipase C and transcriptional factor NFAT. The 
single specific inhibition of PLC or NFAT leads to impaired 
sphere formation, indicating, therefore, that the non-canon-
ical Wnt/Ca2 + signaling activated by both Wnt ligands is 
essential to induce/maintain the self-renewal efficiency of 
the CSCs [24].

The relevance of the non-canonical Wnt pathway in 
Melanocyte precursor cells (MPCs) has been demonstrated 
for the preservation of a less-differentiated state. MPCs 
obtained from iPSCs (induced pluripotent stem cells) and 
comparable to melanocyte stem cells expressed high levels 
of Wnt5a and non-canonical ROR2 co-receptor. Because 
the knockdown of ROR2 triggered MPCs differentiation 
by activating the canonical WNT pathway, it was suggested 
that non-canonical Wnt partially favors a less-differentiated 
state, likely involving JUN due to its upregulation in MPCs 
[3].

In addition, higher levels of Wnt5a, Ror2, and Fzd1 were 
detected in Mesenchymal Stem Cells (MSCs) derived from 
bone marrow (BM) and umbilical cord blood than in human 
iPSCs [25]. In this report, the expression profile of surface 
proteins in MSC was maintained by circFOXP1, a circRNA 
originating from the FOXP1 gene. This circFOXP1 acts as 
a miRNA sponge targeting miR-17-3p and miR-127-5p. 
Both miRNAs downregulate WNT5A and ROR2 mRNAs. 
Thereby circFOXP1 sustains non-canonical Wnt in MSC 
through increasing levels of WNT5A and ROR2 [25].

The canonical Wnt pathway has been demonstrated to 
be important in the efficiency of forming spheres when, 
for example, normal neural stem cells (NSC) are exposed 
to Wnt3a without affecting the range of cell division in the 
spheres [26]. In mammary epithelial cells (MEC), both 
Wnt3a and Wnt5a increased the capacity to form mam-
mospheres wherein each type of ligand induced distinct 
signaling pathways. Wnt3a upregulated the canonical Wnt 
signaling dependent on Lrp5/6, while Ror2 and JNK activi-
ties were necessary for Wnt5a stimulus [27]. Indeed, recently 
it has been reported that using Wnt3a and Wnt5a as proto-
type ligands to activate the canonical or the non-canonical 
pathways, respectively, promotes sphere-formation capacity 

and proliferation through the β-catenin-independent man-
ner in colon cancer cells [24]. Both Wnt3a and Wnt5a were 
found to induce or maintain sphere formation by trigger-
ing Phospholipase C (PLC) and transcriptional factor NFAT 
activation. Consistent with this, the inhibition of PLC or 
NFAT impaired sphere formation, indicating that the non-
canonical Wnt/calcium signaling activated by both Wnt 
ligands is essential for self-renewal of CSC, discussed in 
detail later in the text [24].

Exploration of the self-renewal has revealed that Wnt5a 
and components of the non-canonical Wnt pathway act as 
molecular intermediaries cooperating in maintaining the 
undifferentiated state [28]. Therefore, non-canonical Wnt 
ligands might be secreted to prevent premature differen-
tiation and maintaining self-renewal simultaneously [29]. 
However, as discussed below, this seems to depend on the 
cellular context, as non-canonical Wnt signaling promotes 
differentiation in specific circumstances [30, 31]. Since self-
renewal has been associated with other capabilities, such as 
cell migration [32] and hematopoietic repopulation [23, 29], 
it would be interesting to know what other cellular functions 
are closely related to self-renewal capacity, which are regu-
lated by the non-canonical Wnt pathway (Fig. 2).

Acquiring a New Destiny: Non-canonical Wnt 
Pathway as a Passport to Differentiation

According to the requirements of the tissues, the stem cells 
begin the differentiation process to compensate for the loss 
of cells, either through normal attrition or in response to 
pathological conditions [43]. Although it was previously 
mentioned that Wnt5a could sustain the undifferentiated 
state of stem cells, Wnt5a participates in the differentiation 
of other cell types, which emphasizes that the role of Wnt5a 
in differentiation depends on the traits of the biological 
model under study [44].

The differentiation capacity towards one or several cell 
lineages depends on the degree of the stem cell potentiality. 
In the case of multipotent cells, the balance in the expres-
sion between two prototypical canonical and non-canonical 
ligands, Wnt3a and Wnt5a, respectively, can dictate the spe-
cific lineage acquired. For instance, Wnt3a favors lympho-
poiesis, while Wnt5a augments myelopoiesis in the BM and 
spleen; however, it is necessary to know the mechanisms 
triggered by each one [45].

MSCs categorized as multipotent progenitors have 
attracted attention because MSCs can be isolated from dif-
ferent anatomical locations and obtain a specific cell type 
to replace damaged cells when transplanted [33]. Within 
MSC-derived cell lineages, osteogenic differentiation has 
provided insights into the role of the non-canonical Wnt 
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The notion of Wnt mediating calcium oscillations in 
osteogenic differentiation has also been strengthened by 
other findings in adipocyte-derived stem cells (ADSCs), in 
which the overexpression of miR-26a-5p, a miRNA target-
ing mRNA of Wnt5a, reduced the intracellular calcium con-
centration, protein levels of CaMKII and phosphorylated 
form of PKC in these cells [38]. Besides, high levels of 
miR-26a-5p impaired osteogenic differentiation while lev-
els of β-catenin were increased, indicating that the canonical 
Wnt pathway must be repressed to allow the cellular pro-
cess [53]. The inhibitor effect of the canonical Wnt pathway 
could explain why the Wnt ligands restrict osteogenic dif-
ferentiation in some cases, demonstrating that Wnt ligands 
can elicit opposite responses depending on the downstream 
effectors [39, 40].

During an early stage of differentiation, stem cells may 
divide symmetrically or asymmetrically. In asymmetric 
division, one daughter cell remains a stem cell, and the other 
is a non-stem cell [41]. In osteogenic induction of MSCs, 
they proliferate asymmetrically, and Osterix and OCT4 are 
expressed in differentiated cells and undifferentiated cells, 
respectively [42]. Sr (Strontium), an osteogenic compound, 
increases the proportion of Osterix+ cells, but the ratio of 
Osterix− cells remains similar, revealing that the MSC pool 
is maintained while generating differentiated cells [42]. Dur-
ing Sr treatment, both Wnt3a and Wnt5a were augmented, 
and the use of Box-5, a Wnt5a antagonist, reversed Sr-medi-
ated downregulation of aPKC and Par3, components of PAR 
complex. Because the reduction of aPKC and Par3 occurred 
simultaneously with a diminished asymmetric distribution 
between Osterix+ and Osterix− cells, the role of Wnt5a was 

pathways in differentiation. Indeed, experimental evidence 
of the Calcium-dependent signaling participation in osteo-
genic differentiation has been reported [34]. Previous studies 
showed that Wnt3a increased nuclear β-catenin levels, but 
also NKD1 (Naked cuticle 1 homolog), Wnt11, and Wnt5a 
expression in human MSCs during osteogenesis. Activa-
tion of JNK stimulated osteogenic differentiation while 
repressed adipogenic differentiation, confirming additional 
mechanisms to those dependent on β-catenin in decision-
making towards a specific cell lineage. It is conceivable that 
the non-canonical Wnt signaling emerges because Wnt5a 
was upregulated in this phenomenon [35]. Consistently, 
tendon-derived stem cells can induce osteogenic differen-
tiation upon uniaxial mechanical tension (UMT). During 
the process, mechanical stress upregulated the levels of 
Wnt5a, Wnt5b, Ror2, and Rac1. Moreover, the absence of 
Wnt5a or Wnt5b impaired UMT-induced Runx2 expres-
sion, but this repressed effect was reversed when JNK1 was 
overexpressed, revealing that Wnt5a or Wnt5b promotes 
osteogenic differentiation through JNK activation [36]. In 
MSC obtained from human adult oral and craniofacial tis-
sues, Wnt4 is shown to be a positive regulator in osteogenic 
differentiation without affecting cell proliferation or death. 
Besides, p38 MAPK augmented while β-catenin levels did 
not undergo changes in the presence of Wnt4. Even an auto-
crine mechanism by another stimulus is unlikely due to the 
short time response of p38 activation [30]. Interestingly, p38 
phosphorylation induced by Wnt4 was dependent on Axin, 
which did not alter its levels, so the interaction of Axin with 
MEKK1, an activator of JNK, could be a mode of action 
[37].

Fig. 2  Regulation of self-
renewal by Wnt ligands. Wnt3a 
and Wnt5a confer self-renewal 
capacity, where Wnt3a increases 
β-catenin activity, while Wnt5a 
stimulates JNK and PKC. 
Furthermore, PKC and JUN 
stimulate the migratory capacity 
of stem cells. Wnt5a and ROR2 
mRNAs are downregulated by 
miR17-3p and miR-127-5P. 
However, these miRNAs are 
inhibited by circFOXP1. Wnt5a 
can elicit the expression of Hes-1, 
a component of the Notch path-
way, to allow the self-renewal 
of HSC. In the case of MPC and 
LSC, the undifferentiated state is 
maintained by JUN, RhoA, and 
CaMKII.
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development, and we focus on Embryonic Stem Cell (ESC) 
differentiation [50]. Retinoic acid (RA) reduces stem cell 
marker Lrh-1 (Liver receptor homolog-1) and increases 
differentiation markers Cyr61 (Cysteine-rich angiogenic 
inducer 61) and Zic3 (Zinc finger protein family member 
5) in ESC. Likewise, increased expression of canonical and 
non-canonical Wnt ligands, including Wnt3a and Wnt5a, 
was observed with RA treatment. Meanwhile, the tran-
scriptional reporter activity of β-catenin was repressed, and 
NFAT activity was stimulated. Thus, RA seems to improve 
non-canonical Wnt signaling. Interestingly, Tcf3, a typical 
partner of β-catenin, was localized in promoters of Lrh-1, 
Sox2, and Oct4 upon RA treatment; thereby, Tcf3 functions 
dually, either as a transcriptional activator or repressor, 
according to the cellular context [51].

In adult lung epithelial progenitors, the β-catenin/p300 
complex is an example in which β-catenin acts together with 
its interaction partner to drive differentiation toward AT1 
cell-like phenotype, wherein components of non-canonical 
Wnt pathway perform as cooperative effectors [31]. Spe-
cifically, Wnt5a promoted the formation of p300/ β-catenin 
complex through the phosphorylation of p300 at Ser-89, 
for which PKCζ was proposed as the possible responsible 
kinase [31]. Interaction between p300 and β-catenin resulted 
in being important for the specialization of non-epithelial 
cells so that it could be similar in other types of differentia-
tion [31].

The study of differentiation has proven to be a complex 
process since different types of cells can give rise to the 
same differentiated cell, whether evaluated from molecular 
markers or functional assays [33]. However, the notion that 
Wnt signaling contributes to cell specification suggests that 
other types of differentiation may be dictated by β-catenin-
independent mechanisms (Fig. 3).

We are Not Alone in this Universe: Non-
Canonical Wnt Pathway in Communicating 
with the Normal and Cancer Conditions 
Microenvironment

The interaction between the microenvironment and stem 
cells is crucial to perform their functions because the cell 
identity is partially conferred by extrinsic factors, thus 
defining a specific niche for stem cells [52]. Progress on 
this issue has been achieved mainly in intestinal crypts, in 
which the telocytes, an interstitial cell type, are essential 
to provide Wnt ligands to the niche of ISC. Moreover, the 
function of telocytes could be shared due to their presence 
in various epithelial tissues [53]. Several studies have dem-
onstrated the activation of the non-canonical Wnt pathway 
in niche-forming cells involved in the maintenance of stem 

associated with proper asymmetric division. Additionally, 
Ror2 and Fzd4 were proposed to participate in this axis sig-
naling due to their increase upon Sr treatment [42].

Although many findings support the fact that Wnt5a con-
tributes to osteogenic differentiation, exceptions have been 
described. For example, in human periodontal ligament-
derived stem cells, Wnt5a suppressed the osteogenic differ-
entiation, wherein Ror2 was responsible for triggering the 
phosphorylation of JNK [43]. This evidence highlights that 
the cell context influences the action of Wnt5a, and there-
fore, the relationship between Wnt ligands and the differen-
tiation must be analyzed carefully.

MSCs have been reported to be capable of differentiat-
ing into cell types other than mesenchymal, such as neu-
ronal lineage, which could be an alternative treatment for 
neurodegenerative diseases [44]. In another study, Wnt3a 
increased neuron and astrocyte markers in BM-MSC 
induced by β-mercaptoethanol, wherein the levels of RhoA, 
c-Jun, and Wnt3a were augmented, suggesting a role of 
non-canonical Wnt/PCP (cell polarity) pathway, but further 
studies are required because the formation of neurons was 
not examined [45]. Regarding the neuronal differentiation, 
Wnt3a increased intracellular calcium levels and, as a con-
sequence, stimulated the active form of CaMKII and Pyk2 
(Proline-rich tyrosine kinase 2) in human neural progeni-
tor cells. Worthy of mentioning, Pyk2 negatively regulated 
the active form of GSK3β and favored the stabilization of 
β-catenin [46]. Whether the effect of Pyk2 on β-catenin is 
through a direct or indirect mechanism remains to be eluci-
dated because Pyk2 can interact with β-catenin to mediate 
its phosphorylation status [47]. In contrast, downregula-
tion of the canonical Wnt pathway has been described in 
the presence of Wnt3a during neurogenic differentiation of 
human embryonic stem cell-derived neural progenitor cells 
[48]. Furthermore, JNK and ATF2 were required to promote 
neural precursor specification, acting through CREB, c-Jun, 
and AP-1 downstream. In contrast, DKK1 did not affect 
neuronal gene expression, supporting the notion of canoni-
cal Wnt-independent mechanisms, which was similar to 
primary NSC [48]. Therefore, regulating the canonical Wnt 
pathway in neurogenic differentiation may depend on the 
stem cells origin.

In a subpopulation of Intestinal Stem Cells (ISCs), the 
switch from Wnt/β-catenin pathway to Wnt/PCP pathway 
activation has been demonstrated, wherein an upregula-
tion of Vangl2, Dvl2, Ror2, and Celsr1 was detected [49]. 
Wnt/PCP signaling was associated with the lineage prim-
ing toward Paneth cells and Enteroendocrine cells through 
unipotent progenitors, in which JNK activity was impli-
cated, and Fltp (Flattop) found to be the effector [49].

There is considerable evidence establishing the piv-
otal role of non-canonical Wnt signaling in embryonic 
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below, both under normal and regenerative conditions [15]. 
MuSC (Muscle Stem Cells) and committed myogenic pre-
cursors originate from asymmetric apical-basal cell divi-
sions in the muscle [60]. However, it was found that Wnt7a/
Fzd7 activates Vangl2 to promote stem cell expansion by 
symmetric division during muscle regeneration. Wnt7a 
did not affect TCF7 and Axin2 levels, nor the prolifera-
tion or differentiation of primary myoblasts. Interestingly, 
Vangl2 was absent in quiescent cells but detected along with 
Prickle1 and Celsr2, both interacting partners, when these 
cells enter the cell cycle [60]. Vangl2 had polarized localiza-
tion on opposite poles of daughter cells. Still, the polarized 
distribution of α7-integrin suggests a mechanism through 
planar division by which the adherence to the basal lamina 
allows permanence in the niche. Meanwhile, cells oriented 
toward sarcolemma during apical-basal cell division move 
away from the niche and commit to a progenitor fate [60]. 
Therefore, the PCP pathway operates as a positional signal 
relying on the distribution of effector proteins because the 
absence of Vangl2 led to accelerated differentiation. Lastly, 
the symmetric division was unaffected by the deletion of 
Fzd7 in a single myofiber system. Thus, the PCP pathway 
could be cooperatively activated by other Wnt receptors or 
components such as Syn4 [60].

The role of progeny as a component of the microenviron-
ment of stem cells is a less explored but fascinating field. 
Specifically, TACs (Transit Amplifying Cells) were con-
sidered a transitory state towards a differentiated lineage. 
Still, recently TAC was found to be an important element of 
the niche for stem cells, establishing that the communica-
tion between stem cells and their progeny is essential for 
the preservation of tissues [61]. On the one hand, canonical 

cells [54, 55]. However, in this section, we have focused on 
the reports that mainly address stem cells.

Components of the extracellular matrix can influence the 
properties of stem cells, in which, for instance, the limbus 
promotes the development and maintenance of rLESCs 
(rabbit Limbal Epithelial Stem Cells). FN (Fibronectin), 
one component of the limbus, upregulated the expression 
of Ror1 and Ryk. In fact, FN acting through Wnt11/Fzd7 
complex subsequently activates ROCK1 and ROCK2, 
improving the proliferation of rLESCs [56]. On the other 
hand, variations in the niche, such as oxygen levels, can 
affect stemness [68]. In a model of hypoxia to recapitulate 
the embryonic stage, Wnt5a was augmented in cardiovas-
cular progenitor cells. Concomitantly, an increase in OCT4, 
SOX2, and NANOG expression was observed, suggesting 
a relationship between the dedifferentiated state and non-
canonical Wnt pathway activation [57].

In addition to encompassing components of the extra-
cellular matrix, the microenvironment involves cellular 
communication established in a bidirectional way through 
soluble factors secreted from the stem cells to the surround-
ing cells and vice-versa [58]. The upregulation of canoni-
cal Wnt signaling was found in HFSC (hair follicle stem 
cells) when cocultured with DPC (Dermal papilla cells). 
In detail, exosomes from DPCs increased the expression 
of β-catenin-dependent genes and augmented the prolif-
eration and survival of HFSC, predominantly when Wnt3a 
was overexpressed [58]. Concerning the non-canonical 
Wnt pathway, HSC maintenance was partially mediated by 
Wnt5a secreted from urogenital ridge cells [59].

The maintenance of the stem cell pool must be ensured 
upon coming out of quiescence, a stage discussed in detail 

Fig. 3  Differentiation in 
response to Wnt. In specific 
stem cells, Wnt3a induces the 
expression of Wnt5a, in which 
Wnt5a mRNA can be targeted 
by miR-26a-5p. Wnt5a increases 
intracellular calcium levels 
and JNK activity to regulate 
downstream targets, includ-
ing β-catenin. Possible direct 
interactions between effectors are 
indicated (dotted line). Posi-
tive regulation of differentiation 
is indicated (arrowhead line). 
Nevertheless, effectors described 
as activators and inhibitors of 
specific lineage are also indicated 
(round point line). Asymmetric 
division, as an initial step in dif-
ferentiation, is dictated by Wnt5a 
through the function of the PAR 
complex. The role of other Wnt 
ligands, such as Wnt4, in osteo-
genic differentiation is shown
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capacity [70]. Remarkably, the transition from somatic 
fibroblasts to CAFs is augmented by activation of Wnt/ 
β-catenin signaling caused by Wnt2B released into the exo-
somes of cancer cells [71]. Concerning the non-canonical 
Wnt pathway, macrophages induced Wnt2, Wnt5a, Fzd10, 
and Dvl2 expression in mammary CSC. However, the func-
tional implication remains to be investigated [72].

Expression of Wnt ligands is frequently analyzed in stem 
cells due to their autocrine action; however, the microen-
vironment plays a pivotal role as a source of these signals 
[70]. The complexity of a system where different cells inter-
act and each has a unique expression profile of Wnt ligands 
has been challenging to understand under normal and patho-
logical conditions. However, it is important to consider that 
the characteristics of normal and cancer stem cells are based 
on the communication they establish with their surround-
ings, both with cellular and non-cellular components, and in 
which non-canonical Wnt pathways functions are increas-
ingly recognized (Fig. 4).

The Virtue of Knowing How to Wait: Non-
Canonical Wnt Pathway in the Quiescent 
State

Quiescence is a crucial trait of stem cells that allows them 
to long-term persevere and is closely related to the micro-
environment [15]. Therefore, this section details the find-
ings regarding the non-canonical Wnt pathway in quiescent 
stem cells. Spatial positioning is one of the critical charac-
teristics of stem cells in relation to the niche. In the case of 
neural stem cells (NSC), the location is held by VCAM-1 
and N-cadherin, and disruption of these molecules leads to 
the proliferation of NSC [73, 74]. Cdc42 activity-dependent 
Wnt5a maintains quiescence of NSC to express N-cadherin, 
thus allowing both polarity and anchoring to the apical sub-
ventricular zone [75].

The coordinated passing between proliferative and qui-
escent stages of stem cells must be finely balanced to meet 
the tissue cell turnover requirements [76]. In this regard, 
the hematopoietic system has allowed us to know in depth 
about HSCs with high and low proliferation rates, and most 
of the findings regarding quiescence have been obtained by 
studying these cells. Highly proliferating cells are the origin 
of differentiated hematopoietic cells, while low-proliferat-
ing cells, also known as dormant cells, replace the function 
of proliferative HSC when they are lost, either due to dam-
age or disease [77]. Despite several studies exploring the 
relevance of the canonical Wnt pathway in hematopoiesis, 
the contrast of the findings reinforces the system’s complex-
ity. Apparently, a low activation of the canonical Wnt path-
way promotes self-renewal, but a high activity impairs this 

Wnt signaling dictates the cell fate of TAC, while on the 
other hand, TAC-derived Wnt5a activates non-canonical 
Wnt signaling through Ror2 in MSCs. In addition, MSCs 
regulate the timing of TACs differentiation through IGF 
secretion upstream of canonical Wnt signaling. Curiously, a 
canonical ligand Wnt10a, in addition to Wnt5a, is secreted 
by TACs, which could disclose an autocrine and paracrine 
regulation by TACs [62].

In cancer, MSC can be recruited to the tumor and 
exchange signals with malignant cells [83]. For example, 
the migratory capacity of breast cancer was stimulated upon 
treatment with exosomes from MSC, in which β-catenin-
mediated transcription was involved [63]. On the other 
hand, the non-canonical Wnt pathway is relevant to convert 
non-malignant cells into tumor-supporting cells. LNM-GC 
(Lymph node metastasis-derived gastric cancer cells) repro-
gram BM-MSC, which are recruited to metastatic lesions, to 
favor lymphangiogenesis and migration of cancer cells [50]. 
Wnt5a-containing exosomes mediate the reprogramming by 
activating YAP signaling in MSC. Interestingly, high levels 
of Wnt5a were identified in LNM-GCs-derived exosomes 
and serum exosomes of gastric cancer patients with regional 
LNM [64]. Moreover, MSC acquires the role of chemokine 
sources such as CXCL12. Once CXCL12 binds to CXCR4 
in cancer cells, the levels of β-catenin are augmented, trig-
gering epithelial to mesenchymal transition [65]. According 
to this idea, Minami´s group reported the proliferation of 
undifferentiated gastric cancer cells in response to secreted 
CXCL16 from BM-MSC. Worthy of attention, Ror2 and 
Wnt5a were necessary for CXCL16 secretion [66].

MSCs are not the only non-malignant cells affected 
by cancer cells to promote tumor progression since mac-
rophages can acquire a cancer cell migration-stimulating 
phenotype when exposed to microvesicles (MV) from 
patients with different cancer types, wherein Wnt5a expres-
sion occurs [67]. The phenomenon was corroborated when 
MV and exosomes from breast cancer cells triggered the 
expression of Wnt5a in macrophages. In turn, Wnt5a was 
transported via MV and exosomes to cancer cells, activat-
ing AP-1/c-Jun and increasing the invasiveness properties 
of cancer cells [68].

In regard to CSC, it has been observed that an aggres-
sive cell subpopulation prevails upon the chemotherapeutic 
treatment (FOLFOX). This effect can be mediated by CAFs 
(Cancer-associated fibroblasts), which favor the expression 
of stem cell markers such as CD44V6 in CSC, by stimulating 
β-catenin-dependent signaling in response to Wnt3a secre-
tion [69]. Furthermore, CAF-derived exosomes containing 
miR-92a-3p target FBXW7, an antagonist of β-catenin, 
thus upregulating the canonical Wnt pathway and eliciting 
stemness-related features such as the expression of CD133, 
CD44, and OCT4, in addition, to improve sphere-formation 

1 3
94



Stem Cell Reviews and Reports

suppress nuclear NFAT, emphasizing the role of the niche 
in the homeostasis of HSC. Additionally, 5FU caused qui-
escent HSC to proliferate through the de-repression of the 
concomitantly canonical Wnt pathway and NFAT/calcium 
axis [81]. In NSC, the demyelination injury inactivates the 
non-canonical Wnt/Cdc42 axis to activate the canonical 
Wnt/β-catenin pathway, expanding the stem cell pool. This 
evidence corroborates the switch signaling during the tran-
sition from dormancy to reentry into the cell cycle. In the 
case of NSC, Wnt5a-mediated expression of Notch1 sug-
gests it as a possible regulator of self-renewal during the 
quiescent state [75].

In adult muscle fibers, conditional deletion of Wnt4 dem-
onstrated its role as a paracrine-acting niche factor, con-
tributing to the quiescence of stem cells [47]. Interestingly, 
many SCs from the Wnt4-overexpressing niche remained 
quiescent despite exposure to mitogen stimulation. Dele-
tion of Wnt4 in the niche did not affect canonical Wnt sig-
naling in quiescent SCs. Nevertheless, upregulation of the 
phosphorylated forms of MLC (Myosin Light Chain) and 
FAK (Focal Adhesion Kinase), relevant to actomyosin 
assembly and focal adhesions, respectively, depended on 
Wnt4. Moreover, RhoA and ROCK contributed to main-
taining the quiescence and localization of SCs within the 
niche. Noteworthy, the deletion of mechano-transducer YAP 
(Yes-Associated Protein) restored the dormancy of SC when 
RhoA was absent [82]. Although the function of YAP as a 
negative regulator of quiescence was observed, further stud-
ies are necessary because the lack of an active form of YAP 
has been found to improve SC proliferation [83].

There are quiescent and actively proliferating stem 
cells, and the transition between both states must be finely 

process and prevents terminal differentiation [77]. Quies-
cence in HSC has been attributed as a response to the secre-
tion of non-canonical Wnt ligands: Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, 
and Wnt11 by N-cad+ osteoblasts in bone marrow [78].

It was reported that a subpopulation of HSC (LSK cor-
responding to Lin-Sca1+Kit+ cells) expressing the non-
canonical co-receptor Ryk are quiescent cells [79]. Ryk 
partially contributed to Wnt5a-induced quiescence and 
hematopoietic repopulation, and even the proportion of 
RYK+ cells diminished when HSC became multipotent 
progenitors. Interestingly, upon treatment with 5-fluoroura-
cil (5- FU), an antitumor compound, Ryk+ HSC went into 
quiescence; meanwhile, RYK− HSC came out. Because 
non-Wnt ligands for Ryk have not been described, and since 
the proliferation of HSC LSK by Wnt5a is disrupted, Ryk 
seems to be dependent on Wnt5a. Moreover, low levels of 
ROS were linked to Wnt5a treatment, repopulation capac-
ity, and Ryk expression, thus emerging as an indicator of 
quiescence in HSC [80].

Another report found that the mode of action of Wnt5a 
depends on Fzd8 and Fmi to sustain the quiescent state of 
long-term HSC (LT-HSC). Exhaustively, Wnt5a/Fzd8 axis 
maintains low levels of intracellular calcium and nuclear 
NFAT in quiescent LT-HSC. The results denoted two pos-
sible but not mutually exclusive mechanisms: the first 
encompasses LTCC (L-type calcium channel), and the sec-
ond involves the release of NFAT from the Cdc42/Pak1/
CK1α complex [81]. Remarkably, the absence of Fzd8 
stimulated the AKT-dependent phosphorylation form of 
β-catenin, indicating the downregulation of canonical Wnt 
signaling in quiescent LT-HSC. The enrichment of Fzd8 and 
Fmi between HSC and supportive cells was necessary to 

Fig. 4  Communication of 
normal and cancer stem cells 
with the microenvironment. 
(A) Cellular components secrete 
Wnt3a and Wnt5a to upregu-
late β-catenin and JNK activi-
ties, respectively, allowing for 
self-renewal. Fibronectin, as an 
acellular component, depends 
on Wnt11/FZD7 complex to 
maintain stem cell proliferation. 
(B) Secreted Wnt3a and Wnt5a 
mediate paracrine communica-
tion between cancer and normal 
cells in the tumor, including 
MSC, fibroblasts, and macro-
phages. On the one hand, Wnt 
ligands transform non-malignant 
cells into protumoral components 
while stimulating migration and 
invasiveness in cancer cells, as 
well as CSC-associated capabili-
ties, such as sphere formation
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Meanwhile, the downregulation of Wnt5a rejuvenated aged 
HSC [84]. A similar phenomenon was observed in HFSC, 
within which Wnt5a/Cdc42 axis was activated during the 
aging. In aged HFSC, a reduction in the capacity of forming 
colonies accompanied by low levels of nuclear β-catenin 
and a less polar distribution of Cdc42 were described [85]. 
Also, the pattern of cell division is dictated by aging, being 
that young HSC carries it out asymmetrically, implicating 
differential segregation of Cdc42 into daughter cells, while 
aged HSC divides symmetrically. CASIN, an inhibitor of 
Cdc42, increased the frequency of asymmetric divisions, 
while Wnt5a increased symmetric divisions. Interestingly, 
old HSC were found in cell clusters, which could serve as 
niches for other HSC, while young HSC were identified as 
single cells. Finally, the polarity is closely related to cell 
division, where polar HSC undergoes asymmetric divisions 
and declines upon aging, while apolar HSC divides sym-
metrically [86].

The presence of Wnt5a as indicative of senescent cells 
was demonstrated in Tendon stem/progenitor cells (TSPCs). 
The levels of Wnt5a augmented as TSPCs enter age-related 
senescence [87]. In contrast, the knockdown of Wnt5a 
diminished senescence. In aged TSPC, the non-canonical 
receptor Ror2 recognizes Wnt5a, and JAK-STAT signaling 
acts as the mediator of the Wnt signal. For its part, β-catenin 
relocates from the nucleus to the cytoplasm when TSPCs 
age, demonstrating a switch from canonical to non-canoni-
cal Wnt signaling in these cells [87].

It is important to explain that the positive relationship 
between the non-canonical Wnt pathways and senescence is 
not yet definitive since reports are scarce. In contrast, MSC 
is an example of an opposite association [85–87]. The het-
erogeneity of MSC has allowed the identification of REC 
(Rapidly expanding clones), MEC (Moderately expanding 
clones) and SEC (Slowly expanding clones). The findings 
demonstrated that the Wnt5a/Fzd5/Ror2 axis was essential 
to maintain a high proliferation rate in REC. Additionally, 
senescence-related genes were upregulated, and non-canon-
ical Wnt-associated genes, such as AP1, PLCB1, SDC1, 
PRKACA, and PRKCA, were downregulated upon Fzd5 
knockdown. In contrast, Fzd5 overexpression inhibited 
senescence, demonstrating the importance of Wnt signaling 
for REC. Noteworthy, REC displayed c-JUN phosphoryla-
tion compared to MEC and SEC and responded to Wnt5a by 
activating RAC and CDC42, validating that REC is a differ-
ent cell subpopulation [88]. Therefore, the phenomenon of 
an exacerbated activation of Wnt5a signaling that leads to 
senescence may not occur in each type of cell since it prob-
ably depends on the cell lineage’s characteristics, including 
the proliferation rate (Fig. 6).

regulated by exogenous factors that dictate whether tissue 
conditions require stem cells to multiply. Within these fac-
tors, Wnt ligands, being communicators between cells, have 
been shown to participate [15]. Strikingly, the non-canoni-
cal Wnt pathways are relevant in maintaining the quiescent 
state, which is complicated to ascertain, because it can take 
up to years to remain in this way (Fig. 5).

Time does not Stand Still: Non-Canonical 
Wnt Pathway as Clockwork in Senescence

The advancement of knowledge has revealed that stem 
cells undergo aging due to their perpetuity, which can lead 
to senescence. In this way, stem cell dysfunction impairs 
the regenerative capacity of tissues [84]. In hematopoiesis, 
the transition from canonical to non-canonical Wnt signal-
ing occurs from the embryonic to the adult stage and during 
aging [78]. Levels of Wnt5a and Wnt4 mRNAs are higher 
in older than in young HSC. In aged HSC, Wnt5a was 
mainly localized within the cytoplasm, similar to β-catenin. 
Concomitantly, Cdc42 activity is triggered and associated 
with apolarity for Cdc42 and α-tubulin in aged HSC. In 
contrast, young HSC upregulated p57 and p27, markers of 
senescence, in response to Wnt5a, possibly by the rise of 
intracellular calcium and activity of CamKII and NFATc1. 

Fig. 5  Relationship between the quiescent state and non-canonical 
Wnt pathways. Wnt5a maintains stem cells quiescence through two 
mechanisms. First, the upregulation of Cdc42 increases the expression 
of N-cadherin, which enables to keep the anchorage in the niche. Sec-
ond, the reduction of intracellular Calcium-mediated by Fmi, which 
leads to restraining the activity of NFAT, a repressor of quiescence in 
HSC. Furthermore, low ROS levels are related to the quiescence state. 
For its part, Wnt4 activates the signaling module formed by RhoA/
ROCK/YAP to augment the proliferation
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sustain an undifferentiated state [92]. Activation of RhoA by 
Wnt5a serves as a survival stimulus in cancer cells during 
non-adherent conditions due to evasion of anoikis. In IGC 
(Intestinal-type gastric cancer) organoids, Wnt5a increased 
sphere formation, wherein Rho activity was required in the 
absence of Cadherin 1. Noteworthy, Cxcr4 +  ILCs (Innate 
Lymphoid Cells) produced Wnt5a to favor the progression 
of DGC (Diffuse-type gastric cancer), revealing the contri-
bution of the microenvironment [93].

As mentioned before, it was shown recently that Wnt3a 
and Wnt5a stimulate sphere formation in colorectal CSCs in 
a β-catenin-independent transcriptional activity [24]. Inter-
estingly, the spheres-derived cells mobilized calcium in 
response to both Wnt ligands and pointed out Wnt/calcium 
signaling as an essential pathway to induce and maintain the 
self-renewal capacity of colon CSCs. In fact, the inhibition 
of phospholipase C and NFAT impaired the self-renewal in 
this model [24].

Another characteristic of CSC, also named TPC (Tumor-
promoting stem-like cells), is the migratory phenotype to 
invade distant tissues, which is closely related to the aggres-
siveness of cancer. Xenografts of TPC obtained from glio-
blastoma patients exhibited invasive cells, which retained 
their stemness identity by maintaining the ability to form 
neurospheres. However, the major invasiveness was abol-
ished by the inhibition of Wnt5a/PKC/Ca2+ signaling [80]. 
In glioblastoma, CD133 is a molecular marker for CSC. 
In fact, only 100 CD133+ cells are required to induce an 
invasive tumor development in vivo [94]. When compar-
ing CD133+ and CD133− cells, it was found that both 

Stem Mask: Non-Canonical Wnt Pathway in 
Cancer Stem Cells

Tumors are characterized by cellular heterogeneity, within 
which some cells exhibit molecular and functional features 
of normal stem cells, like the self-renewal capacity and the 
ability to differentiate into specific cell lineages, but are also 
tumor-initiating cells. For this reason, the term CSC has 
been widely employed to refer to these cells [88]. Therefore, 
CSCs serve as the origin of the bulk of the rest of cancer 
cells.

Canonical Wnt pathways have been demonstrated to be 
important in CSCs of prostate cancer, wherein β-catenin 
nuclear in response to Wnt3a stimulated the size and pro-
portion of spheres generated [89]. Furthermore, spheres 
of CSC obtained from glioblastoma cell lines maintain an 
undifferentiated state upon combined treatment with Wnt3a 
and Rspo2, stimulating β-catenin activity, which correlated 
with a higher tumorigenic capacity [90]. Similarly, Wnt3a 
and Rspo1 upregulated canonical Wnt target genes and 
stemness-related genes in hepatocellular carcinoma cells, 
an effect promoted by LGR5 overexpression [91]. Regard-
ing the β-catenin-independent mechanisms, depletion of 
VANGL2 impaired spheres and increased differentiation 
markers in cells obtained from rhabdomyosarcoma [92]. 
VANGL2+ cells were enriched in the expression of FGFR3 
and CD133, progenitor-related genes. The constitutively 
active form of RhoA reversed the effect by the absence of 
VANGL2. Meanwhile, activation of RAC1 had no effect, 
indicating that RhoA acts downstream of VANGL2 to 

Fig. 6  Dual role of Wnt5a in 
senescence. Wnt5a restricts 
entry into senescence, in which 
the FZD5 receptor was identi-
fied. However, high levels of 
intracellular Wnt5a are found 
in senescent cells. Specifically, 
JAK/STAT and Calcium/Cam-
KII/NFATc1 are signaling axes 
that act downstream of Wnt5a 
in these cells. Cdc42, besides to 
respond to Wnt5a, is linked to 
symmetric divisions according 
to its distribution in the daughter 
cells
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processes of the CSC these effectors participate and how 
they regulate each other [98].

Fzd6 is another example of the relationship between 
Fzd family members and CSCs. A Fzd6+ cell subpopula-
tion of human neuroblastoma-derived cells was identified 
with the potential to form neurospheres more efficiently 
and invasively when compared to cells lacking Fzd6 [99]. 
Fzd6+ cells expressed both canonical and non-canonical 
Wnt-related genes: MYC, CD44, CyclinD1, Twist, and TH 
(Tyrosine hydroxylase). Furthermore, FZD6+ cells were 
resistant to doxorubicin and exhibited a significant capac-
ity for tumorigenicity and metastasis. Remarkably, the 
phosphorylated form of JNK was enriched in FZD6+ cells. 
Besides, the knockdown of Fzd6 decreased neurosphere 
formation and gene expression of CD44 and TH without 
affecting canonical Wnt targets MYC and Cyclin D1 [99]. 
It might be interesting to know the implications of Fzd6 in 
other cell types, such as Leukemic Stem Cells from CLL 
(Chronic Lymphocytic Leukemia), which also express this 
same receptor [100].

Exploring in-depth non-canonical Wnt pathways will 
allow us to know even more about altered biological pro-
cesses (Fig.  7). Although cancer has been intensively 
explored, other health disorders are seen to be related to the 
functionality of these mechanisms, glimpsing its implica-
tions and possible applications in the medical field.

canonical and non-canonical Wnt pathway components 
were expressed mainly in CD133+ cells, specifically 
RHOA, ROCK2, RAC2, and DAAM1 [95]. Accordingly, 
reports found impaired glioma sphere formation when RAC 
was inhibited [96].

Another feature related to CSC is their high capacity to 
efflux cytotoxic compounds, important to display chemo-
resistance, and frequently referred to as “side population” 
(SP). The percentage of SP was augmented when Wnt5a 
was overexpressed in nasopharyngeal cancer cells, and high 
rates of CD44+CD24− cells, immunophenotype associated 
with CSC in some types of cancer, were detected [97]. In 
detail, Wnt5a increased the phosphorylation state of PKC, 
which in turn triggers positive feedback, upregulating 
Wnt5a protein levels without affecting nuclear β-catenin. 
In contrast, the tumorigenic potential was diminished when 
Wnt5a was knocked down [97].

The presence of Fzd receptors makes it possible to dis-
tinguish the involvement of Wnt pathways within the het-
erogeneity in tumor cells. For instance, Fzd7 expression 
correlated with stemness-related genes (CD44, LGR5, 
NOTCH2, EGFR, IL6, TNC, ANTXR1) in breast cancer 
[98]. Moreover, a positive correlation of Fzd7 and Wnt5b 
was found in cell lines and tissues of the same type of can-
cer. Functionally, levels of Fzd7 were directly proportional 
to the mammosphere formation capacity of breast cancer 
cell lines. Furthermore, Fzd7 interacted with Wnt5a/b, reg-
ulating the expression of surface markers such as Lgr5 and 
CD44, and stimulating the signaling effectors Smad3, Yap1, 
and Stat3. Nonetheless, it remains to be known in which 

Fig. 7  Wnt signaling in CSC. 
Wnt3a and Wnt5a improve 
CSC-associated features, includ-
ing chemoresistance, sphere 
formation, invasiveness, and 
tumorigenicity. Non-canonical 
Wnt pathways encompass 
increased intracellular calcium 
and GTPases activity. VANGL2 
can act as an intermediary 
between Wnt5a/FZD and RhoA. 
FZD6 and FZD7 are reported to 
activate β-catenin-independent 
mechanisms and promote CSC 
functionality
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