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1. Resumen

El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas letales en todo
el mundo. La resistencia al 5-Fluorouracilo (5-FU), principal quimioterapéutico,
es una de las causas de los altos indices de mortalidad. Los mecanismos de
resistencia involucran la alteracion de diferentes genes, dentro de los que se
encuentran el gen TP53 que codifica para la proteina P53, proteina clave en la
regulacion de diversos procesos fundamentales en las células, como apoptosis
y regulacion del ciclo celular, esto a través de la regulacion de proteinas como
P21, entre otros. Alteraciones en los niveles de expresion de P53 y mutaciones,
son eventos frecuentes en el CCR. Compuestos que favorezcan la regulacion
positiva de esta proteina, podrian ser una alternativa viable en el tratamiento en
este tipo de neoplasia. Recientemente nosotros demostramos que moléculas
derivadas del parasito Taenia crassiceps (TcES), tienen capacidad
antiinflamatoria y antitumoral, cuando son utilizados como terapia profilactica. En
este trabajo, ahora nosotros evaluamos un posible efecto adyuvante de los TCES
al 5-FU en tumores ya establecidos en un modelo de cancer de colon asociado
a colitis (CAC). Los resultados obtenidos indican que el uso de los TcES
potencian el efecto del 5-FU en  tumores de colon, al regular negativamente la
expresion de citocinas inmunorreguladoras, como 1I-10 y Tgf-B, y de citocinas
proinflamatorias, como Tnf-a e ll-17a. -Adicionalmente se observé un incremento
en la muerte de las células tumorales en los tejidos del grupo de animales
tratados con la terapia combinada de TcES+5-FU, lo cual se asocia con la

regulacion  positiva en la expresion de las proteinas P53 y P21 y una marcada




disminucion en los niveles de expresion de la proteina MDM2, principal
regulador negativo de P53.

Nuestros hallazgos demuestran, por primera vez, que los productos
excretados/secretados por T.crapssiceps pueden potenciar el efecto del 5-FU en

los tumores de colon establecidos.
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2. Introduccion

2.1. Cancer Colorrectal Epidemiologia

El CCR es una de las neoplasias con mayor incidencia y letalidad en el

mundo, representa un problema de salud publica a nivel mundial.
Aproximadamente se diagnostican 134, 490 casos nuevos por afio [1]. En México
este panorama no es muy diferente, representa uno de los principales tipos de
cancer tanto en mortalidad como incidencia. En hombres es la segunda causa
de muerte por cancer, tan solo por debajo de los datos reportados para cancer
de préstata y en mujeres se encuentra como el cuarto tipo de cancer mas letal

(Figura 1Ay 1B).
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Figura 1. Numero estimado de incidencia y mortalidad en diferentes neoplasias
en México. (A) Datos correspondientes a la poblacion femenina. (B) Datos
correspondientes a poblacion masculina. Barras en color azul representan
incidencia, barras en color rojo los datos obtenidos para mortalidad. Cuadro en
color verde indica los datos reportados en incidencia y mortalidad para el CCR
en México [1].
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2.2. Factores de riesgo

El cancer colorrectal es una enfermedad multifactorial. Los factores de
riesgo asociados al desarrollo de esta neoplasia se pueden clasificar en
factores modificables y no modificables. Dentro de los factores de tipo
modificables se encuentran el consumo de alimentos altos en grasas, baja
ingesta  en fibra, sedentarismo, consumo de tabaco, alcohol y obesidad (Figura
2). Los factores de riesgo de tipo no modificables incluyen antecedentes
familiares de cancer de colon, sindrome de poliposis adenomatosa familiar
(PAF), sindrome de Lynch, conocido como cancer colorrectal hereditario no
poliposico y antecedente de enfermedades inflamatorias intestinales (EIll) como
la colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn [2]. La colitis ulcerativa es una
enfermedad que se caracteriza por un estado inflamatorio en el colon y el recto,
cuando la inflamacion se vuelve cronica, se incrementa el riesgo al desarrollo de
cancer de colon asociado a colitis (CAC), que es un tipo de cancer colorrectal [3].
En esta enfermedad se genera un ambiente que supera los mecanismos de
vigilancia inmunoldgica y crea un microambiente que favorece la inhibicion de las
respuestas inmunitarias antitumorales, generando diversas alteraciones a nivel
celular y molecular que llevan al establecimiento y crecimiento de las células

cancerosas [4].
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Figura 2. Esquema de los principales factores de riesgo modificables y no

modificables del cancer colorrectal.

2.3. Patogénesis del CCR

El desarrollo del cancer colorrectal comienza en el momento en que las
células epiteliales presentan cambios genéticos o epigenéticos, que se
establecen y que finalmente desencadenan en la alteracion de procesos
celulares fundamentales en la homeostasis celular como es la proliferacion, que
se incrementa [5]. En el desarrollo del CCR, estas células de
rapido crecimiento, con el paso del tiempo, pueden formar adenomas benignos y
progresar a cancer. Cuando el cancer no es detectado a tiempo, finalmente esto
puede llevar a la metastasis través de diferentes vias [6]. En CCR de tipo
esporadico se sabe que la primera mutacion principalmente se da en el gen

APC, posteriormente en los genes de KRAS y BRAF, las  alteraciones
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en estas moléculas llevan - a modificacion en las funciones de las proteinas

CDC4, SMAD4, TGFBR2 y finalmente en TP53 y BAX (Figura 3).
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Figura 3. Etapas y desarrollo del cancer colorrectal (CCR). Hay cuatro etapas en
el desarrollo de la carcinogénesis del CCR: inicio, promocién, progresion y

metastasis.

2.4. Cancer de colon asociado a colitis

El cancer de colon asociado a colitis es una neoplasia que se
desencadena a partir de la inflamacion constante del intestino [7]. Pacientes con
enfermedades inflamatorias intestinales como la enfermedad de Crohn (CD) y la
colitis ulcerativa (CU) tienen entre un 10 a 20% de mayor probabilidad de
desarrollar CCR. Estas enfermedades se caracterizan por una inflamacién
cronica recurrente con episodios de remision y reincidencia. Estudios

epidemiologicos muestran que la CU incrementa hasta un 20% la probabilidad

——————
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de desarrollar CCR debido a diferentes mediadores inflamatorios presentes
como el factor de transcripcién NFK y citocinas inflamatorias como IL-17a, IL-6,
TNF-a (Figura4) [8,9]. Ladisbiosis de la microbiota intestinal es uno de los
ejemplos de los procesos que pueden generar una inflamacioén crénica en el
intestino. Como se observa en la figura 4, la alteracion en las bacterias residentes
en colon por bacterias patdgenas conlleva a la liberacibn de moléculas
genotoxicas que producen especies reactivas de oxigeno (ROS), que dafan el
material genético del hospedero. La translocacion de las bacterias de la barrera
epitelial desencadena una respuesta inmune de tipo inflamatoria,  produciendo
la liberacion de moléculas como INOS, Arginasa 1, TGF, IL-6, por las células
del sistema inmune presentes. Este proceso de disbiosis finalmente
desencadena el encendido de vias involucradas en el incremento de la
proliferacion celular como NfkB, ERK, PI3K y AKT y activacion de células del
sistema inmune que favorecen la liberacion de citocinas proinflamatorias como

1I-17 (Figura 4).
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Figura 4. La disbiosis microbiana intestinal contribuye al desarrollo del CCR a

través de una amplia gama de mecanismos moleculares.

-Estadios del CCR

Los estadios del CCR permite estratificar el grado de crecimiento del tumor asi

como localizacién e invasion a otros 6rganos en el cuerpo. Estos estadios se

enumeran del 0 al 4

[ASCO], 2021  (Fig

de acuerdo con

ura b).
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Estadio Tumor (penetracién maxima) Metastasis en ganglios linfiticos regionales Metastasis a distancia

0 Tis NO MO
| T1oT2 NO MO
1l T3 NO MO

Cualquier To Cualquier N MO
1]

T4 NO MO
\ Cualquier T Cualquier N M1
*Clasificacion TNM:

¢ Tis = carcinoma in situ; T1 = submucosa; T2 = muscular propia; T3 = atraviesa todas las capas (en el cancer rectal, incluye el tejido perirrectal); T4 =
6rganos adyacentes o peritoneo.

* NO = ninguna; N1 = 1-3 ganglios regionales; N2 == 4 ganglios regionales; N3 = ganglios apicales o de troncos vasculares.

* MO = ninguna; M1 = presente.

Figura 5. Estadios del cancer colorrectal.

e FEtapa 0 (Tis)
El cancer se encuentra en su etapa mas temprana. Esta etapa también se
conoce como carcinoma intramucoso (Tis). No ha crecido mas alla de la
capa interna (mucosa) del colon o del recto.

e Ftapal (T10T2)

El cancer ha crecido a través de la capa muscular de la mucosa hasta la
submucosa (T1), y también es posible que haya crecido hasta la muscular
propia (T2). No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO),
ni a sitios distantes (MO).
e FEtapall (T3)
El cancer ha crecido hacia las capas mas externas del colon o del recto,
pero no ha atravesado estas capas (T3). No ha alcanzado 6rganos
adyacentes. No se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO),
ni a sitios distantes (MO).

e FEtapa lll (cualquier T o N)
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El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared del colon o del
recto (Cualquier T). Podria o no haberse propagado a los ganglios

linfaticos adyacentes (Cualquier N). Pero no se propago a sitios distantes

(MO)
e FEtapa lll (T4)

El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del recto y esta unido
0 crece hacia otros tejidos u 6rganos adyacentes (T4). EIl cancer adn no
se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO) ni a sitios
distantes (MO).

e FEtapa IV (cualquier T/N)

El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared del colon o del
recto (Cualquier T). Podria 0 no haberse propagado a los ganglios
linfaticos adyacentes (Cualquier N). Se ha propagado a partes distantes
del peritoneo y puede o no haberse propagado a 6rganos o a ganglios

linfaticos distantes.

2.5. Tratamiento en el cancer colorrectal

El tratamiento del cancer colorrectal depende principalmente de la etapa
clinica en la que es diagnosticado. La cirugia suele ser el tratamiento primario
para pacientes que presentan este tipo de neoplasia que no se ha propagado a

otras partes [10].

La cirugia consiste en extirpar la seccion del colon que contiene el
cancer (colectomia parcial) (Figura 6) junto con los ganglios linfaticos cercanos,

seguida de un tratamiento con quimioterapia adyuvante.

18



Este tipo de terapia se puede utilizar a partir de un estadio Il, pero

solamente en algunos casos donde pueda existir riesgo de que el cancer regrese.

La quimioterapia para los estadios lll, es utilizada de manera estandar
como adyuvante a la cirugia y en estadios IV, es la principal herramienta utilizada
para el tratamiento de los pacientes cuando la cirugia no es posible, asi como
paliativo para aliviar ciertas molestias y mejorar la calidad de vida. Las principales
combinaciones farmacéuticas gue se utilizan en conjunto con el 5-FU para
incrementar su efectividad, son; leucovorina, y oxaliplatino (FOLFOX ) o el

régimen capecitabina y oxaliplatino (CAPEOX )  [11].

Figura 6. Colectomia parcial de colon.

2.5.1. 5-Fluorouracilo

El 5-Fluorouracilo es el estdndar de oro en el tratamiento de CCR, es un
medicamento que es utilizado en el tratamiento de diferentes neoplasias,
canceres de mama, colon, recto, estbmago y pancreas [12]. Es un farmaco

anticancerigeno del tipo de las antimetabolitos y perteneciente al grupo de los

19



anéalogos de pirimidina. El 5-fluoracilo inhibe la sintesis del DNA promoviendo un

desequilibrio metabdlico resultando la muerte celular [13]

2.5.2. Mecanismo de accién

El efecto antitumoral del 5-FU se ha relacionado a tres de sus metabolitos:
1) La 5-fluorouridina-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato (FAUTP), causante de la
inestabilizacion del ADN; 2). La 5-fluorouridina-5-trifosfato (FUTP), que se
incorpora al ARN y causa la terminacién temprana de la transcripcién 3) La 5-
fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato (FAUMP), este ultimo se cree que es el
principal responsable del efecto antitumoral, gracias a su participacion en la
inhibicion de la enzima timidilato sintasa (TS), necesaria para la sintesis de

dTMP.

Una vez que ingresa a la circulacién, mas del 80% del farmaco
administrado es metabolizado rapidamente en el higado, por la enzima
dihidropirimidina  deshidrogenasa (DPYD) vy convertido al metabolito
farmacolégicamente inactivo 5-fluorodihidrouracilo (DHFU), siendo éste el paso
limitante del metabolismo de detoxificacion del 5-FU (Figura 6). Otros procesos
mas adelante se encargan de la transformacion de este metabolito en fluoro- b-
alanina (FBAL), el producto final de todo el proceso de biotransformacion del

farmaco [14].
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OPTR=orotatofosforribosil transferasa. RR= ribonucleoétido reductasa. La flecha

truncada indica inhibicioén.

2.5.3. Quimio-resistencia

Se denomina quimio resistencia al proceso mediante el cual cualquier
organismo puede desarrollar resistencia a determinados farmacos
0 compuestos. En la quimioterapia, tras la administracion de un determinado
farmaco, un gran numero de células tumorales del paciente se vuelven
resistentes al farmaco. Generalmente los pacientes con tumores que responden
inicialmente a la quimioterapia presentan recaidas a medida que va
evolucionando la enfermedad, debido a alteraciones a nivel moleculary celular
[15 ]. Diversos estudios han evaluado el efecto de la quimio-resistencia en la

sobrevida de los pacientes, tratando de entender los mecanismos involucrados

———————
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[16]. La quimio-resistencia se puede clasificar en dos principales mecanismos,
resistencia intrinseca, en la cual las células tumorales tienen alteraciones
génicas que per se, favorecen la eliminacién, metabolismo o mecanismos de
resistenciaa  diversos farmacos por incremento de  sistemas de transporte
0 mecanismos de reparacién del dafio al DNA [15]. La resistencia adquirida
incluye factores extracelulares como la falta de acceso al tumor debido a

la vasculatura o el microambiente tumoral [17].

2.6. Ciclo celular y cancer

El ciclo celular es el proceso que permite a una célula eucariota duplicar
su contenido genético y posteriormente dividirse en dos células genéticamente
idénticas. EI DNA se replica y los cromosomas se segregan a las dos células
hijas. Por tanto, el ciclo celular es un conjunto complejo de procesos
citoplasmaticos y nucleares coordinados. Durante la progresion del ciclo de
division de una célula, se encuentran 4 fases y en su conjunto el proceso la mayor
parte del tiempo dura aproximadamente 24 horas, dentro de estas fases se
encuentra: a) Fase S cuando los cromosomas han sido replicados, b) Fase G2
donde la célula comprueba que la duplicacion de su contenido en DNA ha sido
correcta, c) Fase M que comprende la division nuclear (mitosis) y citoplasmatica
(citoquinesis). A partir de este punto las células hijas entran en la interfase de un
nuevo ciclo, d) La interfase comienza con la fase G1. Las fases G1 y G2 son dos

fases de comunicacion entre la sintesis de DNA y la mitosis [18].

El cdncer esla proliferacion  descontrolada de cierto tipo de

células. Durante este proceso muchos genes que estan relacionados con el

22



control celular son afectados y promueven a que esta enfermedad sea invasiva
y letal. La capacidad de las células normales para detener el ciclo celular
posterior a un dafioen el ADN es esencial para mantener la integridad del
genoma [19]. Por lo que en la actualidad se busca encontrar terapias con la
capacidad de modulares moléculas relacionadas con el ciclo celular como P21

que es una de las proteinas mayormente involucradas en este proceso [20]

2.6.1. P21

P21 actia como un gen rio abajo de p53 para bloquear la progresion
celular; Debido a ello se ha utilizado como diana terapéutica para el cancer.
Trabajos anteriores han demostrado que la terapia antitumoral dirigida al ciclo
celular como palbociclib [21], el cual es un farmaco oral dirigido que actla
directamente sobre CDK4/6 inhibiendo su funcién, asi como la proliferacion de
las células tumorales y regulando el control del ciclo celular. Por lo que se ha
clasificado a p21 como una proteina supresora de tumores [20]. Adicionalmente,
se le ha reconocido por su funcién como cofactor transcripcional regulando la
actividad de proteinas que se unen al ADN, como NF-kB, Myc, E2F, STAT3 y el
receptor de estrogenos [22]. Recientemente, se ha demostrado que tiene un
papel represor en la transcripcion de Wnt4 [23], Myc, Cdc25A [20] y en genes
mitoéticos, previniendo la segregacion cromosomica incorrecta después de ocurrir

un dafio en el ADN [24].

No solo P21 regula el ciclo celular, también también juega un papel en

varios procesos bioldgicos, como la senescencia, diferenciacion, apoptosis,
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citoquinesis, adhesion celular, crecimiento celular y endo-replicacion [24]. Estos

procesos pueden depender o no de la presencia de P53.

2.6.2. P53

El gen que codifica para la proteina p53 ha sido implicado en muchos tipos
de cancer humano tanto heredado como esporadico. Cuando surge una pérdida
de la funcién de p53 por mutaciones, esto conlleva a inestabilidad gendmica,
inhibicion de la apoptosis y descontrol del ciclo celular. La alteracion de esta

proteina es la mutacion mas comun en el cancer humanao.

Al principio se clasific6 como un oncogén debido a que en sus primeras
experimentaciones se utilizO cDNA mutado tras purificar mRNA de una célula
tumoral. Bert Volgestein quien lo categorizo como gen supresor tumoral lo
describe como un importante regulador del ciclo celular que codifica la sintesis
de una fosfoproteina (p53) formada por 393 aminoacidos, con peso molecular de
53kD, que se expresa en muchos tipos celulares como factor transcripcional
inactivo, latente, que se activa solo cuando las células estan sujetas a uno o

varios factores [25].

Existen dos grupos de factores capaces de activar p53, en primer lugar,
el dafio al ADN, asi como factores pro-oncogénicos. La activacién de p53 manda
una sefal transcripcional que, dependiendo del tipo celular, detiene la

proliferacion celular o bien induce a apoptosis.

La mutacion en P53 es una de las alteraciones genéticas mas conocidas
y aceptadas en el modelo de progresion del CCR favoreciendo la transformacion

maligna celular. En estudios preclinicos se ha observado que los farmacos
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utilizados generalmente para tratar esta neoplasia se basan en la induccién de
apoptosis y muerte celular mediada por la activacion de la proteina p53 normal.
En varios estudios se afirma que dicha respuesta es menor en pacientes con

tumores portadores de mutacion en el gen p53.

Este gen supresor de tumores en su forma natural regula de forma
negativa el crecimiento celular, controlando la entrada de la célula en la fase S,
bloqueando la fase de transicion G1-S del ciclo celular. La proteina p53 es
fosforilada por una cdc-2 quinasa a lo largo del ciclo celular. Su localizacion
subcelular varia también a lo largo del ciclo celular. En la fase G1, la proteina se

localiza en citoplasma, emigrando al ndcleo al principio de fase S.

La funcién de p53 en su forma natural es controlar el ciclo celular
regulando la transcripcion o la replicacion del DNA. Por ello se le denomina el
guardian del genoma. Tiene la capacidad de unirse a lugares especificos del
ADN regulando la expresion de otros genes tales como p21, que controlan
funciones celulares esenciales. Es la conexion entre p53 con procesos como la
carcinogénesis, el ciclo celular, activacién de apoptosis, angiogénesis, etc. La
alteracion y ausencia de funcionalidad de p53 es un defecto usual en mas del
50% de los canceres, incluso los mas frecuentes (mama, pulmoén, colon y
esotfago). Por ello, es de gran interés explorar la relacion entre la mutacion de

p53 y respuesta a la quimioterapia adyuvante.

2.7. Nuevas Terapias contra el CCR

La busqueda de nuevas moléculas que puedan ser Uutiles como

tratamiento adyuvante a terapias convencionales, potenciando el efecto de
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guimioterapéuticos como el 5-FU sobre las células tumorales, podrian ser una

buena opcion para el tratamiento de esta neoplasia.

En los ultimos afios se ha optado por la busqueda de moléculas de origen natural
, ya que se ha observado la capacidad de algunos compuestos de sensibilizar a
las células tumorales a la quimioterapia asi como potenciar el efecto de los
farmacos y hacerlos mas especificos al actuar solamente sobre las células
cancerosas, Los compuestos naturales suelen ser multi blanco, por lo que
pueden interferir con diferentes vias de sefalizacion y de esta manera evitar la

aparicion de quimio-resistencia [26].

Un claro ejemplo es uso de la curcumina, compuesto de origen natural
proveniente de la planta Curcuma longa el cual, diversos estudios han
demostrado favorece la disminucion de la activacion de NF-kB, la expresion de
COX-2, asi como citocinas proinflamatorias como IL-1 e IL-6 y la produccion de
TNF-a inhibiendo la formaciéon de tumores y favoreciendo de esta manera la

eliminacioén de las células cancerosas sin dafiar a las células normales.

2.8. Uso de moléculas excretadas/secretadas por helmintos

2.8.1 Taenia crapssiceps y CAC

Taenia crassiceps (Zeder,1800) es un cestodo cosmopolita endémico del
hemisferio norte. Su fase adulta presenta una longitud aproximada de 14 cm y
82 proglétides, su escélex esta conformado por cuatro ventosas ovales y un
rostelo con 30 ganchos aproximadamente. Sus larvas miden de

aproximadamente 5 mm y cuentan con un escélex de 17 ganchos y cuatro
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ventosas [27]. En su fase adulta puede ser encontrado en el intestino delgado de
canidos, mientras que su estado larval se encuentra en la musculatura, cavidad
pleural o peritoneal de roedores.

Debido a su similitud con Taenia solium (Linnaeus, 1758) y a su capacidad
de reproducirse asexualmente por gemaciéon en su fase larval, T. crassiceps se
ha convertido en uno de los mejores modelos experimentales para el estudio de
infecciones parasitarias, ademéas se considera inocuo para el ser humano, a
excepcion de algunos casos en donde pacientes inmunocomprometidos con
cancer, virus de inmunodeficiencia humana y de la hepatitis C, han sido
infectados por este parasito [28].

Reportes previos en nuestro grupo de trabajo, han demostrado que el uso
de productos excretados/secretados por el parasito helminto Taenia crassiceps
(TcEs), tienen la capacidad de regular procesos inflamatorios, que favorecen la
reduccion de formacion de tumores en el colon, cuando estos compuestos son
utilizados como un profilactico y en etapas tempranas de la enfermedad (19).
Siendo uno de los mecanismos comprobados, la regulacion negativa en la
expresion del factor de transcripcion STAT3 y NF-kB, los cuales se han asociado
ampliamente con malignidad de las células tumorales, inhibicion de la apoptosis
y regulacion de la angiogénesis tumoral e invasividad en diversos tipos de cancer
(6,7).

A la fecha se desconoce si estos productos tienen el mismo efecto
antitumoral en etapas avanzadas de la enfermedad y si su efecto antiinflamatorio
podria favorecer la respuesta al tratamiento con 5-FU regulando moléculas clave
como P53y la expresion de P21. Motivo por el cual extendemos nuestro estudio

a etapas avanzadas de la enfermedad, utilizando a los TcES como un posible
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adyuvante al 5-FU en el tratamiento de cancer colorrectal y como un posible

regulador de la expresion de P53y P21.
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3. JUSTIFICACION

El CCR es una de las neoplasias mas letales y con altas tasa de incidencia
en todo el mundo. Alteraciones en la expresion de las proteinas P53 y P21, son
de las alteraciones mas frecuentes en esta neoplasia, las cuales se han asociado

con fallas en la respuesta las terapias.

El eje principal de los tratamientos en el CCR es el 5-FU, aun cuando en
terapia individual su eficacia es del 10 y 15%, incrementando hasta en un 50%
con terapias adyuvantes, como el Oxaliplatino o Irinotecan.
Desafortunadamente, mas del 90% de los pacientes en etapas avanzadas
genera resistencia a estos quimioterapéuticos. Por lo que la busqueda de nuevas
terapias que puedan potenciar y reducir la resistencia a los farmacos

convencionales, son una alternativa viable.

Recientemente, nosotros evaluamos en un modelo de murino de CAC, el
efecto de productos excretados/secretados del parasito de T. crassiceps (TCES),
encontrando que estas moléculas tienen la capacidad de inhibir la formacion
tumores en el colon cuando son administradas como terapia profilactica. A la
fecha se desconocen los efectos de los TCES en tumores ya establecidos y
mecanismos asociados que puedan favorecer la respuesta al 5-FU, como
regulacion en la expresion de P53 y P21, proteinas claves en la sensibilidad a

este quimioterapéutico.
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4. HIPOTESIS

El uso de terapias adyuvantes con productos Excretado/secretado por T.
crassiceps favorecera la sensibilidad al 5-FU mediante la regulacién positiva de

P53y P21, en un modelo murino de cancer de CAC.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar los niveles de expresion y regulacion de P53 y P21 en el
tratamiento

del CAC con el uso de terapias adyuvantes con TCES

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el efecto de los TCES como posible adyuvante al 5-Fluorouracilo
en el tratamiento de cancer de colon asociado a colitis.

e Determinar el efecto de los TcES, sobre el tamafio y nimero de tumores
en el modelo murino de CAC tratados con TCES.

e Evaluar los niveles de expresion de las proteinas P53 y P21 en muestras
de tejidos de CAC con y sin tratamiento de TcES.

e Evaluar el efecto de la terapia combinada de TcES+5FU en la expresion
de P53y P21.

e Determinar el o los potenciales mecanismos asociados a la regulacién de

P53y P21 en CAC, por el tratamiento con TcES.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Ratones

Se utilizaron ratones hembra BALB/c de ocho a diez semanas de edad de
donados por el UPEAL-CINVESTAV-IPN (México). Los cuales se mantuvieron
en un ambiente libre de patégenos en las instalaciones de animales de la
Facultad de Estudios Superiores-lztacala (FESI), Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). Los animales se alimentaron con Purina Diet 5015
(Purina) y agua ad libitum. Todos los procedimientos experimentales se ajustaron
estrictamente a las recomendaciones de la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio de los Institutos Nacionales de la Salud (EE.UU.) Y
fueron aprobados por el Comité de Etica de los Experimentos con Animales de

la FES-Iztacala (UNAM).

6.2. Obtenciéon de TcES

Los metas cestodos de T. crassiceps (cepa ORF) se recolectaron en
condiciones estériles de la cavidad peritoneal de ratones hembra BALB/c
después de 8- 10 semanas de infeccion. Los cisticercos obtenidos de la infeccion
se cultivaron en solucion salina fisiologica a 37° C durante 24 h. Los TcES se
recuperaron del sobrenadante y se centrifugaron durante 10 min a 3500 rpm.
Posteriormente, las proteinas de peso molecular superior a 50 kDa se
concentraron utilizando una membrana de corte de 50 kDa Ultrafiltro Amicon
(Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Se recolectaron las moléculas de alto peso
molecular y se agregaron inhibidores de proteasas. La concentracion de proteina

se determiné utilizando el ensayo de Bradford y el TCES se almacené a -70° C
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hasta su uso posterior. Se evaluaron los niveles de endotoxinas que no fueron
detectables de los productos excretados/secretados por T. crassiceps (<0.4 EU

/ mg) utilizando el kit de E-Toxate (Sigma, EE. UU.)

6.3. Desarrollo de CAC

Para el desarrollo de CAC se utilizé el modelo AOM/DSS. Ratones WT
recibieron una sola dosis de AOM 12.5 mg/kg (Sigma-Aldrich, EE. UU) mediante
inyeccion intraperitoneal. Cinco dias después, los ratones se sometieron a tres
ciclos de DSS. Cada ciclo consistié en la administracion de DSS 2% en agua ad
libitum (MW: 40 000, Alfa, Canada) durante siete dias y un periodo de descanso
con agua regular ad libitum durante 14 dias. En el dia 54 posterior a la induccién
del CAC, a un grupo de ratones se les administr6 200ug de TcES por ratén 3
veces a la semana via intraperitoneal hasta el dia de su sacrificio al dia 90. A
otro grupo de ratones, en el dia 60 se les administr6 30 mg/kg de 5-FU via
intraperitoneal, 3 veces por semana hasta finalizar el experimento. Los ratones
se monitorearon y se pesaron una vez por semana. Al dia 90 los ratones se

sacrificaron en cdmara de CO2 y se realizo la diseccion del colon (Figura 8).
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1) MODELO AOM/DSS

, Ter. Ciclo ”2do. Ciclo y 3er. Ciclo ‘ Eutanasia
0 5 12 26 33 40 47 54 60 68 l
AOM Dia 90
TcES 200ug 3 veces por
semana
5-FU 30ug/kg 3 veces
por semana

Figura 8. Esquema representativo de la administraciéon del AOM/DSS en
ratones Balb/c. Los ciclos consisten en una semana con DSS en agua para

beber, seguido de dos semanas con agua regular estéril.

6.4. Analisis histoldégico y Procesamiento del tejido

Secciones longitudinales del colon se fijaron en paraformaldehido al 4%

durante 24h. Los tejidos se deshidrataron en etanol-xilol absoluto y se incluyeron

en parafina (Leica Geosystems, Switzerland). Posteriormente, se obtuvieron

secciones de 4um de espesor y se montaron en portaobjetos previamente

tratados con Poli-L-lisina (1:10) (Sigma-Aldrich, EE. UU). Finalmente, se elimind

la parafina a 58°C.

6.5. Tincion Hematoxilina & Eosina

Para el analisis histologico, las secciones longitudinales del intestino

grueso de los ratones se fijaron inmediatamente mediante inmersién en

paraformaldehido al 4%, después de un dia el tejido se deshidratd en gradiente

de concentracion de alcohol para la posterior inclusion de parafina y el andlisis
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histolégico. Se examinaron los tejidos de colon utilizando 4um de espesor y se

tineron con hematoxilina y eosina para visualizar la morfologia.

6.6. Inmunohistoquimica

Para inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, las secciones de colon
se incubaron toda la noche a 4° C con anticuerpo primario para: P21 (anti-mouse
1:200), P53 (anti-mouse 1:200) y MDM2 (anti-rabbit 1:200) (Abcam, USA), con
Su respectivo anticuerpo secundario durante 1 h. Los analisis confocales se

realizaron utilizando un sistema de microscopia confocal Leica TCS SP8 (Leica).
6.7. Western Blot

Las muestras tisulares de colon se lisaron en buffer con: Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0, NaCl 137 mM, glicerol al 10%, NP-40 al 1%, NaF 50 mM, fosfato de [3-
glicerol 10 mM, sodio 2 mM Ortovanadato, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM y

10 pg/ml de aprotinina.

La proteina total se extrajo de muestras de tejido de colon utilizando un kit
de purificacién de ARN/proteina (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON, Canada). Las
concentraciones de proteinas de muestras de tejido de colon se determinaran
mediante el ensayo de Bradford y se separaran mediante SDS-PAGE (se
cargaron 30 ug de proteina en cada pozo) utilizando geles de acrilamida al 10%,
seguido de transferencia a membranas de nitrocelulosa (Immobilon-P, Millipore,
EE. UU.). Las membranas se bloquearon con leche sin grasa al 5% en PBS
durante 2 h, los anticuerpos primarios de; B-actina, p53, p21, MDM2 y Ciclina
D1(Cell Signaling Technology, USA) (Biolegend, USA) se incubaron en leche al

5% en PBS durante toda la noche. La etapa de deteccion se realizo con IgG anti-
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rabbit y anti-mouse (dependiendo del anticuerpo primario) acoplado a peroxidasa
o IgG1l antimicrobiana (BioLegend, 1: 5000) durante 1 h. Los blots fueron
revelados utilizando un sistema de deteccion de IgG (Thermo Scientific™
SuperSignal™ West Pico Complete Mouse IgG Detection Kit) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (Amersham, EE. UU.).

Nombre Dilucion | Peso

p53 1:2000 53 KDa
p21 1:2000 21 KDa
MDM2 1:2000 90 KDa
Actina 1:2000 47 KDa

Tabla 1. Anticuerpos seleccionados para la evaluacion de nuestro modelo
murino de CAC.

6.8. Extraccion de RNA y gPCR

El ARN total del tejido del colon se extrajo utilizando un kit de purificacion
de ARN/proteina (Norgen Biotek Corp, Canada). Para la amplificacién de los
genes TgfB, Tnfa, IL-17a e II-10 se utilizd RT-PCR partiendo de RNA total de las
células. Para la transcripcion inversa, se utilizaron 11 pl de RNA total disuelto en
una mezcla que contenia 50 mM Tris-HCI pH 8.3, 40 mM MgCI2, 10mM DTT, 10

mM de una mezcla de dNTPs, 2,5 uM de hexameros al azar, 20 unidades/ uL de

e
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inhibidor recombinante de la Rnasa OutTM y 100 unidades de la enzima
transcriptasa reversa de RevertAid H Minus. Esta reaccion se incub6 a 42° C 50
min y luego 5 min a 95° C para inactivar a la enzima. Una vez obtenido el cDNA
se realizaron las reacciones de PCR utilizando los oligonucle6tidos especificos,
los cuales se especifican en la tabla 2 para cada gen utilizando la mezcla de
reaccion de IQTM SYBR Green Supermix (Bio-Rad), que contiene SYBR Green
para la deteccion (fluoréforo que se une al DNA de doble hebra), dNTPs con
UTP, tampdn de reaccion y la iTaqg DNA polimerasa. La enzima se activa cuando
se somete a elevadas temperaturas de 95° C durante al menos 3 min, evitando
de este modo la hibridacion inespecifica de los cebadores. La amplificacion se
llevd cabo en un termociclador CFX96 Time PCR Detection System “(BioRad).
Las condiciones de la PCR fueron: 95°C/ 15 min, (95°C/30 s; 58°C, 59°C o 60°C
(dependiendo del gen)/45 s; 72°C/45s) 40 ciclos y 72°C/ 5 min.

El andlisis de la expresion génica por RT-gPCR se realiz6 con el sistema

CFX Maestro Software for CFX Real-Time PCR Instruments.

Gen Cebadores utilizados Tamano ™
amplificado del
amplicén
TofB Fw 5-CTTCAATACGTCAGACATTCGGG-3’ | 142 pb 59

Rv §-GTAACGCCAGGAATTGTTGCTA-3

Tnfa Fw 5-CAGGCGGTGCCTATGTCTC-3 89 pb 60
Rv §’-CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG-3’

[-17a Fw 5’-ATCCCTCAAAGCTCAGCGTGTC-3 170 pb 63
Rv 5-GGGTCTTCATTGCGGTGGAGAG-3’

37



[-10 Fw 5’-AGCCCTATCGGAAATGATCCAGT-3’ | 229 pb 60
Rv 5-GGCCTTGTAGACACCTTGGT-3

Tabla 2. Secuencia de oligonucle6tidos utilizados para identificacion de los genes TgfB, Tnfa,
l117a e I110.

6.9.1 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
unidireccional, seguido de una prueba de comparaciones mdultiples de Sidak
mediante el software Graphpad Prism. Los datos se expresaron como la media
+ Devest., con un intervalo de confianza del 95%. Un valor estadisticamente

significativo se consider6 aquel con un valor p <0.05.
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11.RESULTADOS

11.1. Efecto de los TCES como posible adyuvante al 5-Fluorouracilo en

el tratamiento de cancer de colon asociado a colitis.

Los ratones fueron evaluados en peso y DAI (Desease Activity Index) el
cual es un indice que nos ayuda a evaluar la actividad de la enfermedad, esto se
evalu6 cada semana durante ocho semanas. En la (figura 9) se muestran
imagenes representativas de los animales a las 12 semanas de ser infectados,
observando sangrado evidente, asi como prolapso rectal en el grupo de animales
CAC sin ningun tratamiento, por otro lado los animales que recibieron la terapia
combinada de TcES en conjunto con el 5-FU se observé  una similitud con el
grupo control, en comparacion con las terapias administradas de manera

individual en los cuales no se observa diferencia significativa.

Figura 9. Imagenes representativas de sangrado colorrectal en los ratones al

dia 90 posterior a la induccién de CAC, con los diferentes tratamientos de 5-FU,
TcES, TcES+5-FU, comparados con ratones sanos (Control) y ratones CAC sin
tratamiento.
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11.2. Laterapia adyuvante del TCES disminuye el tamafio y numero de

tumores en un modelo murino de CAC.

Al dia 90, como se indic6 en el esquema de trabajo de la (Figura 11), los
animales de todos los grupos recibieron eutanasia y el colon fue extraido. La
figura 12 muestra las imagenes representativas de los colon obtenidos de los
diferentes grupos con y sin tratamiento: Control, CAC, 5-FU, TcES y TcES+5-FU
obtenido de los grupos de animales al final del experimento. Se observé de
manera evidente que los animales que fueron inducidos a CAC, pero que no
recibieron ningun tratamiento, tuvieron mayor formacion de tumores en
comparacién con los animales que recibieron el tratamiento individual y en
conjunto de TcES més 5-FU. Asi también se observé que en el tratamiento en
terapia Unica con el TcES hubo diferencia significativa con respecto a CAC
indicando una disminucién en el nimero de tumores, en el grupo de animales
gue recibieron la terapia combinada (TcES+5-FU), a diferencia de lo que se
observo en el grupo de animales con CAC que Unicamente recibieron el 5-FU de
manera individual (5-FU) (Figura 12A).Por otra parte, en la terapia combinada de
los TcES en conjunto con el 5-FU (TcES+5-FU) se observd una marcada
disminucién en el nimero de tumores desarrollados en comparacion con el grupo

de CAC libre de tratamiento, cercana a un 70% menos (Figura 12B).
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Figura 12. (A) Imagenes representativas del colon obtenido de los ratones
inducidos a CAC con diferentes tratamientos y grupo control libre de CAC: CAC
libre de tratamientos (CAC); tratados con 5-Fluorouracilo (5-FU), tratados con los
TcES (TcES), animales con terapia combinada TcES+5-Fluorouracilo (TCES+5-
FU) y colon de grupo control sin induccién de CAC (Control). Los tratamientos se
administraron hasta el dia 90. B) Grafica de nimero de tumores en ratones con
los diferentes tratamientos. Los datos se presentan como la media de la
desviacion estdndar SD de 4 animales por grupo de tres experimentos
independientes. P inferior a 0.0001 (****), P = 0.001 (***) y P = 0.05 (*).

10.2.1. La terapia adyuvante del TcES disminuye la transformacion epitelial en

CAC.

Se realizo tincion hematoxilina-eosina en tejidos de colon obtenidos de los
animales control e inducidos a CAC con y sin tratamientos (5-FU, TcES y
TcES+5FU), para visualizar los cambios morfolégicos del epitelio. En la (Figura
13) se observa que en la terapia combinada de TcES+5-FU, se observd una
diferencia en cuanto al dafio en el epitelio, ya que estos tuvieron una menor
transformacién y mantuvieron una morfologia mas organizada en las criptas de

Lieberkihn y vellosidades; esta estructura se asemejo con la del grupo control.

CAC 5-FU TeES TeES+5-FU
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En las tinciones de los tejidos de los animales en los cuales se administraron
terapias individuales de 5-FU, la morfologia epitelial fue muy semejante a la
obtenida en el epitelio del CAC, mostrando células displasicas, desorganizacion
de las criptas, con incremento de los infiltrados celulares y una estructura mas
desorganizada. En la terapia con TcES, Unicamente se observd una ligera
disminucién en la desorganizacion de la arquitectura epitelial y transformacion

de las células epiteliales (Figura 13).

Control 5-FU TcES TcES+5-FU
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Figura 13. Analisis histolégico. Imagenes representativas de tejidos de colon

' f

\

tenidos con Hematoxilina-Eosina en epitelio del colon de los ratones inducidos a
CAC, con terapias individuales de 5-FU y TcES, asi como terapia combinada.

Las imagenes fueron tomadas en un microscopio Zeiss en objetivo 10X.

10.2.2. La terapia adyuvante del TcES disminuye la expresion de citocinas

proinflamatorias e inmuno-reguladoras

La disminucién en el nimero de los tumores en el colén y aparente
proteccion del epitelio por el uso de la terapia combinada de 5-FU con
TcES, indicaba que el uso de estas moléculas podria estar regulando
procesos que favorecen estos eventos. Como se ha reportado
anteriormente la inflamacion es un factor importante que lleva a la
transformacion epitelial. Motivo por el cual se decidi6é evaluar los niveles
de expresion de los mensajeros de citocinas proinflamatorias e inmuno-
reguladoras que se sabe participan en el proceso de la carcinogénesis,

asi como en mecanismos de respuesta a la terapia con 5-FU (Tgf, IL10,
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Tnfa e IL-17a). En la imagen XX A-B se observa un aumento significativo
(13, 5.8, 5y 37 veces mas, respectivamente) en los niveles de todas las
citoquinas mencionadas en los tejidos del colon de ratones CAC (CAC) no
tratados en comparacion con el control sano (Figura 14). El grupo de
ratones CAC que recibieron TcES como terapia Unica mostraron una
reduccion significativa en los niveles de 1I-10 y Tgf-3 (2 veces menos) y en
los niveles de mRNA de las citocinas proinflamatorias Tnf-a e IlI-17a, en
comparacion con los datos obtenidos del grupo CAC no tratado (Figura
14). Por otra parte, los ratones CAC tratados con 5FU exhibieron una
expresion negativamente de 1I-10 y Tgf-B (Figura 14), no asi para los datos
obtenidos de las citocinas inflamatorias Tnf-a e 1-172, en los cuales no se
observo modificacién en su expresion en este grupo en comparacion con
el grupo CAC (Figura 14). La terapia combinada de TcES+5FU disminuy6
significativamente los niveles de todos estos factores. Adicionalmente, los
niveles de mRNA de las citoquinas inflamatorias Tnf-a e Il-17a se
redujeron significativamente (3,5 veces y 23 veces, respectivamente,
(Figura 14).
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Figura 14. El efecto adyuvante de TcES disminuye las citocinas inflamatorias

en la colitis asociada al cancer de colon. Expresién relativa de los genes Tgf-
(A), Tnfa (B), 1I-10 (C), e ll-17a (D) determinada por qPCR a partir de ARNm de

Control (barras negras), CAC sin tratamiento (barras blancas), 5FU (gris

continuo), TcES (barras cuadriculadas) y TcES+ 5FU (barra con lineas). Los

datos se presentan como valores individuales con una mediana y un rango de

tres experimentos independientes realizados por triplicado. valor de p inferior a
0,001 (***); p=0,01 (**)y p=0,05

11.3. El uso de TcES regula la proliferacion celular a través de la

sefalizacion P53 en células de cancer de colon humano.

Con el fin de determinar una de las posibles rutas mediante las cuales el

TcES pueda ejercer su efecto como adyuvante a la terapia con el 5-FU,

favoreciendo de esta manera la reduccion del nimero de tumores en el colon y
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con base en trabajos anteriores acerca de sefalizacion, se probo si el efecto del
antigeno de T. Crapssiceps podia regular proteinas encargadas de regular
procesos de Proliferaciéon y muerte celular.

Se realizd extraccion proteinas y western blot, de los tejidos de los
diferentes grupos. Como primer punto se evaluo los niveles de expresion de la
proteina P53.

Como se observa en la (Figura 15), la expresion de la P53 se ve disminuida en
el grupo CAC, asi como en las terapias individuales en comparacion con el grupo
control y la terapia combinada, presentando una mayor expresion en P53. Esto
sugiere que el TcES podria ser un regulador de la expresiéon de P53, el cual

estaria regulando directamente los niveles de expresion de P21 como se muestra

en la figura (15)
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Figura 15. Evaluacién de la expresiéon de P53 y B-Actina con los grupos sin
tratamiento (Control y CAC), en terapia Unica (5- FU y TCES) y en terapia
combinada (TCES+5-FU)

11.4. El efecto de la terapia combinada de TcES+5FU regula la

expresion de P21, P53 y MDM2 en tejidos de colon.

Uno de los principales mecanismos asociados a la regulacion de la

proliferacion por medio de P53 es a través de P21, motivo por el cual se

——————
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decidié evaluar la expresion de esta proteina en los tejidos de colon
obtenidos y de esta manera determinar si la regulacion de P53 por las
TcES afectaria moléculas reguladas por esta proteina. En la (Figura 16)
se muestra las imagenes representativas de la tincion por
inmunohistoquimica obtenidas de los diferentes tejidos para la expresion
de las proteinas P53 y P21. Como se observa en el panel superior de la
(Figura 16) corresponde a la tincion de P53 donde se observé una
marcada expresion en el tejido control (tejido sano sin induccién de CAC)
y con una marcada disminucién en el tejido de CAC sin tratamiento. Por
otra parte, la terapia combinada de TcES+5FU tuvo una sobreexpresion
del 48% de P53. Asi mismo se pudo observar una regulacion positiva
significativa en la expresion de P21 en la terapia combinada de TCES+5-
FU incrementando un 35% en comparacion con los grupos control y la

terapia de manera individual.

Finalmente, con el objetivo de poder determinar la manera a través
de cudl es el mecanismo por el cual los TCES podrian estar favoreciendo
la expresion de P53 en la terapia combina con el 5-FU. Se determino la
expresion de una de las moléculas reguladoras de P53, la expresion de la
proteina MDM2, la cual se sabe participa en la regulacion de P53 a travées
de la interaccion con determinados aminoacidos del dominio de
transactivacion conduciendo a su degradacion. En la (Figura 16) en la
seccion final de los tejidos se pudo observar una sobreexpresion
significativa de MDM2 del 47% en el grupo de CAC, sin ningun tratamiento

en comparacion con el grupo control al igual que en los grupos con
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terapias individuales con un 17% en TcES y un 9% en 5-FU. En el grupo
de la terapia combinada se observé una marcada disminucion de la
expresion de esta proteina con respecto al grupo de CAC, hasta niveles
muy similares a los observados en el grupo control, lo cual correlaciona
con el incremento de la expresion de la proteina P53 en los tejidos del

mismo grupo.

P53

P21

MDM2

Figura 16. Imagenes representativas de tincion de inmunohistoquimica
para deteccién de la proteina P53, P21 y MDM2 en tejidos de colon sano
(Control), CAC sin tratamiento (CAC) y tejidos de ratones inducidos a CAC
con tratamientos de manera individual de 5-FU (5-FU), TcES (TcES) y
terapia combinada de TcES+5-FU (TcES+5FU). Las imagenes fueron

tomadas en Aperio SC2 20x.
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Figura 17. Densitometricos de expresion de P53, P21 y MDM2 en tejidos de
colon sano (Control), CAC sin tratamiento (CAC) y tejidos de ratones inducidos
a CAC con tratamientos de manera individual de 5-FU (5-FU), TcES (TcES) y
terapia combinada de TCES+5-FU (TCES+5FU).

48



12.Discusion

El CCR es una de las neoplasias con mayor indice de casos nuevos y de
mortalidad a nivel global. Aproximadamente la mitad de los pacientes con CCR
tienen riesgo de desarrollar metastasis, y un gran nimero son diagnosticados en
esta etapa avanzada (21%), lo que complica mas la efectividad de los
tratamientos en los pacientes [29].

En el microambiente tumoral, diversos genes juegan un papel importante
en la supervivencia, proliferacidbn y metastasis de las células cancerosas, al
proveer vias de sefalizacion criticas [30]. El potencial de la terapia contra el
cancer se ve afectado por las dificultades para predecir tanto la respuesta tumoral
como los eventos adversos. El 5-FU es unos de los principales farmacos
utilizados en el tratamiento de esta neoplasia. Desafortunadamente su baja
eficacia en terapia individual y los efectos adversos que se generan con el uso
de otros quimioterapéuticos como el oxaliplatino e irinotecan, limitan el uso de
estos farmacos en los pacientes. Motivo por el cual, la busqueda de nuevas
terapias alternativas adyuvantes se ha vuelto una necesidad para mejorar la
eficacia de los medicamentos ya establecidos.

El uso de terapias alternativas basadas en parasitos y sus derivados, a la
fecha continlan siendo controversiales, estudios previos han demostrado un
efecto beneficioso de las infecciones por helmintos en la regulacion de diferentes
enfermedades inflamatorias y tipos de cancer, incluido el CCR [31,32]. Estudios
realizados con el helminto Echinococcus granulosus, indican que la prevalencia
de ciertos tipos de cancer, como el cancer de higado y los carcinomas gastricos,
es menor en los pacientes infectados con este parasito a diferencia de los

pacientes no infectados [33]. Acorde con estos resultados, trabajos previos de
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nuestro grupo, utilizando un modelo de cancer de colon asociado a colitis,
determinaron el potencial efecto profilactico de la infeccion y el uso de moléculas
liberadas por Taenia crapssiceps (TcES), demostrando un fuerte componente
antiinflamatorio capaz de disminuir la expresién de citoquinas inflamatorias
asociadas con el desarrollo y malignidad en cancer de colon (IL-18, TNF-a, IL-
33 e IL-17, asi como disminucién en la actividad del transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3 (STAT3) y del factor nuclear kappa B (NF-kB),
dando como consecuencia una marcada disminucion de la formacion de tumores
en el colon [30].

Desafortunadamente y debido a que uno de los principales problemas que
se asocia con las altas tasas de mortalidad en CCR es la respuesta inadecuada
a los quimioterapéuticos y resistencia que se llega a generar en los pacientes en
etapas avanzadas de la enfermedad, motivo por el cual en este trabajo se evalué
el uso de los TcES como una terapia adyuvante con 5-FU en el cancer de colon
ya establecido, en el modelo de raton CAC. Aqui nosotros demostramos que el
uso de estas moléculas, como adyuvante para 5-FU, inducen una reduccién
significativa en el nUmero y tamafio de los tumores de colon a través de diferentes
mecanismos. Esta combinacion terapéutica llevo a la regulacion en la expresion
de citocinas como Tgf-B, 1I-10, Tnf-a e ll-17a, las cuales como se mencion6
anteriormente se involucran en el desarrollo de tumores y la resistencia a
multiples quimioterapéuticos, [34-36]. Cabe sefalar que los tratamientos
individuales de TcES y 5-FU y en conjunto (TCES+5FU) regularon negativamente
la expresion de 1I-10 y Tgf-B en niveles similares, lo que indica que TcES y 5-FU

no ejercieron efectos sinérgicos en esta situacion.
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Por otra parte debido a la alta tasa de mortalidad y la escasa eficacia de
los tratamientos, en los Ultimos afios, ha habido avances en las terapias dirigidas

a los reguladores del ciclo celular.

Se sabe que el 5-FU, induce apoptosis por vias dependientes o
independientes de P53, y en distintos casos la proteina P21 protege a las células
de esta apoptosis [37]. Esta conclusion se ha derivado de estudios que muestran
gue la eliminacién de P21 aumenta la sensibilidad de las células tumorales a la
apoptosis inducida por diversos agentes quimioterapéuticos. En este modelo, se
ha observado que P21 juega un papel anti-apoptotico en respuesta a diferentes
farmacos genotéxicos que causan dafio al ADN, como es el caso del 5-FU. Asi
mismo, diversos estudios han reportado que el incremento en la expresion de
P21 es un elemento clave en la respuesta a tratamiento con 5-FU, tal como lo
gue se indica en el trabajo realizado por Zhang y Cols (2014), en el cual se
observé en un modelo in vivo de xenoinjerto en ratén con células de cancer de
colon que sobre expresaban el micro RNA miRNA520g, se asociaba con pérdida
en expresion de la proteina P21 y la inhibicion de este microRNA favorecia la

expresion de P21 y un incremento a la terapia con 5-FU [38].

Los resultados obtenidos con la administracion de los productos derivados
de T. crapssiceps (Tces) nos llevaron a realizar un abordaje mas amplio sobre el
papel de P21 en apoptosis y sobre el posible papel protector de esta proteina
con farmacos inhibidores tirosina-quinasa. Tal como se observaron en nuestros
resultados, los grupos que recibieron la administracién de los TcES tuvieron una
reduccion en el numero de tumores en el colon, y una mejor respuesta a la terapia

cuando esta fue utilizada en conjunto con el 5-FU, lo cual se relaciona con el
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incremento de la proteina P21, tal como se ha reportado en trabajos previos
donde se han realizado metaanalisis revelando que una baja expresion de P21
se asocia con caracteristicas clinico patoldégicas como mala diferenciacion,
metéstasis ganglionares, agresividad, mayor grado y estadio clinico. Asi mismo
existe amplia evidencia que indica que la expresion elevada de P21 es un
indicador importante de buen prondstico para los pacientes [39]. Es bien sabido
qgue la expresion de P21 se encuentra regulada principalmente por la actividad
de la proteina P53, por lo cual, el efecto en incremento de la expresion al igual
en esta proteina, podria ser la clave en la recuperacion de la expresion de P21,

tal como lo observamos en nuestros resultados.

P53 es una molécula antitumoral supresora de tumores que esta
frecuentemente inactivada por mutaciones y/o deleciones en diferentes tipos de
neoplasias, incluyendo el CCR [40]. En CCR se ha reportado que 70% de los
pacientes presentan alteraciones en la expresion de esta proteina. Distintos
trabajos han reportado que uno de los principales mecanismos asociados a la
disminucién de la expresion de la proteina P53 es a través de la regulacion de la
proteina MDM2, la cual es un regulador negativo de P53y el principal supresor
de la funcién. La proteina MDM2 regula negativamente la expresion de P53, en
una célula normal cuando ya no es necesario la expresion de P53, se comienza
a sintetizar la proteina MDM2, que ubiquitina a la proteina P53 para marcarla y
enviarla al proteosoma para su degradacion [41]. En el CCR, asi como otras
neoplasias, se ha demostrado un incremento de la proteina MDM2 en las células
cancerosas lo cual disminuye drasticamente los niveles de expresion de P53
evitando de esta manera que pueda ejercer su funcion, favoreciendo la

tumorogenesis y malignidad de las células tumorales [42]. Por lo tanto, evitar la
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expresion de los principales reguladores negativos de P53, como es MDM2,
podria favorecer la estabilizacion de las funciones de la proteina P53, tal como
se reportd en un trabajo realizado en células de cancer de mama, en las cuales
se observé que oligodesoxinucledétido anti sentido de MDM2 inhibio la expresion
de esta proteina en células tumorales con una alta expresion de esta proteina.
Favoreciendo de esta manera la recuperacion de los niveles de la proteina P53
y una mayor efectividad en los tratamientos con farmacos inductores de dafio al
DNA [43]. En nuestros resultados nosotros pudimos ver algo similar a lo
anteriormente reportado al observar que los animales tratados con la terapia con
5-FU y TcES en conjunto, presentaron un incremento en la expresion a nivel de
proteina de P53, lo cual se relacion6é con una marcada disminucion en la
expresion de MDM2 en el tejido de los mismos animales. Si analizamos la
vinculacién entre el tamafio del tumor y la expresion de la proteina p53 podemos
observar que existe dependencia entre ésta y el tamafio promedio del tumor,
existiendo una relacion directamente proporcional con las diferentes terapias
utilizadas, donde las terapias individuales tuvieron una expresion moderada de
nuestra proteina de interés; por lo cual podemos proponer que uno de los
principales mecanismos a través del cual los TCES pueden ejercer su efecto
adyuvante, es por la disminucion de los niveles de la proteina MDM2, lo cual

permite la proteina P53 se pueda recuperar y a su vez activar a la proteina P21.
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13.Conclusiones Generales

e Moléculas derivadas de T. crassiceps (TcES) inhiben el desarrollo del
CAC, reduciendo el tamafio de los tumores.

e El uso de los TcES, como terapia adyuvante potencia el efecto del 5-FU
en el tratamiento de CAC en un modelo murino.

e Eluso de los TcES regula positivamente la expresién de P53

e Los TcES regulan positivamente la expresion de P21 a través de la
expresion de P53 e inhibicién de la proteina MDM2, principal regulador

negativo de P53.
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14. Perspectivas

Realizar ensayos funcionales para evaluar la regulacion de la expresion de
MDMZ2 a través del TCES y determinar si esta regulacion se da a través de
la via AKT.
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